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i analytisk kemi

Membranekstraktion har en del specifikke fordele frem for andre mere etablerede prove-

oparbejdningsteknikker. Las her hvilke

Af Jan Ake Jonsson, Analytisk kemi, Lunds Universitet, Sverige, jan_ake.jonsson@analykem.lv.se

Inden man kan anvende chromatografiske eller andre instru-
mentelle metoder pa prgver fra f.eks. biologiske eller gkolo-
giske systemer, er det ofte ngdvendigt at bruge en eller anden
form for ekstraktion for at isolere analytmolekylerne i prgven
(matricen).

Ofte gnsker man at opnd en berigelse, dvs. en forggelse af
analyttens totalkoncentration, i andre tilfelde en oprensning,
dvs. en formindsket koncentration af matrixkomponenterne.
En kombination af berigelse og oprensning er naturligvis det
mest effektive og er mere eller mindre ngdvendig for spor-
analyse i komplicerede prgver.

Forskning i prgvetagning er stadig noget forsgmt, men den
seneste tids voksende bevidsthed om kvalitetssikring, om-
kostninger og hensyn til ydre og indre miljg samt behov for
stigende throughput og palidelighed har medfgrt en forgget
interesse for de oftest manuelle, oplgsningmiddelkrevende og
langsomme procedurer, som anvendes mellem prgveudtagelse
og analyseinstrument.

Ekstraktionsteknikker til proveoparbejdelse
Veeske-veeske-ekstraktion - LLE

Den klassiske ekstraktionsteknik er vaeske-vaske-ekstraktion
(Liquid-Liquid Extraction; LLE) [1, 2], hvor man ekstraherer
analytterne fra en vandprgve over i et organisk oplgsnings-
middel, f.eks. i en skilletragt. Det er en gammel teknik, som
stadig bruges meget. Mange miljganalyser skal udfgres med
denne teknik (ifglge officielle metodebeskrivelser fra f. eks.
US EPA), og et stort antal metoder er beskrevet for alle typer
analytter (bade organiske og uorganiske) og prgvetyper.
Imidlertid er der flere ulemper ved denne teknik: Der bruges
et relativt stort volumen meget rent oplgsningsmiddel, hvilket
giver omkostninger til indkgb og bortskaffelse og potentielle
miljg— og sundhedsproblemer. I mange tilfeelde foreskrives
chlorerede kulbrinter, hvis brug i dag er palagt restriktioner
og i visse tilfelde er forbudt. Automatisering af LLE er ikke
simpelt, idet LLE ofte udfgres manuelt, og for mange prgve-
typer er der emulsions- og udfaldningsproblemer. Pa den
anden side kan man opna meget rene ekstraktioner, og vha.
forskellige reagenser kan man skreeddersy ekstraktionen, sa
den giver stor selektivitet og god oprensning.

Fastfaseekstraktion - SPE

Fastfaseekstraktion (Solid-Phase Extraction; SPE) er det
vigtigste alternativ til LLE [3,4], og teknikken er i mange
sammenhange meget populer. Der bruges en fast sorbent
eller et bundet organisk materiale (f. eks.. Cg-baseret, der
minder om kolonnemateriale til HPLC), og en del af ulem-
perne ved LLE kan undgés: Der bruges mindre volumen
oplgsningsmiddel, og en del automatisk apparatur er tilgen-
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geligt. Selektiviteten er almindeligvis darligere end for LLE,
og berigelsesgraden for polere stoffer kan vaere begraenset.
En variation af SPE er SPME (Solid Phase Microextraction)
[5], der hovedsageligt er beregnet til prgveforberedelse inden
for gaschromatografi og derfor er en mindre generel metode.
Bade SPE og SPME anvendes isr til organiske analytter.

Membranekstraktion

I den sidste tid er der bl.a. ved Lunds Universitet udviklet
membranbaserede veskeekstraktionsteknikker til prgve-
oparbejdelse. Vha. membraner kan en del af ulemperne ved
LLE undgas, idet m@ngden af oplgsningsmiddel reduceres
drastisk og automatisering er simpel, samtidig med at
berigelsesgraden og oprensningseffektiviteten kan gges.
Teknikkerne kan bade bruges til organiske og uorganiske
analytter. Her beskrives de vigtigste membranekstraktions-
teknikker kort. Med tyngdepunkt i arbejdet ved gruppen pa
Lunds Universitet og organiske stoffer presenteres der nogle
eksempler pa anvendelser. For yderligere information henvi-
ses til oversigtsartikler [6-8] og en aktuel bibliografi
(www.analykem.lu.se).

Ved alle typer af membranekstraktion separerer membranen
en prgveoplgsning (donoroplgsning) fra en acceptoroplgs-
ning. Oplgsningerne kan vare vandbaserede eller organiske.
De ekstraherede molekyler passerer fra donoroplgsningen
gennem membranen til acceptoren. Ved prgveoparbejdning
inden for analyse er det seedvanligvis malet at fa overfgrt
mest muligt af analytten fra prgven (donoren) til acceptoren.
For at forbedre udbyttet kan analytmolekylerne i mange
tilfeelde fanges i acceptoren. Sedvanligvis pumpes prgven
forbi membranen pa donorsiden, mens acceptoren holdes
stationer.

Man skelner mellem porgse og ikke-porgse membraner. En
porgs membran har porer, der gennem membranen tillader en
direkte vaeskekontakt mellem donor og acceptor. De anvendes
til filtrering og dialyse. Disse teknikker omtales ikke yderli-
gere her, da de ikke er ekstraktionsteknikker.

En ikke-porgs membran er normalt fremstillet af et poly-
mermateriale eller en organisk veskefase, der er placeret
mellem acceptor- og donorfaserne - et arrangement der giver
mange muligheder for effektive ekstraktioner ved kemisk
analyse. De teknikker, der anvendes, er enten tre- eller
tofaseteknikker (ag/org/aq, ag/org eller org/aq).

SLM - trefaseekstraktion

En organisk fase kan vha. kapillarkrafter fastholdes i porerne
i et hydrofobt porgst membranmateriale (af PTFE,
polypropylen etc.), der anbringes mellem to vandfaser.
Systemet kaldes SLM (Supported Liquid Membrane). Med
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Figur 1. Principskitse for SLM-ekstraktion af basiske forbindelser.

SLM-teknikken kan to forskellige ekstraktionstrin, der
udnytter forskellige kemiske reaktioner, kombineres, hvilket
giver en hgj selektivitet. Processen er kemisk analog med
LLE fra en vandfase til en organisk fase, fulgt af en anden
ekstraktion til en anden vandfase. Analytmolekylerne fanges i
acceptoren pa en sddan made, at de, nar de har passeret
gennem membranen, fastholdes ved f.eks. at ioniseres og
dermed ikke kan genekstraheres til membranen. Det fgrer til
en effektiv »drivkraft« for masseoverfgrsel og tillader store
berigelsesfaktorer.

Af organiske oplgsningsmidler kan f.eks. bruges undecan,
fotogen, dihexylether, trioctylphosphat og andre relativt
langk®dede og hydrofobe stoffer. Ved brug af disse kan et
SLM-system vere stabilt i op til flere maneder. For at gge
selektiviteten eller masseoverfgrselseffektiviteten kan man
bruge forskellige tils@tninger til membranveskerne, hvilket
dog af og til formindsker membranernes levetid.

Figur 1 viser princippet for simpel SLM-ekstraktion
tilpasset basiske forbindelser, f.eks. aminer. Prgvens pH
justeres til en sa hgj verdi, at aminerne er uladede (B). Nar
prgven derefter pumpes gennem donorkanalen, fordeles
aminerne i den organiske membranfase. Acceptorkanalen er
fyldt med en stillestaende, sur buffer. Derfor bliver en amin,
der er diffunderet gennem membranen, umiddelbart protone-
ret ved grensefladen mellem membran og acceptor, og
aminen (som ammoniumion, BH*) forhindres herved i at
tilbageekstraheres til membranen. Resultatet er en transport af
aminmolekyler fra donor til acceptor. Hvis man pumper mere
og mere prgveoplgsning gennem donorkanalen, bliver
koncentrationen af amin (pa protoneret form, BH*) i den
stillestaende acceptor forgget ganske betydeligt i forhold til
aminkoncentrationen i donoren.

I gunstige tilfelde kan koncentration forgges flere tusinde
gange [9]. Acceptorens lave pH-verdi sikrer, at koncentratio-

is)

vin

e

B

dansk kemi, 83, nr. 9, 2002



Figur 2. Membran-
ekstraktionsenheder
(Lunds Universitet).

a: 1 mL kanalvolu-
men (A: metal eller
polymerblok,
B: membran).

b: 10 uL
kanalvolumen.

nen af den uprotonerede diffunderende form af aminen er
negligerbar i acceptoren. Derfor opretholdes en konstant
gradient af B over membranen, selv om acceptorkoncentratio-
nen af BH* er stor.

Det ses (figur 1), at sure forbindelser (HA) er pa ladet form
(A) allerede i den alkaliske donorfase og derfor slet ikke
ekstraheres. Det samme galder for permanent ladede forbin-
delser. Neutrale forbindelser (N) kan evt. ekstraheres, men de
opkoncentreres ikke, idet koncentrationen i acceptorfasen
hgjst bliver den samme som i donorfasen. Hydrofobe neutrale
molekyler kan evt. beriges i membranen, men de fortsetter
ikke i stgrre udstraekning til acceptoren. Hydrofile neutrale
forbindelser ekstraheres dérligt fra donorfasen til membranen.
Ladede makromolekyler som f.eks. proteiner ekstraheres pga.
sma diffusionskoefficienter langsomt. Sammenfattende —
under de betingelser der vises i figur 1 — bliver ekstraktionen
meget selektiv for sma, basiske molekyler. Ekstraktet som
opnas ved SLM-ekstraktion er vandbaseret, hvorfor denne
teknik er kompatibel med omvendtfase-HPLC.

Naturligvis kan andre grupper af forbindelser ekstraheres
under andre betingelser. Den simpleste modifikation er at
bytte pH for donor og acceptor, hvorved sma sure molekyler
effektivt og selektivt ekstraheres fra en sur donor til en basisk
acceptor. Derudover findes der nasten ubegrensede mulighe-
der for at modificere membranen (og/eller nogle af vandfaser-
ne), sa man kan ekstrahere forskellige typer ladede forbindel-
ser, f. eks. aminosyrer, peptider, metalioner mv. Se [6-8] og
eksemplerne nedenfor.

MMLLE - tofaseekstraktion

MMLLE (Microporous Membrane Liquid Liquid Extraction)
er en tofase membranekstraktion. Vha. en porgs hydrofob
membran separeres en vandfase fra en organisk fase og udggr
en stgtte for grensefladen mellem disse [10]. Den organiske
acceptorfase fylder membranens porer, og veskekontakt
mellem faserne opnés ved membranens ene overflade.

Med denne teknik er ekstraktionskemien analog med LLE,
og man kan se MMLLE som en made at udfgre LLE kontinu-
erligt og instrumentelt. MMLLE er komplementear til SLM og
muligggr membranekstraktion af flere stofklasser. Den
fungerer bedst for hydrofobe, i forste omgang uladede stoffer,
dvs. stoffer det er svert at ekstrahere ved SLM. MMLLE
resulterer i et ekstrakt i et organisk oplgsningsmiddel, hvorfor
denne teknik er kompatibel med gaschromatografi eller
normalfase-HPLC.
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Figur 3. Apparatur til membranekstraktion.

. a: simpelt manuelt system med peristaltisk pumpe.
Vaeskemembrunekslrukllonsuppurutur b: automatiseret system med peristaltisk pumpe.

Figur 2 viser nogle typiske membranekstraktionsenheder. De c: automatiseret og miniaturiseret SLM-HPLC-system med sprgjtepumper og
er fremstillet af to blokke af inert materiale med en kanal robotiseret héndtering.
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Gaskromatograf

Figur 4. Apparatur til MMLLE, direkte koblet til gaschromatografi med ESy-
teknikken. Efter Norberg og Thordarson [17] med tilladelse fra Royal Society
of Chemistry.

A: Membranekstraktionsenhed, B: Injektionsndl, C: Pneumatisk stempel. 1:
porgs hulfiber, 2: injektionsnal, 3: Polymerblok, 4: Tilslutning, 5: Organisk
fase, 6: Prove, 7: Pumper.

udfreset i hver. Blokkene presses sammen om membranen,
og derved dannes der kanaler (donor og acceptor) pa hver
side af membranen. Kanalernes volumener er 10 - 1000 uL.
Vha. hulfibermembraner kan der opnas endnu mindre kanaler
[11]. Disse membranenheder kan anvendes til baide SLM og
MMLLE og kan skaffes fra forskellige producenter af FIA-
udstyr (dialyseceller) eller forfatteren.

Systemer til stgrre prover

Simple systemer til membranekstraktion af prgver med
relativt store volumener (100 mL eller mere) kan bygges med
en membranenhed med ca. ImL kanalvolumen og en peristal-
tisk pumpe (figur 3a). Acceptoren udtages manuelt med en
sprgjte efter hver ekstraktion, og den kan bruges til
laboratoriearbejde [12] og til prgvetagning i vandlgb [13].

a. Blood b. Water
plasma
/4

1 y//

|
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Figur 5. Chromatogram af Amperozid og to homologer med efterfplgende
blindprgver.

a: efter ekstraktion fra blodplasma

b: efter ekstraktion fra vandig oplpsning.

Efter Lindgdard et al. [15]. Copyright 1994 American Chemical Society.



@nsker man at automatisere membranekstraktion kan man
forsyne udstyret med pneumatisk eller elektrisk styrede
ventiler (figur 3b). For direkte at kunne injicere sa meget som
muligt af acceptorfasens volumen til en HPLC-kolonne, kan
man bruge en forkolonne. Sadanne systemer kan styres med
en timer eller en computer [14]. Mindre membranenheder,
hvor en stgrre del af ekstraktet kan rummes i et konventionelt
injektionsloop, kan ogsa anvendes.

Systemer til mindre progver

Til mindre prgver (1 mL eller mindre) er peristaltiske pumper
ikke pracise nok. I sadanne tilfeelde kan udrustning baseret pa
sprgjtepumper og sakaldte robotiserede vaskehandterings-
automater bruges. Et typisk system ses i figur 3c. En Gilson-
robot (f. eks. APEC, ASTED eller tilsvarende) kan med fordel
bruges sammen med membranenheder med ca. 10 uL kanal-
volumen i SLM-HPLC-systemer. Robotnélen med sprgjte-
pumpe tils@tter reagens til prgver i et »prgvergrs-rack«. For
f.eks. at indstille pH suges et bestemt volumen op (f. eks.

1 mL), der derefter langsomt pumpes gennem donorkanalen.
Hele acceptorvolumenet kan derefter injiceres pa HPLC-
kolonnnen, hvorved hele ekstraktet havner i en
chromatografisk injektion. Man kan ekstrahere den fglgende
prgve mens den injicerede prgve chromatograferes. Dermed
er det chromatograferingstiden, der bestemmer throughput, og
hele processen er automatiseret. Denne type udstyr er brugt
ved flere undersggelser [15, 16] og er velegnet til biologiske
prgver.

MMLLE til gaschromatografi

MMLLE er den bedst egnede teknik til gaschromatografi
(GC). Den organiske acceptorfase er bedre kompatibel med
GC end med LC, ligesom de relativt hydrofobe stoffer
ekstraheres bedre med MMLLE end med SLM. En organisk
acceptorfase (figur 3c) kan introduceres i en GC med en
injektor til store volumener [10]. Et nyt instrument,
»Extracting Syringe«, er under udvikling (ESyTech AB,
Lund) [17] (figur 4). Med dette instrument udfgres en
MMLLE-ekstraktion i mikroskala, og ekstraktet (ca. 1 pl)
injiceres i en GC med en injektionsnal, som er sluttet direkte
til ekstraktionscellen.

Man kan udfgre membranekstraktion med manuel »off-
line«-teknik pa flere mader, der kun krever simpel udrust-
ning. Disse teknikker kreever mere manuelt arbejde, men kan
behandle flere prgver parallelt [8] .

Anvendelsesmuligheder

Membranekstraktion er tilpasset flere omrader, sdsom bio-
analyse, miljganalyse samt levnedsmiddel- og industriel
analyse. Inden for bioanalyse er et af de vigtigste anvendel-
sesomrader ekstrahering af l&gemidler fra plasma og urin.
Selektivitet og automatiseringsmuligheder er afggrende for
resultatet. I figur 5 ses chromatogrammerne for nogle basiske
legemiddelsubstanser efter SLM-ekstraktion fra bade vandig
oplgsning og blodplasma [15]. Chromatogrammerne er
nesten ens mht. forstyrrende toppe og basislinjens udseende,
hvilket demonstrerer den gode oprensningseffektivitet, der
kan opnas ved membranekstraktion. Toppene fra blodplasma
er lavere, hvilket skyldes stoffernes binding til plasmapro-
teinerne, og formindskelsen kan korreleres med bindings-
konstanterne. Der findes flere andre vellykkede eksempler pa
bioanalyse vha. SLM eller MMLLE [10,16,18,19].

Inden for miljganalyse er det frem for alt stor berigelses-
grad og membranekstraktionens lille oplgsningsmiddelfor-
brug, der er attraktivt. Det er muligt at forgge koncentrationen
100 til 1000 gange. Der er prasenteret et stort antal studier,
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primert om pesticider i naturligt vand. Det er ogsa muligt at
studere graden af binding af forskellige analytter til f.eks.
humusstoffer i vand.

I figur 6 ses hvordan stor selektivitet kan give fordele i
miljganalyse [20]. Fire triazinherbicider er ekstraheret fra
spiket naturvand efter ekstraktion, dels med SLM, dels SPE.
Det er abenlyst, at den ggede selektivitet fgrer til bedre
detektionsgrenser og sikrere identificering.

Konklusion

Membranekstraktion har en del specifikke fordele frem for
andre, mere etablerede prgveoparbejdningsteknikker. Det er
muligt at opna en stor grad af berigelse, der samtidig er
selektiv for forskellige stofgrupper, med minimalt forbrug af
oplgsningsmidler og mulighed for automatisering og direkte
kobling til forskellige analyseteknikker, f@rst og fremmest
gas- og veskechromatografi. Det er ovenikgbet muligt at
bestemme bindingskonstanter (f.eks. mellem leegemidler og
blodproteiner eller mellem metaller og humusstoffer i natur-
vand) specifikt og fglsomt. Et simpelt membranekstraktions-
system kan bygges med kommercielt udstyr. Interesserede
kan kontakte forfatteren til denne artikel.

Tak

Et stort antal kolleger, studenter, Ph. D.-studerende, gaste-
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