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MEMBRANY CIEKLE W ANALIZIE SRODOWISKA

Streszczenie. Unieruchomione membrany ciekte (SLM) mogga by¢ uzyte do selek-
tywnego wydzielania i zatezania réznorodnych substancji w ich analizie za pomoca
chromatografii i elektroforezy kapilarnej. W niniejszym przegladzie przedstawiono
podstawy dziatania SLM oraz mozliwosci ich zastosowania do analizy zawartosci
kwasdw organicznych, pestycydéw, amin i metali w $rodowisku.

LIQUID MEMBRANES IN ENVIRONMENTAL ANALYSIS

Summary. Supported liqguid membrane (SLM) technique can be used for selective
and efficient extraction and enrichment of various types of analytes prior to chroma-
tographic or electrophoretic analysis. In this review the basic of the SLM technique is
described, together with environmental (pesticides, organic acids, amines and metal
ions) applications.

1. Wstep

Przygotowanie prébek do analizy to istotny element procedur analitycznych, szczeg6lnie
wazny w analityce $rodowiska. Problem ten zyskat na znaczeniu w ostatnich latachfze
wzgledu na fakt, iz wedtug opinii wielu autoréw [1], wiecej niz 60% czasu i catkowitych
kosztow analizy stanowi przygotowanie prébek, podczas gdy wiasciwa analiza to mniej niz
10% czasu i kosztow. Bardzo czesto konieczne jest bowiem wstepne oczyszczenie i wydzie-
lenie analizowanej substancji ze skomplikowanej mieszaniny zawierajacej réznego rodzaju
zwigzki wielkoczasteczkowe, jak kwasy humusowe w przypadku prébek s$rodowiskowych,
ktére znaczaco wptywajg na poziom detekcji analitbw. Ten etap nazywany jest oczyszcza-

niem (cleanup) ijest jednym z najwazniejszych w przygotowaniu prébek do analizy. Innym,
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waznym aspektem procesu przygotowania prébek do analizy jest zatezanie substancji anali-
zowanych w celu zmniejszenia ich limitu detekcji. Wreszcie istotnym elementem jest rowniez
mozliwo$¢ bezposredniego potaczenia z urzadzeniem analitycznym automatyzacji catego
procesu analizy. Pozwala to na opracowanie zamknietego systemu analitycznego i lepszg kon-
trole zanieczyszczen, co jest szczegdlnie wazne w analizie sladowych ilosci substancji.
Najczesciej stosowanymi technikami rozdzielania i zatezania substancji w analityce che-
micznej sg ekstrakcja ciecz-ciecz i ekstrakcja na fazie statej (solidphase extraction). Techni-
ka czesciej uzywana, ze wzgledu na mozliwo$¢ bezposredniego przytaczenia do urzadzenia
analitycznego i tym samym automatyzacji procesu, jest ekstrakcja na fazie statej. Metoda ta
charakteryzuje sie takimi zaletami, jak: niewielka pracochtonno$é, wysoki stopien zatezania i
zuzycie matych objetosci rozpuszczalnikéw. Natomiast do jej podstawowych wad zaliczyé
mozna: duzg czasochtonnos¢, wysoki koszt wynikajacy z duzego zuzycia wymiennych sor-
bentéw i niewielka selektywno$¢ ograniczajgca sie do jedynie do mozliwosci rozdzielenia
substancji niepolarnych i polarnych. Natomiast ekstrakcja ciecz-ciecz jest technikg bardziej
wszechstronng, umozliwiajgcg skuteczniejszy rozdziat réznorodnych substancji ze ztozonych
mieszanin, ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania specyficznych reagentéw pozwalajacych
na w miare selektywne wydzielenie pozadanego zwigzku. Metoda ta ma jednak wiele wad,
takich jak duze zuzycie, czesto toksycznych, na przyktad chlorowanych rozpuszczalnikéw,
tworzenie sie emulsji uniemozliwiajacych wiasciwy rozdziat faz i ograniczong mozliwosé
automatyzacji i bezposredniego potaczenia z urzadzeniem analitycznym. Dodatkowg wadg
tej metody jest ograniczona mozliwo$¢ zatezania substancji, maksymalnie dziesieciokrotnie,
co jest szczegdlnie istotne w analizie sladowych ilosci substancji. Z tego powodu jej zasto-
sowanie do ekstrakcji i przygotowania probek do analizy jest ograniczone. Zastosowanie
hydrofobowych membran do rozdziatu faz w ekstrakcji oraz membran zawierajgcych faze
organiczng pozwala na znaczne zwiekszenie mozliwosci analitycznych zastosowan ekstrak-
cji. Najwazniejsza z technik membranowych stosowanych do tego celu, unieruchomione
membrany ciekie (SLM), oparta jest na systemie tréjfazowym, w ktérym faza organiczna,
immobilizowana w porach hydrofobowej folii polimerowej, rozdziela dwie fazy wodne. SLM
jest zatem kombinacja ekstrakcji z reekstrakcja i dializy w jednym etapie. Metoda ta charak-
teryzuje sie wieloma zaletami w poréwnaniu do tradycyjnie stosowanych w przygotowaniu
prébek do analiz $ladowych ilosci substancji. Najwazniejszymi jej zaletami sg wysoka selek-
tywnos$¢, mozliwos¢ otrzymania bardzo czystych ekstraktéw nawet ze skomplikowanych
matryc, jak réwniez wysoki stopien zatezenia, ktdry moze w niektérych przypadkach osiggac¢
wartosci idgce w tysigce oraz niewielkie zuzycie rozpuszczalnikéw i specyficznych ekstra-
hentow. Dodatkowg zaletg tej metody jest mozliwos¢ tatwego potgczenia z instrumentami
analitycznymi, chromatografig gazowga i cieczowgq oraz elektroforeza kapilarng. Z tych tez

powod6w unieruchomione membrany ciekte stosuje sie jako metode przygotowania probek
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do selektywnego iloSciowego oznaczania wielu substancji zaréwno w analityce medycznej,

jak i$rodowiskowej [2-4],

2. Ekstrakcja za pomocg unieruchomionych membran ciektych

Unieruchomione membrany ciekte rzadko sg uzywane do rozdziatu i wydzielania sub-
stancji na skale przemystowg, co wynika z ich niestabilnosci. Znalazty one jednak szerokie
zastosowanie w chemii analitycznej, jako metoda przygotowania probek do analizy [1-4],

W przypadku SLM wtasciwg membrang jest rozpuszczalnik organiczny umieszczony w
porach cienkiej, porowatej folii polimerowej. Jako matryc polimerowych uzywa sie najcze-
Sciej folii hydrofobowych polimeréw, takich jak: polietylen, polipropylen, polisulfon i teflon.
Natomiast typowymi rozpuszczalnikami uzywanymi do tego celu sg dtugotancuchowe we-
glowodory (undekan, dodekan) i ich mieszaniny, a takze wyzsze alkohole alifatyczne, etery
(n-heksylowy, o-nitrofenylooktylowy) i estry (fosforan tri(2-etyloheksylowy)). Podobnie jak
dla ekstrakcji ciecz-ciecz mozliwe jest zastosowanie w fazie membranowej specyficznych
ekstraktantéw co pozwala na skuteczny rozdziat i selektywne wyodrebnienie danego sktadni-
ka. Typowe separatory uzywane w ekstrakcji za pomocg SLM zbudowane sg z dwéch blokéw
z obojetnego materiatu z wydrazonymi kanatami, przez ktore przeptywaja fazy donorowa i
akceptorowa. Pomiedzy tymi blokami umieszcza sie unieruchomiong membrane ciekis i ca-
tos¢ skreca Srubami. Objetosci poszczegolnych kanatdw w typowych uktadach wynosza od 10
do 1000 pt, a w specjalnym uktadzie typu ,,hollow-fiber” nawet ok. 1 pl. Separatory stosowa-

ne do przygotowania probek w analizie przedstawiono schematycznie na rys.l.

Rys. 1. Rodzaje modutéw membranowych, (a) Modut o objetosci kanatow
1ml (A - blok z obojetnego materiatu, B - membrana), (b) Modut o
objetosci kanatéw 10 pl. (c) Modut o objetosci kanatow 1 pl [1,2]

Fig. 1. Types of membrane separators, (a) Membrane unit with 1 ml volume
(A - blocks of inert material, B - membrane), (b) Membrane unit
with 10 pl volume, (c) Membrane unit with 1 pl volume [1,2]
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2.1. Ekstrakcja zwigzkdéw jonowych

Unieruchomione membrany ciekte sg stosowane do wydzielania i zatezania wielu klas
zwigzkéw organicznych. Ekstrakcja i zatezania zwigzkow jonowych sg mozliwe tylko wtedy
gdy transportowane czasteczki wystepuja w fazie donorowej w formie niejonowej, a w fazie
akceptorowej sgjonizowane co zapobiega ich reekstrakcji. Osigga sie to najczesciej poprzez
dobor odpowiedniego pH tych dwdéch faz wodnych dla zwigzkéw posiadajacych jeden rodzaj
grup funkcyjnych. Zwiazki o charakterze kwasowym lub zasadowym mozna w tatwy sposéb
ekstrahowaé i zateza¢ poprzez dobor takiego pH faz wodnych, by w fazie donorowej cza-
steczki zwiazku miaty charakter niejonowy i mogty dyfundowac na drugg strone membrany, a
w fazie akceptorowej byly jonizowane. Jezeli faza akceptorowa jest fazg stacjonarng o
okreslonej, niewielkiej objetosci, a duza objeto$¢ fazy donorowej jest pompowana przez
uktad, to stezenie substancji w fazie akceptorowej moze by¢ duzo wyzsze od stezenia w fazie
donorowej, czyli substancjajest zatezana.

Zasade ekstrakcji zwigzkéw o charakterze kwasowym przedstawiono na rys. 2 na przy-
ktadzie kwasoéw organicznych [5], Faze donorowg (probke) doprowadza sie do pH nizszego
od pKa kwasu, tak aby kwas wystepowat w niej w formie niezdysocjowanej, a nieruchoma
faze akceptorowag stanowi zasadowy bufor. Kiedy tak przygotowana prébka jest pompowana
przez kanat donorowy, niezdysocjowane czasteczki kwasu sg ekstrahowane do fazy membra-
nowej i moga przez nig dyfundowaé do granicy faz membrana-faza akceptorowa. W zasado-
wej fazie akceptorowej czasteczki te dysocjujg dajac aniony, co zapobiega ich reekstrakcji do
hydrofobowej fazy membranowej. W wyniku tego wszystkie czasteczki kwasu sa transporto-
wane z fazy donorowej do akceptorowej. Poniewaz faza nieruchoma akceptorowa ma obje-
to$¢ duzo mniejsza od probki pompowanej przez kanat donorowy, nastepuje zatezanie sub-
stancji w tej fazie nawet o kilka rzedéw, w zaleznosci od ich objetosci i czasu ekstrakcji
[1,2].

donor membrana akceptor

~"RCOOH

Rys. 2. Schemat transportu przez membrany zwigzkéw jonowych
Fig. 2. Schematic description of the membrane transport of ionic species
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Wazny rowniez jest fakt, ze zwigzki o charakterze zasadowym w fazie donorowej o ni-
skim pH wystepujg w formie sprotonowanej, nie moga wiec by¢ transportowane przez hydro-
fobowa membrane. Natomiast zwigzki niejonowe moga by¢ ekstrahowane, ale tylko do wy-
rébwnania stezen, nie sg wiec w tych warunkach zatezane. Réwniez zwiazki wielkoczastecz-
kowe nie sa zatezane, nawet gdy majg charakter kwasowy, co wynika z ich niewielkich
wspotczynnikéw dyfuzji w organicznej fazie membranowej. Dlatego tez przedstawiony spo-
s6b ekstrakcji charakteryzuje sie wysoka selektywnos$cig w stosunku do niskoczasteczkowych
substancji o charakterze kwasowym.

W podobny spos6b mozna réwniez selektywnie wyodrebniaé i zateza¢ substancje o cha-
rakterze zasadowym odwracajac tylko pH faz donorowej i akceptorowej przedstawionych na
rys. 2. W celu zwiekszenia stopnia zatezenia zwigzkéw organicznych i ich selektywnej eks-
trakcji mozliwe jest rGwniez jednoczesne zastosowanie unieruchomionych membran ciektych
i ekstrakcji na fazie statej. Taki uktad zastosowano do wydzielania i zatezania znanego herbi-
cydu, atrazyny z sokdw owocowych uzyskujac selektywne wydzielenia za pomocg SLM i

dodatkowe zatezenie prébki za pomoca SPE [6].

2.2. Ekstrakcja z zastosowaniem przenos$nikow

W omoéwiony wyzej, prosty spos6b niemozliwe jest jednak zatezanie i ekstrakcja zwigz-
kéw dwufunkcyjnych, poniewaz w kazdym pH wystepuja one w formie jonowej, a takze jo-
now metali. Ekstrakcja i zatezanie tego typu substancji wymaga zastosowania specyficznego
przenos$nika (ekstraktanta), w fazie membranowej, zdolnego do tworzenia kompleksu lub
pary jonowej z ktorg$ z form jonowych tych zwigzkéw. Natomiast faza akceptorowa musi
miec taki charakter, aby transportowane zwiazki nie mogty by¢ reekstrahowane lub zawierac
substancje zdolne do tworzenia z nimi nierozpuszczalnych w fazie membranowej trwatych
komplekséw. Mechanizm transportu z udziatem przeno$nika na przyktadzie jondw metali
ciezkich przedstawia rys. 3. Zastosowanie SLM z kwasem di-(2-etyloheksylo)fosforowym
jako przeno$nikiem pozwala na oznaczanie tych metali w wodach powierzchniowych dla

stezen w zakresie pg/dm3[7].

donor _ . membrana akceptor
c M 'S, H+
M+

Rys. 3. Mechanizm transportu z udziatem przenosnika (C - przenos$nik)
Fig. 3. Carrier transport mechanism (C - carrier)
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2.3. ImmunoSLM

Zarowno ekstrakcja z zastosowaniem przenos$nika, jak i poprzez odpowiedni dob6r pH
faz wodnych nie pozwala na zatezanie substancji o charakterze niejonowym, a ponadto cha-
rakteryzuje sie ograniczong selektywnos$cia. Wysoka selektywno$é ekstrakcji mozna uzyskac
poprzez zastosowanie specyficznego przenosnika lub substancji reagujacej z ekstrahowanym
zwiagzkiem w fazie akceptorowej. Takimi specyficznymi reagentami pozwalajacymi na
zwiekszenie selektywnosci ekstrakcji moga by¢ przeciwciata. Wtedy mozliwa jest réwniez
ekstrakcja zwigzkéw o charakterze niejonowym i zastosowanie metod immunodetekcji do ich
oznaczania. Specyficzne dla danych antygenéw (Ag) przeciwciata (Ab) umieszcza sie w fa-
zie akceptorowej jako substancje selektywnie reagujace z ekstrahowanym zwigzkiem, a w
fazie donorowej ustala sie takie pH, w ktérym zwigzek ten jest obojetny i moze by¢ ekstra-
howany do fazy membranowej. Obojetny antygen jest transportowany z fazy donorowej do
akceptorowej w wyniku wystepujacej miedzy tymi fazami roznicy jego stezen. Ze wzgledu na
tworzenie sie w fazie akceptorowej kompleksu przeciwciato-antygen (Ab-Ag) gradient steze-
nia wystepuje przez caty czas trwania procesu ekstrakcji. Uktad taki charakteryzuje sie dobrg
wydajnoscig wynikajacg z wysokiego powinowactwa przeciwciat do danego antygenu. Moz-
liwe jest réwniez otrzymanie specyficznosci dla danej grupy zwigzkoéw lub dla pojedyriczego
zwiagzku w zaleznos$ci od tego, czy zastosuje sie przeciwciata poli- lub monoklonalne. Wigk-
szg specyficznos$cig charakteryzujg sie przeciwciata monoklonalne, ale w tym drugim przy-
padku mozliwajest jednoczesna ekstrakcja i oznaczanie catej klasy zwiazkow.

Oddziatywania przeciwciato-antygen (Ab-Ag) okresla sie iloSciowo poprzez detekcje
specjalnego znacznika (markera) wprowadzonego do przeciwciata (Ab*) lub substancji anali-
zowanej (Ag*). W tym celu uzywa sie substancji znaczonych izotopami 1H3 531125 lub eC14 a
takze markeréw fluorescencyjnych lub enzyméw takich, jak peroksydaz, alkalicznej fosfata-
zy, esterazy acetylocholinowej i P-galaktozydazy. Poliklonalnych przeciwciat uzyto do eks-
trakcji 4-nitrofenolu i atrazyny, a do oznaczania kompleksu przeciwciato-antygen zastosowa-
no znacznik fluoroscencyjny i uzyskano znaczne zmniejszenie limitu detekcji w poréwnaniu
z innymi metodami [2,8], Poréwnanie podstawowych danych charakteryzujgcych analize
atrazyny z uzyciem ImmunoSLM i immunoassay przedstawiono w tabeli 1.

Jak wynika z przedstawionych danych, zastosowanie ekstrakcji za pomocg ImmunoSLM
zdecydowanie poprawia zaréwno czuto$¢ metody, jak i limit detekcji atrazyny. Limit detekcji
zmniejsza si¢ w tym przypadku o okoto dwa rzedy.
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Tabela 1
Poréwnanie podstawowych danych charakteryzujgcych ImmunoSLM
i immunoassay dla atrazyny
Proces Czutosé 1C50 Limit d%t_gkql
Lpg pgL PgL
Immunoassay 0,32 240,46 16,40
ImmunoSLM 0,20 11,82 0,18

3. Podsumowanie

Wybér metody przygotowania probek srodowiskowych do analizy zalezy przede wszyst-
kim od wiasciwosci analitu i badanej probki, jak réwniez od wymaganego limitu detekcji,
mozliwosci automatyzacji procesu itp. Unieruchomione membrany ciekte w wielu przypad-
kach umozliwiaja wysoki stopied oczyszczenia i zatezenia analizowanej substancji. Daja
réwniez mozliwo$¢ bezposredniego potgczenia z urzadzeniem analitycznym, a tym samym
automatyzacji procesu. Dlatego tez sg z powodzeniem stosowane w analityce srodowiska do
wyodrebniania i zatezania zaréwno réznorodnych zwigzkéw organicznych, jak ijonéw meta-
li, w tym metali ciezkich. Charakteryzujg si¢ one wysokim stopniem zatezenia wynoszacym
trzy i wiecej rzedéw i dobrg selektywnoscig. Ciekawym i rokujgcym duze mozliwosci aplika-
cyjne sposobem realizacji ekstrakcji z uzyciem unieruchomionych membran ciektych jest
zastosowanie mono- i poliklonalnych przeciwciat do kompleksowania analizowanych sub-
stancji w fazie akceptorowej, tzw. ImmunoSLM. Zastosowanie tej metody znacznie zwieksza
selektywnos$¢ ekstrakcji, co jest szczeg6lnie wazne w przypadku analizy skomplikowanych
mieszanin na przyktad pestycyddéw w obecnosci ich metabolitow.

Literatura

1 Jonsson J. A., Mathiasson L.: Membrane extraction techniques for sample preparation, [w:]
Advances in Chromatography, Marcel Dekker, Inc. New York, Basel, 2001, Vol. 41.

2. Wieczorek P.: Membrany ciekte w wydzielaniu i zatezaniu aminokwasow i ich pochodnych.
Uniwersytet Opolski, Opole 2001.

3. Jonsson J. A., Mathiasson L.: Liquid membrane extraction in analytical sample preparation.
I. Principles. Trends Anal. Chem., 1999, 18, 5, 5.318-324.

4. Jonsson J. A., Mathiasson L.: Liquid membrane extraction in analytical sample preparation.
Il. Applications. Trends Anal. Chem., 1999, 18, 5, 5.325-334.



380 P. Wieczorek

5. Shen Y., Strom L., Jonsson J. A., Tyler G.: Low-moleculart organic acids in the rhizosphere
soil solution of beech forest (Fagus Sylvatica L.) cambisols determined by ion
chromatography using supported liquid membrane enrichment technique. Soil Biol.
Biochem., 1996, 28, s. 1163-1169.

6. Linewicz J.,, Dzygiel P., Wieczorek P.: Enrichment of triazine herbicides for their
determination in environmental samples. Proceedings of XVIth International Symposium
»Ars Separatoria”, Bydgoszcz, 2001, s. 226-231.

7. Ndungu K., Djane N.-K., Mathiasson L.: Determination of trace metal ions by ion-pair
chromatography after enrichment using supported liquid membrane. J. Chromatogr. A, 1998,
826, s. 103-108.

8. Tudorache M., Rak M., Thordarson, Wieczorek P., Jonsson J. A., Emneus J.: Immuno
extraction sampling of atrazine using SLM extraction coupled on-line to a flow

immunoassay. Anal. Chem., wyslane do druku.

Abstract

Membrane-based extraction techniques offer interesting alternatives to classical sample
preparation techniques in analytical chemistry. From those methods supported liquid
membrane (SLM) is selective and efficient technique for extraction and enrichment various
types of analytes prior to chromatographic or electrophoretic analysis. In this review the basic
of the SLM technique is described, together with environmental (pesticides, organic acids,
amines and metal ions) applications. Two types of membrane transport are used for extraction
of ionic species, simple by sample pH adjusted to a value in which the analyte is neutral
(extractable to hydrophobic membrane phase), by adding ion-pairing or chelating reagents to
the membrane or donor phases. Using the SLM extraction as a preconcentration method give
the possibility to reduce the detection limit by three or more orders of magnitude. A new and
interesting method of selective extraction of organic compounds based on antibody-antigen
interactions (ImmunoSLM). The enrichment of analytes was possible when a substantial

concentration of high affinity antibodies was used in the acceptor phase.



