ANALYTISK KEMI

Solventtri ekstraktion med
fasttase mikroekstraktion

Fastfase mikroekstraktion er en alternativ ekstraktionsmetode, der kan erstatte mange
ekstraktioner med organiske oplosningsmidler

Af Mogens T. Jensen, Danmarks JordbrugLsForskning, mogenst.jensen@agrsci.dk, Johnny W. Madsen, Analycen, joma@analycen.dk
og Lars Petersen, Aalborg Universitet Esbjerg, lape@ave.auc.dk

Fastfase mikroekstraktion (engelsk: Solid Phase Micro- Absorplic ~rigering -~
Extraction — SPME) er en relativ ny solventfri ekstraktions- : 3
teknik, der er ved at vinde indpas pa mange laboratorier.
Teknikken blev oprindeligt udviklet til ekstraktion af pesticider
fra vand, men har siden vist sig at vere velegnet til mange
andre stofgrupper.

Ved Afdeling for Animalske Fgdevarer, Danmarks Jordbrugs-

Forskning, er der arbejdet med teknikken siden 1996, og SPME Septum

er anvendt til analyse af aromastoffer i kgd og melk. Derud-

over er metoden brugt til analyse af flygtige forbindelser i o
indholdet fra mave-tarmkanalen fra grise, ggdning, bakteriekul- Injektions
turmedie, gyllelugt og staldlugt. port pa GC
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Figur 2.
Arbejdsgang — absorptions- og desorptionsprocessen
) Septa pa prgvebeholderen gennembores af den hule ndl, og fiberen skydes ud
Ydercylinder i gasfasen over proven. Efter en passende absorptionstid treekkes fiberen op i
ndlen, og ndlen treekkes ud af septaet. Ved frigpring af stofferne fra fiberen
gennembores septa pa gaschromatografens injektionsport, og fiberen skydes
ud. Pa grund af den hgje temperatur friggres de absorberede forbindelser.

SPME-teknikken
Kernen i SPME er en tynd fiber coatet med et absorberende
materiale. Det absorberende materiale varieres efter, hvilke
forbindelser man gnsker at analysere. Fiberen er monteret i en
beskyttende hul nal (figur 1). Der kan ekstraheres fra gas- eller
Nal vaskefasen.
v Ekstraktionen foregér ved, at ndlen fgres igennem septa pa
prgveflasken, fiberen skubbes ud af nélen og frilegges derved i
proven. Efter absorption i f.eks. 1 minut trekkes fiberen op i
Hul nal som beskytter SPME-fiberen nalen igen, og nalen overfgres til injektionsporten pa gaschro-

matografen, hvorefter fiberen skubbes ud igen (figur 2). Pga.
den hgje temperatur i injektionsporten, typisk 250°C, friggres
SPME fiber som er limet pa nalen

Stempel

L~

forbindelserne, og resultatet er et ordin@rt chromatogram dog
uden solventtop, som kendes fra veskeinjektion (figur 3, side
30).

Ekstraktionsteknikken kan anvendes til gaschromatografi
(GC) eller hgjtryks-veskechromatografi (HPLC), dog primeert
til GC. Da ekstraktionen er solventfri undgas injektionstoppen i
gaschromatogrammet. Det betyder, at injektionen kan forega
uden split, hvilket gger analysens fglsomhed. Samtidig bliver
Holderen bestar af et stempel, hvorpd en ndl er monteret. I spidsen af nalen er forbindelser, som nor,malt cr sammenfalde,nde med solventt(_)p-
SPME-fiberen limet pa. Fiberen er beskyttet af en hul ndl, som anvendes til pen, detekterbare, hvilket er spemelt verdifuldt ved letﬂygtlge
gennemboring af septa. forbindelser.

Figur 1.
Opbygning af holder til SPME-fiberen
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Figur 3.

Eksempel pa chromatogrammer af aromaprofiler af henholdsvis friskstegt og
genopvarmet kgd

Tre gram tilberedt kod i tynde skiver i 10 ml proveflasker ekvilibreres ved
65°C i 5 minutter. SPME-ekstraktion i 1 minut, derefter overfgrsel af SPME-
fiber til gaschromatografens injektionsport for desorption.

Ekstraktion

Selve ekstraktionen bygger pa ligevaegte mellem veaske- og
gasfase og mellem gasfase og fiber. Dvs. at analyseoptimeringen
bygger pa sarlig hensyntagen til disse ligevagte. Parametre som
omrgring, temperatur, ekvilibreringstid, ekstraktionstid, fiber-
type, pH og saltkoncentration (vandaktivitet) i prgven har
betydning for, hvor hurtigt ligevaegtene nas.

I mange tilfzelde indstilles ligevagtene aldrig i praksis,
hvorfor man kan benytte sig af to forskellige teknikker:
Korttids- eller langtidsekstraktion/ligevaegtsekstraktion. De to
metoder kan bedst forklares ved at se pa en sakaldt »ekstrakti-
onstidsprofil« (figur 4).

Effekt af absorptionstid pa topareal
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Figur 4.

Effekt af absorptionstid pa topareal

En standardblanding blev ekstraheret med en SPME-fiber i et variabelt antal
minutter og toparealerne plottet som funktion af ekstraktionstiden. Fgrst efter
mere end 300 sekunder begynder fiberen at komme i ligeveegt med forbindel-

serne i luftfasen.
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Det ses af figuren, at man ved kvalitative analyser ofte kan
valge en kort ekstraktionstid (i starten af profilen). @nsker
man at foretage kvantitative analyser, er det en fordel for
pracisionen at veelge en lang ekstraktionstid pa det flade
stykke af profilen, hvor sma udsving i ekstraktionstid har lille
indflydelse pa resultatet. Alternativt kan en kortere
ekstraktionstid anvendes, men det krever en omhyggelig
kontrol af ekstraktionstiden, f.eks. vha. en autosampler.

Ogsa friggrelsestid og temperatur i injektionsporten har en
vis betydning. Ligger temperaturen af injektionsporten om-
kring fiberens maksimumtemperatur, er friggrelsestiden mindre

vigtig.

Kvantificering

Kvantificering af flygtige forbindelser vha. SPME foregar som
ved vaskeekstraktion med opsatning af standardkurver. Et
specielt problem ved SPME er fibrenes fglsomhed over for
organiske oplgsningsmidler. Disse far coatingmaterialet til at
svulme op, hvorved det skrelles af, nér fiberen treekkes op i
nalen. Da man som regel anvender organiske oplgsningsmidler
til oplgsning af aromastoffer og andre flygtige forbindelser, kan

Damptryk af udvalgte oplosningsmidler

Solvent Damptryk mBar
DMSO 0,6
Benzylalkohol 0,02
Propylencarbonat 1,6
Cyclohexanol 1,3
Decan 1,3
Diethylether 588
Hexan 160
Methanol 128
Vand 17,5
Tabel 1.

fiberens fglsomhed over for disse vare et problem, idet det er
problematisk at na tilstrekkelig hgj koncentration, nar man
forsgger at oplgse stofferne i vand. Det er is@r et problem, hvis
stofferne forekommer i hgj koncentration i prgven.

Problemet kan lgses ved at fortynde prgven eller ved at bruge
et solvent til oplgsning af standarderne, som har et lavt damp-
tryk. Ved at anvende et oplgsningsmiddel med et lavt damptryk
undgar man at oplgsningsmidlet giver en stor top i chromato-
grammet. Tabel 1 viser udvalgte solventer med lavt damptryk
og sammenligning med almindeligt anvendte solventer.

Kvantificering ved SPME bygger, som ved vaskeinjektion,
pa standardkurver over de stoffer, der gnskes kvantificeret.
Ekstraktionen behgver ikke ngdvendigvis at vere optimeret, sa
der er opnaet ligeveegt mellem alle faser. Men det er vigtigt, at
ekstraktionsparametrene overholdes ngje ved alle ekstraktio-
nerne, sa der anvendes samme betingelser ved standarder og
ved analyse af prgverne. Brug af intern standard og autosamp-
ler er en god ide.

Méling of oxidationsforlobet i kod

I cateringbranchen, der ofte bruger genopvarmning af tilberedt
kad, er der problemer med ugnsket dannelse af oxidations-
produkter. Her er aldehyddannelsen fra umzttede fedtsyrer
serligt markant og kan anvendes som indikatorer for
oxidationsprocesserne. Figur 3 viser chromatogrammer af
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Standardkurver af aldehyder i vand
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Figur 5.

Standardkurver af aldehyder i vand

En serie standardblandinger af aldehyder i vand blev ekstraheret med en
polydimethylsiloxan/carboxenfiber i 10 sekunder, hvorefter de analyseredes
pa en gaschromatograf.

henholdsvis friskstegt og genopvarmet kgd. Det genopvarmede
kgd har bl.a. markante toppe af aldehyderne pentanal og
hexanal. Kvantificering af aldehyderne er derfor interessant i
forbindelse med maling af oxidationsforlgbet af fedtsyrerne i
tilberedte k@dprodukter. Figur 5 viser et eksempel pa standard-
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kurver af en serie homologe aldehyder i vand i koncentration-
somradet O til 1 ppm med fglgende ekstraktionsbetingelser: 2
ml vaske i en 10 ml prgveflaske tempereret til 40°C og eks-
traktion med en polydimethylsiloxan/carboxenfiber i 10
sekunder. Korrelationen mellem koncentration og topareal er
lineer, og kvantificering er derfor mulig, undtagen for
pentanal, som viser en svag afbgjning ved den hgjeste koncen-
tration.

Fremtidig brug of SPME
SPME-fibrene holder normalt til ca. 100 analyser, hvorefter de
ma kasseres. Med en pris pa omkring 500 kr. pr. fiber er dette
overkommeligt, da veskeekstraktionstrin helt kan undgés.
SPME er, pga. den simple prgveforberedelse og mulig automa-
tisering af ekstraktion og injektion med autosampler, serlig
velegnet til screening af prgver for tilstedevarelsen af speci-
fikke forbindelser.

Til indkgring og afprgvning af teknikken kan man for et
mindre belgb anskaffe fiberholdere til manuel prgvetagning og
injektion.
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Internetadresse med applikationer med SPME
http://www.agrsci.dk/anf/MTJ/spme-ref.htm
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