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POLYMERIC SORBENTS AND MEMBRANES IN THE BIOLOGICAL AND
ENVIRONMENTAL SAMPLES’ PREPARATION FOR ANALYSIS

Summary — Essential elements of analytical procedures concerning compli-
cated mixtures such as biological and environmental samples are pre-isola-
tion, purification and concentration of the substance analyzed. Polymeric sor-
bents and membrane systems are used for this purpose more and more often.
In this review most important and most often used methods of environmental
samples pre-treatment ie. solid phase extraction (SPE) (Fig. 1 and 2) and
supported liquid membranes (SLM) were presented. Special attention has
been paid to possibility of use of the sorbents showing different polarity in
SPE (Table 1). Possibilities of application of SLM extraction (Scheme A, Fig. 3),
including the extraction with selective transfers, for preparation of environ-
mental samples for analyses (Scheme B) were also discussed. Highly selective
and effective extraction of pesticides with use of antibody-antigen interaction,
so called Immuno-SLM, has been presented (Fig. 4 and 5).

Key words: extraction, environmental samples analyses, solid phase extrac-
tion, sorbents, supported liquid membranes, carriers.

Wociaz zwiekszajaca sie emisja zanieczyszczeri po-
wstajacych w procesach produkcyijnych, a takze duza
ilos¢ stosowanych obecnie réznorodnych chemicznych
§rodkéw ochrony roslin powoduja ciagly wzrost zanie-
czyszczenia Srodowiska naturalnego. Konieczne jest za-
tem stale monitorowanie poziomu ksenobiotykéw
w wodzie, glebie i powietrzu.

Obowiazujace normy Unii Europejskiej dotyczace ja-
kosci wéd nakazuja, aby stezenie poszczegdlnych pesty-
cydéw nie przekraczalo pewnej dopuszczalnej wartosci,
ktéra w przypadku wody pitnej wynosi 0,1 pg/l w od-
niesieniu do pojedynczych pestycydéw oraz 0,5 g/l
w przypadku calkowitego stezenia pestycydéw (Drin-
king Water Directive, 80/778/EEC). Wymaga to zastoso-


mailto:Piotr.Wieczorek@uni.opole.pl

410

wania metod analitycznych charakteryzujacych sie duza
doktadnoscig i odpowiednio niskim poziomem wykry-
walnosci (limit of detection, LOD). Precyzja i jako$é ozna-
czan zwiagzkéw organicznych w prébkach wody badz
gleby zalezy od stosowanej metody analitycznej,
a przede wszystkim od sposobu przygotowania prébki.
Samo wykonanie analizy jest obecnie procesem trywial-
nym, natomiast przygotowanie prébki, zwitaszcza
w przypadku wielosktadnikowych skomplikowanych
mieszanin jakimi sa prébki srodowiskowe albo ustrojo-
we, stanowi podstawowy element wykonywanej anali-
zy. Wiekszos$¢ stosowanych metod analitycznych wym a-
ga wstepnego efektywnego wydzielenia oraz zatezenia
analizowanej substancji [1], dlatego tez procesy wyod-
rebnienia, oczyszczenia i zatezenia to bodaj najwazniej-
sze etapy analizy medycznej i Srodowiskowej.

Stosuje sie wiele ré6znorodnych technik ekstrakcyj-
nych do wyodrebniania analitéw z prébek srodowisko-
wych. Klasyczng, stosowang od wielu lat, metodg wy-
dzielania substangqi jest ekstrakcja ciecz-ciecz (Liquid-Li-
quid Extraction, LLE) [2]. Metoda ta jest do dzisiaj prefe-
rowana w wielu standardowych procedurach anali-
tycznych zalecanych przez EPA (U. S. Environmental
Protection Agency). Podstawowymi jej zaletami sa pros-
tota wykonania, wszechstronnos$¢ i duza selektywnos¢,
a wadami — koniecznos$¢ stosowania duzych objetosci
chlorowanych, czesto toksycznych rozpuszczalnikéw
organicznych, znaczna pracochtonnos$¢ i ograniczona
mozliwoé¢ automatyzacji [3]. Wszystko to powoduje, ze
poszukuje sie nowych, efektywniejszych i tatwiejszych
do automatyzacji metod ekstrakcji. Sposréd wielu pro-
ponowanych metod najwazniejsze, charakteryzujgce
sie wieloma zaletami, to ekstrakcja do fazy statej (Solid
Phase Extraction, SPE) [4— 7] i metody membranowe
[8— 12]; one wtasdnie sg przedmiotem niniejszego opra-

cowania.

EKSTRAKCJA DO FAZY STALEJ

Ekstrakcja do fazy statej jest technika coraz czesciej
uzywang do wydzielania i zatezania substancji w anali-
tyce sSrodowiskowej, a to ze wzgledu na mozliwoé¢ bez-
posredniego potaczenia z urzadzeniem analitycznym
i tym samym automatyzacji procesu. Zalety tej metody
stanowia przede wszystkim niewielka pracochtonnosé¢,
wysoki uzyskiwany stopien zatezenia i zuzycie stosun-
kowo matych ilosci rozpuszczalnikéw. Wazng zaletg jest
tez mozliwos$¢ jej miniaturyzaq'i, co pozwala na analizo-
wanie préobek o ograniczonej objetosci [8]. Ma ona jed-
nak rowniez wiele wad, do ktdrych zalicza sie gtdwnie
duzag czasochtonnoé$¢, wysoki koszt wynikajacy z jedno-
razowego zastosowania drogich, wymiennych sorben-
tow i niewielkg selektywnos$¢, istnieje tu bowiem jedy-
nie mozliwos$¢ rozdzielania substancji polarnych i nie-
polarnych; te ostatniag wade prdébuje sie zresztag wyelimi-
nowac¢ dzieki zastosowaniu specjalnych selektywnych

sorbentow.
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Rys. 1. Dyski membranowe (a, b) i kolumny (c, d) do metody
SPE

Fig. 1. Membrane disks (a, b) and columns (c, d) for SPE
method

Omawiang metode SPE realizuje sie w praktyce
w dwoéch dostepnych na rynku handlowym wariantach
konfiguracji, mianowicie w postaci kolumienek réznej
objetosci wypetnionych odpowiednim sorbentem Ilub
réznych typéw dyskoéw zawierajgcych sprasowane sor-
benty (tak zwane speed discs — rys. 1).

W ekstrakcji do fazy statej Sladowych ilosci substancji
z prébek srodowiskowych wykorzystuje sie dwa pod-
stawowe mechanizmy: adsorpcje na statym nos$niku
i podziat miedzy faze stacjonarnag i ruchoma. Ekstrakcja
do fazy statej Sladowych ilosci zwigzkéw organicznych
z wody polega na ich adsorpcji na specyficznych sorben-
tach lub na podziale pomiedzy stalym sorbentem i fazg
wodng. Schematyczny przebieg takiego procesu ilustru-
jerys. 2.

Rozwéj technologii otrzymywania powierzchniowo
modyfikowanych wypeinien w postaci zelu krzemion-
kowego do chromatografii cieczowej umozliwit ich wy-
korzystanie do wydzielania i rozdziatu substancji z mie-
szanin na zasadzie réznic wspoétczynnikéw podziatu.
Sorbenty tego typu otrzymuje sie w wyniku podstawie-
nia grup hydroksylowych silikazelu o duzej powierzch-
ni wtasciwej (500— 600 m2/g) tarncuchami weglowodo-
rowymi (Ce i Cis) w celu uzyskania sorbentéw hydrofo-
bowych, lub podstawienia polarnymi grupami jonowy-
miennymi, najczesciej cyjanowymi lub aminowymi. Po
raz pierwszy tego typu sorbenty zastosowano w 1971
roku [13] a ich powszechne wykorzystywanie w analizie
Srodowiskowej datuje sie od czasu wprowadzenia na ry-
nek przez firme Waters specjalnych kolumienek jednora-
zowego uzytku [14]. Obecnie réznego typu kolumienki
i dyski stuzgce do ekstrakcji do fazy statej sa produko-
wane przez ponad 30 firm.

Sorbenty otrzymywane z porowatego zelu krzemion-
kowego charakteryzuja sie niezbyt duza trwatoscia,
a ponadto oddziatujg z wieloma sktadnikami skompli-
kowanych mieszanin prébek $rodowiskowych, co ut-

rudnia selektywne i ilosciowe wydzielenie analitu.
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Rys. 2. Etapy ekstrakcji do fazy statej: a) kondycjonowanie ztoza odpowiednim rozpuszczatnikiem (1 = rozpuszczalnik, 2 =
sorbent), b) podanie probki i przepuszczenie przez ztoze, c) selektywne usuniecie zanieczyszczen, d) etucja oznaczanej substancji
Fig. 2. Solid phase extraction steps: a) conditioning of a bed with the proper solvent (1 = solvent, 2 = sorbent), b) sample
feed-transmission through the bed, c) selective removing of impurities, d) analyte elution

W celu wyeliminowania tych niekorzystnych zjawisk,
w ostatnich latach coraz czesciej stosuje sie sorbenty po-
limerowe badZz otrzymywane na podstawie wegla ak-
tywnego, ktéorych podstawa dziatania jest zjawisko sorp-
cji na powierzchni statego nosnika [6].

W przypadku korzystania z wegla aktywnego naj-
wazniejszg sprawa jest dobdér odpowiedniego sorbentu,
zapewniajgacego najefektywniejszg sorpcje.

Pierwszym sorbentem uzytym do ekstrakcji zwiagz-
kéw organicznych z roztworéw wodnych byt nieporo-
waty wegiel aktywny otrzymywany w procesie ogrze-
wania czerni weglowej w wysokiej temperaturze
(2700— 3000 °C) [5]. P6zniej uzywano modyfikowanego
réznymi grupami funkcyjnymi porowatego wegla ak-

tywnego o powierzchni wtasciwej ok. 200 m 2/g .

Pestycydy z reguty wykazujag duze powinowactwo
do statych sorbentéw i tatwo adsorbujg sie na ich po-
wierzchni. Zaletag sorbentéw otrzymywanych na podsta-
wie wegli aktywnych jest duzy wspdiczynnik retencji
matoczasteczkowych polarnych pestycydéw istosunko-
wo niski poziom wykrywalnosci wynoszacy 5 ng/l
w odniesieniu do kilkunastu réznych pestycyddéw ozna-
czanych w wodzie pitnej [15— 18].

Jako sorbenty polimerowe w procesie SPE wykorzys-
tuje sie porowate kopolimery z grupami jonowymienny-
mi, o duzej powierzchni wtasciwej wynoszacej
500— 1200 m2/g — zaréwno hydrofobowe, jak i hydrofi-
lowe, czyli jonity. Sorbenty te znane sa od poczatku lat
70-tych XX wieku, kiedy to po raz pierwszy zastosowa-

no je do sorpcji zwigzkdéw organicznych; wykorzystuje

Tabela 1 Charakterystyka niektoérych dostepnych na rynku handlowym sorbentéw do SPE
Table 1 Characteristics of some commercially available sorbents for SPE

Nazwa handlowa Producent Budowa chemiczna *
,,Bakerbond" silikazel Ce, Cie, Cis/OH
.SDB" J. T. Baker St/DVB, -COOH, -NR3+
»Speed disc"” St/DVB, -S03H, -NR3+
»BondElut" silikazel Ce, Cie
»BondElut ENV' Varian St/DVB, -COOH, -NR3+
»BondElut PPL" -S03H, -CN
»Sep-Pak" silikazel Ce, Cie
~Parapak RDX" Waters St/DVB/NVP
»OASIS HLB" St/DVB/NVP
,,Chromabond" Machery-Nagel silikazel Ce, Cie
,»,Chromabond HR-P" St/DVB
,,DSC" silikazel Cie
L Envichrom P" Supelco St/DVB
»Carbopack" wegiel aktywny
»LiChrolut EN" Merck St/DVB
»PRP-1" Hamilton St/DVB
»Carbograph 4" Alltech wegiel aktywny

1St — stryren, DVB — diwinylobenzen, NVP — winylopirolidon.

Srednica Srednica Powierzchnia
poréw, A ziaren, |im wiasciwa, m2

60 40 —

300 40—120 1060

150 — 700

60 40 _

450 125 500

300 125 700

125 37—55 —

55 120 900

55 3060 1200

60 45/100 —

— 50—100 1200

70 50 —

140 80— 160 900

— — 200

80 40—120 1200

75 5i10 415

_ — 210
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sie je takze jako nosniki ukladéw katalitycznych [19].
W tym tez czasie porowate kopolimery styren/diwiny-
lobenzen (St/DVB) oraz jonity otrzymywane na ich pod-
stawie, zsyntetyzowano w zespole prof. B. N. Kolarz
i stosowano do sorpcji fenoli (sorbenty [20]) oraz blekitu
metylenowego (kationity [21]).

W metodzie SPE najczeSciej uzywa sie kopolimeréw
St/DVB (,Polysorb S”, ,,Wofatit Y77”, ,, Amberlite XAD-
-2” i ,XAD-4"), polimeréw akrylowych (,Amberlite
XAD-7” i ,XAD-8" oraz ,Separon SE”), tlenkéw 2,6-di-
fenylowo-p-fenylenowych (,, Tenax GC”), kopolimeréw
etylowinylobenzen/DVB (,Porapak Q”), a takze pianek
poliuretanowych [22]. Tabela 1 zawiera charakterystyke
wybranych handlowych sorbentéw do SPE.

Sorbenty polimerowe charakteryzuja sie¢ duzo lep-
szymi wlasciwo$ciami sorpcyjnymi i duzo wieksza
trwaloscia niz sorbenty na podstawie zelu krzemionko-
wego 1, co szczegélnie wazne, wigksza efektywnoscia
wydzielania analitu z prébek srodowiskowych. Jednak-
ze, podobnie jak w przypadku sorbentéw z zelu krze-
mionkowego, ich selektywnosé¢ ogranicza sie do roz-
dzielania substancji polarnych od niepolarnych.

Uzywanie wymienionych nieselektywnych sorben-
téw moze stanowié¢ powazny problem woéwczas, gdy
analizowane substancje wystepuja w sladowych ilos-
ciach, zwlaszcza w obecnosci rozmaitych substancji ko-
lidujacych, na przykltad kwaséw humusowych (humi-
nowych i fulwowych) wystepujacych w duzym stezeniu
w prébkach gleb i wéd powierzchniowych. Poszukuje
sie zatem sorbentéw o duzym powinowactwie do okres-
lonej substancji, co umozliwia jednoczesne wydzielenie,
oczyszczenie i zatezenie analizowanego zwiazku.

Takimi cechami charakteryzuja sie sorbenty stosowa-
ne w chromatografii powinowactwa, gdzie selektyw-
no$¢ wynika ze specyficznych oddzialywan substratu
lub inhibitora z enzymem badZ przeciwciala z antyge-
nem (immunosorbenty). Tego typu sorbenty sa po-
wszechnie stosowane w naukach biologicznych do wy-
dzielania specyficznych substancji wielkoczasteczko-
wych z wykorzystaniem chromatografii powinowac-
twa. Przykladem sorbentu o duzej specyficznosci moze
by¢ adsorbent otrzymany do wydzielania syntetazy ty-
midylanowej z réznych komérek nowotworowych, za-
wierajacy inhibitor tego enzymu zwigzany z porowa-
tym kopolimerem kwas akrylowy/diwinylobenzen [23].
W analizie $ladowej immunosorbenty zastosowano po
raz pierwszy jako metode przygotowania prébek do oz-
naczania estrogenéw w surowicy krwi i moczu oraz af-
latoksyn w mleku [24, 25]. Znacznie trudniejsze jest jed-
nak otrzymanie przeciwcial selektywnych w stosunku
do niewielkich czasteczek ze wzgledu na niezbyt duza
specyficznos¢ oddzialywan. W takim przypadku malo-
czasteczkowe pestycydy wiaze sie kowalencyjnie z bial-
kami, tworzac tak zwane konjugaty biatkowe, ktére sta-
nowia wlasciwy antygen zdolny do wywolania reakgcji
immunologicznej i utworzenia selektywnego przeciw-
ciala [26] (por. rys. 2).

Duza selektywnos¢ immunoekstrakeji i klopoty
zwiazane z otrzymaniem odpowiednich przeciwcial
staty sie powodem podjecia préb syntezy sorbentéw po-
limerowych nasladujacych tego typu oddzialywania. Do
tego celu prébuje si¢ wykorzystac polimery z tzw. odcis-
kami molekularnymi (Molecularly Imprinted Polymers,
MIPs). Polimery tego typu sa najintensywniej badana
w ostatnich latach grupa sorbentéw. Wykorzystuje sie je
jako selektywne adsorbenty do wyodrebniania i zateza-
nia niektérych lekéw z plynéw ustrojowych [26—28].
Pomimo wielu zalet, np. prostoty syntezy lub stabilnosci
w wysokiej temperaturze, w szerokim zakresie pH i w
rozpuszczalnikach organicznych, maja one dotychczas
ograniczone zastosowanie i wynika to z czesto niewiel-
kiej efektywnosci i malej powtarzalnosci otrzymywa-
nych wynikéw, a takze niezupelnej desorpcji zaadsorbo-
wanych zwiazkéw.

UKEADY MEMBRANOWE W WYDZIELANIU
SUBSTANC]I

Techniki membranowe, wykorzystywane od wielu lat
w réznorodnych procesach przemystowych, dopiero od
niedawna znalazly zastosowanie w przygotowaniu pré-
bek biologicznych i srodowiskowych do analizy. Rozdzial
mieszanin z zastosowaniem membran mozna przeprowa-
dzaé na rézne sposoby. Ogélnie biorac, membrana jest de-
finiowana jako pélprzepuszczalna przegroda rozdziela-
jaca dwie fazy, a przeptyw substandji z jednej fazy do dru-
giej stanowi wynik wystepowania gradientu potencjatu
chemicznego, stezenia badZ ciénienia jako sily napedowej
procesu. W wielu przypadkach membrana to porowata
folia polimerowa, na przyklad polipropylenowa, polisulfo-
nowa albo z modyfikowanej celulozy. W takim przypadku
rozdzial substancji wynika z réznicy w wymiarach czaste-
czek (filtracja, dializa). Selektywnosé tego typu proceséw
jest jednak niewielka, poniewaz w praktyce mozna od-
dzieli¢ jedynie substancje wielkoczasteczkowe od malo-
czasteczkowych. W analizie srodowiskowej procesy te
znajduja zastosowanie do wstepnego uwolnienia prébek
od zawiesin, zwiazkéw wielkoczasteczkowych i substancji
humusowych lub soli (dializa).

Wiegksza selektywnosé uzyskuje sie stosujac membra-
ny jonowymienne, kiedy to rozdzial substancji nastepu-
je w wyniku réznicy nie tylko w $rednicy czasteczek,
lecz takze w wielkosci i rodzaju ladunku jonéw. Jednak-
ze najwieksza selektywnosé daje ekstrakcja membrano-
wa, w ktdérej porowata membrana stanowi granice
dwéch faz, lub ekstrakcja z wykorzystaniem nieporowa-
tych membran polimerowych (tabela 2). Metody te cha-
rakteryzuja sie znikomym, rzedu mikrolitréw, zuzyciem
rozpuszczalnikéw, duza efektywnos$cia oczyszczania
i wysokim stopniem zatgzenia (o kilka rzedéw), co jest
zwlaszcza wazne w analizie $ladowych ilosci substancji.
Nie bez znaczenia jest réwniez fakt mozliwosci bezpo-
$redniego polaczenia z urzadzeniami analitycznymi
i automatyzacji procesu [9—11].
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Tabela 2 Przeglad warunkoéw ekstrakcji za pomocg unieruchomionej membrany ciektej (SLM) 1
Table 2 Overview of the conditions of supported liquid membrane (SLM) extraction

Analit Faza donorowa Faza membranowa
Transport dyfuzyjny
Kwasy kwasowa org. (+ TOPO)
Zasady zasadowa org.
Transport przeno$nikowy
Jony metali 8-hydroksychinolina org.
Jony metali kwas (pH - 3) DEHPA
Cukry, diole obojetna kwasy borowe
Anionowe zwiazki po- .
. . kwasowa aminy
wierzchniowo czynne
Aminofosfoniany zasadowa trioktylometyloamina
kwas (pH - 3) DEHPA
Aminokwasy zasadowa trioktylometyloamina
zasadowa kompleksy Pd
ImmunoSLM
Triazyny obojetna org.
Fenole kwasowa org.

Faza Postac transportowanej . .
L Sposéb wychwytywania
akceptorowa substancji
zasadowa obojetna aniony
kwasowa obojetna kationy
DTPA kompleks zjonizowany kompleks
kwas (pH - 0) kompleks przeciwtransport H+
kwasowa kompleksy kowalencyjne protonowanie przenos$nika
zasadowa para jonowa deprotonacja przeno$nika
kwasowa para jonowa kationy
kwas (pH = 0) kompleks przeciwtransport H+
kwasowa para jonowa kationy
kwasowa kompleks kationy
przeciwciata obojetna kompleks z przeciwciatem
przeciwciata obojetna kompleks z przeciwciatem

*TOPO — tlenek trioktylofosfiny; DTPA — kwas dietylenotriaminopentaocto wy; DEHPA — kwas dietyloheksylofosforowy.

EKSTRAKCJA Z UZYCIEM CIEKLYCH MEMBRAN
UNIERUCHOMIONYCH

Zgodnie z definicja, ciekta membrane mozna okreséli¢
jako poétprzepuszczalnag, ciekta bariere rozdzielajaca
dwie fazy. Transport substanq'i nastepuje z fazy donoro-
wej (zasilajacej, Zzrédtowej, nadawy) przez cieklg faze
membranowg do fazy akceptorowej (odbierajgcej, per-
meatu). Rozdziat substancji w tego typu membranach
jest wynikiem proceséw dyfuzyjnych (ciekte membrany
bez przenoénika) lub reakcyjno-dyfuzyjnych (gdy
w membranie obecny jest przenos$nik).

Unieruchomiong membrane ciektg (Supported Liquid
Membrane, SLM) stanowi organiczny rozpuszczalnik za-
wieszony sitami kapilarnymi w porach hydrofobowej
porowatej folii polimerowej. Jako faze membranowg sto-
suje sie najczesciej weglowodory o dtugich tancuchach,
takie jak np. n-undekan, oraz bardziej polarne wyzsze
alkohole (oktanol, dekanol), etery (eter diheksylowy,
o-nitrofenylowo oktylowy) i estry [fosforan tri-(2-etylo-

heksylowy)].

Rys. 3. Rodzaje separatorow stosowanych do ebtrakcji za po-
mocg unieruchomionych membran ciektych (SLM): a) modut
membranowy o objetosci kanatu akceptorowego 1 ml, b) modut
membranowy o objetosci kanatu akceptorowego 10 pi, ¢) mo-
dut membranowy typu hollow-fiber kanatu akceptorowego
objetosci 1,3 pl

Fig. 3. Types of separators used in supported liquid membrane
(SLM) extraction: a) membrane module of 1 mL acceptor
channel volume, b) membrane module of 10 pL acceptor chan-
nel volume, ¢) membrane module ,,hollow-fibre" type of 1.3 pL
acceptor channel volume

Efektywno$¢ transportu substancji przez tego typu
membrane zalezy od jej wspétczynnikéw podziatu po-
miedzy poszczegdélnymi fazami uktadu separacyjnego.

Tylko substancje, ktére sa tatwo ekstrahowane z fazy

b)
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donorowej (podajacej) do membranowej i dodatkowo
latwo reekstrahowane z fazy membranowej do fazy ak-
ceptorowej (odbierajacej) moga byé przez membrane
transportowane. Natomiast rozdzial mieszaniny zwiaz-
kéw jest wynikiem réznicy ich wspélczynnikéw podzia-
lu, podobnie jak w przypadku ekstrakcji ciecz-ciecz,
i zalezy od fizykochemicznych wlasciwosci czasteczek
[30]. W celu zwigkszenia wydajnosci i selektywnosci
ekstrakgji, do fazy organicznej dodaje sie specyficzne
zwiazki ulatwiajace ekstrakcje dzieki zdolnosci do kom-
pleksowania wybranych sktadnikéw mieszaniny.

Do ekstrakgji za pomoca SLM uzywa si¢ typowych
separatoréw dializacyjnych zbudowanych z dwdch blo-
kéw z obojetnego materiatu, najczesciej teflonu. W blo-
kach tych sa wydrazone kanaly objetosci od 1 do 1000 pl,
przez ktére przeptywaja fazy donorowa i akceptorowa.
Pomiedzy blokami umieszcza si¢ unieruchomiona
membrane ciekla i calos¢ skreca §rubami (rys. 3).

Ekstrakcja zwigzkow jonowych za pomoca SLM

Zwiazki o charakterze kwasowym lub zasadowym
mozna w latwy sposéb rozdzielaé i zatezaé za pomoca
SLM na drodze doboru odpowiedniego pH faz wodnych
— donorowej i akceptorowej. Zasade ekstrakcji zwiaz-
kéw o charakterze kwasowym przedstawia schemat A
na przyktadzie kwaséw organicznych. Faze donorowa
(prébke) doprowadza sie tu do pH nizszego o dwie lub
wiecej jednostek od pK, kwasu, tak aby kwas wystepo-
wal w niej w postaci niezdysocjowanej, a nieruchoma

faza faza faza akceptorowa
donorowa membranowa (zasadowa)
RCOO'\ [vRCOO'
RCOOH *,—,—» RCOOH
o Low
pH <pK, pH >>pK, )

Schemat A. Ekstrakcja kwasdw organicznych za pomocq SLM
(objasnienia w tekscie)

Scheme A. SLM extraction of organic acids (explanations in
the text)

faze akceptorowa stanowi zasadowy bufor. Kiedy tak
przygotowana prébke pompuje sie przez kanal donoro-
wy, niezdysocjowane czasteczki kwasu sa ekstrahowane
do organicznej fazy membranowej i moga przez nia dy-
fundowaé do granicy faz membrana—faza akceptorowa.
Natomiast w zasadowej fazie akceptorowej czasteczki te
dysocjuja dajac aniony, co zapobiega ich reekstrakcji do
fazy membranowej. Jezeli faza akceptorowa jest faza sta-
cjonarna o okreslonej, niewielkiej objetosci, a wielokrot-
nie wigeksza objetos¢ fazy donorowej jest pompowana
przez uklad, to stezenie ekstrahowanej substancji w fazie
akceptorowej jest duzo wieksze od jej stezenia w prébce,

czyli substancja jest zatezana. Substancje wystepujace
w kwasowej fazie akceptorowej w postaci zjonizowanej,
takie jak biatka lub zwiazki zasadowe, nie s3 ekstrahowa-
ne do hydrofobowej fazy organicznej, a ekstrakcja sub-
stancji obojetnych zachodzi do wyréwnania stezen.
W efekcie, selektywnie ekstrahowane i zatezane sa wy-
lacznie maloczasteczkowe zwiazki kwasowe. W podob-
ny sposéb, zmieniajac tylko pH na wysokie w fazie dono-
rowej i niskie w akceptorowej, mozna zatezaé zwiazki
o charakterze zasadowym [12].

Mozliwoéé zastosowania membran cieklych do przy-
gotowania prébek w analizie srodowiskowej po raz
pierwszy wykazat Audunsson [31]. Od tego czasu w li-
teraturze opisano wiele przykladéw zastosowania SLM
w analizie réznorodnych substancji w prébkach zyw-
nosci, srodowiskowych i ptynéw fizjologicznych.
Przykladem stosowania SLM w analizie prébek $rodo-
wiskowych moze byé wydzielanie kwaséw organicz-
nych z prébek wéd gruntowych [32] i powietrza [33] do
analizy metoda chromatografii jonowymiennej, fenoli
i kwaséw fenoksyoctowych z wody [34, 35] oraz herbi-
cydéw triazynowych [36] i sulfomocznikowych [37]
z wody do analizy metoda wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (IHHPLC), a takze amin alifatycznych
z powietrza [38] do analizy za pomoca chromatografii
gazowej (GC).

Ekstrakcja SLM z uzyciem przenosnikéw

W opisany powyzej sposéb, wykorzystujacy jedynie
rézne wartosci pH fazy donorowej oraz akceptorowej,
niemozliwa jest ekstrakcja i zatezanie jonéw metali,
a takze zwiazkéw dwu- i wielofunkcyjnych, poniewaz
w calym zakresie pH wystepuja one w postaci jonowej
i zazwyczaj sa nierozpuszczalne w niepolarnej fazie
membranowej. W takim przypadku konieczne jest za-
stosowanie specyficznego czynnika ekstrahujacego
zdolnego do tworzenia obojetnego kompleksu lub pary
jonowej z jedna z postaci jonowych ekstrahowanego
zwiazku, co umozliwia jej dyfuzje przez membrane.
Zwiazek kompleksujacy (nazywany przenosnikiem) do-
daje sie najczesciej do fazy membranowej, a faza akcep-
torowa musi mie¢ taki charakter, aby transportowane
zwiazki byly uwalniane z kompleksu transportujacego
w postaci jonéw lub aby mozliwe bylo tworzenie trwa-
tych, nierozpuszczalnych w fazie membranowej no-
wych komplekséw. Przeno$niki musza charakteryzo-
wa¢ sie dobra selektywnoscia, odpowiednimi stalymi
kompleksowania, a przede wszystkim dobra rozpusz-
czalnoscia w fazie organicznej i brakiem rozpuszczal-
nosci w roztworach wodnych. Jako przenosniki w trans-
porcie stuza zwiazki makrocykliczne (etery koronowe,
kryptandy, kaliksareny), metaloporfiryny, uklady supra-
molekularne, a w analityce — kwasy organiczne i sole
amin.

Mechanizm transportu zwiazkéw w postaci anionéw
i kationéw ilustruje schemat B. Do ekstrakcji zwigzkéw
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gradient CI"
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Schemat B. Ekstrakcja SLM z uzyciem przenos$nikoéw: a) prze-
nosnik kationowy (przenoszenie anionéw A') — czwartorze-
dowa s6l amoniowa, b) przeno$nik anionowy (przenoszenie
kationéw A +) — diester kwasu fosforowego

Scheme B. Carrier-mediated SLM extraction: a) cationic car-
rier (transfer of anions A') — quarternary ammonium salt, b)
anionic carrier (transfer of cations A*) — diester of phosphoric
acid

w postaci kationowej sg stosowane odpowiednie kwasy
organiczne [naftalenowy, undekanowy, di-(2-etylohek-
sylo) fosforowy], a sita napedowa transportu jest naj-
czeéciej gradient protonéw. Natomiast w ekstrakcji
zwigzkéw anionowych przenos$nikami sg zwykle trze-
cio- i czwartorzedowe sole amoniowe, np. chlorowodo-
rek trioktyloaminy, lub chlorek trioktylometyloamonio-
wy (,Aliquat 336") a sile napedowa procesu stanowi
z reguty gradient stezenia matoczasteczkowych anio-
néw, np. jonéw chlorkowych. Zastosowanie SLM z kwa-
sem di-(2-etyloheksylo) fosforowym (schemat Bb) po-
zwala na oznaczanie metali ciezkich w wodzie na pozio-
mie stezen rzedu 10'9 (ppb) [39, 40], podczas gdy sole
amoniowe (schemat Ba) zostaty uzyte w roztworach
wodnych do ekstrakcji z nich anionowych zwigzkéw
powierzchniowo czynnych [41] oraz popularnego herbi-
,Glifozat"

cydu i jego podstawowego metabolitu —

kwasu aminometylofosfonowego [42,43].

Immuno-SLM

Opisane powyzej procesy ekstrakcji z uzyciem unie-

ruchomionych membran ciektych, zwigzanej z odpo-
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wiednim doborem wartosci pH faz wodnych, oraz eks-
trakcji z udziatem przenos$nika nie pozwalaja na zateza-
nie substancji niejonowych, a ponadto charakteryzuja
sie ograniczong selektywnos$cig. Duza selektywno$é wy -
odrebniania mozna uzyska¢ dzieki wprowadzeniu spe-
cyficznego przenos$nika lub substancji reagujacej z eks-
trahowanym zwiagzkiem w fazie akceptorowej.

Specyficznymi reagentami stosowanymi do wigzania
analitu w fazie akceptorowej sg przeciwciata mono- i po-
liklonalne. Przeciwciata takie umozliwiajg réwniez wy-
odrebnianie zwigzkéw o charakterze niejonowym i za-
stosowanie metod immunodetekcji do ich oznaczania.
Specyficzne dla danych antygenéw (Ag) przeciwciata
(Ab) umieszcza sie w fazie akceptorowej jako substancje
selektywnie reagujace z ekstrahowanym zwiazkiem,
aw fazie donorowej ustala sie takie pH, w ktérym zwia-
zek ten jest obojetny i moze by¢ ekstrahowany do fazy
membranowej. Czgsteczki antygenu (substancji analizo-
wanej) sg transportowane z fazy donorowej do akcepto-
rowej w wyniku wystepujacej miedzy tymi fazami réoz-
nicy jego stezen, a w fazie akceptorowej zostaja selek-
tywnie wigzane przez specyficzne przeciwciata poliklo-
nalne. Ze wzgledu na tworzenie sie w tej fazie komplek-
su przeciwciato-antygen (Ab-Ag) gradient stezenia Ag
wystepuje przez caty czas trwania procesu ekstrakcji, co
umozliwia zatezanie tej substancji analizowanej. Po
umiejscowieniu sie jej, czyli antygenu, w roztworze ak-
ceptorowym w postaci kompleksu Ab-Ag, w roztworze
tym oznacza sie nadmiar przeciwciat (Ab). Zasade dzia-
tania immuno-SLM przedstawia rys. 4.

Oddziatywania przeciwciato-antygen okres$la sie
iloéciowo na drodze detekcji specjalnego znacznika
(markera) wprowadzonego do przeciwciata (Ab ) lub
substancji analizowanej (Ag ). W tym celu uzywa sie
substanqg'i znaczonych izotopami H 3,1125lub C 14, a takze
markeréw fluorescencyjnych albo enzymoéw, np. perok-
sydazy, alkalicznej fosfatazy, esterazy acetylocholinowe
i (3-galaktozydazy. Uktad taki charakteryzuje sie dobra

Rys. 4. Schemat dziatania Immuno-SLM
Fig. 4. Scheme of Immuno-SLM operation
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Rys. 5. Schemat przeplywowego ukladu analitycznego z zasto-
sowaniem Immuno-SLM: a — pompa perystaltyczna, b —
odpad, ¢ — modut membranowy, d — detektor, (1, 2, 3 —
pompy dozujqce)

Fig. 5. Scheme of analytical flow system using Immuno-SLM:
a) peristaltic pump, b) waste, c) membrane module, d) detector
(1,2, 3 — metering pumps)

wydajnoscia ekstrakcji, a przede wszystkim znaczna se-
lektywnoscia wynikajaca z duzego powinowactwa prze-
ciwcial do danego antygenu.

Przeciwcial poliklonalnych uzyto do ekstrakcji 4-nit-
rofenolu, a do oznaczania kompleksu przeciwciato-an-
tygen w modelowych roztworach wodnych zastosowa-
no znacznik fluorescencyjny [42]. Specyficznych prze-
ciwciat poliklonalnych uzyto réwniez do ekstrakgji atra-
zyny z wody pitnej, wody rzecznej i sokéw owocowych.
Do detekcji wykorzystano tu antygeny ze znacznikami
fluorescencyjnymi, a otrzymana mieszanine zawierajaca
Ab-Ag, Ab-Ag' oraz Ag' rozdzielano metoda HPLC i oz-
naczano z zastosowaniem detektora fluorescencyjnego.
Uzyskano o ok. dwa rzedy nizszy poziom wykrywal-
nosci w poréwnaniu z innymi immunologicznymi me-
todami oznaczania tego zwiazku [29, 43]. Schemat ukla-
du analitycznego z systemem przeplywowej detekcji
(on-line) przedstawia rys. 5.

PODSUMOWANIE

Przygotowanie prébek do analizowania substancji
wchodzacych w sklad skomplikowanych mieszanin, ta-
kich jak prébki srodowiskowe badZ prébki zywnosci,
nie jest latwe i wymaga zastosowania wielu pracochton-
nych, drogich procedur. Oprécz ekstrakcji ciecz-ciecz za-
lecanej w wielu typowych sposobach postepowania ana-
litycznego coraz wigksze znaczenie uzyskuja i coraz

czeSciej sa stosowane réznorodne metody membrano-
we, a takze ekstrakcja do fazy stalej z wykorzystaniem
sorbentéw polimerowych.

Wybér metody przygotowania prébki do analizy za-
lezy przede wszystkim od wiasciwosci analizowanej
substancji oraz ilosci i rodzaju wystepujacych w niej ko-
lidujacych zanieczyszczen, a takze od wymaganego po-
ziomu wykrywalnoéci, stosowanej aparatury pomiaro-
wej, mozliwosci automatyzacji procesu itp. W analizie
nieskomplikowanych, srodowiskowych prébek wody,
nie zawierajacych zbyt wielu substancji kolidujacych,
najbardziej efektywnym sposobem przygotowania
prébki do analizy wydaje sig by¢ ekstrakcja do fazy sta-
lej (SPE), po uprzednim wstepnym oczyszczeniu od za-
wiesin i substancji humusowych. Natomiast w przypad-
ku prébek gleby lub Zywnosci, zawierajacych zwykle
wiele substancji o podobnych wiasciwosciach mogacych
kolidowaé z analitem, konieczne jest zastosowanie bar-
dziej selektywnych metod, takich jak ekstrakcja ciecz-
ciecz, a przede wszystkim, latwa w automatyzacji eks-
trakcja za pomoca unieruchomionych membran
ciektych (SLM). W niektérych bardziej skomplikowa-
nych przypadkach, na przyklad w jednoczesnej analizie
pestycydéw i ich metabolitéw, w celu osiagniecia odpo-
wiedniej selektywnosci i wysokiego poziomu wykry-
walnosci niezbedne jest jednoczesne zastosowanie kilku
metod oczyszczania, wydzielania i zatezania analizowa-
nych substancji. Przykladem takiego sposobu postepo-
wania moze by¢ wydzielanie i zatezanie znanego herbi-
cydu, mianowicie atrazyny z sokéw owocowych, gdzie
wykorzystano unieruchomiona membrane ciekla w po-
laczeniu z ekstrakcja do fazy stalej. Zastosowanie SLM
pozwolilo na selektywne wydzielenie i usuniecie sub-
stangji kolidujacych oraz na wstepne zatezenie, nato-
miast metoda SPE umozliwila (dzieki zatezeniu) znacz-
ne obnizenie (o kilka rzedéw wartosci) poziomu wykry-
walnosci [45].
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