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VARIAN Varian Deutschland GmbH, Dr. Ute Beyer

Flussigextraktion in der Kartusche (SLE): Wassrige Proben
(veroffentlicht auf www.analytik-news.de am 5. Mai 2009)

In der heutigen Folge beschaftigen wir uns zur
Abwechslung einmal nicht mit Festphasenextraktion
(SPE), sondern mit Flussigextraktion wassriger
Proben. Jedoch nicht mit der Variante, die
Ublicherweise mittels Ausschutteln im Scheidetrichter
durchgefuhrt wird (Flussig-Flussig-Extraktion, LLE),
sondern mit SLE, der sogenannten ,Solid Supported
Liquid Extraktion®.

Prinzip

Das Prinzip ist das gleiche wie bei der Flussig-Flissig-
Extraktion:

v" Der Analyt verteilt sich zwischen der wassrigen
Probe und einem organischen, nicht mit Wasser
mischbaren Lésungsmittel.

v Je besser der Analyt im organischen Lésungsmittel
I6slich ist und je schlechter in Wasser,
umso hoher ist die Extraktionsausbeute.

Wie funktioniert die SLE zur Extraktion wassriger
Proben?

v Die wassrige Probe wird auf trockene Diatomeen-
erde gegeben (Bild 1) und von ihr komplett auf-
gesaugt, es bildet sich eine wassrige Schicht
(Bild 2).

v Nach Zugabe des organischen Lo&sungsmittels
erfolgt der Ubergang der Analyten aus der
wassrigen Schicht in die organische Phase (Bild 3).
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Bild 1: Bild 2: Bild 3:

Trockenes Wassrige Organische
Sorbens Schicht Phase

Was ist Diatomeenerde tberhaupt?

v Diatomeenerde = Kieselgur, Celit

v ... ist ein Naturprodukt, das in Lagerstatten abgebaut
wird.

v ... ist entstanden aus Kieselalgen (Diatomeen), die
nach dem Absterben zu Boden des Gewassers
sinken, in dem sie gelebt haben und dort allm&hlich
dicke Ablagerungen bilden. Durch geologische
Veranderungen, wie z.B. Bodenerhebungen, ge-
langen sie spater an die Erdoberflache.

(Quelle: Wikipedia)

Diatomeenerde fir die Flissigextraktion ...

v ... ist calciniert, d.h. gebrannt, um alle organischen
Bestandteile zu entfernen

v ... ist gesiebt.
Hydromatrix
ist der Name fir das Bulkmaterial

ChemElut
ist der Name fir Diatomeenerde in Kartuschen
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Erhaltliche ChemElut Kartuschen

Buffered pH V([]|I1I|IIT < Part No. Ol';fl::(t]'ty
s 3 12198004 100
100 12198018 25
90 3 12198005 100
03 12198001 100
1 12198002 100
3 12198003 100
5 12198006 100
Unbuffered 10 12198007 100
20 12198008 100
50 12198009 50
100 12198010 25
300 12198011 15
Hydromatrix Bulkmaterial
Itewt Quantiy Part No.

Hydromatrix

1 kg 198003

4 kg 198004

96well Format

Name Probe Menge Artikel-
-vol. nummer

Versaplate 96-well ca. 1 Platte 75430260

Hydromatrix 250 pL

Versaplate ca. 96 75530260

Kartuschen 250 pL Versaplate

Hydromatrix Kartuschen

SLE 96 well Platte ca. 1 Platte A4964050

50 50 pL

SLE 96 well Platte ca. 1 Platte A4964150

150 150 pL

Was ist bei der Durchfihrung zu beachten?

1. Probenvorbehandlung

Auch bei der Flissigextraktion einer wassrigen
Lésung spielt der pH-Wert eine wichtige Rolle.

Der pH-Wert der Probe sollte — wie bei der unpolaren
SPE (Folge 1) — so eingestellt sein, dass der Analyt
ungeladen vorliegt. Dann ist er am unpolarsten.
Jede Ladung macht ein Molekul sehr viel polarer,
sehr schon zu sehen am Beispiel Benzoesaure:

0 0
cZ cZ
OH o
neutral geladen
Wasserldslichkeit Wasserldslichkeit
ca. 3g/L ca. 600 g/L

Kurz zusammengefasst:
pH-Wert Einstellung fir saure Verbindungen:
ideal ist pH < pKa - 2
pH-Wert Einstellung fur basische Verbindungen
ideal ist pH > pKa + 2

Eine pH-Wert Einstellung ist nicht immer notwendig,
z.B. wenn der unpolare Rest des Molekils
Uberwiegt. Aber wenn es Probleme mit der
Extraktionsausbeute gibt, sollte man auf jeden Fall
auch Uber eine pH-Wert Einstellung nachdenken.

Besonderheit der Diatomeenerde:
Unbehandelte Diatomeenerde reagiert in wassriger
Losung alkalisch!
D.h. bei sauren Analyten entweder die Probe starker
sauer einstellen oder die sauer vorgepufferten
ChemElut Kartuschen nehmen.
Bei basischen Substanzen kann man dadurch oft die
pH-Wert Einstellung weglassen.


http://www.analytik-news.de/Fachartikel/Volltext/ABC_Probenvorbereitung_1.pdf
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2. Auswahl der Kartusche

v" ChemElut hat nichts mit SPE zu tun!
Der Mechanismus ist komplett unterschiedlich.

v" Wichtig: Bei ChemElut muss die Probe komplett
aufgesaugt werden, d.h. die Kartuschen-
grof3e richtet sich nach dem Proben-
volumen.

v Beispiel: Auf eine ChemElut 10 mL Kartusche gibt
man maximal 10 mL wassrige Probe
(aber auch nicht viel weniger, siehe
Probenaufgabe).

3. Vorbehandlung der Kartusche

Keinell! Die Probe wird auf die trockene
Kartusche aufgegeben.
4. Probenaufgabe

v Die Probe wird ohne Vakuum oder Druck
aufgegeben, einfach unter Schwerkraft einsickern
lassen.

v" AnschlieRend ca. 5 — 15 min warten bis die Probe
ganz aufgesogen ist.

v Es sollte moglichst nur eine schmale
LSicherheitszone* am Full der Kartusche
unbeladen bleiben, um sicher zu stellen, dass die
Probe komplett aufgenommen wurde.

v" Aber auch nicht zu viel trocken lassen, ggf. die
Probe verdinnen oder die néachst kleinere
Kartusche nehmen.

5. Elution

Mit einem nicht wassermischbaren Losungsmittel
v" Typische Elutionsmittel:

*Dichlormethan, Chloroform,

-Diethylether, Ethylacetat, n-Hexan

v Aber auch Losemittelgemische mit einem kleinen
polaren Anteil fur weniger unpolare Analyten:

*Dichlormethan / Isopropanol 90/10 oder 85/15
*Chloroform / Methanol 90/10 oder 85/15
Diethylether / Ethanol 90/10 oder 85/15 oder 80/20
v Wichtig dabei: Die Mischung muss unmischbar
sein mit Wasser!

Wichtig: Mit den Elutionsmitteln experimentieren:
v Jedes Losemittel hat eine andere Selektivitat.

v Ahnlich starke Losemittel koénnen ganz unter-
schiedliche Extraktreinheit liefern aufgrund unter-
schiedlicher Selektivitat.

Elutionsvolumen:

v' 2 - 3 faches Probevolumen
v portionsweise aufgeben

Beispiel: Steroide aus Urin

Probenvorbehandlung:

v Eine pH-Wert Einstellung ist hier nicht notwendig, da
die Analyten neutral sind (nur aliphatische Reste)
(Formel: Rémpp Chemielexikon)

v Falls nicht nur freie Steroide extrahiert werden
sollen, sondern auch gebundene, ist eine Hydrolyse
des Urins notwendig, z.B. mit R-Glucuronidase /
Arylsulfatase

v" Optional: Urin 1:1 verdiinnen mit Wasser
Verdinnen ist generell aus verschiedenen Griinden
meist von Vorteil, z.B. schon durch Herabsetzung
der Viskositat einer Probe.

Probenaufgabe:

v" 10 mL der vorbereiteten Probe wird auf eine trockene
ChemElut 10 mL Kartusche gegeben (ohne Vakuum
oder Druck)

v Etwa 10 min warten bis die Probe ganz aufgesogen
ist.

Elution:

v~ Mit 2 x 10 mL Dichlormethan
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Vorteile der Flussigextraktion mit ChemElut Einsatzbereich von ChemElut

v" Unkomplizierte Handhabung Allgemein

v Keine Emulsionsbildung! v Als Ersatz fir die klassische Flissig-Flissig-
v Extrakt absolut wasserfreil Extraktion wassriger Proben

v Quantitative Extraktion in einem Schritt v Haufig angewendet beispielsweise in Pharma,
v Bessere Extraktreinheit als bei herkédmmlicher Forensik und Toxikologie

Flissig-Flussig-Extraktion

Aufarbeitung vieler Proben gleichzeitig problemlos Spe2|ell. _ _ _ _
mdglich V" Pestizidbestimmung in Lebensmitteln

(Methode nach Alder und Klein, BgVV Berlin)

\

Schematische Darstellung

Wasser zu 5 g trockener Probe oder 10 g wasserhaltiger Probe
hinzufugen (Endvolumen 10 mL)

Y

Homogenisieren mit 20 mL Methanol; falls erforderlich filtrieren
oder zentrifugieren

Y

Kochsalzlésung zu einem Aliquot hinzufugen und ein Aliquot
auf Chem Elut geben, einwirken lassen

Nachteile Y

Elution mit Dichlormethan; zur Trockne einengen

v Nur fur Analyten geeignet, die sich in einem der

nicht wassermischbaren Losemittel oder Gemische V

gut I6sen. Ruckstand in Methanol/Wasser aufnehmen
v Keine Anreicherung (erst durch Einengen des (Proben-Endkonzentration: 0.5 bzw. 1 g/mL)

Extraktes) V

v Relativ grof3es Elutionsvolumen |
v Aufgrund des hohen Lodsemittelverbrauches nur
wirklich praktikabel fiir kleinere Probenvolumina Y
(Kartuschen bis 300 mL sind aber erhaltlich) | LO/MS/MS mit RP18-Saule (50 x 2 mm) im MRM-Modus |

Filtrieren durch einen 0.45 um PTFE-Spritzenfilter |

Die Details finden Sie hier.

Erweiterte Anwendung

v Aufreinigung organischer Lésungen und Reaktions-
gemische (mehr dazu in der nachsten Folge)



http://www.varianinc.com/image/vimage/docs/products/consum/newsletter/shared/AR_164_PestiChemElut_DE.pdf
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Fehlersuche Applikationsbeispiele und Literatur

far die Extraktion wéassriger Proben mit ChemElut
Varian Environmental Advantage Note

Problem: Wasser im Eluat
Varian Bioanalytical Advantage Note

Mdogliche Ursachen:

v Zuviel Probe aufgegeben, Durchbruch . . . .
Applikationen aus den Bereichen Klinische Analvtik,

v Nicht lange genug gewartet vor der Elution, Wasser Toxikologie, Umwelt, Lebensmittel
noch nicht komplett aufgesaugt

(Kontaktdaten siehe oben fir Fragen und Detailinfos zu
v Die wassrige Probe hat bereits organisches den Applikationen)

Losemittel enthalten, z.B. Methanol. Mehr als 10%

sollten es nicht sein (Faustregel).

Problem: Die wassrige Probe lauft nicht durch bei der
Probenaufgabe

Mogliche Ursache:
AbstoRungseffekt durch den hydrophoben Filter oben
Abhilfe:

v kurz ,anschubsen® durch leichtes Rutteln oder Druck
von obenoder etwas Vakuum

v aber nur leicht und ganz kurz, nur so lange
bis das Wasser einzusickern beginnt

Problem: Das Elutionsmittel lauft nicht durch, bleibt
Uber dem Sorbens stehen.

Mdogliche Ursache:

v~ Zuviel Probe aufgegeben, zwischen den Partikeln
sitzt Wasser, das organische Lésemittel kommt nicht
durch

Problem: zu geringe Wiederfindung /
Extraktionsausbeute

Mdgliche Ursachen:

v" zu geringes Elutionsvolumen

v ungeeignetes Elutionsmittel

v Substanz zu polar

v pH-Wert nicht richtig eingestellt



http://www.varianinc.com/image/vimage/docs/products/consum/samprep/lle/shared/environmental.pdf
http://www.varianinc.com/image/vimage/docs/products/consum/samprep/lle/shared/bioanalytical.pdf
http://www.varianinc.com/cgi-bin/nav?products/consum/samprep/lle/lle_apps&cid=INOLPOPJFM



