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1. Sammendrag

I dette prosjektet har det blitt arbeidet med & ekstrahere basiske legemiddelanalytter basert pa
vaeske- veaske-vaeske mikroekstraksjon. Arbeidet har tatt utgangspunktet i1 en helt nytt
proveopparbeidelsmetode “Parallel Artificial Liquid Membrane Exctraction” (PALME), en form
for tre-fase mikroekstraksjon. Det ble undersekt om det var mulig & foreta en selektiv
ekstraksjon av polare og upolare analytter ved & teste ulike kunstige vaeskemembraner.
Hovedfokus har vert & selektere vaskemembraner som har tendens til & gi optimalt
ekstraksjonsutbytte og samtidig holde membranen intakt og anvendelig etter impregnering over
en viss tid. Hvordan pasette organisk lesemiddel p4 membranen med hensyn til automatisering
av teknikken i fremtiden, har ogsa vert et viktig forhold. 10 modellanalytter ble ekstrahert fra
200 pl vandig basisk prevelesning (donorfase), bestiende av 10 mM NaOH, over en organisk
vaeskemembran (supported liquid membrane, SLM) , og inn 1 en sur akseptorlesning
(akseptorfase). Vaskemembranen bestod av polypropylenmembran, hvor membranen ble
impregnert med ulike organiske lesemidler. I det endelige oppsettet ble det benyttet 200 ul
provelesning, 50 ul 10 mM NaOH, 50 ul 10 mM HCI (akseptorfase) og 2,5 ul vaeskemembran.
Ekstraktet ble deretter analysert ved kapillarelektroforese (CE).

Losemidler med kokepunkt over 220 °C ble funnet & vaere mest stabile da tap av lesemiddelet
var mindre for disse. Utbytte av ekstraksjonen etter lagring pa 0,1 og 3 timer var heyest for
losemiddel med lav flyktighet og heyt kokepunkt. Membranen anvendt under 1 time etter
impregnering ga heyt utbytte og lave RSD verdier bade for lesemidler med kokepunkt over og
litt under 200 °C. Generelt viste det seg at veskemembranen ber brukes kort tid etter
impregnering med lesemiddelet. Det ble sett ingen signifikant forskjell 1 ekstraksjonsutbyttene
mellom fjerning og ikke fjerning av lesemiddelet fra membranen, noe som kan lette
automatiseringsprosessen i fremtiden. Arbeidet har ogsd vist at valg av lesemiddel ber vere
relatert til analyttens strukturelle egenskaper. Losemidler med relativt sterke protonakseptor-
eller dipol-egenskaper som tilherer gruppe I (alifatiske etere og aminer), V (alkoholer), II (ester
og ketoner) og gruppe IV (aromatisk etere, hydrokarboner og halogenerte forbindelser) av
Kamlet og Taft klassifisering, ble funnet & vare de beste alternativene for basiske polare og
upolare legemidler. Losemidler med polar karakter ga noe heyere utbytte av polare analytter, og
upolare lgsemidler ga noe hayere utbytte for upolare analytter. Selektiviteten av lesemiddel var
mindre viktig for analytter med log P -verdier mellom 2-4, men valget av losemiddel ble kritisk

for analytter med log P under 2 og log P over 4.



2. ForKkortelser

PALME

LLE

SPE

LPME

HF-LPME

EME

NPOE

CE

HPLC

LC-MS

uv

Parallel artificial liquid membrane extraction

Veeske-veeskeekstraksjon
(Liquid-liquid extraction)

Fast-faseekstraksjon
(Solid phase extraction)

Veeskefase mikroekstraksjon
(Liquid phase microextraction)

Hulfiber veeskefase mikroekstraksjon
(Hollowfiber liquid phase microextraction)

Elektromembranekstraksjon
(Electromembrane extraction)

Nitrofenyloktyleter

Kapillcerelektroforese

Veeskekromatografi

Veeskekromatografi med massespektrometer
som deteksjon

Ultrafiolet



um Mikrometer

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

Hg Mikrogram

4 Gram

RSD Relativt standardavvik
Rpm Revolutions per minute
psi Pounds per square inch
SILM Organisk veeskemembran

(supported liquid membrane)



3 Innledning

Man har ofte begrenset med prevevolum nér en skal foreta legemiddelanalyser, som for
eksempel analyser av legemidler i en bloddrépe, i svette eller i spyttrester. Dessuten har
biologiske prever en kompleks sammensetning, noe som gjor det problematisk & injisere preven
direkte 1 analyseinstrumenter. Det er derfor viktig med gode preveopparbeidelsesteknikker for
sma mengder av tilgjengelig provemateriale. 1 tillegg er lav legemiddelkonsenstrasjon i
biologiske vesker en utfordring. Nedvendigheten av & oppkonsentrere og opprense analytten der

det er pakrevet, blir dermed stor.

Tradisjonelt har veaske-vaske ekstraksjon (Liquid-Liquid Extraction, LLE) og fast-
faseekstraksjon (Solid Phase Extraction, SPE) veart viktige og robuste teknikker innen
legemiddelanalyse. LLE er basert pa fordeling av et stoff mellom en vandig lesning- og et
organisk lesemiddel som ikke er blandbare med hverandre. Basis for SPE derimot, er stoffets
evne til & fordele seg mellom et fast stoff og en vaske. Selv om metodene har vart vel etablerte,
er de tidskrevende, og forbruket av helseskadelige organiske lasemidler er hoyt. LLE er i tillegg
vanskelig & automatisere. Dette har fort til ekt fokus pd utvikling av nye, forbedrede
miniatyriserte ekstraksjonsteknikker som kan gi selektiv isolasjon av analytten man er interessert
1, og dermed gi rene ekstrakter. I tillegg kan mikroekstraksjons teknikker lette automatiseringen

og redusere ekstraksjonstiden og forbruket av organiske losemidler.

Et av de forste arbeidene med miniatyrisering av LLE 1 analytisk kjemi ble introdusert i 1996 [1].
Singeldrape veskefase mikroekstrakjonen (Liquid Phase Microextraction, LPME) 1 et to-fase
system ble gjennomfert med en dripe organisk lesemiddel hengende fra tuppen pad en
mikrosproyte, plassert 1 en vandig lesning. Analyttene 1 den vandige losningen ble ekstrahert
over i den organiske drapen og direkte injisert i en gasskromatograf (GC) [2,3]. Alternativt ble
ogsé LPME utfert i et tre-fase system der ekstraktet var direkte kompatibel med
vaeskekromatografi (HPLC) eller kapillerelektroforese (CE). I en tre-fase-ekstraksjon ble
analyttene ekstrahert fra en vandig lesning, gjennom et tynt lag av organisk lesemiddel, og
videre inn i en vandig mikrodrape pa spissen av sproyten. Prosessen ble drevet via passiv
diffusjon [4]. Oppsett av singeldrape LPME som ble introdusert for ferste gang, er illustrert i

figur 1, og den utviklede metoden av oppsettet er presentert 1 figur 2.



LPME teknikken var lovende, og ga muligheten til & jobbe med organiske lgsemidler pa
mikroniva. Dette la forholdene til rette for et mindre toksisk og helseskadelig arbeidsmiljo. 1
tillegg ga et tre-fase system god oppkonsentrering og rene ekstrakter. Til tross for meget gunstige
egenskaper var ikke singeldrape LPME sarlig robust. Stabiliteten pa drapen var et problem, da
drapen lett kunne falle av fra spissen pd mikrospreyten under ekstraksjonen. Dette spesielt nar
det var enskelig & omroere losningen for & fremskynde ekstraksjonsprossesen [4]. I tillegg kunne
for eksempel biologiske prover som plasma, emulgere smd mengder av det organiske
losemiddelet, og dermed pavirke stabiliteten til drapen [5]. Metoden benyttes sveert sjelden i

legemiddelanalyse i1 dag.
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""""""" % Teflonstav
Organisk fase_ |1y -
4— Vial
Vandig fase TS
\\/—- :\C’; Magnet omrgrer

Figur 1. av singeldrdpe mikroekstraksjonssystem som ble introdusert av Jeannot og Cantwell i 1996.
Figuren er hentet fra [1].
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Figur 2. Skjematisk presentasjon av singeldrdape mikroekstraksjonssystem, introdusert av
Jeannot og Cantwell i 1997. Organisk mikrodrdpe henger pd tuppen av en mikrosproyte.

Figuren er hentet fra [6].
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For & bedre stabiliteten og paliteligheten av singeldrdpe ekstraksjonen, introduserte Pedersen-
Bjergaard og Rasmussen i 1999 et mer robust konsept for LPME. Dette konseptet var basert pa
en porgs hulfiber av polypropylen (Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction, HF-LPME)
[7,8]. Analyttene ble ekstrahert fra en vandig prevelesning gjennom en tynn kunstig organisk
vaeskemembran, og inn i en akseptorlesning pa innsiden av en hulfiber [8]. Med dette kom ikke
mikroekstraktet i1 direkte kontakt med prevelesningen, og kunne derfor vibreres og omreres uten
at mikroekstraktet gikk tapt [5,8]. Et enkelt oppsett som er beskrevet i en rekke publiserte artikler

er vist 1 figur 3.

HF-LPME har mange fordeler fremfor de mer etablerte metodene, og siden de forste
publikasjonene med HF-LPME har mange forskningsgrupper vist sin interesse for teknikken.
Selv. om HF-LPME gir god oppkonsentrering, opprensning og tilfredstillende utbytter av
kompliserte biologiske prover, er dette en relativ tidskrevende teknikk, med ekstraksjonstider 1
intervallet mellom 15-60 minutter [9]. Interessen for HF-LPME er fortsatt betydelig, men
komplisert og ikke kommersielt tilgjengelig utstyr gjor det vanskelig a effektivisere og
automatisere teknikken. Videre har det veart vanskelig & utfere opparbeidelsen i

multibrennsformat.

m

Hulfiber med
impregnert lesemiddel

/r{

Akseptorfase

Provelgsning

/

Figur 3. lllustrasjon av hulfiber basert veeskefasemikroekstraksjon. Figuren er hentet fra [9].
12006 ble en ny prgveopparbeidelsesteknikk basert pa et tre-fase system omtalt i analytisk kjemi

[10]. Teknikken ble kjent som elektromembranekstraksjon (EME). Oppsettet er illustrert i figur
4. EME hadde tiln@rmet samme oppsett som HF-LPME, men i tillegg var det koblet inn to
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elektroder til en spenningskilde. Elektromigrasjon av legemidler over en kunstig veeskemembran
var dermed ikke bare avhengig av fordelingskoffisienten, da ogsa spenningen var en avgjgrende

drivkraft for massetransporten [10,11].

Spenningen drev de ladete analyttene fra provelgsningen over den kunstige veeskemembranen og
inn i akseptorlgsnigen. Ekstraksjonstiden var betydelig redusert, og EME viste seg & vare en
rask ekstraksjonsmetode sammenlignet med eksisterende teknikker [10,11,12]. EME har siden
vist stort potensiale for anvendelse innen legemiddelanalyse, og interessen for teknikken har vert
betydelig pa grunn av effektiv og relativ rask ekstraksjon. Forelgpig har EME ikke oppnadd
fremgang pa lik linje som de tradisjonelle opparbeidelsesmetodene [13]. Grunnen til dette kan

vare komplisert oppsett og mangel pa kommersielt utstyr.

Spenningskilde

+ _

Platinaelektroder—"*

Hulfiber immobilisert med

organisk fase

Provelosning Akseptorlosning

Figur 4. viser en enkel oppsett for EME. Figuren er hentet fra [14].

Internasjonalt sett okte interessen rundt membran basert vaeskefase-mikroekstraksjon som
resulterte i et nytt konsept for LLE av analytter fra smd volumer av biologiske vasker,
introdusert 1 2013. Den nye miniatyriserte vaeskefase ekstraksjonen er en videreutviklet teknikk
av HF-LPME og har fatt navnet, Parallel artificial liquid membrane extraction (PALME).
PALME har tilnermet samme prinsipp som HF-LPME, men med vesentlig forskjell: PALME
gjennomfores 1 enkelt kommersielt tilgjengelig 96 brennsplater med flat membran [15]. Per dags

dato er det kun én publikasjon som omtaler PALME 1 litteraturen.
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PALME er benyttet til ekstraksjon av legemidler i plasma og vandige prever med betydelig
lavere ekstraksjonstid enn HF-LPME, og kan anvendes til ekstraksjon av legemidler som er
basiske polare - eller upolare [15]. Ettersom miniatyrisering er i fokus, kan PALME vare en
interessant miniatyrisert tilnerming til preveopparbeidelse som lett kan integreres med HPLC og
CE. Teknikken vil lettere automatiseres 1 motsetning til HF-LPME, da utstyret og oppsettet er
enkel for PALME. Det antas at tiden fra & utvikle og optimalisere PALME mot full

automatisering, vil vere kort.

3.1 Milsetting

Dette arbeidet vil ta for seg praktisk bruk av PALME med tanke pé blant annet stabiliteten av
den kunstige vaeskemembran etter & ha pasatt organisk lesemiddel. Siden kun et lite utvalg av
organiske lgsemidler er testet i PALME, vil dette arbeidet ogsa belyse hvilke organiske
losemidler med forskjellige fysikalske og kjemiske egenskaper, og deres evne til & ekstrahere, vil
vare best egnet som kunstig vaeskemembran. Hovedmalet for oppgaven har vart & optimalisere

teknikken med fokus pa:

* Selektere frem organiske losemidler egnet for kunstig veskemembran i PALME
- For upolare basiske legemidler
- For polare basiske legemidler
* Teste stabiliteten til den kunstige veskemembranen under eksponering av luft i ulike
tidsintervaller

* Teste hvordan organisk lesemiddel skal pésettes pa polypropylen membranen

Slike praktiske anbefalinger kan komme til nytte i forbindelse med arbeid rundt automatisering
av teknikken 1 fremtiden, og generere grunnleggende vitenskapelig informasjon om PALME av
analytter med ulik polaritet. Et hép er & demonstrere hvordan PALME med enkel oppsett og

utstyr, kan bli brukt pa lik linje med viktige kommersielle preveopparbeidelsesmetoder.
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4. Teori

PALME er en videreforing av HF-LPME, som er mye omtalt i publikasjoner utfert av ulike
forskningsgrupper siden introduksjonen pa slutten av 1990- tallet. Prinsippet for teknikken er a
ekstrahere onskede analytter fra en provelesning (donorfase) gjennom en organisk fase (SLM),
og videre til akseptorlesning (akseptorfase). Figur 5 viser ekstraksjon av en basisk analytt. pH 1
provelesningen blir justert til basisk for & holde analyttene i uladet form, mens akseptorlgsningen
er sur. Oppsettet av HF-LPME systemet er anvist 1 figur 3. Provelosning fylles i en vial med en
skrukork med silikonseptum. En pores polypropylen hulfiber blir festet til en pipettespiss.
Pipettespissen og hulfiberen blir plassert 1 vialen gjennom hull 1 silikonseptumet. Organisk
losemiddel immobiliseres 1 hulfiberen via kapilleerekrefter. Deretter blir en akseptorlesning fylt
pa innsiden av lumen til hulfiberet. Ekstraksjonsprosessen er styrt av passiv diffusjon.
Analyttene 1 deres uladet form blir ekstrahert fra provelesnigen til SLM, og videre til
akseptorlgsning. 1 akseptorlesningen blir analyttene ladet, hvilket hindrer dem i & bli

tilbakeekstrahert til SLM [16].

Akseptorlasning
i Lav pH
I
I
I‘, r == Organisk vaeskemembran
] Hoy pH

Provelesning
Figur 5. Enkel Prinsippskisse for ekstraksjon 1 HF-LPME.
Prinsippet for HF-LPME har dannet grunnlag for ekstraksjon i PALME. Den forste
publikasjonen med PALME ombhandlet testing og optimalisering av teknikken med hensyn pa

ekstraksjonstid, volum av prevelesningen og vaskemembranen, og bruk av forskjellige

vaeskemembraner. Den korte ekstraksjonstiden og det relativt enkle oppsettet, samt det lave
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forbruket av lesemiddelet, gir hdp om & integrere PALME til en etablert og betydelig

proveopparbeidelsesmetode innen legemiddelanalyse [15].

4.1 Oppsett PALME

) €—— |okk

«—— 96-bronn
1 akseptorplate

g : e— 96-bronn
donorplate

Kunstig ® il

vaskemembran

Figur 6. Prinsippskisse av PALME. Figuren er hentet fra [15].

Platene er kommersielt tilgjengelige, og er 1 utgangspunktet designet for filtrering, men har vist
seg 4 vaere gunstig utstyr til ekstraksjon. Oppsettet av PALME er enkelt, og bestar av tre viktige
elementer (se figur 6). Bunnelementet er en donorplate bestdende av 96 brenner med en
brenndiameter pd 6 mm. Sma volumer av prevelgsning typisk mellom 250 — 450 ul fylles i de
sma brennene [15]. Over bunnplaten plasseres en akseptorplate med 96 flate membraner av
porgst materiale med en tykkelse pa 100 um pé bunnen av 96 brenner. Over hvert membran er
det et lite vaeskereservoar. For ekstraksjonen impregneres hver membran med 2-3 ul organisk
losemiddel. Dette organiske losemiddelet er ikke blandbart med vann, og danner en tynn kunstig
vaeskemembran. Ved hjelp av kapillerkrefter immobiliseres losemiddelet 1 porene til
polypropylen membranen [15]. Over den kunstige vaeskemembranen fylles typisk 50 upl av en
vandig akseptorlesning. Bunnplaten og akseptorplaten trykkes sammen, og det settes et lokk pa
slutten for & hindre fordampning, og for & fa et lukket systemet, slik at lasningene ikke lekker ut

ved agitasjon.
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Kommersielt bestar akseptorplaten av polyvinylidenefluorid (PVDF) membran. Men
eksperimenter med PVDF membran har vist at noen legemiddelsubstanser har en tendens til &
danne uspesifikke bindinger til mebranen, og dermed pévirke analyseresultatene. Membranen ble
av den grunn erstattet med en polypropylen membran [15]. Tidligere erfaring med polypropylen
ga grunnlaget for & bruke polypropylen ogsé i dette konseptet [17,8]. En polypropylen membran
er kompatibel med et mangfold av organiske lgsemidler, og holder seg stabil ved impregnering
[8]. Den er lett tilgjengelig pd markedet, billig og kan kasseres etter engangsbruk. Det betyr at

man eliminerer ogsa problemer med carry-over effekt [18].

PALME er en miniatyrisert opparbeidelsesmetode der analytter man er interessert i ekstraheres
fra en provelesning over en kunstig veeskemembran, og videre til en akseptorlesning ved hjelp av
en pH-gradient pd samme mate som HF-LPME. Akseptorfasen benyttes videre til analyse i
vaskekromatografi (LC-MS/HPLC) eller CE. Basis for ekstraksjonen er analyttens evne til &
fordele seg mellom de ulike fasene. Dette forutsetter at loseligheten av analyttene reduseres 1

provelosningen, og ekes 1 akseptorlegsningen [19].

For & utfere ekstraksjonen, fylles brennene med prevelgsning. Organisk lesemiddel pasettes
membranen, og ved hjelp av kapillerkrefter immobiliseres lesemiddelet 1 porene til membranen
[15]. Overskuddet av organisk fase fjernes med medisinsk terkepapir. Deretter fylles den
vandige akseptorlgsningen over den kunstige vaeskemembranen. Platene trykkes sammen som en
”sandwich” , og settes pa et risteapparat under ekstraksjonen for & f4 en optimal effektivitet.
Vibreringen gjor at analyttene kommer 1 bedre kontakt med vaskemembranen, og
ekstraksjonsprosessen inntrer raskere [5]. Den reduserte loseligheten av analytten 1 basisk
provelesning (donorfase), og korresponderende hay loselighet 1 akseptorlgsning (akseptorfase),
gjor at analytten overferes fra prevelgsningen gjennom kunstig vaeskemembran og videre til

akseptorlgsningen.
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4.2 Fordeler ved PALME og HF-LPME

Fordelene ved bruk av HF-LPME fremfor den tradisjonelle opparbeidelsesmetoden LLE, er
flere. HF-LPME har fatt stor interesse i legemiddelanalyse pé& grunn av mindre
losemiddelforbruk ved fukting av den polymere membranen i forkant av ekstraksjonen. Dette er
gunstig med tanke pa reduksjon av toksisitet for personell som arbeider med helsefarlige

losemidler. I tillegg er det miljovennlig, og bedre av gkonomiske hensyn [19].

Videre er bruken av prevevolum (50 pl -1 ml) betraktelig hoyere enn volum av akseptorfasen (2-
30 pl). P4 grunn av store forskjeller i volum oppnds det hey oppkonsentreringsfaktor uten a ha
behov for avdamping eller re-lesning av stoffene [8]. Forskjell 1 pH gradient mellom
provelosning og akeptorfasen bidrar til en effektiv prosess med hey selektivitet og god
opprensning. HF-LPME er en gunstig teknikk & benytte for & isolere, opprense og oppkonsetrere
analytter fra kompliserte matrikser som for eksempel biologiske preover. Ulempen ved teknikken
er 1 midlertid relativ lang ekstraksjonstid, og komplisert utstyr som har vart vanskelig &

automatisere.

Ved PALME er det ansett flere fordeler enn de som er nevnt ovenfor. En av de viktigste
fordelene med PALME er den relative korte ekstraksjonstiden (15 min). Av den grunn tar det
mindre tid & oppné ekstraksjonslikevekt ved PALME sammenlignet med HF-LPME (45-60 min).
I tillegg til dette har membrantykkelsen pa den flate membranen i PALME blitt bektraktelig
redusert, noe som bidrar til raskere massetransport over membranen til tross for mindre
overflateareal (0,3 cm?) i forhold til HF-LPME, med en overflatearealet pa (1,5 cm?®). Den lave
ekstraksjonstiden og de haye ekstraksjonsutbyttene er derfor en direkte konsekvens av reduksjon
1 membrantykkelsen 1 PALME [15]. En ytterligere fordel ved PALME er at det er lettere a
implementere meget tynne membraner 1 en 96-brennsplate. Dette gjor PALME til en mer

attraktiv og lovende teknikk innen legemiddelanalyse.

4.3 Massetransport

Massetransport av analyttene over membranen er det hastighetsbestemmende trinnet i
ekstraksjonsprossesen. Tykkelsen pd membranen er en avgjerende faktor som ogsa

pavirker massetransporten [15,20]. Massetransport i HF-LPME og dermed ogséd i PALME er
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basert pa passiv diffusjon, og er avhengig av analyttens fordelingskoffisient mellom
provelesningen, vaeskemembranen og akseptorlgsningen. Det betyr at systemet krever hey
fordelingskoffisient fra prevelesningen og til akseptorlesningen for & fa en tilfredstillende
ekstraksjon. Prosessen er en likevektsreaksjon og konsentrasjonen av analytten 1 akseptorfasen
vil gke helt til det oppnés likevekt [19,21]. Fordelingen av analytten i systemet kan illustreres
slik [5,22] :

Adonorfase > Aorganisk fase < Aakseptorfase 1)

Fordelingskoffisienten av analytten kan beregnes etter folgende likninger [5,22] :

— Ceq,org
Korg-don - (2)
C eq,don

— Ceq,aks
Kaks-org - 3
Ceq,org

_ Ceq,aks __
Kaks-don_ - Korg-don X Korg-aks 4)
C eq,don

En hoy verdi av Korg-don gir hoy grad av fordeling av analyttene fra proven til vaeskemembran, og
en hoy verdi av Kas.org gJor at analyttene ekstraheres fra vaeskemembranen, og videre til
akseptorfasen [22]. Masseoverfering 1 de tre fasene fremmes av optimale pH-betingelser pa hver
side av den kunstige vaskemembranen. pH 1 preovelesningen justeres for & undertrykke
analyttioniseringen, mens pH i akseptorlesningen justeres for & sikre fullstendig ionisering av
analyttene [23]. Leseligheten i den vandige prevelgsningen reduseres kraftig nar ioniseringen
undertrykkes, og analyttene vil derfor ekstraheres lett over 1 den kunstige vaeskemembranen.
Videre vil ioniseringen 1 akseptorfasen gjore at analyttene blir mer vannleselig og mindre
loselige 1 vaskemembranen. Dermed hindrer man tilbakeekstraksjon av analyttene til
vaeskemembranen. For basiske forbindelser skal pH-verdien 1 provelesningen vere minst 3 pH-

enheter hagyere enn basens pKa verdi (se figur 5). I akseptorfasen ber verdien vere minst 3 pH-
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enheter lavere enn pKa-verdien [19]. For sure analytter justeres pH 1 donorfasen ned til det sure
omradet og akseptorlasningen gjores basisk. Teorien diskutert ovenfor er gjort i forsek med HF-

LPME, men gjelder ogsé for ekstraksjoner i PALME.

Ekstraksjonsprossesen for tre-fase HF-LPME er basert pa passiv diffusjon av analyttene med
hoye fordelingskoffisienter. Legemidler med svert polar

karakter (log P < 1) og lav fordelingskoffisient, kan hindre analytten i & bli ekstrahert i et system
basert alene pa passiv diffusjon. Laseligheten for disse analyttene er storst i et vandig milje, og
diffusjon til vaeskemembranen vil derfor vare begrenset [5]. Fordelingen vil vare forskjovet
mot venstre 1 likning (1), og ekstraksjonen vil ikke lenger drives av fordelingskoffisienten. I
tilfeller hvor det har vert onskelig & ekstrahere svaert polare stoffer har man i HF-LPME
ekstrahert analyttene ved hjelp av aktiv transport hvor man tilsetter baremolekyler (carrier) 1
provelesningen [5,19]. Beremolekylene danner hydrofobe ionepar med analyttene. Dette gjor at
loseligheten 1 vaeskemembranen eker, og likevekten forskyves mot heyre 1 likningen (1). pH
justeres 1 de to vandige fasene slik at analyttene og baremolekylene er i ionisert form i
provelesningen og kun analyttene er ionisert 1 akseptorlgsningen. Ekstraksjon basert pa tilsetting
av baeremolekyler kan ogsa kanskje vare aktuelt for analyse av svaert polare analytter

(log P < 1) i PALME.

4.4 Organisk fase

Valg av den kunstige vaskemembranen (organisk fase) er ogsd en avgjgrende faktor for
massetransport av analyttene. Diffusjon av analyttene fra vaskemembranen og inn i
akseptorfasen blir avgjort av egenskapen til den organiske fasen, som blir immobilisert i
membranens porer [15]. Analyttene bgr ekstraheres raskt og effektivt inn i veeskemembranen og
bli transportert like effektivt til akseptorlgsningen uten a bli fanget i den kunstige
vaeskemembranen. A finne et optimalt lgsemiddel for anvendelse i ekstraksjonen er et viktig

trinn under metodeutviklingen.

Ved valg av lgsemiddel for en ekstraksjon er det viktig & fokusere pa egenskapene til
lgsemiddelet. Egenskaper som er av betydning og viktig & betrakte er blant annet
viskositet og polaritet. Lgsemidler med lav viskositet foretrekkes, da hgy viskositet pa et

lgsemiddel kan fgre til sakte diffusjon av analytten fra veeskemembranen til akseptorlgsningen.
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Polariteten pa et Igsemiddel er derimot viktig for interaksjoner med analytten. Polariteten sier
noe om lgsemidlets evne til a delta i polare interaksjoner som hydrogenbindingsinteraksjoner og
dipolinteraksjoner. Andre interaksjoner som Van der Waals krefter og ioniske interaksjoner kan
ogsa finne sted. Hydrogenbindinger gir de sterkeste interaksjonene av et stoff. Basert pa
diskusjonen ovenfor ber ekstraksjonsmiddelet (lasemiddelet) for en bestemt analytt i prinsippet
velges basert pa den molekylere strukturen til analytten. Kunnskap om molekylare interaksjoner
kan brukes for & forutsi den beste typen lgsemiddel for applikasjonen i PALME. Valg av
lgsemiddel gjort pa bakgrunn av disse opplysningene kan gi hgy fordelingskoffisient, og

diffusjonen av analytten fra prgvelgsningen og inn i veeskemembranen vil kunne forega raskt.

Flyktighet og lgselighet er ogsd avgjgrende parametere ved valg av Igsemiddel til tre-fase
mikroekstraksjon. Lgsemidler med lavt kokepunkt og dermed hgy flyktighet kan gi ustabil
vaeskemembran, og pavirke analyseresultatene. Fordampning av et lgsemiddel med hgyt
kokepunkt derimot er mindre bade under og etter ekstraksjon. Det er av den grunn fordelaktig a
benytte Igsemidler med hgyt kokepunkt for & bevare stabiliteten til vaskemembranen. En
vesentlig utfordring ligger i at vaeskemembranen kan delvis lekke ut i de vandige fasene under
ekstraksjonen. Lgsemiddelet som velges bgr ha lav vannlgselighet for & unnga nettopp at
lgsemiddelet blander seg i provelgsningen (donorfase) eller akseptorlgsningen (akseptorfase)
[17]. Til slutt er det like viktig a vurdere lgsemidlets toksiske egenskaper. Det organiske
lgsemiddelet bgr vere aksepterbar for anvendelse nar det gjelder sikkerhet og miljgmessig
aspekter. Generelt er det viktig & unnga bruk av lgsemidler som er kreftfremkallende eller svert

toksiske.

I en rekke studier med HF-LPME har forskjellige organiske lgsemidler vert testet, men ingen
fundamental studier er gjort pa organiske lgsemidler i PALME. Funn i studiene for HF-LPME
vil ogsa til en viss grad gjelde PALME. Erfaringsmessig har det vist seg at diheksyleter,
I-oktanol og nitroaromatiske lgsemidler har vart de mest brukte lgsemidler i tre-fase
ekstraksjonssystem [5,8,17]. Valget av riktig lgsemiddel for ekstraksjonen er helt sentralt i
PALME for a fa optimal ekstraksjon og utbytte av en bestemt analytt eller en gruppe analytter.
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4.5 Ekstraksjonstid

Det er vanlig at ekstraksjonen utferes til det har nadd likevekt. Etter at likevekten er oppnadd ser
man liten eller ingen ekning i utbytte [5,19]. Tiden det tar for en analytt oppnar likevekt kan
variere fra analytt til analytt. Ekstraksjonstiden i PALME er betydelig redusert sammenlignet
med HF-LPME, og man har klart & oppna likevekt etter 15 minutter med ekstraksjon pa grunn av
redusert membrantykkelse (diskutert i1 kapittel 4.2) [15]. Figur 7 viser at ekstraksjonsutbyttene er
hoyest ved ekstraksjon pad 15 minutter for petidin, haloperidol og metadon. For nortriptylin

oppnas likevekten ved 30 minutter, men gir allikevel tilfredsstillende utbytter etter 15 minutter.

@ Petidin
m Haloperidol
100 Metadon
90 Nortriptylin

Utbytte (%)

0 +F | | | | T |
0 10 20 30 40 50 60

Ekstraksjonstid (min)

Figur 7. Ekstraksjonsutbytte versus tid for petidin, haloperidol, nortriptylin og metadon.

Figuren er hentet fra [15].

4.6 Kapilleerelektroforese (CE)

CE er en viktig supplement innen legemiddelanalyse, og en offisiell teknikk omtalt 1 Ph.Eur.
Analyse i CE er enkel, med svart effektiv separasjonsmetode [24]. Analysen foregar ved
separasjon av analyttene basert pa deres ladning og sterrelse. Kapilleeret i instrumentet er i
storrelsesorden 30-70 cm langt med en indre diameter pa 50-75 um der separasjonen foregar
[25]. En liten mengde prevelesning injiseres i kapillerets innlep. En mate & gjore det pa er &
palegge et lite overtrykk i1 preveglasset slik at prevelegsningen injiseres i kapilleret. Deretter

plasseres kapillerendene 1 hver sin vial med separasjonsbuffer. Separasjonsbufferen sikrer
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konstant pH, og dermed ladning av analyttene gjennom hele analyseprosessen. Figur 8 viser

prinsippskisse for CE.

De ioniserte molekylene migrerer i separasjonsbuffer nar det palegges en spenning pa kapilleret
slik at det dannes et elektrisk felt. Spenningen kan varieres, men er stort sett i omradet mellom 0-
30 kV. I det elektriske feltet vil ionene migrere med ulik hastighet etter forholdet mellom

molekylstorrelse og ladning.

Sma ioner med flere ladninger vandrer raskere i det elektriske feltet, mens store ioner med fa
ladninger vil vandre med lav hastighet. Det betyr at stoffene 1 prevelgsningen, avhengig av deres
egenskaper, ankommer kapillarets utlep til forskjellig tidspunkt. For deteksjon av analyttene
sitter det normalt en UV-detektor, som sender UV-striling pa tvers av kapilleret [25].
Detektorsignalet plottes som funksjon av tid, og kalles et elektroferogram. I et elektroferogram

vises en topp for hver av analyttene 1 pravelesningen.

Kapillaer

\ Hoeyspenning
/
O Detektor @
/‘

extroae

Buffer Buffer

Figur 8. Prinsippskisse for CE. Figuren er hentet fra [25].
Migrasjonen av analyttene i det elektriske feltet gdr fra separasjonsbufferen med positive potensial til
separasjonsbufferen med negative potensial. Deteksjonen finner sted i et lite vindu pad kapillceret hvor en

liten del av polyimidlaget er fjernet.
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S Eksperimentelt

5.1 Modellsubstanser

Totalt ble det utvalgt 10 basiske legemidler som modellanalytter .

Modellanalyttene har

erfaringsmessig gitt gode resultater og utbytter i tidligere forsek med HF-LPME og PALME

[15,19]. De ble ogsa valgt pa grunnlag av migrasjonstid og UV-absorbans ved bruk av den valgte

CE- metoden. Molekylenes kjemiske struktur, fordelingskoeffisient, dissosiasjonskonstant, og

produsenten er beskrevet i tabell 1.

Tabell 1. Kjemisk struktur, fordelingskoeffisient (log P) og dissosiasjonskonstant (pKa) for

upolare legemidler.

Struktur Navn Log P Pka Leverander
N(:&j Petidin 2,46 8,16 | Sigma-Aldrich, St.
Q Louis, Mo, USA
e g \—c|-|3 ouis, Mo,
C I Haloperidol 3,66 8,05 | Sigma-Aldrich, St.
_ J Louis, Mo, USA
| Len,
O Nortriptylin 4,43 10,47 | Sigma-Aldrich, St.
.Q Louis, Mo, USA
Loperamid 4,77 941 | Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo, USA
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H;C~CHs
0O Metadon 5,01 9,12 Sigma-Aldrich, St.
H, CH; Louis, Mo, USA
CH?O r o Norsk
ﬁlk/N\/CH3 Lidokain 2,84 7,75 medisinaldepot
(NMD)
CH,

Strukturene er hentet fra http://www.chemspider.com/. Dataene er hentet fra Scifinder

Tabell 2. Kjemisk struktur, fordelingskoeffisient (log P) og dissosiasjonskonstant (pKa) for

polare legemidler.

Struktur Navn Log P Pka Leverander
Hac)o Ch,
2\ Metoprolol L76 | 9,67 Sigma-Aldrich, St.
O/T\N‘ Ch Louis, Mo, USA
H
CH, Amfetamin 1,80 | 10,01 Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo, USA
NH,
Hag _CH,
Metaamfetamin | 2,24 10,21 Sigma-Aldrich, St.
H, Louis, Mo, USA

Strukturene er hentet fra http://www.chemspider.com/. Dataene er hentet fra Scifinder
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5.2 Kjemikalier

Tabell 3: viser oversikt over kjemikaliene, kvaliteten og produsenten .

Kjemikalier

Diheksyleter

Trioctylamin

2-undekanon

2-Nonanon

Dodecylacetat

3-tolunitril

NPOE

Isopentylbensen

2,2-Dimetylpropylbensen

Kvalitet

97 %

Ukjent

99%

>99%

97 %

99 %

>99%

>97 %

>97 %

Leverander

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Fluka Chemie AG, Buchs,
Sveits

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

25



1-Oktanol

1- Nonaol

1-Undekanol

Dodekan

Heksadekan

Saltsyre

Natriumhydroksid

Natriumdihydrogenfosfat

Orto-fosforsyre

Destillert H,O

>99 %

98 %

99 %

>99%

99 %

37 %

98 %

Ukjent

85%

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA

Merk K GaA, Darmstadt,
Tyskland

VWR, Chemi-Teknikk AS,
Oslo, Norge

Merk K GaA, Darmstadt,
Tyskland

Ukjent

Millipore, MA, USA



5.3 Instrument og betingelser

5.3.1 CE

Analyse av PALME ekstraktene ble utfert med CE ( MDQ Beckman, Fullerton, CA, USA).

Separasjonen foregikk pa et fused-silika- kapiller med en indre diameter pd 75 pum, og en

effektiv lengde pa 50 cm (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA). Betingelsene ved CE

instrumentet er oppfort 1 tabell 4.

Tabell 4. Oversikt over parametere og betingelser ved CE.

Parameter Betingelse
Deteksjon UV absorbans, 200 nm
Spenning 30.0 kV

Strom 40-60 uA
Injeksjon 0,5 psi, 5 sekunder
Provelagringstemperatur 5°%
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Separasjonsbuffer 100 mM fosfatbuffer

pH=2,75
Separasjonstemperatur 25
Analysetid 10 min

For hver analyseserie ble kapilleret kondisjonert med 10 mM natriumhydroksid (NaOH) 1 5
minutter. Deretter ble systemet spylt med destillert vann i 2 minutter, og med separasjonsbuffer 1
15 minutter. Mellom hver analyse innenfor samme serie ble kapilleret igjen spylt med
separasjonsbuffer i 2 minutter. Den aktuelle separasjonsbuffer-vialen ble etter hver 6. analyse

skiftet med en ny separasjonsbuffer-vial.

5.4 Tillaging av lesninger

5.4.1 Stamlesning av upolare legemidler

Stamlesningen ble laget ved & lose hver enkelt av renstoffene: petidin, nortriptylin, haloperidol,
loperamid og metadon i etanol til en konsentrasjon pa 1 mg Stamlesningene ble oppbevart ved

romtemperatur og beskyttet mot lys.

5.4.2 Stamlesning av polare legemidler

Renstoff av petidin, metoprolol, amfetamin, metamfetamin og lidokain hver for seg ble lost 1
etanol til en konsentrasjon pa 1 me Stamlesningen ble oppbevart ved romtemperatur og

beskyttet mot lys.
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5.4.3 Standardlesning

mg/

500 pl av hver enkelt stamlesning av upolare legemidler pa 1 ™, ble blandet sammen og

fortynnet med destillert vann til en konsentrasjon pa 50 nel Standardlesningen ble oppbevart

ved romtemperatur og beskyttet mot lys. Samme prosedyre ble gjentatt for polare analytter.

5.4.4 Provelosning

Provelosningene fortynnet med NaOH ble laget hver uke.
Losningene ble laget ved & fortynne standardlesningen 50 "¢,y med 10 mM NaOH til en

konsentrasjon pé 1 wel Provelosningen ble oppbevart ved 5 °C beskyttet mot lys.

5.4.5 Separasjonsbuffer (fosfatbuffer)

1,723 gram NaH,PO4 ble lost i vann til et volum pa 500 ml. 421 pl orto-fosforsyre (85%) ble
fortynnet med destillert vann til et volum pa 250 ml. 25 mM orto fosforsyre ble titrert med
NaH,POy, lgsningen til en pH pa 2,75.

5.4.6 Akseptorlesning

Lesningen ble laget ved & fortynne 829 pl konsentrert HC1 ( 37%) med 100 ml destillert vann til
en konsentrasjon pa 100 mM. Videre ble losningen fortynnet med destillert vann til en

konsentrasjon pa 10 mM. Akseptorlgsningen ble oppbevart ved romtemperatur og beskyttet mot

lys.

5.4.7 CE standardlesning

CE standarlgsning ble laget ved & pipettere ut 2000 pl av standardlgsningen pa
50 *¢, og fortynnet med 10 mM HCl til en konsentrasjon pa 10 "¢,

Lesningen ble tillaget hver uke og ble oppbevart i romtemperatur beskyttet mot lys.
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5.4.8 Natriumhydroksid lesning

Lesnningen ble laget ved & veie ut 10,1056 gram NaOH fortynnet til en konsentrasjon pa 1 M
med 250 ml destillert vann. 1 M NaOH ble videre fortynnet til en konsentrasjon pa 10 mM med

destillert vann. Lesningen ble oppbevart ved romtemperatur og beskyttet mot lys.

6 Utstyr og prosedyre for PALME

6.1 Parallel Artificial Liquid Membrane Exctraction

PALME ble utfert i en 96- brenns donorplate av polypropylen med 0,5 ml dybde pé brennene,
fra Agilent (California, USA), og en hjemmelaget filterplate av vialer 0,2 ml med 8 strips fra
Thermo scientific (UK) med flat pores polypropylen membran- som akseptorplate. Oppsettet
brukt i oppgaven er vist i /igur 6. Membranen anvendt i oppgaven hadde en veggtykkelse pa 100
um og en porestorrelse pad 0,1 um ( Accurel PP 1E R / P, Membrana , Wuppertal , Tyskland ).
Den flate membranen ble mekanisk forseglet/smeltet pa overflaten av vialene ved hjelp av cotech
soldering iron station (Clas Ohlson AB, Insjon, Sverige) ( se figur 9,10 og 11) ved 145-175 °C
for 5 sekunder. Den smale enden av vialen ble deretter avskaret. Hjemmelaget akseptorplate ble

laget med 8 brenner av gangen ( se figur.12).

200 pl prevelesning bestaende av petidin, nortriptylin, haloperidol, loperamid og metadon pa

1 "¢ 1ble overfort til donorplaten. Deretter ble 50 ul 10 mM NaOH pipettert i hver brenn med
provelesning. Dette for & gjere proven mer basisk og analyttene uladet for & fa optimale
ekstraksjonsbetingelser. Pa filterplaten med polypropylen flatmembran ble det pipettert inn 2,5
ul organisk lesemiddel pa hvert filter. Den kunstige vaskemembranen ble immobilisert i
polypropylen ved & vente noen sekunder for overskuddet av lesemiddelet ble fjernet med
medisinsk terkepapir. Over den kunstige vaeskemembranen ble 50 pul 10 mM HCI lgsning fylt
med pipette. Filterplaten ble derpa trykket sammen med donorplaten, og holdt pa plass ved a
teipe platene. Deretter ble lokket satt pad og teipet sammen med donor- og filter-platen til en
”sandwich”. Hele oppsettet ble ristet pd 900 rpm 1 15 minutter pa (Vibramax 100, Heidolph

Instruments, Schwabach, Germany). Etter endt ekstraksjon ble prevelgsningen overfort til
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vialene (0,2 ml fra Thermo scientific, UK) og analysert med CE MDQ (Beckman, Fullerton,
CA, USA) med UV som deteksjonsmetode.

Figur.9 cotech soldering iron station apparatet.

Figur.10 et stykke polypropylen-membran og vialene
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Figur.11 membranen mekanisk forsegles til vialene ved hjelp av cotech soldering iron station.

Figur 12. Ferdigstilt filterplate med 8 brenner 1 hver.
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6.2 Veieforsok av fordampning av veskemembranen

Et firkantet stykke polypropylen membran og et plastveieskip ble forst veid pa en analysevekt
(Modell 200 AE, Mettler, Greifensee, Sveits) for & méle den neyaktige vekten av membranen og
veieskipet. Deretter ble membranen immobilisert med 10 pl organisk lesemiddel, og veid
umiddelbart (tiden = 0). Videre forble membranen, fuktet med losemiddelet, pd analysevekten.

Vekten pd vaeskemembranen ble deretter mélt noyaktig 3 timer etter immobilisering.

6.3 Stabilitet av vaeskemembranen

200 pl prevelosning av petidin, nortriptylin, haloperidol, loperamid og metadon pa 1 "¢y ble
overfort til donorplaten. Forsekene ble utfort med 4-8 paralleller for hvert lesemiddel. 50 ul 10
mM NaOH ble pipettert 1 hver bronn med proveleosning. Membranen ble fuktet med 2,5 pl
diheksyleter og anvendt ved tiden 0. Nye membraner ble fuktet med 2,5 pl diheksyleter og ble
lagt av 1 1 time ved romtemperatur for de ble benyttet 1 ekstraksjonen. Platene ble satt sammen
og agitert ved 900 rpm 1 15 minutter, deretter ble akseptorlgsningen analysert ved CE. Utbyttene
ble beregnet for ekstraksjon bade ved t=0, t=1 og t=3 timer og sammenlignet. Tilsvarende

prosedyre ble utfert med dodecylacetat og isopentylbensen.

6.4 Pasetting av kunstig veeskemembran

I dette eksperimentet ble ekstraksjonen utfert med 8 paralleller i hvert forsek. 200 pl
provelosning av petidin, nortriptylin, haloperidol, loperamid og metadon pa 1 "¢, ble overfart til
donorplaten. 50 ul NaOH ble ytterligere tilsatt i donorplaten. Polypropylen membranen ble pésatt
2,5 ul diheksyleter fra undersiden av filterplaten, og overskuddet ble terket med medisinsk
torkepapir. 50 ul 10 mM HCI akseptorlesning ble fylt i brennene pé filterplaten. Platene ble satt
sammen og agitert ved 900 rpm 1 15 minutter, deretter ble akseptorlesningen analysert ved CE.
Tilsvarende ble gjentatt, men polypropylen membranen ble nd pasatt veskemembranen fra
oversiden av filerplaten uten a bli terket med medisinsk terkepapir. Ekstraksjonsutbyttene ble

beregnet og sammenlignet.
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6.5 Beregning av utbytte

Utbytte av ekstraktene ble bestemt ut fra folgende formel (16):

R= Ny, final X 100% = Ygx ga,final x 100 % (5)
Ny, initial Vs Cs, initial

ng var antall mol av analytten i prevelesningen (donor) for ekstraksjonen , og n, var antall mol av
analytten 1 akseptorlesningen etter ekstraksjon. C, var legemiddelets konsentrasjon 1
akseptorfase etter ekstraksjon, og Va var volumet av akseptorfasen. C, var

legemiddelkonsentrasjon i prevelesningen for ekstraksjon, og Vs var volumet av prevelgsningen.

6.6 Q-Test

For & forkaste enkelte malinger som avvek betydelig fra resten av resultatene i analysen, ble det

utfort Q-tester. Q-verdien ble beregnet etter folgende formel:

Q = Xi-Xrit (6)
X1~ Xrit

Xiit var den avvikende verdien som skulle forkastes, og X; var verdien i méaleserien naermest Xyit.
Dersom Xy tilsvarte den sterste verdien 1 maleserien, sd var X; den minste verdien. Hvis Xy
derimot var minste i maleserien, sd var X; den sterste verdien i analyseserien. Ved beregning ble
det tatt utgangspunkt i tabellverdi for Q ved 96 % konfidensniva. Dersom den beregnede
verdien for Q var sterre enn tabellverdien, ble avvikende verdien forkastet og ikke tatt med i
videre beregning av T-test. Avvikende verdi ble ikke forkastet dersom beregnet Q-verdi var

lavere enn tabellverdi [25].
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6.7 T-test

For a kunne trekke slutninger om to sett malinger var siginifikant forskjellige, ble det

utfort T-tester med 95 % konfidensniva ved sammenligning av forsek. T-testene ble utfort ved
a sammenligne gjennomsnittet for begge maleseriene, hvor den ene maleserien ble benevnt X
og den andre maleserien benevnt X, Forst ble det beregnet felles standardavvik for de to
maleseriene, hvor s; var standardavviket til mélingene 1 serie 1 og s, var standardavviket til
maélingene i serie 2. Antall malinger i serie 1 ble benevnt n;, mens antall malinger i serie 2 ble

benevnt n, med folgende formel:

Stettes = V 817 (1-1) + 557 (n-1)

Q)
n+n— 2
T-verdien ble beregnet fra folgende formel:
T=_Xi-X;_ X Vmxn; ®

Stelles ng+ Ny

Beregnet verdi ble sammenlignet med T-verdi fra tabell. En beregnet T-verdi hoyere enn
tabellverdi, ga 95 % sannsynlighet for at den sanne verdi for de to méleseriene er forskjellig.
Resultatet ble ikke signifikant forskjellig dersom beregnet T-verdi var mindre enn eller lik

tabellverdi [25, 26]
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7. Resultater og diskusjon

Etter at PALME ble introdusert 1 2013 er det kun blitt publisert en artikkel om teknikken hvor
variasjonen 1 ekstraksjonstid, agitasjon, organisk fase, mengde provelosning og akseptorlgsning
har blitt undersekt [15]. Forsekene var basert pa basiske modellanalytter med log P fra 2,46 til
5,01 [15]. I dette arbeidet ble det undersegkt 10 basiske legemidler som modellanalytter og dette
inkluderte bade polare og upolare legemidler. Det var enskelig & screene losemidler med ulike
fysikalske og kjemiske egenskaper og selektere frem de beste lasemidlene som kan anvendes 1
videre arbeid med PALME. Det ble ogsd undersekt stabiliteten til vaeskemembranen som
funksjon av tid og hvordan ulik mate & pasette det organiske leosemiddelet, innvirket pa

ekstraksjonsutbyttene.

7.1 Innledende forsek

PALME ble utfert med vandige prevelesninger av basiske legemiddelanalytter nevnt tidligere 1
oppgaven. Innledningsvis ble det utvalgt fem basiske analytter basert pa deres upolare
egenskaper. Deretter ble deres migrasjonstid i kapillerelektroforese bestemt (se figur 13). Det
ble utfort eksperimentelle forsgk for & stadfeste rekkefolgen av analyttene i elektroferogrammet.
Losningene med enkelt stoffene ble laget ved & fortynne hver av de 5 stamlegsningene pa 1 ™,
med 10 mM HCI til en konsentrasjon pa 10 ", De fem losningene ble analysert hver for seg i
CE, og rekkefolgen ble bestemt ved & se pa migrasjonstiden for hver enkelt av stoffene. CE
standardlesningen ble brukt som referanselesningen og ble tillaget ved & fortynne
standardlgsningen med 10 mM HCI til en konsentrasjon pa 10 he/ . Etter 4 ha screenet alle
losemidlene med de fem analyttene ble fem nye analytter valgt basert pa deres polare karakter og

analysert ( se figur 14). Elektroferogram viser en fin separasjon av utvalgte stoffer ( figur 13 og

14)
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Figur.13 Migrasjonsrekkefolge i CE for de upolare analyttene
P = petidin, N = nortriptylin, M = metadon, H = haloperidol og L = loperamid
UV 2000 P
Migrasjonstid
Ares
00164 =0 016
A
0014 L0014
MA M
0012+ 0012
L
0.010 4 ' +0.010
0.008 4 -0 008
0.006 - =0 000
Mna-f/— : “ /\ﬂ.] L L0004
0.002 v - v v v v v v v v v v v v v Y v —0.002
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 65 70 75 80 85 9.0
Minutter

Figur. 14 Migrasjonsrekkefolge i CE for de polare analyttene

A = amfetamin, MA = metamfetamin, L = lidokain, P = petidin, M = metoprolol
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7.2 Ekstraksjon med PALME

Det er viktig at lasningene er kompatible med analyseinstrumentet og er optimale for & kunne gi
god ekstraksjonsutbytte. De upolare analyttene, akseptor og NaOH lgsningen og metoden
benyttet 1 analyseinstrumentet ble stort sett valgt ut fra erfaringer gjort 1 tidligere studier [8,15,
20]. Initielt ble 15 lesemidler tilherende ulike losemiddel grupper utvalgt som kandidater. Bade
losemidler som er ofte brukt i HF-LPME og mindre brukte lesemidler ble valgt for dette

formalet.

7.2.1 Ekstraksjon med ulike veeskemembraner

I eksperimentet ble det fokusert pa ekstraksjonsutbytte av analyttene ved bruk av organiske
losemidler fra ulike losemiddelgrupper. Det er mange faktorer som ma tas hensyn til for & oppna
tilfredsstillende utbytter. For eksempel har riktig valg av organisk fase en stor betydning for
graden av ekstraksjonsutbytte. Det organiske losemiddelet ber ha lav vannlgselighet slik at den
ikke lekkes 1 akseptor-donorlgsningen som nevnt tidligere i oppgaven (se kapittel 4.4).

Videre bor ikke lasemidlet vaere for flyktig, og gi heye verdier for Korg/don 0g Kaks/org for & sikre
god utbytte [5,22]. De mye brukte lesemidlene har vart diheksyleter og 1-oktanol som begge
oppfyller kriteriene nevnt ovenfor. I tillegg til diheksyleter og 1-oktanol, har ogsé lesemidlene
NPOE og 1-nonanol vert anvendt i eksperimenter med HF-LPME og oppfyller kravene [17].

Lesemidlenes egenskap og leselighet er oppsummert i tabell 5.
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Tabell.5 oversikt over loseligheten og kjemiske egenskaper av losemidlene.
S S 'Y S

Losemiddel Vannleselighet H-donor  H-akseptor Log P  Lesemiddel
ug/mL |
pH 10 Gruppe

Diheksyleter 110 0 1 5,12 1
Trioctylamin 0,2 0 1 10,82 1
2-Nonanon 1100 0 1 3,02 2
Dodecylacetat 20 0 2 5,88 2
3-Tolunitril 640 0 1 2,12 2
NPOE 6 0 4 5,35 2
2-Undekanon 240 0 1 4,03 2
Ispopentylbensen 3 0 0 4,60 4
2,2Dimetylpropylbensen 2 0 0 4,85 4
1-oktanol 1200 1 1 2,88 5
1-Nonanol 390 1 1 3,39 5
1-Undecanol 34 1 1 4,41 5
Dodekan <1 0 0 6,82 6

Heksadekan <1 0 0 8,86 6

Dataene er hentet fra scifinder

1 gsemiddel rangeringen er hentet fra [27].

7.2.2 Ekstraksjon av upolare analytter

I dette arbeidet ble lesemidler med ulike egenskaper og funksjonelle grupper testet som
vaeskemembran for ekstraksjon av utvalgte upolare analytter. Valget av lasemidlene var basert pa
tidligere og tilsvarende erfaring fra HF-LPME [20,21]. Noen nye og mindre brukte organiske
losemidler ble ogsa testet i eksperimentet og disse er inkludert i tabell 6. Disse losemidlene vil
kanskje vaere interessante kandidater for fremtidige eksperimenter med PALME. Hensikten med

a screene mange losemidler var a karakterisere selektiv ekstraksjon av analytter basert pa deres
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polaritet. Innledningsvis ble fenetol og dibensylamin inkludert i eksperimentene, men det viste
seg at ingen av lgsemidlene var brukbare som lesemidler for PALME. Ekstraksjoner med
dibensylamin ga en stor topp i elektroferogrammet, og dette kan skyldes at dibensylamin delvis
lakk ut 1 donor-akseptorfasen og dermed pavirket ekstraksjonsprosessen. Fenetol derimot ga

veldig lave utbytter og ble ogsa ekskludert fra resten av forsekene.

Alle fem analyttene i dette forsegket var relativt upolare. Tabell 1 viser deres struktur, pka- og log
P-verdier, og de tilherende resultatene er oppsummert i tabell 6. Losemidlene 1 sistnevnte tabell

er rangert etter gkende lesemiddelgruppe.

Lesemidlene med god ekstraksjonsytbytte var diheksyleter, dodecylacetat, isopentylbensen og
2,2-dimetylpropylbensen. Alle lesemidlene ga et gjennomsnittelig utbytte pa over 80 % og lave
RSD verdier. Lasemidlene hadde lav vannleselighet (se tabell 5) og vaeskemembran laget av
disse var derfor stabile under ekstraksjonen. Bade for og etter ekstraksjonen er det lite enskelig
at losemidlet fordamper. En viktig egenskap hos lesemidlene er derfor deres hoye kokepunkt da
vaeskemembranen er eksponert for luft i ca.l minutt for den settes sammen med donorplaten.

Generelt ber ikke losemidler med kokepunkt under 190 °C anvendes (se tabell 10).

Et viktig moment som kan ses fra tabell 5 er at disse fire losemidlene har en log P verdi mellom
3-5. Det betyr at fordelingsforholdet mellom provelosningen og vaskemembranen Korg/don var
hey nok til & promotere diffusjon fra donorlesningen til den organiske vaeskemembranen. De
basiske upolare analyttene loste seg best 1 forholdsvis upolare lesemidlene med litt dipol
egenskaper, og det indikerte de heye resultatene pé ekstraksjonsutbytte for disse analyttene.
Upolare analytter er lettere ekstrahert av upolare lesemidler fordi de generelt har hey
fordelingskoffisient og lett kan danne interaksjoner med lgsemiddelet. Diheksyleter er mye brukt
1 eksperimentell arbeid med HF-LPME. Isopentylbensen, dodecylacetat og 2,2
dimetylpropylbensen er ikke mye brukte lesemidler for dette formélet, og kan anses som

alternative organiske vaeskemembraner for upolare basiske legemidler i PALME.
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Tabell 6. Rangering av veeskemembraner for basiske modellanalyttene

. 0 =
Losemiddel Utbytte (%) (n=8) Gjennomsnittsutbytte'

Lgsemiddel Petidin  Lidokain Haloperidol ~ Nortriptylin ~ Loperamid Metadon

gruppe”

Diheksyleter 1 94 97 100 65 94 &9 920
Trioctylamin 1 44 60 18 28 9 82 40
2-Nonanon 2 82 98 89 76 75 77 83
Dodecylacetat 2 94 85 93 81 86 73 85
3-Tolunitril 2 86 68 - - 14 68 42
NPOE 2 62 65 71 59 48 63 61
2-Undekanon 2 91 54 88 70 77 74 83
Isopentylbensen 4 91 93 100 82 74 92 89
2,2- 4 73 94 100 88 71 &9 86

Dimetylpropylben

sen

1-Oktanol 5 75 73 56 61 22 70 60
1-Nonanol 5 77 82 51 54 27 57 58
1-Undekanon 5 72 77 49 51 32 58 57
Dodekan 6 61 63 77 72 46 81 67
Heksadekan 6 44 64 85 95 25 92 67

! Gjennomsnittelig utbytte av petidin, nortriptylin, metadon, haloperidol, loperamid og lidokain

* Gruppe rangeringen av lgsemidlene er hentet fra [27]
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7.2.3 Ekstraksjon av polare analytter

I neste forsegksserie ble de samme lgsemidlene testet som organisk veskemembran med ny
gruppe av analytter. De basiske polare analyttene amfetamin, metamfetamin og metoprolol ble
utvalgt. Petidin ble gjenvalgt for a4 underseke reproduserbarheten til teknikken. Struktur, pKa- og
log.P verdiene er vist tabell 2 og resultatene er oppsummert i tabell 7. Losemidlene er rangert 1

henhold til ekende lgsmiddelgruppe.

De fire mest effektive lasemidlene for ekstraksjon av de polare analyttene var 2-nonanon,
3-tolunitril, 1-oktanol og 1-nonanol med et gjennomsnittelig utbytte pa over 67 % og lave RSD
verdier. Badde 1-oktanol og 3-tolunitril har en log P-verdi pa henholdsvis 2,88 og 2,12, mens
2-nonanon og l-nonanol har log P péd 3,02 og 3,39. Disse lesemidlene er mer polare enn
losemidlene nevnt 1 tidligere avsnitt, og gir hey fordelingskoffisient for de polare analyttene til &
diffundere over til vaskemembranen. Det er tidligere ikke blitt benyttet 3-tolunitril 1
eksperimenter med mikroekstraksjon og kan brukes som en alternativ organisk vaeskemembran
for polare basiske legemidler i PALME. Et interessant funn var at trioctylamin tilherende gruppe
1 ga darlig egstraksjonsutbytte bade for de polare og upolare analyttene. Ut ifra tabell 5 ser man
at dette lgsemidlet har en log P- verdi lik 10 — noe som muligens kan medfere til at

fordelingskoffisienten K4, blir for lav til & kunne fa hoyt utbytte for ekstraksjonen.

Fordelingskoffisientens sterrelse avhenger av analyttens lipofile egenskaper og av lesemidlets
egenskaper. Da ioniseringen av analyttene er undertrykt i provelesningen vil tiltrekningskreftene
som kan virke mellom lgsemidlene og analyttene vere dispersjonskrefter, dipolinteraksjoner og
hydrogenbindinger. Disse interaksjonene er av varierende styrke der hydrogenbindinger gir de
sterkeste interaksjonene og betyr mest for loseligheten av stoffer som bidrar til disse

interaksjonene.
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Tabell 7. PALME ekstraksjon med ulike organiske losemidler som veeskemembran for polare

modellanalytter.

Losemiddel Utbytte ( %) (n=8) Gjennomsnittsutbytte'
Losemiddel- Metoprolol Amfetamin  Metamfetamin
gruppe
Diheksyleter 1 26 71 93 63
Trioctylamin 1 - 6 12 6
2-Nonanon 2 88 92 96 92
Dodecylacetat 2 38 69 87 65
3-Tolunitril 2 61 72 76 70
NPOE 2 12 32 49 31
2-Undekanon 2 56 62 68 62
Isopentylbensen 4 32 73 88 64
2,2 4 24 68 86 59
Dimetylpropylbens-
en
1-Oktanol 5 62 67 77 68
1-Nonanol 5 60 80 82 74
1-Undekanol 5 36 55 72 54
Dodekan 6 - 42 63 35
Heksadekan 6 - 29 57 29

1 Gjennomsnittelig utbytte av metoprolol, amfetamin og metamfetamin

43



Resultatene 1 tabell 6 og 7 indikerer mange viktige momenter. Resultatene viser at
ekstraksjonsutbyttene er pavirket av type lesemiddel brukt som vaskemembran. Leseligheten 1
det organiske losemidlet er avhengig av tiltrekningskreftene som virker mellom analytten og
losemiddelet. Generelt fungerte alle lesemidlene utvalgt i oppgaven som vaeskemembran i1
PALME, men noen lgsemidler ga bedre utbytte enn andre. De beste lesemidlene for upolare
analytter tilherte ulik lesemiddel gruppe ifelge Kamlet og Taft klassifisering [27]. Bade
isopentylbensen og 2,2 dimetylpropylbensen tilherte gruppe IV A (aromatisk etere,
hydrokarboner og halogenerte forbindelser). Dodecylacetat tilherte gruppe Il (estere og ketoner),
og diheksyleter derimot tilherte gruppe I (alifatiske etere og aminer). Selv om det var store
strukturelle forskjeller mellom de ulike gruppene av lesemidlene, var de relative like 1
selektivitet, log P og dipolegenskaper. Disse lasemiddelegenskapene kan forklares ved hjelp av
Kamlet og Taft parametere. Disse parameterne beskriver et losemiddelets evne til & fungere som
hydrogendonor, hydrogenakseptor eller evne til & danne dipol-interaksjon. Gruppe I, Il og IV A
er karakterisert ved hey dipolmoment. Gruppe I og II har ogsd hagye protonakseptoregenskaper
og lave protondonoregenskaper, mens gruppe IV A har lave protondonor- og akseptor-
egenskaper. Det indikerer at det oppstod en sterk dipol-dipol interaksjon mellom lgsemidlene og
de uladete basiske analyttene og dette forte videre til stor fordelingskoffisient og dermed hoyt
utbytte. Gruppe V (alkoholer) og VI (alifatiske hydrokarboner) viste seg & vaere mindre effektive
losemidler for ekstraksjon av basiske upolare analytter. Det kan skyldes alkoholenes hoye
hydrogendonor egenskaper, og de basiske analyttenes protonakseptor egenskaper ga sterke
hydrogenbindingsinteraksjoner. Hydrogenbindingsinteraksjonene kan ha fort til at analyttene ble
fanget 1 vaeskemembranen og mengde analytt som diffunderte over til akseptorfasen ble dermed
begrenset. De lave utbyttene av upolare analytter med gruppe V (alkoholer) kan forklares med
dette fenomenet. Losemidler tilherende gruppe VI (alifatiske hydrokarboner) derimot var veldig
upolare og bidro til svake lesemiddel-analytt interaksjoner. Gruppe VI er derfor ikke forste

valget til ekstraksjon i PALME.

De mest effektive losemidlene for polare analytter tilhorte, ifelge Kamlet og Taft klassifisering,
gruppe Il og V. Generelt vet man fra tidligere eksperimenter og funn at ketoner er egnet som
gode kandidater for ekstraksjon av basiske stoffer [15,17,28]. Dette bekreftes ogsd av forsek
utfort i dette arbeidet hvor gruppe Il viste hoye utbytter med bade polare og upolare analytter.
Lesemidlene 2-nonanon, 3-tolunitril, 1-nonanol og 1-oktanol ga heyt utbytte og er rangert 1
tabell 7 etter ekende lgsemiddelgruppe. Gruppe II og V er veldig forskjellige nar det gjelder

selektivitet, dipolmoment, hydrogendonor- og hydrogenakseptoregenskaper. Som nevnt over
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danner 2-nonanon og 3-tolunitril sterke dipol-dipol interaksjoner og gir dermed hgye utbytter.
Heoyt utbytte ved bruk av alkoholer (V) kan forklares av deres hydrogendonor egenskapene og de

basiske analyttenes evne til 4 akseptere hydrogenbindinger.

Ekstraksjonsutbyttene av polare analytter ble heyere ved bruk av lesemidler som hadde mer
polar karakter enn det som ble observert for upolare analytter. For upolare analytter var
ekstraksjonsutbyttet heyere med losemidler med mer upolar karakter. Selv om upolare
losemidler ogsa ga et hoyt utbytte av polare analytter, var dette allikevel ikke hayere enn utbyttet
for upolare analytter med de samme losemidlene, og omvendt. Grunnen til dette er at
fordelingskoffisienten og dermed loseligheten til modellanalyttene blir sterre for den organiske
vaeskemembranen nér egenskapene er relativt like. Et velkjent prinsipp innen kjemien er leren
om at «likt leser likt». Heksadekan og dodekan rangert nederst i tabell 7 for polare analyttene og
I-nonanol, 1-undekanol og 1-oktanol rangert blant de nederste losemidlene i tabell 6 for de
upolare analyttene, ga darligst utbytte. Dermed ble gruppe VI (alifatiske hydrokarboner) for
polare basiske analytter og gruppe V (alkoholer) for basiske upolare analytter funnet & gi lav
utbytte. Cluster I, II og IV av Kamlet og Taft lesemidler egnet seg for bade polare og upolare

analytter og ber vurderes for fremtidig implementering i PALME.

Tidligere erfaringer med HF-LPME har vist at ekstraksjonsutbyttet i

tre-fase system er heyest for analytter med log P mellom 2-4 [29]. Dette meonsteret ble ogsd
bekreftet i PALME. Utbyttene av de fire beste lasemidlene for upolare og polare analyttene er
oppsummert 1 tabell 8. Analyttene er rangert etter ekende log P verdi. Fra tabellen ser man at
utbyttene for analyttene eker med ekende log P verdi frem til log P 3,66. Fra log P 3,66
begynner ekstraksjonsutbyttene & minke. For slike legemidler vil ekstraksjonen fra
vaskemembraner inn til den vandige akseptorfasen vere begrenset. Ekstraksjon 1 slike tilfeller er
utfordrende og krever lgsemidler som gir bedre selektivitet for analyttene. Dette gjor valg av
losemiddel til relativt polare basiske analytter (log P under 1,5) og upolare analytter (log P over

4) kritisk.
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Tabell 8. Okning av utbyttet for analyttene med ekende log P-verdi.

Analytt log. P! Gjennomsnittsutbytte’
Metoprolol 1,76 68
Amfetamin 1,80 78

Metamfetamin 2,24 83
Petidin 2,46 88

Lidokain 2,84 92
Haloperidol 3,66 98
Nortriptylin 4,43 79
Loperamid 4,77 81

Metadon 5,01 85

"' Dataene er hentet fra Scifinder

? Gjennomsnittelig utbytte for hver analytt med de fire effektive losemidlene

Allikevel er valg av lesemiddel mindre kritisk for PALME sammenlignet med HF-LPME. De
analytiske dataene 1 dette forseket var forskjellig fra dataene med tilsvarende forsek 1 HF-LPME
rapportert 1 tidligere arbeid [17]. Denne observasjonen kan forklares teoretisk av felgende

ligning for beregning av utbytte ved likevekt 1 tre-fase system [22] :

R= [100 X I<a/d X Va] / [ I<a/d X Va + Korg/d X Vorg +Vd] (9)

hvor Kyq er fordelingskoffisienten for analytten mellom akseptorlesning og prevelgsningen
(donor), Korga er fordelingskoffisienten for analytten mellom vaskemembranen (organisk fase)
og provelesningen , V, er volumet av akseptorlesning, V., er volumet av vaskemembranen
(organisk fase), og Vg4 er volumet av proven (donor). En stor reduksjon i volum av
vaskemembranen (V) fra 15 pl 1 HF-LPME til 2,5 pl og volum av prevelesningen fra 500 pl i
HF-LPME til 200 pl i PALME resulterer 1 en gkning av utbytte med ca. 20 % ved K,q= 200 og
en gkning av utbytte pa ca. 5,3 % ved Kyq= 1000 (se tabell 9) . Fordelingskoffisienten for et gitt
losemiddel vil vare den samme i PALME og HF-LPME. Béde de eksperimentelle dataene og de

teoretiske beregningene understotter at stor variasjon 1 volumet av veeskemembranen, akseptor
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og provelesningen spiller en betydelig rolle for ekstraksjonsutbyttene. Lavere volum av V., har
fort til bedre utbytte ved bruk av de samme losemidlene 1 eksperimentet. Det betyr at mengden
losemiddel brukt som veskemembran er viktig for ekstraksjonsutbytte av de analytiske dataene.
I tillegg til lavere bruk av lesemiddel er ogsé volumet av prevelgsningen redusert kraftig fra

500 ul -1 ml i HF-LPME til 250-450 ul i PALME som ogsé kan vare en arsak til bedre resultater
i PALME. Dessuten hadde forskjellen i fordelingskoffisienten (Ka.q) i PALME ikke stor effekt pa
utbyttene, men derimot hadde en forskjell 1 fordelingskoftisienten (K,4q4) 1 HF-LPME stor effekt
pa utbytte ( se tabell 9).

Tabell 9. Teoretisk utbytte 1 HF-LPME og PALME med forskjellige K,/ verdier

Utbytte (%)
PALME' HF-LPME?
Kaa= 1000 99 93,75
K= 200 95,23 75

"Korga = 100, Vo= 50 pL, Vg =200 pL, Vorg=2,5 pl
2 Korgia = 100, Vo =30 pL, Vg = 500 pL, V= 15 pl

Et annet viktig faktum som kan ha bidratt til bedre analyseresultater, er bruk av tynn membran.
Bedre utbytter av analyttene i PALME kan ogsa vare en direkte konsekvens av reduksjon i
membrantykkelsen fra 200 pm 1 HF-LPME til 100 pum i PALME systemet. Med tynnere
membran vil diffusjonsveien fra vaeskemembranen og til akseptorlesningen av analyttene vare
kortere, noe som gjor at motstanden mot diffusjonen til akseptorlesnigen vil vere mindre. Pa
grunn av reduksjon i volum og tykkelsen pa den organiske vaskemembranen gir dette redusert
ekstraksjonstid (se ovenfor) og utvidet ekstraksjonsutbytter. Redusert tykkelse motvirker ogsé

ulempen med liten kontaktoverflate av membranen 1 PALME.
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7.3 Veieforsok med vaeskemembranen

I det neste eksperiment ble flyktigheten av de lesemidlene som gav best resultat testet med
hensyn til fordampning fra polypropylen membranen. Fordampning av lesemiddelet fra
membranen kan vare et problem og pavirke sluttresultatet. Informasjon om stabiliteten er derfor
nedvendig ved valg av legsemiddel til PALME eksperimenter. Forsgket ble utfort ved &
impregnere membranen med diheksyleter, dodecylacetat og isopentylbensen. Fordampning ble
malt som funksjon av tid for hvert lesemiddel pé analysevekt. Vekttapet ble malt ved tidspunktet
0 og 3 timer. Resultatene er oppfort 1 tabell 10. Losemidlene er rangert etter minst fordampning
fra membranen. Dodecylacetat ble funnet & vare mest stabil ogsd 3 timer etter impregnering.
Tap av lesemiddelet var ikke malbart selv etter 3 timer med eksponering i luft ved
romtemperatur. Fordampning av diheksyleter og isopentylbensen var merkbart etter 3 timer.
Tapet av losemiddelet var stort for isopentylbensen 1 motsetning til diheksyleter. Tilneermet var

all isopentylbensen fordampet bort.

Med dette kan man si at lesemidlene med kokepunkt rundt 200°C er stabile i romtemperatur i en
viss tid fer ekstraksjonen utferes. Tap av vaeskemembranen er lavest nar den tas i bruk under 1
time etter pasetting av lgsemidlet. Det er viktig & opprettholde integriteten til vaeskemembranen
under handtering for & pavirke ekstraksjonsutbyttene minst mulig. I praksis ber man bruke
vaeskemembranen kort tid etter impregnering for & sikre at fordampning av lgsemiddelet er
minimalt. Dette vil ogsd sikre at resultatene blir palitelig og neyaktige. Utifra tabell 10 er
anbefalingen at man ikke bruker losemidler med kokepunkt under 200-220 °C da det kan oke

sjansen for fordampning og fere til ustabil vaeskemembran.
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Tabell 10. Fordampning av diheksyleter,dodecylacetat og isopentylbensen ved tiden 0 og 3

timer.

Kokepunkt1 €O Vekt av veeskemembranen

Ved immobilisering”  Etter 3 timers lagring’

Dodecylacetat 265 °C 0,0102 g 0,0102 g
Diheksyleter 223 °C 0,0086 g 0,0064 g
Isopentylbensen 193 °C 0,0088 g 0,0034 g

"'Dataene er hentet fra Scifinder
2 ekt av vaeskemembranen rett etter immobilisering ( 0.timer)

3 Vekt av vaeskemembranen 3 timer etter immobilisering

7.4 Stabilitet av veeskemembranen

Etter & ha utfort et enkel vektforsek, ble det i det neste eksperimentet vektlagt & kartlegge
ekstraksjonsutbyttene etter lagring med de samme lgsemidlene som 1 forrige eksperimentet. |

tre serier med 4-8 paralleller 1 hver serie, ble membranen impregnert med diheksyleter,
dodecylacetat og isopentylbensen. Den ene serien ble umiddelbart, ved tiden 0, brukt til PALME
ekstraksjon og analysert med CE. Den andre serien med impregnert membran ble benyttet 1
ekstraksjon 1 time etter lagring ved romtemperatur. Det ble ogsa benyttet vaeskemembran 3 timer
etter impregnering. Resultatet av ekstraksjonsutbyttene er oppfoert 1 tabell 11. Lesemidlene er

rangert etter best utbytte ved de ulike tidspunktene.

Dodecylacetat viste seg & gi hoyt utbytte bade ved tidspunkt 0 og 1 time med RSD verdier under
10 %. Ekstraksjonsutbyttene ved tiden 0 og 1 time for dodecylacetat ble sammenlignet og funnet
a vaere signifikant forskjellige. Gjennomsnittelig utbytte etter 3 timer var ogsa med utbytter over
60, men RSD verdien okte. Fra det forrige eksperimentet ble det funnet ut at flyktigheten av

dodecylacetat var ikke utsatt for fordampning selv etter 3 timer. Dette stemmer godt med de
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utbytte verdiene fatt i1 dette forseket etter 3 timer med impregnering. Med hensyn til RSD
verdiene kan det konkluderes at membranen ber anvendes kort tid etter impregnering, helst innen
1 time selv om flyktigheten til det organiske lesemiddelet er minst mulig. Fordampning av
diheksyleter og isopentylbensen var derimot litt heyere enn dodecylacetat fra forrige
eksperiment. 1 dette forseket viste det seg at begge leosemidlene fungerte fortsatt etter
oppbevaring i 1 time ved romtemperatur. Utbytte resultatene for isopentylbensen ble lavere etter
1 time med heye RSD verdier. Noe vaeskemembran var igjen etter 3 timer for isopentylbensen,
men ikke nok til & gi utbytte. Diheksyleter derimot ga utbytte pa 72 % etter 3 timer, men med
heye RSD verdier. Dette skyldes at lesemidlene stort sett er fordampet bort etter & ha blitt
oppbevart i lengre perioder enn 1 time. Diheksyleter har ogsa en tendens til & svelle i polymeren
og dermed pévirke analyseresultatene. Stabilitet av veskemembranen for ekstraksjonen er en
viktig parameter for & fa et robust ekstraksjonssystem. Opplysninger som dette kan vare med pa

a gjore valg av lesemidler til PALME mye enklere.

Tabell 11. Utbytte ved tiden 0,1 og 3 timer etter immobilisering

Utbytte (%)’ (n=8', n=4%) RSD* (%)
0.time 1.time 3.timer
Diheksyleter 82 77 72 10,7
Dodecylacetat 72 85 67 7,3
Isopentylbensen 73 41 0 8

" Diheksyleter og Dodecylacetat, > Isopentylbensen
? Gjennomsnittsutbytte av den upolare blandingen for de tre losemidlene
* Gjennomsnitt av relativt standardavvik (RSD) av forsekene med diheksyleter, dodecylacetat og

isopentylbensen.
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7.5 Pasetting av vaeskemembran

Fjerning av overskudd av organisk lgsemiddel er vanlig ved bruk av denne metoden, og blir
utfort med bruk av medisinsk terkepapir. Overskuddet blir fjernet fa sekunder etter
immobilisering med det organiske lasemiddelet. Dette er en enkel prosedyre ogsd brukt i HF-
LPME [17], men den er vanskelig & automatisere. I tillegg gir det darlig kontroll pa hvor mye
organisk lesemiddel som blir tatt opp i membranen. Med tanke pa framtidig automatisering av
PALME ble det testet ut om terking av overskuddet kunne péavirke utbyttereresultatene.
Utbyttene ble undersekt med bade immobilisering fra undersiden av filterplaten og fra oversiden
av filterplaten. Med immobilisering fra undersiden ble overskuddet av organisk lgsemiddel
torket med medisinsk terkepapir. Ved immobilisering fra oversiden ble overskuddet ikke torket
bort da det ikke er mulig & né ned til filteret (membranen) fra oversiden. Forsgket ble utfert med

diheksyleter. Resultatene er oppfort i tabell 12.

Resultatene viste ingen signifikant forskjell 1 ekstraksjonsutbytter for fjerning og ikke fjerning av
losemiddelet fra membranen. RSD verdien var allikevel lavere nar overskuddet ikke ble fjernet.
De eksperimentelle dataene bekrefter dermed at & utelukke terking av overskuddet ikke vil vaere
kritisk for kvaliteten pa de analyttiske data. Ekstraksjonsutbytte pavirkes ikke i stor grad dersom
overskuddet av lesemiddelet ikke fjernes, og for en framtidig automatisering av PALME vil det
ikke vaere nedvendig & inkludere terking av overskuddet som en ledd i1 prosedyren. Dette vil
gjore prosedyren lettere & utfore uten & by pa et ekstra trinn, nemlig terking av overskuddet med

losemiddel.

Tabell. 12 Utbytteresultatene med bdde fjerning og ikke fjerning av losemiddelet i prosedyren

Utbytte (%) (n=8)

Fjerning' ( undersiden ) Ingen fjerning' (oversiden)
Diheksyleter 82 86
RSD (%) 12 8

" Gjennomsnitt av utbytte resultatene for den upolare losningen av analyttene

* Gjennomsnitt relativt standardavvik (RSD) av forsekene
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8. Konklusjon

Dette arbeidet har for ferste gang beskrevet ulike organiske lgsemidlers evne til & ekstrahere
basiske upolare og polare legemidler med den nye tiln@ermingen til miniatyrisert ekstraksjon,
nemlig PALME. Prinsippet for ekstraksjon er den samme som 1 hulfiber basert LPME, men med
mye enklere oppsett og utforelse i 96 brenns plater. Valg av riktig lesemiddel er vesentlig for
god ekstraksjon og heye analyseresultater. Flere kriterier ma vurderes deriblant lgsemiddelets
flyktighet i kontakt med luft. Lite fordampning av vaeskemembranen var malbart etter 1 time
med eksponering i romtemperatur med heye utbytter. Dodecylacetat ble funnet & vere mest
stabil ogsa 3 timer etter impregnering. Isopentylbensen og diheksyleter derimot ga heye RSD
verdier etter 1 time 1 romtemperatur. Vaeskemembranen ber brukes kort tid (under 1 time) etter
impregnering med det organiske losemiddelet for sikre at resultatene blir pélitelig og neyaktige.
Lesemidler med kokepunkt over 220 °C er & anbefale pa grunn av bedre stabilitet. Viskositet og
vannlgselighet er forevrig like nedvendig & vurdere. I tillegg har dette arbeidet vist at valg av
type lesemiddel ber vaere relatert til analyttens strukturelle egenskaper. For analytter med log P
heyere enn ca. 4 og log P under 2 er valg av lesemiddel mer kritisk og krever lgsemidler som gir
bedre selektivitet av disse. Gruppe V (alkoholer) ga bedre utbytter av polare analytter, mens
gruppe [ (alifatiske etere og aminer), II (estere og ketoner) og IV (aromatisk etere,
hydrokarboner og halogenerte forbindelser) av Kamlet og Taft klassifisering egnet seg for bade
polare og upolare analytter og ber vurderes for fremtidig implementering 1 PALME. I tillegg har
dette arbeidet lansert noen nye lesemidler godt egnet som vaskemembran i PALME blant annet

3-tolunitril, isopentylbensen som ber undersgkes nermere.

Fjerning av overskudd av organisk lesemiddel har vist & ikke veare nedvendig & utfore i
prosessen noe som gjor det lettere & automatisere teknikken. Dessuten har det vist seg & gi lavere
RSD verdier. Bedre ubytte resultater og den korte preveopparbeidelsestiden sammenlignet med
HF-LPME gjor PALME til en bedre ekstraksjonsteknikk. Det enskes 1 svart nar fremtid at
PALME kan utvikles til en full automatisert preveopparbeidelse teknikk med kommersielt

tilgjengelig utstyr innen legemiddelanalyse.
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