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are different fluorescent stains available
for different nucleic acid species. The de-
tection of protein involves the reaction of
a nonfluorescent compound with lysine
to form a fluorescent moiety. For more
information concerning these applica-
tions and others involving the use of mi-
croplates, please visit the Bio-Tek Instru-
ments Web site at www.biotek.com.
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Bioanalytische Festphasenextraktion:
Ein Klassiker in einem neuen,
massgeschneiderten Gewand
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Bioanalytical solid-phase extraction: A classic in a new, tailor-made garment
Abstract: In bioanalytical HPLC, optimization of sample pretreatment should be directed towards improved
selectivity, high sample through-put and total automation with simultaneous cost-reduction and improvment
of the analytical quality. These requirements can be accomplished by integrating the extractive sample clean-
up process (Solid-Phase Extraction; SPE) into the HPLC-system. For this purpose, tailor-made adsorbents
(Restricted Access Materials, RAM; Molecular Imprinted Polymers, MIP) are used as precolumn packings.
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Trotz ausgereifter Instrumentierung, in-
telligenter Software und hoher Selektivi-
Uit sowie Effizienz der analytischen
Trennsallien erftillt die HPLC-Analytik
von niedermoleklliaren Komponenten in
komplexen biologischen Matrices bis-
lang nur in eingeschranktem Masse die
Anforderungen, die an ein routinetaug-
liches Hochleistllngsanalysenverfahren ge-
stellt werden.
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Biologische Proben - insbesondere
proteinhaltige, wie z.B. Plasma, Serum,
Milch, Speichel, Fermenterbrtihe, Zell-
und Gewebshomogenattiberstand - mtis-
sen vor der analytischen Trennung tiber-
wiegend noch manuell oder teilautomati-
siert durch Extraktion, Denaturierung,
Dialyse, Ultrazentrifugation oder unspe-
zifische Adsorption allfbereitet werden.
Diese Vorgehensweise ist mit einem ho-
hen Arbeits- und Kostenaufwand sowie
mit komplexen und somit fehlertrachti-
gen Mehrschrittoperationen verbunden.

Ziele einer optimierten Probenaufbe-
reitung sind daher gesteigerte Selektivi-
tat, hoher Probendurchsatz und vollstan-
dige Automation bei gleichzeitiger Ko-
steneinsparung und Verbesserung der

analytischen Qualitat. Diese Anforderun-
gen konnen - wie nachfolgend aufgeftihrt
- durch die Kopplung oder Integration
der Probenaufbereitung an bzw. in ein
Trennsystem erftillt werden. Beispiels-
weise kann die klassische Festphasen-
extraktion (Solid Phase Extraction, SPE)
tiber spezielle Roboter (at-line Modus)
oder SPE-Automaten (on-line Kartll-
schen-Modus) an ein HPLC-System ge-
koppeIt werden (Abb. I) [1].

Nachteile dieser Kopplungstechnik
sind die komplexe Instrumentierung und
die Verwendllng von Einmalkartuschen.
Dartiber hinaus kann es bei der Aufberei-
tung von proteinhaltigen Proben zu einer
unspezifischen Adsorption oder Dena-
turierung von Proteinen und somit zu
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-1-
einem unerwiinschten Kapazitats- und
Selektivitatsverlust der konventionellen
Adsorbentien kommen.

Restricted Access Materialien (RAM)

Abb. 2. Restricted Access Materialien, RAM.

Die extraktive Probenaufbereitung an
einer Festphase kann aber auch auf appa-
rativ einfache und preiswerte Weise mit
Hilfe einer sog. Vorsaule (Dimension
z.B. 25 x 4 mm I.D.) und eines konven-
tionellen Sechswege-Schaltventils in ein
HPLC-System integriert werden (Sau-
lenschaltung; LC-LC Kopplung). Die
analytische QualiUit und die Routine-
tauglichkeit eines HPLC- Verfahrens mit
integrierter Probenaufbereitung und dua-
ler Saulenkopplung wird weitgehend
durch die selektiven Extraktionseigen-
schaften des Packungsmaterial der
Vorsaule und durch des sen Eliminations-
verhalten gegeniiber der komplexen Pro-
benmatrix bestimmt. Es wurden daher
spezielle Materialien entwickelt, die eine
wiederholte Injektion (bis zu 2000 Ana-
lysenzyklen) und integrierte Festphasen-
extraktion unbehandelter, proteinhaltiger
Fliissigkeiten ermoglichen [2]. Die Frak-
tionierung der Probe in Matrix und Ana-
Iyt mit Hilfe dieser stationaren Phasen
beruht auf der simultanen Durchfiihrung
zweier chromatographischer Trennprin-
zipien, d.h. neben einer selektiven
Adsorptionschromatographie niedermo-
lekularer Analyte erfolgt eine sterische
Ausschlusschromatographie makromole-
kularer Komponenten. Diese sog. 'Re-
stricted Access' Materialien (RAM,
Abb. 2) besitzen topographisch einheitli-
che oder differenzierte Oberflachenbe-
legungen (Verteilungsphasen). Letztere
konnen selektiv mit Hilfe von Enzymen
(Abb. 3) oder makromolekularen Rea-
genzien generiert werden.
Zusatzlich bewirkt eine physikalische

Ausschlussbarriere (Porengrosse des Tra-
gers < 6 nm) und/oder eine chemische
Ausschlussbarriere (Polymernetzwerk),
dass die (ausschliesslich) im Poreninne-
ren vorhandenen Adsorptions-Zentren
nur fUr niedermolekulare Analyten zu-
ganglich sind. Makromolekulare Proben-
bestandteile, wie z.B. Proteine, Nuklein-
sauren, Polysaccharide, werden an der
idealerweise elektroneutralen und hydro-
philen Aussenoberflache (Kontaktflache)
des Tragers nicht reteniert und konnen
daher im Totvolumen der Saule direkt in
den Abfall eluiert werden. Nach diesem
vorgeschalteten Fraktionierungsschritt
kann die auf der Vorsaule retenierte und
aufkonzentrierte Analytfraktion tiber das
Schaltventil auf ein Trennsystem (z.B.

Abb. 3. LiChrospher®
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Abb. 1. Modi operandi fUr die Festphasenextraktion.
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Chromatographische Bedingungen :
RAM-Saule : LiChrospher® ADS RP18, 25/lm, 25 x 2 mm
Mobile Phase : 100% Wasser
Flussrate : 4,0 ml/min
Detektion : UV 284 nm

'Molekular gepragte' Polymere
(Molecular Imprinted Polymers, MIP's)

HPLC) transferiert oder direkt in ein De-
tektionssystem (z.B. MS/MS) eluiert
werden.
Dieser vollsUindig automatisierte und

instrumentell einfach integrierbare Frak-
tionierungsschritt einer komplexen Pro-
benfltissigkeit an einer massgeschneider-
ten, porosen Festphase eignet sich insbe-
sondere fUr moderne Hochdurchsatzl
Trenn- und Detektionssysteme (z.B. LC-
MS/MS), Mit Hilfe einer speziell konfi-
gurierten RAM-Vorsaule konnen wir
eine native Plasmaprobe in weniger als
60 Sekunden extrahieren bzw. fraktionie-
ren (Abb. 4). Trotz dieser Probenaufbe-
reitung im 'Eiltempo' wird jedoch die
Qualitat und die Anzahl der Extraktions-
zyklen nicht vermindert.
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Abb. 4. On-line 'High-Speed' SPE: Elutionsprofile der Probenmatrix. MIP's sind massgeschneiderte (ge-
pragte), porose Packungsmaterialien auf
Polymerbasis fUr die Analyt-spezifische
Festphasenex trakti on,
Der Extraktionsschritt beruht auf ei-

ner spezifischen Erkennung des Analyten
auf molekularer Ebene und somit auf ei-
ner affinitatschromatographischen An-
reicherung. Da die Selektivitat und Affi-
nitat der MIP's mit der von Antikorpern
vergleichbar ist, werden MIP's auch als
'ktinstl iche' - oder 'Plastik' -Antikbrper
bezeichnet (Abb. 5). Eine aktuelle Uber-
sicht tiber die Synthese und Anwendung
von MIP's findet sich in [3].
1m Rahmen eines von der ED gefor-

derten Projektes (Molecular Imprinting
techniques for efficient methods in Chem-
ical Analysis, FMRX-CT 98-0173) ha-
ben wir ein neuartiges Verfahren ftir die
hochselektive, extraktive Aufbereitung
komplexer Fli.issigkeiten unter Verwen-
dung von MIP's entwickelt [4]. Das VOll-
sHindig automatisierbare (on-line) SPE-
Verfahren setzt sich aus zwei Schritten
zusammen und tragt die Bezeichnllng
Six-S ProcEdure (Size Selective Sample
Separation and Solvent Switch, kurz Six-
SPE). 1m ersten Schritt wird die Probe
mit Hilfe der oben beschriebenen RAM-
Saule grossen-selektiv in makromoleku-
lare Matrix (z.B. Proteine) lind niedermo-
lekularen Analyt fraktioniert. 1m An-
schluss daran erfolgt im Trennsystem ein
Losemittelwechsel (Solvent Switch) lind
nachfolgend die Desorption des Analyten
von der RAM-Saule sowie die molekula-
re Erkennung des Analyten am MIP-Ad-
sorbens. Der Transfer der Analytfraktion
erfolgt mit einem aprotischen Losemittel,
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Abb. 5. Schematische Darstellung eines mole-
kular gepragten Polymers (Molecular Imprint-
ed Polymer, MIP).
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Chromatographische Bedingungen :

Analyt : Tramadol [TRAM 10 ~g/ml]
Probe : JOO~I Humanplasma
RAM-Sliule : LiChrospherl'i ADS RP18, 25~m,

25 x 4 mm
: 95% wiissriger Puffer 0.1% TENTCA
ad pH 7.0, 5% Acetonitril
: 0.8 mVmin; 10 min
: Acetonitril ; 5 min
: 0.8 ml/min
: Tramadol gepriigtes Polymer, 25-36 ~m
25 x4 mm
: Acetonitril
: 0.8 mVmin; 3 min
: 25% Acetonitril
75% wiissriger Puffer 0.1%TEA/TCA
pH 2.6; 5 min
: 0,8 mVmin
: LiChrospherlO CN 5~m, 125 x 4 mm
: 25% Acetonitril
75% wiissriger Puffer 0.1% TEA/TCA
pH 2.6
: 0,8 ml/min
: 50°C
: UV 220nm
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Abb. 7. Hochselektive und vollstandig automatisierte Bestimmung von Tramadol in Humanplasma unter Verwendung des Six-SPE Verfahrens.

wie beispielsweise Acetonitril. Dadurch
wircl cler Zielanalyt aus cler wassrigen
Probenmatrix in ein organische Lose-
mittel liberflihrt ('Losemittelwechsel').
Diese Bedingungen erlauben eine hoch-
selektive molekulare Erkennung des
ZielmolekliIs ohne St6rung durch makro-
molekulare Matrixbestandteile oder Ein-
schrankung durch ein wassriges Milieu.
In Abb. 6 sind die Verfahrensschritte der
Six-SPE Methode zusammenfassend
dargestellt.
In Abb. 7 ist das Ergebnis eines RAM-

MIP-LC Analysenzyklus (Six-SPE ver-
fahren) zur direkten Bestimmung von
Tramadol in ] 00 III unbehandeltem Hu-
manplasma dargestellt. Zum Vergleich
ist das Chromatogramm gezeigt, das
unter identischen chromatographischen
Bedingungen mit einer TRAM-freien
Plasmaprobe erhalten wurde. Die Detek-
tion erfolgte mittels UV bei 220 nm und
die absolute Wirkstoffkonzentration be-
trug I J..lg.
Der im sensitiven, niederen UV -Be-

reich durchgefiihrte vergleich zeigt, dass
durch die RAM-MIP Kopplung bzw.
durch das Six-SPE Verfahren nicht nur
makromolekulare Komponenten der Pro-
ben matrix wie z.B. Proteine, sondern
auch niedermolekulare, endogene Pro-
benbestandteile selektiv eliminiert wer-
den. Infolgedessen wird die quantitative
Bestimmung des Analyten nicht durch
Interferenzen beeintrachtigt und somit

die Richtigkeit und Nachweisempfind-
lichkeit cler Analyse wesentlich verbes-
sert.
Die hier vorgestellten massgeschnei-

derten Adsorbentien und die damit er-
steHten modemen, HPLC-integrierten
Extraktionsverfahren erlauben auf einfa-
che und effiziente Weise I) eine hochse-
lektive Extraktion und Anreicherung des
Zielanalyten, 2) eine quantitative Abrei-
cherung komplexer, hochmolekularer
Probenmatrices, 3) die wiederholte, di-
rekte lnjektion unbehandelter biologi-
scher Fliissigkeiten, 4) eine 'Just-in-
time' Aufarbeitung empfindlicher Pro-
ben, 5) eine signifikante Steigerung der
Robustheit, Prazision und Nachweisemp-
findlichkeit, 6) eine vollstandige Auto-
mation und 7) die on-line Kopplung an
weitere Trennsysteme (z.B. HPLC) oder
Detektoren (z.B. MS).

Eingegangen am 9. Januar 2001
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