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In deel I van dit overzicht komen de 
algemene aspecten, chromatografie en 
detectie, aan de orde, terwijl in deel II 
de monstervoorbewerking, derivatisering 
en conclusies besproken zullen worden. 

De bepaling van organische verbindingen 
in een complexe biologische matrix neemt 
een belangrijke plaats in binnen de analytische chemie* Het aantal technie
ken dat hierbij gebruikt kan worden 
neemt nog steeds toe. Hierdoor wordt de 
behoefte aan duidelijke strategieën om 
een geschikte keuze te maken uit de vele 
mogelijkheden steeds dringender. De 
combinaties van een chromatografische 
scheidingsmethode en een geschikte de
tectietechniek nemen hierbij een zeer 
belangrijke plaats in. Vandaar dat ge
probeerd zal worden om een strategische 
aanpak te geven voor de bepaling van 
biologisch actieve verbindingen met 
behulp van (hoge prestatie) vloeistof-
chromatografie. 

Inleiding 

Bij de ontwikkeling van een bepalingsme
thode moet allereerst de doelstelling 

worden geformuleerd omdat deze mede 
bepaalt welke technieken kunnen worden 
toegepast. Belangrijke vragen hierbij 
zijn: 

- Welke verbinding(en) moet(en) bepaald 
worden? 

- Wat is er bekend over de fysisch-
chemische eigenschappen van de ver
bindingen? 

- Moet(en) behalve de biologisch actie
ve verbinding(en) ook de metabolieten 
worden bepaald? 

- Moet er kwalitatief, semi-kwantita-
tief of kwantitatief worden gemeten? 

- Wat zijn de vereiste minimaal te 

detecteren hoeveelheden? 
In welke matrix moeten de verbindin
gen worden bepaald? 

- Hoeveel monsters moeten worden geme
ten? 

Op basis van de beantwoording van onder
meer deze vragen kunnen keuzen worden 
gemaakt ten aanzien van de te gebruiken 
technieken (Tabel I ) . 

TABEL I 
BIO-ANALYSE MET BEHULP VAN VLOEISTOFCHROMATOGRAFISCHE TECHNIEKEN 

Monstervoorbewerking Derivati
sering 

Chromatografie Derivati
sering 

Chemische modificatie 
Covalente labelling 
Dehydratase 
Dialyse 
Electroforese 
Enzym inhibitie 
Homogenisatie / 

solubilisatie 
Hydrolyse 
Invriezen 
Microgolfstraling 
Precipitatie 
Ultrafiltratie 
Vaste stofvloei

stof isolatie 
Vloeistof-vloei

stof extractie 
Vriesdrogen 
E.a. 

Chromatografie 

Normaal-fase 
Omkeer-fase 
Ion-onderdruk
king 

Ion-paar 
Micellair 
Ionenwisseling 

Affiniteit 
Hydrofobe inter

actie 
(Gelpermeatie) 

E.a. 

Absorptie 
ie 

Fluorescentie 
Laser-geïnduceerde 
fluorescentie 

Chemiluminescentie 
Massaspectrometrie 
Diode-array 
Brekingsindex 

E.a. 

In het algemeen is het de bedoeling om 
de te analyseren verbinding (analiet) 
met grote nauwkeurigheid kwantitatief te 
bepalen, waarbij selectiviteit en gevoe
ligheid de meest belangrijke parameters 
zijn [1]. (Hoge prestatie) vloeistof-
chromatografie (LC) is veruit de meest 
toegepaste chromatografische techniek 
binnen de kwantitatieve bio-analyse. 
Daarom is in dit artikel de aandacht 
voornamelijk gericht op de mogelijkheden 
van LC bio-analyse. 

Vloeistofchromatografie 

De LC systemen die gebruikt worden in de 
bio-analyse verschillen niet wezenlijk 
van die in de andere takken van de ana
lytische chemie. Het is aan te bevelen 
om een beschermingskolom tussen het 
injectiesysteem en de analytische kolom 
te gebruiken om de laatste te beschermen 
tegen eiwitresten en andere deeltjes die 
de poriën van de analytische kolom zou
den kunnen verstoppen. Het interne volu
me van de beschermingskolom moet vol
doende klein zijn om extra bandverbre
ding te voorkomen. Dit kan bereikt wor
den door de volume-verhouding van de 



beschermings- en analytische kolom niet 
groter dan 1 op 25 te kiezen. Bij goed 
gekozen dimensies van de beschermingsko
lom zal er dan slechts een gering ver
lies in resolutie (< 5%) plaatsvinden, 
en zijn de pieksymmetrie en capaciteits
factor vergelijkbaar met een systeem 
waarin geen beschermingskolom wordt 
gebruikt. 

Een belangrijke keuze die gemaakt moet 
worden is welk fasen-systeem er gebruikt 
moet worden* De scheiding met behulp van 
LC is gebaseerd op één van de volgende 
mechanismen: adsorptie aan vaste opper
vlakken, verdeling over twee niet-meng
bare fasen, of interactie met een op een 
vast oppervlak aanwezige ionogene func
ties [2]. 
De volgende fasen-systemen kunnen worden 
onderscheiden (Tabel II): 

- Adsorptie LC met polaire stationaire 
fasen (b.v. silica, alumina) in com
binatie met niet-polaire loopmidde-
len; 

- Normaal-fase (NP) LC met silica dat 
gemodificeerd is met polaire en/of 
hydrofiele functionele groepen even
eens in combinatie met niet-polaire 
loopmiddelen; 

- Omkeer-fase (RP) LC met niet-polaire 
stationaire fasen, zowel op silica 
gebaseerd als polymeer, in combinatie 
met polaire loopmiddelen; 
Ionenwisselings (IE) LC op macromole
culaire organische materialen die 
ionogene groepen bevatten of op niet-
gemodificeerde polaire stationaire 
fasen met ionogene groepen op het 
oppervlak; 
Ion-paar (IP) LC met behulp van per
manent geladen tegenionen hetgeen op 
verschillende manieren kan worden 
uitgevoerd: vloeistof-vast adsorptie 
en vloeistof-vloeistof verdeling, 
zowel in de RP als in de NP modus. 

TABEL II 

VLOEISTOFCHROMATOGRAFISCHE SYSTEMEN VOOR DE SCHEIDING VAN LAAG MOLECULAIRE 
VERBINDINGEN 

Verbinding oplosbaar in waterig milieu 

Ionogeen 
(zuur, basisch, aarfoteer) 

Niet-ionogeen 

r 

Type 
Chromatografie 
Stationaire 
Fase 

Mobiele 
Fase 

RP-IS(*1) 

Apolair 

Moderator/ 
Wa. buffer 

RP-IP(*2) 

Apolair 

Moderator/ 
Wa. buffer 
+ IP-agens 

IE(*3) 

Polair(*5) 

Wa. buffer 

RP(*4) 

Apolair 

Moderator/ 
Water 

Verdeling 

Hydrofiel 

Moderator 
Water 

Verbinding oplosbaar in organisch milieu 

Ionogeen Niet-ionogeen 

Type RP-IS(*1) Verdeling RP-IP(*2) RP(*4) Adsorptie 
Chromatografie (Verdeling) 
Stationaire Apolair Hydrofiel Apolair Apolair Polair 
Fase (Hydrofiel) 

Mobiele Moderator/ Moderator Moderator/ Moderator/ Organisch 
Fase Wa. buffer Water + Wa. buffer Water Oplosmiddel 

Buffer + IP-agens 

*1, Ion-onderdrukking; *2, Ion-paar; *3, Ionenwisseling; *4, Omkeer-fase; 
*5, Geïoniseerde functies moeten aanwezig zijn. Moderator mag gelezen worden 
als methanol of acetoni tril. 



De keuze van het fasen-systeem is geba
seerd op de fysisch-chemische eigen
schappen van de analiet(en) (Tabel II) 
[ 2 ]. Ion-onderdrukkihgs (IS) LC wordt 
gebruikt voor de RP-LC van zwakke zuren 
en basen. IP-LC wordt toegepast voor de 
bepaling van geladen verbindingen en 
heeft over het algemeen de voorkeur 
boven IE-LC omdat hierbij de kolommen 
vrij snel 'vergiftigd' kunnen worden. De 
evenwichtsinstelling bij IP-LC, die 
afhankelijk van het type IP-vormer is, 
kan soms langdurig zijn. Voor neutrale 
verbindingen wordt in principe RP-LC op 
chemisch gemodificeerd silica (met name 
op octyl en cyanopropyl) toegepast. In
dien een meer hydrofobe fase moet worden 
gebruikt of indien bij extreme pH waar
den (< 2 of > 8) moet worden gewerkt, 
worden meestal polymere fasen (b.v. PRP-
1, PLRP-S) gebruikt. In bijzondere ge
vallen (b.v. voor sterk polaire neutrale 
verbindingen) wordt NP-LC gebruikt voor
namelijk met niet gemodificeerd silica 
als stationaire fase. 

De populariteit van de RP stationaire 
fasen voor de scheiding van niet-ionoge-
ne verbindingen heeft te maken met de 
snelle evenwichtsinstelling, de uitste
kende stabiliteit, de goede reproduceer
baarheid, de pieksymmetrie en het grote 
toepassingsgebied. 
De beperkte stabiliteit en reproduceer
baarheid van NP-LC, alsmede de slechte / 
piekvorm die vaak inherent is aan de 
analyse van ongeladen verbindingen op 
polaire stationaire fasen (b.v. silica, 
alumina) zijn de belangrijkste nadelen 
van NP-LC. 
De polaire en hydrofiele stationaire 
fasen (b.v. diol, cyano) zijn in het 
bijzonder geschikt voor de scheiding van 
een aantal groepen van niet-ionogene 
verbindingen maar kunnen niet zonder 
meer gebruikt worden voor de bepaling 
van geladen verbindingen. Voordelen van 
de diol fase boven het gebruik van niet 
gemodificeerd silica zijn de geschikt
heid voor de bepaling van poly-alcoholen 
en het feit dat dit materiaal minder 



gevoelig is voor deactivering door wa
ter* De cyanopropyl fase kan zowel in 
combinatie met waterige (RP) als met uit 
organische oplosmiddelen (NP) bestaande 
loopmiddelen worden toegepast [1,2]. 

Bij de analyse van met name ionogene 
verbindingen (b.v. stikstof basen) met 
op silica gebaseerde stationaire fasen 
wordt vaak een slechte pieksymmetrie 
waargenomen* Dit resulteert in problemen 
met de resolutie en de kwantificeerbaar
heid van die verbindingen* Mogelijke 
oplossingen zijn: 

- de toepassing van IS technieken die 
echter alleen maar in een beperkt pH 
gebied kunnen worden toegepast; 

het gebruik van 'tailing' onderdruk
kende reagentia die echter over het 
algemeen de levensduur van het LC 
systeem aanzienlijk bekorten; 
het toevoegen van een IP vormend 
reagens aan het loopmiddel, hetgeen 
resulteert in een relatief gecompli
ceerd systeem met meestal een langdu
rige evenwichtsinstelling; 

- het gebruik van niet-gemodificeerd 
silica in combinatie met waterige 
loopmiddelen [3]; 

- het gebruik van polymere stationaire 
fasen [3]* 

Aan de laatste twee mogelijkheden wordt 
vaak de voorkeur gegeven* 

TABEL III 

MOGELIJKE DETECTOREN IN DE VLOEISTOFCHROMATOGRAFIE 

Detectietechniek Toepassings Detectie-
gebied grenzen 

Vlamionisatie Universeel Mg 
Geleidbaarheid Breed pg 
Kernspinresonantie Breed /tg 
Brekingsindex Universeel Mg 
Absorptie Breed ng 
Infrarood Breed ng 
Stikstof-fosfor Breed - nauw ng - pg 
Elekt roneninvangst Breed - nauw P9 
Atoomabsorptie / emissie Nauw pg 
Massaspectrometrie Kwalitatief ng 

Kwantitatief ng - pg 
Amperometrie Nauw pg 
Fluorescentie Nauw pg 
Laser fluorescentie Nauw fg 
Chemiluminescentie Nauw fg 

Detectie 

Eén van de problemen van LC is dat er 
nog geen voldoende gevoelige en univer
sele detector beschikbaar is (Tabel 
III) * 
Er is echter een grote verscheidenheid 
aan detectiesystemen, variërend van 
selectief (b.v. amperometrische) tot 
universeel (b.v* brekingsindex) en van 
ongevoelig (b.v. geleidbaarheid) tot 
gevoelig (b.v. laser fluorescentie). Dit 
betekent dat uit het grote aantal detec-
tiemogelijkneden een keuze gemaakt moet 
worden [ 1 ]. De geringe toepasbaarheid 
van de selectieve detectoren kan over
wonnen worden door de verbinding met een 
geschikt reagens te derivatiseren. 

Eén-golflengte absorptie detectoren (UV-
Vis) bieden nauwelijks mogelijkheden 
voor de in-lijn identificatie van ver
bindingen. Door gebruikmaking van twee
golflengte of meer-golflengte detecto
ren, en door het meten van absorptie-
verhoudingen bij twee of meer golfleng
ten kan een indruk over de identiteit 
(en de zuiverheid) van verbindingen 
worden verkregen. Met de moderne meer-
golflengte detectoren (b.v. de fotodio-
de-array - DA) is het mogelijk in zeer 
korte tijd het volledige spectrum van 
een verbinding te krijgen [4,5]. 

Voor fluorescentiedetectoren bestaan 
tegenwoordig dezelfde mogelijkheden [2], 
terwijl voor amperometrische detectoren 
(AMP) het in-lijn opnemen van cyclische 
voltammogrammen eveneens tot de moge
lijkheden behoort [6]. 
Karakterisering van analieten kan dus 
bij absorptie- en fluorescentiedetecto
ren geschieden door combinatie van een 
aantal parameters zoals: retentietijd, 
absorptie/fluorescentie intensiteit, 
absorptie/excitatie-emissie spectrum. De 
DAD is geschikt om snel enige structuur
informatie omtrent de verbinding te 
verkrijgen, terwijl massaspectrometri-
sche (MS) technieken bij uitstek ge
bruikt worden om structuurbevestiging te 
verkrijgen [7]. 

De keuze van het detectiesysteem hangt 
voornamelijk af van de vereiste bepa
lingsgrens en van de structuur van de 
analiet. Indien de vereiste bepalings-



grens in het jug/ml tot het hoge ng/ml 
gebied ligt, kan over het algemeen UV-
Vis detectie worden toegepast bij alifa-
tische, geconjugeerde en aromatische 
verbindingen, waarbij voor geconjugeerde 
en aromatische farmaca golflengten boven 
de 250 nm kunnen worden gebruikt, ter
wijl voor alifatische verbindingen golf
lengten tussen de 200 en 250 nm moeten 
worden gebruikt. 
Het gebruik van golflengten beneden de 
280 nm is relatief ongunstig omdat hier 
veel storing van endogene verbindingen 
kan optreden. Met een geschikte keuze 
van het eluens en een goed gekozen mon
stervoorbewerking is het echter wel 
mogelijk omgolflengten tussen de 200 en 
210 nm te gebruiken [8]. In dit golf-
lengtegebied hebben alifatische verbin
dingen relatief hoge molaire extincties. 
Het is belangrijk om op te merken dat 
het absorptiemaximum van de analiet niet 
de optimale detectiegolflengte behoeft 
te zijn omdat bij deze golflengte de 
achtergrond ook erg hoog kan zijn. In 
het algemeen kan gesteld worden dat de 
achtergrond van de biologische matrix 
lager zal zijn bij langere golflengten, 
maar dat bij deze golflengten de molaire 
extincties van de analieten ook lager 
zijn. Er zal altijd een compromis gevon
den moeten worden om de maximale sig-
naal-ruis-verhouding te verkrijgen. Een 
uitstekend hulpmiddel hierbij is het DA-
spectrum van de biologische matrix 
[4,5]. 

Indien de vereiste bepalingsgrens in het 
ng/ml tot het hoge pg/ml gebied ligt, 
kan over het algemeen voor geconjugeerde 
en aromatische verbindingen nog steeds 
UV-Vis detectie worden gebruikt terwijl 
voor alifatische verbindingen een andere 
oplossing moet worden gezocht. 

Wanneer een nog lagere bepalingsgrens 
vereist is, is het noodzakelijk om meer 
gevoelige en dus meer selectieve detec-
tietechnieken te gaan gebruiken, dat wil 
zeggen AMP, (laser-geïnduceerde) fluo
rescentie, of in een aantal gevallen MS 
detectie. 

Oxidatieve of reductieve AMP detectie 
kan alleen worden toegepast indien het 
molecuul structuurelementen bevat die 
geoxideerd of gereduceerd kunnen worden 
bij een acceptabele potentiaal. Amper-
ometrie is de meest toegepaste vorm van 

elektrochemische detectie waarbij voor 
routinematige toepassing, de reductieve 
modus het minste storingen geeft. Het 
verdient de voorkeur om bij relatief 
lage potentialen te werken zodat storin
gen door eluenscomponenten en interfe-
rende bestanddelen uit de matrix verme
den kunnen worden. De bepalingsgrenzen 
kunnen in het lage pg/ml gebied liggen. 

Met behulp van fluorescentiedetectie 
kunnen eveneens detectiegrenzen worden 
bereikt in het lage pg/ml gebied terwijl 
met behulp van laser-geïnduceerde fluo
rescentie (LIF) detectie ongeveer twee 
tot vier orden lagere detectiegrenzen 
kunnen worden bereikt [9]. Bij LIF de
tectie wordt in plaats van een conventi
onele xenon lamp een continue laser als 
lichtbron gebruikt. Het monster wordt 
bestraald met een bundel, die een hoog 
vermogen heeft, en die zeer monochroma-
tisch en coherent is. De praktische 
voordelen zijn dan ook dat de bundel 
zeer nauwkeurig op de doorstroomcel 
gericht kan worden waardoor minder ver-
liezen optreden. Er is (nog) geen commercieel verkrijgbare apparatuur voor
handen. Het is echter relatief eenvoudig 
om een detectiesysteem voor LIF te bou
wen [9]. Zo'n systeem bestaat uit een 
laser, enkele lenzen, een conventionele 
doorstroomcel, een interferentiefilter 
of monochromator, en een fotomultiplica
torbuis. Doordat continue lasers met één 
of meerdere lasing golflengten in het 
UV-Vis gedeelte van het spectrum worden 
gebruikt, kunnen er maar een beperkt 
aantal analieten direct worden geanaly
seerd. Dit betekent dat derivatisering 
van de analiet in veel gevallen onver
mijdelijk is. 

MS detectie kan in principe voor de 
meeste verbindingen worden toegepast 
waarbij de bepalingsgrenzen in het ng/ml 
tot het hoge pg/ml gebied liggen. In-
lijn detectie met behulp van een massa-
spectrometer vergt altijd een interface 
[7]. De interfaces leggen soms beperkin
gen op aan de toepasbaarheid. Het vaak 
toegepaste 'thermospray' interface is 
met name geschikt voor waterige mobiele 
fasen met lage moderator gehalten en 
geeft piekintensiteiten die sterk ana
liet afhankelijk zijn. Een nadeel van 
het 'thermospray' interface, en van de 
meeste andere interfaces, is dat geen 
electron 'impact spectra' kunnen worden 



verkregen* Het resultaat is dat een 
vergelijking met literatuur spectra 
eigenlijk alleen mogelijk is door ge
bruik te maken van het 'partiele beam' 
interface. Er moet opgemerkt worden dat 
gecombineerde L C / M S nog altijd sterk in 
ontwikkeling is. 

Optimalisatisering bepalingsgrens 
Indien de vereiste bepalingsgrens met de 
eerder gekozen combinatie van methoden 
en technieken niet bereikt kan worden, 
kan de volgende strategie gevolgd wor
den: 

1 optimalisering van het L C systeem; 
2 optimalisering van de detectiecon-

dities; 
3 toepassing van een meer gevoelige 

detectietechniek; 
4 introductie van een derivatise-

ringstechniek; 
5 optimalisering van de gehele bio-

analytische procedure. 

1^ In de laatste stap wordt met name aan
dacht besteed aan verhoging van de se
lectiviteit door middel van optimalise
ring van de monstervoorbewerkingsproce-
dure. 

Onder optimalisering van het L C systeem 
ten behoeve van een betere bepalings
grens wordt verstaan het gebruik van de 
juiste kolomdimensies, de juiste deel
tjesgrootte en de juiste mobiele fase 
[10]. In het algemeen wordt gebruik 
gemaakt van concentratie-gevoelige de
tectoren. Daarom moet de verdunningsfac
tor in de kolom zo klein mogelijk worden 
gehouden. 
Deze verdunningsfactor, C ^ / C Q , wordt 
gegeven door: 

C 0 Tdc
2 e L (1 + k') <V2*) 

waarin V 0 het injectie-volume is, N het 
schotelgetal, dc de inwendige diameter 
en L de lengte, e de porositeit, en k' 
de capaciteitsfactor. Hieruit kan onder 
andere worden afgeleid, dat 10 cm kolom
men met een inwendige diameter van 3 mm 
gepakt met 3 of 5 jum deeltjes de voor
keur genieten boven 4.6 mm kolommen 
gepakt met 5 of 10 firn deeltjes. Verdere 
miniaturisering van de kolom is meestal 

niet wenselijk, omdat de in de totale 
procedure gebruikte volumes onhandelbaar 
klein worden. 
Een tweede aspect is de keuze van de 
meest geschikte eluenssamenstelling. De 
moderator (b.v. methanol, acetonitril) 
en de pH beïnvloeden niet alleen de 
retentie van het farmacon maar eveneens 
de retentie van interferende componenten 
zodat het in het algemeen de moeite 
loont om gebruik te maken van de ver
schillen in proton-donor of proton-ac
ceptor eigenschappen van de moderator. 
Ook kunnen door het toevoegen van een IP 
reagens goede resultaten bereikt worden 
als daardoor de retentie van interfere
rende componenten anders beïnvloed wordt 
dan die van de analiet [11]. 
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