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Hoe doen we dit?

H. Lingeman, Vrije Universiteit,
Amsterdam

Het opzetten van een kwantitatieve
bepalingsmethode voor geneesmid-
delen in farmaceutische preparaten
of biologische monsters, met behulp
van een (vloeistof)chromatografi-
sche scheidingsmethode, is niet
aitijd zo eenvoudig als het op het
eerste gezicht lijkt. Er komt vaak
nogal wat bij kijken zoals bijvoor-
beeld de monstername, monsterbe-
werking, kwaliteitsaspecten, meta-
bolisme / ontleding en methode ont-
wikkeling. Daarnaast zijn de eigen-
schappen van de monsters (b.v.
fysisch-chemische eigenschappen
van zowel de analieten als van de
matrix, de keuze van het monster
en/of de matrix, de monstername
technieken, monsteropslag / stabili-
teit, de chemicalién en containers
die voor de monsterbewerking wor-
den gebruikt, de basis apparatuur en
de gebruikte technieken, de com-
plexiteit van de monsters, de solubi-
lisering en analiet-matrix binding)
van groot belang bij het opzetten
van een geschikte analytische
methode.

Al deze facetten worden uit-
gebreid besproken in Deel IV
(Monsterbewerking in de
Chromatografie) van de serie
‘Chromatografie in de Praktijk’
die uitgegeven wordt door
ten Hagen Stam in Den Haag.

In het hierna volgende artikel zal aan
de hand van enkele praktische voor-
beelden worden geprobeerd een
beeld te scheppen hoe een chroma-
tografische methode zou kunnen
worden ontwikkeld. De gewenste
achtergrondinformatie kan in de
meeste gevallen worden gevonden
in de genoemde serie
‘Chromatografie in de Praktijk’.
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Schema 1
Inleiding een analyse kan worden uitgevoerd.

In de meeste gevallen kan een biolo-
gisch of farmaceutisch monster niet
rechtstreeks worden geinjecteerd in
een (vloeistof)chromatografisch sys-
teem. Het monster zal vaak onge-
wenste matrixcomponenten bevat-
ten die de scheiding en/of de detec-
tie verstoren of het chromatografi-
sche systeem kunnen verstoppen of
beschadigen. Bij de bepaling van
sterk werkzame geneesmiddelen

of bij de bepaling van ontledings-
produkten of metabolieten is de
concentratie in een aantal gevallen
zo laag dat het monster eerst gecon-
centreerd moet worden alvorens

Het gevolg is dat er één of meerdere
monsterbewerkingsstappen moeten
worden uitgevoerd om het monster
in een geschikte vorm te brengen
alvorens injectie in het (vloeistof)
chromatografisch systeem kan
plaatsvinden.

ledere chromatografische methode
bestaat dus uit een aantal stappen
waarvan de monsterbewerking een
belangrijk onderdeel is. Een over-
zicht van de verschillende stappen in
een analyse is te zien in Schema 1.
Belangrijk hierbij is dat de monster-
bewerking zelf ook weer uit drie ver-

ROL VAN MONSTERBEWERKING IN CHROMATOGRAFISCH PROCES
Monster Monsterbe- Scheiding Detectie Dataverwer-
werking king
Beschikbare geen weinig redelijk redelijk  weinig
selectiviteit
Beschikbaar geen veel redelijk weinig  weinig
aantal vrij-
heids graden
Kosten n.v.t. redelijk redelijk weinig  weinig
tot veel tot veel
Tabel 1
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schillende stappen bestaat:

— Stabilisering van het monster
(b.v. voorkomen van ontleding);

— Initiéle monsterbewerking (b.v.
verwijderen van storende matrix
componenten, oplossen);

— Selectieve monsterbewerking
(b.v. concentreren, opzuiveren).

Het belang van een goede monster-
bewerking kan ook geillustreerd
worden aan de hand van de selecti-
viteit, het aantal vrijheidsgraden en
de kosten die verschillende stappen
in het analytische proces met zich
meebrengen. In Tabel 1 is terug te
vinden dat als de juiste combinatie
van technieken wordt gekozen, in
het bijzonder het aantal vrijheidsgra-
den en de selectiviteit die beschik-
baar is tijdens de monsterbewerking
een extra dimensie geven aan het
totale proces.

Gedurende de laatste jaren zijn er
belangrijke technologische ontwik-
kelingen geweest op chromatogra-
fisch gebied, maar de ontwikkelin-
gen op het gebied van de monster-
bewerking zijn hierbij achter geble-
ven, met als resultaat dat monster-
bewerking en/of -concentrering vaak
de beperkende stap is tegenwoor-
dig. Het resultaat is dat:

— deisolering en bepaling van
lage concentraties van organi-
sche verbindingen een echte
uitdaging is;

— hoe lager de concentratie van de
verbinding die gemeten moet
worden, des te langer het duurt
om een methode te ontwikkelen;

- de monsterbewerking altijd moet
worden aangepast aan het uit-

eindelijke doel van de analyse;

— men altijd de meest eenvoudige
monsterbewerking moet kiezen
die nog in overeenstemming is
met het doel van de methode;

— er altijd een evenwicht moet
worden gezocht tussen de selec-
tiviteit van de monsterbewerking
en die van de chromatografische
analyse.

Samenvattend betekent dit dat te
weinig monsterbewerking kan resul-
teren in storingen tijdens de analy-
se, maar dat te veel monsterbewer-
king kan resulteren in onderschat-
ting van de mogelijkheden van de
chromatografische analyse.

Aangezien als algemene trend kan
worden opgemerkt dat monsters
steeds complexer worden en de
concentraties die bepaald moeten
worden steeds kieiner, en de facto-
ren tijd en geld een steeds grotere
rol gaan spelen, wordt monsterbe-
werking steeds belangrijker. In dit
artikel zal dan ook met name aan-
dacht worden besteed aan de
monstervoorbewerking en hoe deze
op een strategische wijze kan wor-
den aangepakt (Schema 2).

Vragen bij het Opzetten van een
Bio-analytische / Farmaceutische
Strategie

Het opzetten van een strategie om
nieuwe {vloeistofichromatografische
(LC) methoden te ontwikkelen voor
exogene verbindingen in een biolo-
gische matrix enfof geneesmiddeien
in een farmaceutische bereiding zal
gedaan worden aan de hand van
enkele vragen en een paar prakti-

F3c‘©-o-cti—cu -CH-NE-CH3

F}C—Q-('i—CHZ-CH2—CH2—CH2-0—CH3

N-O-CH-CHp-NH,
]

4 CH CE CH

53 |Bl 13 (1: 3 2:3
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Bijlage 1. Structuurformules van
boven naar beneden van deptropine,
fluoxetine, fluvoxamine, fytomena-
dion en pilocarpine.

sche voorbeelden.

Dit betekent dat voor de bio-far-
maceutische bepaling van enkele
psychofarmaca / antidepressiva {b.v.
fluoxetine, fluvoxamine) en enkele
geneesmiddelen in een farmaceuti-
sche bereiding (b.v. mixtura deptro-
pini citratis, guttae vitamine K, pilo-
carpine oogdruppels) getracht zal
worden om een verband te leggen
tussen de molecuulstructuur,
fysisch-chemische eigenschappen
en de bepalingsmethode.

De structuurformules van de
verschillende verbindingen zijn
gegeven in Bijlage 1.

DOEL MONSTERBEWERKING

- verwijderen van ongewenste of storende matrixcomponenten;

- monster in oplossing brengen vooraf gaande aan de injectie in een chromatografisch systeem;

- monsterconcentrering voor verbeterde detectiegevoeligheid;

- verbetering van de nauwkeurigheid en precisie van de totale analyse;
- verwijdering van vaste deeltjes die het chromatografisch systeem kunnen verstoppen of

beschadigen;

- stabiliseren van het monster met betrekking tot hydrolyse, fotolyse, enzymatische ontleding, enz.

Schema 2
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Bio-farmaceutische bepalingen: De vraagstelling waar- die psychofarmaca / antidepressiva bevatten op een
van wordt uitgegaan is de ontwikkeling van een metho- niveau van 50 ng/ml en hoger.
de waarbij routinematig grote aantallen biologische
monsters (b.v. plasma, urine} gemeten kunnen worden Wat zijn dan de te stellen vragen!
A Naam, structuur, molecuulgewicht;
pKa WAARDEN B Voorkomen, kleur, geur;
(Ond. de Tabel is overg uit the ‘Martindale") C Zuur/base eigenschappen;
D Functionele groepen;
E Verdelingscoéfficienten (polariteit);
prsimiiatl g-z :“;‘" ‘22:"’ 1522 Crlorphecicamine :’2 F Oplosbaarheid;
& rbitone {25°) . Chlorphentermine . . .ps .
9.3 Bendrofluazide (25°) 8.5 Chls ine (20°; 9.3 M
Acetazolamide (257 7 Bm-;uf: 2(5 ) 3 Eﬁgmm‘;“’:(‘fg’, i G Chemische stabiliteit;
a Benzoic A i% .. rtet: i " .. .
Acetic Acid (25°) e R 65 oretreycine Ta H Spectrale eigenschappen;
prstinitis XN 5 Benylme e 20 T 20} b}
A ° 3 i . Xazone X H T .
e 29 8T e oy 28 Cinchosane (20°) 75 I Bio-farmaceutische aspecten;
:2_(2; BeuxmcéZS - I;(s) Citric Acid (25) i.l’ J M b k .
Allobarbitone (25°) ;.g goncmge(zs")zs) 3:; a a5 g:; onstervoorbewer Ing;
Al ] .| illiant (25 g ind: i ° i .
Al;h‘:;:gme (209 8.7 romodiphenhydramine (25%) 86 Clonasepam 15 K Ch romatog rafie.
Alprenotol (20°) 9.5 Brucine (25°) 23 10.5
Ametazole (20°) 22 8.0 Cloxacillin (25” 2.7
9.6 Butacaine 9.0 Cocaine (20 8.6
Amidopzrne (0 5 Debmones) i ‘c:°i"|§“”2??s> It ) t di teld kan worden is: waar haal ik
midopyrine . 1 17 ° . ‘olchicine (15°; B M
.:nunagryme (3‘5 )d(ZS) ;g Cgc‘;dy:icl:;cd 257 llig m-grcsull((zzss")) :g; e eerste Vl'aag 1e ges € *
inoacetic °; . .. -Cresol (25° . . . H H H
i © 59 Caffeine (409 06 pCresal (35 103 de noodzakelijke fysisch-chemische informatie nu pre-
Aminobenzoic Acid {25°) 24 (25°) 140 Crystal Vjo]e( (%5“) ?'A . . . -
Aminocaproic Ad 25y 43 POy §3  Cymoudide@n) W cies vandaan? Hiervoor zijn een aantal mogelijkheden:
w 108 101 Cyclizine 23
- Aminocephalosporanic  Acid 133 7.8
(352 ig Carbachol 25 ;f gyclobarbilone (20°) "7)2
. Carbi i ) . tamit .. - M
Amiaodeacstosyoephalo- PO &1 S % — Informatorium Medicamentorum, KNMP,
sporanic Acid (35°) 3‘9’ |23 Cycloserine ;i R
- Carb: ide (20°) X . .
Aminosalicylic Acd () Porbiiigrs o 17 Dapsone 13 s-Gravenhage;
(—NH,;) . . .
&ﬁf.ﬁ.'}l o) 36 Cephalerin 52 Demeslocyine 257 3 — Merck Index, merck & Co, Rahway, USA;
Amphetamine (20° 99 in (35°) L9 9.2 . s :
Amzu:lllm(li’()(lCOOH) 33 Cophaloglycin(5) 69  Desipramine (24°) 102 - E.G.C. Clarke, ‘Isolation and ldentification of Drugs’,
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B 1.6 108 Dicthazine (20°) 9.1 .
Aspirin (257) 35 Chlorothiazide (20°) 67  Dicthylcarbamazine 20°) 77 Academic Press, New York.
Atropine (20°) 99 95 Dihydrocodeine (257} 8.8
In ‘Analytical Profiles of Drugs’ zijn de volledige mono-
grafién opgenomen van een groot aantal verbindingen
Dihydroergocornine (22: ) gvgl Hydroxyquinoline (20°) 3_3 Me%t:‘o)pa(ls ) (—COOH) 2.3 .
Dihyds stil 3 . - . .2 1 H H
Dibydrocreocrypine 1) 67 Hydroxyzine A e waarin alle fysisch-chemische, chromatografische en
Dlhydroergolamme (24°) 6.8 Hyoscine (23°) 76 —OH; 12,0
Diodone (20 28 Hyoscyamine (21°) 9.7 Methylene Blue 18
Diphenhydramine (25°) 9.0 Hypochlomus Acid (17°) 74 Methylephedrine (25°) 9.3
Dipipanone (257) 85 Ibomal (20°) .7 Methylergometrine (24°) 6.7
Dixyrazine (25°) 18 Imipramine (24°) 9.5 Methylphenobarbitone (20°) 7.8
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9.5 10.8 99 Y 8 o X 19
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Emetine (25°) 74 120 Nalidixic Acid | 60 Pentobarbitonc (20°) 8.0 Propyl . Hydroxybenzoate Taurine (25°) LS
. 83 Kanamycin 72 Nalarphine (20°) 78 Perphenazine (24°) 78 ) 84  Terbutaline (20°) 8.7
Ephedrine (25°) 9.6 Ketobemidone (20°) 87  Naphazaline 207) 109 Pethidine (20°) 87  Propyihexedrine (25 07 100
Ergometrine (20°) 68  Lacic Acid (25°) 39 Napbthol (20°) 88 69  Propyithiourac! {20° 83 1.0
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Ethebenecid (25°) 33 Levorphanol (20%) B2 Micotinic Acid (25%) (—N=) 20 Phenindamine (257 FER it 0 The o 25 e
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Ethylenediamine {20°) 72 Liothyronine N 85 Nitrazepam (20°) 32 Phenobarbitone (257} 74 3.8 Theophylline (25°) <l
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spectroscopische eigenschappen
zijn opgenomen. In de ‘Martindale’
is een tabel opgenomen waarin pKa
waarden gevonden kunnen worden,
terwijl in ‘Clarke’ gegevens over
oplosbaarheid, analyse en detectie
gevonden kunnen worden

(zie bijlage 2 op pagina 11).

De ‘Merck index’ geeft vanzelfspre-
kend uitgebreide informatie omtrent
de naam, formule, molecuulgewicht,
voorkomen van zouten, pKa, oplos-
baarheid, stabiliteit, etc. van de ver-
binding.

Een aantal van deze vragen zullen
nu wat verder worden uitgewerkt
aan de hand van de voorbeelden:

In met name de Merck index, maar
ook in de andere genoemde hand-
boeken zijn de volgende gegevens
over Deptropine te vinden:

Chemical
Abstracts: 3-(10,11)-dihydro-
5H-

dibenzola,d]cyclo-

hepteen-5-yloxy)tro-

paan
Brutoformule: C,,H,,NO
Molecuul-

gewicht: 3335

Zouten: diwaterstofcitraat
Voorkomen: wit / kristallijn
pKa: 9,7-9,9

Oplosbaarheid: zeer slecht in water
en alcohol, niet in
ether en chloroform

over Vitamine K1 zijn de volgende
gegevens te vinden:

Chemical
abstracts: 2-methyl-3-
(3,7,11,15-tetra-
methyl-2-hexadece-

nyl)-1,4-naftochinon

Brutoformule: C;H,O,
Molecuul-

gewicht: 450,7
Voorkomen: geel/visceus/olie
pKa: ?

Oplosbaarheid: onoplosbaar in
water, 1:70 in
alcohol, gemakkelijk
oplosbaar in ether

N

en chioroform
buiten invloed van
licht

Bewaren:

en over Pilocarpine is tot slot het
volgende te vinden:

Chemical
abstracts: (+)-5-[4-ethyl-5-0x0-
2,3,4,5-tetrahydro-3-
furyl)-methyl}-1-

methyl-imidazol

Brutoformule: C,,H,gN,0,

Molecuul-

gewicht: 208,3

Zouten: hydrochloride,
nitraat

Voorkomen: kleurloze kristallen
of olie

pKa: 7,2/12,6

Oplosbaarheid: oplosbaar in water,
ethanol, ether en
chloroform

Stabiliteit: hydrolyse pH > 8
A Hoe te beginnen! Het opzoeken
van de structuurformules, algemeen
gangbare namen, officiéle naam en
molecuulgewicht kan gebeuren in
de bovengenoemde handboeken.
Belangrijk is hierbij dat de officiéle
naam (chemical abstracts naam)
informatie geeft over welke groepen
er in het molecuul aanwezig zijn,
maar dit is bijna nooit de naam
waaronder de verbinding bekend is.
Daarom is het ook belangrijk de
algemeen gebruikelijke namen op te
zoeken. Hierbij is het weer belangrijk
dat in een aantal gevallen de Engels-
talige literatuur een andere naamge-
ving gebruikt dan de Amerikaanse.

Acetaminophen en paracetamol is

bijvoorbeeld dezelfde verbinding,

hetzelfde geldt voor adrenaline en
epinephrine. Verder is in de naam
terug te vinden of een verbinding
een chiraal centrum (b.v. pilocarpi-
ne) heeft. Belangrijk is om te ont-
houden dat in verschillende boeken
verschillende namen voor dezelfde
verbinding worden gebruikt en dat
het daarom noodzakelijk is om altijd
via de index verbindingen op te
zoeken.

De structuur van de verbinding is

i

met name van belang voor de func-
tionele groepen die aanwezig zijn en
voor de zuur / base eigenschappen.
Deze eigenschappen zullen onder
het ‘hoofdje’ functionele groepen
worden besproken.

Het molecuulgewicht lijkt in eerste
instantie niet zo belangrijk te zijn.
Dat is het ook niet zolang het mole-
cuulgewicht < 500 is. Echter bij ver-
bindingen met eem molecuul-
gewicht > 500, kunnen er problemen
ontstaan indien de monsterbewer-
king wordt uitgevoerd met vaste
stof-vloeistofextractie (SPE) of bij de
LC, omdat het dan in een aantal
gevallen belangrijk is om sorbentia
(stationaire fase) te gebruiken met
grotere porién. Dit betekent weer dat
het belangrijk is dat indien eiwitten
en andere macromoleculen niet
kwantitatief worden verwijderd tij-
dens de monsterbewerkingsproce-
dure, het noodzakelijk is om andere
LC kolommen te gebruiken.

Dit probleem doet zich voor indien
gebruik gemaakt wordt van speciale
kolommen die geschikt zijn voor de
directe injectie van eiwit bevattende
monsters. Bij deze zogenaamde
‘Restricted Access Materials (RAM)’
worden inderdaad fasen met grotere
porién gebruikt om allerlei verstop-
pingen te voorkomen.

Misschien wel het belangrijkste
gegeven dat uit de naam / structuur
van een verbinding kan worden
gehaald is het feit of er zouten van
deze verbinding bekend zijn.
Bijvoorbeeld van deptropine is het
diwaterstofcitraat bekend en van
pilocarpine zijn het hydrochloride en
nitraat zout bekend. Aan de andere
kant is van fenobarbital het natrium
zout bekend.

In het algemeen kan gesteld worden
dat een verbinding waarvan een
zout bekend is, dat is afgeleid van
een zuur (b.v. hydrochloride, nitraat,
sulfaat, citraat, formiaat, maleaat,
tartraat, succininaat) zelf een base is,
en dat deze verbinding dus in zuur
milieu positief geladen zal zijn. Een
verbinding waarvan een zout
bekend is, dat is afgeleid van een
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base (b.v. natrium, kalium, magne-
sium, calcium) is zelf een zuur, het-
geen betekent dat deze verbinding
in basisch milieu positief geladen zal
zijn. Bij welke pH de verbindingen
nu precies geladen of ongeladen zijn
hangt af van de pKa van de verbin-
ding (zie Sectie C).

Meestal zijn er zouten van een ver-
binding bekend als de moederver-
binding slecht of relatief slecht in
water oplosbaar is en zijn de over-
eenkomstige zouten, in principe,
beter oplosbaar in water.

B Voorkomen, kleur en geur van
een verbinding! Het uiterlijk van een
verbinding geeft een aantal belang-
rijke aanwijzigingen over de technie-
ken die gebruikt kunnen worden en
over problemen die zich tijdens de
analyse kunnen voordoen. Aan de
hand van dezelfde voorbeelden zal
dit worden verduidelijkt.

Deptropine is een wit kristallijne ver-
binding. Dat het een witte verbin-
ding is betekent dat deze analiet in
het ultra-violet (UV) gebied van het
spectrum licht zal absorberen en
niet in het zichtbare gedeelte, dus
indien LC met absorptiedetectie
wordt toegepast zal een golflengte

van < 350 nm moeten worden geko-
zen. Het is een vaste kristallijne stof
verbinding. Dit betekent dat de ver-
binding bij kamertemperatuur waar-
schijnlijk stabiel zal zijn en dat het
monster dus waarschijnlijk zonder
problemen ingedampt of droog-
gedampt kan worden.

Vitamine K1 is een gele visceuze
olie. De verbinding heeft een gele
kleur, dit betekent dat het licht zal
absorberen in het zichtbare gedeelte
van het spectrum, namelijk bij de
complementaire kleur van geel. Het
is een olie, afwegen van een mon-
ster kan dus op problemen stuiten,
maar belangrijker is dat er proble-
men kunnen optreden met de stabi-
liteit van de verbinding. Dit laatste
blijkt ook inderdaad het geval te zijn
want onder het ‘hoofdje’ bewaren is
te vinden ‘buiten invloed van licht'.
Deze opmerking kan een tweetal
dingen betekenen: vitamine K1 zou
kunnen oxyderen onder invloed van
de zuurstof die in de lucht aanwezig
is of het zou kunnen ontleden onder
invlioed van de UV straling die in
zon- of kunstmatig licht aanwezig is.
De monsters moeten dus in het don-
ker worden bewaard, kunnen niet
zondermeer worden ingedampt of
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drooggedampt en ook tijdens de
monsterbewerking en verdere analy-
se kan het zijn dat het monster afge-
schermd moet worden van direct
licht.

Bij pilocarpine komen we nog een
ander probleem tegen. Bij stabiliteit
staat gegeven dat de analiet hydro-
lyseert bij een pH >8. Dit betekent
dat bijvoorbeeld een vloeistof-vioei-
stofextractie (LLE), SPE of LC schei-
ding uitgevoerd moet worden bij
een pH van 7 of lager, dit om te
voorkomen dat de verbinding tij-
dens de monsterbewerking of de
analyse ontieedt.

Hydrolyse reacties vinden meestal
plaats in water, maar ook in andere
oplosmiddelen die protonen kunnen
donoren, zoals methanol en ethanol,
kunnen hydrolyses optreden. Dit
betekent dat het oplosmiddel waarin
de stamoplossingen worden bereid
en bewaard met grote zorg gekozen
moeten worden en dat de stabiliteit
altijd moet worden gecontroleerd.

Een algemene regel is dat oplossin-
gen het beste in het donker en in de

koelkast kunnen worden bewaard.

{Wordt vervolgd)




