Moderne Probenvorbereitung mit
Ultraschallhomogenisatoren

Praxistest flir Lebensmittel und Gewebe

ie bisher angewandte Methode fiir
Ddas Homogenisieren von biologi-

schen Proben durch mechanische
Zerkleinerung wurde mit dem alterna-
tiv mdglichen Einsatz eines Ultraschall-
homogenisators verglichen. Bei beiden
Methoden wurden gute Reproduzierbar-
keiten erzielt, in Einzelfdllen konnte eine
augenscheinlich vollstandigere Extrakti-
on mittels Ultraschall erzielt werden. Ein
groBer Vorteil der Ultraschallhomogeni-
sierung ist die leichte Handhabung und
die schnelle Reinigung der Ultraschallso-
notrode (Arbeitsspitze), weshalb die Ul-
traschallhomogenisierung in die Routine
libernommen wird.

Einleitung

Die Zerkleinerung/ Homogenisierung von
biologischen Proben fiir die Vorbereitung der
Analytik erfolgt traditionell sehr hiufig mit
einem mechanischen Verkleinerungsstab. Es
handelt sich um eine etablierte und in sich
ausgereifte Methode. Das Betreiben des Ge-
rates erfordert jedoch einen hohen Zeitauf-
wand fiir das Montieren und Demontieren
und insbesondere fiir die Reinigung, Ver-
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schleppungen von Probenmaterial im Inne-
ren konnen nicht in jedem Fall ausgeschlos-
sen werden. Die Homogenisierung mittels
eines glatten Ultraschallstabs wird als alter-
native Methode angeboten und verwendet.
Ultraschall wird in Wissenschaft und Tech-
nik fiir die vielfaltigsten Anwendungen ein-
gesetzt. Neben den bereits sehr verbreiteten
Ultraschallbddern kénnen mit Ultraschallho-
mogenisatoren besonders hohe Energiedich-
ten in das Medium Ubertragen werden (bis
zu 1500 W/cm? gegeniiber 1-5 W/cm?). Das
Homogenisieren, Emulgieren, Suspendieren,
Desagglomerieren verschiedenster Subs-
tanzen, das Beschleunigen chemischer Re-
aktionen oder das Aufschliefen von Zellen
sind im Bereich der Probenvorbereitung und
-aufbereitung erprobte Einsatzgebiete.
Ultraschallhomogenisatoren sollen mit
hoherer Effizienz arbeiten, oft reproduzier-
barere Ergebnisse liefern und nicht zuletzt
wesentlich leichter zu reinigen sein. Auch
geringste Probenmengen sollen schnell, kos-
tengiinstig und reproduzierbar aufberei-
tet werden. Mit den hier gezeigten Untersu-
chungen sollte in der Praxis gepriift werden,
ob objektivierbare, qualitative Unterschiede
der Homogenisierung an sich, beziiglich des
Handlings und der Reproduzierbarkeit der

Abb. 1: Homogenisierung von Frischkdse. links = mechanischer Dispergierstab / rechts = Ultraschall
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nachfolgenden Analysen im Vergleich der
beiden Methoden existieren.

Methoden

Die Ultraschall-Homogenisierung erfolgte
mit dem Gerit Sonopuls HD 3100 bzw. HD
2200 der Firma Bandelin. Als Sonotroden
dienten die Mikrospitze MS 73 und Kegel-
spitze KE 76. Teilweise wurden den Proben
Glaskugeln zugesetzt und die Proben wih-
rend der Behandlung gekiihlt.

Homogenisierung in der
Lebensmitteliiberwachung

Insbesondere pastenartige, fetthaltige Le-
bensmittel sind konventionell schwierig auf-
zuarbeiten. Die Ultraschallhomogenisierung
wurde daher an Frischkise bzw. Schmelzkése
fiir drei nachgingige reprasentative Bestim-
mungen mit der jeweiligen konventionellen
Methode der Homogenisierung verglichen.

Nitratgehalt: Vergleich mit Reibschale

Zur Bestimmung des Nitratgehaltes in Kise
nach dem Xylenolverfahren (L 01.00-36)
wurden jeweils 5 g Probe mittels einer
Reibschale mit warmem Wasser verrieben
bzw. 2 min. mittels US-Homogenisator in
15 ml Wasser behandelt. Die erhaltenen
Analysenergebnisse (8 Messwerte) sind ver-
gleichbar sowohl hinsichtlich der absoluten
Werte als auch hinsichtlich der Standard-
abweichung.

Insbesondere durch das mehrfache Nach-
spiilen bei der konventionellen Methode kon-
nen Verluste beim Uberfiihren in den MaBkol-
ben auftreten. Dieser Vorgang erfordert auch
viel direkte Handarbeit, die bei der Nutzung
des Ultraschall-Homogenisators entfillt.

Chloridgehalt: Vergleich mit einem
mechanischen Dispergierstab

Zur Bestimmung des Chloridgehaltes in
Kése mittels Potentiometrie wurde ca. 1 g
Probenmaterial in 50 ml Wasser tiberfiihrt
und mit einem mechanischen Dispergier-
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Tab. 1: Ergebnisse der Homogenisierung von Gehirn, Leber und Lunge.

Ultraschall

Mechanischer Dispergierstab

Handhabung Leichte Handhabung Kompliziertes Zusammenbauen
schnelle Reinigung umsténdliche Reinigung nur durch
Auseinanderbauen
Homogenisie- Starker Temperaturanstieg bei langerer | Keine Temperaturerhéhung
rung Beschallung ohne Eisbad

nur ansatzweise zerkleinert

Gewebe wie Leber und Lunge werden

Allgemein gute mechanische Zerkleinerung,
Probleme bei stark bindegewebshaltigem
Material

Bei fliissigerem Geweben wie Gehirn leichte und schnelle Homogenisierung

Mikroskopisch feinere
Homogenisierung

Mikroskopisch grobere Homogenisierung

Eingelagerte
Substanzen

Substanz- und materialabhéngige Konzentrationsunterschiede

Gute Reproduzierbarkeit

Gute Reproduzierbarkeit

stab sowie mit dem Ultraschallhomogeni-
sator behandelt. Optisches Ergebnis siehe
Abbildung 1. Auch wenn der Mittelwert bei
Anwendung des Ultraschallhomogenisators
geringgradig unter dem der konventionel-
len Methode liegt, fiihrt der Vergleich zu
zufriedenstellenden Ergebnissen.

Bei der konventionellen Methode ist die
Reinigung des mechanischen Dispergiersta-
bes durch das notwendige Zerlegen und wie-
der Zusammenbauen relativ aufwéndig. Die
US-Sonotrode muss dagegen nur abgespiilt
werden.

Sorbinsduregehalt:
Vergleich mit Ultraschallbad
Zur Bestimmung des Sorbinsduregehaltes
in Frischkése (HPLC-DAD) in Anlehnung an
L00.00-09 wurde 1g Probe mit Extraktions-
16sung (Methanol/Wasser) versetzt und 10
min im Ultraschallbad bei 40°C bzw. 2 min
mittels Ultraschallhomogenisator vor dann
gleicher Weiterverarbeitung behandelt.
Auch bei diesem Verfahren ist die Aufar-
beitung mit dem Ultraschallhomogenisator
einfacher. Der erhaltene Mittelwert (8 Mess-
werte) liegt etwas iiber dem der konventi-
onellen Methode. Ursdchlich ist dabei die
verbesserte Extraktionsleistung mit der US-
Sonotrode zu sehen.

Fazit

Das Handling mit der Sonotrode ist sehr
einfach. Es ist nur ein Eintauchen der Spit-
ze notwendig. Auch die Reinigung und ge-
gebenenfalls Desinfektion sind durch ein-
faches Abspiilen und Abwischen moglich,
das Gerit ist schnell wieder einsatzbereit.
Die Extraktion mit der Ultraschall-Kegel-
spitze fiihrt zu vergleichbaren Ergebnissen.
Es sollten tendenziell moglichst hohe und
schmale GefaBe verwendet werden, um
eventuelles Verspritzen, abhingig von der
eingestellten Energieleistung, zu vermei-

den. Trotz Verwendung einer Larmschutz-
box ist insbesondere bei Dauerbetrieb eine
deutliche Lirmbelastung vorhanden, gege-
benenfalls ist die Nutzung von weiterem
Gehorschutz notig. Insgesamt besteht sei-
tens der Mitarbeiter aber eine hohe Akzep-
tanz hinsichtlich der Nutzung dieses Ge-
rites. Es wurde direkt zur Nutzung in die
Routine tiberfiihrt.

Es werden weitere Anwendungsmog-
lichkeiten gepriift, z.B. die Herstellung von
Extrakten fiir die Bestimmung von Staphylo-
kokkenenterotoxinen. Die bisherige Methode
ist problematisch, weil eine hohe Einwaage
mit relativ wenig Extraktionsmittel homo-
genisiert werden muss. Erste Ergebnisse zei-
gen, dass der Ultraschallhomogenisator deut-
lich gleichmé&Bigere Extrakte liefert als ein
mechanischer Dispergierstab bzw. Stomacher.

Gewebeproben in der
forensischen Toxikologie

Werden Organproben (Gehirn, Leber und
Lunge) in der forensischen Toxikologie auf
das Vorhandensein von Arznei- oder Betiu-
bungsmitteln untersucht, werden routine-
méiBig die Organe Gehirn, Leber und Lunge
eingesetzt, wobei diese dann vorab homoge-
nisiert werden miissen. In der Routine wird
1g Organ eingewogen und anschlieBend mit
4 ml KH,PO, Puffer (pH 6,0) versetzt. Bisher
wurden die Organproben mit einem Ultra-
turrax homogenisiert, in der vorliegenden
Studie sollte die Homogenisierung mittels
Ultraschallhomogenisator verglichen wer-
den. Im Detail wurde das Handling, die ma-
kroskopischen und mikroskopischen Bilder
sowie die nachgingigen Analysenwerte der
untersuchten Inhaltsstoffe bei unterschiedli-
chen Versuchsbedingungen (Ultraschall (US)
30 s, Ultraschall 180 s, mechanischer Disper-
gierstab (UT) 45 s, US/UT je 30 s) betrachtet.



Abb. 2: oben: Ultraschall: a) Gehirn-Ultraschall 180 Sek. auf Eis; c) Leber-Ultraschall 180 Sek. auf Eis; e) Lunge-Ultraschall 30 Sek.
unten: mechanischer Dispergierstab: b) Gehirn; d) Leber; f) Lunge.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 als Ubersicht
zusammengefasst.

Bei der makroskopischen und mikrosko-
pischen Betrachtung fiihrten fiir das relativ
weiche Organ Gehirn beide Methoden zum
gleichen Ergebnis der vollstindigen Auf-
losung. Fiir die festeren Organe Lunge und
Leber wurde gegenldufig beobachtet, dass
makroskopisch der UT zum besseren Erfolg
fithrte, denn mit Ultraschall verblieb ein
nicht aufgelostes Reststiick in der Losung,
mikroskopisch jedoch ist eine wesentlich fei-
nere Auflésung zu erkennen (siche Abb. 2).

In der nachfolgenden Analytik wurden
reprasentativ die Werte von Fentanyl und Bro-
mazepan sowie 6-MAM, Morphin und Codein
betrachtet. Bei beiden Methoden wurden gute
Reproduzierbarkeiten erzielt. Es gibt substanz-
und gewebespezifische Ergebnis-Unterschiede,
wobei die Ultraschallhomogenisierung im Ver-
gleich zu einem mechanischen Dispergierstab
sowohl schlechtere als auch bessere Ergebnisse
liefert. Die erhebliche Temperaturerhhung bei
langerdauernder Beschallung ohne Eiskiihlung
von bis zu 20°C (vom Hersteller wird aller-
dings auch eine Kiihlung mittels Eisbad emp-
fohlen) fiihrt erstaunlicherweise auch bei der
hydrolyseempfindlichen Substanz Monoace-
tylmorphin nicht zu Problemen, sodass der
Temperatureinfluss nicht von erheblicher
Bedeutung sein kann. Nichtsdestotrotz wird
erwogen, zur Sicherheit im Eisbad zu arbeiten.
Insgesamt sind die Ergebnisse der Ultraschall-
homogenisierung vergleichbar mit denen des
mechanischen Dispergierstabes. Aufgrund
dessen wire der Einsatz der Ultraschallhomo-

genisierung in der Praxis gut vorstellbar und
kann als Ersatz der mechanischen Gewebezer-
kleinerung (mechanischer Dispergierstab) die-
nen. Ein groBer Vorteil der Ultraschallhomo-
genisierung ist die leichte Handhabung und
die schnelle Reinigung des Ultraschallstabes.
Die Ubernahme der Ultraschallmethode in die
Routine findet aktuell statt.

Schlussfolgerungen fiir den praktischen
Einsatz eines Ultraschallhomogenisators

Insgesamt tiberwiegen im Vergleich der
Ultraschallhomogenisierung zu konventi-
onellen Methoden nach Ansicht der Pra-
xisanwender die Vorteile gegeniiber den
Nachteilen und es besteht eine hohe Ak-
zeptanz im Labor, sodass die Methoden
nach den Praxistests in beiden Anwen-
dungsbereichen in die Routine ibernom-
men werden. Diese Anwendungen konnen
generell als beispielhaft fiir andere Pro-
benmatrices angesehen werden.

Durch den Einsatz verschiedener Sono-
trodenformen in verschiedenen GrdéBen
bei unterschiedlichen Amplituden und
Energiedichten sowie unterschiedlich lan-
gen Beschallungszeiten bestehen sehr
viele Moglichkeiten, die Methode fiir die
Anforderungen an die jeweilige Matrix
usw. anzupassen. Durch die mogliche Ver-
wendung von Mikrospitzen (beispielsweise
auch Anwendung im Eppendorf-Cap mog-
lich) sind auch sehr kleine Probenmengen
gut zu behandeln.

Eine Sammlung zu bewidhrten Anwen-
dungen in der Praxis liegt vor.

Der individuelle Test der Geréte ist in
jedem Fall moéglich, entweder im eigenen
Labor oder in Anwender-/Fortbildungsse-
minaren mit eigenen Proben.
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