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ANOTACIJA

Briofitu ekstraktvielu sastava izpéte izmantojot frakcioneésanu ar Ccietfazes
ekstrakcijas metodi. NaidjonokaP., darba vaditajs MSc. Klavinpa L,Drkim., prof.
ViksnaA.Bakalaura darbs, 72 lappuses, 16 tabulas, 18attéli, 96 literataras avoti,3pielikumi.
Latviesu valoda.

Bakalaura darba ir apkopota informacijapar briofitu kimisko sastavu un ta p&tijjumiem, ka
arl ir aplikoti cietfazes ekstrakcijas metodes pamati un pielictojumi dabas ekstraktvielu
frakciongsanai. Eksperimentalaja dala tika veikta briofituPolytrichum communeun Dicranum
polysetumekstrakta frakcionésana, izmantojot tadus cietfazes Sorbentus ka silikag€ls un
araminopropilgrupam modificéts silikagéls. Tika salidzinatas divas eluentu sistémas tadu
savienojumu klasu atdalisanai ka ogludenrazi, taukskabes un toesteri, steroli. legutas frakcijas
tikaanalizétas ar gazes hromatografijas-masspektrometrijas metodi un identificétiem
savienojumiem tika noteikta masas koncentracija sausos briofitos.

BRIOFITI, POLYTRICHUM COMMUNE,DICRANUM POLYSETUM, CIETFAZES
EKSTRAKCIA, SILIKAGELS, SPE-NH,, GAZES HROMATOGRAFIJA-
MASSPEKTROMETRIJA.



ABSTRACT

Bryophyte chemical composition analysis using solid phaseextraction method.
NaidjonokaP., supervisor M. Sc. Klavina L, Dr. chem., prof. Viksna, A. Bachelor’s thesis,
72pages, 16 tables, 18 figures, 96 references, 3appendices. In Latvian.

This bachelor’s thesis summarizes information on studies about chemical composition of
bryophytes. It also deals with basics of solid phaseextraction and different solid phase sorbents
application for separation of compounds found in biological samples. In experimental part
theextract of bryophyte speciesPolytrichum communeand Dicranum polysetumwas separated
using such solid phase sorbents as silicaand aminopropyl bonded silica. Twoeluent systems were
compared for isolation of carbohydrates, fatty acidsand ethers, steroles.Fractions wereanalyzed
by gas chromatography — mass spectrometry method and the concentration of identified
compounds was quantified.

BRYOPYTES,POLYTRICHUM COMMUNE, DICRANUM POLYSETUM, SOLID
PHASEEXTRACTION, SILICA, SPE-NH, GAS CHROMATOGRAPHY-MASS

SPECTROMETRY.
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IEVADS

Briofiti ir neliela izméraaugi bez vaskularas sistémas. Tieattistijas pirms apméram 500
miljoniem gadu un tiek uzskatiti par pirmajiem sauszemi apdzivoSajiemaugiem. Briofiti ir
izplatiti visos kontinentos un katra apvidi, kur iesp&jama fotosintéze. Latvija ir sastopamas
vairak neka 550 dazadas briofitu sugas. Tacu neskatoties uz plasu briofitu izplatibu visa pasaulg,
kimiskais sastavs un ipasibas pétitas tikai ~ 10% no briofitu sugam.

Briofitiem piemit antimikrobiala un pretsénisu iedarbiba. Kina, Eiropa un Ziemelamerika
tie tiek izmantoti tautas medicina nobrazumu un adas apdegumu arstéSanai. V&l viena Svariga
briofitu Tpasiba ir toaugsta jutibapret dazadiem smagajiem metaliem. Ar briofitu palidzibu var
noteikt bistamu piesarnotaju daudzuma izmainas gaisa un tdeni. Briofiti ir izplatits dabas
resurss, kam iesp&jams atrast pielietojumu daudzas zinatnu nozargs.

Savienojumu noteikSanai un identifikacijai briofitu ekstraktos visbiezak izmanto GC/MS
vai HPLC/MS. Tacu savienojumu identificéSsanu visos dabas paraugos apgritina lielais
savienojumu skaits, kas izsauc signalu parpilnibu hromatogrammas. Viens no risinajumiem Sai
problémai ir ekstrakta frakcionéSanaar cietfazes ekstrakcijas metodi. Izmantojot dazadas
polaritates eluentus un dazadus sorbentus var panakt savienojumu sadalisanu frakcijas atkariba
no topolaritates. Briofitu ekstraktu frakcionésanai nav izstradatas metodes, tapec bakalaura darba
letvaros tiek pétiti un piemekléti pieméroti apstakli dazadu briofitoS eSoSo Savienojumu

atdali$anai.

Darba meérkis: izstradatoptimalu cietfazes ekstrakcijas metodi briofituPolytrichum commune un

Dicranum polysetumekstrakta esosoalkanu, sterolu, taukskabju un toesteru frakcionésanai.
Darba uzdevumi:

1. Apkopot literatiiru par briofitu raksturojumu un kimisko Sastavu.

2. lepazities ar cietfazes ekstrakcijas pamatprincipiem un pielietojumu dabas vielu ekstraktu
frakciong&sanai.

3. lzpéetit dazadu eluentu pielietojamibu briofitu ekstraktvielu frakciongsanai.

4. lzpetit briofitu ekstraktvielu frakcionésanas iespg&jas ar dazadiem cietfazes sorbentiem.

Bakalaura darbs tika izstradats Geografijas un Zemes zinatnu fakultate.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Briofitu raksturojums un ipasibas

Briofiti (stinaugi) ir zemakieaugi, kurus iedala 3 grupas: lapu siinas (Musci);aknu stinas
(Hepaticae) un ragvacelites (Anthorcerotae). Briofiti ir otra lielaka apaks$valsts augu valsti, kura
ir vairak neka 20000 sugas [1]. Briofiti ir pazistami ar to, ka tiem nav attistita vaskularoaudu un
saknu sisteéma, tadel gan tdens, gan baribas vielu uznemsanai tiek izmantota visaauga virsma.
Soaugu izmérs ir robezas noparis milimetriem Iidz pusmetram. Briofitu izmérs, kuri aug tropu
regionos un tdeni, sasniedz pat 2 m [2]. Latvija sastopamubriofitu sugu skaits parsniedz 550,
puse no tam ir reti sastopamas. Latvijas sarkanaja gramata ir ieklautas 87 sugas un 127 tiek
uzskatitas par Tpasi aizsargajamam [3].

Liclakai dalai briofitupiemit rigta, pat asa garSa. Dazas sugas ietilpstosie seskviterpénu
laktoni un garas keédes alkilfenoli var izraisit alergisku reakciju. Daudziembriofitiempiemit
antimikrobiala un pretséniSu iedarbiba, tap&c tos izmanto tautas medicina ka arstniecisko Iidzekli
adas apdegumu un bric¢u arsté$anai, ka ari neirasténijas, disbakteriozes, psoriazes, pneimonijas,
tuberkulozes, nieru iekaisumu, dazadu infekciju un citu slimibu arstésanai [1].

Ekologi uzskata, ka briofitiem ir milziga loma barosanas cikla, Gdens aiztur€ un tdens
pieejamibas nodrosinasana. Savukart medicinas nozares parstavji noverté briofitu izmantosanu
geénu funkcion&$anas izpété un proteinu razoSana [2]. Misdienas biezi briofiti tiek izmantoti ka
vides bioindikatori, kuri sniedz informaciju par apkartgjas vides piesarnojuma daudzumu. Smago

metalu uzkrasanas briofitos ietekme lipidu kvalitati un daudzumu [1].

1.2. Briofitu kimiskais sastavs

Briofitu  kimisko sSastavu ietekmé daudzi argjieapstakli, piem&ram, gaisa
temperatiira,ultravioleta starojuma intensitate, mitruma daudzums,skabekla daudzums un
augsnes pH,apkartgjas vides piesarnojums u.c. Sastavu ietekmé ari auga vecums[1,4-6]. Ta,
palielinoties auga vecumam, slapekla, kalija un fosfora daudzums briofitos samazinas, bet kalcija
— pieaug [7].

Briofitu kimiskopamatsastavu veido tadas organiskas vielas ka hemiceluloze, pektins 30-
60%, olbaltumvielas 5-10%, celuloze 15-25%, lipidi un polifenoli 5-10%. Neorganiskovielu
daudzums ir tikai 3-10% [8].



1.2.1. Oglhidrati briofitu sastava

Oglhidratus iedala monosaharidos, oligosaharidos un polisaharidos. Monosaharidi ir
polihidroksisavienojumi, kuru molekula ir aldehidgrupa vai karbonilgrupa. Briofitu sastava
ietilpstosas aldoheksozes ir galaktoze, mannoze un glikoze. Glikoze ir atrasta 46 briofitu sugas.
Daudz mazakas koncentracijas ir ramnoze, rafinoze un ketoheksoze fruktoze. Dazu sugu sastava
letilpst arT pentozes, pieméram, ksiloze, riboze, arabinoze. Disaharidi ir veidoti no diviem
monosaharidu atlikumiem, Kkuri ir saistiti ar glikozidisko saiti. Visizplatitakais disaharids
briofitos ir saharoze, kura ir atrodama 44 aknu stinu sugas [1, 9]. Tas koncentracija briofitu sugas
Dicranum majus, Polytrichum commune, Racomitrum lanuginosum un Hookeria lucens ir
robezas no 100 lidz 500 umol/g sausnes [10, 11]. Polisaharidu molekulas ietilpst simtiem un
tukstosiem monosaharidu atlikumu. Augos polisaharidi tiek izmantoti ka energijas avots vai §inu
struktirelements. Nopolisaharidiem briofitu sastava ir atrodama ciete, tac¢u tas daudzums ir loti
mazs un daudzas sugas ciete Vvispar nav atrodama. Briofitu sastava ietilpst tadi

raksturigiepolisaharidi ka sfagnans (poli(galakturonskabe)), kas ir atrodams sfagnos [11].

1.2.2. Lipidi briofitu sastava

Lipidi ir vielas, kas neskist tidenT un no dzivoorganismu audiem ekstrahgjas ar nepolariem
skidinatajiem. Kopgjais lipidu daudzums briofitu sausné svarstas no 21,9 mg/g lidz 68,0 mg/g
[1]. Lipidus iedalapolaros, neitralos un sekundaros metabolitos.

Polarie lipidi. Piepolariem lipidiem pieder glikolipidi, fosfolipidi un betaina lipidi. Polaro
lipidu saturs briofitos ir loti dazads. Vismazakais daudzums (8,3% no kopgja lipidu daudzuma) ir
briofitu suga Sphagnum squarrosum un vislielakais (30,6%) - briofitosPhilonotis fontana[1].

Visizplatitakie ~ fosfolipidi  briofitos  ir  fosfatidilglicerins,fosfatidilholins ~ un
fosfatidiletanolamins, ka ari fosfatidilinozitols un fosfatidilserins [3, 5, 6]. Kopgja glikolipidu
koncentracija briofitu sugas ir mazaka neka neitralo lipidu koncentracija un ir robezas no 18,7%
lidz 36,1% no Kopgjas lipidu masas [3]. Betaina lipidu uzbave ir tadapati ka fosfolipidiem, tikai
betaina lipidiem nav fosfatgrupas. Visbiezak atrodamais betaina lipids ir 1(3),2-diacilgliceril-O-
4'-(N,N,N-trimetil)-homoserins (DGTS), kura daudzums no kopgja lipidu satura svarstas no
13,3% briofitos Pleurozium medium lidz 39,6% Pellia neesiana[l, 12, 13].

Neitralie lipidi. Neitralie lipidi ir trigliceridi, vaski, steroidu esteri. Tie veido vislielako
dalu no kopgja lipidu daudzuma briofitos. To daudzums svarstas no 18,58% briofitos Atrichum

angustatum lidz 71,25% suga Mnium marginatum. Visizplatitakie neitralie lipidi ir trigliceridi,



vaski un steroidu esteri [12-14]. Trigliceridi sastav no glicerina un taukskabju atlikumiem.
Briofitos trigliceridu saturs ir lielaks neka augstakos augos. Tas mainas no 11% lidz 60%.
Parsvara briofitu sastava ietilpst tadas trigliceridu tauksabes ka palmitinskabe, linolskabe,
linolénskabe, oleinskabe, arahidonskabe, eikozanpentakarbonskabe [9, 13, 14].

Sekundarie metaboliti. Pie seckundaro metabolitu grupas pieder taukskabes, steroidi,
terpenoidi, karotinoidi, vairakvertigie un garas alkilkédes spirti un ogludenrazi. Visbiezak
briofitu sastava ir neSazarotas nepiesatinatas UNn piesatinatas monokarbonskabes ar
paraogleklaatomu skaitu. Sazarotu taukskabju daudzums neparsniedz 1% nokopgja lipidu satura.
Biezak atrodamas ir C1,-Cyg taukskabes, tatu mazakas koncentracijas tika izolétas ari taukskabes
ar lielaku oglekluatomu skaitu. Briofitu sastava no piesatinatam taukskabém visizplatitakas ir
palmitinskabe (16:0) un stearinskabe (18:0), bet no nepiesatinatam — oleinskabe (cis-9-18:1),
linolskabe (cis-9,cis-12-18:2) un linolénskabe (cis-9,cis-12,cis-15-18:3), ka ari arahidonskabe
(cis-5,cis-8,cis-11,cis-14-20:4),  ecikozapentaénskabe  (cis-5,cis-8,cis-11,cis-14,cis-17-20:5),
dokozapentaénskabe (cis-7,cis-10,cis-13,cis-16,cis-19-22:5) [1, 9, 12, 15, 16].

Sterolip&c uzbiives loti atskiras no citam lipidu grupam. To strukttiru veido tris kondensétie
cikloheksana gredzeni un viens ciklopentana gredzens, kuros ir dazadi aizvietotaji. Sterolu
daudzums briofitos ir robezas no0,04% lidz 0,21% sausa masa. Briofiti satur sterolus ar 27-30
ogleklaatomiem, raksturigakie no kuriem ir holesterols (1), kampasterols (2) (24-
metilholesterols), B-sitosterols (3) (24-etilholesterols), stigmasterols (4) (24-etilholeste-5,22-
diénols) un brasikasterols (5). Stigmasterols un B-sitosterols (Cy) ir biezak atrodami neka

kampesterols (Czg) un holesterols (Cy;) visas Sphagnum stinas [1, 5, 16, 17].

HyC.,, CH,

1.1.att. Briofitu ekstrakta sastopamie sSteroli [1]



Vel viena sekundaro metabolitu grupa, Kas tiek sintezéta briofitos ir fenolu savienojumi.
Visizplatitakie §is  savienojumu klases parstavji briofitos ir p-hidroksibenzoskabe,4-
hidroksibenzaldehids,3,4-dihidroksibenzoskabe, 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehids, 4-acetil-
2,6-dimetoksifenols  (5), p-hidroksikanglskabe (6), vanilins (7) (3-metoksi-4-hidroksi-
benzaldehids) un 3-metoksi-4-hidroksiacetofenons [14, 18-22].

OH @) OH
O HO H X0
5 6 7

1.2.att. Briofitos sastopamo fenolu struktirformulas [22]

Sphagnum dzimtai raksturigs savienojums ir sfagnskabe (3-(4-hidroksifenil)-penta-2-én-
1,5-dikarbonskabe). Tas daudzums var mainities dazadas augu dalas no 70 pg/g sausaparauga

jau sadalities sakusaja dala Iidz pat 220 pg/g sausaparaugaaugséja dala [23].

O§ OH
= /O
OH
OH

1.3.att. Raksturigs tikaiSphagnu dzimtai savienojums — sfagnu skabe [23]

Briofitu ekstraktos liela daudzuma ir atrodami flavonoidi. Sie savienojumi nodrosinaaugu
krasu, ka ari, absorbgjot ultravioleto starojumu, tiepasarga briofitus no saules nelabveliga
starojuma [14, 24]. Flavonoidi ir atrodami tikai lapu sinas un aknu siinas, ragvaceliSu kimiskaja
sastava Sie Savienojumi neietilpst [25]. Briofitu sastava ir atrodami tadi biologiski aktivi
savienojumi ka flavonaepigenins, epigenin-7-O-triglikozids, saporanins, lucenins-2, luteolins-7-
O-neoheperidozids un viteksins [26]. No biflavonoidiem visbiezak ir sastopami 5°3°”’-

dihidroksiamentoflavons un 5’3”*’-dihidroksirobustoflavons [27].
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Terpenoidi ir skabekli satourosi organiskie savienojumi, kuru ogliidenrazu skeletu veido
izopréna fragmenti.Terpenoidi tiek iedaliti vairakas klas€s: mono-, seskvi-, di-, tri-, tetra-,
pentaterpenoidi. Visvairak terpenoidus satur aknu siinas. Biezak saStopamie monoterpenoidi
briofitu sastava ir kampars (1), borneols (2), askaridols (3), kamféns (4), ciméns (5), geraniols
(6), linalools (7), limonéns (8), mirtenals (9), ociméns (10), a- (11) un PB-felandréns(12), a-
terpineols(13), a- (14)un B- pinéns(15), tujanols(6) u.c. Lapu un aknu stinas ir atrodami tadi
triterpenoidi ka friedelins, epifriedeniols, neohop-13(18)-éns, ursolskabe, hop-17(21)-&ns, hop-
22(29)-ens [1, 14].

1

OH ®)
HO | ) NN
| | %av |
N
6 7 8 9 10
| OH
ée ?E égw 7/ @z ?
11 12 13 14 15 16

1.4.att. Briofitu ekstraktos atrodami monoterpéni [1]

Svariga terpénu grupa ir Karotinoidi. Parsvara tie ir tetraterpéni un tetraterpenoidi. Briofitu
augos Karotinoidu daudzums ir robezas no 6,617 lidz 30,656 ng/g svaigaparauga. Tipiskie
karotinoidi briofitu sastava ir a- un [-Karotins, B-Karotinaepoksids, luteins, zeakSantins,

mutatoksantins, anteroksantins, neoksantins, a-, B- un izo-kriptoksantins un 5,6-epoksiluteins

[1].
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1.3. Cietfazes ekstrakcija

ApQgrieztas fazes SPE(solid phaseextraction). Apgrieztas fazes ekstrakcija ietver polaru vai
vidgji polaru parauga matricu ka kustigo fazi un nepolaru nekustigo fazi. Analizgama
paraugapolaritateiparasti ir jabat no vid&ji polaras lidz nepolarai $1 tipaekstrakcijas metodei.
Apgrieztas fazes Kategorijai pieder tadi cietfazes ekstrakcijas materialika silikagéls, saistits ar
alkil- vai aril- grupu, pieméram, LC-18, ENVI-18, LC-8, LC-Ph u.c. Saja sorbenta hidrofila
silanola grupa tiek kimiski modificétaar atbilstosa silana hidrofoboalkil- vai aril- grupu uz
silikaggla virsmas.

Organiska savienojumaaizturé$ana uz cietfazes materiala nopolara $kidinataja notiek
pateicoties pievilkSanas spekiem starp savienojuma ,ogleklis — tdenradis” saitem un
funkcionalajam grupam uz silikagéla virsmas. Sie ,,nepolars — nepolars” pievilk3anas speki tiek
saukti par van der Valsa mijiedarbibu vai dispersijas mijiedarbibu. Adsorbéta
savienojumacluésanai noapgrieztas fazes SPE izmanto nepolaru $kidinataju, kura iedarbiba tiek
izjaukti speki, kas saista savienojumu ar adsorbentu [28]. Apgrieztas fazes SPE izmanto
savienojumu atdalisanai no narkotiskajam vielam, pesticidiem [29].

Normalas fazes SPE. Normalas fazes SPEparasti ieklauj polaru analitu, vidgji polaru vali
nepolaru matricu (piem&ram, acetons, heksans un hlorétie $kidinataji) un polaru nekustigo fazi.
Saja SPE mehanisma tiek izmantoti silikagglsar polaram funkcionalam grupam (pieméram, LC-
CN, LC-NH; un LC-Diol) un polara adsorbcijas vide (pieméram, LC-Si, LC-Florisil, ENVI-
Florisil un LC-Alumna). Analiz€jama savienojumaaizturéSanas normalas fazes apstaklos notiek
pateicoties mijiedarbibaistarpanalitapolaram funkcionalajam grupam un polaram grupam uz
sorbenta virsmas. Seit notiek tidenraza saites, dubultsaites, dipola — dipola, dipola — 1adéta dipola
un citas mijiedarbibas. Sada mehanisma rezultata adsorb&jusos Savienojumu var atdalit,
izmantojot eluentu, kur§ izjauc Savienosanas (saistiSanas) mehanismu — parasti daudz polaraku
skidinataju par paraugasakotngjo vidi [28]. Normalas fazes SPE metodi izmantoaminu,
hidroksidu, karbonil savienojumu, aromatisko gredzenu un heteroatomu ( O, S, N, P) saturosu
savienojumuatdalisanai no lipidiem, ellam, oglhidratiem, fenoliem [29].

SPEar LC-CN, LC-NH; un LC-Diol silikagglu ir 1sas alkil-k&des ar polaru funkcionalo
grupu, Kas ir savienotaar virsmu. Salidzinajuma ar apgrieztas fazes silikagéliem, Sie Silikaggli ir
daudz hidrofilaki polaro funkcionalo grupu dél. Lidzigi ka tipiskie normalas fazes silikaggli, Sie
sorbenti var biit izmantoti, lai adsorb&tu polaros savienojumus no nepolara §kidinataja. Sadas
SPE kolonnas tiek izmantotas, lai adsorb&tu un selektivi eluétu savienojumus ar Iidzigu struktiiru

(piem&ram, izomérus), maisijumus ar daudziem savienojumiem vai tadas savienojumu klases ka
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lipidi. Normalas fazes materiali var but izmantoti ari apgrieztas fazes apstaklos (ar Gdens
Skidumiem) Tsas alkil-k&des hidrofobo 1pasibu izmantosanai.

Jonu apmainas SPE. Jonu apmainas SPE tiek izmantota 1adetu savienojumu izdalisanai no
Skiduma (parasti tdens, bet dazreiz ari organiska). Anjonu (negativi ladeti) savienojumi tiek
izoleti uz sorbenta, kas saistitsar LC-SAX (Stiprs anjonu aizvietotajs)vail.C-
NH, silikagglakartridziem. Katjonu (pozitivi 1adéti) savienojumi tiek aizturéti, izmantojot, ar LC-
SCX (stiprs Kkatjonu apmainitajs) vai LC-WCX (vaj$ katjonu apmainitajs)saistita Silikagéla
kartridza. Savienojumu pirméjas sorbcijas mehanismapamata ir elektrostatiskie speki starp
savienojuma ladéto funkcionalo grupu un, uz silikagéla virsmas saistito, ladéto grupu.Lai
savienojums tiktu aizturéts no tidens $kiduma jonu apmainas rezultata, parauga matricas pH ir
jabiut tadam, kura gan analiz&amais Savienojums, gan funkcionala grupa uz silikaggla virsmas ir
ladeti, ka ari §kiduma ir jabut tikai daziem vai vispar nevienam Savienojumam ar tadu pasu
ladinu ka savienojumam matrica, jo tie var apgritinat analiz€jama savienojumaadsorbciju.
Analizéjama savienojumaeluésanai izmanto Skidumu ar pH, pie kura tiek neitralizéta
savienojuma funkcionala grupa vai funkcionala grupa uz silikag€la virsmas. Kad viena no
funkcionalajam grupam ir neitraliz&ta, elektrostatiskie speki, kuri saistaabas grupas, tiek izjaukti
un savienojums elugjas. Var izmantot ar §kidumu ar augstu jonu spéku vai §kidumu ar joniem,
kuri var aizstat adsorbéto savienojumu.

Anjonu apmainas SPE. Sorbents LC-SAX saturalifatiskas ceturt€§jaamina grupas, kas ir
saistitaar silikag€la virsmu. Ceturt&jaisamins ir stipra baze. Tas pastav ka pozitivi ladéts katjons,
kur$ aizvieto vai pievelk anjonusskiduma, tade] ari tiek saukts par stipru anjonu apmainitaju
(aizvietotaju) (SAX). CeturtejaaminapKa vértiba ir loti augsta ( -vairak neka 14), kas padara
saistito funkcionalo grupu ladétu tidens S$kiduma visa pH apgabala, ka rezultata, kamér
paraugapH tads, kura analiz€jamais savienojums ir ladéts, LC-SAX tiek izmantots, lai izoleétu
stipru anjonu (loti zemapKa vértiba, <1) vai vaju anjonu (vidgji zems pKa, >2) savienojumus.
Lai analiz€jamais anjonu savienojums biitu 1adéts, ta matricas pH ir jabut par 2 pH vienibam
augstakam neka ta pKa vértiba. Visbiezak analiz&jamais savienojums ir stipra vai vaja skabe.

LC-SAX tiek izmantots anjonu ekstrah&sanai tikai tad, jaatgisanavai elu€Sana nav
nepieciesama (Savienojums tiek izoléts un talak netiek analizéts), jo tasloti Stiprisaistas. Vaji
anjoni var bt izol&ti un eluéti no LC-SAX, jo tie var but gan aizvietoti ar alternativu anjonu, gan
eluéti ar tadapH skabu skidumu, pie kura vaj$ anjons tiek neitralizéts (2 pH vienibas zemaks par
ta pKa). Ja ir nepieciesama stipru anjonu grupas atgtisana, izmanto LC-NH, sorbentu,

LC-NH, SPE sorbents tiek izmantots normalas fazes ekstrakcijai, tac¢u tiek uzskatits art par

vaju anjonu aizvietotaju (WAX) adens S8kidumos. LC-NH; materials  satur
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alifatiskoaminopropilgrupu, saistituar silikagéla virsmu. Pirm&ja amina funkcionalas grupas pKa
ir apméram 9,8. Paraugs ir jauznes piepH, Kas ir vismaz 2 pH vienibas zemaks neka 9,8, lai
aminu vartu izmantot ka anjonu aizvietotaju, ka ari pH vertibai ir jabut tadai, pie Kuras
analiz&jamais Savienojums ir ladéts (2 pH vienibas virs ta pKa vértibas). Ta ka amina
funkcionala grupa uz silikaggla virsmas var bt neitralizéta (2 pH vienibas virs ta pKa), LC-NH,
tiek izmantots gan stipru, gan vaju anjonu eluésanai un atgiisanai. Vaji anjoni no LC-NH,
sorbenta var bt eluéti arT ar skidumu, kas neitralizé adsorb&jusos anjonu (2 pH vienibas zem ta
pKa) vali, pievienojot citus anjonus, kas aizvietos analitu.

Katjonu apmainas SPE. LC-SCX sorbentu veido silikagéls, uz kura virsmas ir Saistitas
alifatiskas sulfonskabes grupas. Sulfonskabes grupa ir stipri skaba (pKa<1),un pievelk vai aizstaj
katjonu grupas analiz€jamaja Skiduma, tadél to sauc par stipru katjonu aizvietotaju (SCX).
Saistita funkcionala grupa ir ladéta visa pH diapozona, tadél kamér skidumapH ir tads, pie kura
savienojums ir ladets, ta tiek izmantota, lai izol&tu stipru katjonu (ar augstu pKa, >14) vai vaju
katjonu (vidgji augsts pKa, <12) savienojumus. Analiz&jamais Katjonu savienojums ir ladéts, ja
ta matricas pH ir par2 pH vienibam zemaks neka ta pKa vértiba. Visbiezak analiz&jamais
savienojums ir stipra skabe vai vaja baze.

LC-SCX SPE kolonnas izmanto, lai izolétu stiprus Katjonus tikai tada gadijuma, ja
toatgisana un eluésana nav nepiecieSama. Vajus katjonus var izolét un eluét no LC-SCX;
eluésanu veic ar $kidumu, kurapH ir par 2 pH vienibam augstaks neka katjonapKa val,
pievienojot citu katjonu, kas aizvietos analitu. Ja ir nepiecieSama stipra katjona grupas atgtisana,
izmanto LC-WCX sorbentu.

LC-WCX SPE sorbents satur alifatiskas karbonskabes grupu, kas ir saistitaar silikaggla
virsmu. Karbonskabes grupa ir vaj$ anjons, tadel tiek uzskatits par vaju katjonu aizvietotaju
(WCX). Karbonskabes funkcionalajai grupai LC-WCX materiala pKa ir apméram 4.8. ST grupa
bis negativi ladéta skidumos, kuru pH ir vismaz 2 pH vienibas augstaks neka pKa vertiba, un
izolés katjonus skiduma ar pH, pie kuraabi ir 1adéti. Ta ka karbonskabes funkcionala grupa uz
silikag€la virsmas var bt neitralizéta (2 pH vienibas zemaka pH neka pKa vértiba), LC-WCX
izmanto, lai izol&tu un atgtitugan stiprus, gan vajus katjonus. Vaji katjoni var but eluéti no LC-
WCX art ar skidumu, kas neitralizé adsorb&jusos katjonus (2 pH vienibas virs ta pKa vértibas)
vai, pievienojot citu katjonu, kur$ aizvietos analitu.

Vairakuma gadijumos, jonu apmainas SPEanalits tiek eluéts tdens Skiduma.
Jaanalitacluésanai no SPE ir nepieciesams izmantot skabu vai bazisku Skidumu, bet
ekstraktaparaugs ir jaanalizé organiskaja $kidinataja, kas nesajaucas ar tdeni, savienojumu var

eluét ar skabu metanolu ( 98% metanols/ 2% konc. HCI) vai ar bazisku metanolu ( 98%
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metanols/2% NH,OH). Metanolu var atri iztvaicét, un paraugu var $kidinat cita $kidinataja.
Jaanalitaeluésanai no SPE kolonnas ir nepieciesams stipraks (nepolaraks) $kidinatajs, skabam vai

baziskam metanolam var pievienot metilénhloridu, heksanu vai etilacetatu [28].

1.4. Cietfazes ekstrakcijas metodes izmantosana dabas vielu ekstraktu
frakcionésanai

Dabas vielu ekstraktu selektivu sadaliSanu lidzigu savienojumu grupas var panakt mainot
sorbentacieto fazi, cluentu vai abus. Cietfazes eckstrakcijas metodes izmantoSanu nosaka
selektiva mijiedarbiba starpatdalamo Savienojumu un cietas fazes sorbenta funkcionalo grupu.
Atkariba no savienojumu struktiiras, §is mijiedarbibas var bit loti dazadas, tacu tas ir Iidzigas
savienojumiem ar Iidzigu struktiiru. Tada veida mainot eluenta tpasibas(pH, polaritate, u.c.) vai

Cietas fazes sorbenta pasibas, var selektivi sadalit ekstraktos ietilpstoSos savienojumus [30].

1.4.1. OgludenraZu maisijumu sadaliSana

Cietfazes ekstrakcijas metodi izmanto, lai atdalitu piesatinatus oglidenrazus no
nepiesatinatiem vai aromatiskus noalifatiskiem. Visbiezak ogludenrazu frakcion&sanai ka eluentu
izmanto heksanu. Aprakstitas dazadas metodes, kur k@ sorbentu izmanto gan aktivétu un
neaktivétu silikag€lu, gan aluminijaoksidu [31, 32]. Lai novérstu mijiedarbibu ar alkéniem, tie
tiek apstradati ar bromu, kas padara savienojumus polarakus un aiztur uz sorbenta. Aromatisku
un alifatisku ogludenrazu maisijumu sadaliSanai izmanto silikag€lu un ar sudrabu modificétu
silikag€lu [32]. Ar sudrabu modificétu silikag€lu pagatavo, pievienojot sudraba nitrata Skidumu
ieprieks aktivizétam (400°C temperatiira) Silikag€lam. P&cak sudraba silikaggls tiek karséts 75°C
temperatiira, lai atdalitu tdeni [33]. Salidzinot aktivétu silikag€lu un ar sudrabu modificétu
silikagelu, tika secinats, kaaktivéta silikagéla gadijuma alkéni netiek pilnigi atdaliti un ietekmé
gala rezultatu. Savukart ar sudraba nitratu apstradats silikag€la sorbents selektivi aiztur
nepiesatinatus oglidenrazus [32]. Ogludenrazu attiriSana no nepiesatinatiem Savienojumiem ir
iespgjamaari veicot oksidé$anu ar ruténija tetraoksidu (RuOg4). Sis metodes pamata ir ruténija
(VIN1) oksida reakcijaar ogliidenraza dubultsaiti. Sis reakcijas rezultata veidojas karbonskabes,
kuras var talak atdalit ar kolonnas hromatografiju. Sazarotus ogliidenrazus no nesazarotiem ir
iesp&jams atdalit izmantojot ceolita molekularos sietus [34].

1.4.2. Partikas ellu un tauku frakcionesana
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Partikas tauki un ellas ir kompleksi savienojumi, kuru sastava ietilpst trigliceridi (90 —
95%), digliceridi (1 — 2%), brivas taukskabes (=0.5%), fosfolipidi un citi savienojumi.
Visizplatitaka partikas ellu un tauku frakciongsana, izmantojot cietfazes ekstrakcijas sorbentus,
irnepolaro (trigliceridi) un vid&ji polaro (oksidéSanas produkti) savienojumu atdaliSana.
Visplasak $adai frakcionésanai ka cieto fazi izmanto silikagélu. Cepamoellu frakcionésanai
nepolaros un polaros savienojumos izmanto tadas eluentu sistémas, ka heksans — dietiléteris
(92:8, v/v) un metanols, heksans — dietiléteris (90:10, v/v) un dietiléteris vai heksans —
dietiléteris (90:10, v/v) un hloroforms — metanols (2:1, v/v) [35-37]. Visu So metozu pamata ir
IUPAC ieteikta metode[38]. Tacu §1 metode ir laikietilpiga, 1éna un patéré daudz $kidinataja.
Cietfazes ekstrakcijapadara metodi vienkarsaku un atraku, ka arT samazina izmantoto $kidinataju
daudzumu. Tomeér cietfazes ekstrakcijas silikagéla kartridzi ir graiti standartiz&jami, jo tieatSkiras
ne tikai dazadu razotaju starpa, betari vienas partijas robezas [39]. lemesls tam ir Gdens saturs
sorbenta, kas loti ietekmé ta efektivitati. Tadel ir nepiecieSams izzavét kartridzu pirms analizes
vai izmantot skidinatajus ar kontrolgjamu mitrumu [40]. 1992. gada tika izstradata metodepolaro
savienojumu frakciongésanai partikas ellas, izmantojot aminopropilmodificéto silikaggla
kartridzu. Sis sorbents ir mazak polars neka silikagéls un, mitruma ietekme uz lipidu adsorbcijas
kapacitati nav tik spéciga [35].

Lipidu analizés liela nozime ir sudraba jonus saturosu sorbentu izmantosanai
hromatografija ~ (planslana  vai  kolonnas  hromatografija), lipidu  savienojumus
frakciongjot,atkariba no nepiesatinato centru skaita, tipa un stavokla. Balstoties uz §is metodes
principiem, tika izstradata cietfazes ekstrakcijas metode, kura izmantoar sudraba joniem
modificétu benzolsulfonskabes sorbentu, lai atdalitu taukskabju metilesterus. Ta atbilstosi
nepiesatinatibas pakapei, Cetras frakcijas tika sadaliti trigliceridi no Sviesta, hidroliz&taar lipazi.
Frakciongsana tika veikta uz p-propilbenzol sulfonskabes cietfazes ekstrakcijas kolonnas, kas
bija modificétaar sudraba joniem. Piesatinatie trigliceridi tikaeluéti ar 6 mL pentana-
dihlormetana (50:50, v/v) maisijuma, monoéni ar 5 mL acetona-dihlormetana (1:99, v/v)
maisTjuma, di€ni ar acetona-dihlormetana (5:95, v/v) maisijuma un triéni ar 5 mL acetona [41].

Diglicertdu frakcionésana. Digliceridi ir otra lielaka savienojumu grupapartikas ellas un
taukos péc trigliceridiem. Tie veidojas ka starpprodukti trigliceridu biosintézg, ka arT skabas vai
enzimatiskas trigliceridu hidrolizes rezultata, kura notiek ellu ekstrakcijas, parstrades un
glabasanas laika. Tauku savienojumu atdaliSanai biologiskos paraugos ar cietfazes ekstrakcijas
metodi biezi izmantoaminofazes kolonnu. Tacu digliceridu frakciongsanas rezultata, izmantojot
aminofazes kartridzu, tiek iegiits digliceridu maisijums, piesarnots ar trigliceridiem. Salidzinot

dazadus cietfazes ekstrakcijas sorbentus, tika secinats, kaaminofazes sorbents visvairak veicina
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izomerizaciju. Savukart, cietfazes ekstrakcijai izmantojot diola fazes un deaktivéta silikagéla
kolonnu, noveérota izomerizacija ir nieciga. Digliceridu frakciongsanu, izmantojot diola fazes
kartridzu, veic, elugjot ekstraktu no sakumaar heksana — metilénhlorida maisijumu, ar kuru
elugjas lielaka dala trigliceridu, tad hloroforma — metanola (2:1, v/v) maisijumu [42].

Neskatoties uz to, kaaminofazes kolonnas nevar biit izmantotas digliceridu atdalisanai, tam
ir savas priekSrocibas citas analizés. Aminofazes kolonnam piemit sp&jas aizturét skabus
savienojumus, tade] tas kartridzs tiek izmantotas terpénskabes atdalisanai noolivellas [43].

Vaski. Vaski veidojas spirtiem reaggjot ar taukskabém. Tie ir atrodami dazada daudzuma
partikas ellas un taukos. Siem savienojumiem ir licla molmasa, kas padara tos neskistosus tideni.
Vaski tiek atdaliti, izmantojot silikagéla sorbentus, bet eluésanai tetrahloroglekli, kur§ elué
vaskus, atstajot pargjos olivellas komponentus uz sorbenta. Parauga Skidumam
pievienoarahidonskabes laurilesteri ka ick$€jo standartu. Analiz€jama frakcija satur ari citus
mazsvarigus savienojumus (oglidenrazi, brivieesteri), tacu tie neietekmé vasku Kvantitativo
saturu [44].

Steroli. Steroli ir neglicerido savienojumu grupa, Kura ir atrodamapartikas ellas un taukos
neliela daudzuma. Ellu sastava ietilpst $adi steroli: a-holesterols, kampesterols, kampestanols,
stigmasterols, A7-kampesterols, Klerosterols, sitostanols, A5-24 stigmasterols, A7-stigmasterols,
AT7-avensterols un holesterols. Holesterols ir vissvarigakais sterols, kas ietilpst dzivnieku tauku
sastava. Sterolu analize ir nepiecieSsama, lai noteiktu viltojumus, piem&ram, lai atskirtu
nerafinétoolivellu no l&takam ellam [46]. P&d&jo laiku steroli tiek pétiti uzturvértibas un
oksisterolu kvantitativas noteik$anas del. Holesterolaoksidésanas produkti tiek analizeti
visvairak, jo tie var biit bistami veselibai [47].

Cietfazes ekstrakcijas metode tiek izmantota gan brivu un saliktu sterolu noteikSanai, gan
kopgja sterolu daudzuma noteikSanai neparziepjojama dala, gan sterolu oksidu atdalisanai [48].
NH," fazes Kkolonnas var izmantot sterolu, eritrodiola, uvaola un alkanolu frakciongsanai
noolivellas. Izv€letajai fazei piemit ipasiba Saistit atlikusas ziepes, kad parziepjosanas process ir
beidzies. Tada veida ir iesp&jams iegit AESH(HPLC) vai GH(GC)analizei piemérotu frakciju
[49].

Sterolu oksidu frakcijas iegtisanas metode Sastav no diviem posmiem: brivu sterolu
atdalisanas uz Lipidex-500 kolonnas un sekojosas frakcionésanas uz NH, kartridza. Metodes
atglistamiba, izmantojot So Sorbentu sist€ému, sasniedz 85-88%, atkariba noatdalitiem
savienojumiem [50]. Nesen tika izstradata fitosterolu oksidacijas produktu frakciongsanas
viensola metode. Pirms analizes uz cietfazes ekstrakcijas sorbenta (1 g silikaggla) uznes natrija

sulfatu, lai adsorbétu paraugaekstrakta palikuso tdeni. Silikaggla kolonnu kondiciong ar 5 mL
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heksana. Paraugs no sakuma izskidinats heksana — dietilétera maisijuma un uznests uz ieprieks
sagatavota sorbenta. Kolonna tiek skalotaar 15 un 10 mL heksana — dietilétera (9:1 un 1:1,
v/vattiecigi) maisijuma, lai atbrivotos no visiem nevajadzigiem Savienojumiem. Fitosterolu
oksidacijas produktu frakciju iegist, elugjot ar 10 mL acetona. Analiz&jamai frakcijai pievieno
5a-holestanu ka iek$€jo standartu gazes hromatografijai. Metodes atgistamiba ir 88 — 96%.
Autori uzsvéra, ka 1 g silikaggla cietfazes ekstrakcijas sorbenta var izmantot lidz 1 g dazadu ellu
paraugu frakciongsanai [51].

Silikaggla sorbents tiek izmantots, lai noteiktu esterificéta un briva holesterola daudzumu
ctiku taukos. Parauga skidums tiek uznests uz silikaggla kolonnas, kura ieprieks kondicion&taar
heksanu. Holesterolaesteru frakcijas iegtiSanai, kolonna tiek skalotaar heksana-etilacetata (92:8,
v/v) maisijuma. V&l divas frakcijas iegatas, veicot eluésanu ar 4 mL heksana-etilacetata (90:10,
v/V) maisijuma un 8 mL heksana-etilacetata (80:20, v/v) maisijuma. Abas frakcijas satur brivu
holesterolu. Esterificéta holesterola frakcija tiek parziepjota, un visas frakcijas kvantificétas ar
GC. Metodes atguistamibaparsniedz 90% [52].

Fosfolipidi. Fosfolipidi ir dabigas virsmaktivas vielas un emulgatori, kuri sastav no Spirta
(piemé&ram, glicerola), vienas vai divam taukskabes molekulam un fosforskabes atlikuma. Tie ir
atrodami visos augos un dzivniekos. Fosfolipidu kvantitativa analize ir nepiecieSsamapartikas ellu
parstrades procesa novértésanai, ka ari nerafinétoellu kvalitates kontrolei [53]. Fosfolipidu
koncentracija darzenu ella ir saméra zema, tadel ir nepieciesams sakoncentrét tos pirms HPLC
analizes. Tas ir iespgjams ar tradicionalo kolonnas hromatografijas metodi vai ar cietfazes
ekstrakcijas metodi. Fosfolipidu frakcion&sanai neapstradata sojas ella tiek izmantota
silicijskabes kolonna [54].

SPE-HPLC (SPE-AESH) metodetika izstradata saulespuku ellas fosfolipidu frakcion&sanai
un kvantificéSanai, izmantojot diola fazes kartridzu. Kolonna tiek kondiciong&taar 2 mL metanola,
2 mL hloroforma un 4 mL heksana. No sakuma kolonnu elugé ar hloroformu, lai atbrivoties no
trigliceridiem. Fosfolipidi tiek iegiti, elugjot ar metanolu, kas satur amonjaka skidumu [55].

Sekundarie hidrofobie metaboliti. Hidroksi- un hidroperoksitaukskabes, sterolu oksidi,
cikliskie monomeri, oksidétie trigliceridu monoméri, dim&ri un poliméri ir modificétie
savienojumi, kuri veidojas partikas ellas un taukos dazadu procesu ietekmé. Siem savienojumiem
ir licla nozime dzivnieku un cilvéku veseliba. Specifisku taukskabju oksidéSanas produktu
analizei tika izstradatapreciza un jutiga GC-MS (GH-MS) kvantitativa metode, izmantojot SPE
ka priekspedgjo soli, lai sakoncentrétu oksidésanas produktus. No sakuma lipidu paraugs, kas
satur hidroperoksi- un hidroksiskabes, tiek hidrogenéts, lai iegtitu stabilus piesatinatus hidroksi-

lipidus. Tad paraugs tiek parziepjots un metiléts. Metoksitaukskabju metilesteri tiek attiriti un
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sakoncentréti, izmantojot silikagéla kolonnu, Kkuru iepriek§ kondicioné ar 5 mL heksana-
etilacetata (98:2, v/v) maisijuma. Monohidroksitaukskabju metilesteru frakcija tiek atdalita no
skabekli nesaturoSajiem tauskabju metilesteriem, elugjotar heksana-ctilacetata (95:5, v/v)
maisijumu. Monohidroksitaukskabju metilesteru frakcija tiek iegtta, paaugstinot eluentu
polaritati [56].

Fenoli. Fenoli ir svariga dabigas izcelsmes savienojumu grupu, kura ir atrodama
neapstradatas ellas, parsvara nerafinéta olivella. Nerafinétas olivellas p&tijumi paradija, kaellas
kvalitate ir atkariga no kopgja fenolu savienojumu daudzuma un kvalitates. Turklat tikapieradits,
kaolivellu riigta garSa veidojas pateicoties vairakiem fenoliem. P&dgja dekade tika izstradatas
specifiskas metodikas fenolu savienojumu noteik3anai. Sis metodes ietver AESH(HPLC)analizi
ar UV detekciju (280 un 225 nm) péc cietfazes ekstrakcijas. 1989. un 1992. gada tikapublicétas
cietfazes ekstrakcijas metodikas, izmantojot Cyg kolonnas [57, 58]. Autori izmantoja heksanu, lai
atdalitu nepolaru frakciju, un wdens-metanola (30:70, v/v) maisijumu, lai eluétu fenolu
savienojumus, aizturétus uz sorbenta. Citas metodés fenolu frakcijas iegtisanai tiek izmantots tirs
metanols [59].

Fenolu frakcijas iegtisanai tiek izmantots arT Cg silikaggla sorbents. Saja metodg, lai attiritu
paraugu no nepolariem savienojumiem, tiek izmantots heksana-cikloheksana (50:50, v/v)
maisijums. Fenolu frakcija tiek iegita, elugjot ar acetonitrilu [60].

Fenolu frakciongsanai tika izmé&ginats jauns ar karbonskabi modificéts sorbents. Ta
efektivitate tika salidzinataar silikagéla kolonnu un Cyg sorbentiem. Sis sorbents ir piemérots
plasa fenolu savienojumu klastaatdalisanai dazadas koncentracijas. Materials ir stabils pie visam
pH vértibam, tapéc ir iesp&jams Veikt cietfazes ekstrakciju piepazeminatapH. Vissvarigaka §i
sorbentaprieksrociba ir tada, ka to iesp&jams izmantot vismaz 30 reizes bez efektivitates

samazinasanas [61].

1.4.3. Lipidu savienojumu frakcioné$ana no biologiskiem paraugiem: audiem un

Skidrumiem

Lipidu savienojumu noteiksanai biologiskos paraugos (pieméram, plazma) ir liela nozime
kardiovaskularo slimibu norises izpété. Paaugstinats holesterola limenis var izraisit sirds un
asinsvadu slimibas. Tadél So savienojumu noteiksanas apstaklu iztradasanai un optimizéSanai
tiek pievérsta liela uzmaniba [46].

Neitralu un polaru lipidu atdaliSana. Viena nopirmajam un svarigakajam

biologiskoparaugu fraikcionésanas metodém ar cietfazes ekstrakcijas sorbentiem tika izstradata
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1985. gada. Cietfazes ekstrakcija tika veikta zurkas sirds lipidu paraugam, izmantojot silikagéla
kolonnu. No sakuma, ar 20 mL hloroforma tiek eluéti neitrali lipidi. Polaru lipidu frakcija tiek
legiita, izmantojot 20 mL metanola. Salidzinot ar Kolonnas hromatografijas metodi, kuru
sakotngji izmantoja lipidu atdaliSanai, cietfazes ekstrakcijas metode ir atraka un vieglaka, ka ari
sorbentu kartridzus var izmantot atkartoti 5 - 6 reizes [62].

Pirma metode lipidu frakcionésanai uz aminopropilmodificéta silikag€la sorbenta
tikaaprakstita 1985. gada. S1 metode V&l joprojam kalpopar pamatu jauniem lipidu p&tfjumiem.
Metodeapraksta seSu  frakciju iegaSanu: holesterola, holesterolaesteru, trigliceridu,
monogliceridu, taukskabju un fosfolipidu. Ka redzams 1. tabula, frakcion&$anai izmanto Septinus
dazaduseluentus. Cietfazes ekstrakcija tika veikta lipidu ekstraktam no vérsaaudiem [30].

1.1.tabula

Neitralu un polaru lipidu atdali§anai izmantotieeluenti un izdalamas savienojumu grupas [30]

Eluents Atdalamo savienojumu Klase
Hloroforms : izopropanols (2:1, v/v) Visi neitralie lipidi
2% etikskabe dietiléter Fosfolipidi
Metanols Visi polari lipidi
Heksans Holesterolaesteri
1% dietileteris un 10% metilénhlorids heksana Trigliceridi
5% etilacetats heksana Holesterols
15% etilacetats heksana Digliceridi
Hloroforms : metanols (2:1, v/v) Monogliceridi

Veicot mikroorganismu kultiiras lipidu frakciongsanu ar augstak aprakstito metodi, ne visi
polari lipidi tikaizdaliti no Sorbentaar Siem eluentiem. Tade] $1 metode tikaoptimiz&tapolaru
lipidu pilnigai atdaliSanai. Lipidu paraugs tiek uznests uz aminopropilmodificétas silikagéla
kolonnas, kondicionétas ar heksanu. Nepolaru lipidu frakciju iegtst, elugjot ar 4 mL hloroforma
— izopropanola maistjuma. Lai atdalitu brivas traukskabes, kolonna tiek eluétaar 8 mL dietilétera
— etikskabes (98:2, v/v) maisijuma. Fosfolipidu frakciongsanai, kolonnu elu¢ ar metanolu [63].

Citos pétijumos papildus tika veikta skabu fosfolipidu eluéSanaar heksana — izopropanola —
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etanola - 0.1 M amonijaacetata — skudrskabes (420:350:100:50:0.5, v/v/v/v/v) maisijumu tdent

ar 5% fosforskabes. Atdalisanas efektivitate ir atkariga noanaliz&jamoaudu dabas [64].

Specifisku savienojumu frakcionésana

Taukskabes un tooksidesanas  produkti.  Visizplatitaka  Cyo-polinepiesatinata
taukskabevairakuma ziditaju ir arahidonskabe, Coo.4ws (5,8,11,14-cis-cikozantetraénskabe) [65].
Balstoties uz Kaluzny et al. [30] izstradato metodi, tikaatdalitaarahidonskabe noaudu lipidiem.
Trigliceridu un digliceridu, un taukskabju frakcijas iegitas, elugjot ar 4 mL hloroforma —
izopropanola (2:1, v/v) maistjuma un 3 mL 2% etikskabes dietiléter, attiecigi. Saja darba tika
salidzinatas standartapolipropiléna kolonnas un stikla kolonnas. Autori iesaka izmantot stikla
kolonnas, jo tas ievérojami samazinapiesarnojumu daudzumu [66].

Malondialdehids (MDA) ir polepiesatinatu tauskabju oksidativas sadaliSanas galaprodukts.
Tas ir galvenais lipidu peroksidacijas intensitates raditajs. Visbiezak $o Savienojumu nosaka
nevis briva forma, bet ka malodialdehida un 2-tiobarbituskabes (TBA) kondensacijas produktu
(MDA-TBA). Tika izstradata AESH(HPLC) metode, kura MDA-TBA tiek atdalits no
traucgjosiem savienojumiem ar Cig silikaggla kolonnu [67, 68]. Pirms AESH(HPLC)analizes ir
nepieciesama MDA-TBAekstrakcija, lai pasargatu kolonnu no bojasanas. Sim noliikam izmanto
cietfazes ekstrakcijas metodi uz Cig silikaggla kolonnas. Analizgjamais savienojums tiek eluéts
ar metanolu. So metodi izmanto MDA noteiksanais asins plazma, trombocitos un eritrocitos [69].

Taukskabju etil- un metilesteri. Taukskabju etilesteri (TEE) ir etanola un tauskabju
esterifikacijas produkti. P&tjjumi paradija, ka TEE un TEE sintetazeatrodas parsvara organos,
kuri ir bojati parmeérigas alkohola lietosanas dél. TEE izmanto ka etanola lietosanas indikatoru.
TEE savienojumu attiriSanai tika izstradata divsolu cietfazes ekstrakcijas metodear atgiistamibu
70+£3%. Metodes pirmaja posma lipidu maisijums tiek uznests uz aminopropilmodificéta
silikagéla kolonnas un vienlaicigi eluéts ar heksanu. ST frakcija satur TEE savienojumus un
holesterolaesterus. Ja ir nepieciesams atdalit TEE no holesterolaesteriem,
izmantooktadecilsilikaggla kolonnu un izopropanola — tidens (5:1, v/v) maisijumu elugsanai [70].

Taukskabjumetilesteru (TME) atdalisanai no monohidroksi-tauskabju esteriem izmanto
silikagéla kolonnu kondicionétu ar heksana-etilacetata (98:2, v/v) maisijumu. TME
savienojumufrakciongsanai kolonna tiek elugtaar heksana — etilacetata (95:5, v/v) maisijumu, bet
piemaistjumi tiek atdaliti ar heksana — etilacetata (80:20, v/v) maisijumu. Kolonnu ir iesp&ams
atkartoti izmantot, apstradajot toar 100% etilacetatu un atbrivojoties no skidinataja inerta
atmosfera. ST metode ir loti jutiga un analizei ir nepieciesami mazi paraugu daudzumi [56].

1.4.4. Policiklisku aromatisku savienojumu frakconésana
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Policikliskicaromatiskie savienojumi (PAS) ir organiskie savienojumi, kuri sastav no
diviem vai vairak kondensétiem benzola cikliem un dazadam funkcionalam grupam.
Piepolicikliskiem aromatiskiem savienojumiem pieder tada savienojumu klase ka
policikliskiearomatiskieoglidenrazi (PAO). PAO ir policikliskiecaromatiskie savienojumi, kuri
sastav tikai nooglekla un wdenraza. Sie savienojumi ir vieni no bistamakajiem dabas
piesarnotajiem, to mutagénas un kancerogénas aktivitates del. Turklat PAO ir plasi izplatiti, jo
var noklat vidé gan no dabigiem, gan noantropogéniem avotiem [71].

PAO savienojumiem piemit zema S$kidiba, kas var novest pieadsorbcijas problemam
parauga nemsanas un glabasanas laika. Lai palielinatu $kidibu, paraugam pievienoorganisku
skidinataju (piem&ram, metanolu, acetonitrilu, izopropanolu) vai virsmaktivas vielas [72,73].
Pétijumi paradija, kaPAO savienojumu precizai noteikSanal, tie ir jasadala divas grupas, atkariba
no to molekularas masas. Savienojumiem ar zemu molmasu ir japievieno 15% acetonitrils, bet ar
lielu molmasu — 20% izopropanols [74]. Tika izpé&titaari virsmaktivo vielu ietekme uz PAO
skidibu. Micellara tidens Skidumapievienosana samazinaPAO savienojumu zudumus parauga
glabasanas laika, ka ari palielinaanalitaatgiistamibu, atdalot to no @idens uz C;g kolonnas. Tacu
lidzigus rezultatus var panakt ari, pievienojot 40% (v/v) acetonitrilu tidens parauga [75].

PAO savienojumu cietfazes ekstrakcijai visbiezak izmanto Cig Silikag€la sorbentu [76-78].
Salidzinot ciano- , fenil- un Cig modificétos silikag€la sorbentus, vislabakie rezultati tika iegtti
izmantojot Cyg kolonnu. Gaistosam vielam atgiistamibas vértiba svarstijas no 70 Iidz 100%, bet
savienojumiem ar lielu molmasu — no 50 lidz 65% [76]. Visbiezak sorbenta izvéle cietfazes
ekstrakcijai ir atkariga no izejvielu dabas. Ta, pieméram, augsnes ekstraktaPAO savienojumu
frakcionésanai izmanto silikag€lu, kondicionétu ar heksanu, bet noausteru audiem So
savienojumu atdaliSana ir pilnigakaar aluminijaoksidu un aktivizétu silicijskabi [79, 80].
Cietfazes ekstrakcijas sorbenta izvéli noSakaari izvEléta hromatografijas metodePAO
savienojumu identifikacijai. P&tot PAOezeru nogulumos, tika secinats, ka silikag€la un Cig
kolonnas ir piemérotas cietfazes ekstrakcijai pirms AESH(HPLC)analizes ar fluorescences
detekciju, tacu ar GH-MS(GC-MS) metodi labaki rezultati tika iegdti, pirms tam veicot
frakciongsanu ar aluminijaoksida kolonnu ar aktivizetu silicijskabi [81].

PAOelugsanai izmanto tadus organiskus Skidinatajus ka acetonitrils, tetrahidrofurans,
metanols, izopropanols, acetons, heksans, dihlormetans, ka art to maisijumi [72, 76-78, 82-84].
PAOatgiistamibaar mazu molmasu ir augstakaar negaistoSiem skidinatajiem, bet PAOar 4-6
aromatiskiem gredzeniem - ar nepolariem S$kidinatajiem [85]. Biezi lai panaktu visu

PAOsavienojumu pilnigu eluésanu, izmanto $kidinataju maisijumus [84]. P&tijjuma par PAO
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dzeramaja tdeni, tika Salidzinati divi cietfazes ekstrakcijas eluenti: dihlormetans un acetonitrils.
Veicot PAOQatdalisanu ar dihlormetanu, tika iegiti labaki rezultati [76]. Savukart, salidzinot
dihlormetanu, acetonu un acetona — tetrahidrofurana (1:1, v/v) maisijumu ka eluentus 16
svarigakoPAOpiesarnotaju atdaliSanai, labaki rezultati tika iegtti ar acetona un tetrahidrofurana
maisijumu [84].

Tika izpétitaar1 temperatiras ietekme uz PAO cietfazes ekstrakciju. Augsta
temperatarapalielina skidinataja stiprumu, Samazinaaiztures faktoru un tilpumu, tada veida
uzlabojot stipri piesaistitu vielu atgiistamibu. P&tijumi paradija, ka naftalina, fluoréna, antracéna

un fluorenténaatdalisana ir efektivaka 50°C temperatiira [82].

1.5. Gazes hromatografija

Hromatografija ir maistjuma Sadalisanas process, kura savienojumu maisijums tiek Sadalits
starp divam fazém: stacionaroar lielu virsmas laukumu un mobilo, kas plast caur stacionaro fazi.
Paraugs tiek iztvaicéts un parvietots ar mobilo fazi (nes€jgaze) pa Kolonnu. Tie maisijuma
savienojumi, kuri $kist Skidraja fazé dotaja temperatira, tiek aizturéti, bet tie, kas neskist tiek
aiznesti talak ar nesgjgazi. Atkariba no relativa tvaiku spiediena un lidzibas ar stacionaro fazi,
maisijuma komponenti tiek atdaliti viens nootra[86].

Viens no veiksmigas gazes hromatografijas analizes nosacijumiem ir analiz€jama
savienojuma gaistamiba. Tacu lielaka dala dabas paraugu sastava ietilpstoso Savienojumu ir
parak polari un negaistosi. Viens no risinagjumiem Sai problémai ir derivatizacijas veiksana.
Derivatizacija ir polaro savienojumu kimiskas modifikacijas process, kura rezultata veidojas
mazak polarie savienojumi [87].

Derivatizacijas metode tiek iedalita galvenokart sililéSana, acilésana un alkiléSana.
Paracilésanas  reagentiem  izmantoperfluorskabju  anhidridus un  halogenidus  un
Alkilesanas reagenti aizvieto tdenradi ar alkilgrupu karbonskabeés un fenola savienojumos.
Pieméram, dimetilformamids-dialkilacetals tiek izmantots karbonskabju un aromatisko skabju
parveidosanai metilesteros. Sililésanas metodé funkcionalas grupas tdenradis tiek aizvietots ar

trimetilsililgrupu (1.5.attgls).

CH; CH
CHa & 3 ?- CHa
; I 2 9 |
Paraugs —O: + CHy —Sj—X —> [Paraugs— O—Si—X] —> Paraugs —O—Si—CH3 + HX
I
H
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1.5. att. Sililatvasinajuma veidoS$anas reakcijas mehanisms [88]

Sililesanai izmanto tadus reagentu, ka N,O-bis(trimetilsilil)acetamids (BSA), N,O-
bis(trimetilsilil)-trifluoracetamids (BSTFA) (1.6.attels), dimetildihlorsilans (DMDCS), N-
trimetilsililimidazols (TMSI), u.c. [89]. Tacu vispopularakais sililatvasinajumu veidojoSais

reagents ir BSTFA, jo tas reagg ne tikai ar spirtiem, bet ar ar skabém un aminiem [34].

CH4
HoC —Si—CHa
O He

F \.JCHS
“&P__,S\I“
F " em,
F

1.6. att. Sililatvasinajumu veidojosaagenta N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoracetamida (BSTFA)

struktarformula [88]
1.6. Masspektrometrijas pamatprincipi

Masspektrometrija ir fizikali ktmiska analizes metode, kuras pamata ir jonizacijas procesa
analiz€jamas vielas molekulas parveidoSana jonizéta forma, sekojoSa fragmentacija un
izveidojusos pozitivu vai negativu jonu registracija (Skat. 1.7. att.). Savienojumu masas spektrs
lauj izdarit secinajumus par ta molekularo masu, sastavu un strukttiru. Masas spektri tiek att€loti
grafiska vai tabulas veida. Grafiska veida gadijuma, uz abscisu ass tiek atliktas jonu masas un

ladinaattiecibas, uz ordinatu ass —signala relativa intensitate, t.i. to intensitateattieciba pret

Informacijas N

levadsistéma || Jonizicija | —Jp{Fragmenticijal—p Registracija [P i
apstrade

Masas spektrs

Dators _

1.7. att. Masas spektra iegiisanas shéma [90]

Misdienas savienojumu identifikacija ir iesp&jama, salidzinot iegito masas Spektru ar
spektru, kas atrodams datubazé. Masspektrometriskaorganisku savienojumu fragmentacija ir
paklauta noteiktiem likumiem, tadél analiz€jama savienojuma molekularo masu, Sastavu,

funkcionalas grupas un pat precizu struktdru, ir iesp&jams noteiktbez datubazes palidzibas,
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balstoties uz fragmentacijas raksturu. Radniecisku savienojumu fragmentacijas mehanismi ir
lidzigi, kas palidz pareizi interpretét spektru.  Masspektrometrijas metode ir

visjutigakaanalizeorganisku savienojumu kvantitativai noteiksanai [90].
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1 lzmantotas iekartas un reagenti

lekartas:
e  Svari, analitiskie, KERN ALJ 220 — 4 myx=220 g, (0,1 mg),
e  Zavskapis,Gallenkamp Plus 11 Oven(Tnx=300°C)
e  Gazes hromatografs — masspektrometrs,Clarus 680/ Clarus SQ8aprikots ar
kapilaro kolonnu Elite-5ms (95% dimetilpolisilokskans),
e Ultraskanas vanna,ColeParmer, Sérijas Nr. ESD060386825 (100 W),
e  Magnétiskais maisitajs, Jenway 1000, S&rijas Nr.36388,
e Rotacijas ietvaicétajs, Heidolph Hei-VAP Advantage,
e Kiratitajs,PSU-200(135 rpm),
e  Elektriska plitina,Heidolph MR Hei-Standart,
e Cietfazes ekstrakcijas iekarta, Alltech,
e Dzirnavinas,4urum,
e (18 (oktadecilsilikaggls)ekstrakcijas stikla kolonna, Alltech,
e  SPE-NHj(aminopropilsilikaggls) ekstrakcijas kolonna, Chromabond (500 mg, 3 mL,
kapacitate 100 mg).
Reagenti
e N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamids (BSTFA) , Fluka
e  Progesterons, analitiski tirs, Sigma-Aldrich
e Palmitinskabes metilesteris, analitiski tirs, Sigma-Aldrich
e Hloroforms, tiriba 99,8%, Lab-Scan
e Heksans, tiriba 95%, Lab-Scan
e Amonjaks, 25-29%, analitiski tirs, SI4AEnola
e Dietiléteris tiriba 99,7%, Penta
e Ledus etikskabe, analitiski tirs, SI4Enola
e  Acetonitrils, tiriba 99,93%, Sigma-Aldrich
e Silikaggls 60A, analttiski tirs, Sigma-Aldrich
e Slapeklis, tiriba 4.0, AGA
e Heljjs, tirtba 5.0, 4G4
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Trauki

e Merpipetes, | mL, 2 mL, 10 mL;

e Mikropipetes, 100 puL, 500uL;
Merkolbas, B klase 50 mL, 100 mL;

Merecilindri;

Varglazes.
2.2. Analizéjamo briofitu raksturejums un ievaksanasapstakli

Bakalaura darba ietvarosanalizes veica divamLatvija sastopamajam lapu stinu sugam -
parastais dzeguzlins (Polytrichum commune)un vilnaina divzobe (Dicranum polysetum)(3.1.
att.). Parasta dzeguzlina raksturigicaug$anas apstakli ir mitri skujkoku mezi, bet vilnaina

divzobeparasti aug jauktu un skuju koku mezu parpurvotas vietas.

3.1.att. Analizei izmanotie briofiti: 1 -Polytrichum commune, 2 — Dicranum polysetum[91, 92]

Paraugus ievaca 3 dazadas vietas Latvija — lapkoku meza Kurzemé, Kabiles tuvuma, priezu
meza pie Sudas purva, meza pie Cenaspagasta. Briofitu paraugus ievaca 2013.
gadapavasara/vasaras/rudens sezona. levaca tikai Svaigus un nebojatus briofitu dzinumus, lai
novérstu augu sadaliSanas rezultata veidoto metabolitu ietekmi. Sim nolikam analizém
némaaugaaugs&jo dalu, kas attistijusies konkréta sezona.

Augu kimisko sastavu ietekmé ta vecums un saskarear dazadiem stresa faktoriem
(sausums, aukstums, UV stari, mehaniskie bojajumi, piesarnojosas vielas). Stresaapstaklos
paliclinas auga sintezétais peroksidazes daudzums, kas veicina daudzu polifenolu un lipidu
oksidésanos [23, 93]. Tadel, lai varétu objektivi novertét briofitu sugas kimisko Sastavu, paraugi

netika ievakti ilgstoSos sausumaperiodos, ka ari briofitu ekstrakta ieguve netika
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veiktatemperatara, kas parsniedz +40°C, lai izvairitos nopolifenolu sadalisanos un citu viegli
gaistoSu savienojumu iztvaikosanas.

Augus manuali attirfja no skujam, zemes un citu briofitu piemaisijumiem. Atdalijaaugu
zalo dalu, aptuveni 2-5 cm noaugsgjas dalas un zavgja istabas temperatiira 2-7 dienas atkariba no

mitrumapakapes. Lidz analizémattiritus briofitu uzglabaja-20°C temperatira.

2.3. Briofitu ekstraktu sagatavosana

Attiritus briofitu paraugus zavéja40°C temperatura zavskapiGallenkamp Plus Il Oven lidz
konstantai masai un sasmalcinaja dzirnavinas Aurum. Aizskrivéjama stikla trauka parnesa 1 g
sasmalcinatu briofitaparauga un pievienoja 40 mL hloroforma. Ekstraktus 20 mintes
apstradajaar ultraskanu ultraskanas vanna ColeParmer un kratija 24 stundas kratitaja PSU-200.
Péc tam ekstraktus atkartoti 20 miniites apstradajaar ultraskanuultraskanas vanna. legiitos
ekstraktus ietvaicgja rotacijas ietvaicétajaHeidolph Hei-VAP Advantage<50°C temperatiira. Lidz
analizém briofitu ekstraktus uzglabaja saldétava pie -20°C temperatiiras noslégtas

stiklapudelitgs.

2.4. Silikagélaadsorbcijas kapacitates noteik§ana

Silikagelaadsorbcijas izotermas uznemsana. Adsorbcijas izotermas uznemsanai astonas 50
mL varglazes iemérjaar pipetiattiecigi 0,03 mL, 0,29 mL, 0,43 mL, 0,57 mL, 0,71 mL, 0,86 mL,
1 mL, 1,14 mL briofitackstraktaar masas koncentraciju y=0,035 g/mL, atSkaidijaar 20 mL
hloroforma. Ar spektrofotometru Shimadzu UV-1800 - izmérija iegito Skidumu gaismas

absorbcijas pie A=280nm 1 cm kiveté pret tukSoparaugu. Rezultati (Aj)apkopoti 2.1.tabula.
2.1.tabula

Gaismas absorbcijas atkariba no sausnes daudzuma (y,mg - mL™1) briofitu ekstrakta

Briofitackstrakta masas

- _ . Beigu Absorbciju
Nr.p.k. konCentrac1_J ? Y, SakumaabsorbcijaA; absorbcijaA; starpiba AA
mg - mL
1. 1 0,043 0,059 0,016
2. 10 0,363 0,499 0,136
3. 15 0,639 0,813 0,174
4. 20 0,911 1,106 0,195
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2.1.tabulas turpindjums

Briofita ekstrakt ..

Nro.k masarllsokloflceerftrr:ci'z Sakuma Beigu absorbcija Absorbciju

P 1 Jar, absorbcija A; Ay starpiba AA

mg - mL

5. 25 1,146 1,352 0,206

6. 30 1,443 1,652 0,209

7. 35 1,624 1,836 0,212

8. 40 1,685 1,898 0,213

Pirms cietfazes ekstrakcijas silikagélu aktivizgja, karsgjot 6 stundas 150°C temperatiira. 50

mL varglazé iesvéra 1,5 g iepriek$ aktivéta silikagéla, pievienoja hloroformu un samaisija, lai

veidotos suspensija. Pagatavoto suspensiju parnesa stikla kolonna. lepriek$ sagatavotus paraugus

uznesa uz Kkondicionéta sorbenta un Kkolonnu skalojaar

15 mL hloroforma. legttos

eluatusatskaidijaar hloroformu lidz 20 mLun izm&rijaabsorbciju pie 280 nm, izmantojot 1 cm

kvarca kivetes. Rezultati (A;) apkopoti 2.1. tabula.

Silikagglaadsorbcijas kapacitati noteicapéc grafika (skat. 2.l.att.), kur uz x ass ir

hloroformaekstrakta masas koncentracija un uz y ass ir sakuma un beigu absorbciju starpiba.

0.250 -

0.200

0.150

AA

0.100

0.050

0.000 -

0 10 20 30 40 50
Y, mg/mL
2.1.att. Silikagela sorbentaadsorbcijas izoterma
2.5. Briofitu hloroformaekstrakta frakcionésana
pakapeniskai  frakciong$anai  izmantoja  silikagelu  un

Briofitu

ekstrakta

aminopropilmodificéto silikagélu. Divas eluentu sistémas tika izmantotas ka Skidra faze (skat.

2.2.tabula). Katrai sisteémai tika izv€leti dazadas polaritates eluenti.
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2.2.tabula

Analizém izmantotoeluentu sistému sastavs

Nr.p.k. Sistema Nel Sistema Ne2
1. Heksans Heksans
2. Heksans/hloroforms 5:1 Hloroforms
3. 3% amonjaka skidums
Hloroforms _
Mmetanola
4. Dietiléteris/ledus etikskabe
98:2

Skidumu gatavosana:

e heksana un hloroforma maisijums attiecibas 5:1: 50 mL varglaze parnesa 41,70 mL
heksana un 8,30 mL hloroforma un samaisija;

e dietiletera un ledus etikskabes maisijums attiecibas 98:2: 50 mL varglazé parnesa 49
mL dietilétera un 1 mL ledus etikskabes un samaisija;

e 3% amonjaka Skidums metanola: 50 mL varglazeé parnesa 6 mL 25% amonjaka un 44

mL metanola.

2.5.1.Briofitu ekstrakta cietfazes ekstrakcijaar eluentu sistému Nel

Briofitu ekstraktvielu cietfazes ekstrakcijaar silikagela sorbentu. Termoizturiga stikla
varglaze parnesabriofituhloroformaekstraktu, ta, lai sausnes daudzums batu 20 mg. Hloroformu
ietvaic€ja60°C temperatiira uz elektriskas plitinas Heidolph MR Hei-Standart un sauso atlikumu
skidinaja 0,5 mL heksana. Pilnigai parauga izskisanai, Skidumu 5 mintesapstradajaar ultraskanu
ultraskanas vanna. Cietfazes ekstrakciju atkartoja trs reizes.

Pirms frakcionésanas silikaggla sorbentu aktivizgja, karsgjot 6 stundas 150°C temperatiira.
50 mL varglazg iesvéra 1,5 g ieprieks aktiveta silikagéla, pievienoja heksanu un samaisija.
Pagatavoto suspensiju parnesa stiklakolonna(12x1,5 cm). leprieks sagatavotu paraugu uznesa uz
kondicionéta sorbenta un elugjaar atrumu 1 mL/min p&c kartas ar 8 mL heksana, heksana un
hloroforma maisijumaattiecibas 5:1, hloroforma, &tera un etikskabes maisfjumaattiecibas 98:2.
Frakcijas savaca 10 mL m&gen&sun veicaapstradi gazes hromatografijas-masspektrometrijas

analizel.
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Briofitu ekstraktvielu Ccietfazes ekstrakcijaar SPE-NH,Sorbentu. Briofitu ekstrakta
frakcion&sanai izmantoja SPE-NH; kolonnu ar sorbenta kapacitati 100 mg [94].Termoizturiga
stikla varglaze parnesa briofitu hloroformaekstraktu, ta, lai sausnes daudzums buitu 80 mg (75 —
mLheksana. Pilnigai parauga izskisanai, Skidumu 5 miniiteSapstradajaar ultraskanu ultraskanas
vanna. lepriek§ sagatavotu paraugu uznesa uz Kondicion&tas kolonnas un elugjaar eluentu

sistemu Nel.

2.5.2. Briofitu ekstrakta cietfazes ekstrakcijaar eluentu sistému Ne2

Briofitu ekstraktvielu cietfazes ekstrakcijaar silikagéla sorbentu.Termoizturiga stikla
varglazé parnesa hloroformaekstraktu, ta, lai sausnes daudzums batu 20 mg. Hloroformu
ietvaicgjab60°C uz elektriskas plitinas un pievienoja2 mLhloroforma. Pilnigai parauga izskisanai,
Skidumu 5 minttesapstradajaar ultraskanu ultraskanas vanna. Cietfazes ekstrakciju atkartoja tris
reizes.

Pirms frakcion&sanas silikagéla sorbentu aktivizgja, kars€jot 6 stundas 150°C temperatiira.
50 mL varglazg iesvéra 1,5 g ieprieks aktivéta silikaggla, pievienoja heksanu un samaisija.
Pagatavoto suspensiju parnesa stikla kolonna (12x1,5 cm). lepriek$ sagatavotu paraugu uznesa
uz kondicionétas kolonnas un elugjaar atrumu 1 mL/minpé&c kartas ar 9 mL heksana, hloroforma,
3% amonjaka Skiduma metanola. Frakcijas savaca 10 mL mé&genés un veicaapstradi gazes
hromatografijas-masspektrometrijas analizem.

Briofitu ekstraktvielu cietfazes ekstrakcijaar SPE-NHjkolonnu. Termoizturiga stikla
varglaz€ parnesa briofitu hloroformaekstraktu, ta, lai sausnes daudzums batu 80 mg (75 — 90%
no sorbenta Kkapacitates). Hloroformu ietvaicgja un sausajam atlikumam pievienoja2
mLhloroforma. Pilnigai parauga izskisanai, Skidumu 5 mintteSapstradajaar ultraskanu
ultraskanas vanna. lepriek§ sagatavotu paraugu uznesa uz kondiciongtas kKolonnas un veica

cietfazes esktrakciju tapat ka ar silikagéla kolonnu.

2.6. Briofitu ekstraktvielu gazes hromatografijas - masspektrometrijas

analize

Cietfazes ekstrakcijas gaita iegito frakciju sagatavoSanaanalizei ar gazes
hromatografiju.Cictfazes ekstrakcijas gaitaiegitas frakcijas ietvaicgja Iidz sausam

slapeklapliisma. P&c tam tas izturjaeksikatora 24 stundas, lai nodrosinatu ekstraktu sausumu.
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Sausiem paraugiem pievienoja 1,1 mL acetonitrila unapstradaja 3 miniites ar ultraskanu
ultraskanas vanna. Skidumiem pievienoja75 plLderivatizéjosa agenta — BSTFA un 1 stundu
karsgja60°C temperatiira [95]. Péc karsé$anas ekstraktiem pievienoja 0,5 mL progesterona un
heptadekanskabes metilestera skidumaacetonitrila (y = 100 mg/L) ka iek$&jo standartu.

Skidumu gatavosana:

e progesterona un heptadekanskabes metilestera $kidums ar koncentraciju 100
mg/L: 100 mL mérkolba kvantitativi parnesa0,0100 gprogesterona un 0,0100 g
heptadekanskabes metilestera, Skidinajaacetonitrila un merkolbu uzpildija lidz atzimei.

Briofitu esktraktaapstradatajam frakcijam veica gazes hromatografiju - masspektrometriju.

Gazes hromatografijas analizes apstakli apkopoti 2.3. tabula.
2.3. tabula

Darba izmantota hromatografiskas analizes aparatiira un analizes apstakli

Gazu hromatografs-masspektrometrs Clarus 680 — Clarus SQ 8 C (PerkinElmer))

Kolonna un tas | Elite-5ms (95% dimetilpolisiloksans); 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Darba
parametri temperatiiras intervals no 60° lidz 350°C.

Temperatiiras programma:75°C (iztur 2 min.) ;

130°C ar atrumu 20°C-min'1;

Termostats o .1
320°C ar atrumu 4 C-min"";
320°C (iztur 12 min.).
Helijs (tirba 5.0); plismas dalijums ievades sistéma 4:1.
Nesgjgaze Nesejgazes pliismas programmétais atrums: 2,0 mL-min™ (iztur 0,5 min);
1,0 mL-min™.
) Temperattira290°C; ievadeautomatiska, analizes tilpums 1,0 ul; slirces
Injektors 5 . . _
skaloSanaar acetonitrilu vai heksanu.
Masselektivais detektors ar kvadrupolu tipaanalizatoru; elektronu trieciena
jonizacija; elektronu energija 70eV; jonu av mperatiira: 280°C; vadul
Detektors Jjonizacija; elektronu energija 70eV; jonu avota temperatira: 280°C; vadules

temperatiira: 250°C; jonu m/z intervals: 42-550; uztversanas laiks sakot no
3. min. (1,7 sek.); jonu pavairotajs: 1700V.

Analizes laiks 59.25 minutes

Analizes rezultata iegutie dati tika nolasiti un apstradati ar GC/MS Turbo mass
datorprogrammas palidzibu. Integrésana tika veikta 20-90 intesivakajiem hromatogrammas

joslam. Siem signaliem tika iegiits masspektrs, kurs tika identificéts izmantotjot NIST MS search
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2.0 datu bazi. Savienojumu daudzums ekstrakta tika noteiktsar icks$€jo Standartu

vienadojuma (2.1.vienadojums):
Ssav " Vst
Vsav = %' (2'1')
st
Kur ¥4, — analiz€jama savienojuma masas Koncentracijaekstrakta, mg/L;

Ssav — analiz€jama savienojumapika laukums;

¥s: — Standarta vielas masas koncentracijackstrakta, mg/L;

Sg¢ — Standarta vielas pika laukums.

Talak tikaaprékinata Savienojuma Koncentracija Sauso briofitu masa, izmantojot
vienadojumu:

c _ Ysav " Van " Vekser 103 (2.2)
v che " Mprio '

Kur v, — analiz€jama savienojuma masas koncentracijaekstrakta, mg/L;
V,n—analiz&jama parauga tilpums, L;
Csqv» — analiz€jama savienojuma koncentracija, 1g/g;
Verser — briofitu ekstrakta kopgjais tilpums, L;
Vre — Cietfazes ekstrakcija izmantotais briofitu ekstrakts tilpums, L;

my,;, — Sausu briofitu masa, g.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Bakalaura darba ictvaros tika pétita cietfazes ekstrakcijas pielietojamiba Polytrichum
commune (PC) un Dicranum polysetum (DP)ekstraktos eso$o savienojumu frakcion&$anai.
Briofitu kimisko sastavu veido dazadu organisko savienojumu klasu parstavji. Svarigakie no
tiem ir sekundarie metaboliti — taukskabes un to esteri, steroli, ogliidenrazi [14]. Cietfazes
ekstrakcijai izmantota sorbenta izv€li nosaka analita polaritate. Visbiezak briofitos esoSie
savienojumi tiek ekstrah&i nepolara Skidinataja, pieméram, hloroforma, kas izraisa
nepieciesamibu polara stacionara faz€. Lipidu un citu hidrofobo savienojumu frakcionéSanai
visbiezak izmanto silikag€lu un aminopropilsilikag€lu[30, 62]. Polaras silanola grupas silikagela
adsorbé polarus savienojumus un to eluéSana ir atkariga no $kidinataja polaritates. Kas attiecas
uz aminopropilsilikagélu, pirmga amina grupa viedo tidenraza saiti ar molekulu funkcionalam
grupam, pieméram, hidroksilgrupu. Ka art aminogrupai piemit vajas jonu aizvietotaja ipasibas un
reaggjot ar skabém, veidojas sali.

Petijumi paradija, ka monoacilgliceridu, diacilgliceridu, triacilgliceridu un taukskabju
frakcionéSana ir pilnigaka ar aminopropilmodificéto silikag€lu [96]. Savukart taukskabju esteru
un ogliidenrazu frakciong$anai piemérotaks ir aktivéts un neaktivéts silikagels [32, 56]. Saja
darba tiek salidzinati divi sorbenti briofitu ekstrakta frakciong€Sanai - aminopropilmodificétais
silikagels un aktivetais silikagéls.

Analizéjamo savienojumu frakcionéSanai tika izstradatas divas metodes ar dazadam
eluentu sisttmam. Izmantotie eluenti un atdalamo savienojumu saraksts ir redzams 3.1. attéla.
Abas metodes pirma frakcija tiek iegiita, izmantojot heksanu. Saja frakcija tiek atdaliti visi alkani
[32, 33]. Talak eluentu polaritate tick pakapeniski paaugstinata, lai panaktu savienojumu
frakcion&Sanu ar dazadu polaritati. Taukskabes tiek eluétas ar dietiletera un etikskabes

maistjumu, bet tauskabju esteri ar 3% amonija $kidumu metanola [63, 66].
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3.1.att.Cietfazes ekstrakcijai izmantotieeluenti un atdalamie savienojumi

3.1. Briofitu ekstraktuanalize

Briofitu ekstraktu analizi veica izmantojot gazes hromatografiju-masspektrometriju.
Savienojumu kvantitativai noteikSanai, paraugiem pievienoja divus iekS€jos standartus —
heptadekanskabes metilesteri un progesteronu. So savienojumu struktiira visvairak atbilst
briofitu sastava esoSo savienojumu struktiirai, ka ari tie netika identificéti briofitu ekstraktos
pirms tam un nevarétu ietekmét rezultatus.

Polarus  savienojumus apstradajaar  derivatiz§joSoagentu -  N,O-bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamidu (BSTFA). Sis reakcijas rezultata savienojumu funkcionalogrupu protoni tiek
aizvietoti ar trimetilsilil- grupu, veidojot trimetilsililéterus un esterus [95].

DP briofita ekstrakta hromatogramma ir redzama 3.2.att€la. Taja identificgja 15
savienojumus, no kuriem lielaka dala ir steroli. To masas koncentracija Sausa briofitaparauga ir
robezas no 75,8 (Cikloartenols) — 525,8 (stigmasterols) pg-g~!. PC ekstrakta no Steroliem ir
atrodami kampesterols, stigmasterols un B-sitosterols, kuru daudzums mainas no 192,6 - 463,5

ug - g~! sausu siinu.
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3.2.att. Dicranum polysetum ekstrakta hromatogramma pirms frakcioné$anas. Signals, kas apziméts
ar * atbilst heptadekanskabes metilesterim un ar ** - progesteronam,kurus lieto ka ieks$€jos

standartus. (Signalu numeracija atbilst 3.1.tabula esosajai savienojumu numeracijai)

P&tamajos briofitos identific€ja tadus oglhidratus, ka D-tagatofuranoze, D-fruktofuranoze,
D-fruktopiranoze, D-fruktoze, D-galaktoze, a-D-metilfruktofuranozids. Vislielakais saturs DP
sinas ir D-tagatofuranozei — 542,8 pg-g~! sausa parauga, bet PC siinas - o-D-
metilfruktofuranozidam (239,0 pg- g~ 'sausa parauga). DP ekstrakta ir atrodami spirti ar garu
ogludenrazu virkni - oktadekanols un fitols, kas tiek klasific€ts ka izoprenoida spirts. PC briofitu
ekstrakta identificja Cetras taukskabes ar oglekla atomu skaitu no 19 - 22, divas no kuram ir
nepiesatinatas. Vislielaka daudzuma ir atrodama oleinskabe (58, 1 pg-g !sausa parauga),
savukart dokozanskabes koncentracija ir vismazaka (13,7 upg-g lsausa parauga). Liela
daudzuma PC briofitu sugas ekstrakta ir triterpéns skvaléns — 235,0 ug - g~ 'sausa parauga(skat.
3.1.tabula).
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3.1.tabula

Polytrichum commune un Dicranum polysetum ekstraktos identificétie savienojumi(savienojumu

numeracija atbilst 3.2.att€la esosajai signalu numeracijai)

Masas Masas
Izdali€anas koncenErz'l_cija koncenErz'l_cija
Nr. laiks, min Savienojums m/z, Da PC siinas DP siinas
ug gt | vmgg
sausu siinu sausu siinu
10,0 Abolskabe 350, 147,73 52,6 57,3
16,4 D-Tagatofuranoze 319, 97, 69 - 542,8
3 16,5 Metilfrulio?uranozids 379, 217 239,0 )
4 17,1 D-Fruktofuranoze 319, 127, 69 18,7 45,7
5 17,3 D-Fruktoze 437, 204 - 47,2
6 17,3 D-Fruktopiranoze 437,204, 147 17,4 -
7 19,1 D-Galaktoze 217, 204, - 16,1
8 25,2 Oktadekanols 482, 467 - 14,9
9 25,5 Fitols 368, 143 - 19,1
10 26,3 Linolskabe 382, 67 34,1 -
11 26,5 Oleinskabe 354, 117 58,1 -
12 27,1 Stearinskabe 356, 117 26,6 -
13 33,8 el | 3TL57.43 | 1776 92,8
14 34,7 Dokozanskabe 412,397, 132 13,7 -
15 37,2 ij;ﬁg;ﬁ';‘;fd‘; ) 502, 399, 57 97,8 72,8
16 37,8 Skvalens 410, 69 235,0 -
17 42,8 a-Tokoferols 502, 237 102,8 1334
18 445 Kampesterols 192, 160 463,5 481,9
19 44,8 Stigmasterols 484, 83 480,9 525,8
20 45,7 B-Sitosterols 396, 43 192,6 166,8
21 46,7 Cikloartenols 496, 69 - 75,8
22 49,1 Fitola acetats 123, 68, 43 - 192,4

Abu briofitu ekstraktos identificgja palmitinskabes B-monogliceridu un stearinskabes a-

monogliceridu. Lielaka daudzuma $ie savienojumi ir PC siinas — 177,6 ug - g~ 'sausa parauga un

97,8 ug - g~ sausa parauga, attiecigi.
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3.2. Briofitu ekstraktvielu frakcionésanaar eluentu sistému Nel

Briofitu ekstraktiem veica cietfazes ekstrakciju ar silikag€la un aminopropilmodificéta
silikagéla sorbentiem, elugjot péc kartas ar heksanu, heksana un hloroforma maistjumu,
hloroformu, dietilétera un etikskabes maisijumu. Pirms cietfazes ekstrakcijas briofitu ekstraktu

ietvaic€ja un $kidinaja heksana.
3.2.1. Heksana frakcija Nel

Heksana frakcija, cietajai fazes izmantojot silikag€lu, atdalija nesazarotus piesatinatus
alkanus ar oglekla atomu skaitu no 14 lidz 24, iznemot pentadekanu (skat.3.3.att.). DP stnu
frakcija neidentificgja tetradekanu, bet alkanu Cio (2843 pg- g 'sausa parauga) un Cp, (29+4
ug - g~ 'sausa parauga)masas koncentracija ir lielaka neka PC siinas (28+3 un 29+4 ug - g~ sausu
siinu, attiecigi) (skat. 3.2. tabula). Saja frakcija elugto alkanu daudzums mainas no 5+1 (Cypy) lidz

51+14 (Cp,) ug - g sausu PC siinu un no 3+1 (Cy) Iidz 3749 (C17) pg - g~ tsausu DP siinu.

8,0E+07
7,0E+07

6,0E+07

tensitate
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3.3.att.Dicranum polysetum ekstrakta heksana frakcijas hromatogramma (cietfazes ekstrakcijai
izmantoja silikagelu). Signals, kas apziméets ar * atbilst heptadekanskabes metilesterim un
ar ** - progesteronam, kurus lieto ka iekS€jos standartus. (Signalu numeracija atbilst

3.2.tabula eso$ajai savienojumu numeracijai)
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3.2.tabula

Heksana frakcija identificétie savienojumi (n=3). Alkaniem noradita m/z vértiba molekularajam

Jjonam(savienojumu numeracija atbilst 3.3.att€la esosajai signalu numeracijai)

Masas Masas
koncentracija koncentracija
Eluents | Sorbents | Nr | Savienojums Ir;}il;g;niis ng; P$ iﬁ; “,_‘s’ Dly) iﬁslz ?s’
ug - g lsausu ug - g lsausu
siinu siinu
1 Tetradekans 8,7 198 13+2 -
2 Heksadekans 12,6 226 7+1 9+2
3 Heptadekans 14,7 240 51+14 37+9
4 Oktadekans 17,1 254 258 18+4
Heksans | Silikagéls | 5 Nonadekans 19,6 268 19+6 2843
6 Eikozans 21,7 282 3247 2746
7 Heneikozans 24,0 206 5+1 3t1
8 Dokozans 26,1 310 17+3 29+4
9 Tetrakozans 30,2 338 40+11 2218

Briofitu ekstraktus elu€jot ar heksanu uz aminopropilmodificeto silikagélu, atdalija alkanus

ar 14 — 23 oglekla atomu skaitu, iznemot Cis (skat.3.3.tabula). Kopuma So savienojumu

daudzums heksana frakcija ir palielinajies. Ta, PC stinas atdalito alkanu daudzums svarstas no

63+12 (Cis) lidz 215437 (C16) pg- g 'sausu siinu, bet DP — no 865 (Cis) lidz 191450 (Cie)

ng - g 'sausu sanu. ST frakcija liela daudzuma satur arf a-tokoferolu un sterolus — kampesterols,

stigmasterols, B-sitosterols. Kampesterola saturs $aja frakcija ir vislielakais abu stinu paraugos -

1125446 pg - g~ 'sausu PC siinu un 1295434 pg - g~ sausu DP siinu.

3.3.tabula

Heksana frakcija identificétie savienojumi (n=3). Alkaniem noradita m/z vértiba molekularajam

jonam
Masas Masas
- koncentracija PC koncentracija DP
.. Izdali§anas | m/z, o o
Eluents | Sorbents | Savienojums - - siinas siinas,
laiks, min | Da 1
Y #£Sh ug- Y£3Sn, ng- 8
g—1sausu siinu sausu siinu
Tetradekans 8,5 198 63112 8615
Heksadekans 15,2 226 21537 191+50
Heksans | SPE-NH, | Heptadekans 16,0 240 126+18 145%15
Oktadekans 17,1 254 188+22 171+28
Nonadekans 18,7 268 161+17 145+10
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3.3.tabulas turpinajums

Masas
= .. Masas
koncentracija = e
L IzdaliSanas PC siinas koncentracija
Eluents | Sorbents | Savienojums laiks. min m/z, Da y£S DP siinas,
| Mg - g_lsne’lusu Y£Snug-g™
_ sausu sunu
siinu
Eikozans 20,3 282 139+24 131+20
Heneikozans 23,1 296 7814 9449
Dokozans 24,7 310 124+9 103+11
SPE- Trikozans 21,7 324 2918 474
Heksans
NH, a-Tokoferols 35,4 502, 237 230+65 214+95
Kampesterols 36,4 192, 160 1125446 1295434
Stigmasterols 36,7 484, 83 1119+103 1293+124
B-Sitosterols 37,3 396, 43 267+39 373181

3.2.2. Heksana un hloroforma frakcija

PC un DP ekstraktus, apstradajot ar heksana un hloroforma eluentu uz silikagéla sorbenta,

atdalija tadus savienojumus ka palmitinskabes metilesteris, skvaléns, fitols, a- un y-tokoferols

(skat. 3.4.att.). So savienojumu daudzumi ir nelieli.
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3.4.att. Polytrichum commune ekstrakta heksana un hloroforma frakcijas hromatogramma

(cietfazes

ekstrakcijai

izmantoja

silikagelu).

Signals,

kas apzimets

ar * atbilst

heptadekanskabes metilesterim un ar ** - progesteronam, kurus lieto ka ieks€jos

standartus. (Signalu numeracija atbilst 3.4.tabula eso$ajai savienojumu numeracijai)
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Vislielaka masas koncentracija sausné abu briofitu paraugos ir a-tokoferolam. Ta
koncentracija PC siinas ir 243+45 pg- g~! sausu siinu, bet DP briofita - 237+24 ug - g~ 'sausu
stinu (skat. 3.4.tabula).

3.4.tabula

Heksana un hloroforma frakcija identificétie savienojumi(n=3)(savienojumu numeracija atbilst

3.4.att. esoSajai signalu numeracijai)

Masas Masas
Izdalanas | m/z koncentracija | koncentracija
Eluents Sorbents | Nr | Savienojums zaafisanas ’ PC siinas DP siinas,
laiks, min | Da 1
Y+ Sn, ng- Y+Sh, ng-g
g—1sausu siinu sausu siinu
1 Palml_tlnska_bes 210 270, 842 341
metilesteris 87
2 Fitols 26,5 368, 6,310,1 11+3
' 143 e -
e _ 410,
Silikaggls | 3 Skvaléns 38,7 69 4613 3217
4 | vy-Tokoferols 42,5 488, 31+9 59+12
Heksans: ' 223 - -
Hioroforms 5 | oTokoferols | 438 |00 | 24345 255426
g | Palmifinskabes |\ 5, 5 270, 81+15 7349
metilesteris 87
SPE-NH, | 5 v-Tokoferols 42,5 é%% 5+1 14+3
6 a-Tokoferols 43,8 52%27 213+38 237+24

Briofitu ekstraktus elugjot ar heksana un hloroforma maisijumu uz aminopropilmodificéta
silikagéla, izdevas atdalit tikai tris savienojumus: palmitinskabes metilesteri, a- un y-tokoferolu.
Palmitinskabes metilestera koncentracija $aja frakcija ir lielaka (8115 ug - g~ 'sausu PC siinu un
7349 pg - g~ 'sausu DP siinu) neka ar silikagélu iegiitaja frakcija. Tokoferolu atdalitais daudzums

ir mazaks neka izmantojot silikagelu.

3.2.3. Hloroforma frakcija Nel

PC un DP ekstraktus elugjot ar tiru hloroformu uz silikagg€la kolonnas, atdalija daudz
dazadus savienojumus. ST frakcija satur piesatinatas un nepiesatinatas taukskabes ar ogleklu
atomu skaitu no 16 — 22 (skat. 3.5.att.) Doming&josa taukskabe abu briofitu hloroforma frakcija ir
o-linolénskabe. Tas daudzums PC siinas ir 220+35 pg - g~ 'sausa parauga, savukart DP siinas -

236+47 pg- g lsausa parauga. Dokozanskabes koncentracija ir vismazaka PC hloroforma
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frakcija un DP frakcija tads savienojums netika identificéts. Neliela daudzuma §1 frakcija satur
palmitinskabes -monoglicerids un fitolu.

Vel viena savienojumu klase, kura tiek eluéta hloroforma frakcija, ir steroli. Visizplatitakie
steroli briofitos ir kampesterols, stigmasterols un sitosterols. So savienojumu masas
koncentracijas augstak minétaja frakcija ir 555+63 pg- g 'sausu siinu, 500+59 ug- g~ 'sausu
stinu un 236+38 pg - g~ ! sausu PC siinu, attiecigi (483+51, 439+22 un 225+34 pg - g~ tsausu DP

stinu, attiecigi).
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3.5.qtt. Polytrichum commune ekstrakta hloroforma frakcijas hromatogramma (cietfazes
ekstrakcijai izmantoja silikagelu). Signals, kas apziméts ar * atbilst heptadekanskabes
metilesterim un ar ** - progesteronam, kurus lieto ka iekSe€jos standartus. (Signalu

numeracija atbilst 3.5.tabula esosajai savienojumu numeracijai)

Briofitu ekstraktu elugjot ar hloroformu uz aminopropilmodificéta silikagela, atdalito
savienojumu skaits ir ievérojami mazaks neka uz silikag€la. Tacu dota frakcija satur lielaku
daudzumu kampesterola un stigmasterola, bet palmitinskabes B-monoglicerids un B-sitosterola

koncentracija ir zemaka (skat. 3.5.tabula).

3.5.tabula
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Hloroforma frakcija identificétie savienojumi(n=3)(savienojumu numeracija atbilst 3.5.att. esosajai

signalu numeracijai)

Masas Masas
koncentracija | koncentracija
L IzdaliSanas m/z, PC siinas DP siinas,
Eluents | Sorbents | Nr Savienojums laiks, min Da y£Sn, ySn
mg-glsausu | pg-g!
siinu sausu sunu
328,
1 Palmitinskabe 23,7 313, 163+28 119+18
117
2 Fitols 26,5 o 6412 70+21
3 Linolskabe 27,3 382, 67 106x37 132+30
4 a-Linolénskabe 27,4 350, 79 220£35 23647
356,
5 | Oktadekanskabe 28,0 341, 234 15+2
117
Palmitinskabes
Silikagels | 6 B - 34,7 371,43 4919 3645
monoglicerids
412,
Hloro- 7 Dokozanskabe 35,7 397, 4+1 -
forms 117
8 a-Tokoferols 43,8 2227 35+11 54+19
9 | Kampesterols 455 1196%' 555463 483+51
10 Stigmasterols 45,8 484, 83 500+59 439422
11 B-Sitosterols 46,7 396, 43 236+38 22534
Palmitinskabes
. B-monoglicerids 347 371,43 34x11 2146
SPE-NH, | 2 | Kampesterols 45,5 1196% 65624 70437
3 Stigmasterols 45,8 484, 83 708+56 689+45
4 pB-Sitosterols 46,7 396, 43 206+39 271+21

3.2.4. Dietilétera un etikskabes frakcija

Dietilétera un etikskabes frakcija satur parsvara tikai piesatinatas un nepiesatinatas
taukskabes ar oglekla atomu skaitu no 4 - 20 (skat. 3.6.att.). Silikagela frakcija no tauskabém
satur tikai butanskabi un oktadekanskabi. Tacu Saja frakcija PC sitinas tika identific€ts ari

glicerins ar masas koncentraciju 9+1 pg/g sausu stinu.
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3.6.att. Polytrichum commune ekstrakta ardietiléteri un etikskabi eluétas frakcijas hromatogramma
(cietfazes ekstrakcijai izmantoja aminopropilmodificeto silikagélu). Signals, kas apziméts ar
* atbilst heptadekanskabes metilesterim un ar ** - progesteronam, kurus lieto ka ieks€jos

standartus. (Signalu numeracija atbilst 3.6.tabula esoSajai savienojumu numeracijai)

Dietilétera un etikskabes frakcija ar aminopropilmodificéto silikag€lu ir atrodamas cetras
visizplatitakas taukskabes briofitos: palmitinskabe, a-linolénskabe, linolskabe, arahidonskabe
[1]. Saja frakcija domingjosa ir a-linolénskabe. Tas daudzums PC siinas ir 108+34 pg - g~'sausa
parauga, bet DP siinas - 92+26 ug - g~ 'sausa parauga. Otra izplatitaka taukskabe 3aja frakcija ir
palmitinskabe PC sitinas un linolskabe DP stinas. Arahidonskabes saturs viszemakais - 10+3

ug - g~ ! sausa parauga PC siinas un 15+1 pg - g~ sausu DP siinu (skat. 3.6.tabula).

3.6. tabula
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Dietilétera un etikskabes frakcija identificétie savienojumi(n=3) (savienojumu numeracija atbilst

3.6.att. esosSajai signalu numeracijai)

Masas
_ Masas
koncentra- -
. koncentra-
cijaPC ..
O _ cijaDP
. . IzdaliSanas siinas o
Eluents Sorbents | Nr Savienojums . . m/z siinas,
laiks, min v£S,, y£S
ng- ) ™
g—1sausu HE'8_
— sausu sunu
sinu
1 | Butanskabe 6.3 160, 2844 1342
' 145, 75 - -
. 205,
Silikagels 2 Glicerins 6,7 147 9+1 -
356,
3 Oktadekanskabe 27,9 341, 2,6+0,2 5+1
117
4 | Tetradekanskabe 19,2 300, 3,2+0,3 -
Dietiléteris: ' 117 L
ledus 328,
etikskabe 5 Palmitinskabe 23,7 313, 66+19 58+14
117
SPE- NH 6 Linolskabe 27,3 382, 67 52+8 59+16
2l 7 o-Linolénskabe 27,4 350, 79 108+34 92+26
356,
8 | Oktadekanskabe 28,0 341, 21+7 37+5
117
9 | Arahidonskabe 30.4 376, 103 15+1
! 150, 79 - -

3.3. Briofitu ekstraktvielu frakcionéSana ar eluentu sistéemu Ne2

Briofitu ekstrakta esoSos alkanus, tauskabju metil- un etilesterus frakciongja ar eluentu
sisttmu Ne2. Briofitu ekstraktu hloroforma uznesa uz sorbenta un elu€ja ar heksanu, lai atdalitu
visus ogludenrazus. Spirtu un sterolu frakcionéSanai, elugja ar hloroformu. Tauskabju esterus

atdalija treSaja frakcija ar 3% amonjaka Skidumu metanola.

3.3.1. Heksana frakcija Ne2

Analizéjamo briofitu heksana frakcija ar silikagéla sorbentu identific€ja piesatinatus
alkanus ar oglekla atomu skaitu no 13 — 29 (skat. 3.7. att.). Alkanu masas koncentracija PC
briofitos svarstds no 28+8 Iidz 189+3ug - g~ !sausa parauga, bet DP siinds no 3142 - 17742
ug - g~ 'sausa parauga, kas redzams 3.7. tabula. P&tamo briofitu ekstraktos domingjosie alkani ir

C20, C22 UNCos.
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3.7.att. Dicranum polysetum heksana frakcijas hromatogramma (cietfazes ekstrakcijai izmantoja

silikag€lu). Signals, kas apziméts ar * atbilst heptadekanskabes metilesterim un ar ** -

progesteronam. (Signalu numeracija atbilst 3.7.tabula esosai savienojumu numeracijai)

Abu briofitu heksana frakcija satur skvalénu. Ta daudzums briofitos ir robezas no 119+7

lidz 126+10 pg - g~ 'sausu siinu. Ka redzams 3.7.att&la, visintensivakais signals ir fitola acetatam

(176+14 pg - g~ sausu siinu). To identificgja tikai DP siinas (skat. 3.7. tabula).

3.7.tabula

Heksana frakcija identificétie savienojumi(n=3). Alkaniem noradita m/z vértiba molekularajam

jonam (savienojumu numeracija atbilst 3.7. att. eso$ajai signalu numeracijai)

Masas
. Masas
L koncentracija | yopcentracija
Eluents | Sorbents | Nr | 12dalsanas Savienojums m/z, PC stnas DP sanas,
laiks, min Da +S
’Y ny + S . -1
-1 v nHE" 8
Hg-g “sausu sausu siinu
stinu
1 7,4 Tridekans 184 - 33+1
2 8,6 Tetradekans 198 2848 31+2
3 10,2 Pentadekans 212 8513 6810
Heksans | Silikaggls | 4 12,5 Heksadekans 226 46%5 79+2
5 14,7 Heptadekans 240 120+7 113114
6 17,1 Oktadekans 254 9319 97+2
7 19,6 Nonadekans 268 67x2 82+2
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3.7.tabulas turpinajums

Masas
L Masas
o koncenfra_cua koncentracija
Eluents | Sorbents | Nr | [Zdalsanas Savienojums m/z, PC sunas DP sanas,
laiks, min Da +S
Lt Y+ Sn ng- gt
Mg g “sausu sausu siinu
sinu
21,7 Eikozans 282 189+3 17742
24,0 Heneikozans 296 3418 38+2
10 26,1 Dokozans 310 176+15 160+11
11 28,2 Trikozans 324 56+7 50+5
12 30,2 Tetrakozans 338 118+10 126+11
13 32,1 Pentakozans 352 5442 66+1
Heksans | Silikaggls 14 34,0 Heksakozans 366 1067 99+11
15 35,8 Heptakozans 380 83+6 7316
16 37,5 Oktakozans 394 50+18 54+13
17 39,2 Nonakozans 408 67+3 8514
18| 377 Skvalens 4;8 : 126410 119+7
. _ 123,
19 49,1 Fitola acetats 68, 43 - 176+14

Heksana frakcija, cietfazes ekstrakciju veicot ar aminopropilmodificéto silikagélu,

identificgja tadus pasus alkanus ka ar parasto silikagélu, iznemot trikozanu DP siinas. So alkanu

saturs kopuma ir mazaks neka heksana — silikag€la frakcija, bet domingjoso alkanu sadalfjuma

tendence ir lidziga (skat. 3.8. tabula). Saja frakcija atdalfja ar sterolus - kampesterolu,

stigmasterolu, B -sitosterolu; y- un a-tokoferolu. B -sitosterols un y-tokoferols netika identificeti

briofitu ekstrakta kop&jas hromatogrammas.

3.8.tabula

Heksana frakcija identificétie savienojumi (n=3). Alkaniem noradita m/z vértiba molekularajam

jonam
Masas Masas
koncentracija | koncentracija
Eluents Sorbents IlZ;:lilsl,s:‘nni?ls Savienojums m/z P$ iusl:as Dl; iusl; f‘s’
ug- g lsausu | pg- g ! sausu
stinu siinu
7,4 Tridekans 184 - 64+16
8,6 Tetradekans 198 369 5011
Heksans | SPE- NH, 10,2 Pentadekans 212 149+18 157421
12,5 Heksadekans 226 101+15 96+14
14,7 Heptadekans 240 9918 1158
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3.8.tabulas turpinajums

Masas Masas
koncentracija | koncentracija
Eluents | Sorbents Ilza(zlilsl,si:liis Savienojums m/z, Da P$ ::uSI:’aS Dl; i“snn fls’
ng-glsausu | pg-gt
sinu sausu sinu

15,7 Oktadekans 254 85+9 10645

17,1 Nonadekans 268 134+15 142+12

21,7 Eikozans 282 145+4 154+9

24,0 Heneikozans 296 48+8 657

26,1 Dokozans 310 130+25 145+8

28,2 Trikozans 324 66+1 -

30,2 Tetrakozans 338 12247 118425

32,1 Pentakozans 352 113+12 119+8

34,0 Heksakozans 366 71+18 74412

_ 35,8 Heptakozans 380 53120 71+17

Heksans | SPE- NH; 375 Oktakozans 394 38+4 48+6
39,2 Nonakozans 408 6416 83120

37,7 Skvaléns 410, 69 76+10 84+7
41,6 y-Tokoferols 488, 223 - 3,0+0,9

42,8 a-Tokoferols 502, 237 1947 231
44,2 Kampesterols 192, 160 12246 118+10

44,7 Stigmasterols 484, 83 109+9 1338

45,6 B-Sitosterols 396, 43 20+5 3214

49,1 Fitola acetats 123, 68, 43 - 13742

3.3.2. Hloroforma frakcija Ne2

Hloroforma frakcija identific€ja tauskabes, to etil- un metil- esterus, sterolus, tokoferolus

(skat. 3.8. att.). No taukskabém $1 frakcija satur tikai heksadekanskabi. Liela daudzuma

hloroforma frakcija ir palmitinskabes un stearinskabes etilesteri - 265+7 pg- g~ !sausu siinu un

189410 pg - g~ 'sausu siinu PC briofita, attiecigi. DP siinas $o esteru saturs ir lielaks —290+24

ug - g 'sausu siinu un 234+1 pg- g~ lsausu siinu, attiecigi. Savukart augstak mingto taukskabju

metilesteru daudzums sausa parauga ir gandriz tr1s reizes mazaks.
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3.8.att. Dicranum polysetum briofita hloroforma frakcijas hromatogramma (cietfazes ekstrakcijai

izmantoja silikagelu). Signals, kas apziméts ar * atbilst heptadekanskabes metilesterim un

ar ** - progesteronam, kurus lieto ka iek$€jos standartus. (Signalu numeracija atbilst

3.9.tabula esosai savienojumu numeracijai)

Tapat ka heksana frakcija, hloroforma frakcija satur sterolus un tokoferolus. a-tokoferola

daudzums sausa parauga (1165 pg- g~tun 12449 g - g~1), ekstraktu elugjot ar hloroformu uz

silikag€la sorbenta, ir lielaks neka ar heksanu un aminopropilmodificéto silikag€lu. Pret&ja

situacija ir ar steroliem - stigmasterola, kampesterola un y-sitosterola atdaliSana ir pilnigaka,

izmantojot heksanu ka eluentu un aminopropilmodificéto silikagelu(skat. 3.9. tabula).

3.9.tabula

Hloroforma frakcija identificétie savienojumi (n=3) (savienojumu numeracija atbilst 3.8. att.

esoSajai signalu numeracijai)

Masas
Masas ..
= ue koncentracija
IzdaliSanas | m/z koncentracija DP siinas
Eluents | Sorbents | Nr | Savienojums . . ’ PC suinas ’
laiks, min Da Y£S,,
Y+Sh, ug- o1
g—1sausu siinu HE"8_
sausu siinu
1 Palml-tmskabes 201 270, 87+19 62+15
metilesteris 87
Hioro- | ... . | 2 | Palmitinskabe 21,0 328, 194+16 237+9
Silikaggls 117
forms
Palmitinskab 284,
3 | TAmitnskabes 21,6 101, 265+7 290+24
etilesteris 88
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3.9.tabulas turpinajums

Masas Masaf .
= . koncentracija
Izdali§anas | m/z koncentracija DP siinas
Eluents | Sorbents | Nr | Savienojums . . ’ PC suinas ’
laiks, min Da Y£S,,
Y+ Sn, ng- o1
g—1sausu siinu ME" 8
sausu siinu
Stearinskabes 298,
4 metilesteris 24,6 87,74 43+3 5511
Stearinskab 312,
5 carinskabes 26,0 101, 189+10 234+1
etilesteris
88
6 Skvaléns 37,7 4&'8 ’ 67+2 4614
502,
7 v-Tokoferols 41,6 237 - 6+2
Hloro- ce 502,
forms Silikaggls | 8 a-Tokoferols 42,8 937 11645 12449
192,
9 Kampesterols 44,3 20+4 18+2
160
10 | Stigmasterols 44,7 4883‘} 1442 1942
11 | B-Sitosterols 45,6 323?’ 8+3 6,4+0,2
. _ 123,
12 Fitola acetats 49,1 68, 43 - 71116

Cietfazes ekstrakcijai izmantojot SPE-NHjkolonnu atdalija lielaku daudzumu sterolu (skat.

3.10. tabula). Ta, pieméram, kampesterola daudzums PC siuinas, frakciongSanai izmantojot

silikagglu, ir tikai 29+4 pg- g~ ! sausu siinu, bet ar aminopropilmodificéto silikagglu - 160+31

ug - g_1 sausu sunu.

3.10.tabula
Hloroforma frakcija identificétie savienojumi (n=3)
Masas Masas
koncentracija | koncentracija
. Izdali§anas PC siinas DP siinas,
Eluents | Sorbents Savienojums laiks, min m/z, Da 7S, TS,
ng-glsausu | pg-gt
sunu sausu sunu
Tetradekanskabe 16,3 300, 117, - 4,9+0,2
Palmitinskabes 20,1 270, 87 46+14 38+12
metilesteris
Hloro- SPE- 328 313
forms NH, Palmitinskabe 21,0 1’17 ' 58+7 6519
Linolskabes 23,8 382, 67 49+15 33+14
metilesteris
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3.10.tabulas turpindjums

Masas Masas
koncentracija | koncentracija
.. Izdali§anas PC siinas DP siinas,
Eluents | Sorbents Savienojums laiks, min m/z, Da TS, TS,
ng-glsausu | pg-gt
sinu sausu suinu
o-Linolénskabes 23,9 204, 81, 67 33+2 55+7
metilesteris
Stearnskabes 24.6 208, 87, 74 0+1 7,240,3
metilesteris
Hioro- | spg. | /rahidonskabes 273 | 318,91, 79 2944 3842
forms NH, metilesteris
o-Tokoferols 42,8 502, 237 18+3 11+4
Kampesterols 44,3 192, 160 160+31 143421
Stigmasterols 447 484, 83 154+14 151+10
[B-Sitosterols 45,6 396, 43 32+4 4416

3.3.3. Amonjaka frakcija

Taukskabju esteru frakcionésanai, cietfazes ekstrakcijas kolonnu skaloja ar 3% amonjaka

Skidumu metanola. Frakcion€Sanai izmantojot silikagéla kolonnu, atdalija 8 taukskabju esterus.

Visizplatitakais esteris abu p&tamo briofitu amonjaka frakcijas ir o-linolénskabes metilesteris

(991426 pg-g~! sausu PC siinu un 1020+19 pg-g~' sausu DP sanu)(skat. 3.11.tabula). Sis

esteris bija visizplatitakais arT hloroforma frakcija.

Dota frakcija satur tadu taukskabju esterus, kuri netika atdaliti ieprieks, pieméram, 8,11,14-

eikozatrieénskabes metilesteris. ST savienojuma koncentracija p&€tamajos briofitos ir robezas no

240431 pg - g~! sausu siinu (PC siinas) lidz 190453 pg - g~! sausu siinu (DP siinas). Amonjaka

frakcija pirmo reizi atdalija stearinskabi. Ieprieks tika identificéti tikai stearinskabes esteri. Tas

koncentracija PC siinas ir 51+13 pg - g~! sausu siinu, bet DP siinas ir 43+15 pg - g~ sausu siinu.
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3.11.tabula

Amonjaka frakeija identificétie savienojumi (n=3)

Masas Masas
koncentracija | koncentracij
Sorbents Savienoiums Izdali§anas m/z. Da PC siinas a DP siinas,
Eluents ) laiks, min ! TS, TS,
ng-glsausu | pg-gt
sunu sausu sunu
Palmitinskabes 19.9 270, 87 754423 834+18
metilesteris
v -Linolenskabes | 4 4 292,79 123+14 121420
metilesteris
Linolskabes 23,7 382, 67 449+39 63821
metilesteris
o -Linolenskabes | 44 294, 81, 67 991426 1020419
metilesteris
Stearinskabes 245 326, 87, 74 160+32 153+46
metilesteris
Stearinskabe 25,1 284,73, 43 51+13 43+15
Metanols | Silikagels ArahiFdl('E(I)llsi — 25,4 368, 143 6218 58+21
metilesteris 27,2 318,91, 79 712+45 834+20
8,11,14-
Eikozatrienskabe 27,6 352’1%26’ 240131 190+53
s metilesteris
Tetrakozanskabe | 4 4 382, 87, 74 7742 866
s metilesteris
a-Tokoferols 42,8 502, 237 19,2+0,3 31+15
Kampesterols 44,2 192, 160 12445 99,5+0,2
Stigmasterols 44,6 484, 83 109+6 11545
B-Sitosterols 45,5 396, 43 2143 31,7+0,5

Amonjaka frakcija, cietfazes ekstrakcijai izmantojot aminopropilmodificéto silikag€la
kolonnu, liela daudzuma satur taukskabju esterus (skat. 3.9. att.). Daudzi esteri tika atdaliti ar1
amonjaka frakcija izmantojot silikag€lu, to daudzums $aja frakcija ir ievérojami samazinajies
(skat. 3.12.tabula). Ta, piem&ram, arahidonskabes metilestera koncentracija PC stinas, cietfazes
ekstrakciju veicot ar silikagélu, ir 712445 pug-g~! sausu siinu, bet izmantojot
aminopropilsilikagélu - 165+31 pg- g~ ! sausu stinu. Tacu abas frakcijas domingjosais esteris ir
a-linolénskabes metilesteris.Atskiriba no ieprieks€jas frakcijas, Saja nav atrodami steroli, bet

neliela daudzuma identificgja tetradekanskabi, pentadekanskabi un palmitinskabes propilesteri.
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3.9.att. Dicranum polysetum briofita amonjaka frakcijas hromatogramma (cietfazes ekstrakcijai

izmantoja aminopropilsilikagelu). Signals, kas apziméts ar * atbilst heptadekanskabes

metilesterim un ar ** - progesteronam, kurus lieto ka iekS&jos standartus. (Signalu

numeracija atbilst 3.12.tabula esosai savienojumu numeracijai)

3.12.tabula

Amonjaka frakcija identificétie savienojumi (n=3) (savienojumu numeracija atbilst

3.9. att. esosajai signalu numeracijai)

Masas
_ .. Masas
koncentracij = ..
- koncentracij
- a PC stinas _
| Sorbents | Nr Savienojums IzdaliSanas m/z, y£S a DP sinas,
Eluents laiks, min | Da m ¥ +£Sh
ug - L1
g—1sausu HE'8_
— sausu sunu
siinu
228,
1 Tetradekanskabe 16,3 185, 1543 1142
129,
242,
2 Pentadekanskabe 18,7 129, - 61
Palmitinskabes 270,
Metanols | SPE- NH, 3 metilesteris 20.1 87 220+23 223+34
4 y-Llno_lenske_lbes 23,4 292, 28+4 15+3
metilesteris 79
) _ 91,
g | Stearidonskabes 236 | 796 61 1243
metilesteris
6 Linolskabes 238 | 382 | 100410 142+16
metilesteris 67
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3.12.tabulas turpindjums

Masas
e Masas
koncentracij = ..
- koncentracij
R a PC suinas o
luent Sorbents | Nr Savienojums Izqahsa“.as m/z, V) a DP sunas,
Eluents laiks, min | Da ng " Y+,
Lo—1
g—1sausu HE'8_
— sausu sunu
sunu
. 294
a-Linolénskabes !
7 metilesteris 23,9 8617 26027 293+29
11- 296,
8 oktadedecénskabe 24,1 55, 13+2 15+4
s metilesteris 41
L 326,
g | Stearmnskabes 245 87 569 52413
metilesteris 74
. _ 318,
10 | Arahidonskabes 27,3 91, 165231 174222
metilesteris 79
8,11,14- 359,
Metanols | SPE-NH; | 11 | gy o satrienskabes 277 126, 44+12 3048
metilesteris 113
o 326,
1o | Eikozanskabes 28.9 87, 5,040,2 .
metilesteris 74
13 Palmlt_inskﬁl:_)es 316 298, 942 17+2
propilesteris 61
o 354,
14 | Dokozanskabes 32,7 87, 61 9,0+0,2
metilesteris 74
L 382,
15 | Tetrakozanskabes | 44 4 87, 2344 17+1
metilesteris 74
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SECINAJUMI

Bakalaura darba pétijuma izmantotie briofiti (Polytrichum commune un Dicranum
polysetum) satur liclu skaitu sekundaro metabolitu, kuriem piemit potenciali augsta
biologiska aktivitate, tomér pilnigakai visu savienojumu izp&tei nepiecieSams izstradat
ekstraktvielu frakcionéSanas metodes.

Briofitu hloroforma ekstrakta svarigako savienojumu grupu selektiva sadaliSana ir
efektivaka cietfazes ekstrakcijas frakcioné€Sanai pielietojot aminopropilsilikagélu, tacu
tadu savienojumu atdaliSanai ka skvaléns, fitols un fitola acetats, piemérotaks ir aktivets
silikaggls.

Briofitu sekundaro metabolitu ekstraktvielu frakcionéSanu un briofitu sastavu izpéti
iespg€jams nodroSinat izmantojot eluentu sistemu Nel sterolu un taukskabju atdaliSanai,
bet eluentu sistemu Ne2 alkanu un tauskabju esteru frakciju iegiiSanai.

Briofitu hloroforma ekstraktu frakcionéSana lauj izdalit un kvantificét tadas savienojumu
grupas ka alkani, taukskabju esteri, taukskabes, sekot to izmainam atkariba no pétitas

briofitu sugas, sezonaliem procesiem.
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7) Dicranum polysetum ekstrakta hloroforma Ne2 frakcijas hromatogramma ( cietfazes
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