
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 6: Τεχνικές Προκατεργασίας Βιολογικών Δειγμάτων

	 

	Βικτωρία Σαμανίδου

	 

	Σύνοψη

	Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται οι τεχνικές προκατεργασίας βιολογικών δειγµάτων, όπως αυτές οι οποίες στηρίζονται στη χρήση µεµβρανών (π.χ. µικροδιαπίδυση, υπερδιήθηση κλπ.), στη χρήση υλικών περιορισµένης πρόσβασης (Restricted Access Materials, RAM), αλλά και οι τεχνικές εκχύλισης σε διασπορά (DPX), εκχύλισης σε αέρια φάση, καθώς επίσης και οι τεχνικές εκλεκτικής αποµόνωσης βιοµορίων, όπως η εφαρµογή χρωµατογραφίας ανοσοσυγγένειας στην εκχύλιση.

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση
Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Χημικής Ανάλυσης και Διαχωριστικών Τεχνικών.

	 

	6.1. Εισαγωγή

	 

	Ένα δείγμα από τη στιγμή της παραλαβής του και μέχρι την τελική έκφραση του αποτελέσματος της ανάλυσής του διέρχεται από διάφορα στάδια:

	 

	
		 Δειγματοληψία, η οποία αποτελεί τη διαδικασία της παραλαβής από τη συνολική ποσότητα του υλικού, ενός μικρού κλάσματός του, του οποίου η χημική σύσταση είναι ίδια με τη μέση σύσταση του συνόλου του υλικού.

		Συντήρηση του δείγματος σε ειδικές συνθήκες π.χ. φωτός και θερμοκρασίας, ώστε να μην αλλοιωθεί η αρχική του σύσταση.

		Προκατεργασία του δείγματος, ώστε να έρθει σε κατάλληλη μορφή για ανάλυση.

		Ανάλυση του δείγματος για τον ποσοτικό προσδιορισμό των συστατικών που ενδιαφέρουν.

		Επεξεργασία του αποτελέσματος, για να μετατραπεί το σήμα του οργάνου σε χημική πληροφορία (π.χ. συγκέντρωση).



	 

	Η προκατεργασία του δείγματος είναι ένας σημαντικός παράγοντας σε κάθε προτεινόμενη αναλυτική μέθοδο. Καταλαμβάνει το μεγαλύτερο μέρος του συνολικού χρόνου ανάλυσης, οπότε παίζει καθοριστικό ρόλο στη διαμόρφωση του τελικού χρόνου που απαιτείται για την έκδοση του αποτελέσματος για κάθε δείγμα.

	Τα δείγματα υφίστανται κατάλληλη τροποποίηση και προετοιμασία, έτσι ώστε να απομακρυνθούν οι οποιεσδήποτε παρεμποδίσεις, να προσυγκεντρωθεί εκλεκτικά το σύνολο των προσδιοριζόμενων ενώσεων, ενώ παράλληλα προστατεύεται και το χρησιμοποιούμενο όργανο αποφεύγοντας προβλήματα, όπως το μπλοκάρισμα της αναλυτικής στήλης ή η μη αναστρέψιμη προσρόφηση των ενώσεων στη στήλη. 

	Στο Σχήμα 6.1 δίνονται οι στόχοι της προκατεργασίας του δείγματος. Η αποτελεσματικότητα μιας μεθόδου προκατεργασίας έγκειται:

	 

	
		Στην εκλεκτική παραλαβή των ενώσεων, αφήνοντας στο υπόστρωμα τις τυχόν υπάρχουσες παρεμποδίσεις.

		Στην αυξημένη ταχύτητα ανάλυσης, έτσι ώστε να μπορεί να εφαρμοστεί σε μεγάλο αριθμό δειγμάτων.

		Στην επαναληψιμότητα των ανακτήσεων των ενώσεων για τις ίδιες συνθήκες. 

		Στην ευκολία της προκατεργασίας. 

		Στο χαμηλό κόστος αγοράς αλλά και στη φιλικότητα ως προς το περιβάλλον, βάσει του συνολικού όγκου κατανάλωσης των διαλυτών. 



	
		Επιπλέον, στις σύγχρονες απαιτήσεις συμπεριλαμβάνονται και η δυνατότητα αυτοματοποίησης, σμίκρυνσης, αλλά και η προσαρμογή στις προσταγές της πράσινης αναλυτικής χημείας.

		Στο στάδιο της προκατεργασίας επιτυγχάνεται αλλαγή φάσης, ώστε να είναι συμβατό το δείγμα με το όργανο ή τον ανιχνευτή.



	Διαφορετική προσέγγιση ακολουθείται ανάλογα με τη φύση του δείγματος, όπως φαίνεται στο Σχήμα 6.2.
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	Σχήμα 6.1. Στόχοι προκατεργασίας δείγματος.
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	Σχήμα 6.2. Τεχνικές προκατεργασίας ανάλογα με τη φύση του δείγματος

	 

	Σκοπός των εφαρμοζόμενων τεχνικών διαχωρισμού είναι η βελτιστοποίηση των πειραματικών συνθηκών, οι οποίες θα οδηγήσουν στη μεγιστοποίηση των διαφορών μεταξύ του προσδιοριζόμενου συστατικού και των παρεμποδίσεων και έτσι στον αποτελεσματικότερο διαχωρισμό τους. Στις τεχνικές διαχωρισμού το επιθυμητό συστατικό και οι ενώσεις που παρεμποδίζουν, μπορούν να διαχωριστούν, εάν υπάρχει μία τουλάχιστον σημαντική διαφορά στις φυσικοχημικές τους ιδιότητες. 

	Στον Πίνακα 6.1 δίνονται παραδείγματα τεχνικών διαχωρισμού ταξινομημένων με βάση την ιδιότητα, η οποία χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό.

	 

	
		
				Ιδιότητα Διαχωρισμού

				Διαχωριστική Τεχνική

		

		
				Μέγεθος

				Διήθηση, Διαπίδυση

		

		
				Μάζα και Πυκνότητα

				Φυγοκέντρηση

		

		
				Μεταβολή φυσικής κατάστασης

				Απόσταξη, Ανακρυστάλλωση

		

		
				Μεταβολή χημικής κατάστασης

				Ιοντοανταλλαγή, Εξάτμιση

		

		
				Κατανομή μεταξύ φάσεων

				Εκχύλιση, Χρωματογραφία

		

	

	 

	Πίνακας 6.1. Διαχωριστικές τεχνικές, ταξινομημένες με βάση την ιδιότητα διαχωρισμού τους

	 

	6.2. Aπομάκρυνση Πρωτεϊνών

	 

	Στο Σχήμα 6.3 δίνεται ένα τυπικό διάγραμμα ροής προκατεργασίας δείγματος σε βιοαναλυτικό εργαστήριο.

	Οι πρωτεΐνες που υπάρχουν στα βιολογικά υγρά πρέπει να απομακρυνθούν πριν την ανάλυση με ΗPLC, γιατί καθιζάνουν παρουσία οργανικού διαλύτη στην κινητή φάση ή δεσμεύονται μη εκλεκτικά και μη αναστρέψιμα ή μετουσιώνονται από τις ελεύθερες σιλανόλες στην επιφάνεια του χρωματογραφικού υποστρώματος.

	Λόγω του μεγέθους τους προσροφώνται ή καταβυθίζονται στην εξωτερική επιφάνεια της πορώδους στατικής φάσης, όπου και μπλοκάρουν την πρόσβαση στους πόρους με αποτέλεσμα να ελαττώνονται οι θέσεις προσρόφησης και έτσι να προκαλείται: 

	 

	
		μη αναστρέψιμη αύξηση της πίεσης,

		ελάττωση της χωρητικότητας της στήλης,

		και μείωση της εκλεκτικότητας (καθώς τα αμινοξέα των προσροφημένων πρωτεϊνών μεταβάλλουν την επιφάνεια του υποστρώματος),

		καταστροφή της στήλης.



	 

	Οι συμβατικές τεχνικές προκατεργασίας για απομάκρυνση πρωτεϊνών περιλαμβάνουν τη μετουσίωσή τους με προσθήκη οργανικού διαλύτη π.χ. CΗ3ΟΗ ή CH3CN ή με ελάττωση του pH π.χ. με HClO4, CCl3COOH και φυγοκέντρηση (Σχήμα 6.4).

	Οι τεχνικές αυτές παρότι είναι απλές, έχουν το μειονέκτημα ότι κατά την καταβύθιση μπορεί να συγκαταβυθιστούν και τα συστατικά, των οποίων η ανάλυση ενδιαφέρει ή να εγκλειστούν στο ίζημα.
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	Σχήμα 6.3. Διάγραμμα ροής προκατεργασίας δείγματος σε βιοαναλυτικό εργαστήριο.

	 

	Στο Σχήμα 6.4 δίνεται ένα γενικό πρωτόκολλο προκατεργασίας ορού/πλάσματος αίματος.
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	Σχήμα 6.4. Γενικό πρωτόκολλο προκατεργασίας αίματος στη χημική ανάλυση

	 

	6.3. Τεχνικές Εκχύλισης

	 

	Οι τεχνικές εκχύλισης που χρησιμοποιούνται σήμερα για αναλυτικούς σκοπούς είναι, κυρίως, η εκχύλιση υγρού-υγρού, η εκχύλιση στερεού-υγρού και η εκχύλιση στερεάς φάσης, οι οποίες κυριαρχούν και στις βιοαναλυτικές εφαρμογές.

	 

	6.3.1. Εκχύλιση Υγρού-Υγρού

	 

	Στην εκχύλιση υγρού-υγρού χρησιμοποιείται διαλύτης μη αναμίξιμος με το διαλύτη του δείγματος. Οι επιθυμητές ενώσεις κατανέμονται στον κατάλληλο διαλύτη ανάλογα με τις ιδιότητές τους. Αφού διαχωριστούν τα μη-αναμίξιμα υγρά, η οργανική στιβάδα που περιέχει την εκχυλισμένη ένωση απομακρύνεται, εξατμίζεται μέχρι ξηρού, και επαναδιαλύεται σε έναν κατάλληλο διαλύτη συμβατό με το αναλυτικό σύστημα π.χ. την κινητή φάση HPLC. Ένας περιορισμός αυτής της τεχνικής είναι ότι πολικοί υδατοδιαλυτοί διαλύτες δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την εκχύλιση. Άλλα μειονεκτήματα της τεχνικής είναι η χρήση μεγάλων ποσοτήτων οργανικών διαλυτών, η οποία οδηγεί σε ένα υπολογίσιμο κόστος για την απόκτηση και τη διάθεσή τους, όπως και ο σχηματισμός γαλακτωμάτων κατά τη διάρκεια της ανάμιξης και το γεγονός ότι απαιτείται απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη με εξάτμιση, η οποία συνεπάγεται αύξηση του χρόνου προκατεργασίας. Επίσης, δε μπορεί να αποφευχθεί η συνεκχύλιση άλλων συστατικών του υποστρώματος που παρεμποδίζουν, λόγω του ότι έχουν παραπλήσιες ιδιότητες, καθώς οι διαλύτες δεν είναι εκλεκτικοί.

	Είναι δύσκολο να αυτοματοποιηθεί στην κλασική μορφή της (με τη χρήση ενός διαχωριστικού χωνιού ή στήλης), αν και διάφορες προσεγγίσεις συστημάτων ροής- εκχύλισης υγρού-υγρού (LLE) έχουν παρουσιαστεί, εφαρμόζοντας την αρχή της τεχνικής ανάλυσης συνεχούς ροής (FIA). 

	Σύγχρονες τάσεις που τροποποιούν την εκχύλιση υγρού- υγρού με σκοπό να εξαλείψουν σε μεγάλο βαθμό τα μειονεκτήματά της, είναι η εκχύλιση σε αδρανές στερεό υπόστρωμα (Supported Liquid Extraction, SLE) με χρήση μη αναμίξιμου διαλύτη ακινητοποιημένου σε γη διατόμων ή συνθετικά υλικά σε μικροστήλη από πολυπροπυλένιο ανάλογη με αυτή της εκχύλισης στερεάς φάσης καθώς και η Μικροεκχύλιση Υγρής Φάσης (Liquid Phase Microextraction-LPME), η οποία μπορεί να εφαρμοστεί με διάφορους τρόπους όπως:

	 

	
		Mε χρήση σταγόνας μη αναμίξιμου διαλύτη (Single Drop Microextraction, SDME).

		Mικροεκχύλιση υγρής φάσης κοίλης ίνας (Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction, HF-LPME).

		Mικροεκχύλιση στερεοποιημένης επιπλέουσας οργανικής σταγόνας (Solidified Floating Organic Drop Microextraction, SFODME).

		Mικροεκχύλιση διασποράς υγρού-υγρού (Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME).



	 

	Στη Μικροεκχύλιση Υγρής Φάσης Κοίλης Ίνας (HF-LPME), ο πολύ μικρός όγκος του διαλύτη εκχύλισης περιέχεται στην κοιλότητα της πορώδους ίνας, έτσι κατά τη διάρκεια της εκχύλισης ο διαλύτης δεν έρχεται σε άμεση επαφή με το διάλυμα του δείγματος. Μπορεί να εφαρμοστεί με δύο τύπους:

	 

	α) HF-LPME δύο φάσεων, όπου το διάλυμα-δέκτης είναι ο ίδιος οργανικός διαλύτης, ο οποίος είναι ακινητοποιημένος στους πόρους της ίνας.

	β) HF-LPME τριών φάσεων, όπου το διάλυμα-δέκτης είναι μία υδατική φάση. Το επιθυμητό συστατικό εκχυλίζεται από την αρχική υδατική φάση του δείγματος στο διαλύτη εκχύλισης και στη συνέχεια στην υδατική φάση που βρίσκεται στην εσωτερική κοιλότητα της ίνας. 

	 

	6.3.2. Εκχύλιση Στερεού-Υγρού

	 

	Η εκχύλιση στερεού-υγρού (Solid Liquid Extraction-SLE) αναφέρεται στην κλασική τεχνολογία εκχύλισης, η οποία επιτυγχάνεται με τη χρησιμοποίηση του κατάλληλου διαλύτη, οποίος διαλύει επιλεκτικά την ένωση που μας ενδιαφέρει, όχι όμως και το υπόστρωμα

	Η πιο κοινή μορφή της τεχνικής SLE είναι η μέθοδος “shake-filter” η οποία περιλαμβάνει την προσθήκη ενός οργανικού διαλύτη για τις οργανικές ενώσεις ή αραιού οξέος ή βάσης για τις ανόργανες ενώσεις, στο δείγμα και την ανάδευση, για να επιτρέψει στις ενώσεις να διαλυθούν στο υγρό περιβάλλον, έως ότου παραληφθούν πλήρως. Η διαδικασία εκχύλισης μπορεί να επιταχυνθεί με θέρμανση, καθώς και με επίδραση υπερήχων ή και μικροκυμάτων. Οι αδιάλυτες ενώσεις απομακρύνονται στη συνέχεια με διήθηση ή φυγοκέντρηση. 

	 

	6.3.3. Εκχύλιση Στερεάς Φάσης

	 

	Η αρχή της SPE περιλαμβάνει την κατανομή των εκχυλιζόμενων συστατικών ανάμεσα σε 2 φάσεις: τη στερεή φάση που αποτελεί το προσροφητικό υλικό και την υγρή που αποτελεί το υπόστρωμα με όλες τις παρεμποδίσεις. Οι προσδιοριζόμενες ενώσεις πρέπει να εμφανίζουν μεγαλύτερη συγγένεια με τις ομάδες της στερεής φάσης, έτσι ώστε να διαχωριστούν. Η παραλαβή των ενώσεων από το στερεό υπόστρωμα γίνεται με την επιλογή κατάλληλων διαλυτών. Οι διαμοριακές δυνάμεις που αναπτύσσονται μεταξύ των προσδιοριζόμενων συστατικών, των ενεργών ομάδων στην επιφάνεια του προσροφητικού υλικού και της υγρής φάσης του υποστρώματος του δείγματος ή του διαλύτη, είναι υπεύθυνες για τους διάφορους μηχανισμούς συγκράτησης και έκλουσης των ενώσεων. 

	Τα στάδια της SPE είναι (Σχήμα 6.5):

	 

	
		ενεργοποίηση του προσροφητικού,

		φόρτωση του δείγματος,

		έκπλυση για την απομάκρυνση των ανεπιθύμητων πολικών συστατικών του υποστρώματος,

		έκλουση του δείγματος με τον κατάλληλο διαλύτη ή μίγμα διαλυτών,

		εξάτμιση του διαλύτη.



	 

	Τα βασικά πλεονεκτήματα της εκχύλισης στερεάς φάσης είναι ότι:

	 

	
		Απαιτείται σχετικά μικρός χρόνος εκτέλεσης.

		Χρησιμοποιούνται μικροί όγκοι διαλυτών.

		Είναι κατάλληλη τεχνική για συνδυασμό με διάφορες τεχνικές χρωματογραφίας (HPLC, GC κ.ά.).

		Μπορεί να αυτοματοποιηθεί και να αναλυθεί μεγάλος αριθμός δειγμάτων.

		Επιτυγχάνεται ικανοποιητικός καθαρισμός του δείγματος.

		Επιτυγχάνεται προσυγκέντρωση των συστατικών με αποτέλεσμα την αυξημένη ευαισθησία στην ανάλυση. 

		Έχει καλή επαναληψιμότητα.

		Παρέχει υψηλά ποσοστά ανάκτησης.



	 

	Στην εκχύλιση στερεάς φάσης χρησιμοποιούνται υλικά πλήρωσης παρόμοια με αυτά που χρησιμοποιούνται στην HPLC, αλλά σε άλλη κοκκομετρική σύσταση. Οι μηχανισμοί διαχωρισμού περιλαμβάνουν SPE αντίστροφης φάσης, για μη πολικές ενώσεις με χρήση μη πολικού προσροφητικού υλικού π.χ. κυκλοεξυλο, οκτυλο-, δεκαοκτυλο-σιλάνιο. Ο διαχωρισμός στην SPE αντίστροφης φάσης βασίζεται σε ελκτικές δυνάμεις van der Waals ή δυνάμεις διασποράς. Η παραλαβή της επιθυμητής ένωσης στη συνέχεια γίνεται με χρήση κατάλληλου διαλύτη.

	 

	
		
				[image: Image]

		

		
				[image: Image]

				[image: Image]

				[image: Image]

		

		
				 
(α) Κενό

				 
(β) Φυγοκέντριση

				 
(γ) Πίεση

		

	

	 

	Σχήμα 6.5. Στάδια και τρόποι εφαρμογής της Εκχύλισης Στερεάς Φάσης (SPE)

	 

	SPE κανονικής φάσης, που εφαρμόζεται για πολικές ενώσεις και στηρίζεται στο σχηματισμό δεσμών υδρογόνου με το δεσμευμένο προσροφητικό του silica gel με ομάδες, όπως CN-, NH2-, -NH2CH2CH2NH2-. 

	SPE με ιοντοανταλλαγή, η οποία χρησιμοποιείται για ενώσεις, που σε υδατικό διάλυμα είναι σε ιονισμένη μορφή. Ο κύριος μηχανισμός συγκράτησης της ένωσης βασίζεται στις ηλεκτροστατικές έλξεις της φορτισμένης δραστικής ομάδας του συστατικού προς τις φορτισμένες ομάδες, οι οποίες είναι συνδεδεμένες στο υπόστρωμα του silica gel. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται σουλφονυλο-, καρβοξυλο-, διαιθυλαμινο- και τριμεθυλαμινο- ομάδες, για τη δημιουργία δεσμευμένης φάσης. Για τη συγκράτηση μιας ένωσης στον ιοντοανταλλάκτη από ένα υδατικό διάλυμα πρέπει το pH του δείγματος να είναι τέτοιο, ώστε και η προσδιοριζόμενη ένωση και η δραστική ομάδα που είναι προσδεμένη στο προσροφητικό να είναι φορτισμένες. Για την αποδέσμευση των συστατικών αρκεί είτε αυτά είτε το υπόστρωμα να βρίσκονται σε μη ιονισμένη μορφή. Εναλλακτικά χρησιμοποιείται διάλυμα υψηλής ιοντικής ισχύος ή διάλυμα, το οποίο περιέχει ιόντα που αντικαθιστούν (άρα δρουν ανταγωνιστικά) την ένωση. 

	Η επιλογή του κατάλληλου μηχανισμού εξαρτάται μεταξύ άλλων από το υπόστρωμα του δείγματος και τις ιδιότητες των συστατικών (Σχήμα 6.6).

	Στην SPE, εκτός από τα πυριτικά υλικά, χρησιμοποιούνται ολοένα και περισσότερο πολυμερικά υλικά, τα οποία πλεονεκτούν έναντι των πυριτικών προσροφητικών επειδή παραμένουν σταθερά σε ένα μεγάλο εύρος pH. Τα υλικά αυτά, επίσης, χαρακτηρίζονται από τις μικτές τους ιδιότητες, καθώς περιέχουν ομάδες με υδρόφιλο και ομάδες με λιπόφιλο χαρακτήρα. Τέτοια υλικά είναι τα OASIS® HLB της Waters, τα ABSELUT NEXUS της Varian, τα Strata-X της Phenomenex κ.ά.
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	Σχήμα 6.6. Επιλογή κατάλληλου μηχανισμού SPE

	 

	Για παράδειγμα οι μικροστήλες εκχύλισης OASIS® HLB, περιέχουν πολυμερικό προσροφητικό αντίστροφης φάσης, το οποίο αποτελείται από δύο μονομερή: την υδρόφιλη Ν – βινυλοπυρολιδόνη και το λιπόφιλο διβινυλοβενζόλιο, με αποτέλεσμα να είναι υδατικά διαβρέξιμο. Έτσι μπορεί να αποφευχθεί το στάδιο της ενεργοποίησης, με την απλοποίηση του πρωτοκόλλου, χωρίς να υποβαθμιστεί η αποτελεσματικότητα του υλικού. 

	Ένα γενικό πρωτόκολλο εργασίας με τις μικροστήλες SPE για γρήγορες μεθόδους προκατεργασίας βιολογικών δειγμάτων με υψηλά ποσοστά ανάκτησης και καλή πιστότητα δίνεται στο Σχήμα 6.7.

	 

	6.3.4. Εκχύλιση στερεάς φάσης σε διασπορά 

	 

	Ένα νέο είδος εκχύλισης στερεάς φάσης για βιολογικά δείγματα (με εφαρμογή σε ναρκωτικές ενώσεις κ.ά), είναι η εκχύλιση στερεάς φάσης σε διασπορά με στήλη DPX (Disposable Pipette Extraction).

	H τεχνική της εκχύλισης με τη χρήση της στήλης DPX χρησιμοποιεί μία στήλη με συνολικό όγκο 1 mL ή 5 mL, η οποία περιέχει ένα προσροφητικό υλικό ανάλογο με αυτό που χρησιμοποιείται στην εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE). Κάθε στήλη φέρει μία σύριγγα των 10 mL, η οποία προσαρμόζεται στην κορυφή της στήλης, έτσι ώστε με τη βοήθεια του αέρα να αναμιγνύεται το δείγμα με το προσροφητικό υλικό που βρίσκεται σε διασπορά, αλλά και με τους διαλύτες έκπλυσης και έκλουσης. Σε πολλές βιβλιογραφικές αναφορές, προτείνεται να απομακρύνεται το άνω προσροφητικό και οι ποσότητες των διαλυτών να εισάγονται από την κορυφή της στήλης με τη βοήθεια της σύριγγας, έτσι ώστε να μη χάνεται κάποια ποσότητα προσροφητικού στα τοιχώματα της στήλης.
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	Σχήμα 6.7. Γενικό πρωτόκολλο εκχύλισης στερεάς φάσης

	 

	Η κύρια διαφορά των στηλών DPX είναι ότι το προσροφητικό υλικό δεν είναι δεσμευμένο, όπως στην περίπτωση της SPE, αλλά ελεύθερο και σε διασπορά κατά την επαφή του με το χρησιμοποιούμενο διαλύτη, έτσι ώστε να υπάρχει η δυνατότητα εισαγωγής και απομάκρυνσης του διαλύτη σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα. Σε ό,τι αφορά τις ανακτήσεις σε σχέση με την SPE, η εκχύλιση με DPX δίνει συγκρίσιμα αποτελέσματα (περίπου 90% ανάκτηση). 

	Τα στάδια της εκχύλισης με DPX, όπως φαίνονται στο Σχήμα 6.8 είναι:

	 

	
		 Εισαγωγή του ακροφυσίου του DPX στο δείγμα.

		Αναρρόφηση από το διάλυμα του δείγματος, χωρίς να απαιτείται ενεργοποίηση με μίγμα διαλυτών.

		Ανάμιξη του διαλύματος του δείγματος- προσροφητικού στον αέρα, έτσι ώστε το διάλυμα του δείγματος να γίνει πρακτικά ’’ψευδοομογενές ’’¨ με το προσροφητικό και να επέλθει ισορροπία. 

		Απομάκρυνση του διαλύματος του δείγματος και επίτευξη ισορροπίας του προσροφητικού με τις ενώσεις που συγκρατήθηκαν (20 δευτερόλεπτα).

		Πλύση του προσροφητικού υλικού με εισαγωγή του στο κατάλληλο διάλυμα έκπλυσης και ανάμιξη στον αέρα, έτσι ώστε να επέλθει ισορροπία και έπειτα απομάκρυνση του διαλύματος έκπλυσης.

		Έκλουση της στήλης με το μίγμα των διαλυτών έκλουσης και ανάμιξης στο κενό για την επίτευξη ισορροπίας. Επακόλουθη απομάκρυνση του μίγματος διαλυτών έκλουσης.

		Συλλογή του επιθυμητού κλάσματος, απαλλαγμένο από προσμίξεις, ώστε να χρησιμοποιηθεί για χρωματογραφική ανάλυση. 



	 

	Η εκχύλιση DPX, ως μια νέα τεχνική προκατεργασίας δείγματος πλεονεκτεί έναντι των άλλων τεχνικών εκχύλισης διότι:

	 

	1. Χρησιμοποιεί μικρή ποσότητα διαλυτών συγκριτικά με την SPE και την LLE.

	2. Εμφανίζει μειωμένο αριθμό βημάτων χειρισμού, αφού δεν απαιτεί την ενεργοποίηση της στήλης και γενικά είναι αρκετά απλή.

	3. Είναι αρκετά ταχεία, ενώ απαιτεί μικρότερο χρόνο ανάλυσης (περίπου 5 λεπτά συνολικού χρόνου εκχύλισης για κάθε δείγμα) και εμφανίζει μεγαλύτερη συχνότητα για μεγάλο αριθμό δειγμάτων. 

	4. Είναι αρκετά αποτελεσματική, παρέχοντας υψηλά ποσοστά ανάκτησης ανά εκχύλιση.

	5. Παρουσιάζει εκλεκτικότητα και μεγάλη διαχωριστική ικανότητα για τις μελετώμενες ενώσεις.

	6. Μπορεί να αυτοματοποιηθεί.
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	Σχήμα 6.8. Στάδια εκχύλισης με DPX

	 

	Τα μειονεκτήματά της σχετίζονται με:

	 

	Α. Το αυξημένο κόστος αγοράς, το οποίο, όμως, είναι μικρότερο από το συνολικό κόστος των αναλύσεων με άλλες τεχνικές εκχύλισης.

	Β. Την ελλιπή έκλουση ή ελλιπή καθαρισμό των μελετώμενων ενώσεων, αφού λόγω της αιώρησης του προσροφητικού μπορεί να υπάρξουν σημεία με τα οποία ο χρησιμοποιούμενος διαλύτης να μην έρθει σε επαφή. 

	Γ. Το μειωμένο αριθμό εφαρμογών της συγκεκριμένης τεχνικής έως σήμερα, αφού είτε οι αναλυτικοί χημικοί προτιμούν τις παραδοσιακές τεχνικές προκατεργασίας δείγματος και δεν είναι εξοικειωμένοι είτε επειδή βρίσκεται ακόμη σε πειραματικό στάδιο και δεν έχει εφαρμοστεί σε μεγάλο αριθμό τάξης ενώσεων, ενώ παρουσιάζει καλύτερα αποτελέσματα μόνο σε αυτοματοποιημένες τεχνικές ανάλυσης. 

	 

	6.3.5. Μικροεκχύλιση Στερεάς Φάσης (Solid phase microextraction, SPME)

	 

	Η μικροεκχύλιση στρεάς φάσης (SPME) αναπτύχθηκε το 1990 από τους Arthur και Pawliszyn και επιτρέπει την επίτευξη ορίων ανίχνευσης της τάξης των 5 – 50 ng/L (ppt) για πτητικά, ημιπτητικά και μη πτητικά συστατικά με καλή γραμμικότητα και ευαισθησία. Είναι μια γρήγορη, ευαίσθητη, εύκολα αυτοματοποιούμενη, οικονομική και χωρίς χρήση διαλυτών (solvent-free), διαχωριστική τεχνική. Παρουσιάζει αρκετά πλεονεκτήματα έναντι άλλων συμβατικών τεχνικών διαχωρισμού, καθώς συνδυάζει ταυτόχρονη εκχύλιση και προσυγκέντρωση του επιθυμητού συστατικού από αέρια, υγρά ή στερεά δείγματα, με άμεση μεταφορά του για ανάλυση σε ένα κλασικό σύστημα αέριας ή υγρής χρωματογραφίας.

	Πρόκειται για μια διαδικασία δύο σταδίων η οποία περιλαμβάνει ταυτόχρονη εκχύλιση και προσυγκέντρωση των αναλυτών από το υπόστρωμα των δειγμάτων. Στο πρώτο στάδιο, μια ίνα τετηγμένου διοξείδιου του πυριτίου (SiO2) επικαλυμμένη με μια στατική φάση (coating) από πολυμερές υλικό, εκτίθεται στο φιαλίδιο το οποίο περιέχει το δείγμα ενώ το προσδιοριζόμενο συστατικό κατανέμεται μεταξύ του υποστρώματος και του πολυμερούς υλικού της στατικής φάσης. Σε δεύτερο στάδιο, η ίνα με τα επιθυμητά συστατικά μεταφέρεται στον εισαγωγέα του αναλυτικού οργάνου για εκρόφηση, διαχωρισμό και ποσοτικοποίηση. Συνήθως, δεν απαιτείται ενδιάμεσο στάδιο καθαρισμού, λόγω της μεγάλης εκλεκτικότητας του πολυμερούς υλικού.

	Η αρχική συσκευή στηριζόταν σε μια επικαλυμμένη ίνα στερεωμένη σε ακροφύσιο σύριγγας. Σε αυτήν την κατασκευή, η λεπτή στερεωμένη ίνα τετηγμένου SiO2 επικαλύπτεται με μια πολυμερική στατική φάση στην οποία προσροφάται εκλεκτικά το επιθυμητό συστατικό. 

	Η εκχύλιση με την τεχνική SPME βασίζεται στην κατανομή του επιθυμητού συστατικού μεταξύ της υδατικής φάσης και της στατικής φάσης του πολυμερούς. Τυπικά, η εκχύλιση με την τεχνική SPME θεωρείται ότι έχει ολοκληρωθεί, όταν η συγκέντρωση του επιθυμητού συστατικού έχει φτάσει σε ισορροπία μεταξύ του υποστρώματος του δείγματος και του πολυμερούς της ίνας. Αυτό σημαίνει ότι, όταν επέλθει ισορροπία, το ποσό του επιθυμητού συστατικού που εκχυλίζεται είναι σταθερό μέσα στα όρια του πειραματικού σφάλματος και ανεξάρτητο του επιπλέον χρόνου εκχύλισης. 

	Οι συνθήκες ισορροπίας έχουν μελετηθεί και η δυναμική της απορρόφησης περιγράφεται μαθηματικά από τη σχέση:

	 

	n= [(Kfs × Vf × Vs)/ (Kfs × Vf + Vs)]Co 

	 

	όπου, n είναι τα γραμμομόρια του επιθυμητού συστατικού που προσροφώνται από τη στατική φάση, Kfs ο συντελεστής κατανομής μεταξύ της υδατικής και στατικής φάσης, Vs και Vf είναι ο όγκος του δείγματος και της ίνας αντίστοιχα και C0 είναι η αρχική συγκέντρωση του επιθυμητού συστατικού στο διάλυμα.

	Η εξίσωση αυτή αναφέρεται, κυρίως, σε υγρή επίστρωση ίνας, όπως το πολυδιμεθυλοσιλοξάνιο (PDMS), αλλά μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για στερεές επιστρώσεις για μικρές, όμως, συγκεντρώσεις αναλυτών, ώστε να μην επέλθει κορεσμός της πορώδους επίστρωσης. Επίσης, προϋποθέτει ότι το διάλυμα είναι ομοιογενές και ότι δεν υπάρχει διαφυγή αναλυτών στην αέρια φάση. 

	Τα στάδια της SPME είναι: (A) διάτρηση του ελαστικού διαφράγματος του φιαλιδίου από τη βελόνα, (B) μεταφορά των συστατικών στην ίνα, (Γ) προστασία της ίνας εντός της βελόνας και απόσυρσή της από το φιαλίδιο, (Δ) εισαγωγή της βελόνας στον εισαγωγέα δείγματος του χρωματογράφου, (Ε) εκρόφηση των επιθυμητών συστατικών από την ίνα και μεταφορά τους από την κινητή φάση προς τη χρωματογραφική στήλη (για διαχωρισμό και στη συνέχεια ανίχνευση/μέτρηση) και (ΣΤ) εξαγωγή της βελόνας από τον εισαγωγέα δείγματος.

	Οι παράγοντες που επηρεάζουν τη διαδικασία εκχύλισης και την εκχυλιστική ικανότητα της SPME εξαρτώνται από:

	 

	
		την επίστρωση της ίνας,

		το χρόνο δειγματοληψίας και εκρόφησης,

		τη θερμοκρασία δειγματοληψίας και εκρόφησης,

		την ανάδευση του δείγματος,

		την ιοντική ισχύ του διαλύματος (αναλόγως της προσδιοριζόμενης ένωσης).



	 

	Άλλοι παράγοντες που μπορούν να επιδράσουν θετικά, με αύξηση της απόδοσης της εκχύλισης και σημαντική ελάττωση του απαιτούμενου χρόνου, είναι η προσθήκη αλάτων όπως το NaCl και το Na2SO4. Επίσης, βελτίωση της εκλεκτικότητας και ταχύτερη αποκατάσταση της ισορροπίας μπορεί να επιτευχθεί με ρύθμιση του pH, ανάλογα με την pKa της προσδιοριζόμενης ένωσης. Παραδείγματος χάρη, στην περίπτωση που το επιθυμητό συστατικό είναι όξινη ή βασική ένωση, συνιστάται η προσθήκη κάποιου οξέος ή βάσης αντίστοιχα στο διάλυμα του δείγματος. Αξίζει να σημειωθεί ότι η εφαρμογή ανάδευσης μπορεί να οδηγήσει σε υψηλότερους συντελεστές εμπλουτισμού, με αποτέλεσμα τη βελτίωση της απόδοσης της εκχύλισης. Η επίδραση της θερμοκρασίας διαφέρει ανάλογα με το είδος της SPME (στον υπερκείμενο χώρο-headspace ή με εμβάπτιση, όπως φαίνεται στο Σχήμα 6.9), και εξαρτάται, συνεπώς, από την πτητικότητα του επιθυμητού συστατικού. 
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	Σχήμα 6.9. Τεχνικές μικροεκχύλισης: Μικροεκχύλιση στερεάς φάσης (SPME), βασισμένη σε μια απλή μικροσύριγγα και η τεχνική της μικροεκχύλισης υγρής φάσης σε σταγόνα.

	 

	6.3.5.1. Μικροεκχύλιση Στερεάς Φάσης στον υπερκείμενο χώρο-Headspace – Solid phase microextraction (ΗS – SPME)

	 

	Η headspace εκδοχή της SPME επιλέγεται στην περίπτωση που το επιθυμητό συστατικό είναι μία πτητική ή ημιπτητική ουσία. Με εφαρμογή της SPME υπερκείμενης φάσης μπορεί να επιτευχθεί αποτελεσματικός διαχωρισμός του επιθυμητού συστατικού, όταν συνυπάρχουν στο ίδιο υπόστρωμα μη πτητικές παρεμποδίσεις, ενώ παράλληλα ελαχιστοποιείται η προσρόφηση ουσιών που μπορούν να αλλοιώσουν ή να καταστρέψουν την ίνα. Με τον τρόπο αυτό, περισσότερες από 100 επαναλήψιμες εκχυλίσεις μπορούν να πραγματοποιηθούν με τη χρήση της ίδιας ίνας.

	Στην εξέλιξή της, η SPME μπορεί, πλέον, να χρησιμοποείται in vivo, όπως φαίνεται στο Σχήμα 6.10, ενώ στο Σχήμα 6.11, δίνονται συγκριτικά τα στάδια εκχύλισης της in vivo SPME ως προς την in vitro SPME.

	 

	6.3.5.2. Απευθείας Εμβάπτιση - Direct immersion – Solid phase microextraxtion (DI – SPME)

	

	Η απευθείας εκχύλιση του επιθυμητού συστατικού, με απευθείας εμβάπτιση δηλ. με βύθιση της ίνας στο διάλυμα του δείγματος εφαρμόζεται, όταν η προσδιοριζόμενη ένωση εμφανίζει πολύ μικρή ή καθόλου πτητικότητα. Στην περίπτωση της άμεσης εκδοχής, λόγω της άμεσης επαφής της ίνας με το διάλυμα του δείγματος, θα πρέπει να αποφεύγονται οι ιδιαίτερα όξινες ή αλκαλικές συνθήκες, για την απομάκρυνση του ενδεχόμενου καταστροφής της ίνας. 

	Η εφαρμογή της DI – SPME προϋποθέτει την έκθεση της ίνας στο διάλυμα του δείγματος, σε ορισμένη θερμοκρασία που ποικίλλει (από 30–100°C) με παράλληλη ανάδευση για 15–60 min, ενώ έπεται ένα σύντομο στάδιο καθαρισμού με εμβάπτιση της ίνας σε διαλύτη, πριν την έγχυση στο GC/LC/HPLC για ανάλυση.

	Η εφαρμογή της SPME δεν αποτελεί την καταλληλότερη προσέγγιση για την εκχύλιση μη πτητικών ή θερμικά ασταθών ενώσεων. Επίσης, κατά την εκχύλιση πολικών ενώσεων από βιολογικά δείγματα, συνιστάται παραγωγοποίηση. Υπάρχουν τέσσερα είδη παραγωγοποίησης που μπορούν να χρησιμοποιηθούν συνδυαστικά με τη SPME: 

	 

	
	(i) Απευθείας παραγωγοποίηση στο φιαλίδιο του δείγματος, πριν την εφαρμογή της SPME, 

	(ii) In–coating παραγωγοποίηση (επάνω στην ίνα), που περιλαμβάνει δύο στάδια και συνδυάζει ταυτόχρονη παραγωγοποίηση και εκχύλιση∙ αρχικά η ίνα ενισχύεται, καθώς εμβολιάζεται με το αντιδραστήριο παραγωγοποίησης και στη συνέχεια εκτίθεται στο δείγμα για την εκχύλιση και η μέθοδος αυτή επιλέγεται, συνήθως, στην περίπτωση πολικών πτητικών ενώσεων, 

	(iii) Διαφορετική εκδοχή της in–coating παραγωγοποίησης, κατά την οποία προηγείται εμβολιασμός της ίνας με το δείγμα προς εκχύλιση και έπειτα ακολουθεί έκθεση της ίνας στην υπερκείμενη φάση του αντιδραστηρίου παραγωγοποίησης, 



	 

	Παραγωγοποίηση μετά την ολοκλήρωση της εκχύλισης, στο σύστημα έγχυσης του αναλυτικού οργάνου. Κατά τη διαδικασία αυτή, το επιθυμητό συστατικό εφόσον έχει προσροφηθεί στην ίνα, εισάγεται στο σύστημα εκρόφησης του GC και ακολουθεί η παραγωγοποίηση.
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	Σχήμα 6.10. In vivo SPME
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	Σχήμα 6.11. Σύγκριση In vivo in vitro SPME

	 

	6.3.5.3. Εφαρμογή της τεχνικής στον προσδιορισμό ναρκωτικών ουσιών σε τρίχες

	 

	Στην περίπτωση που το υπόστρωμα του δείγματος είναι τρίχα, προαπαιτείται πέψη του δείγματος με NaOH ή εκχύλιση με κατάλληλο διαλύτη (Σχήμα 6.12). Γενικότερα, όμως, η προκατεργασία του δείγματος και η εφαρμογή της SPME εξαρτώνται από τη δομή και τις ιδιότητες του επιθυμητού συστατικού (όπως πτητικότητα, πολικότητα, pKa), παρά από το υπόστρωμα.

	Δείγμα από το τριχωτό της κεφαλής εθελοντών, παραλαμβάνεται και πλένεται για 5 min με απιονισμένο νερό και ακετόνη σε λουτρό υπερήχων, ξηραίνεται και κόβεται σε κομμάτια μήκους 2–5 mm, τα οποία αναμιγνύονται προσεκτικά. Στη συνέχεια, ακολουθεί αλκαλική υδρόλυση του δείγματος, κατά την οποία σε ένα φιαλίδιο όγκου 4 mL, εισάγονται 10 mg καθαρού και ξηρού δείγματος τρίχας, 100 ng εσωτερικού προτύπου, 0.5 g Na2SO4 και 1 mL NaOH (1 M). Το φιαλίδιο σφραγίζεται και θερμαίνεται για 30 min (70–90°C). 
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	Σχήμα 6.12. Βασικές αρχές της εκδοχής υπερκείμενης φάσης της μικροεκχύλισης στερεάς φάσης (HS – SPME) στην ανάλυση της τρίχας

	 

	Μετά την ολοκλήρωση της υδρόλυσης, η βελόνα SPME εισέρχεται στο φιαλίδιο και η ίνα εξάγεται στην υπερκείμενη φάση του δείγματος, ενώ η θερμοκρασία προσρόφησης ρυθμίζεται στους 60 90°C (ανάλογα με την προς ανάλυση ουσία). Η διάρκεια έκθεσης της ίνας είναι 15–20 min. Μόλις ολοκληρωθεί η προσρόφηση, η ίνα επανεισάγεται στη βελόνα και η SPME – συσκευή μεταφέρεται στο σημείο έγχυσης του GC. Ο χρόνος εκρόφησης καθορίστηκε στα 5 min, ενώ η θερμοκρασία κατά την εκρόφηση ποικίλλει μεταξύ 250° έως 290°C (ανάλογα την επίστρωση της ίνας). Καθόλη τη διάρκεια της εκρόφησης, συντελείται παράλληλα αναγέννηση της ίνας, για τη χρήση της σε επόμενη εκχύλιση.

	Γενικότερα, η πέψη της τρίχας με αλκαλικό διάλυμα, συνήθως σε 1Μ NaOH, αποτελεί το καταλληλότερο είδος προκατεργασίας του υποστρώματος της τρίχας, με τον όρο ότι τα επιθυμητά συστατικά παραμένουν σταθερά υπό αυτές τις συνθήκες, όπως π.χ. η καρβαμαζεπίνη, οι αμφεταμίνες, και τα τρικυκλικά αντικαταθλιπτικά, σε αντίθεση με τους εστέρες, όπως η ηρωίνη και η κοκαΐνη που υδρολύονται σε αλκαλικό περιβάλλον. Σημαντικό πλεονέκτημα της HS–SPME, είναι ότι η διάλυση του υποστρώματος της τρίχας και η εκχύλιση μπορούν να πραγματοποιηθούν στο ίδιο φιαλίδιο, χωρίς περαιτέρω προεργασία.

	Με κατάλληλη προκατεργασία του υποστρώματος της τρίχας (αλκαλική υδρόλυση), είναι δυνατή η ταυτόχρονη ανίχνευση διαφόρων βασικών ναρκωτικών ουσιών, στο ίδιο φιαλίδιο, σε μία απευθείας διαδικασία πέψης/SPME.

	Μέσω της SPME είναι εφικτή η ανίχνευση της νικοτίνης, σε πολύ χαμηλά επίπεδα (C < 1 ng/mg), σε υπόστρωμα τρίχας, αλλά και άλλων ναρκωτικών ουσιών που μεταβολίζονται ταχύτατα και δεν είναι δυνατός ο προσδιορισμός τους στα συνήθη βιολογικά υγρά. 

	 

	6.4. Άμεσες Βιοαναλυτικές Τεχνικές

	 

	Ως άμεσες τεχνικές στη βιοανάλυση αναφέρονται αυτές, κατά τις οποίες δε χρειάζεται να προηγηθεί κατακρήμνιση των πρωτεϊνών του βιολογικού δείγματος.

	Οι άμεσες βιοαναλυτικές τεχνικές χρησιμοποιούν ειδικά υλικά πλήρωσης στηλών, τα οποία επιτρέπουν την άμεση εισαγωγή δείγματος βιολογικών υγρών (αίμα, πλάσμα, ορός, γάλα, ιστοί, καλλιέργειες κυττάρων κ.λπ.) χωρίς άλλη προκατεργασία, τα οποία ονομάζονται Υλικά Περιορισμένης Πρόσβασης (Restricted Access Materials). Αυτό επιτυγχάνεται με:

	 

	
	* Κλασμάτωση του δείγματος σε προστήλη και απομάκρυνση του υποστρώματος των πρωτεϊνών, ενώ το κλάσμα των συστατικών παραλαμβάνεται εκλεκτικά στην προστήλη και μεταφέρεται στην αναλυτική στήλη, όπου διαχωρίζεται και υπολογίζεται ποσοτικά με το συμβατικό τρόπο.

	* Ταυτόχρονα με την ανάλυση του πρώτου δείγματος λαμβάνει χώρα ο καθαρισμός του επόμενου δείγματος, οπότε με τον τρόπο αυτόν περιορίζεται ο χρόνος προκατεργασίας.



	 

	Το υλικό πλήρωσης της προστήλης στην άμεση εισαγωγή του δείγματος έχει μέγεθος πόρων 6 nm (physical diffusion barrier) και αποκλείει τα μακρομόρια π.χ. πρωτεΐνες που έχουν Μ.Β.>15000 Da.

	Ένα τέτοιο υλικό είναι το Lichrospher RP-ADS (alkyl-diol-silica), το οποίο έχει δύο διαφορετικές χημικές επιφάνειες: την εξωτερική των σφαιρικών σωματιδίων, η οποία είναι υδρόφιλη, λόγω των διολών και εμποδίζει την αλληλεπίδραση με το υπόστρωμα των πρωτεϊνών και την εσωτερική των πορωδών σωματιδίων η οποία είναι καλυμμένη με υδρόφοβη φάση C4-C8-C18. Αυτά τα κέντρα προσρόφησης είναι ελεύθερα και προσιτά για τα συστατικά χαμηλού μοριακού βάρους. Τα διάφορα προσροφητικά υποστρώματα εμφανίζουν διαφορετικές ιδιότητες συγκράτησης και εκχύλισης μη πολικών συστατικών του δείγματος. 

	Στο ίδιο υλικό μπορεί να προστεθεί το κατάλληλο αντιδραστήριο σχηματισμού Ζεύγους ιόντων π.χ. οκτανοσουλφονικό οξύ, ώστε να μπορούν να εκχυλιστούν και φορτισμένες ενώσεις.

	Τα πλεονεκτήματα της άμεσης εισαγωγής δείγματος είναι:

	 

	
	* η άμεση εισαγωγή βιολογικών υγρών χωρίς άλλη προκατεργασία,

	* η μείωση κόστους και χρόνου επειδή είναι, πλήρως, αυτοματοποιήσιμη .

	* ο ασφαλέστερος χειρισμός μολυσματικών βιολογικών υγρών,

	* ο ποσοτικός περιορισμός του υποστρώματος των πρωτεϊνών,

	* η προσυγκέντρωση στη στήλη,

	* η ποσοτική παραλαβή/ανάκτηση ανεξάρτητα του υποστρώματος,

	* η βελτιωμένη ακρίβεια, επαναληψιμότητα και ευαισθησία,

	* η αυξημένη χωρητικότητα στήλης,

	* ο υψηλός αριθμός κύκλων ανάλυσης,

	* το χαμηλό κόστος ανά δείγμα,

	* η μεγάλη ποικιλία προσροφητικών υλικών τα οποία υπάρχουν διαθέσιμα στο εμπόριο.



	 

	6.4.1. Εκχύλιση αέριας φάσης 

	 

	Η αέρια εκχύλιση (Gas Extraction) εφαρμόζεται σε πτητικές ενώσεις και αφορά την εκχύλιση των συστατικών από το υπόστρωμα απευθείας σε αέρια φάση, σε θερμοκρασία δωματίου ή υψηλότερη. Είναι ιδανική τεχνική πριν την ανάλυση με Αέρια Xρωματογραφία.

	Η εκχύλιση αέριας φάσης έχει τα πλεονεκτήματα του χαμηλού κόστους, δεν είναι βλαβερή, χρησιμοποιεί λίγα αναλώσιμα, έχει δυνατότητα αυτοματοποίησης και δεν απαιτείται απομάκρυνση του διαλύτη. Το τελευταίο πλεονέκτημα είναι ιδιαίτερα σημαντικό, αν λάβουμε υπόψη μας ότι γενικά ο διαλύτης εισάγει στο δείγμα επιμολυντές. Αξιοσημείωτο είναι ότι η συμπύκνωση του δείγματος, για να απομακρυνθεί ο διαλύτης, προκαλεί αύξηση της συγκέντρωσης των επιμολυντών.

	Η αέρια εκχύλιση μπορεί να γίνει με δυο τρόπους:

	 

	
	* Στατική Εκχύλιση: Εκχύλιση ισορροπίας στον υπερκείμενο χώρο (Equilibrium headspace sampling), όπου τα συστατικά εκχυλίζονται σε κλειστό σύστημα το οποίο εξασφαλίζει ισορροπία ανάμεσα στη συγκέντρωση των συστατικών στο υπόστρωμα και στην αέρια φάση ή στον υπερκείμενο χώρο (headspace). 

	* Δυναμική εκχύλιση: α) Με θερμική εκρόφηση (thermal desorption), β) Με διατάξεις παγίδευσης (purge and trap techniques).Τα συστατικά εκχυλίζονται θερμικά από το υπόστρωμα και απομακρύνονται με ρεύμα αδρανούς φέροντος αερίου.



	 

	Οι τεχνικές headspace εφαρμόζονται, συνήθως, για ανάλυση πτητικών ενώσεων. Παράδειγμα αποτελεί η στατική headspace που είναι η πιο απλή solvent-free τεχνική προκατεργασίας δείγματος και εφαρμόζεται για πτητικές οργανικές ενώσεις σε τρόφιμα, ποτά, κλινικά και άλλα δείγματα. Ωστόσο έχει, το μειονέκτημα της χαμηλής ευαισθησίας, γιατί δε μεσολαβεί προσυγκέντρωση και ακόμη επειδή δεν επιτυγχάνει πλήρη εκχύλιση, απαιτεί προσεκτική βαθμονόμηση. Επίσης, εφαρμόζεται για αιθανόλη στο αίμα.

	Η δυναμική (dynamic) headspace και, κυρίως, η purge and trap, χρησιμοποιεί πολλαπλή κατανομή και επιτρέπει ποσοτική απομάκρυνση των πτητικών ενώσεων. Το φέρον αέριο διαβιβάζεται μέσω υδατικού δείγματος για παραλαβή (purge) των πτητικών από το υπόστρωμα. Οι ενώσεις αυτές στη συνέχεια συλλέγονται με τη χρήση ψυχρής ή προσροφητικής παγίδας. 

	Στα μειονεκτήματά της συγκαταλέγονται ο αφρισμός του δείγματος που δεν επιτρέπει την on-line λειτουργία, λόγω υψηλών ταχυτήτων ροής. 

	Παρόλο που οι headspace τεχνικές περιορίζονται για ανάλυση πτητικών ενώσεων, μπορούν να συνδυαστούν με θερμική εκρόφηση για ανάλυση στερεών δειγμάτων και λιγότερο πτητικών συστατικών. Κατά τη θέρμανση του δείγματος σε υψηλή θερμοκρασία, τα πτητικά συστατικά εκφροφώνται θερμικά από τα στερεά δείγματα και τα λιγότερο πτητικά είδη σε υδατικά ή στερεά δείγματα κατανέμονται ευκολότερα στην αέρια φάση. Πολλές φορές, όμως, η ύπαρξη συστατικών που είναι θερμικά ευαίσθητα και το υψηλό ποσοστό υγρασίας των εκροφημένων αερίου μίγματος, συχνά, εμποδίζουν τη χρήση της θερμικής εκρόφησης. 

	Η εκχύλιση υπερκρίσιμου ρευστού (SFE) είναι μία εναλλακτική λύση, επειδή τα υπερκρίσιμα ρευστά έχουν τις ιδιότητες των αερίων όσον αφορά τη μεταφορά μάζας και τα χαρακτηριστικά των υγρών όσον αφορά τη διαλυτική ικανότητα. Ωστόσο απαιτείται ακριβής διάταξη υψηλής πίεσης και μεγάλο ποσοστό υψηλής καθαρότητας. CO2 και, βέβαια, είναι δύσκολο να εφαρμοστεί on-site.

	 

	6.4.2. Εκχύλιση μεμβράνης

	 

	Η εκχύλιση μεμβράνης περιλαμβάνει δύο ταυτόχρονες διεργασίες: πολυμερή εκχύλιση από το υπόστρωμα του δείγματος και αέρια εκχύλιση από την πολυμερή φάση. Σε πιο πρόσφατες εξελίξεις, χρησιμοποιούνται κοίλες ίνες (hollow fibers) με σημαντικά μεγαλύτερο λόγο ειδικής επιφάνειας/ όγκο από τις επίπεδες μεμβράνες και έτσι πιο αποτελεσματική εκχύλιση. Μπορεί δε να συζευχθεί άμεσα με MS ή GC για συνεχή παρακολούθηση (monitoring). Συνήθως εφαρμόζεται για πτητικές ενώσεις, αλλά με χρήση υψηλής πίεσης αερίου μπορεί να εφαρμοστεί και σε ημιπτητικές.

	Μειονεκτήματα της τεχνικής είναι η αργή απόκριση της μεμβράνης σε μεταβολή της συγκέντρωσης και η περιορισμένη δυνατότητα στον προσδιορισμό πολικών ενώσεων, επειδή δεν υπάρχουν στο εμπόριο πολικές μεμβράνες, αυτό, βέβαια, στο μέλλον μπορεί να αλλάξει, αν λάβουμε υπόψη την ταχεία πρόοδο στην τεχνολογία των πολυμερών. 

	Οι τεχνικές μεμβράνης εφαρμόζονται για: 

	 

	1. καθαρισμό, 

	2. προσυγκέντρωση και 

	3. διαχωρισμό.

	 

	Μεμβράνες από οργανικά πολυμερή π.χ. PTFE, Nylon, PVC, κυτταρίνη, ίνες υάλου, χρησιμοποιούνται στη διήθηση, και στην SPE με τεχνολογία δίσκων.

	Η μεταφορά του συστατικού γίνεται με διάχυση ως αποτέλεσμα διαφορετικής:

	 

	- χημικής ιδότητας (συγκέντρωση) ή

	- ηλεκτροχημικής ιδιότητας (φορτίο)

	 

	Μπορεί να επιτευχθεί η διάχυση παρεμποδίσεων προς το δέκτη οπότε επέρχεται καθαρισμός του δότη, ή πιο συχνά: η διάχυση του καθαρού συστατικού προς το δέκτη και η παραμονή των παρεμποδίσεων στο δότη. Το δε σύστημα μπορεί να είναι είτε στατικό είτε συνεχούς ροής. Οι πιο συνήθεις τεχνικές περιλαμβάνουν:

	 

	
		υπερδιήθηση,

		αντίστροφη ώσμωση,

		διαπίδυση

		μικροδιαπίδυση

		ηλεκτροδιαπίδυση



	 

	Η μεμβράνη μπορεί να έχει διάφορες μορφές όπως: Φύλλο, Ρολλό, Δίσκος, Κάψουλα, Μικροστήλη (cartridge), Σπιράλ, Κοίλη ίνα (hollow fiber) κ.λπ. Ως Δότης θεωρείται το Δείγμα, ενώ ως Δέκτης το άλλο διάλυμα, ρυθμιστικό ή νερό.

	      

	6.4.2.1. Μικροδιαπίδυση (Microdialysis)

	 

	Η μικροδιαπίδυση είναι μία βιοαναλυτική μέθοδος δειγματοληψίας για τη μελέτη συστατικών στον εξωτερικό χώρο των κυττάρων σε ζωντανούς ιστούς. Μπορεί να εφαρμοστεί σε μελέτες που γίνονται σε ζώα, φυτά, καλλιέργειες κυττάρων και μπύρες στο στάδιο της ζύμωσης.

	Δεν εισάγονται ούτε απομακρύνονται υγρά από τους ιστούς, ενώ μπορούν να ληφθούν πληροφορίες σχετικά με τις συγκεντρώσεις των συστατικών που ενδιαφέρουν σε συγκεκριμένους ιστούς από πειραματόζωα, τα οποία έχουν τις αισθήσεις τους και κινούνται ελεύθερα, κάθε λίγα λεπτά, για περιόδους που διαρκούν μέχρι ορισμένες ημέρες.

	Η μικροδιαπίδυση επιτυγχάνεται εισάγοντας μία μικροσκοπική μεμβράνη διαπίδυσης στο ζωντανό ιστό και έχει τα ακόλουθα χαρακτηριστικά:

	 

	
		Η μεμβράνη αποτελεί μέρος ενός σωλήνα (probe) που διαρρέεται από ένα ισοτονικό υγρό (perfusion) σε σταθερή ταχύτητα ροής. 

		Η διαφορά ανάμεσα στη συγκέντρωση του συστατικού στον ιστό και στο υγρό προκαλεί διαβάθμιση στη συγκέντρωση, που οδηγεί σε μεταφορά του συστατικού κατά μήκος της μεμβράνης διαπίδυσης. 

		Επειδή η διάχυση είναι διπλής κατεύθυνσης, η ίδια διάταξη μπορεί είτε να εισάγει, είτε να δέχεται συστατικά από τον επιθυμητό ιστό.

		Τα δείγματα είναι καθαρά χωρίς πρωτεΐνες, άρα δεν απαιτούν προκατεργασία πριν την ανάλυση. 

		Η ανάλυση στη συνέχεια μπορεί να γίνει με υγρή χρωματογραφία, τριχοειδή ηλεκτροφόρηση ή ανοσοενζυμικές τεχνικές.



	 

	Σε σχέση με τη λήψη αίματος, η μικροδιαπίδυση έχει τα ακόλουθα πλεονεκτήματα:

	 

	
		Δεν υπάρχει απώλεια συστατικού.

		Τα δείγματα είναι ελεύθερα πρωτεϊνών, έτοιμα για ανάλυση.

		Δεν υπάρχει απώλεια αίματος ή άλλου βιολογικού υγρού.

		Μεγάλη συχνότητα δειγματοληψίας.

		Αποφεύγεται ο τραυματισμός του υποκειμένου.

		Δυνατότητα παροχής φαρμάκου με ταυτόχρονη δειγματοληψία.



	 

	Σε σχέση με άλλες τεχνικές: Δε χρειάζεται να θυσιαστεί το πειραματόζωο και εξάγονται πιο αντιπροσωπευτικά συμπεράσματα.

	 

	6.4.2.2. Υπερδιήθηση

	 

	Η υπερδιήθηση είναι μέθοδος αποχωρισμού των στερεών σωματιδίων τα οποία περιέχονται στο υγρό με τη χρήση πορώδους (ημιπερατής) μεμβράνης.

	Η υπερδιήθηση είναι μία διαδικασία διήθησης σε επίπεδο εκατοντάδων Angstrom. Αυτό, πρακτικά σημαίνει ότι το μέσο διήθησης έχει πόρους μικρότερους από το μέγεθος ιού και βακτηρίου. Η τεχνική αυτή εφαρμόζεται ευρύτατα στα νοσοκομεία, όπου χρησιμοποιούνται ειδικές συσκευές υπερδιήθησης για τον καθαρισμό του αίματος των ασθενών με νεφρική ανεπάρκεια, τις γνωστές ως συσκευές αιμοκάθαρσης.

	Η πολύ επιλεκτική διαπερατότητα της ανισότροπης, υδρόφιλης μεμβράνης υπερδιήθησης Ultracel® οφείλεται στην κατανομή στενού μεγέθους πόρων. Tυπικά, οι συσκευές Centrifree ® συγκρατούν το 99,9% της πρωτεΐνης του ορού και < 5% L-θυροξίνης (0,1 mg/mL σε 0,1 Μ NaOH).

	 

	Στον Πίνακα 6.2 αναφέρονται οι κυριότερες διαχωριστικές διεργασίες με χρήση μεμβρανών και οι –εφαρμογές τους.

	 

	
		
				Διεργασία διαχωρισμού

				Κινητήρια δύναμη

				Μηχανισμός διαχωρισμού

				Εφαρμογές

				Δομή μεμβράνης

		

		
				Διαπίδυση

				Διαφορά συγκέντρωσης

				Διαφορά στην ταχύτητα διάχυσης

				Διαχωρισμός ενώσεων υψηλού και χαμηλού μοριακού βάρους

				Συμμετρική, πορώδης/μη-πορώδης

		

		
				Ώσμωση

				Διαφορά συγκέντρωσης

				Διαφορά στην ταχύτητα διάχυσης

				Αφαλάτωση νερού

				Συμμετρική, πορώδης

		

		
				Υπερδιήθηση

				Διαφορά πίεσης
 (1-10 Mpa)

				Διαφορά στη διαλυτότητα και στην ταχύτητα διάχυσης

				Διαχωρισμός ενώσεων χαμηλού μοριακού βάρους από διαλύματα

				Ασύμμετρη, μη-πορώδης (0.1-1nm)

		

		
				Ultra διήθηση

				Διαφορά πίεσης
(50kPa-1MPa)

				Διαπίδυση μεμβράνης

				Διαχωρισμός ενώσεων υψηλού και χαμηλού μοριακού βάρους

				Ασύμμετρη, πορώδης (1-100 nm)

		

		
				Μικροδιήθηση

				Διαφορά πίεσης
(10-100kPa)

				Διαπίδυση μεμβράνης

				Διήθηση βακτηρίων

				Συμμετρική, πορώδης
 (100-1000 nm)

		

		
				Ηλεκτροδιαπίδυση

				Διαφορά δυναμικού

				Εκλεκτική μεταφορά ιόντων

				Αφαλάτωση νερού

				Συμμετρική, ιοντική

		

		
				Ηλεκτροώσμωση

				Διαφορά δυναμικού

				Διαφορά στην ταχύτητα διάχυσης

				Ξήρανση εδαφικών δειγμάτων

				Συμμετρική, ιοντική

		

		
				Αέριας φάσης

				Διαφορά πίεσης

				Διαφορά στη διαλυτότητα και στην ταχύτητα διάχυσης

				Διαχωρισμός αερίων μιγμάτων

				Ασύμμετρη, μη-πορώδης

		

		
				Υπερεξάτμιση

				Διαφορά πίεσης

				Διαφορά στη διαλυτότητα και στην ταχύτητα διάχυσης

				Διαχωρισμός αερίων μιγμάτων

				Ασύμμετρη, μη-πορώδης

		

	

	 

	Πίνακας 6.2. Διαχωριστικές Διεργασίες Με Χρήση Μεμβρανών-Εφαρμογές
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