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Inleiding

Op ons laboratorium hebben we
inmiddels ervaring opgedaan met
het testen van ruim 375 Lichrospher
RP-18e STIP kolommen. Ook losten
we vele malen problemen van
gebruikers op. Door deze ervaring
weten wij hoe stoffen zich gedragen
op dit materiaal en waarom, Vaak

is door ons getracht het gedrag van
‘onze stoffen’ op het STIP-kolom-
materiaal aan collegae uit te leggen.
Tijd om dit verhaal eens goed op
papier te zetten.

STIP factor

Lichrospher bestaat uit een C,4-
groep op een silicabasis. Van dit
kolommateriaal is bekend dat naast
de actieve C,4,-groep er cok actieve
silanolgroepen aanwezig zijn. Deze
silanolgroepen zijn de oorzaak van
het bestaan van de STIP-factor. De
STIP factor is in het leven geroepen
omdat de silanolactiviteit per kolom,
en vooral per charge kolommen, kan
verschillen. Wel weten we inmiddels
dat deze factor per kolom nagenoeg
constant blijft.

Intussen weten we ook dat als een
kolom droog (niet goed afgesloten)
als reserve in de kast wordt gelegd
deze factor wel verandert door de
vitdroging van het kolommateriaal.
De verschillende silanolgroepen
gaan dan samen, er splitst water af;
er verdwijnen silanolgroepen of er
ontstaan andere vormen en de STIP-
factor daalt.

Retentie mechanisme

Vaak doet men de suggestie: waarom
pakken we geen silanolvrije kolom-
men. Maar het zou juist zonde zijn

)

geen gebruik te maken van de
retentiemechanismen van silanolen!
Door deze C,;-kolom met actieve
silanol groepen zijn we in staat op
één kolom twee chromatografische
mechanismen toe te passen.

Bij de ongeladen stoffen wordt

de C,q (polaire) interactie gebruikt
(scheiding op polariteit). De gepro-
toneerde stikstoffen (onze basische
stoffen, waaronder veel psycho-
farmaca) worden op de actieve
silanol groepen vertraagd door
ionexchange.

In het zure STIP eluens (pH=4)
worden de alifatische stikstoffen
geprotoneerd, gaan uitwisseling aan
met de zwak zure silanol-groepen
en krijgen op die manier retentie.
Door nu meer fosforzuur (= zoals
het moet bij een hogere STIP-factor)
toe te voegen wordt de retentietijd
van deze alifatische stikstoffen korter.
Let op: aanvankelijk dachten wij dat
deze hoeveelheid fosforzuur de
retentietijd beinvlioedt maar dat is
vermoedelijk niet zo. Doordat meer
fosforzuur wordt gebruikt is er meer
KOH 10% nodig om de juiste pH (ca
3,3) te bereiken, waardoor ook meer
kalium (K*) in het eluens aanwezig
is. K* gaat de competitie aan met
de geprotoneerde stikstoffen ten
opzichte van de actieve silanol-
groepen. In het kort: hoe meer K*
hoe sneller ‘onze stoffen’ van de
kolom afkomen.

Bij de ongeladen stoffen wordt de
retentie uitsluitend bepaald door

de C,g-groepen op de kolom. Deze
retentie is vooral te beinvloeden
door de verhouding acetonitril/
water.

Silanol vrij?

The smart one's onder ons zulien
vragen: ‘Waarom gaan we dan niet
in een basisch milieu werken of een
kolom zonder silanol gebruiken?’.
Dat kan, echter: de ongeladen stik-
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IP chromatografie verklaard

stoffen krijgen een relatief lange
retentietijd in een basisch eluens -
er van uitgaande dat alles enigszins
gescheiden van de kolom af moet
komen. Als we een silanolvrije
kolom gebruiken met een zuur
eluens dan vliegen omgekeerd de
geprotoneerde stikstoffen van de
kolom af.

Voor diegene die het bovenstaande
begrijpt, zal duidelijk zijn dat voor
STIP-2 vooral gebruik wordt gemaakt
van de eigenschappen van de silanol-
groepen. De zure en neutrale stoffen
behouden exact dezelfde retentie-
tijden als bij STIP. De basische
componenten krijgen een retentie-
tijd die circa 1,5x zo lang is als in

het traditionele STIP bestand.

Als u bovenstaand verhaal goed
begrepen heeft kunt u zelf bedenken
welke aanpassing er plaats vindt om
van STIP naar STIP-2 te gaan. Het
STIP bibliotheekbestand wordt met
de toepassing van STIP-2 chromato-
grafie uitgesmeerd over de 20 minu-
ten die een run duurt.

Van de traditionele
ouderwetse STIP naar
‘hypermoderne’ STIP-2

In het voorafgaande verhaal is de
STIP chromatografie uitgelegd en
de STIP-2 kort aangestipt.

Allereerst moet wel vermeld worden
dat er nog geen officiéle praktisch
toepasbare STIP-2 bestaat.

De theoretische, experimentele
STIP-2 is inmiddels wel in gebruik
bij het Laboratorium van Ziekenhuis-
apotheek Noordoost-Brabant te
's-Hertogenbosch.

Waaruit bestaat STIP-2?

Om te beginnen wordt gebruik
gemaakt van een 3 mm Lichrospher
RP-18 kolom met een flow van

0,34 mL/min. Daarnaast wordt er

in plaats van een 20 pL loop een
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Figuur 1: STIP testmengsel, chromatografie volgens STIP

50 pL loop gebruikt. Deze twee aan-
passingen geven al een gevoeligheid
winst van bijna een factor 3. Deze
aanpassingen zijn zo vanzelfsprekend
dat ze niet worden toegelicht.

Deze aanpassingen geven alleen
gevoeligheidswinst; maar waar zit
nu de echte winst van de STIP-2
chromatografie vernieuwing?

Een ruim 10 jaar gehoorde klacht is
dat het grootste deel van het STIP-
bestand in de eerste 10 minuten zit
van het chromatogram. Op basis
van onze kennis en ervaring is de
volgende aanpassing gemaakt. De
STIP factor is dusdanig verlaagd dat
de basische (alifatische stikstoffen)
stoffen met een factor 1,5x naar
achteren gaan.

Deze aanpassing heeft geen invioed
op de zure en neutrale stoffen. Het
bibliotheekbestand wordt nu uit-
gesmeerd over de volle 20 minuten
van een run, waarbij alleen de
basische stoffen naar achteren
schuiven. Opgemerkt moet worden
dat de basische pieken er begrij-
pelijkerwijs niet mooier op worden.
Het verschil is goed te zien in de
chromatogrammen van resp. STIP
{figuur 1) en STIP-2 (figuur 2).

Als er een STIP kolom wordt geleverd
met de STIP-factor van 1,0 dan geldt
voor STIP-2 de factor 0,3.

Verder blijft alles gelijk aan de
traditionele STIP-eluens bereiding.

Conclusie
Met de verandering van kolom,
de verandering van loop en de
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STIP-2

wijziging van het eluens is er een
STIP-2 chromatografie ontstaan die
een factor 3 gevoeliger is en een
beter scheidend vermogen heeft.
Dat wil nog niet zeggen dat er een
echt STIP-2 systeem is want het
bibliotheekbestand moet opnieuw
gemaakt worden.

Of dat gebeurd is o0.a. afhankelijk
van de noodzaak tot het aanbrengen
van verbeteringen en van behoefte
bij collegae aan een STIP-2-systeem.

Van vermeldenswaardig belang zijn
de verdere ontwikkelingen in de
monstervoorbewerking. Wij werken

Figuur 2: STIP testmengsel, chromatografie volgens

aan een gestandaardiseerde extractie
met SPE in STIP-stijl, waarover we in
een volgend Extract met resultaten
zullen komen, zie de figuren 3 tot

en met 5 voor wat standaard serum
extracties met recoveries tussen de
90-100%. Ook dat komt de gevoelig-
heid ten goede.

In een vorig nummer van Extract
werd een methodiek geschetst
waarmee storende invloeden van
benzodiazepines ongedaan gemaakt
kunnen worden.

Al met al ontstaat zo langzaam een
methodiek die een betere scheiding
geeft, een grotere gevoeligheid en
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Paak Quantitation: HEIGHT Calculation Method: IMT-STD
No. RT Area Height Purity ID-Cor Name Conc 1
ug/L
S 3.36 272172 24231 0.9999 D-Mirta 20.0000
é 3.77 1212872 80385 0.93829 Mirta 100.000
8 6,33 250420 18151 0.9399% D-Cita 7%.0000
9 7.11 223671 15477 0.999% Cita 75.0000
10 10.04 442607 16071 0.9999 1.5t Prot I -
11 12.87 266663 2261 0.9999 D-Sertra 5¢. 0000
12 15.852 672314 16257 0.93%99 Sertra 100.9000
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Figuur 3: Voorbeeld chromatogram.

i

Extriyct




minder interferenties heeft dan het

Chrom Type: Pixed WL Chromatogram, 205 nm traditionele STIP-systeem.
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Retantios Tima (mdo) . . .
Peak Quantitation: HEIGHT Calculation Method: INT-STD STIP-2 past precies in de toekomstige

toepassing van LC/MS vanwege de
No. RT Area Helight Puricy ID-Cor Name Conc 1 voor een MS belangrijke |age ionen-

ug/L ,
concentratie en lage flow van 0,34
“s 3.00 263282 21480 0.9999 D-Venla 300.000 . . .
2  4.51 657545 36726  0.9999 Venla 600.000 ml/min. Dit is ook al uitgetest maar
8 6.03 655708 36421 0.9955 Quetia 250.000 H
a3 10.121 461493 16486 0.9991 ISTProt T daar heel Veel later tets meer over
16 14.49 108009 3424 0.9996 Zuclo 50.0000 misschien.
21 20.43 1083490 2656 0.9990 Pimo 20.0000

De STIP-2 chromatografie is niet
Figuur 4: Voorbeeld chromatogram. alleen bedoeld voor Toxicologie
maar ook geschikt voor TDM, zie
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°s 3.61 57564 3521  0.9988 OH-risperi 12.5000
6 4.55 108901 5167 0.9880 risperidon 25.0000
7 6.85 57293 2501 0.9992 Periciacine 20.0000
8 9.81 49985 2145 0.9982 Halo 20,0000
9 10.76 32524 1342 0.9976 Broomperi 10,0000 .
11 15.52 382929 10498 0.9996 I.StMetha b - Voor vragen en/of opmerkingen
. 3003¢ 552 . Flufenazin 10.0000 "
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Figuur 5: Voorbeeld chromatogram.
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