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In deel I van dit overzicht zijn een 
aantal algemene parameters, chromato-
grafie en detectie besproken, terwijl 
in deel II de monstervoorbewerking en 
in deel III de derivatisering aan de 
orde zullen komen. De Tabellen I -
III en de referenties 1 - 1 1 zijn 
terug te vinden in deel I. 

Eén van de belangrijkste aspecten van 
een bio-analytische procedure is de 
monstervoorbereiding (MVB). Er is aange­
toond dat ongeveer 60% van de totale 
tijd die aan een analyse wordt besteed, 
nodig is voor MVB. Daarnaast wordt iets 
meer dan 30% van de totale fout van een 
analyse veroorzaakt door de MVB. Dit 
betekent dat het zeker de moeite waard 
is om aan de MVB meer aandacht te beste­
den . 

Monstervoorbewerking 

De belangrijste reden om een MVB te 
^incorporeren in een totale bio-analyti-
sche procedure ligt in de noodzaak om 
interferenties door matrixcomponenten te 
elimineren. Alleen dan kan voldoende 
selectiviteit en gevoeligheid worden 
bereikt. De vereiste betrouwbaarheid van 
een bio-analyse kan alleen dan bereikt 
worden als er relatief schone monsters 
worden geanalyseerd [1]. 
In principe wordt uitgegaan van de com­
binatie van een niet-selectieve (initi­
ële) MVB stap om het biologische monster 
te stabiliseren, te verrijken of ge­
schikt te maken voor bewaring (b.v. 
precipitatie, dialyse, ultrafiltratie, 
invriezen, vriesdrogen, microgolfbestra­
ling) en een selectieve MVB stap (b.v. 
vloeistof-vloeistof extractie - LLE, 

vloeistof-vast extractie - SPE) om het 
farmacon te isoleren [12]. 
In de praktijk ligt de scheidingslijn 
tussen initiële en selectieve MVB stap­
pen minder scherp. Een techniek als LLE 
kan gebruikt worden om eiwitten te dena­
tureren en te verrijken (de initiële 
stappen) maar ook om het farmacon te 
isoleren (Tabel IV) . 

Uit de doelstelling van de bepalingsme­
thoden en de gemaakte keuzen voor het LC 
systeem en de reactie / detectie tech­
niek volgt al min of meer welke MVB 
procedures er in aanmerking komen en of 
er wel of niet geautomatiseerd dient te 
worden. Vragen die van belang zijn bij 
de keuze van de MVB procedure zijn: 

- Moet alleen het farmacon of moeten 
ook de metabolieten worden geana­
lyseerd? Hierbij moet in ogenschouw 
worden genomen dat de primaire me­
tabolieten en met name de secundai­
re metabolieten (conjugaten) po-
lairder zijn dan het farmacon zelf 
[13]. 

- Moet de vrije fractie, de fractie 
gebonden aan plasma / serum eiwit­
ten, of de totale hoeveelheid van 
het farmacon worden bepaald? Er mag 
nooit worden aangenomen dat de toe­
gepaste initiële MVB procedure de 
eiwitbindingen kwantitatief ver­
breekt [14]. 

- Is het farmacon in de matrix, enzy­
matisch en/of chemisch stabiel? 
Kunnen de monsters zonder meer be­
waard worden, moeten ze gestabili­
seerd worden (b.v. pH, enzym inhi­
bitie, anti-oxidans) of direct gea­
nalyseerd worden? 

Biologische matrix 

Over het algemeen worden bio-analyses 
uitgevoerd in plasma, serum of volbloed. 
Na stollen en centrifugeren blijft van 1 
ml volbloed ongeveer 300-500 ^1 serum 
over en na centrifugeren met een anti-
stollingsmiddel blijft ongeveer 500 pl 
plasma over. Wat betreft de analyse 
maakt het meestal niet uit of plasma of 
serum wordt gebruikt omdat de concentra­
tie aan eiwitten (albuminen en globuli-
nen) ongeveer hetzelfde is. In de prak­
tijk wordt echter meestal plasma ge­
bruikt [13]. 



TABEL IV 
MONSTERVOORBEWERKINGSTECHNIEKEN 

Techniek Toepassing 

Chemische modificatie 
Covalente labelling 
Dehydradatie 
Dialyse 

Elektroforese 

Enzym inhibitie 

Homogenisatie 
Hydrolyse 
Invriezen 

LLE 

Microgolfbestraling 

Precipitatie 
Solubilisatie 
SPE 

Ultrafiltratie 
Vriesdrogen 

Initiële MVB van niet stabiele monsters 
Initiële MVB van niet stabiele monsters 
Initiële verwijdering van waterige vloeistoffen 
Isolatie van verbindingen (uit-lijn of in-lijn) op basis 
van molecuulgewicht 
Isolatie van geladen verbindingen, of verwijdering van 
geladen interferenties 
Stabilisering van verbindingen in eiwit bevattende 
matrices 
Initiële MVB van vaste matrices 
Denaturering van eiwitten 
Stabilisering van verbindingen in eiwit bevattende 
matrices, bewaring van monsters 
Selectieve MVB en monsterverrijking die voor relatief 
kleine aantallen monsters gebruikt kan worden, wordt 
vaak gecom-bineerd met een initiële MVB stap 
Solubilisatie van monsters, denaturatie van eiwitten, 
ontdooien van monsters 
Denaturatie van eiwitten 
Initiële MVB van vaste matrices 
Selectieve MVB en monsterverrijking die zowel handmatig 
als geautomatiseerd uitgevoerd kan worden 
Isolatie van verbindingen op basis van molecuulgewicht 
Verwijdering van water, initiële stabilisatie van ver­
bindingen 

TABEL V 

KEUZE MONSTERVOORBEWERKINGSTECHNIEK 

Techniek Aantal te analyseren 
monsters per serie 

Aantal te meten series 
per jaar 

< 10 10-100 > 100 < 5 5-10 > 10 

UIT-LIJN 

LLE 
SPE 
Robotsysteem 

+ + 
++ 

± 
+ 

+ 
+ + 

+ 

IN-LIJN 

Doorstroomsysteem 
Kolomschakeltech 
niek 

Monsterwisselaar 

+ 
+ 

++ 

++ 
++ 

++ 
++ 

++ 
+ + 

++ 

LLE, v loeistof-vloeistof extractie; SPE, vaste stof-vloeistof extractie; + + , + . technieken die bij v o o r k e u r toegepast dienen te w o r d e n ; + , techniek die in 

een aantal geva l len g o e d e resultaten geeft ; -, —, technieken die bij voorkeur niet toegepast dienen te w o r d e n . 



Eén van de grootste problemen bij het 
ontwikkelen van een bio-analytische 
methode is de aanwezigheid van eiwitten 
omdat deze de analytische kolom kunnen 
verstoppen. Vandaar dat het in een aan­
tal gevallen voordelig kan zijn om urine 
monsters te analyseren omdat hier in 
principe geen eiwitten in voorkomen. 
Andere voordelen bij het uitvoeren van 
analyses in urine zijn, dat het eenvou­
dig te verkrijgen is, dat de concentra­
ties soms hoger zijn dan in plasma/se­
rum, en dat het afnemen nauwelijks een 
belasting vormt voor de patiënt. Het 
nadeel van analyse in urine monsters is 
dat er wel zeer veel componenten, waar­
onder metabolieten, in voorkomen [12]. 
Naast urine en plasma/serum kunnen bij 
voorbeeld analyses in faeces worden 
uitgevoerd, dit met name bij farmaca die 
slecht worden geabsorbeerd of die sterk 
worden gemetaboliseerd in de gal. 
Analyses in speeksel, bij voorbeeld bij 
kleine kinderen, worden ook wel uitge­
voerd. Voor een groot aantal niet-eiwit 
gebonden farmaca bestaat er een vaste 
relatie tussen de concentratie in plasma 
en de concentratie in speeksel. 

Bij het ontwikkelen van een MVB procedu­
re moeten een aantal factoren goed in de 
gaten worden gehouden en zo mogelijk 
worden geoptimaliseerd zoals: 

stabiliteit van het farmacon tij­
dens de MVB; 
interferentie door verontreinigin­
gen uit reactie- en reagensvaten 
tijdens de monstername, bewaring of 
MVB; 
recoveries van het farmacon tijdens 
de MVB; 
verenigbaarheid van het oplosmiddel 
dat in de laatste stap van de MVB 
wordt gebruikt met het LC systeem; 
eenvoud van de MVB procedure; 
nauwkeurigheid en precisie van de 
MVB; 
monsterverrijking in de laatste MVB 
stap. 

r . 

Zowel de initiële als de selectieve MVB 
procedures kunnen in-lijn en uit-lijn 
met de LC scheiding worden uitgevoerd. 
De keuze tussen in-lijn en uit-lijn, of 
automatisering, is afhankelijk van het 
aantal monsters, het aantal monster 
series en de gekozen methode. Tabel V 
toont welke methode, afhankelijk van het 

aantal monsters en het aantal series, 
bij voorkeur dient te worden toegepast. 

Initiële monstervoorbewerkingsprocedures 

De initiële MVB procedures kunnen onder­
verdeeld worden in denaturaties, bewa-
ringsprocedures, solubiliseringen en 
hydrolyses [15]. 

Denaturatie van eiwit-bevattende mon­
sters is een vereiste om artefactvorming 
tijdens de analyse door ongewild metabo­
lisme te voorkomen en om de analytische 
kolom voor verstopping te behoeden. Een 
denaturatietechniek die in de bio-analy-
se vaak wordt toegepast, is eiwitpreci-
pitatie. In combinatie met LC wordt 
veelal methanol of acetonitril gebruikt 
als precipitatie reagens. Een nadeel 
hiervan is dat voor 1 ml plasma 2-3 ml 
organische vloeistof nodig is hetgeen 
een aanzienlijke verdunning betekent. 
Bovendien wordt met methanol een vlokkig 
precipitaat verkregen wat moeilijk af te 
centrifugeren is, terwijl met acetoni­
tril een compact neerslag verkregen 
wordt, waarin occlusie (insluiting, 
red.) van het farmacon kan plaatsvinden. 
Een andere mogelijkheid is het gebruik 
van zuren (b.v. perchloorzuur, tri-
chloorazijnzuur), waarvan relatief wei­
nig nodig is (200 fjl zuur op 1 ml plas­
ma), maar niet alle farmaca zijn stabiel 
bij lage pH waarden. Belangrijk is ech­
ter dat geen enkel reagens in staat is 
om voor een kwantitatieve verwijdering 
van de eiwitten te zorgen. Hiervoor 
moeten technieken als ultrafiltratie [8] 
en dialyse worden toegepast [16]. 
Naast de precipitatie reacties worden 
ook enzymatische methoden gebruikt maar 
deze hebben als nadeel dat er een over­
maat aan enzym moet worden toegevoegd 
hetgeen tijdens de LC bepaling weer voor 
problemen kan zorgen [17]. 

Het bewaren van monsters, voordat ze 
geanalyseerd worden, kan gebeuren door 
vriesdrogen of bewaren bij -20°C maar 
het invriezen van monsters moet altijd 
relatief snel gebeuren omdat er anders 
verliezen kunnen optreden bij het weer 
oplossen van de monsters. De reden hier­
voor is dat gedurende de laatste fase 
van het invriezen een oververzadigde 
oplossing ontstaat met als gevolg dat 
bij voorbeeld een slecht oplosbaar neer­
slag van het farmacon ontstaat. 



Het gebruik van microgolven in de bio-
analyse is een andere, veelbelovende 
methode om monsters te solubiliseren, te 
denatureren, of te ontdooien zonder dat 
de monsters gaan ontleden door bij voor­
beeld een restant aan enzymactiviteit. 

Hydrolyse van monsters kan betrekking 
hebben op het hydrolyseren van plasma 
eiwitten, wat bij voorkeur chemisch moet 
gebeuren en niet enzymatisch, en op het 
hydrolyseren van farmaconconjugaten wat 
zoveel mogelijk vermeden moet worden. 
Het meten van intacte conjugaten is met 
name belangrijk indien informatie om­
trent de metabole route van het farmacon 
moet worden verkregen [13]. 

Zoals al eerder aangegeven is het essen­
tieel om het percentage eiwitbinding van 
het farmacon te bepalen en/of kwantita­
tief alle eiwitten te verwijderen. Een 
relatief nieuwe techniek in de bio-ana-
lyse, die hiervoor zeer geschikt is, is 
ultrafiltratie [8]. Door middel van 
centrifugatie met een vaste-hoek-rotor 
wordt een selectief transport van het 
farmacon over een anisotroop membraan 
verkregen. Verbindingen met een mole­
cuulgewicht kleiner dan de grenswaarde 
van het membraan kunnen het membraan wel 
en verbindingen met een hoger molecuul­
gewicht kunnen het membraan niet passe­
ren. Tegenwoordig bestaan er membranen 
met grenswaarden van 500 Dalton tot 300 
kiloDalton. De voordelen van ultrafil­
tratie ten opzichte van klassieke dialy­
se technieken zijn dat het een relatief 
snelle methode is, dat temperatuureffec-
ten van minimaal belang zijn en dat er 
relatief weining uitwisselingsvloeistof 
nodig is. De belangrijkste toepassingen 
van deze techniek zijn verrijking van 
monsters, verwijdering van zouten en 
vloeistoffen, fractionering naar mole­
cuulgewicht, het verrichten van eiwit­
binding studies en het kwantitatief 
verwijderen van eiwitten en andere ma­
cromoleculen. 

Een andere eveneens nieuwe methode is 
het gebruik van in-lijn dialyse als 
initiële MVB techniek voor de verwijde­
ring van macromoleculen. Een in-lijn 
dialysesysteem bestaat uit 2 perspex 
blokken waar tussen zich het dialysemem­
braan bevindt. Aan één kant van het 
membraan wordt de monster- (donor)stroom 
aangevoerd en aan de andere kant van het 

membraan stroomt de acceptorvloeistof 
bestaande uit zuiver water door het 
dialyseblok. Tijdens het dialyseproces 
kunnen alleen de moleculen die een lager 
molecuulgewicht hebben dan de grenswaar­
de van het membraan passeren. Op deze 
manier zijn in ongeveer 5 - 1 0 min reco­
veries tot 90% te verkrijgen. Er treedt 
echter een aanzienlijke verdunning op, 
hetgeen betekent dat een verrijkingsstap 
noodzakelijk is. Na de in-lijn dialyse 
worden de monsters allereerst door mid­
del van een in-lijn voorkolom verrijkt 
alvorens ze op de analytische kolom 
worden gescheiden. Met behulp van ab-
sorptiedetectie bij 360 nm zijn de bepa­
lingsgrenzen in plasma voor mitomycine 
C, bij voorbeeld, ongeveer 2 ng/ml [16]. 

Het ideaal is natuurlijk om de MVB ge­
heel over te slaan of om deze te combi­
neren met de LC scheiding. In een aantal 
gevallen kan dit gebeuren door de 
initiële MVB uit te voeren op een met de 
analytische kolom in-lijn geschakelde 
voorkolom [18]. Het is echter alleen 
aantrekkelijk deze techniek te gebruiken 
indien relatief grote aantallen monsters 
moeten worden geanalyseerd. 
Een relatief nieuwe techniek op dit 
gebied is het gebruik van de zogenaamde 
'internal-surface reversed-phase' mate­
rialen [19]. Dit is een silica matrix 
met kleine poriën. Buiten de poriën is 
dit materiaal gemodificeerd met een 
hydrofiele fase en binnen de poriën met 
hydrofobe fase. De eiwitten kunnen de 
poriën niet binnendringen en zullen niet 
vertraagd worden terwijl de farmaca de 
poriën wel binnen dringen en daar selec­
tief vertraagd worden. Op deze fase 
kunnen plasma monsters zonder voorbehan­
deling rechtstreeks worden geïnjecteerd. 

Selectieve monstervoorbewerkingsprocedu-
res 

Afhankelijk van het aantal monsters dat 
geanalyseerd moet worden, hoe vaak be­
paalde metingen verricht moeten worden 
en de complexiteit van een matrix kunnen 
een aantal selectieve MVB methoden wor­
den toegepast. De MVB procedure zal 
eerder geautomatiseerd worden wanneer 
het aantal te analyseren monsters toe­
neemt, bepaalde series vaker herhaald 
moeten worden, de matrix ingewikkelder 
wordt, of de concentraties van de te 
analyseren farmaca lager worden (Tabel 



V). Een andere belangrijke reden om de 
MVB in-lijn of geautomatiseerd uit te 
voeren is dat dit de reproduceerbaarheid 
ten goede zal komen. 

Voor relatief kleine series monsters (< 
25) die éénmalig, of enkele malen per 
jaar bepaald moeten worden, ligt een 
initiële MVB procedure (b.v. precipita­
tie) in combinatie met een uit-lijn LLE 
of SPE het meest voor de hand. Bij het 
toenemen van het aantal monsters komen 
achtereenvolgens de monsterwisselaars -
semi-flexibele automatiseringssystemen 
waarmee een beperkt aantal handelingen 
kan worden verricht, de kolomschakel-
technieken - automatiseringssystemen 
waarmee slechts één of twee handelingen 
kunnen worden uitgevoerd, de doorstroom-
systemen - semi-flexibele automatise­
ringssystemen waarmee een zeer beperkt 
aantal handelingen kan worden verricht 
en de robotsystemen - flexibele automa­
tiseringssystemen waarmee nagenoeg alle 
handelingen kunnen worden uitgevoerd, in 
aanmerking. Het zal duidelijk zijn dat 
het verschil maakt of een bepaalde serie 
monsters iedere week, iedere maand of 
ieder jaar moet worden geanalyseerd. 
Hierbij geldt in principe hoe hoger de 
frequentie des te eerder er moet worden 
geautomatiseerd (Tabel V ) . Ten slotte is 
de complexiteit van de biologische ma­
trix een belangrijke parameter. Hoe 
complexer de matrix des te eerder moet 
er geautomatiseerd worden om goed repro­
duceerbare resultaten te verkrijgen. Een 
en ander zal hieronder in meer detail 
besproken worden. 

De monsterwisselaars, kraanschakeltech-
nieken, doorstroom- en robotsystemen 
hebben ieder hun eigen voor- en nadelen: 

- Monsterwisselaar: kan een beperkt 
aantal handelingen (b.v. pipetteren, 
verdunnen, mengen, SPE) geautomati­
seerd uitvoeren, is relatief goed­
koop, flexibel en de ontwikkeling van 
een methode kost weinig tijd [20]. 

- Kolomschakeltechniek: door gebruik te 
maken van meerdere schakelkranen kun­
nen verschillende LC kolommen in se­
rie of parallel worden gebruikt waar­
door er veel mogelijkheden zijn om de 
selectiviteit, en daardoor de gevoe­
ligheid, van het systeem te verbete­
ren, hoge reproduceerbaarheid, weinig 
flexibel omdat voor iedere toepassing 

een eigen systeem moet worden ge­
bouwd, ontwikkeling van een methode 
kost redelijk veel tijd [21]. 

- Doorstroomsysteem: in-lijn systeem 
waarmee één of twee handelingen (b.v. 
dialyse, verrijking) zeer reprodu­
ceerbaar kunnen worden uitgevoerd, 
flexibel, goedkoop, ontwikkeling van 
een nieuwe methode kost weinig tijd 
[16]. 

- Robotsysteem: kan in principe verge­
lijkbare handelingen verrichten als 
de mens, is niet sneller dan een mens 
maar kan langer werken en onder ex­
treme condities, kostbaar, reprodu­
ceerbaar, flexibel, ontwikkeling van 
een nieuwe toepassing kost veel tijd 
[22]. 

LLE's worden vooral gebruikt bij de 
analyse van relatief kleine aantallen 
monsters [12]. De noodzakelijke selecti-
viteit wordt verkregen door de juiste 
keuze van extractievloeistof, pH en 
extractietechniek (b.v. ionpaar-, terug­
extractie). De belangrijkste beperkingen 
van LLE zijn dat er emulsies gevormd 
kunnen worden, dat de methode nogal 
tijdrovend is en dat er monsterverliezen 
tijdens het afdampen van de organische 
fase kunnen ontstaan. Een voordeel is 
dat in een aantal gevallen de LLE zowel 
voor denaturatie, voor isolatie als voor 
monsterverrijking gebruikt kan worden. 

SPE is bij voorkeur geschikt voor het 
verwerken van gecompliceerde monsters, 
omdat hier gebruik gemaakt kan worden 
van combinaties van verschillende stati­
onaire fasen [23]. Tevens zijn SPE pro­
cedures zeer geschikt voor de bepaling 
van lage concentraties (ng/ml). Ook in 
het sub-ng/ml gebied zijn de recoveries 
vaak boven de 80%. 
Bij SPE wordt voornamelijk gebruik ge­
maakt van chemisch gemodificeerde silica 
fasen omdat hiermee goed reproduceerbare 
resultaten worden verkregen, ze een 
groot toepassingsgebied hebben en omdat 
er relatief veel over bekend is. Eén van 
de voordelen van het gebruik van SPE is 
dat deze methode zowel uit-lijn, geauto­
matiseerd, als in-lijn met de LC analyse 
kan worden uitgevoerd. Daar in de bio-
analyse monsters met een volume van 
ongeveer 100 fjl tot 1 ml in bewerking 
moeten worden genomen, zijn SPE methoden 
tegenwoordig de meest gebruikte selec­
tieve MVB techniek aan het worden in de 



bio-analyse. 

In een aantal gevallen kan de selectivi­
teit echter verbeterd worden door ge­
bruik te maken van speciale fasen, zoals 
bij voorbeeld de metaal beladen fasen 
voor de isolatie van thiolen, of alumina 
voor de isolatie van catecholaminen (CA) 
[24]. 
CA zijn endogene verbindingen, die bij 
een pH > 8 selectief geadsorbeerd worden 
aan alumina en bij een pH < 5 gedesor-
beerd. De geautomatiseerde analyse van 
CA wordt uitgevoerd op met perchloorzuur 
onteiwitte plasma monsters. Na introduc­
tie van het monster wordt met een buf­
feroplossing de juiste pH voor de ad­
sorptie ingesteld. De CA worden geadsor­
beerd aan het alumina in een kleine 
voorkolom. Nadat deze voorkolom voldoen­
de is gewassen, worden de CA met een 
zure bufferoplossing gedesorbeerd en 
geanalyseerd op een omkeer-fase (RP) 
systeem en ten slotte gedetecteerd met 
behulp van elektrochemische detectie. 

Een andere methode om de selectiviteit 
te verbeteren is door gebruik te maken 
van de combinatie van LLE en SPE. Het 
probleem bij de bio-analyse van relatief 
polaire verbindingen met behulp van RP-
LC is dat er laat-eluerende pieken (b.v. 
vetzuren) in de chromatogrammen voorko­
men. Deze hydrofobe verbindingen kunnen 
nu door middel van een voor-extractie 
met dichloormethaan of hexaan worden 
verwijderd waarna het monster gezuiverd 
en verrijkt kan worden met behulp van 
SPE [13]. 

Behalve de eerder besproken in-lijn 
dialyse technieken zijn de kolomschakel-
technieken in de bio-analyse van wezen­
lijk belang [21,25]. In aanvulling op 
eenvoudige monsterisolatie en monster­
verrijking kunnen deze technieken ge­
bruikt worden om door middel van meer-
koloms LC de signaal-ruis verhouding te 
verbeteren door selectief de achtergrond 
te verminderen. 

Een aardig voorbeeld is de 'heart-cut­
ting' techniek, die zeer geschikt is 
voor de bepaling van farmaca in gecom­
pliceerde matrices zoals lever en nier 
homogenaten. Deze techniek kan op twee 
manieren worden uitgevoerd: met twee 
identieke kolommen en twee verschillende 
loopmiddelen, of met twee verschillende 

kolommen en één mobiele fase. Essentieel 
is echter dat er in eerste instantie 
verrijking op de top van de tweede kolom 
plaats vindt. Bij voorbeeld bij de ana­
lyse van chloramfenicol in nierweefsel 
wordt de eerste scheiding uitgevoerd op 
een 25 cm kolom [21]. De eerste eluens-
fractie van deze kolom wordt doorge­
spoeld naar het afvalvat, vervolgens 
worden er twee zesweg kranen geschakeld 
en wordt een chloramfenicol bevattende 
fractie naar een tweede 25 cm kolom 
gespoeld. Hierna worden de beide kranen 
weer in de oorspronkelijke positie gezet 
waardoor laat eluerende pieken van de 
eerste 25-cm kolom weer naar het afval­
vat worden gespoeld en chloramfenicol op 
de tweede 25-cm kolom kan worden gekwan­
tificeerd. 

Samenvatting 

De keuze van dè meest geschikte LC me­
thode zal over het algemeen samen met de 
keuze van het detectiesysteem op de 
minste problemen stuiten. Wel zullen in 
een aantal gevallen gradiënt-eluties 
en/of kolomschakeltechnieken moeten 
worden toegepast om de gewenste selecti­
viteit en/of gevoeligheid te verkrijgen. 
Aan de detectiekant wordt, afhankelijk 
van de vereiste bepalingsgrens, gekozen 
tussen absorptie, fluorescentie of elek­
trochemische detectie en in die gevallen 
dat ook structuurinformatie moet worden 
verkregen tussen diode-array en massa-
spectrometrische detectie. 

Wat de MVB procedures betreft wordt 
onderscheid gemaakt tussen niet-selec-
tieve en selectieve technieken. De voor 
de hand liggende niet-selectieve 
(initiële) technieken zijn: eiwit preci-
pitatie, microgolfbestraling en invrie­
zen voor het stilleggen van ongewenste 
enzymactiviteit; microgolfbestaling en 
vriesdrogen voor het bewaren en ontdooi­
en van monsters; ultrafiltratie voor het 
bepalen van het percentage eiwitbinding 
en dialyse voor het kwantitatief verwij­
deren van eiwitten. 
LLE is bij uitstek geschikt voor de 
selectieve MVB van een klein aantal 
monsters terwijl SPE gebruikt kan worden 
voor de selectieve MVB van grotere se­
ries monsters. Het ontwikkelen van ko­
lomschakeltechnieken heeft alleen dan 
zin wanneer een grote serie monsters 
eenmalig moet worden geanalyseerd of 



wanneer kleinere series frequent moeten 
worden bepaald. Het inzetten van robot­
systemen is alleen zinvol wanneer een 
redelijk grote serie monsters, met hier­
in een aantal bewerkelijke en/of tijdro­
vende stappen, regelmatig moet worden 
doorgemeten. 
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