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ANOTACDA

Augu izcelsmes produktu automatizéta preparativa cietfazes ekstrakcija. Klavina
K., zinatniskais vaditajs Dr.habil.chem. Satcs V., zinatniskais vaditajs Dr.chem. Viksna A.
Magistra darbs, 42 lappuses, 22 att€li, 12 tabulas, 38 literatiiras avoti. LatvieSu valoda.

Darba ieklauts iss literatiiras apskats par tris biezak izmantotajam vielu attiriSanas un
koncentréSanas metodem — Skidumu-Skidumu ekstrakciju, Skidrumu hromatografiju un
cietfazu ekstrakciju, ka ar1 par daziem ekstrakcijai izvelétiem dabas produktu piemériem.
Eksperimentalaja dala ir veikta automatiz€tas preparativas cietfazu ekstrakcijas iekartas
konstruéSana un tas darbibas parbaude, koncentrgjot augu izcelsmes produktus. Augu
izcelsmes vielu analize veikta ar augsti efektivo Skidrumu hromatografijas metodi,
savienojumu identifikacijai izmantojot viena kvadrupola masspektralo detektoru.

PREPARATIVA CIETFAZU EKSTRAKCIJA, PILOTIEKARTA,
KONCENTRESANA, SKIDRUMU HROMATOGRAFIJA, MASSPEKTROMETRIJA,
ZALU TEJAS.

ABSTRACT

Automated preparative solid phase extraction of plant origin products. Klavina K.,
supervisor Dr.habil.chem. Satcs V., supervisor Dr.chem. Viksna A. Master’s thesis, 42 pages,
22 figures, 12 tables, 38 literature references. In Latvian.

The work includes a short literature review of the three most popular substance
purification and concentration methods - liquid-liquid extraction, liquid chromatography and
solid phase extraction. The experimental part consists of constructing an automated
preparative solid phase extraction system and checking its work by concentrating plant origin
products. The analysis of plant origin substances is done by high performance liquid
chromatography, using a single quadrupole mass detector for substance identification.

PREPARATIVE SOLID PHASE EXTRACTION, PILOT EQUIPMENT,
CONCENTRATION, LIQUID CHROMATOGRAPHY, MASS SPECTROMETRY,
HERBAL TEAS.
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IEVADS

Vielu attiriSana un koncentréSana analitiska, preparativa un riipnieciska ItTmeni ir butiska
probléma dazadu procesu pétijumos (analiz€) un produktu raZoSana (preparativa méroga).
Preparativaja méroga ir nepiecieSamiba péc 1€tiem un vienkarsi lietojamiem risinajumiem, lai
atvieglotu procesa ievieSanu riipnieciska Iimeni. Atkariba no produkta TpaSibam attiriSanai var
tikt pielietoti dazadi procesi ka kristalizacija, destilacija, hromatografija, ekstrakcija, un citi.
VienkarSa un efektiva preparativas cietfazu ekstrakcijas iekarta varétu tikt pielietota
visdazadakajas jomas gan augu izcelsmes, gan citu produktu ekstrah&Sanai. So iekartu péc
izstrades paredzeéts piedavat viet§jiem instititiem un razotdjiem, ka relativi nedargu
risinajumu produktu izstradei un izpetei preparativa meéroga. Lai gan Iidzigas iekartas eksiste,
tas ir dargas un biezi vien tam ir funkcijas, kas nav parliecku nepiecieSamas vid&am
lietotajam.

Dazadi augu izcelsmes produkti Sobrid ir Tpasi aktuali, jo cilvéki tos censas paterét
uztura arvien vairak ar mérki uzlabot savu veselibu. Augu izcelsmes produkti parasti satur
lielu daudzumu dazadu komponentu, kuru sadaliSana un konkr€tu komponentu izdaliSana
bieZi vien ir sareZgits vairakstadiju process. ST procesa atvieglo$anai nepartraukti tiek mekléti
jauni risinajumi. Saja darba aprakstita iekarta vargtu bat viens no tiem.

S1 darba mérkis ir parbaudit uzkonstrugtas preparativas cietfazes ekstrakcijas iekartas
darbibu, koncentrgjot augu izcelsmes produktus.

Darba uzdevumi:

1. Uzrakstit Tsu literatiiras apskatu par dazam popularakajam vielu attiriSanas un
koncentréSanas metodeém.
2. Konstruét automatizetas preparativas cietfazu ekstrakcijas iekartu.

3. Izméginat iekartu, ekstrah&jot un koncentr&jot augu izcelsmes produktus.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Skiduma-$kiduma ekstrakcija

Skiduma-8kiduma ekstrakcija ir maisfjumu sadaliSanas metode, kuru pielieto Skidriem
paraugiem vai paraugiem Skiduma. To plasi izmanto gan riipnieciba, gan laboratorijas.
§1,<Tduma—§l,dduma ekstrakciju veic, lai izol€tu vienu vai vairakus savienojumus, ka ari ar

mérki koncentrét savienojumu/paraugu [1].

1.1.art.Vienkarsota Skiduma-skiduma ekstrakcijas procesa shéma [2]

SadaliSanu panak, selektivi ekstrah&jot analiz€jamas vielas no parauga vai no paraugu
matricas komponentiem, no kuriem jaatbrivojas. KoncentréSanu panak, -ekstrahgjot
specifiskus savienojumus, kas iepriek§ atraduSies lielaka Skidruma tilpuma, mazaka
ekstrahenta daudzuma [1].

Skiduma-8kiduma ekstrakcijas pamatprincips ir labaka analita $kidiba viena $kidinataja,
neka otra, pie kam fazém jabut tadam, kas sava starpa nesajaucas [3]. Analita ,,i”
koncentraciju attiecibu abas fazes apraksta sadalfjuma konstante (koeficients) K;, kuru var

izteikt [1]:
c
Ki = =
CW

kur ¢, ir analita Iidzsvara koncentracija organiska Skidinataja un c, ir analita lidzsvara
koncentracija tidens skiduma [1].

Serijveida (batch) ekstrakcija. Visvienkarsaka ekstrakcijas procedira, ko biezi pielieto
laboratorija analitiskai sadaliSanai, sevi ieklauj konkréta analitu saturoSa Skiduma tilpuma
izmanto$anu. So $kidumu sajauc ar konkrétu tilpumu ekstrahenta, kas nesajaucas ar esoo
Skidumu. P&c 1sa kratiSanas perioda (bieZi vien, izmantojot mehaniskos kratitajus), abiem
Skidruma slaniem lauj atdalities. Interes€joSo slani atdala un, ja nepiecieSams, atkarto

ekstrakciju, pievienojot jaunu ekstrahenta porciju (vienkarSotu vairakkartjas ekstrakcijas
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shému skat. 1.2.att.). Parasti §1s darbibas veic dalamaja piltuvé. Sada veida process piedava
atru un vienkarSu sadaliSanu un tam ir daudz priekSrocibu, seviski, ja interes€josas vielas

ekstrakcijas efektivitate ir augsta un procesa iesaistitas tikai dazas ekstrakcijas operacijas [1].

Skidinatajs Skidinatajs
Izejvielas Pirma Lzejviclas
1 . —>8kidums peéc =~ ——> 3 119 > Gala rafinats
skidums stadija ? ckstrabosios Otra stadija
(rafinats)

!

Ekstrakts Fkstrakts

\l/ l . Apvienotie

~ ekstrakti

1.2.art. Vairakkartéja sérijveida ekstrakcija — vienkarSota shéma [4]

Ja ekstrakcijas efektivitate ir relativi maza un nepiecieSamas daudzas serijveida
ekstrakcijas, lai panaktu kvantitativu sadaliSanu, izmanto nepartrauktu ekstrakcijas procesu.

Ekstrakcija nepartraukta rezZima. Viens no variantiem, kada iesp€jams Tstenot
nepartrauktu Skiduma-skiduma ekstrakcijas procesu, ir organizét Skidinataju virzibu
pretplisma. 1.3. att€la varam apskatit $ada procesa iesp&jamo shému, kur pa sistému viena
virziena plust izejvielas tidens Skidums, bet otra virziena — organiskais Skidinatajs, kura
ekstrah&jas nepiecieSama viela. Péc N ekstrakcijas stadijam viena iekartas gala iegtist vielas
ekstraktu organiskaja faze, bet otra pusé — rafinatu, kas palicis pari no izejvielas tidens

Skiduma [5].

Rafinats Izejvielas
$kidums
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—> > —> —> —> —> —>
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Svaigs org. $kidinatajs
skidinatajs +analits

1.3.att. Nepartraukta ekstrakcija pretplisma [5]



Skiduma-$kiduma ekstrakcijas pielietojumi un ierobeZojumi. Skiduma-$kiduma
ekstrakcijas galvenais ierobeZojoSais faktors ir pietiekama vielas $kidibas atSkiriba starp tideni
un izveleto organisko $kidinataju. Parasti ir apgritinata joniz€tu vielu pareja organiskaja faze,
bet to var m&ginat noveérst ar Skiduma pH izmainam. Ta, tendence pariet organiskaja faze
pieaug organiskam bazém pie paaugstinata pH, bet skabém — pie pazeminata. Tadejadi var
ieveérojami uzlabot procesu selektivitati [1].

Skiduma-8kiduma ekstrakcija joprojam ir viena no visplasak izmantotajam darbibam
paraugu sagatavosana. Ta tiek pielietota gandriz 50% paraugu sagatavoSanas metozZu ietvaros
[1]. DaZi pielietojumu pieméri ir: biologiskie paraugi, pusgaistoSo tidens piesarnotaju analize
un neorganisko jonu noteikSana [1].

Daudzam vielam kvantitativa rezultata sasniegSanai ir nepiecieSama vairakkartéja
Skiduma-Skiduma ekstrakcija. Janem véra ari, ka daudzi no pielietotajiem ekstrahentiem ir
gaistoSi un toksiski. V€l viena biitiska Skiduma-Skiduma ekstrakcijas probléma ir emulsiju
veidoanas [1]. Sie ierobeZojumi kliist Tpasi svarigi, ja ekstrakcijas procesu realizé preparativa
meroga.

Pedgjos gados, lai uzlabotu tradicionalo skiduma-Skiduma ekstrakcijas procesu (ka ari
citas preparativas un analitiskas metodes), tiek pétiti jonu Skidrumi ka alternativa
organiskajiem S$kidinatajiem. Jonu Skidrumi ir organiskie sali Skidra forma, kas sastav no
organiska katjona pari ar organisku vai neorganisku anjonu. Tie slikti vada elektribu, ir
nepolari, loti viskozi, ar zemu tvaika spiedienu un labu termisko stabilitati. Ka ekstrahenti, tie
sekmé dazadu veidu mijiedarbibas starp analitu un S$kidinataju, jo to sastava ir unikalas
funkcionalas grupas. Lielaka dala jonu Skidrumu nesajaucas ar ideni, kas lauj izveidot
divfaZu sistémas, un tajos labi $kist dazadas organiskas vielas. So iemeslu dg] tie ir pieméroti
dazadu bioaktivu savienojumu ekstrakcijai no augiem. Ka piemerus var minét auksinu (augu
izcelsmes augSanas hormonu) ekstrakciju no zirniem, dazu krasvielu ekstrakciju no ¢ili
pulvera un ¢ili ellas, aminoskabes glicina ekstrakciju no farmaceitiskiem paraugiem, ka ari
hidroliz&jamo tanninu ekstrakciju no vairakam augu sugam. Lielaka dala min&to piem&ru tika
ekstrah€ti, izmantojot jonu Skidrumus uz imidazolija katjonu bazes [6]. Jonu Skidrumu
pielietoSanu var uzskatit par vienu no iesp&jamajiem risinajumiem tradicionalas skidumu-

Skidumu ekstrakcijas augstajam kaitigo $kidinataju pat€rinam [7].

1.2. Skidrumu hromatografija

Hromatografija ir sadaliSanas process, kas tiek sasniegta, sadalot maisijuma

komponentus starp divam faz€ém- stacionaro un kustigo fazi [8].



Apskatisim hromatografiska procesa pamatelementus, par piem€ru nemot binara
maisijuma sadaliSanu ar kolonnu $kidruma adsorbcijas hromatografijas metodi. Process notiek
caurulité (kolonna), piepildita ar porainu sorbentu, caur kuru nepartraukti pliist Skidinatajs.
Sorbents turas kolonna ar filtru palidzibu, tas ir nekustigs un tadel tiek saukts par stacionaro
fazi. Skidinataju, kas kustas attieciba pret sorbentu, sauc par kustigo fazi (ari par eluentu).
Apzimésim savienojumu molekulas — sorbatus, ar X un Y. Kustoties pa kolonnu, §is
molekulas difundé sorbenta poras un tada vai citada veida starpmolekularu mijiedarbibu
rezultata sorbgjas uz stacionaras fazes virsmas. Laika dalu, kura molekulas atrodas sorbéta
stavokli, nosaka starpmolekularas mijiedarbibas speki starp sorbatiem X, Y un sorbentu. Loti
vajas sorbcijas gadijuma molekulas gandriz visu laiku pavada kustigas fazes skiduma un tadg]
parvietojas lejup pa kolonnu ar atrumu, kas tikai nedaudz atpaliek no kustigas fazes kustibas
atruma. Pret&ja gadijuma, ja sorbcija ir loti stipra, molekulas X un Y gandriz neatraujas no
sorbenta virsmas un to parvieto$anas atrums lejup pa kolonnu ir praktiski neievérojams [9].

No hromatografijas viedokla miis visvairak interes€ tadi apstakli, kuros sorbcijas speks
ir pa vidu abiem minétajiem variantiem un X un Y parvietoSanas atrums pa kolonnu ir 2-10
reizes mazaks par kustigas fazes atrumu. Pal€ninato kustibas atrumu salidzinajuma ar kustigo
fazi hromatografija sauc par aizturi. Ja vielu X un Y sorbcijas konstantes ir atSkirigas, tad
atSkirsies ar to vidgjais kustibas atrums kolonna un no kolonnas tas iznaks dazados laikos.
Tada veida tiks sasniegts galvenais hromatografijas mérkis — vielu sadaliSana. Praksg,
protams, kolonna neievada atseviskas molekulas, tap&c miné&tais piemérs ir loti vienkarSots
[9].

Pirmais, kas izmantoja metodes nosaukumu ,.hromatografija”, bija krievu botanikis M.
Cvets, ar to sadalot augos atrodamus pigmentus, par stacionaro fazi izmantojot kalcija
karbonatu [10]. ST eksperimenta shematisks attélojums labi parada hromatografijas procesa

butibu:

Petrolsteris

Angn ekstralets —

Stilda caurule - Krasv.A

{Frisv B
Kalcija karbonats L

y §

1.4. art. M.Cveta eksperimenta shematisks attelojums [11]
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Hromatografiskas metodes balstas uz cetriem dazadiem sorbcijas mehanismiem:
adsorbciju, sadalfjumu, jonapmainu un izméru izslégSanu [1,10]. M. Cvets savos
eksperimentos izmantoja adsorbciju, kur izSkiduso vielu un cietas stacionaras fazes polaritate
nosaka izskiduSo vielu kustibas atrumu cauri kolonnai vai pa virsmu [10].

Hromatografijas pamatjedzieni. Hromatogramma — likne, kas att€lo savienojumu
koncentracijukolonnas izejaatkaribu no laika. Ta parasti sastav no bazes linijas un smailém.
Hromatografijas iekartas nenotiek tieSa vielas koncentracijas mériSana, bet ar detektora
palidzibu tiek meérits kads fizikalais lielums, kas funkcionali saistits ar koncentraciju. Laiku,
kad uz hromatogrammas paradas smailes maksimums, sauc par vielas aiztures laiku tg[9].

Savienojuma kapacitates/aiztures koeficients k’ konkrétos hromatografiskos apstaklos
tiek rekinats [9]:
tr — to

to

k' =

kur ty — nesorb&josas vielas aiztures laiks.

Selektivitate a ir salidzinama 1paSiba, kas parada konkrétas hromatografiskas sisteémas

sp&ju sadalit konkr&tu vielu pari (sk. 1.5. att€lu). Selektivitates parametrs atspogulo maisijuma

sadaliSanas iesp&ju no termodinamikas viedokla[9].

:IRE |
| i ..._InI
e U
|IR1| ' |i|'
\ ro: hl ;i‘]
[ I [+

ky g =1
(1 = =
ki ke =1

1.5. art. Hromatografiskas sistemas selektivitates o shematisks attelojums [12].

Procesa galvena kinétiska ipasiba ir augstums H, kas atbilst viena teorctiska skivja
augstumam. Sis lielums atbilst sorbenta slana biezumam, kura sorbcijas-desorbcijas process

paspéj notikt vid&ji vienu reizi. Tas péc biitibas parada izmantota sorbenta kvalitati, kolonnas
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pildijjuma kvalitati un izv€léta hromatograféSanas rezima kvalitati. Kolonnas kvalitates

novertésanai izmanto apgrieztu lielumu — teorétisko Skivju skaitu [9]:

kur L — kolonnas garums, mm.
Ka skaitlisku divu vielu sadaliSanas pakapes méru izmanto ar1 sadaliSanas kritériju jeb
izskirtspéju R, ko vielu X un Y gadijuma var izteikt [9]:

_ 2(tgy — trx)

S
Wy + Wex
kur wgy, wgx — atbilsto$o smailu platums pie bazes Iinijas.

SadaliSanas kriterijs saistits ar sist€mas pamata raksturlielumiem [9]:

1 a—1 k,vid
R =2 )T, N

kur k’yiq — vid€ja tilpuma koeficienta vértiba sadalamajam vielu parim.

Kolonnu hromatografija. Ta apzimé hromatografijas veidu, kur stacionaras fazes slana
forma ir cilindrs. Tiek izmantotas stikla vai plastmasas kolonnas ar dazadiem diametriem
(izplatiti ir ieksgjie diametri starp 10 un 50 mm) un garumiem (parasti 10 mm lidz 1 m).
Kolonnam apaksdala ir filtrs vai stikla vates aizbaznis, un tad kolonna tiek piepildita ar
stacionaro fazi - silikag€lu, aluminija oksidu, Florisil, pulverveida celulozi, ka ari
modificétiem silikageliem ar C18, C8, C4, fenil-, amino- u.c. funkcionalajam grupam.
Pieejami ar1 dazadi organiskie sveki kolonnu hromatografijas pielietojumiem. Visbiezak
izmantotie dalinu izméri ir 50-100 pm. Process noris bez papildu spiediena vai ar nelielu
spiedienu, reizém pielietojot vakuumu. Plismu (ja nepieliek spiedienu) izraisa gravitacija, un
plismas atrumu kontrole ar krana palidzibu [1]. Ta ir pirma hromatografijas forma, kura
miusdienas ir zaudgjusi savu lomu. Analizei to vairs neizmanto, bet diezgan plasi izmanto
preparativiem noliikiem.

Augstas efektivitates $kidrumu hromatografija (AESH) ir $kidrumu hromatografija, kas
tikusi optimizéta, lai veiktu augstas izskirtsp&jas sadaliSanas. AESH kolonnas ir pilditas ar
sorbentu, kuram ir loti smalkas dalinas (parasti daZzu mikrometru diametra), tadéjadi panakot
zemo dispersiju, un tatad lielo teor&tisko $kivju skaitu, kas raksturigs miisdienas izmantotajam
kolonnam. Teorétisko Skivju skaits viena kolonna var sasniegt 25000, ko gan ne vienmer
iespgjams novérot konkrétiem analitiem. AESH kolonam smalko sorbentu dél ir liela
hidrauliska pretestiba. Lai to parvarétu un sasniegtu vélamo procesa atrumu, izmanto stknus,
kuri rada spiedienu Iidz vairakiem simtiem atmosf€ru. Rezult€josais sadaliSanas process ir

daudz efektivaks neka tradicionala kolonnu hromatografija [13,14].
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Preparativa AESH. Preparativaja AESH sadalitais paraugs no kolonnas nonak
detektora, analogi ka analitiskaja AESH, ka arT frakciju savacgja. Izmanto lielaka izméra
kolonnas neka analitiskaja AESH — maza apjoma sadali§anam ar kolonnas iek$&jo diametru
4,6 mm, vid€ji preparativam sadaliSanam — ar iekS$€jo diametru 7,8 mm, un lielaka apjoma
sadaliSanam — kolonnas ar iek$€jo diametru 21,2 mm. V&l raZigakiem procesiem pieejamas ari
kolonnas ar iek$€jiem diametriem 30 un 50 mm, un ripnieciskiem procesiem pat lielakas.
Protams, procesi ar lielaku raZibu patére ar1 lielakus $kidinataju daudzumus [15]. Preparativas
hromatografijas sikniem var biit nepiecie$ami pliismas atrumi pat lielaki par 100 mL-min™
[14]. Tomér preparativa AESH paliek diezgan darga metode, ko parsvard izmanto nelielu
vielu daudzumu pétnieciba.

Skidrumu hromatografijas pielietojumi un ierobeZojumi. Preparativo AESH
izmanto vértigu produktu izoléSanai kimijas un farmacijas joma, ka ari biotehnologija un
biokimija. Industridla limeni ar preparativo AESH attira pat kilogramiem daZadu vielu,
pieméram, zalu aktivo komponentu [15].

Kopuma parskatot pieejamo informacijas apjomu par dazadajiem hromatografisko
metoZu veidiem un tehnologijas attistibu $aja joma, jasecina, ka hromatografija ir pielictojama
loti plasSam analiz&jamo/atdalamo vielu klastam. VienkarSota veida Skidrumu hromatografija
ir 1€ta un viegli pieejama metode, tacu atrakas un efektivakas iekartas var but arT diezgan
dargas. Ar1 kolonnu un sorbentu izmaksas var pieskaitit ierobezojoSiem faktoriem. Par vienu
no biitiskakajiem metodes trikumiem var€tu uzskatit lielo izmantoto organisko Skidinataju
daudzumu. Skidinatdju patérinu var censties samazindt ar metozu labaku izpéti un
optimizaciju, tomér tas ne vienmér ir efektivs risindjums. Misdienas §1 probléma ir dalgji
atrisinata, radot efektivakas tehnologijas, pieméram, UAESH — ultraaugstas efektivitates
Skidrumu hromatografiju, kas patéré mazakus Skidinataju tilpumus.

Ka vel vienu risinajumu skidinataju patérinam var minét 1.1. nodalas beigas miné&tos
jonu Skidrumus — tos var izmantot arl hromatografiskos procesos, gan stacionaro fazu
modifikacijai, gan ka kustigo fazu piedevas [6,7].

Ka nesen literatiira aprakstitu preparativas skidrumu hromatografijas pielietojumu augu
izcelsmes produktiem var minét, pieméram, epigallokatehina gallata izdaliSanu un attiriSanu,
ka izejvielu izmantojot zalas t€jas ekstraktu [16]. Ari $aja darba tiks iegiits zalas t&jas
ekstrakts, tiesa gan, neatdalot konkrétus komponentus. Literatiira minéti ar1 citi piemeri Sis
metodes pielietojumiem augu izcelsmes komponentu izdaliSanai, pieméram, sulforaféna

izdaliSana no redisu seéklam un talaka attiriSana [17].
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1.3. Cietfazu ekstrakcija

Cietfazu ekstrakcija ir bieZi pielietota paraugu sagatavoSanas procediira, kura pielieto
cietu materialu (sorbentu), lai atdalitu specifiskas Skiduma sastavdalas.

Statiska un dinamiska cietfazu ekstrakcija. Cietfazu ekstrakcija iespéjama gan ka
statisks, gan dinamisks sorbcijas-desorbcijas process. Statiskaja cietfazu ekstrakcija noteikts
daudzums sorbenta tiek pievienots Skidumam. P&c sorbcijas Skidums tiek nofiltréts un
iegiistama viela tiek desorb&ta no sorbenta ar tadu Skidinataju, kas ir sp&jigs konkurét par
adsorbcijas virsmu ar izdalamo vielu. Sorbcijas un desorbcijas kinétika var tikt uzlabota ar
intensivu kratiSanu, lai samazinatu masas parneses ierobezojumus [18].

Dinamiska cietfazu ekstrakcija tiek veikta ar sorbentu pildita kolonna (var but arl
kartridza vai diska forma), kur analits tiek atdalits. P&c biitibas, Sis process ir 11dzigs kolonnu
hromatografijai [1,18]. To bieZi izmanto paraugu attiriSanai, ka ar1 paraugu koncentréSanai.
AttiriSanu var veikt vairakos veidos. Viena no pamatprocediiram cieta faze selektivi aiztur
traucgjosas vielas, kamér analiti tiek elu€ti un savakti analizei. Cita veida procediira uz cietas
fazes tiek aiztur@ts analits, kamer traucg€josas vielas tiek aizvaditas projam. P&c tam

analituelu€ ar citu Skidinataju un savac [1]. 1.6. att€la paradita otra veida cietfazu ekstrakcija.

Kondicionésana Parauga pievienosana  Mazgasana Elugsana

v a4
&
e h

— —_— — R —_— — — —

A= |
[T T S |

[Analits » Trauc.vielas e *]

4

_Q_Q

1.6.art.Cietfazu ekstrakcija ar analita atdalisSanu kolonna [19]
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Atskiriba no Skidrumu hromatografijas. SadaliSana un elugsana cietfazu ekstrakcija
var tikt uztverta ka sadaliSanas process starp stacionaro un kustigo fazi lidzigi ka Skidrumu
hromatografija, tikai izmantojot loti 1su kolonnu. Sorbenta dalinu izmérs cietfazu ekstrakcija
ir daudz lielaks (tipiski ap 60-100 um) neka AESH. Tadél CFE kolonam ir daudz zemaks
teordtisko §kivju skaits. Ja AESH tas sasniedz 10000 un vairak, tad cietfazu ekstrakcija
raksturigi lielumi ir starp 10 un 200. Tadel cietfazu ekstrakcija der tadam atdalamam vielam,
kuru selektivitates koeficienti o ir pietiekami augsti. Ja AESH lauj sadalit vielas ar o tik zemu
ka 1,05, tad veiksmigai cietfazu ekstrakcijai nepiecieSams vismaz o >10. Cietfazu ekstrakcija
sadaliSana ir balstita uz pilnigu vielas sorbciju kolonna, kam seko atra Skidinataja nomaina un
vielas elug$ana no kolonnas [1]. STs metodes sadali$anas sp&ja ir lielaka méra saistita ar
sadaltjuma selektivitati a, neka ar efektivitati N. Citiem vardiem sakot, ta ir vairak atkariga no
Skidinataju gradienta, neka no teorétiska Skivju skaita, ka tas ir Skidrumu hromatografijas
gadijuma. So iemeslu d&] cietfazu ekstrakcija, neskatoties uz lidzibu ar hromatografiju,
terminologiski tiek uzskatita par atsevisku metodi.

Cietfazu ekstrakcijas prieksrocibas. Cietfazu ekstrakcija, salidzinajuma ar $kidruma-
Skidruma ekstrakciju, lauj izmantot mazakus parauga daudzumus un Skidinataju tilpumus.
Lielakaja dala gadijumu cietfazu ekstrakcijai nepiecie$ams ari 1saks laiks. Skiduma-$kiduma
ekstrakcija ir relativi mazselektiva metode, kura tiek ekstrah&tas vielu grupas ar lidzigiem
sadalfjuma koeficientiem. Savukart cietfazu ekstrakcija telpiski sakartotas sorbenta virsmas
de] piedava paaugstinatu selektivitati. Cietfazu ekstrakcija ir art viegli automatiz€jama [20],
ko més paradisim ar1 Saja darba.

Cietfazu ekstrakcijas pielietojumi un ierobeZojumi. Cietfazu ekstrakcija uz
alkilsaistita silikag€la vai kopoliméru sorbentiem tiek plaSi izmantota analitu ekstrakcijai un
koncentréSanai no paraugiem tidens Skidumos un paraugu ekstraktiem — galvenokart vides,
farmacijas nozares un biomedicinas nozares paraugiem. Tas izmantoSana augu izcelsmes
produktu ekstrakcijai gan ir relativi jauna. Lielakaja dala gadijumu sorbents ir C18-saistits
silikag€ls un parauga $kidums un $kidinataji tiek mazliet paskabinati, lai noverstu, piemeram,
flavonoidu jonizaciju, kas samazinatu to sorbciju. Nesens piemérs ir olivu metanola ekstraktu
attirisana [21]. Daudzi sintétiski adsorbenti un biopoliméri ir tikusSi pielietoti, lai izdalitu
polifenolus no augu ekstraktiem [18].

Cietfazu ekstrakciju augu izcelsmes produktu gadijuma var izmantot ari ka
sagatavoSanas soli pirms preparativas hromatografijas vai cita veida apstrades. Lielaka dala
augu valsts produktu sakotngji ir sarezgiti dazadu kimisko savienojumu maisijumi, kurus
uzreiz ievadit preparativas hromatografijas kolonna nebiitu ieteicams, jo ta tiktu atri

piesarpota. Turklat biezi vien pirmais solis ir produkta Gidens ekstraktu iegliSana, kuros
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vajadzigo komponentu koncentracijas ir zemas. Tados gadijumos cietfazu ekstrakcija ir labs
risindjums komponentu atdaliSanai un koncentréSanai. Ka pieméru var minét glikozinolatu
izdaliSanu no brokolu s€klam. Tas istenoSanai labs risinajums ir ievadit paraugu cietfazu
ekstrakcijas kolonna, kas aiztur glikozinolatu frakciju, un péc tam eluét So savienojumu grupu
mazaka daudzuma $kidinataja. legiito ekstraktu talak ievada preparativas AESH kolonna un
izdala konkr€to nepiecieSamo savienojumu [22].

Cietfazu ekstrakcijas ierobeZojumi galvenokart saistiti ar tas tris galveno sastavdalu —
sorbenta, analita un matricas — savietojamibu. Piemé&ram, var gadities, ka konkr&tajam
analitam pats piemérotakais un efektivakais sorbents nav savietojams ar analita matricu [22].
Bitisks ierobeZojoSais faktors ir CFE procesiem raksturigais relativi zemais teorétiskais
Skivju skaits, ka rezultata ta nespgj atdalit vielas ar tik zemu selektivitates koeficientu a ka,
piemé&ram, AESH.

Ar1 cietfazu ekstrakcijas procesu uzlaboSanai péd€jos gados sak pielietot jonu
Skidrumus, konkréti — ka sorbentu modifikatorus. Sadi modificéti cietfazu ekstrakcijas

sorbenti parada labaku selektivitati atseviSku vielu grupu sadaliSanai [23].

1.4. Augu izcelsmes produktu piemeéri

Zala teja. Saja darba ta tika izvéleta ka pirmais ekstrahjamais augu izcelsmes produkts
dazadu iemeslu dg€]. Zala t&ja ir plasi lietots produkts, kas sakotn&ji ieguva popularitati
galvenokart garSas un stimul&joSo 1paSibu dél, tacu ped€jos gadu desmitos atklajusas tas
veselibu uzlabojo$as 1paSibas. Dazadi pétijumi ir paradijusi, ka t&jas paterin$ var samazinat
dazadu slimibu, tai skaita véza, sirds un asinsvadu slimibu, rasSanas risku. P&tijumi uzradijusi
ari dazadus citus tas biologiskos efektus, pieméram, pretiekaisuma, antioksidativo,
pretalergisku, u.c. iedarbibas. Tiek uzskatits, ka t€jas iedarbibas pamata ir tas augstais
fenolgrupas saturoSo komponentu saturs, galvenokart tie ir katehtnu grupas savienojumi. Tai
ir arT augsts kofeina saturs, kas stimul€ nervu sist€ému [20]. Ir iemesli uzskatit, ka zalo t&ju
turpinas pétit un tade] tas ir produkts, kuram varétu biit noderigi pielietot jaunas paraugu
sagatavoSanas un koncentréSanas metodes, ka, pieme&ram, preparativo cietfazu ekstrakciju.

KumeliSu ziedi. KumeliSu ziedus plasi izmanto zalu t&ja, ko savukart izmanto
gremos$anas sist€émas spazmu un iekaisumu atviegloSanai, ka arT ka maigu miegu veicinoSu
lidzekli. To farmakologisko aktivitati galvenokart piedévé divam to sastava esoSo vielu
frakcijam — €teriskajam ellam un flavonoidiem [38]. ArT kumeliSu ziedi ir pietiekami populari,
lai turpinatu izraisit gan pétniecisku, gan ripniecisku interesi. Lidz ar to ir verts apskatit

cietfazu ekstrakcijas iekartas pielietojamibu to apstradei.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Preparativas cietfazu ekstrakcijas iekarta

Pirmaja kursa darba [24] tika aprakstita uzblivéta preparativa cietfazu ekstrakcijas
iekarta. Tas galvenas sastavdalas bija (sk.2.1. att.):

1 — Kolonna ar aksialo saspieSanas ierici, kura manuali iepildits sorbents;

2 — Hromatografijas siiknis ar atrumu 1-100 mL/min;

3 — leejas Skidumu sadalitajs ar seSiem kanaliem (izejvielai un skidinatajiem);

4 — Iegito frakciju sadalitajs ar seSiem kanaliem;

5 — Kontrolieris iekartas sazinai ar datoru;

6 — Dators ar iekartas kontroles programmatiiru.

2.1.art.Uzbiiveta preparativas cietfazu ekstrakcijas iekarta

Sada iekarta iztur spiedienu Iidz 7 bar un taja var ievadit lidz pat vairakiem litriem
izejvielas Skiduma viena cikla (atkariba no attiramas vielas). lekartu var atstat bez uzraudzibas
pat uz vairakiem darba cikliem, atkariba no sorbenta miiZa ilguma un savacamo frakciju
skaita [24].

Iekartas darbibas izm&ginajumu procesa tika nonakts pie secindjuma, ka tas uzbiivé
nepiecieSami konstruktivi uzlabojumi. Ta bija japadara kompaktaka, ertak lietojama, vieglak
kontrol€jama un estétiski pievilcigaka. Turklat iekartas konstrukcija bija jaievies ar1 detektors

reala laika procesa monitoringam.
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Iekarta tika fundamentali parstradata. Jaunas iekartas versijas galvenas sastavdalas tika
aprakstitas otraja kursa darba (sk. 2.2.att.) [25]:

1 — Kontroles bloks ar skarienjiitigu displeju un atbilstoSu programmatiiru;

2 — FotodioZu matricas detektors;

3 — Ieejas Skidumu sadalitajs;

4 — legiito frakciju sadalitajs;

5 — Hromatografijas siiknis;

6 — Kolonna ar aksialo saspieSanas ierici, kura manuali iepildits sorbents.

T b EE I\‘

- A
o o |
4 4
Y
{ "
i =N —

2.2.att.Preparativas cietfazu ekétrakcijas iekartas atjaunota versija [25]

Japiebilst, ka detektoru iesp€jams pieslégt gan pirms kolonnas, ja ir nepiecieSamiba

monitorét izejvielu Skidumus, gan ar1 péc kolonnas, lai monitorétu iegiito frakciju sastavu.
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x| MainWindow = =
,f Sources\[ Fractions\[ Detectorv Prog’a.m\[ Status\,r‘ Test \/ About
Name Source Fraction Flow Stop

1 [Sample sample ~|Fraction1 ~ |30 33:00

2|50% Methanol 50% ~ | Fraction2 ~ |30 1:00

3|100% Methanol 100% ~ | Fraction3 ~ |30 4:00

4 |\water Water v |Fraction 4 ~ |30 élO:OO

+ (= |||+ Repeat |1 - For each sample

Open Save Start Quit Stopped

2.3.att. Sastaditas ekstrakcijas programmas piemeérs [25]

Biitiski uzlabota ir iekartas vadiba ar programmatiras palidzibu (cikla programmas
pieméru skat. 2.3.att.). Skarienjiitigais displejs novér§ vajadzibu péc papildus datora, kas
aizpem vietu uz darba virsmas. Citas programmatiiras funkcijas [25]:

1) Sadala ,,Sources” var pirms procesa sakuma uzstadit visu ieejoSo Skidrumu tilpumus
un procesa laikd programmatiira monitorés to Itmenus, apstadinot programmu, ja
kads no tiem beidzas. Seit var arf pardévét katru kanalu péc vajadzibas un uzstadit
tam statusu ,,Paraugs”, ,,Eluents” vai deaktivizet kanalu.

2) Sadala ,,Fractions” var atrast iegiito frakciju tilpumus saskana ar programmu, ka ar1
pardévet frakcijas péc vajadzibas.

3) Sadala ,Detector” var izvéleties lidz 4 vilpu garumiem, pie kuriem notiks
detekteSana, ka ar1 redzet iegtitos datus att€lotus grafiski. Datu grafiska attelojuma
pieméru skat. 2.4.att€la. Detektora datus iesp&jams eksportét skaitlu formata uz

Excel failu, kur var veikt to talaku apstradi. Iespg&jams eksportét ar1 jau iegtito attelu.
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2.4.att. Detektora datu attelojuma piemers

4) Sadala ,,Status” var sekot aktivajai programmai, tai skaita redzét, cik ilgu laiku ta

norisinas, no kura ieejas kanala uz kuru frakciju Sobrid virzas plisma, ka art verot

detektora signalu realaja laika.

5) Sadala ,,Test” pieejamas iekartas darbibas parbaudes, ka ar1 iesp&ja ieslégt plismu

katram ieejas kanalam atseviski, tadejadi pirms procesa atbrivojoties no burbuliem.

Automatizetas preparativas cietfazu ekstrakcijas iekartas galvenas specifikacijas

apkopotas 2.1.tabula.

2.1.tabula

Iekartas specifikacijas

Parametrs Raksturlielums
Maksimalais sorbenta tilpums 100 mL
Maksimalais pliismas atrums 100 mL/min
Izejvielu/skidinataju kanalu skaits 6
Iegiistamo frakciju kanalu skaits 6
Maksimalais darba spiediens 10 bar

Izejvielas/frakciju monitoringa iespgjas

Reala laika, izmantojot fotodioZu matricas
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detektoru
Detektora vilpu garumu diapazons 200-400 nm
Detektora kanalu skaits 4
Vadibas panelis Ar skarienjitigu displeju
Jaunas iekartas versijas darbibas  pamatparbaude, koncentr§jot  benzola

mikropiemaisijumus tdeni, tika veikta otraja kursa darba [25].

2.2. Izmantotais aprikojums un materiali

Bez ieprieks aprakstitas uzbuvetas preparativas cietfazu ekstrakcijas iekartas darba tika

______

Izmantotais tehniskais aprikojums:

Automatizgeta cietfazes ekstrakcijas iekarta (sk. sadalu 2.1.);

Udens vanna Lauda Alpha RA 8 (darba temperatiiras diapazons -25 °C ... 100
°C, vannas tilpums 7,5 litri);

Laboratorijas svari Kern PFB 1200-2 (svérSanas diapazons 1200 g, izskirtsp&ja
0,01 g);

Analitiskie svari Kern 770-60 (svérSanas diapazons 60/210 g, izskirtsp&ja
0,01/0,1 mg);

Augstas efektivitates Skidrumu hromatografijas sistema (Alliance e2695
Separations Module, Waters) ar UV/Vis detektoru (2489, Waters), viena

kvadrupola masspektralo detektoru (QDa, Waters) un autosampleri.

Izmantotie materiali:

Termiski izturiga stikla varglaze, tilpums 1 L;

Reagentu pudeles, tilpums 1-5 L;

Pasgatavots filtrs izejvielas ieejas kanalam — saisinata preparativa kolonna, kura
ievietoti divi kolonnas filtri, starp kuriem ievietota 0,45 pm poru izméra
filtracijas membrana;

Stikla mercilindri — 500, 100, 50 un 25 mL;

AESH kolonna Waters XTerra RPI1S, dalinu izmérs 5 um, kolonnas izmeéri
4,6x100 mm (Waters kat.Nr. 186000488);

§lirces filtri, poru izmérs 0,45 pum, filtru izmérs 25 mm, materials — neilons

(Membrane Solutions, kat.Nr. SFNY025045N).

19




Izmantotie reagenti un vielas:

e Dejonizéts tudens (iegiits iekarta Merck Millipore Elix 3) (ekstrakcijas
procesiem), pretestiba 10 -15 MQ-cm;

e Ultratirais tdens (iegtts iekarta Merck Millipore Direct-Q 3 UV) (analitiskajai
dalai), pretestiba 18,2 MQ-cm;

e Metanols, HPLC kvalitates (Sigma Aldrich, kat.Nr. 34885-2.5L-R);

e Hidrofobais sorbents, alkilsilikagels Diasorb C16/130, frakcija 40-100 pm
(razotajs ,, CI1 buoXumMaxk”);

e Zala t&ja (razotajs SIA Inteka, marka ,, MoZums Kinas zala téja”);

e Kumelites (razots péc RIMI pasiitijuma Latvija, marka ,,Tea Trader kumelisu
ziedu teja’);

e Standartviela — kofeins (razotajs Alfa Aesar, kat.Nr. 39214, tiriba 99,7%);

o Koncentréta etikskabe, analitiski tira (Acros, kat.Nr. 22214-0010);

e Koncentréta skudrskabe (98%), analitiski tira (Lach-Ner, sérijas Nr.PNT 3/13);

e Acetonitrils, HPLC kvalitates (Sigma Aldrich, kat.Nr. 34851-2.5L).

2.3. Zalas téjas ekstrakcijas process

Kolonnas sagatavosana: kolonna (D = 38 mm) ielika apaksgjo filtru. 200 mL metanola
suspendéja 50 mL sorbenta un filtréja caur kolonnu. Uz sorbenta slana uzlika augs$gjo filtru
un slani sablivéja ar aksialas saspieSanas ierices palidzibu. Kolonnu pievienoja stiknim un
frakciju selektoram. Parsiikngja 200 mL metanola ar atrumu 50 mL-min™', tad 300 mL Gdens
ar atrumu 30 mL-min”'. Sorbenta slani atkartoti sablivéja. Parsiikn&ja vél 300 mL tdens.
legiitais sorbenta slana biezums bija 42 mm.

Kolonnu sagatavojot, tika pievérsta uzmaniba hidrofoba sorbenta samitrinasanai ar
spirtu un pareizai sablivéSanai, lai noverstu sorbenta izZuSanu un gaisa burbulu veidoSanos,
kas samazinatu ta darbibas efektivitati.

Tejas ekstrakcija ideni: 50 g (svérts uz laboratorijas svariem, precizitate 0,01 g) sausa
tejas parauga iebéra 1000 mL varglaze, pievienoja 900 mL dejonizéta tidens un iztur&ja tidens
vanna 85°C temperatura vienu stundu. P&c tam veica automatizétu cietfazu ekstrakcijas

procesu.
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Cietfazes ekstrakcija: izejvielas un skidinataju tvertnes, ka arT tvertnes, kas paredzetas
frakciju uztverSanai, pieslédza pie cietfazes ekstrakcijas sistémas ka noradits 2.5. attela. 2.
frakciju liela dala eksperimentu sadalija apaksfrakcijas, iegustot vairakus dazadu
koncentraciju metanola ekstraktus. Precizakas eksperimentu shémas skat. sadala ,,Rezultati un

to izvert§jums”.

1! - teja + tidens 1! — kolonnai

cauri izgajuSais

21-100% ‘ Preparativas CFE ‘ 2! - desorbetas
metanols sistéma frakcijas

3! — dejonizets 3! — skaloSanas

udens udens

2.5.art. Tejas ekstrakta iegiiSanas eksperimenta shéma

Eksperimentus veica divos reZimos:
1) Sérijveida rezima, ievadot kolonna tikai noteiktu tilpumu t&jas tdens ekstrakta un
uzreiz veicot desorbciju ar nelielu metanola tilpumuy;
2) Nepartraukta rezimd, kur vienu un to pasu izejvielu uznesa uz kolonnas vairakkart,
cirkulgjot to pa sist€ému, un desorbciju ar nelielu metanola tilpumu veica péc tam.
Nepartraukta reZima variacija: péc katras sorbcijas veikt desorbciju, bet péc tam

turpinat darbu ar to pasSu izejvielas skidumu.

Stikpa atrums visos eksperimentos bija 25 mL-min'. Ieslédza programmu un savaca
visas minétas frakcijas. Skalojama tidens tilpums katra eksperimenta beigas bija 300 mL.
Katra eksperimenta mérija art iegiito frakciju tilpumus, tad€jadi nodroSinot precizus materialo
bilancu aprékinus. Starp eksperimentiem veica ari rupigu kolonnas mazgasanu ar metanolu

(200 mL) un skaloSanu ar tideni (300 mL).

2.4. Zalas téjas komponentu analizes metode

Izejvielu un iegiitas desorbétas frakcijas analiz€ja ar augstas efektivitates Skidrumu
hromatografijas metodi, galveno komponentu identifikacijai izmantojot viena kvadrupola
masspektralo detektoru.

Ka metodes prototipu izmantoja literatiira atrastu AESH metodi [26], ar masspektrala

detektora palidzibu identific€ja ar1 galvenos komponentus, kuru struktiirformulas un
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pari, kam ir vienadas molekulmasas. Ja kadai smailei atbilda sada komponentu para masa,
izmantojam abu komponentu nosaukumus, jo miisu darba mérka sasniegSanai nav principiali
svarigi precizi identificeét komponentu. Darba izstrades gaita procesa atviegloSanai izlemam
kvantifikacijai izmantot tikai vienu komponentu — kofeinu, kuram ir viegli pieejama ari
standartviela. Par€jos identificétos komponentus nolémam nekvantificét, lai vienkarSotu

iekartas parbaudes procesu.

2.2.tabula
Komponentu raksturlielumi; M/z — masas/ladina attieciba, ko nosaka masspektralais detektors
Nr.p.k. Vielas Struktiirformula Molmasa, Joniza- | M/z, Da Izdali-
nosaukums g/mol cija Sanas
laiks,
min
1. Kofeins 194,191 [27] +H 195,12 11,9
Q. fHs
>
H,C— N
{3
o
H,C
2. Gallokatehins 306,267 [28, -H 305,06 14,7
vai 29]
epigallokate- OH
hins @EOH
HO. O W
- OH
Wﬁ;Q\OH
OH
OH
HO.
O o OH
HO O
HO
OH
3. Epikatehins 290,268 [30] -H 289,06 19,5
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4. Epigallokate- 458,372 -H 457,13 24,4
hina [31,32]
gallats/gallo-
katehina
gallats

5. Epikatehina 442,372 -H 441,17 30,2
gallats/katehi- [33,34]
na gallats

Kustiga faze:

A: 1 L meérkolba ieleja nedaudz ultratira tdens, pievienoja 10 mL koncentrétas
etikskabes un uzpildija 1idz atzimei ar ultratiro Gideni.

B: 1 L mérkolba iel&ja nedaudz acetonitrila, pievienoja 10 mL koncentrétas etikskabes
un uzpildija lidz atzimei ar acetonitrilu.

Analizes apstakli: UV detektora uzstadamais vilna garums 270 nm, plismas atrums 0,4

| _ v— —
mL-min", eluéSanas rezimu skat. 2.3. tabula.
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2.3.tabula

Eluesanas reZims tejas komponentu noteikSanai ar AESH

Laiks, % A %B
min.

0 95 5

21 80 20
30 75 25
32 0 100
39 0 100
40 95 5

45 95 5

Masspektrala detektora analizes apstakli: paraugu nemsSanas bieZums 2 punkti
sekundg, pozitiva kapilara spriegums 0,8 kV, negativa kapilara spriegums 0,8 kV, konusa
spriegums 15 V. SkenéSanas reZimi:

1) Pozitiva skenéSana jonu masu diapazona 50-800 Da (komponentu identifikacijai)

2) Negativa skenéSana jonu masu diapazona 50-800 Da (komponentu identifikacijai)

3) Vienas masas skenéSana (,,Single lon Monitoring” reZzims) pie masam +195, -305, -

289, -457, -441.

Paraugu sagatavoSana: Analiz€ja iegutas frakcijas bez papildu apstrades vai péc
nepiecieSamibas filtréja caur 0,45 pum Slirces filtru un/vai atSkaidija vairakas reizes kustigaja
faze A.

Kofeina kalibrésanas grafika iegiiSana: ta ka eksperimentu laika bija pieejama tikai
kofeina standartviela, tad to arT izmantoja kalibréSanai. Sakuma uznéma kofeina kalibréSanas
grafiku, hromatograf€jot 7 dazadu koncentraciju (no aptuveni 0,001 Iidz 1 mg/mL, precizas
koncentracijas skat. 2.4. tabula) kofeina standartvielas Skidumus tados pasSos apstaklos ka
paraugu. No iegiitajiem rezultatiem uzziméja kalibréSanas likni (sk. 2.6.att.), kas apliecina, ka
Saja koncentraciju diapazona smailu laukuma atkariba no vielas koncentracijas ir lineara.
Talaka darba procesa atviegloSanai izmantoja viena punkta kalibraciju, izv€loties kofeina

koncentraciju aptuveni pa vidu linearajam diapazonam.

2.4. tabula
Dati kofeina kalibrésanas grafika iegiiSanai
Koncentracija (mg/mL) Smailes laukums
0,000998 80659
0,00499 165868
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0,00998 320135
0,0499 1597075
0,0998 3179726
0,499 15283508
0,998 30789768
35000000

y = 3E+07x + 36875
30000000 R? = 0,99997
25000000 ////////
20000000

15000000
10000000

5000000 ,//’////'

0 ").,4r" . .

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentracija, mg/mL

Laukums

2.6.att. Kofeina koncentracijas kalibrésanas grafiks

Standartskidumu pagatavosana: apméram 25 mg kofeina standartvielas (precizs
un uzpildija 1idz atzimei ar kustigo fazi A (izpemot kalibracijas grafiku, kura uzpemsanai
pagatavoja 7 koncentraciju Skidumus, sk. 2.4.tabulu).

Kofeina satura noteikSana paraugos: hromatograf€ja vienadus injekciju tilpumus
(S5uL) standartskiduma un analiz€jama parauga Skiduma. Noteica kofeina smailu laukumus.

Vielas masu mg katra parauga/frakcija aprékinaja péc formulas:

_ (Skofema*CstXVan sk xatsk.)
mkofeina - Ser
s

b

kur: Skofema — kofeTna smailes laukums analiz€jama parauga hromatogramma;
cs — kofeina koncentracija standart§kiduma, mg/mL,;

Vansk — analiz€jama Skiduma (frakcijas) tilpums, mL;

atSk. — analiz€jama skiduma atSkaidijums;

St — kofeina smailes laukums standartvielas hromatogramma.
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2.5. KumeliSu ziedu ekstrakcijas process

Kolonnas sagatavosana: kolonna (D = 38 mm) ielika apaksgjo filtru. 200 mL metanola
suspendéja 50 mL sorbenta un filtréja caur kolonnu. Uz sorbenta slana uzlika augs$gjo filtru
un slani sablivéja ar aksialas saspieSanas ierices palidzibu. Kolonnu pievienoja suknim un
frakciju selektoram. Parsiiknéja 200 mL metanola ar atrumu 50 mL-min™', tad 300 mL tdens
ar atrumu 30 mL-min”'. Sorbenta slani atkartoti sablivéja. Parsiiknja vél 300 mL tdens.
Iegiitais sorbenta slana biezums bija 42 mm.

KumeliSu ziedu ekstrakcija tideni: 30 g (svérts uz laboratorijas svariem, precizitate
0,01 g) sausa t&jas parauga iebéra 1000 mL varglaze, pievienoja 800 mL dejonizéta tidens un
iztur§ja tdens vanna 85°C temperatiira vienu stundu. P& tam veica automatiz€tu cietfazu
ekstrakcijas procesu sérijveida.

Cietfazes ekstrakcija. Izejvielas un $kidinataju tvertnes, ka ar1 tvertnes, kas paredzetas
frakciju uztverSanai, pieslédza pie cietfazes ekstrakcijas sist€émas tapat ka eksperimentos ar
zalo t&ju (ka noradits 2.5. att€la), t&jas uzléjuma vieta izmantojot kumeliSu ziedu uzl&jumu.
Veica vairakus eksperimentus, kolonnai uznesot maksimalo iesp€jamo koncentréjama parauga
daudzumu (aptuveni 500-600 mL, precizi tilpumi mériti un pemti veéra aprekinos).
Desorbcijas procesu ar metanolu sadalija 3 dalas, katra izmantojot aptuveni 30 mL 100%
metanola. Stkna atrums visos eksperimentos bija 25 mL/min. Skalojama tidens tilpums katra
eksperimenta beigas bija 300 mL. Katra eksperimenta mérija ari iegiito frakciju tilpumus,
tadéjadi nodroSinot precizus materialo bilancu aprékinus. Starp eksperimentiem veica arl

ripigu kolonnas mazgaSanu ar metanolu (200 mL) un skaloSanu ar tideni (300 mL).

2.6. KumeliSu ziedu komponentu analizes metode

Izejvielu un iegutas desorbétas frakcijas analiz€ja ar augstas efektivitates Skidrumu
hromatografijas metodi, galveno komponentu identifikacijai izmantojot viena kvadrupola
masspektralo detektoru.

Ka metodes prototipu izmantoja literatiira atrastu AESH metodi [35], kuras gradientu
pielagoja izmantotajai kolonnai. Ar masspektrala detektora palidzibu identificgja tris galvenos

komponentus, kuru raksturlielumi att€loti 2.5.tabula.
2.5.tabula

KumeliSu ziedu komponentu raksturlielumi; M/z — masas/ladina attieciba, ko nosaka
masspektralais detektors

Nr.p.k. Vielas Strukturformula Molmasa, Joniza- | M/z, Da Izdali-
nosaukums g/mol cija Sanas
laiks,
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min
1. Ferulskabes - 356,325 [36, veido 711, 38 8,2
glikozids 1 37] dimeéru -
H
2. Hlorogénska- 354,309 [38] veido 707,35 8,4
be diméru - | (reizém
H uzradas
HO, H ar1
monomer
HO . a —H masa
0 H 353 Da)
HO i
3. Ferulskabes - 356,325 veido 711, 38 9.4
glikozids 2 [36,37] diméru -
H

Japiebilst, ka ferulskabei ir vairaki iesp&jamie glikozidi, kuriem ir vienada molmasa,
tapéc konkrétas struktiiras Saja darba nenoradisim. Vielu preciza identifikacija ir arpus §1
darba mérkiem.

Kustiga faze:

A: 1 L meérkolba iel§ja nedaudz ultratira wdens, pievienoja 1 mL koncentrétas
skudrskabes un uzpildija Iidz atzimei ar ultratiro Gideni.

B: tirs acetonitrils.

Analizes apstakli: UV detektora uzstadamais vilpa garums 330 nm, pliismas atrums 1,0

| _y v— —
mL-min", eluéSanas rezZimu skat. 2.6. tabula:

2.6.tabula

EluéSanas rezims kumeli¥u komponentu noteik$anai ar AESH

Laiks, % A %B

min.

0 99 1

2 99 1

20 30 70

25 5 95

30 5 95

31 99 1

35 99 1

Masspektrala detektora analizes apstakli: paraugu pemsSanas bieZums 2 punkti
sekundg, pozitiva kapilara spriegums 0,8 kV, negativa kapilara spriegums 0,8 kV, konusa

spriegums 15 V. Sken&Sanas reZimi:
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1) Pozitiva skenéSana jonu masu diapazona 50-1000 Da

2) Negativa sken€Sana jonu masu diapazona 50-1000 Da

Paraugu sagatavoSana: Analizgja izejvielu un iegttas frakcijas bez papildu apstrades
vai péc nepiecieSamibas filtréjot caur 0,45 um Slirces filtru un/vai atSkaidot vairakas reizes
kustigaja faze A.

KumeliSu komponentu materialas bilances aprékini: hromatograféja vienadus
injekciju tilpumus (SpL) izejvielas un ieguto frakciju. Ta ka kumeliSu analizes gadijjuma
nebija pieejamas standartvielas, komponentu materialas bilances aprékinaja, izmantojot tikai
smailu laukumus hromatogrammas. Komponentu laukumus izejviela pienéma par 100%.

Vielas iznakumu procentos katra parauga/frakcija aprékinaja péc formulas:

(Sx fr.XV gr.xat3k.fy. ) *100%
Wx% = v E)
(Sx izejv.XVixejv.Xat3K.izejv.)

kur: Wyq, - komponenta iznakums frakcija, %;
Sx U S x izejv. — komponenta smailes laukumi attiecigi frakcija un izejvielas Skiduma;
Vir. un Vi, — frakcijas un izejvielas Skiduma realais tilpums, mL;

atSk.qun atSk.i.jv. — frakcijas un izejvielas Skiduma atSkaidijums pirms analizes, reizes.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Zalas téjas ekstraktu iegiiSana
Katra eksperimenta analiZu s€rijas sakuma uzpema kofeina standartvielas Skiduma
hromatogrammu (piemérs 3.1. att.), ar kuru salidzin3ja desorbéto frakciju hromatogrammas

(piemérs 3.2.att.), un veica aprékinus saskana ar ieprieks doto formulu.
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0.50
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Laiks, min.

3.1.att. Kofeina standartvielas hromatogrammas piemeérs
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3.2.att. Desorbétas frakcijas (ekstrakta) hromatogrammas piemers.

Sakotngji veica eksperimentu sérijveida ekstrakcijas rezima, izlaizot cauri svaigi

pagatavotai kolonnai t€jas uzl&jumu, kurs izfiltréts caur papira filtru. Lai novérotu sorbcijas

efektivitati, npéma paraugus uzreiz péc kolonnas ik péc ~50 mL sorbcijas. Desorbciju no

kolonnas veica 4 porcijas pa 25 mL. Precizu eksperimenta shému skat. 3.3.attela.

1. - teja +
iidens, 400 mL

2.-100%

metanols, 4x25 mL

-

8! — dejonizets

iidens, 300 mL

Preparativas CFE

sistéma

-

1. — péc kolonnas

1-7, 7x50 mL

2. - 1.-4. desorbcija,
4x25 mL

3. — skaloSanas

idens, 300 mL

3.3.art. Serijveida ekstrakcijas eksperimenta shéma

Materialas bilances sastadiSanai izmantoja izejvielas Skidumu, no kura panéma paraugu

tiesi pirms sorbcijas. Eksperimenta rezultati apkopoti 3.1.tabula.
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3.1.tabula

Tejas izvilkuma ekstrakcija serijveida rezZzima

Kofeina Kofeina Paraugs Kofeina Kofeina Kopéja Iznakums,
masa konc.parauga, koncentracija, | masa, mg iznakust % no
parauga, | mg/mL mg/mL masa, mg teorétiska
mg
374,0 0,95 P&c kolonnas 1 0 0 0,9 0,2

Péc kolonnas 2 0,0026 0,16

Péc kolonnas 3 0,0031 0,19

Péc kolonnas 4 0,0030 0,16

Péc kolonnas 5 0,0022 0,11

Péc kolonnas 6 0,0024 0,13

Péc kolonnas 7 0,0025 0,14

1.desorbcija 0,0027 0,13 389 104

2.desorbcija 6,63 299

3.desorbcija 1,48 86

4.desorbcija 0,04 4

SkaloSanas 0,11 38 38 10

idens

Eksperimenta noverojams, ka praktiski viss ievaditais kofeina daudzums sorbgjas uz
kolonnas un tiek atgiits desorbcijas laika. Turklat pat vienreiz€ja sorbcijas procesa iesp&jams
iegiit ekstraktu, kas ir gandriz 7 reizes koncentrétaks neka izejviela. Ka vienigo rezultatu
trukumu varétu minéet faktu, ka iznakums ir vairak neka 100% no teorétiska. Tas varetu but
saistits ar nepietiekami precizu kofeina masas dalas noteikSanu izejviela. Galu gala, t€jas
ekstrakcija tideni turpinas ar1 laika, kad ekstrakts tiek uznests uz kolonnas, un komponentu
koncentracija ekstrakta varétu mainities.

Lai precizak aprékinatu katra eksperimenta materialo bilanci, veica vienas t€jas porcijas
vairakkartgju ekstrakciju tident un kofeina masas dalas t&ja aprékinu, ko pienéma par atskaites
punktu visiem nakoSajiem eksperimentiem. legiita kofetna masas dala bija 18,9 mg kofeina uz
g t&jas, jeb 1,89%. Pec ta noskaidroSanas turpindja t€jas ekstrakcijas eksperimentus.

Lai parbauditu veiksmigo eksperimentu, to atkartoja, rékinot materialo bilanci péc tikko
iegiitajiem datiem par kofeina kop€jo saturu t€ja. Eksperimenta programma bija tada pati ka
ieprieks, tikai uzreiz p&c kolonnas iznakusSo Skidumu nedalija sikakas dalas analizei, ta ka
ieprieks¢jais eksperiments bija paradijis, ka taja esosais kofeina saturs ir minimals. Atkartota
eksperimenta rezultati paraditi 3.2.tabula.

3.2.tabula

Tejas izvilkuma ekstrakcija sérijveida reZima ar precizakiem apréekiniem

Kofeina Kofeina Paraugs Kofeina Kofeina Kopéja Iznakums,

masa konc.parauga, koncentracija, | masa, mg iznakust % no

parauga, mg/mL mg/mL masa, mg teorétiska

mg

408,8 1,05 Péc kolonnas | O 0 0 0
1.desorbcija 2,6 153 409,04 100
2.desorbcija 4,5 252
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3.desorbcija 0,1 4

4.desorbcija 0 0,04

SkaloSanas 0 0 0 0
fidens

Lai gan Soreiz ieguva mazak koncentrétu ekstraktu, eksperiments kopuma uzskatams
par veiksmigu. P&c sorbcijas no kolonnas iznakuSais Skidums kofeinu nesatur, kas nozimé, ka
sorbcija ir notikusi pilniba. Desorbcijas laika no kolonnas izdodas desorbét visu teorétisko
ievadito kofeina daudzumu un skaloSanas tidens ar1 nesatur kofeinu. Tatad ir izdevies
veiksmigi ekstrah@t t€jas paraugu, sakoncentr€jot to apméram 4 reizes un pilniba atgiistot
ievadito izejvielas daudzumu.

Pirmie eksperimenti bija veiksmigi, bet bija japarbauda Sada procesa iesp&ju robezas,
izméginot ekstrakciju nepartraukta rezima. Sada procesa IstenoSanai parauga ievadcaurules
gala pierikoja filtru, lai var€tu nostiknét paraugu tieSi no varglazes, kura notiek tgjas
ekstrakcija Gident, un péc tam varglazi papildinaja ar atbilstoSu Skidruma daudzumu.

Tika nolemts, ka jaizm&gina eksperiments ar divkarSu sorbciju, bet mazakiem
ievaditajiem parauga daudzumiem. Pané€ma 25 gramus t€jas (puse no iepriek$S izmantotas
parauga masas) un tiem pievienoja 450 mL tdens (arT attiecigi puse). Eksperimenta shéma

bija tada pati, tikai sorbciju tika veica divas reizes. Precizu eksperimenta shému skat.

3.4.attela.
1. - teja + 1. — péc kolonnas
idens, 450 mL 1, 300 mL
2.-1.+ 300 mL 2. — péc kolonnas
ad 2,300 mL
taens ' Preparativas CFE ' oo m
3/-100% sistema 3! - 1.-4. desorbcija,
metanols, 4x25 mL 4x25 mL
4! — dejonizets 4. — skalosanas
idens, 300 mL idens, 300 mL

3.4.ar. Divkarsas sorbcijas eksperimenta shema

S1 eksperimenta rezultati apkopoti 3.3.tabula.
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3.3.tabula

Tejas izvilkuma ekstrakcija ar divkarsu sorbciju

Kofeina Kofeina Paraugs Kofeina Kofeina Kopéja Iznakums,
masa konc.parauga, koncentracija, | masa, mg iznakust % no
parauga, mg/mL mg/mL masa, mg teorétiska
mg
306,3 0,9 Pec kolonnas | O 0 0 0

1

P&c kolonnas | 0 0 0 0

2

1.desorbcija 0,23 11 284 93

2.desorbcija 2,9 145

3.desorbcija 1,7 83

4.desorbcija 0,9 45

SkaloSanas 0,1 26 26 9

fidens

Redzams, ka eksperimentu ar1 §ada rezima var uzskatit par veiksmigu. Vairak neka 90%
ievadita kofeina daudzuma iznak desorbcijas frakcijas. levaditais kop€jais daudzums ir
mazaks neka ieprieks$€jos eksperimentos, tap€c nav parsteidzoSi, ka viskoncentrétakais
ekstrakts tikai 3 reizes parspé¢j izejvielas Skidumu.

Lai parbauditu procesa robeZas, nakosaja eksperimenta atkal izmantoja parasto t&jas un
tdens daudzumu (attiecigi 50 g un 900 mL) un sorbciju veica nepartraukta reZima cCetras
reizes, katru reizi uznesot uz kolonnas aptuveni 600 mL izejvielas. Skidrumu péc kolonnas
atgrieza ekstrakcijas varglazé. Desorbciju veica 4 porcijas pa 100 mL metanola. Procesa

shému skat. 3.5.attela.

P&c parauga nemsSanas atgriez

1.-4. - teja + izejvielas tvertng 1.-4. - pec

iidens, 900 mL kolonnas 1-4,

5l -100% ‘ Preparativas CFE ‘ 5! - 1.-4. desorbcija,
metanols, 4x25 mL sistéma 4x100 mL

6! — dejonizéts 6! — skalosanas
tidens, 300 mL tdens, 300 mL

3.5.art.Cetrkarsas sorbcijas eksperimenta shema

Soreiz nepéma paraugus péc kolonnas un no skalojama ddens. Rezultati apkopoti

3.4.tabula.
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Tejas izvilkuma ekstrakcija ar ¢etrkarsu sorbciju

3.4.tabula

Kofeina Kofeina Paraugs Kofeina Kofeina Kopéja Iznakums,
masa konc.parauga, koncentracija, masa, mg iznakust % no
parauga, mg/mL mg/mL masa péc 4- | teorétiska
mg kartejas
desorbcijas,
mg
9434 1,05 1.desorbcija 3,2 306 639 68
2.desorbcija 2,5 257
3.desorbcija 0,6 61
4.desorbcija 0,14 15

Ka redzams, izdevies atgit tikai 68% no uz kolonnas uznesta kofeina daudzuma, turklat
ekstrakts atkal ir tikai 3 reizes koncentrétaks par izejvielu. No ta var secinat, ka ir vai nu
parsniegta kolonnas kapacitate, vai ar1 ka citadi pasliktinajusies eksperimenta efektivitate.
Iesp&jams, ka, siikn€jot paraugu, tika pastavigi nosiiknéta tikai augsgja Skiduma dala, atstajot
bitisku komponentu koncentraciju apaksa.

Pagatavoja svaigu kolonnu un veica lidzigu eksperimentu, Soreiz desorbcijai izmantojot
4x50 mL metanola un analiz&jot arT skaloSanas Gideni un parpalikumus varglaze.

3.5.tabula

Tejas izvilkuma ekstrakcija ar ¢etrkarsu sorbciju un mazaku metanola daudzumu

Kofeina Kofeina Paraugs Kofeina Kofeina Kopégja Iznakums,
masa konc.parauga, koncentracija, | masa, mg iznakusi % no
parauga, mg/mL mg/mL masa, mg teoretiska
mg
9434 1,05 1.desorbcija 0,7 26 679 72
2.desorbcija 14 490
3.desorbcija 3,5 130
4.desorbcija 0,8 33
Parpalikums 0,3 153 153 16
SkaloSanas 0,05 12 12
tidens

Varam redzet, ka ar svaigi pagatavotu kolonnu eksperiments ir veiksmigaks. Lai gan
joprojam nav atgiits viss teorétiskais kofeina daudzums, desorbg&jot atgiiti vairak neka 70%.
Parpalikumos palikusi tikai 16% kofeina. Un pats labakais — izdevies iekoncentrét paraugu
veselas 13 reizes.

Kopuma salidzinot eksperimentus s€rijveida un nepartraukta reZima, var secinat, ka
pedeja darbibas parametri vl biitu japielago. Sérijveida reZima izdevies iekoncentrét paraugu
Iidz 7 reiz€m, nepartraukta — Iidz pat 13 reizém. Tacu nepartraukta reZima neizdodas atgiit
visu teorétisko kofeina daudzumu. Turklat diezgan atri pasliktinas rezultati, iesp&jams,
kolonnas kapacitates parsniegSanas d€l. Tacu to var€tu labot, veicot vél eksperimentus un

pielagojot to parametrus.
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Sausa téjas ekstrakta iegiiSana. Vairakos no minétajiem eksperimentiem ieguva
koncentrétus t&jas ekstraktus metanola. Sos ekstraktus atstaja iztvaic@ties gaisa velkmes skapi,
laujot metanolam iztvaikot istabas temperattira. Ieguva sausus ekstraktus, ko saberza pulveri.

Ekstrakta pulvera pieméru skat. 3.6.attela.

3.6.att. legiita sausa téjas ekstrakta piemers.

Sausa pulverveida ekstrakta iegiiSana $ada veida labi parada Sadas ekstrakcijas metodes
potencialos pielietojumus. Redzams, ka ir iesp&jams pagatavot termiski nestabilu vielu
ekstraktus, no kuriem savukart var iegiit gatavu produktu, apejot tadas metodes ka, piemeram,
fidens $kidumu ietvaic€Sanu. letvaic€Sana, ka zinams, prasa augstu temperatiiru izmantos$anu,
kas savukart var kaitet termiski nestabiliem savienojumiem. Turklat ietvaic€Sana patéré arl
loti daudz energijas, kas arT ir bitisks faktors. Tatad, izmantojot cietfazu ekstrakciju, varam

gan pasargat termiski labilos savienojumus, gan ietaupit energiju.

3.2. KumeliSu ziedu ekstraktu iegiiSana
Katra eksperimenta analiZu s€rijas sakuma uzpéma izejvielas (kumeliSu dens
ekstrakta) hromatogrammu (piemérs 3.7. att.), ar kuru salidzinaja desorbéto frakciju

hromatogrammas (piemérs 3.8.att.), un veica aprékinus saskana ar iepriekS doto formulu.
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KumeliSu ziedu uzl&juma koncentréSanas eksperimenti notika tikai s€rijveida, katru
reizi uznesot uz kolonnas konkr€tu tilpumu izejvielas un to desorbgjot ar metanolu tris

frakcijas. Eksperimentu rezultati katram komponentam redzami 3.6.tabula.

3.6.tabula
Kumelisu ziedu uzléjuma koncentrésanas rezultati
Komponents | Kopégjais S kopéjais | Koncentracijas | Iznakums,
laukums (SxVx izmaina, reizes | % no
izejviela atsk.) (pret izejvielu) | izejvielas
(SxVx
atsk.)
Ferulskabes 376617810 | Kolonnai 240593010 | 0,6 64
glikozids 1 cauri
izgajusais
1.desorbcija | 36727712 1,7 44
2.desorbcija | 124103000 | 5,4
3.desorbcija | 4769975 0,2
Mazgasanas | 0 0 0
tidens
Hlorogénskabe | 359058390 | Kolonnai 265319040 | 0,7 74
cauri
izgajusais
1.desorbcija | 36162688 1,8 42
2.desorbcija | 108349150 | 4,9
3.desorbcija | 5758375 0,3
Mazgasanas | 0 0 0
tidens
Ferulskabes 713882820 | Kolonnai 0 0 0
glikozids 2 cauri
izgajusais
1.desorbcija | 8909856 0,2 117
2.desorbcija | 761883150 | 17,4
3.desorbcija | 66507245 1,5
Mazgasanas | 0 0 0
tudens

KumeliSu eksperimentos acimredzami noverojama frakcionéSana — redzams, ka pirmie

divi komponenti slikti sorb&jas uz kolonnas un lielaka dala iziet cauri kolonnai praktiski
uzreiz. Savukart ferulskabes glikozids 2 tiek sorb&ts pilnigi. Varam redzeét ari, ka S$is
komponents, kur§ vislabak sorbgjas, ar1 visveiksmigak ir sakoncentréjams, sasniedzot pat 17
reizes lielaku koncentraciju neka izejviela.

Kopuma, apskatot iegiitos rezultatus gan eksperimentos ar zalo t€ju, gan kumeliSu
ziediem, varam secinat, ka automatizeta preparativas cietfazu ekstrakcijas iekarta ir veiksmigi
pielietojama augu izcelsmes produktu ekstraktu iegtiSanai, koncentréSanai un atseviskos
gadijumos ar1 frakcioné€Sanai. Lai veiktu ekstrakciju nepartraukta rezZima, butu javeic vél

izm@ginajumi un japielago procesa parametri.
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SECINAJUMI

Ir uzbiivéta automatizéta cietfazu ekstrakcijas iekarta, ko iesp&jams plasi pielietot
vielu attiriSanai un koncentréSanai preparativa meéroga.

Uzbuveta iekarta ir attistita, iebiivéjot taja fotodioZu detektoru un misdienigu vadibas
sist€ému, ka arT citadi uzlabojot tas funcionalitati.

Izmantojot uzbiivéto iekartu, iesp&jams veiksmigi sakoncentrét zalas t&jas tidens
uzl&jumus 11dz pat 13 reizém, no aptuveni 900 mL izejvielas ieglistot aptuveni 50 mL
koncentréta t&jas ekstrakta metanola.

Iesp&jams iegiit sausu pulverveida zalas t€jas ekstraktu, neizmantojot apstradi augstas
temperatiiras, kas var novest pie paraugu sadaliSanas riska un liela energijas patérina.
Iesp€jams veiksmigi sakoncentrét kumeliSu ziedu uzl€jumus lidz pat 17 reiz€m, no
aptuveni 800 mL izejvielas iegiistot aptuveni 35 mL koncentréta kumeliSu ekstrakta
metanola.

Iesp&jams veikt frakcionéSanu, atdalot dazadus izejvielas komponentus atkariba no to
sorbcijas efektivitates uz kolonnas.

Lai pilnveidotu sistemas darbibu, biitu nepiecieSami talaki petijumi, lai noteiktu
procesa ierobeZojumus nepartrauktas ekstrakcijas reZima, kolonnas miiZza ilgumu un
sorbenta regeneracijas iespgjas.

Veiktais darbs ir labs sakums iekartas turpmakajiem lietotajiem, kam biis iesp€ja
metodes pilnveidot un turpinat stradat ar iekartu, pielagojot tas darbibu saviem

apstradajamiem produktiem.
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