
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 14: Εφαρμογές της Ατομικής Φασματομετρίας στη Βιοανάλυση

	 

	Γεώργιος Ζαχαριάδης

	

	Σύνοψη

	Το κεφάλαιο αυτό περιλαμβάνει ορισμένες τυπικές εργαστηριακές τεχνικές προκατεργασίας και ανάλυσης βιολογικών υλικών με στόχο τον προσδιορισμό μεταλλικών ιχνοστοιχείων. Οι τεχνικές αυτές μπορούν να εφαρμοστούν με μικρές διαφοροποιήσεις σε διάφορα βιολογικά υποστρώματα, όπως ιστούς εσωτερικών οργάνων οι οποίοι λαμβάνονται με βιοψία ή εγχειρητικά, τρίχες, δέρμα, βιολογικά υγρά όπως ολικό αίμα, ορός αίματος, λεμφικό υγρό, ούρα, σίελος, βλέννα, δάκρυα, κ.ά. Επιπλέον, περιγράφονται εφαρμογές από τις πλέον εύχρηστες τεχνικές της Ατομικής Φασματομετρίας, με στόχο τον ποσοτικό προσδιορισμό τοξικών ή απαραίτητων στον οργανισμό ιχνοστοιχείων. Οι τεχνικές αυτές είναι χρήσιμα εργαλεία στη βιοανάλυση, την κλινική ανάλυση, τη φαρμακευτική ανάλυση καθώς και στην τοξικολογική ανάλυση, ιδιαίτερα όταν είναι διαθέσιμες μικρές ποσότητες των βιολογικών δειγμάτων για ανάλυση. 

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση

	Για την εφαρμογή των τεχνικών αυτών είναι απαραίτητες οι βασικές γνώσεις Ενόργανης Χημικής Ανάλυσης, και ιδιαίτερα της Ατομικής Φασματομετρίας, καθώς και γνώσεις χειρισμού και προκατεργασίας βιολογικών δειγμάτων.

	 

	14.1. Εισαγωγικά

	 

	Ο προσδιορισμός του ολικού φορτίου του δείγματος σε κάθε μέταλλο μπορεί να γίνει με τη Φασματομετρία Ατομικής Απορρόφησης με φλόγα ή φούρνο γραφίτη (FAAS, ETAAS) ή εφόσον είναι διαθέσιμη, με τεχνικές της φασματομετρίας επαγωγικά συζευγμένου πλάσματος (ICP-MS και ICP-AES). Σε κάποιες από τις τεχνικές αυτές, η ανάλυση απαιτεί ελάχιστη μάζα δείγματος μερικές δεκάδες mg ή μL. Εντούτοις, όσο μεγαλύτερη είναι η διαθέσιμη ποσότητα τόσο περισσότερες επαναληπτικές αναλύσεις μπορεί να γίνουν, ώστε να βελτιωθεί η αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. 

	Καταρχήν στη χημική ανάλυση είναι επιθυμητό να περιορίζονται τα στάδια προκατεργασίας του δείγματος στο ελάχιστο, με σκοπό την αποφυγή επιμολύνσεων ή απωλειών αλλά και την ταχύτερη ολοκλήρωση της ανάλυσης. Αν είναι εφικτό, όπως περιγράφεται παρακάτω, παρακάμπτεται η προκατεργασία του δείγματος. Σε όλες τις άλλες περιπτώσεις, όμως, που δεν είναι εφικτό να παρακαμφθεί, εφαρμόζονται με προσοχή όλα τα απαιτούμενα στάδια, ώστε να προκύπτουν αξιόπιστα ποσοτικά αποτελέσματα. Ειδικότερα εφαρμόζονται οι παρακάτω τεχνικές προκατεργασίας: 

	 

	Απευθείας εισαγωγή με έγχυση ή τοποθέτηση: Η τεχνική αυτή μπορεί να εφαρμοστεί για ανάλυση στην τεχνική ETAAS. Στην περίπτωση αυτή είτε γίνεται έγχυση του ακατέργαστου βιολογικού υγρού απευθείας στο φούρνο θερμαινόμενου γραφίτη είτε τοποθέτηση του στερεού ιστού στην πλατφόρμα του φούρνου. Λόγω της απλότητας και της ταχύτητάς της η συγκεκριμένη τεχνική είναι χρήσιμη σε κάποιες αναλύσεις ρουτίνας. Η εφαρμογή της τεχνικής αυτής, όμως, περιορίζεται εξαιτίας των μεγάλων σημάτων υποβάθρου, γι’ αυτό και δεν έχει πολύ καλά χαρακτηριστικά επίδοσης συγκρινόμενη με τις άλλες τεχνικές.

	 

	Χημική τροποποίηση: Ορισμένες ενώσεις αποτελούν χημικούς τροποποιητές (chemical modifiers) και τροποποιητές υποστρώματος (matrix modifiers) κατά τη διάρκεια του προγράμματος ατομοποίησης, στην περίπτωση που χρησιμοποιείται η τεχνική της φασματομετρίας ατομικής απορρόφησης φούρνου θερμαινόμενου γραφίτη. Ειδικά για τον προσδιορισμό μετάλλων σε βιολογικά υποστρώματα, ως χημικοί τροποποιητές μπορούν να χρησιμοποιηθούν τα Pd, Pd+Mg, Mg(NO3)2, NH4NO3, ΝΗ4Η2PO4, (NH4)2HPO4, (ανάλογα με το προσδιοριζόμενο στοιχείο) αλλά και η κατεργασία με μέταλλα, όπως Pt, Zr, Ru, Rh, Ir, τα οποία παίζουν το ρόλο του σταθεροποιητή ή συμβάλλουν στον περιορισμό της φθοράς του φούρνου θερμαινόμενου γραφίτη. Οι χημικοί τροποποιητές, δηλαδή, δημιουργούν θερμικά πιο σταθερές ενώσεις του προσδιοριζόμενου στοιχείου είτε μεταβάλλουν τα χαρακτηριστικά των άλλων συστατικών του υποστρώματος, ώστε να περιορίζεται η αρνητική τους επίδραση. 

	 

	Αραίωση: Αν πρέπει οπωσδήποτε να αποφευχθούν οι δραστικές τεχνικές προκατεργασίας όπως π.χ. οξειδωτική πέψη, σε ορισμένους τύπους βιολογικών δειγμάτων είναι δυνατό το δείγμα, απλώς, να αραιώνεται με διάφορα αντιδραστήρια, π.χ. αραιό HNO3, διάλυμα Triton X-100, διοξάνιο, κ.ά., και να εισάγεται με τη μορφή αυτή στον αναλυτή. Η τεχνική αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τα βιολογικά υγρά, που λόγω των αιωρουμένων στερεών και του ιξώδους τους δεν μπορούν να εγχυθούν άμεσα αλλά μόνο μετά από αραίωσή τους. Οι πρωτεΐνες μπορούν να προκαλέσουν απόφραξη του νεφοποιητή. Μια αναλογία αραίωσης από 1:20 έως 1:50 για το ολικό αίμα, 1:5 έως 1:10 για τον ορό και 1:1 έως 1:5 για τα ούρα είναι συνήθως επαρκής, αρκεί να μην προκύπτει τελικά μη μετρήσιμη συγκέντρωση του προσδιοριζόμενου συστατικού.

	 

	Αποπρωτεΐνωση: Η αποπρωτεΐνωση εφαρμόζεται συχνότερα στην ανάλυση βιολογικών υγρών. Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών είναι γενικά απλή και γρήγορη μέθοδος, είτε αποσκοπεί στην απομάκρυνσή τους είτε τελικά στην παραλαβή τους για περαιτέρω μεταλλομική μελέτη. Ως αντιδραστήρια μπορούν να χρησιμοποιηθούν το νιτρικό οξύ (HNO3) σε περιεκτικότητα 2-10 % m/v, το τριχλωρο-οξικό οξύ (TCA) σε περιεκτικότητα 5 - 10 % m/v, το υπερχλωρικό οξύ (HClO4), ή άλλα αντιδραστήρια, ανάλογα με την επακόλουθη ανάλυση. Συνήθως, εφαρμόζεται διαδοχικά και φυγοκέντριση για καλύτερο διαχωρισμό.

	 

	Εκχύλιση υγρού-υγρού: Πιο περιορισμένη στους προσδιορισμούς μετάλλων σε βιολογικά υποστρώματα είναι η χρήση της εκχύλισης υγρού – υγρού (LLE) με εκχυλιστικά, όπως η μεθυλο-ισοβούτυλο κετόνη, η ισοβουτυλική αλκοόλη, το χλωροφόρμιο κ.ά., συνήθως μετά από συναρμογή του μετάλλου που μας ενδιαφέρει με κατάλληλο υποκαταστάτη. Επιπλέον, σχετικές εφαρμογές βρίσκουν και η εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE), καθώς και η μικροεκχύλιση στερεάς φάσης σε ίνα (SPME). Επειδή τα ιόντα των μετάλλων, επιδιαλυτωμένα ή μη, είναι πολικά, ο σχηματισμός μη πολικής ένωσης συναρμογής βελτιώνει την εκχύλιση του μετάλλου στον οργανικό διαλύτη ή τη συγκράτησή του πάνω στη στερεή φάση της στήλης ή της ίνας. Η εκχύλιση εκτός από τεχνική διαχωρισμού θεωρείται και τεχνική προσυγκέντρωσης του στοιχείου. Με κατάλληλη επιλογή του εκχυλιστικού συστήματος μπορεί να γίνει εκλεκτική εκχύλιση συγκεκριμένου στοιχείου. Αντιδραστήρια που λειτουργούν ως χηλικοί συναρμοτές είναι διάφορες διθειοκαρβαμιδικές ενώσεις, όπως π.χ. το NaDDC (διαιθυλο-διθειοκαρβαμιδικό νάτριο), το APDC (πυρρολίδινο- διθειοκαρβαμιδικό αμμώνιο), κ.ά. Γενικά είναι γνωστό ότι τα διθειοκαρβαμιδικά δημιουργούν ενώσεις συναρμογής με πολλά μέταλλα. Ως οργανικοί διαλύτες, συνήθως, χρησιμοποιούνται το χλωροφόρμιο, η ισοβούτυλο-μεθυλο κετόνη (ΙΒΜΚ), που είναι εύφλεκτοι και συμβατοί με τους ατομοποιητές φλόγας∙ υστερούν, όμως, αναφορικά με τη χρήση σε ατομοποιητές φούρνου θερμαινομένου γραφίτη. Η εκλεκτικότητα της εκχύλισης μπορεί να βελτιωθεί με ρύθμιση του pH του δείγματος. Μειονέκτημα είναι ότι η διαδικασία της εκχύλισης υγρού-υγρού είναι επιπλέον στάδιο. επίσης, η τεχνική αυτή εφαρμόζεται μετά την κατεργασία του δείγματος, ώστε να προκύψει κάποιο υδατικό διάλυμά του. Κατ’ εξαίρεση ορισμένα μέταλλα εκχυλίζονται και χωρίς προηγούμενη πέψη, μετά από αποπρωτεΐνωση του ολικού αίματος ή του ορού με τη χρήση τριχλωροξικού οξέος ή ύστερα από διαδικασία αιμόλυσης, με κάποιο τασενεργό (π.χ. triton X-100).

	 

	Εκχύλιση στερεής φάσης: Σχετική εφαρμογή στους προσδιορισμούς μετάλλων σε βιολογικά υγρά βρίσκει η εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE, Solid Phase Extraction), καθώς και η μικροεκχύλιση στερεάς φάσης σε ίνα (SPME, Solid Phase Microextraction) είτε με εμβάπτισή της (Direct Immersion SPME) είτε από τον υπερκείμενο χώρο (Head-Space SPME). Με τις τεχνικές αυτές διευκολύνεται ο μορφοειδικός προσδιορισμός ενώσεων των μετάλλων, που έχουν ή αποκτούν μη πολικό χαρακτήρα. Η εκχύλιση στερεάς φάσης εκτός από τεχνική διαχωρισμού θεωρείται και τεχνική προσυγκέντρωσης του προσδιοριζόμενου στοιχείου.

	 

	Υγρή πέψη ή χώνευση: Ειδικά για τα μέταλλα, όταν είναι επιθυμητός ο προσδιορισμός της συνολικής συγκέντρωσής τους, συνήθως, χρησιμοποιείται μια αυτοτελής διαδικασία χώνευσης (ή πέψης, digestion) του δείγματος με δραστικές συνθήκες. Συχνή εφαρμογή βρίσκει η χρήση του ΗΝΟ3 μόνου ή σε συνδυασμό με Η2SO4 ή Η2Ο2 και παροχή ενέργειας είτε με μορφή μικροκυμάτων είτε με θέρμανση. Οι χωνεύσεις γίνονται σε ανοικτά δοχεία ή κλειστά δοχεία με πίεση. Φυσικά και άλλα μίγματα οξέων και ισχυρών οξειδωτικών μέσων μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την πέψη βιολογικών δειγμάτων. Σε κάποιες περιπτώσεις έχουν αναπτυχθεί ολόκληρες διατάξεις προκειμένου να πραγματοποιείται η πέψη των δειγμάτων σε συνεχή ροή ή με αρκετά αυτόματο τρόπο. 

	Η ξηρή τεφροποίηση: Εναλλακτικά είναι δυνατή η τεφροποίηση του βιολογικού υλικού σε θερμοκρασία μέχρι 550-600 οC μέσα σε φούρνο, με κάψα πορσελάνης, ή μέσα σε χαλαζιακά χωνευτήρια, σε κατάλληλους φούρνους μικροκυμάτων. Παρόλη, όμως, την απλότητά της η μέθοδος αυτή για την προκατεργασία βιολογικών δειγμάτων μπορεί να προκαλέσει απώλειες των προσδιοριζόμενων στοιχείων με μορφή πτητικών αλάτων τους ενώ εφαρμόζεται μόνο σε ειδικές βιοαναλυτικές μεθόδους. 

	 

	Γεννήτρια υδριδίων: Προσφέρει πολύ καλή ευαισθησία και εκλεκτικότητα για ορισμένα μέταλλα, αλλά δεν αντικαθιστά τις διαδικασίες προκατεργασίας, γιατί αν εφαρμοστεί απευθείας δεν παρουσιάζει καλή ανάκτηση. Η τεχνική αυτή εφαρμόζεται για τον προσδιορισμό As, Se, Te, Sb, Sn, με φασματομετρία ατομικής απορρόφησης. Με μια παραλλαγή της - μέθοδος «παραγωγής ψυχρού ατμού» - γίνεται προσδιορισμός ειδικά του Hg. Και οι δύο μορφές αποτελούν τις πρότυπες μεθόδους για τον προσδιορισμό αυτών των συγκεκριμένων μετάλλων στα βιολογικά δείγματα. Στην τεχνική των υδριδίων, αφού προηγουμένως διαλυτοποιηθεί το βιολογικό δείγμα με όξινη πέψη και απομακρυνθούν τα τυχόν οξειδωτικά, γίνεται αναγωγή των προσδιοριζόμενων στοιχείων με NaBH4 και παράγεται πτητικό υδρίδιο (π.χ. AsH3, SbH3) ή ατμός Hg0, τα οποία διαχωρίζονται με απαερίωση του μείγματος. Οδηγούνται στη συνέχεια στην κυψελίδα της φασματομετρίας ατομικής απορρόφησης, απαλλαγμένα από τα άλλα συστατικά του βιολογικού υποστρώματος και μετρώνται με σημαντική ευαισθησία.

	 

	Εκτομή και Εκρόφηση με χρήση laser: Οι σύγχρονες αυτές τεχνικές εφαρμόζονται στην ανάλυση στερεών βιολογικών δειγμάτων και δεν προκαλούν παρατηρήσιμες απώλειες στο υλικό του δείγματος. Στην εκτομή με laser (laser ablation, LA), ισχυρή ακτίνα laser εστιάζεται στην επιφάνεια του δείγματος ως έχει και προκαλεί εξόρυξη και εκτίναξη μικροσκοπικών τμημάτων του υλικού, τα οποία συμπαρασύρονται από ρεύμα αργού και οδηγούνται στον ατομοποιητή πλάσματος (ICP). Συνήθως, η τεχνική αυτή συνδυάζεται με φασματόμετρο μαζών, ή εναλλακτικά ατομικής εκπομπής. Στην εκρόφηση με laser υποβοηθούμενη από το υπόστρωμα (matrix assisted laser desorption ionization, MALDI), ισχυρή ακτίνα laser εστιάζεται στην επιφάνεια του δείγματος το οποίο έχει προκατεργαστεί με κατάλληλο αντιδραστήριο και προκαλεί όχι μόνο εκτίναξη μικροσκοπικών τμημάτων του υλικού αλλά και ιοντισμό τους, ώστε να προετοιμαστούν στη συνέχεια για ανάλυση στον αναλυτή μαζών ενός φασματόμετρου μαζών. 

	 

	14.2. Μέθοδος Προσδιορισμού Pb, Cd, Cr σε Ορό Αίματος και Ολικό Αίμα, με την Τεχνική ΕΤΑΑS

	 

	Τα δείγματα ορού αίματος προέρχονται από φυγοκεντρικό διαχωρισμό του κλάσματος των ερυθρών αιμοσφαιρίων και λήψη του υπερκείμενου υδατικού διαλύματος, το οποίο είναι περίπου υποκίτρινο έως άχρωμο και με ελάχιστο ποσοστό αιωρουμένων. Το τοξικά στοιχεία, όμως, όπως τα Pb, Cd, Cr, αν υπάρχουν λόγω έκθεσης του οργανισμού, ανιχνεύονται σε μικρότερες συγκεντρώσεις. Ο μόλυβδος για παράδειγμα κυμαίνεται, συνήθως, σε επίπεδα κάτω από 10-50 μg/L ανάλογα με την ηλικία και την έκθεση του οργανισμού. Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι επίπεδα πάνω από 100 μg/l θεωρούνται ότι χρήζουν ελέγχου και ενδεχόμενης θεραπείας. 

	Η τεχνική της φασματομετρίας ατομικής απορρόφησης με ηλεκτροθερμική ατομοποίηση (ETAAS) είναι από τις πιο ευαίσθητες τεχνικές και με σχετικά μικρό αριθμό παρεμποδίσεων, εφόσον ανήκει στην κατηγορία της ατομικής φασματομετρίας και αυτή χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό ιχνών τοξικών μετάλλων. Απαιτείται είτε πέψη του δείγματος (υγρή ή ξηρή) και στη συνέχεια αραίωσή του προς ένα υδατικό διάλυμα όλων των μεταλλικών στοιχείων, είτε απλή αραίωσή του με κάποιο διαλύτη, είτε απευθείας, όπως στη μέθοδο που περιγράφεται παρακάτω. Το ολικό αίμα αναλύεται, απαραιτήτως, μετά από διαλυτοποίησή του με υγρή όξινη πέψη ή τεφροποίηση ή επίδραση μικροκυμάτων, όπως προαναφέρθηκε, και μετατρέπεται σε διαυγή υγρή μορφή, όπου έχει οξειδωθεί το οργανικό περιεχόμενό του. Σε ορισμένες περιπτώσεις είναι εφικτή η άμεση εισαγωγή του δείγματος με την αρχική μορφή του, όπως όταν αναλύεται ορός αίματος, όμως και σ’ αυτήν την περίπτωση πιο ασφαλή αποτελέσματα λαμβάνονται μετά από υγρή πέψη του δείγματος. Τέλος, ακόμη και αν είναι στερεή η αρχική μορφή (π.χ. ιστός) είναι δυνατή η τοποθέτησή του δείγματος απευθείας στο φούρνο θερμαινόμενου γραφίτη, φυσικά σε περιορισμένη ποσότητα (λίγα mg) και με κατάλληλη βαθμονόμηση. 

	Εναλλακτικά, όπως προαναφέρθηκε, η δεύτερη μέθοδος στηρίζεται στην καύση και τεφροποίηση του αίματος ή του ορού, αφού το σύνολο της μάζας του είναι νερό και οργανική ύλη (C, H, O, N). Ορισμένο βάρος του δείγματος τοποθετείται σε κάψα πορσελάνης και καλύπτεται. Η τεφροποίηση γίνεται σε επαγωγικό φούρνο. Μετά την τεφροποίηση, το υπόλειμμα τέφρας παραλαμβάνεται με αραιό διάλυμα νιτρικού οξέος και αραιώνεται σε κατάλληλο μικρό όγκο για περαιτέρω ανάλυσή του. Στην περίπτωση αυτή δεν απαιτείται η προσθήκη κάποιου τροποποιητή της σύστασης του δείγματος αφού ήδη έχουν απομακρυνθεί τα οργανικά συστατικά, όμως πάντοτε είναι απαραίτητη η χρήση του διορθωτή υπόβαθρου σήματος.

	Η παρασκευή και χρήση των πρότυπων διαλυμάτων γίνεται ως εξής: παρασκευάζονται αρχικά πυκνά υδατικά διαλύματα των 1000 mg/L, με διάλυση κατάλληλης ποσότητας αλάτων τους (κατά προτίμηση νιτρικών αλάτων) σε 0,5 mol/L ΗΝΟ3, ή χρησιμοποιούνται προετοιμασμένα πυκνά διαλύματα που κυκλοφορούν στο εμπόριο, και παρασκευάζονται από αξιόπιστες εταιρείες με βάση διαδικασίες ιχνηλασιμότητας διεθνών οργανισμών προτυποποίησης. Τα πρότυπα διαλύματα εργασίας για την καμπύλη αναφοράς (working standards) παρασκευάζονται με διαδοχικές αραιώσεις των πυκνών διαλυμάτων με υπερκαθαρό ή διπλά απιονισμένο νερό, ώστε να προκύψουν τα εξής διαλύματα με συγκεντρώσεις που κυμαίνονται μεταξύ 0,50 - 1,00 – 2,00 - 5,00 – 10,0 – 20,0 - 50,0 μg/L, ανάλογα με το στοιχείο που προσδιορίζεται. Οι αραιώσεις πρέπει να γίνονται σε δύο φάσεις: πρώτα παρασκευάζεται διάλυμα των 10 mg/L και στη συνέχεια τα προαναφερόμενα διαλύματα εργασίας, ώστε να αποφεύγονται σφάλματα στη λήψη πολύ μικρών όγκων. Το pH όλων των διαλυμάτων ρυθμίζεται με ΗΝΟ3 σε 1-2, για την αποφυγή υδρόλυσης.

	Παράλληλα, με τη χρήση προτύπων διαλυμάτων για τη χάραξη των καμπυλών αναφοράς, πρέπει να χρησιμοποιούνται και πιστοποιημένα υλικά αναφοράς (CRMs) για τον έλεγχο της ακρίβειας και της πιστότητας της μεθόδου. Τα CRMs που έχουν υπόστρωμα αίματος ή ούρων, κυκλοφορούν στο εμπόριο με μορφή σκόνης η οποία έχει προκύψει από λυοφυλίωση αίματος ή ούρων αντίστοιχα∙ όταν πρόκειται να χρησιμοποιηθεί, γίνεται ανασύστασή του με διάλυση της σκόνης σε καθορισμένη ποσότητα νερού ή όξινου υδατικού διαλύματος και είναι έτοιμο για περαιτέρω ανάλυση.

	Το φασματόμετρο ατομικής απορρόφησης το οποίο χρησιμοποιείται, είναι προτιμότερο να είναι διπλής δέσμης και, επιπλέον, εξοπλισμένο με αυτόματο δειγματολήπτη-δειγματοδότη, για να διασφαλίζεται η επαναληψιμότητα και η αυτοματοποίηση της εισαγωγής των προς ανάλυση δειγμάτων. Όταν τέλος, είναι εξοπλισμένο και με διορθωτή θορύβου (π.χ. τύπου Zeeman, ή τύπου διακοπτόμενης δέσμης), τότε οι παρεμποδίσεις περιορίζονται στο ελάχιστο. Οι λυχνίες που χρησιμοποιούνται είναι λυχνίες κοίλης καθόδου για το Cr και λυχνίες εκκένωσης χωρίς ηλεκτρόδια για το Cd και to Pb. Ο σωλήνας γραφίτη περιέχει πλατφόρμα L’vov και είναι θερμαινόμενος είτε σε εγκάρσια διεύθυνση ως προς τη δέσμη είτε σε διαμήκη. Η πλατφόρμα θερμαίνεται αρχικά με ακτινοβολία από τα τοιχώματα του θερμού γραφίτη, οπότε η επιφανειακή θερμοκρασία της πλατφόρμας είναι υψηλότερη και πιο σταθερή, ώστε να περιορίζονται οι φυσικές και χημικές παρεμποδίσεις από το υπόστρωμα του δείγματος. Ο προσδιορισμός γίνεται με συνεχή ροή αργού (Ar), ώστε να απομακρύνονται τα πτητικά συστατικά του υποστρώματος τα οποία εξαχνώνονται κατά το στάδιο της πυρόλυσης, και ταυτόχρονα να προστατεύεται ο γραφίτης από οξείδωσή του από το ατμοσφαιρικό οξυγόνο. Η ροή αυτή διακόπτεται προσωρινά μόνο κατά το στάδιο της ατομοποίησης, για να γίνει η κυρίως μέτρηση. 

	Αρχικά προγραμματίζεται η διαδικασία εισαγωγής των προτύπων διαλυμάτων, των λευκών διαλυμάτων, των κυρίως δειγμάτων και της πολλαπλότητάς τους, των δειγμάτων-μαρτύρων (blind sanples) των δειγμάτων ελέγχου ποιότητας (quality control samples) και τέλος της θέσης των διαλυμάτων επαναρύθμισης της κλίσης της καμπύλης αναφοράς (reslope samples). Μετά την εισαγωγή του δείγματος στον ηλεκτροθερμικό ατομοποιητή, ενεργοποιείται μέσω του λογισμικού το πρόγραμμα ατομοποίησης. Η ατομοποίηση εξελίσσεται, συνήθως, σε τέσσερα τουλάχιστον στάδια, στα οποία καθορίζεται η θερμοκρασία, ο ρυθμός ανόδου της θερμοκρασίας, η διάρκεια διατήρησης της θερμοκρασίας και τέλος η ροή αργού. Τα τέσσερα στάδια είναι: 1) Στάδιο ξήρανσης του δείγματος, 2) Στάδιο πυρόλυσης ή αποτέφρωσης, 3) Στάδιο ατομοποίησης και μέτρησης και 4) Στάδιο καθαρισμού. Ρυθμίζεται το χαρακτηριστικό μήκος κύματος και η παροχή του αδρανούς αερίου στα 0,25-0,30 L/min. Τοποθετούνται τα δείγματα στις επιθυμητές υποδοχές του δειγματολήπτη, καταγράφονται οι θέσεις αυτές στον υπολογιστή και ρυθμίζεται ο όγκος έγχυσης στα 20, 25 ή 30 μL καθώς και η σειρά της έγχυσης τυχόν πρόσθετων αντιδραστηρίων, όπως αραιωτικών, τροποποιητών σύστασης, κλπ. Καταγράφονται τα προφίλ της ατομοποίησης, δηλαδή, τα γραφήματα απορρόφησης-χρόνου παραμονής στο στάδιο της ατομοποίησης και μετράται είτε το εμβαδόν κορυφής απορρόφησης (peak area) είτε το ύψος κορυφής απορρόφησης (peak height). Παράλληλα, εφόσον το όργανο είναι διπλής δέσμης, καταγράφεται και το εμβαδόν κορυφής απορρόφησης υποβάθρου (background peak area) και το ύψος κορυφής απορρόφησης υποβάθρου (background peak height). Στο Σχήμα 14.1, δίνονται τα προφίλ της ατομοποίησης για το υπόβαθρο καθώς και για το στοιχείο που προσδιορίζεται. Η ποσοτικοποίηση των στοιχείων τα οποία προσδιορίζονται, βασίζεται στην απορρόφηση των χαρακτηριστικών γραμμών τους και στη χρήση αντίστοιχης καμπύλης αναφοράς με προσομοιωμένα πρότυπα. Για να περιοριστεί ο κίνδυνος από τις παρεμποδίσεις του υποστρώματος, μπορεί να εφαρμοστεί η μέθοδος της προσθήκης προτύπου (standard addition). Απαραίτητες είναι τουλάχιστον 3-5 επαναληπτικές μετρήσεις για το κάθε δείγμα.

	Εκτελείται ο κάθε προσδιορισμός, ακολουθώντας το αντίστοιχο πρόγραμμα ατομοποίησης, όπως αναφέρεται στον επόμενο Πίνακα 14.1. Στον πίνακα αυτόν, περιγράφονται, επιπλέον, όλοι οι παράμετροι για τη μέθοδο, όταν χρησιμοποιείται φασματόμετρο με διορθωτή τύπου Zeeman, και προστίθενται και οι αντίστοιχες παράμετροι για τον προσδιορισμό των στοιχείων Fe και Co, εφόσον αυτό είναι επιθυμητό.
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	Σχήμα 14.1. Διάγραμμα ατομοποίησης μολύβδου, κατά την ανάλυση ορού αίματος, με την τεχνική της ETAAS. Η διακεκομμένη γραμμή αντιστοιχεί στο υπόβαθρο και η συνεχής στον Pb. Ο χρόνος ατομοποίησης πρέπει να είναι επαρκής, ώστε να επανέρχεται το σήμα του μολύβδου στη βασική γραμμή. 
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	Πίνακας 14.1. Παράμετροι σταδίων φούρνου γραφίτη και άλλες ρυθμίσεις για τον προσδιορισμό ορισμένων τοξικών και μη τοξικών μετάλλων σε ορό αίματος ή ολικό αίμα μετά από πέψη, με την τεχνική ETAAS και όργανο P-E 5100 ZL

	 

	14.3. Μέθοδος Προσδιορισμού Fe σε Ορό Αίματος και Ολικό Αίμα με την Τεχνική FAAS

	 

	Τα δείγματα ορού αίματος υποβάλλονται σε φυγοκεντρικό διαχωρισμό του κλάσματος των ερυθρών αιμοσφαιρίων και λήψη του υπερκείμενου υδατικού διαλύματος, το οποίο είναι περίπου υποκίτρινο έως άχρωμο και με ελάχιστο ποσοστό αιωρουμένων. Ο προσδιορισμός του σιδήρου μπορεί να γίνει με απευθείας εισαγωγή του αραιωμένου δείγματος ορού στη φλόγα του ατομοποιητή της φασματομετρίας ατομικής απορρόφησης (FAAS). Με την τεχνική αυτή, οι συνθήκες ατομοποίησης στη φλόγα είναι τόσο δραστικές ώστε είναι δυνατός ο ολικός προσδιορισμός του σιδήρου, είτε σε μορφή ελεύθερων ιόντων είτε αυτού που είναι στην αίμη είτε αυτού που είναι πρωτεϊνικά δεσμευμένου στην τρανσφερίνη, που άλλωστε είναι ελάχιστο στον ορό. Για τον προσδιορισμό, όμως, του σιδήρου σε δείγμα ολικού αίματος είναι απαραίτητη είτε η ξηρή αποτέφρωση του δείγματος σε χωνευτήριο πορσελάνης στους 550 οC και η παραλαβή της τέφρας με αραιό HCl είτε η υγρή όξινη οξειδωτική χώνευση του δείγματος σε ανοικτά ή κλειστά δοχεία με ΗΝΟ3 και αραίωση του υπολείμματος με αραιό HCl. Στην περίπτωση του ολικού αίματος λαμβάνονται ιδιαίτερες προφυλάξεις για να μην είναι αλλοιωμένο, ή πλημμελώς αποψυγμένο, και οπωσδήποτε να διατηρεί την ομοιογένειά του. Τα προκύπτοντα διαλύματα εισάγονται απευθείας στη φλόγα της FAAS είτε ως έχουν είτε με κατάλληλη αραίωση, παράλληλα με κατάλληλα πρότυπα διαλύματα και πιστοποιημένα υλικά αναφοράς. Μετράται η ατομική απορρόφηση με τη χρήση του χαρακτηριστικού μήκους κύματος απορρόφησης του σιδήρου, που είναι 248,3 nm, κατά προτίμηση με όργανο διπλής δέσμης. Η καμπύλη αναφοράς πρέπει να περιλαμβάνει τουλάχιστον 5-7 πρότυπα και η γραμμικότητα εκτείνεται μέχρι συγκέντρωση σιδήρου της τάξης των 10 mg/L στα τελικά διαλύματα. Με τον τρόπο αυτό προσδιορίζεται ποσοτικά η ολική συγκέντρωση του σιδήρου στον ορό και στο αίμα.

	 Ειδικότερα για τον προσδιορισμό του σιδήρου στον ορό, επειδή δεν είναι πάντοτε διαθέσιμη στα βιοαναλυτικά εργαστήρια η τεχνική της FAAS, συνήθως, εφαρμόζεται κάποια εναλλακτική φασματοφωτομετρική μέθοδος ή μια τυποποιημένη δοκιμασία (assay). Οι μέθοδοι αυτές σήμερα εκτελούνται με αυτόματους ή ημιαυτόματους αναλυτές. Στην περίπτωση αυτή, επειδή δεν εφαρμόζεται κάποια δραστική τεχνική προκατεργασίας ή ατομοποίησης, είναι απαραίτητη η αποδέσμευση του σιδήρου από την τρανσφερίνη και για το σκοπό αυτό χρησιμοποιείται για παράδειγμα κάποιο παράγωγο της γουανιδίνης. Με την προσθήκη ρυθμιστικού φωσφορικών (pH=4,8), που εκτός από την γουανιδίνη περιέχει και ασκορβικό οξύ (ή υδροχλωρική υδροξυλαμίνη) το οποίο δρα ως αναγωγικό, τα ιόντα του Fe+3 ανάγονται προς Fe+2. Ο δισθενής σίδηρος αντιδρά, τέλος, με φεροζίνη ή άλλη παρόμοια ένωση και σχηματίζεται ερυθροϊώδες παράγωγο που απορροφά σε μήκος κύματος περίπου 565 nm. Είναι απαραίτητη η χρήση τυφλού δείγματος για τη διόρθωση τυχόν παρεμποδίσεων λόγω θολότητας του ορού. Τα επίπεδα του Fe στον ορό κυμαίνονται, συνήθως, σε επίπεδα περίπου 0,5-1,5 mg/L (50-150 μg/dL) και χρειάζεται προσοχή στην αποτίμηση, όταν ο ασθενής ακολουθεί παράλληλα άλλη αγωγή με φάρμακα που έχουν ικανότητα να δεσμεύουν το σίδηρο.

	Αξίζει να αναφερθεί στο σημείο αυτό ότι ανεξάρτητα από τον προσδιορισμό του ολικού σιδήρου στο αίμα, η φερριτίνη είναι η κύρια πρωτεΐνη αποθήκευσης σιδήρου στους ιστούς και εμπλέκεται στην πρόσληψη, τη συσσώρευση και την απελευθέρωσή του στα κύτταρα. Βρίσκεται, σχεδόν, σε όλα τα κύτταρα, παρέχοντας έτσι μία εύκολα διαθέσιμη αποθήκη σιδήρου απαραίτητη για τη σύνθεση της αιμοσφαιρίνης και της αίμης. Περίπου τα δύο τρίτα των αποθεμάτων σιδήρου στο ανθρώπινο σώμα περιέχεται στη φερριτίνη. Άλλη αποθήκη σιδήρου είναι η αιμοσιδηρίνη, η οποία πιθανότατα αντιπροσωπεύει μια μορφή μετουσιωμένης φερριτίνης. Από χημική άποψη, η φερριτίνη είναι πρωτεΐνη που περιέχει 24 μονομερή αποφερριτίνης τα οποία συνδέονται για να σχηματίσουν ένα κοίλο σφαιρικό σωματίδιο (~ 450 kDa). Έως 4.000 άτομα του σιδήρου μπορεί να δεσμεύονται στον κατάλληλο τομέα του μορίου της, όπου αποθηκεύονται ως ιόντα Fe3+. Στα ανθρώπινα κύτταρα υπάρχουν δύο υπομονάδες της φερριτίνης: η ελαφριά (L) και η βαριά (Η). Τα μόρια στους ιστούς είναι ένα ετερογενές μίγμα, όπου η αναλογία των δύο αυτών υπομονάδων ποικίλλει. Στα φυσιολογικά άτομα, το 50 έως 81% της φερριτίνης είναι γλυκοζυλιωμένη. Παρόλο που μόνον ίχνη της υπάρχουν στο πλάσμα αίματος, αποτελεί δείκτη που αντανακλά την κατάσταση των αποθεμάτων σιδήρου στον οργανισμό και, επιπλέον, η μέτρηση στον ορό θεωρείται ιδανική, μη επεμβατική και εύκολη εξέταση. 

	Οι σύγχρονες αναλυτικές μέθοδοι προσδιορισμού της βασίζονται, κυρίως, σε ανοσοδοκιμασίες, όπως π.χ. ανοσοχημειοφωταύγεια, ενζυμοσύνδετη ανοσοροφητική δοκιμή (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), κλπ. Για τη μέτρηση στον ορό λαμβάνεται το δείγμα σε σωλήνες διαχωρισμού ορού, ή στο πλάσμα με τη χρήση δοκιμαστικών σωλήνων με EDTA. Ακολουθεί φυγοκέντριση και διαχωρισμός εντός 24 ωρών από τη συλλογή του δείγματος.
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