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Revive

IN-LINE SAMPLE PREPARATION

Methodenentwicklung fur die
In-Line Sample Preparation

Die In-Line Sample Preparation (ILSP) bietet die Moglichkeit zur automatisierten Probenaufreinigung, die zeitaufwéndige, manuelle
Prozesse wie QUEChERS oder SPE ersetzen soll. Wenn eine Restek Revive ILSP-Kartusche in einem fiir zweidimensionale LC-Anwendungen
konfigurierten Gerit installiert ist, hilt sie koextrahierte Matrixkomponenten zuriick, die anschliefSend durch Riickspiilen der Kartusche

mit einem Waschl6semittel entfernt werden. Die Riickspiilung erfolgt wihrend der Analyse, so dass die ILSP-Kartusche zur Reinigung

einer neuen Probe rechtzeitig vor der nichsten Injektion wieder betriebsbereit ist. So entsteht ein hocheffizienter Arbeitsablauf, der den
Probendurchsatz drastisch erhohen kann. Die Revive ILSP-Aufreinigung ist hocheffizient und lasst sich mit einer einfachen Fest-Fliissig-
Extraktion kombinieren, um Zeit und Geld zu sparen. In diesem Artikel wird ein einfaches Verfahren zur Methodenentwicklung fiir die
In-Line Sample Preparation beschrieben, damit Laboratorien die Vorteile dieser leistungsstarken Technik nutzen kénnen.

Anforderungen an die Geratekonfiguration

Die Verwendung der ILSP-Methode erfordert ein HPLC-Gerit, das mit einer bindren oder quaterniren Pumpe, einem Autosampler mit
interner Nadelspiilung, einem Siulenfach und einem Detektor ausgestattet ist. Wie in Abbildung 1 dargestellt, muss ein kompatibles Gerit
auferdem folgende Komponenten enthalten:

« Eine unabhingige, isokratische Pumpe, die in der Lage ist, Waschlosemittel an die ILSP-Kartusche zu liefern.
« Ein Hochdruck-6-Port-Ventil zur Steuerung des Flusses an die ILSP-Kartusche wihrend der Riickspiilung.

Wenn Sie Hilfe bei der Einrichtung Thres Gerits benétigen, wenden Sie sich bitte an Ihren Geritehersteller.

Abbildung 1: Konfiguration der Komponenten fiir ein ILSP-taugliches HPLC
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Methodenentwicklung

Wie bei jeder anderen Methode der Probenvorbereitung miissen die ILSP-Bedingungen fiir jede neue Liste von Zielanalyten bzw.

fiir jede neue Probenmatrix evaluiert werden. Verwenden Sie den nachfolgend beschriebenen ,, Analyt-Pass-Through®-Ansatz zur
Methodenentwicklung fiir die In-Line Sample Preparation, um die optimalen ILSP-Bedingungen fiir Thren spezifischen Assay zu bestimmen.

Beim ,, Analyt-Pass-Through“-Ansatz wird eine Revive ILSP-Kartusche verwendet, um die Zielanalyten zu eluieren, wihrend stérende
Matrixkomponenten zuriickgehalten werden. Sobald alle Analyten die ILSP-Kartusche zur Trennung auf der analytischen Siule durchlaufen
haben, schaltet das Hochdruck-6-Port-Ventil um, und die Matrixkomponenten, die auf der ILSP-Kartusche zuriickgehalten wurden, werden
mit dem Waschlosemittel von der unabhéngigen Pumpe zur Entsorgung in den Abfall gespiilt. In den folgenden Schritten werden die
geeigneten Bedingungen fiir die Ventilsteuerung und das Waschlosemittel fiir eine gegebene Methode festgelegt.

HINWEIS: Nachstehend gehen wir davon aus, dass eine geeignete chromatografische Methode fiir die Matrix und die Zielanalyten bereits
entwickelt wurde. Wenn keine Analysemethode vorhanden ist, sollte zundichst die analytische Trennung etabliert werden, bevor Sie fortfahren.

Schritt 1: Beladung der Sdule — Bestimmung der Retention der Analyten auf der ILSP-Kartusche

In diesem Schritt soll gepriift werden, wie lange es dauert, bis alle Zielanalyten von der Revive ILSP-Kartusche eluiert sind. Dadurch wird
bestimmt, wie lange eine Probe durch die ILSP-Kartusche auf die analytische Séule fliefen darf, bevor das Ventil zum ersten Mal umschaltet.

« Konfigurieren Sie das Hochdruck-6-Port-Ventil wie in Abbildung 2 gezeigt, wobei an Stelle der analytischen Séule ein Verbindungsstiick
verwendet wird.

« Injizieren Sie einen Losemittelstandard (ohne Matrix) der Zielanalyten auf die ILSP-Kartusche unter Verwendung der bereits vorhandenen
mobilen Phase und der Gradientenbedingungen fiir die chromatografische Analysemethode. Denken Sie daran, alle MRM-Fenster nach
Bedarf anzupassen.

« Lokalisieren Sie den zuletzt eluierenden Zielanalyten im resultierenden Chromatogramm. Der Zeitpunkt der vollstindigen Elution dieses
Analyten ist der fritheste Punkt, an dem das Ventil programmiert werden kann, von der Beladungsposition der analytischen Saule auf
die Waschposition der ILSP-Kartusche umzuschalten (wie in Schritt 2 und Abbildung 3 beschrieben). Um geringen Schwankungen in
der Saulenretention zwischen verschiedenen Chargen Rechnung zu tragen, sollten Sie 10-20 Sekunden zur Zeit addieren, die fiir die
vollstindige Elution des letzten Zielanalyten ermittelt wurde.

Abbildung 2: Ventilposition und Geratekonfiguration fiir Schritt 1
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Schritt 2: ILSP-Spiilung - Festlegung der Zusammensetzung des Waschlésemittels und der Bedingungen

Der zweite Schritt bei der Methodenentwicklung fiir die In-Line Sample Preparation besteht darin, die geeignete Zusammensetzung des
Spiillésemittels sowie die optimalen Flussbedingungen und die Ventilsteuerung zu bestimmen. Damit soll sichergestellt werden, dass die
zuriickgehaltenen Matrixkomponenten einer Injektion vor der nachsten Injektion aus der Revive ILSP-Kartusche ausgespiilt werden.

Stellen Sie ein anfédngliches Waschlosemittel aus 2 mM Ammoniumformiat und 0.1% Ameisensdure in Methanol her. Dieses
Losemittel ist fiir viele Anwendungen geeignet, aber wie weiter unten erldutert, miissen aufgrund der anfinglichen Ergebnisse
moglicherweise weitere Waschlosungen in Betracht gezogen werden.

Ersetzen Sie einfach die mobile Phase B durch das hergestellte Waschlosemittel (Abbildung 3).
Injizieren Sie ein Matrix-Blank mit einer Flussrate von 1 mL/min auf die ILSP-Kartusche.

Uberwachen Sie das Vorliegen der Matrix im Full-Scan-Modus oder, falls spezifische Matrixionen bekannt sind, im SIM-Modus
(Selected Ion Monitoring).

Notieren Sie die Zeit, die ein Gesamtionen-Chromatogramm (TIC) benotigt, um zur Basislinie zuriickzukehren, was anzeigt, dass die
iiberwachte Matrix vollstindig aus der ILSP-Kartusche ausgespiilt wurde.

Dies ist die Zeit, die erforderlich ist, um die eingeschlossenen Matrixkomponenten vollstdndig aus der ILSP-Kartusche auszuspiilen.
Diese Zeit sollte mit der Gesamtzeit des Analysezyklus verglichen werden.

o  Wenn die Matrix vor Abschluss des Analyselaufs vollstindig aus der ILSP-Kartusche ausgespiilt wird (Abbildung 4), muss die
Waschmethode vermutlich nicht weiter optimiert werden und kann in die Gesamtmethode einprogrammiert werden. Dabei
wird eine zweite unabhéngige Pumpe verwendet, um den Fluss des Waschlosemittels (Pumpe C) durch die ILSP-Kartusche
wihrend einer tatsdchlichen Analyse zu steuern.

0o  Wenn die Zeit, die benétigt wird, um die Matrix vollstindig aus der ILSP-Kartusche auszuspiilen, langer ist als gewiinscht,
sollte die Zusammensetzung des Waschlosemittels und/oder die Flussrate optimiert werden, um die Effizienz zu verbessern.

o Fiir eine optimale Leistung wird empfohlen, die Pufferkonzentrationen zwischen 2-10 mM und die
Séurekonzentrationen zwischen 0.1-0.5 % zu halten. Es ist darauf zu achten, dass es nicht zu Pufferausfillungen
kommt, wenn die ILSP-Kartusche mithilfe der mobilen Phase wieder auf die Anfangsbedingungen eingestellt wird.

HINWEIS: Puffern Sie das Waschlosemittel nicht aufSerhalb des pH-Bereichs von 2-8.

Abbildung 3: Ventilposition und Geratekonfiguration fiir Schritt 2
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Abbildung 4: Beispiel fir die Zeitsteuerung der Schritte bei der Methodenentwicklung fiir die In-Line Sample Preparation
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Schritt 3: Methodenaktualisierung - Hinzufiigen von ILSP-Methodenschritten zu einer bestehenden Analysemethode

In diesem letzten Schritt werden die in den Schritten 1 und 2 gesammelten Informationen verwendet, um die entsprechenden
zeitgesteuerten Ereignisse in eine bestehende Analysemethode zu integrieren. Abbildung 4 ist ein Beispiel dafiir, wo neue Schritte in eine
typische HPLC-Gradientenmethode eingefiigt werden konnten. Ein Beispiel fiir den Prozess der Methodenentwicklung fiir die In-Line
Sample Preparation fiir einen bestehenden Assay auf Pestizide in Lebensmitteln ist in Tabelle I dargestellt.
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Tabelle I: Beispiel fiir den Prozess der Methodenentwicklung fiir die In-Line Sample Preparation fiir einen bestehenden
Assay auf Pestizide in Lebensmitteln

Tabelle der urspriinglichen Chromatografie-Schritte:

Zeit (min)

%B Zusammensetzung der mobilen
Phase

5

60

5

100

100

5

© o =~ o & N o

Schritt 1:

Stopp

Wahrend der ILSP-Methodenentwicklung bestimmte Werte:

Zeit, um den letzten Analyten aus der ILSP-Kartusche zu eluieren = 4.6 min

Hinzufiigen eines zusatzlichen ,Zeitpuffers“, um den vollstandigen Transfer der letzten eluierenden Verbindung zu gewahrleisten = 0.3 min

Zeit, um das Ventil in die ILSP-Spiilposition umzuschalten (Summe der obigen Werte) = 4.9 min

Schritt 2:

Zusammensetzung des Spiilldsemittels = 2 mM Ammoniumformiat und 0.1% Ameisenséure in Methanol

Spiillosemittel-Flussrate: 1 mL/min

Zeit, um die letzten Gberwachten Matrixkomponenten aus der ILSP-Kartusche zu eluieren = 0.6 min

Hinzufiigen eines zusétzlichen ,Zeitpuffers“, um Schwankungen in der Retention eingeschlossener Matrixkomponenten Rechnung zu tragen = 0.4 min

Gesamtzeit zur Spiilung der ILSP-Kartusche = 1.0 min

Hinweis: Keine Anderung der Zusammensetzung des Spiilldsemittels oder der Flussrate erforderlich.

Tabelle der aktualisierten Chromatografie-Schritte:

Zeit (min) %B Zusammensetzung der mobilen Schritt
Phase
0 5
2 60
4 5
49 - Ventilumschaltung zur ILSP-Spiilposition (siehe Abbildung 4).
4.92 - Flussrate des ILSP-Spiillssemittels auf 1 mL/min einstellen (Pumpe C).
5.92 - Fluss des ILSP-Spiillésemittels abstellen, um Losemittel zu sparen (Pumpe C).
6 100
7 100 Alle Verbindungen wurden zu diesem Zeitpunkt aus der analytischen Séule eluiert.
7.01 5 Zur Aquilibrierung der Séule anfangliche Bedingungen fiir die mobile Phase wiederherstellen.
105 - Ventilumschaltung auf die Position ,,Beladung der anal)‘('tis.chen ié'ule“, um die Aquilibrierung der
ILSP-Kartusche zu ermdglichen.
9 Stopp

*Es wird empfohlen, bis zu diesem Zeitpunkt mit der Ventilumschaltung zu warten, um magliche Stérungen der Basislinie wahrend der analytischen Trennung infolge der Ventil-
umschaltung zu vermeiden.
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Wartung und Fehlersuche

Die meisten Probleme, die bei der In-Line-Probenvorbereitung auftreten, lassen sich mit grundlegenden Kenntnissen iiber die Matrix
und die Methode vermeiden oder beheben. In einem ersten Schritt sollten matrixspezifische Ionen identifiziert werden, indem die
Precursor-Scandaten eines extrahierten Matrix-Blanks und eines extrahierten Extraktionslosemittel-Blanks verglichen werden. Nach

der Bestimmung der matrixspezifischen Ionen kénnen diese in die Analysemethode eingegeben und im SIM-Modus tiberwacht
werden. Damit steht ein wertvolles diagnostisches Werkzeug zur Verfiigung, das sich bei der Fehlersuche von Leistungsproblemen

verwenden ldsst, um zu entscheiden, ob ein Problem mit langlebigen Matrixverunreinigungen vorliegt. Lésungen fiir haufig auftretende

Fehlersuchszenarien sind in Tabelle IT aufgefiihrt.

Mit diesem Ansatz der Methodenentwicklung fiir die In -Line Sample Preparation und dem Wissen, wie man mit eventuell auftretenden
Problemen umgeht, konnen Laboratorien ihre bestehenden Methoden mit Zuversicht um ILSP erweitern und ihren Probendurchsatz

erheblich steigern.

6

Tabelle lI: Losungen fir die ILSP-Fehlersuche

m Potenzielle Ursache Abhilfemafinahme

Fehlende spit eluierende Peaks

Fehlende Peaks

Breite bzw. verzerrte Peakfor-
men fiir friih eluierende Analyten

Peakverzerrung/Basislinien-
storung

Schlechte Analytwiederfindung

Matrixpeaks in Injektionen mit
Losemittel-Blanks (falls iiber-
wacht)

www.restek.com

Beladung der analytischen Saule zum
falschen Zeitpunkt eingestellt

MRM-Fenster falsch eingestellt

Falsches Losemittel fiir die Nadel-
spiilung

Falsches Probenlésemittel

Interne Nadelspiilung kann Basis-
linienstdrungen verursachen, die die
Peakform beeinflussen kdnnen

Matrixverschleppung aus dem Auto-
sampler

Unzureichendes Waschen der ILSP-
Kartusche

Matrixverschleppung aus dem Auto-
sampler

Unzureichendes Waschen der ILSP-
Kartusche

Zur Saulenbeladung erforderliche Zeit verldngern.

Das Hinzufiigen der ILSP-Kartusche kann die Retentionszeit geringfiigig verandern, so dass die
MRM-Fenster aktualisiert werden miissen.

Bei Verwendung eines starken Losemittels fiir die interne Nadelspiilung sicherstellen, dass mit
einem schwachen Losemittel (anfangliche Zusammensetzung der mobilen Phase) nachgespiilt
wird, um Bandenverbreiterung zu vermeiden.

Fiir hauptsachlich in Acetonitril oder Methanol geldste Proben das Injektionsvolumen reduzieren,
um Bandenverbreiterung zu vermeiden.

Interne Nadelspiilung einleiten, sobald alle Analyten aus der analytischen Saule eluiert worden
sind.

Interne Nadelspiilung mit einem Losemittel optimieren, das die Matrix aufldst.
Waschlosemittel optimieren, um die wesentlichen Matrixkomponenten vollstandig zu entfernen.
Interne Nadelspiilung mit einem Losemittel optimieren, das die Matrix aufldst.

Waschlosemittel optimieren, um die wesentlichen Matrixkomponenten vollstandig zu entfernen.
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Revive In-Line Sample Preparation (ILSP)

« Die automatisierte In-Line- Aufreinigung von Probenextrakten fithrt zu einer erheblichen

Verringerung der Probenvorbereitungszeit.

o Durch gleichzeitige Analyse und Waschen der ILSP-Kartusche werden Stillstandzeiten

zwischen einzelnen Proben vermieden.

o Schnelle, einfache Alternative zu QuEChERS oder SPE fiir die Analyse von
Multipestizidriickstdnden in Lebensmitteln.

 Minimiert die Kosten fiir Einwegprodukte zur Probenvorbereitung und die damit

verbundenen Abfallstoffe.

« Reduziert Fehlerquellen und Schwankungen im Zusammenhang mit der manuellen

Reinigung.

Die In-Line Sample Preparation (ILSP) nutzt die Leistungsstirke eines LC-MS/MS, um die
Reinigung von Probenextrakten zu rationalisieren und zu automatisieren. Die Revive ILSP-
Pestizidkartuschen von Restek sind eine ideale Alternative fiir die Probenvorbereitung in
Laboratorien fiir Lebensmittelsicherheit, die Proben mit Pestizidriickstinden schneller
und kostengiinstiger analysieren mdchten, ohne Leistung einzubiiflen. Revive ILSP-
Pestizidkartuschen trennen die Analyten von potenziell storenden Matrixkomponenten
genauso wie herkommliche QUEChERS- und SPE-Methoden, ersetzen jedoch
zeitaufwandige manuelle Verfahren durch einen schnelleren automatisierten
Reinigungsprozess, der gleichzeitig mit der Probenanalyse auf dem Gerit stattfindet.

Mit einer Revive ILSP-Pestizidkartusche, einem Hochdruck-6-Port-Ventil und einer
unabhangigen isokratischen Pumpe kann Thr Gerit zu einem echten Arbeitspferd in
Threm Labor werden, das die Probenreinigung und Analyse zu einer einzigen, eflizienten
Methode vereint. Reduzieren Sie den Zeitaufwand fiir die Probenvorbereitung, senken
Sie die Kosten fiir Einwegprodukte zur Probenvorbereitung und verringern Sie die bei
manuellen Verfahren auftretenden Fehler, indem Sie die Revive ILSP in Thre aktuellen
Methoden fiir die Analyse von Pestizidriickstinden in Lebensmitteln integrieren.

Beschreibung

Revive ILSP-Halter fiir 5-mm-Kartusche

Revive ILSP-Pestizidkartusche (5 x 2.1 mm)

Revive ILSP-Halter und Revive ILSP-Pestizidkartusche (5 x 2.1 mm)
Revive ILSP-Pestizidkartuschen (5 x 2.1 mm)

RESTEK

Pure Chromatography

VE Art.-Nr.
1 27880
1 27881
Kit 27882
3er Pck. 27883

Haben Sie Fragen? Bitte kontaktieren Sie uns telefonisch unter 06172 2797-0 oder per E-Mail an
info.de@restek.com!

Restek Patente und Marken sind Eigentum der Restek Corporation. (Eine vollstindige Liste finden Sie unter www.restek.com/Patents-Trademarks.) Andere Marken in der
Literatur oder auf der Website von Restek sind Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber. Eingetragene Marken von Restek sind in den USA und maglicherweise auch in anderen
Léndern registriert.
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