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Teil 2 – SPE, Fällung

Grundlagen und Anwendung 
moderner Trennverfahren

Festphasenextraktion ‐ Prinzip

2



Festphasenextraktion ‐ Prinzip
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Je länger ein Stoff in der stationären Phase verbleibt, desto größer wird der

Kapazitätsfaktor und damit auch die Retentionszeit des Analyten. Der Kapazitätsfaktor

gibt an, um wieviel länger sich Moleküle an der stationären Phase im Vergleich zur

mobilen aufhalten. Mit Bruttoretentionszeit (tR) und Totzeit (t0) gilt:

Ein hoher Kapazitätsfaktor beschreibt ein hohes Retentionsverhalten! 

Kapazitätsfaktor 
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Festphasenextraktion
Durchbruchvolumen
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Festphasenextraktion
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Ion Exchange Chromatography

Carboxylic acidWeak cation

Sulfonic acidStrong cation

Tertiary amine

Secondary amine

Primary amineWeak anion

Quaternary AmineStrong anion

TypeFunctional groupType of Exchanger

Operating

N+ CH3

NH2

NH

N

SO3
-

COO-



Size Exclusion Chromatography

Affinity Chromatography

Most time a spacer 
is necessary to bind the 
affinity ligand to the 
stationary phase



Affinity ligands and applications

LIGAND 
• Avidin
• Aprotinin
• Biotin
• Concanavalin A
• Gelatin
• Glutathione
• Heparin
• Iminoacetic acid
• Lysine
• Protein A
• Phophorylethanolamine
• Protein G
• Protamine

APPLICATIONS
• Biotin derivatives
• Serine proteases
• Avidin
• Glycoproteins, Oligosaccharides
• Fibornectine enzymes
• Enzymes related to glutathione
• Blood coagulation factors
• Interferon, serum proteins
• Plasminogen, polysaccharides
• Human IgG
• C‐reactive protein
• IgG immune complex
• IgM

Curtesy of Dr. R. Bishoff
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Auswahl des richtigen Elutionsmittels

Macherey-Nagel Chromatography Catalog
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Macherey-Nagel Chromatography Catalog
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Auswahl der richtigen stationären Phase
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Auswahl der richtigen stationären Phase

DMA ‐ Dimethylamphetamine



Background of chromatographic methods
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Vorteile von SPE

• Einfache Handhabung

• Schnelle Extraktion

• Geringe Mengen an mobiler Phase

• Möglichkeit zur Automatisierung

• Relative billige Trennmethode

 Limitationen

• Für extrem polare (gut wasserlösliche) Analyten eher ungeeignet

• Problem der Überladung (richte Auswahl der Dimension)

• Kopplung nur beschränkt möglich (z.B. HPLC)



Oasis Material (Waters)

Example

Oasis Material (Waters)
Alternative to C18



IMAC
Immobilized metal‐ion chromatography

Example

for specific binding of phosphopeptides!

Immobilized metal ion/Metal Chelate affinity chromatography is separation technique
that is based on coordinate covalent binding between proteins and metal ions. Proteins
have a wide variety of amino acids composition which, in effect, generates a range of
different affinities towards metal ions. However, not many naturally occurring proteins
have affinity for metal ions, so the technique is mainly used to purify recombinant
proteins. For example proteins can be engineered to contain a poly‐histidine tail
(histidine can generally act as a ligand towards divalent metal cations). If the stationary
phase is immobilized with divalent metal cations, a mixture of proteins can be
separated based on their ability to interact with the metal ions. Those proteins
containing a higher number of histidine residues would be able to bind to the column
more tightly than those with fewer histidine residues.

Several different types of immobilized metal ion column have been developed to
separate various proteins (e.g. Fe, Co, Cd, Ni, or Zn). Protein separation in IMAC
generally depends on the strength of the metal ion‐protein bond. Thus, choosing the
type of immobilized ion is crucial to the success protein separation. By far the most
widely‐used technique is to use an immobilized nickel column, and to engineer poly‐
histidine tags of six or more residues onto the recombinant proteins of interest. One
thing to keep in mind is that the binding between metal ion and protein must be
reversible, allowing elution of bounded protein at later steps. Three different elution
strategies can be applied to IMAC competitive elution, stripping elution and pH
Adjustment.



35Rogers et al., Mol. BioSyst. , 2009, 5, 1122‐1129

MOAC
Metal Oxide Affinity Chromatography

O O
P

O OR

TiO2 TiO2

Mechanism: Bridging Bidentate

for specific binding of phosphopeptides!

Example



Major challenges in phosphopeptide analysis

pSer : pThr : pTyr = 1800 : 200 : 1

~ 30% of all proteins in eukaryotic cells are phosphorylated

• low abundant proteins
• Phosphorylation can occur at multiple residues within a protein
• Dynamic regulation of phosphoproteins
• weak ionization in positive ionization mode
• ion suppression
• lability of the phosphoesterbond during fragmentation by CID
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DHB as “excluder“ or “displacer“

Karl Mechtler et. al



Enrichment of in vitro phosphorylated ERK1 digest

MALDI MS spectra:

1.) before enrichment (A) 

2.) after enrichment with 
poly(DVB)-TiO2/ZrO2 tips (B) 

Signals at m/z 2252.25 and 
m/z 2332.23 correspond to 
phosphorylated peptides

Collaboration with  Prof. Lukas 
Huber, Biocenter - Innsbruck

Desalting of Proteins – Why?

Spin Columns

C18‐reversed phase

dialysis

Extraction Tips

Spin Columns

ZipTips (Millipore)
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Aufgabe 1

Analyt: Carotinoide

Welche Festphase? Warum?

Aufgabe 2

Analyt: Proteine

Welche Festphase? Warum?



Aufgabe 3

Analyt: Pestizide

Welche Festphase? Warum?

Aufgabe 4

Analyt: Disaccharide

Welche Festphase? Warum?



54

Anreicherung von Peptiden und Proteinen
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Warum das Proteom untersuchen ?

Das Genom sagt, was potentiell in einer Zelle 
passieren könnte, 

das Proteom sagt uns, was tatsächlich passiert.
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DNA mRNA

NUCLEUS

Transcription

Transport

mature mRNA

Translation

Protein

Secretion

CELL

mature Protein

Genomics
~25,000 genes

Transcriptomics
~40,000 – 100,000 RNAs

Proteomics
> 1,000,000 Proteins

M
etabolom

ics
~

3,000 B
iochem

icals
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Bioanalysis - Serum - Biomarker
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Proteomics contributes to our understanding 
of health and disease

 Up‐ and/or downregulation of protein abundance

 Protein‐protein interactions

 Post‐translational modifications

 Leakage of proteins from diseased cells or tissues

 Biomarker discovery
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Anderson, N. L.  (2002)    Mol. Cell. Proteomics 1: 845-867

Protein abundance in human plasma
Dynamic Range
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Bioanalysis - Complexity of Human Serum

22 proteins are approx. 99% of the whole serum proteome     

90% 10%
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Das Verhalten von Proteinen in wässriger Lösung hängt von
der Art des Lösungsmittels ab, denn in Gegenwart von Salzen,
Säuren oder Laugen ändert sich das Löslichkeitsverhalten der
Proteine stark. Viele Methoden zur Trennung von Proteinen
machen sich diese Eigenschaft zunutze, so z.B. bei der Fällung
von Proteinen aus einer Lösung.

Fällung von Proteinen

68



Proteine können auf verschiedene Art in ihrer nativen Form gefällt werden:

• Fällung durch Aussalzen

• isoelektrische Fällung (Fällung am IEP)

• Fällung mit organischen Lösungsmitteln

• Co‐Präzipitation

Fällung von Proteinen
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Proteine können auf verschiedene Art in ihrer nativen Form gefällt werden:

• Fällung durch Aussalzen

Fällung von Proteinen

Das Aussalzen von Proteinen ist ein Spezialfall einer Fällungsreaktion, die als
Trennverfahren bei der Reinigung von Proteinen eingesetzt wird. Dabei nutzt
man aus, dass Proteine nur dann in Lösung vorliegen, wenn sie über eine
ausreichende Hydrathülle aus Wassermolekülen verfügen. Werden der
Lösung Salze zugesetzt, so binden die dissoziierten Ionen ihrerseits
Wassermoleküle in ihrer Hydrathülle und entziehen diese den
Proteinmolekülen. Ab einer bestimmten Salzkonzentration, die von der Art
des Salzes und dem Protein abhängt, wird dieser Effekt so stark, dass das
Protein nicht mehr in Lösung gehalten werden kann, d.h. es fällt aus der
Lösung aus und bildet einen Niederschlag.
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Fällung von Proteinen

Proteine können auf verschiedene Art in ihrer nativen Form gefällt werden:

• isoelektrische Fällung (Fällung am IEP)

Fällung von Proteinen

Praktisch lässt sich der IEP auch zur Fällung von Proteinen aus einer
Lösung nutzen. Die Löslichkeit eines Proteins wird sehr stark durch den
pH‐Wert der Umgebung beeinflusst und erreicht am isoelektischen Punkt
ein Minimum. Ober‐ oder unterhalb des IEP tragen alle Moleküle die
gleiche Ladung (positiv oder negativ) und stoßen sich daher ab. Eine
Zusammenballung zu unlöslichen Aggregaten ist durch die Abstoßung der
Moleküle untereinander verhindert und das Protein bleibt in Lösung.
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Proteine können auf verschiedene Art in ihrer nativen Form gefällt werden:

• Fällung mit organischen Lösungsmitteln

Fällung von Proteinen

 Aceton Precipitation

 TCA Precipitation

Wessel Flügge Precipitation
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Precipitation of Proteins
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Precipitation of Proteins
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Precipitation of Proteins
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Proteine können auf verschiedene Art in ihrer nativen Form gefällt werden:

• Co‐Präzipitation

Fällung von Proteinen
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 calcium phosphate precipitation and co‐precipitation
of phosphorylated peptides/proteins with calcium phosphate.

R  … peptide residue

Ca2+… calcium ions

Idea!

Co‐precipitation of phosphorylated peptides by calcium ions

X. Zhang, J. Ye, O. N. Jensen, P. Roepstorff. Highly efficient phosphopeptide enrichment by calcium phosphate 
precipitation combined with subsequent IMAC enrichment.Molecular&Cellular Proteomics 2007, 6, 2032.

3Ca2+ +   2PO4
3‐ Ca3(PO4)2

Ca2+ +   R  – O – PO3
2‐ R  – O – PO3Ca                  

(3m+n) Ca2+ + 2mPO4
3‐ + n  R  – O – PO3

2‐ [Ca3(PO4)2]m •[  R  – O – PO3Ca]n
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Motif‐Specific Sampling of Phosphoproteomes

Ba2+/Acetone/pH Precipitation for Phosphopeptide Identification 
in HeLa Cells Nuclear Extract using MudPIT

Ruse CI, McClatchy DB, Lu B, Cociorva D, Motoyama A, et al. 2008. Motif‐specific
sampling of phosphoproteomes. J. Proteome Res. 7:2140–50



Precipitation of Phosphoproteins by 

Trivalent Lanthanide Ions

A Top‐Down Approach

85

Lanthanide Phoshates
(Solubility Products)

Li, X. et al. Geochimica et cosmochimica acta,1997.61(8):p.1625-1633 86



Proposed Precipitation Mechanism

87

Dissolvation 
of pellet

MALDI-MS

on-pellet 
digest

denaturation, tryptic digestion
30% formic acid

washing

precipitation

10 min, 70W microwave‐assisted digest

MALDI-MS

PeptidesProteins

Scheme for Precipitation of Phosphoproteins by 
Trivalent Europium-, Terbium- and Erbium- Ions

Precipitant
KH2PO4

Yüksel et al. Anal Bioanal Chem (2012) 403:1323–1331
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Erbium
Protein

Standard

Wash 1

Wash 2

Pellet

Supernatent

Terbium

Wash 1

Wash 2

Pellet

Supernatent

Protein
Standard

αS1‐casein (m/z ~24.5 kDa)

β‐casein (m/z ~25.1 kDa)

Phosphoproteinscytochrom c (m/z ~11.7 kDa)

lysozyme       (m/z ~14.4 kDa)
myoglobin     (m/z ~17 kDa)

BSA                 (m/z ~ 69 kDa)

Standardproteins

Europium

Wash 1

Wash 2

Pellet

Supernatent

Protein
Standard

Precipitation of Phosphoproteins from Standards by 
Trivalent Europium-, Terbium- and Erbium- Ions

Yüksel et al. Anal Bioanal Chem (2012) 403:1323–1331
89

2M Ln3+‐Chloride

UV/VIS

take supernatant

bicinchoninic acid (BCA)

chelation of two bicinchoninic
acid molecules with Cu+1

reduction of Cu+2 to Cu+1 in the presence of
proteins (alkaline conditions)

colorimetric detection 562 nm

Recovery Study of Phosphoprotein
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Precipitation of Phosphoproteins by 
Trivalent Europium-, Terbium- and Erbium- Ions

Recovery Study

ccasein = 300µg/ml

cprecip. = 2M
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Precipitation of Phosphopeptides by 

Trivalent Lanthanide Ions

A Bottum‐Up Approach
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A Novel Strategy for Phosphopeptide Enrichment using Lanthanide Phosphate Precipitation

Workflow for the precipitation of phosphorylated peptides
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A Novel Strategy for Phosphopeptide Enrichment using Lanthanide Phosphate Precipitation

MALDI mass spectra taken from digested milk peptides after precipitation with trivalent lanthanide ions. A,
phosphopeptide enriched by precipitation with Er3+. B, phosphopeptide enriched by precipitation using Ho3+. C,
phosphopeptide enriched by precipitation using Ce3+. α‐S1 and β‐S2 refers to first and second subunits of α‐casein
respectively. β‐C refers to peptides form β‐casein

Erbium

Holmium

Cer
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A Novel Strategy for Phosphopeptide Enrichment using Lanthanide Phosphate Precipitation

MALDI mass spectra taken from egg white peptides after precipitation with trivalent lanthanide ions. A,
phosphopeptide enriched by precipitation with Er3+. B, phosphopeptide enriched by precipitation using Ho3+. C,
phosphopeptide enriched by precipitation using Ce3+. Only phosphorylated peptides are labeled

Erbium

Holmium

Cer
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A Novel Strategy for Phosphopeptide Enrichment using Lanthanide Phosphate Precipitation

MALDI mass spectra of a sensitivity study using two synthetic phosphopeptides. A, representing 500 fmol/µL; B, 10 fold 
dilution (50 fmol/µL) and C, 100 fold dilution (5 fmol/µL)

500 fmol/µL

50 fmol/µL

5 fmol/µL
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[M+H]+ Da Phosphopeptide Sequencesa Phosho‐

groups

ErCl3 HoCl3 CeCl3 LaCl3 EuCl3 TmCl3 TbCl3 TiO2

1254.52

1331.53

1411.50

1466.61

1594.70

1660.79

1832.83

1847.69

1927.69

1951.95

2061.83

2088.89

2432.05

2511.13

2556.10

2619.04

2678.01

2703.50

2720.91

2747.10

2856.50

2901.32

2935.15

2966.16

3008.01

3042.27

3087.99

3122.27

3132.20

EVVGSpAEAGVDAA (Ov‐(340–352))

EQLSpTSpEENSK (α‐S2‐(141–151))

EQLSpTSpEENSK (α‐S2‐(141–151))

TVDMESpTEVFTK (α‐S2‐(153–164))

TVDMESpTEVFTKK (α‐S2‐(153–165))

VPQLEIVPNSpAEER α(‐S1‐(121–134))

YLGEYLIVPNSpAEER (α‐S1)

DIGSESpTEDQAMEDIK (α‐S1‐(58–73))

DIGSESpTEDQAMEDIK (α‐S1‐(58–73))

YKVPQLEIVPNSpAEER (α‐S1‐(119–134))

FQSpEEQQQTEDELQDK (β‐C‐(33–48))

EVVGSpAEAGVDAASVSEEFR (Ov‐(340–359))

IEKFQSpEEQQQTEDELQDK (β‐C‐(33–48))

LPGFGDSpIEAQCGTSVNVHSSLR (Ov‐(62–84))

FQSpEEQQQTEDELQDKIHPF (β‐C‐(48‐67))

NTMEHVSpSpSpEESpIISQETYK (α‐S2‐(17–36))

VNELSpKDIGSpESpTEDQAMEDIK (α‐S1‐(52–73))

LRLKKYKVPQLEIVPNSpAEERL(α‐S1‐(114–135))

QMEAESpISpSpSpEEIVPNSVEAQK (α‐S1‐(74–94))

NTMEHVSpSpSpEESpIISQETYKQ (α‐S2‐(17–37))

EKVNELSpKDIGSpESTEDQAMEDIK (α‐S1‐(50–73))

FDKLPGFGDSpIEAQCGTSVNVHSSLR (Ov‐(59–84))

EKVNELSpKDIGSpESpTEDQAMEDIK (α‐S1‐(50–73))

ELEELNVPGEIVESpLSpSpSpEESITR (β‐C‐(17–40))

NANEEEYSIGSpSpSpEESpAEVATEEVK (α‐S2‐(61–85))

RELEELNVPGEIVESLSpSpSpEESITR (β‐C‐(16–40))

NANEEEYSIGSpSpSpEESpAEVATEEVK (α‐S2‐(61–85))

RELEELNVPGEIVESpLSpSpSpEESITR (β‐C‐(16–40))

KNTMEHVSpSpSpEESpIISQETYKQEK (α‐S2‐(16–39))
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Recovery of Phosphopeptides

23 20 19 20 21 12 14 18
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