Trocknung von Extrakten

Rotationsvakuumkonzentrator versus Stickstoffabblasen

Die Entfernung kleinerer Volumina eines organi-
schen Losungsmittels aus einem Extrakt (z.B.
nach Fliissig/Flissig oder Festphasenextraktion)
erfolgt in vielen Laboratorien durch ,Abblasen”
mit Stickstoff bei geringer Warmezufuhr (z.B.
40°C). Hierzu werden haufig wenig standardi-
sierte Apparaturen verwendet, die Einstellung
der Strémungsgeschwindigkeit des Gases sowie
die Position der Stickstoffdiisen zur Probe wer-
den haufig ,subjektiv” eingestellt und sind we-
nig reproduzierbar. Bei hohen Gasfliissen und
geringem Disenabstand ist zudem die Gefahr
einer Tropfchenbildung mit einer Verschleppung
von Probenmaterial gegeben.

Die bisher in unserem Institut angewandte Methode fiir das Trocknen
von organischen Extrakten, das Abblasen mittels Stickstoff, wurde mit
dem alternativ mdglichen Einsatz eines Rotationsvakuumkonzentrators
(RVC), auch Vakuumzentrifuge genannt, verglichen. Der Prozess lauft in
der RVC wesentlich definierter, schneller und mit weniger Aufwand ab
und das Gerat wird inzwischen routinemaBig in unserem Institut und in
anderen Toxikologielaboren eingesetzt. Es ist generell sehr gut fiir defi-
nierte Aufkonzentrierungsschritte von organischen und wassrigen Medi-

en geeignet.
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Abb. 1: Probentrocknung in der Vakuumzentrifuge (links) sowie durch ,Abblasen” mittels Stickstoff

Als alternatives Verfahren bietet sich eine
Trocknung von Extrakten mittels eines Rotations-
vakuumkonzentrators (RVC) an. Diese Techno-
logie wird in biotechnologischen / molekular-
biologischen Laboratorien seit Jahren als
Standardverfahren fiir die verschiedensten An-

wendungen der Aufkonzentrierung von wassri-
gen oder Losungsmittel-haltigen Proben genutzt.

Hierbei werden die zu trocknenden Extrakte
in einer evakuierbaren Kammer zentrifugiert und
das Lésungsmittel im Vakuum an einem Konden-
sator abgeschieden. Dabei sind samtliche, den

Abb. 3: 12 mittels RVC (links) und unter Stickstoff (rechts) getrocknete Proben desselben Losungsmit-
tels (Ethanol)
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Abb. 2: 12 mittels RVC (oben) und unter Stick-
stoff (unten) getrocknete Proben unterschiedli-
cher Losungsmittel: 1-2 Acetonitril; 3-4 Metha-
nol; 5-6 Aceton; 7-8 Cyclohexan; 9-10 Isooctan;
1-12 Ethylacetat

Trocknungsvorgang bestimmende Parameter
(Vakuum, Kammertemperatur, Rotordrehzahl,
Kondensatortemperatur) regel- und messbar
und somit reproduzierbar bzw. standardisierbar.
Fir die Vergleichstests wurde ein Rotationsvaku-
umkonzentrator (RVC) der Firma Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH Osterode/Harz
eingesetzt. Mit den hier gezeigten Untersuchun-
gen sollte gepriift werden, ob objektivierbare,
qualitative Unterschiede der Probentrocknung
existieren. Im Detail sollten dazu die Riickstands-
verteilung nach der Trocknung, eventuelle Ver-
luste bzw. Wiederfindungsraten der analytischen
Substanz sowie die Trocknungsgeschwindigkeit
betrachtet werden.

Methoden

Zur bildlichen Darstellung des Trocknungsvor-
gangs wurde ein PEG/ Fluorescein-Gemisch ein-
gesetzt, was in verschiedenen Losungsmitteln
(je 3 ml) gelost wurde. Nach Zentrifugation der
Proben bei 4.000g (zum Ausschluss einer Unlds-
lichkeit des Farbstoffs) wurden die Proben mit
den beiden beschriebenen Verfahren getrocknet
(RVC: 1500 rpm/ 8 mbar/ Kammer 40°C/ Kon-
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densator —60°C). Siehe Abb. 1. Die Sichtbarma-
chung erfolgte dann unter UV=366 nm. Zur Prii-
fung der Wiederfindung wurden Amphetamin
(100 ng) sowie Cocain (100 ng) in je 3 ml Etha-
nol geldst. Nach Zusatz von 100 pl Isopropanol/
HCl wurde mit beiden Verfahren getrocknet.
Nach Trocknung wurden die Zentrifugenrdhr-
chen mit je 100 pl ETAC, das jeweils 100 ng deu-
teriertes Amphetamin und 100 ng deuteriertes
Cocain enthielt, fiir exakt 30 s gevortext. Die De-
rivatisierung erfolgte mit 50 pl PFPA (4 min/ 400
W Mikrowelle), die Analyse mittels GC/(EI)/MS.
Die Bestimmung der Wiederfindung erfolgte
durch Vergleich der Signalflachen der lonen m/
z= 190/194 (Amphetamin) sowie m/z=182/185
(Cocain).

Ergebnisse

Abbildung 2 und 3 zeigen, dass die Fluorescein-
verteilung im Probengefa nach der Trocknung
deutliche Unterschiede aufweist. Aufgrund der
Neigung der GefaBe im RVC bildet sich bei die-
sem Trocknungsverfahren ein Substanzfilm, der
auf der radial auBen liegenden GefaBwand eine
tiber das urspriingliche Fiillvolumen hinausge-
hende Hohe aufweist. Dabei ist ein Einfluss des
verwendeten Losungsmittels erkennbar (Abb.2).
Die Fluoresceinverteilung im GefaB ist bei Pro-
ben desselben Lésungsmittels sehr gleichformig
(Abb.3). Die Trocknung mittels Stickstoff fiihrte
zu ungleichmaBiger Fluorsceinverteilung in den
ProbengefaBen sowohl bei Verwendung unter-
schiedlicher Losungsmittel (Abb.2) als auch bei
Proben desselben Lésungsmittels (Abb. 3). Die
Hoéhe des erreichten Fluoresceinspiegels im Ge-
faB lag im Durchschnitt deutlich unter dem, der
bei der RVC-Trocknung erreicht wurde.

Hinsichtlich der Wiederfindung von Amphet-
amin sowie Cocain wurde bei den Verfahren kein
signifikanter Unterschied festgestellt. (Abb.5).
Der Vergleich der Losungsmittelniveaus nach 15
min. Trocknungszeit (Abb. 6) zeigt die deutlich
hohere Trocknungsgeschwindigkeit des RVC ge-
geniiber dem Stickstoffevaporator.

Abb. 4: Wiederaufnahme von je 4 getrockneten Proben (Stickstoff links, RVC rechts) in 100pL Ethanol,
30 s Vortex

Fazit

Kein hoherer Verlust von fliichtigen Sub-
stanzen durch Vakuumeinsatz

Experimentell ergaben sich bei den unter-
suchten Trocknungsverfahren keine Hinweise auf
unterschiedliche Wiederfindungsraten der unter-
suchten Analyte, insbesondere bei dem als sehr
fliichtig bekannten Amphetamin.

Gleichmassigere Riickstandsverteilung
und verlassliche Wiederaufnahme der
Analyten

Die Ablagerung der Substanz erfolgt bei der RVC
wesentlich homogener, sowohl bei der Wieder-
holung der Prozesse als auch beim Vergleich un-
terschiedlicher Losungsmittel. Die Substanzen
sind bei der Verwendung des oben beschriebe-
nen Statusrotors relativ weit {iber die Glasin-
nenoberflache verteilt. Die Wiederaufnahme in
wenigen pl Losungsmittel (inkl. Einsatz Vortex)
zur Weiterverarbeitung bzw. der Analytik erfolgt
jedoch gleich zuverldssig. Der Einsatz von Aus-
schwingrotoren, die fiir das Modell 2-33 mit
dem groBeren Rotorinnenraum zur Verfiigung
stehen, wiirde sicherstellen, dass die Substanz
nur am GefaBboden konzentriert anfallt.

Zeitersparnis

Die RVC erlaubt eine wesentlich schnellere
Trocknung, wobei hierfiir in erster Linie die Qua-
litat des Vakuums von entscheidender Bedeu-
tung ist. Das oben erwahnte groBere Modell ist
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Abb. 5: Wiederfindungen fiir Cocain (links) sowie Amphetamin (rechts) nach Trocknung mittels RVC

(grau) sowie Stickstoff (schwarz)

mit einer integrierten IR-Heizung verfiigbar, was
die Trocknungsgeschwindigkeiten nochmals in
entscheidendem MaBe erhéht.

Definierter Prozess mit mess- und
regelbaren Parametern

Die RVC-Trocknung verbessert durch die Pro-
grammierbarkeit und damit Gleichférmigkeit der
Prozessbedingungen in hohem MaBe die Prozes-
squalitét. Dieser Aspekt ist generell ein wesentli-
cher Punkt fir die Optimierung und Validierung
der Untersuchungsverfahren sowie der Quali-
tétssicherung.

Keine Verschleppung von Proben-
material

Die immer wieder beobachtete Verschleppung
von Probenmaterial durch das bei der Stickstoff-
methode notwendige Eintauchen der Spitzen in
die GeféBe ist hier quasi ausgeschlossen. Dazu
wurden allerdings bisher keine bestatigenden
Untersuchungen angestellt, weil sich dies prinzi-
piell aus der Anordnung ergibt.

Umwelt und Entsorgung

Durch den Einsatz einer Kiihlfalle werden die ab-
gedampften Losungsmittel kondensiert und ge-
sammelt. Sie gelangen somit nicht umwelt- und
gesundheitsschadigend in die Abluft und kénnen
umweltgerecht entsorgt werden.

Einfache Handhabung

Bei der Einfiihrung der Methode bedurfte es eini-
ger Experimente, um die optimalen Prozessbe-
dingungen und auch den Zeitbedarf des Aufkon-
zentrierungsprozesses festzustellen. Der Prozess
kann so gesteuert werden, dass bis zur Trockne
eingedampft wird oder bei entsprechendem
friheren Abbruch des Prozesses noch ein be-
stimmtes Restvolumen des Ldsungsmittels vor-
handen ist. Wenn diese Parameter aber bestimmt
und in der RVC programmiert sind, verlauft der
gesamte Prozess der Trocknung nach dem Star-
ten automatisiert und erfordert keinerlei manuel-



Abb. 6: 12 mittels RVC (links) und Stickstoffevaporator (rechts) getrocknete Proben (Ethanol Pyrex 5 ml) nach 15 min

le Steuerung oder Aufsicht. Ein
akustisches

Signal weist auf Wunsch auf das
Ende hin. Insgesamt ist die Hand-
habung dadurch einfacher und si-
cher.

Fiir wassrige und organische
Proben geeignet

Ein Vorteil der RVC-Trocknung ist,
dass sie auch fiir wassrige Proben
oder Losungsmittel mit hohem Sie-
depunkt wie z.B. DMSO, sehr gut
einsetzbar ist. Natirlich verlangert
sich dafiir dann die Prozesszeit, der
oben angesprochene Einsatz der
IR-Heizung ist dafiir dann empfeh-
lenswert.

GC-Probenvorbereitung

Das Entfernen iiberschiissiger Deri-
vatisierungsreagenzien im Rahmen
der Probenvorbereitung fiir gas-
chromatographische Analysen
konnte ebenfalls sehr gut in der
RVC etabliert werden. Da diese
Substanzen haufig gesundheits-
und umweltschadliche Eigenschaf-
ten (auch starke Geruchsbildung)
aufweisen, sollte das Abblasen in
die Umgebungsluft vermieden wer-
den. Das Entfernen iiberschiissiger
Derivatisierungsmittel im RVC ist
maglich, es ist allerdings zwingend
erforderlich, dass dieser Vorgang
bei einem starkeren Vakuum (ca. 1
mbar) ausgefiihrt wird. Bei dem
Einsatz einer Membranpumpe (ca.
8 mbar) kommt es zu unangeneh-
men rétlichen Ablagerungen im In-

nenraum der RVC, die nur mit viel
Aufwand wieder entfernt werden
konnen.

Routine

Nach den guten Ergebnissen wird
die Methode in unserem Institut
nun routinemaBig angewandt. Die
Ergebnisse wurden auf der Tagung
der Gesellschaft fiir toxikologische
forensische Chemie im Arbeitskreis
Extraktion vorgestellt. Inzwischen
haben mehrere Rechtsmedizinische
Institute die Methode etabliert, an-
dere sind dabei. Die Methode ist
generell brancheniibergreifend fir
viele  Aufkonzentrierungsschritte
unter Verwendung verschiedenster
GefaBtypen einsetzbar.
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