
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 13: Εφαρμογές Μεταλλομικής στη Βιοανάλυση

	 

	Γεώργιος Ζαχαριάδης

	 

	Σύνοψη

	Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται παραδείγματα από διάφορες ειδομορφικές και μεταλλομικές εφαρμογές όπου γίνεται ταυτοποίηση, χαρακτηρισμός και προσδιορισμός διαφόρων ειδών και ενώσεων μετάλλων, όπως μεταλλοπρωτεΐνες, μεταλλοθειονίνες, συζεύγματα μετάλλου-DNA, κλπ. Μια άλλη κατηγορία ενώσεων με βιοαναλυτικό και τοξικολογικό ενδιαφέρον η οποία περιλαμβάνεται στο κεφάλαιο αυτό, είναι οι οργανομεταλλικές ενώσεις και μεταβολίτες τους. Επιπλέον, περιγράφεται η σύγχρονη τεχνική του metal-tagging, όπου επισημασμένα με μέταλλα πρωτεϊνικά μόρια ανιχνεύονται και ταυτοποιούνται ευκολότερα με τους κατάλληλους ανιχνευτές. Στο πλαίσιο αυτό, οι διάφορες τεχνικές που παρουσιάζονται, περιλαμβάνουν συζευγμένες τεχνικές μοριακής ταυτοποίησης τύπου LC-MS ή LC-MS/MS, GC-MS, GC-MIP-AED καθώς και άλλες εξελιγμένες τεχνικές όπως ICP-MS και LA-ICP-MS, οι οποίες εκτός από την υψηλή ευαισθησία έχουν δυνατότητα στοιχειακής ή ατομικής ταυτοποίησης. 

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση

	Απαραίτητη προϋπόθεση για την κατανόηση των εφαρμογών που παρουσιάζονται είναι η γνώση των αρχών των συζευγμένων τεχνικών χημικής ανάλυσης και ιδιαίτερα αυτών που συνδυάζουν κάποια διαχωριστική τεχνική με πολύ ευαίσθητους ανιχνευτές.

	13.1. Γενικά για τη Μεταλλοδομική και Ειδομορφική Ανάλυση με Συζευγμένες Τεχνικές

	 

	Η σύζευξη μια φασματομετρικής τεχνικής με κάποια διαχωριστική όπως εκχύλιση υγρού-υγρού, εκχύλιση στερεής φάσης, μικροεκχύλιση στερεής φάσης, αέρια χρωματογραφία, υγρή χρωματογραφία, ιοντική χρωματογραφία, χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους, τριχοειδής ηλεκτροφόρηση, κλπ. πολλαπλασιάζει τις δυνατότητες ταυτοποίησης των ουσιών σε ένα βιολογικό υλικό. 

	 

	Μελέτη δομής με βιβλιοθήκες φασμάτων: Για την ταυτοποίηση των πιθανών μορφών των ιόντων με βάση το λαμβανόμενο φάσμα μαζών, στις τεχνικές της Φασματομετρίας Μάζας και στις συζευγμένες τεχνικές όπου το φασματόμετρο μάζας χρησιμοποιείται ως ανιχνευτής, είναι ιδιαίτερα χρήσιμες οι ηλεκτρονικές βάσεις δεδομένων (βιβλιοθήκες φασμάτων, libraries) που περιλαμβάνουν αρκετές χιλιάδες ή και δεκάδες χιλιάδες φασμάτων. Έτσι, σε κάθε μέτρηση το λαμβανόμενο φάσμα μαζών συγκρίνεται με αυτόματο τρόπο με όλα τα φάσματα της βιβλιοθήκης και εντοπίζονται εκείνες οι δομές που πλησιάζουν περισσότερο και έχουν όμοιο ή παρόμοιο φάσμα μαζών. Στη συνέχεια, ιεραρχούνται με βάση την ομοιότητά τους και προτείνονται οι πιθανότερες από αυτές ιεραρχικά, όπως φαίνεται στο σχήμα που ακολουθεί, όπου γίνεται σύγκριση ενός φάσματος μαζών που λαμβάνεται με την τεχνική της GC-MS και του εγγύτερου από τη βάση των φασμάτων. Εννοείται ότι για την οριστική ταυτοποίηση της ένωσης απαιτούνται και επιπλέον διαδικασίες.

	Ωστόσο, ενώ έχουν αναπτυχθεί αρκετές πλούσιες σε περιεχόμενο γενικές αλλά και ειδικές βάσεις φασμάτων μαζών από ενώσεις που μετρώνται με την τεχνική της GC-MS, δε συμβαίνει το ίδιο και στην περίπτωση της LC-MS. Αυτό οφείλεται: α) στο γεγονός ότι ένα φάσμα μαζών που λαμβάνεται από την τεχνική της GC-MS είναι αρκετά καθαρό από άλλα ιόντα ή ενώσεις προσθήκης (adducts), επειδή εκτός από το ήλιο που είναι το φέρον αέριο, δεν υπάρχει άλλη ουσία στην κινητή φάση, β) στο ότι στα λαμβανόμενα χρωματογραφήματα είναι συχνά πολύ καλύτερος ο διαχωρισμός των ενώσεων, που κατά τεκμήριο είναι πτητικές ή μετατρέπονται σε πτητικά παράγωγα, γ) στην περίπτωση της GC-MS είναι πιο διαδεδομένη η τεχνική του ιοντισμού με ηλεκτρόνια (electron ionization, EI), ενώ στην LC-MS χρησιμοποιούνται περισσότεροι εναλλακτικοί τρόποι ιοντισμού, όπως ο ESI, APCI, APPI, κλπ., με αποτέλεσμα τα φάσματα μαζών που προκύπτουν από την ίδια ένωση αλλά με διαφορετικούς τρόπους ιοντισμού, να έχουν αρκετές διαφορές μεταξύ τους. Ιδιαίτερη κατηγορία αποτελεί η τεχνική ιοντισμού MALDI η οποία χρησιμοποιείται για την άμεση εισαγωγή του βιολογικού δείγματος στο MS, με τη χρήση κατευθυνόμενης δέσμης laser απευθείας στο κατάλληλα επεξεργασμένο βιολογικό υπόστρωμα, οπότε για την περίπτωση αυτή χρειάζεται περαιτέρω εμπλουτισμός των βάσεων με φάσματα μαζών. 

	Λογισμικά τύπου Profiler: Για να αντιμετωπιστεί το προαναφερόμενο πρόβλημα στην περίπτωση της LC-MS, γίνονται συνεχώς προσπάθειες για τη διευκόλυνση της ταυτοποίησης άγνωστων ενώσεων μέσω των φασμάτων μαζών τους, όπως περιγράφεται παρακάτω. Στο λογισμικό των σύγχρονων φασματομέτρων μάζας υπάρχουν ενσωματωμένοι αλγόριθμοι (τύπου profiler) οι οποίοι επιτρέπουν τη μελέτη των ιόντων που ανιχνεύονται καθώς και τον υπολογισμό των πιθανών χημικών μορφών με βάση ορισμένα κριτήρια αλλά και με πολυπαραμετρικές στατιστικές μεθόδους. Μερικά από αυτά τα κριτήρια είναι:

	 

	α) ο ελάχιστος αριθμός των ατόμων άνθρακα, υδρογόνου, οξυγόνου, αζώτου, θείου, φωσφόρου, χλωρίου, άλλων αλογόνων, άλλων στοιχείων και μετάλλων,

	β) ο μέγιστος αριθμός των ατόμων των παραπάνω στοιχείων,

	γ) το είδος των ισοτόπων που θα ληφθούν υπόψη, ή κάποια μέση τιμή τους,

	δ) η πιθανότητα ακόρεστων δεσμών ή ειδικών δομών,

	ε) η πιθανότητα ύπαρξης στο ιόν κάποιας χαρακτηριστικής ομάδας ή ομόλογης σειράς,

	ε) ο κανόνας του αζώτου, (άρτια μάζα του 14N και περιττός αριθμός 7 ηλεκτρονίων), που διευκολύνει σε σημαντικό βαθμό την επεξεργασία φασμάτων μαζών που λαμβάνονται από αζωτούχες ενώσεις. 

	 

	Φασματομετρία μάζας HRMS: Ένα άλλο σημαντικό θέμα στη βιοανάλυση είναι η ακρίβεια των μετρούμενων μαζών των ιόντων που προκύπτουν μετά την έκλουση από τη χρωματογραφική στήλη και τον ιοντισμό τους. Ο αριθμός των δεκαδικών ψηφίων για την κάθε μάζα (ακριβέστερα για κάθε λόγο m/z) εξαρτάται από τη διακριτική ικανότητα του φασματομέτρου μάζας. Αν για παράδειγμα διαθέτουμε ένα απλό τετραπολικό αναλυτή στο φασματόμετρο μάζας και είναι συνδεδεμένος στην έξοδο ενός αέριου χρωματογράφου, τότε ανιχνεύουμε μάζες με ακρίβεια ακέραιου αριθμού (Σχήμα 13.1). 

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 13.1. Φάσμα μαζών ενός μεταβολίτη του σεληνίου (διμεθυλο-δισεληνιούχα) από GC-MS χαμηλής διακριτικής ικανότητας

	 

	Ωστόσο η ανίχνευση είναι χαμηλής διακριτικής ικανότητας. Αν, όμως, για παράδειγμα διαθέτουμε ένα «υψηλής διακριτικής ικανότητας φασματόμετρο μάζας» (High Resolution Mass Spectrometer, HRMS) ως ανιχνευτή συζευγμένο με ένα σύστημα HPLC, είναι δυνατή η ανίχνευση των μαζών με ακρίβεια τουλάχιστον μέχρι 3-4ου δεκαδικού (Σχήμα 13.2). Αυτό διευκολύνει περαιτέρω την ακριβέστερη ταυτοποίηση, επειδή οι πιθανές εναλλακτικές δομές ιόντων αποκλείονται ευκολότερα με βάση τον αναγκαίο συνδυασμό ισοτόπων ο οποίος μπορεί να δώσει τελικά τη συγκεκριμένη μάζα.

	 

	Ποσοτικοί προσδιορισμοί πρωτεϊνών και μεταλλοπρωτεϊνών με την τεχνική metal tagging: Ένα από τα σημαντικά προβλήματα που αντιμετωπίζει όχι μόνο η μεταλλομική ανάλυση αλλά ευρύτερα η πρωτεομική ανάλυση, είναι η μετάβαση από την ανίχνευση και ταυτοποίηση των πρωτεϊνών στον ποσοτικό προσδιορισμό τους. Οι διάφορες μορφές της φασματομετρίας μάζας παρόλη την ισχυρή ανιχνευτική τους ικανότητα, δεν μπορούν να δώσουν άμεσα ακριβή ποσοτικά αποτελέσματα με βάση τα λαμβανόμενα φάσματα μαζών, γιατί όπως αναφέρθηκε ήδη, το ποσοστό των ανιχνευομένων ιόντων (μητρικών και θυγατρικών) άρα και το εμβαδό των αντίστοιχων κορυφών εξαρτάται όχι μόνο από τον τρόπο του ιοντισμού αλλά και από τις υπόλοιπες συνθήκες που εφαρμόζονται στον εκάστοτε αναλυτή μαζών, ο οποίος εμπεριέχεται στο φασματόμετρο μάζας. Η παρεμβολή, μάλιστα, παγίδων ιόντων, κυψελών αντίδρασης με αέριο το οποίο αντιδρά με τα ιόντα, κ.ά. αποτελούν πρόσθετους παράγοντες που πρέπει να μελετώνται ως προς την επίδραση στο σήμα και να βελτιστοποιείται προσεκτικά η ποσοτική μέθοδος η οποία πρόκειται να εφαρμοστεί. Τέλος, και η παρουσία διάφορων άλλων ενώσεων μικρού, συνήθως, μοριακού βάρους στην κινητή φάση της έκλουσης η οποία δημιουργεί σύμπλοκα προσθήκης με τις προσδιοριζόμενες ενώσεις, περιπλέκει περισσότερο την ακριβή ποσοτικοποίησης. Έτσι, πέρα από τις μη εκλεκτικές φασματοφωτομετρικές μεθόδους ποσοτικού προσδιορισμού πρωτεϊνών (π.χ. Bradford, Biuret, Lowry, κ.ά.) υπάρχει ανάγκη εκλεκτικού ποσοτικού προσδιορισμού στοχευμένων πρωτεϊνών.  
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	Σχήμα 13.2. Φάσμα μαζών τριών σεληνοαμινοξέων (σεληνοκυστίνη, σεληνομεθειονίνη, σεληνοεθιονίνη,) από LC-MS υψηλής διακριτικής ικανότητας

	 

	Για να αντιμετωπιστεί το παραπάνω πρόβλημα έχουν αναπτυχθεί τεχνικές σήμανσης ή επισήμανσης (labelling, tagging) των πρωτεϊνών με κατάλληλα στοιχεία ή και ενώσεις, ώστε να καθίσταται δυνατή η ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών. Για παράδειγμα, ευρεία χρήση έχει η τεχνική της ισοτοπικής επισήμανσης (isotope labelling), όταν για παράδειγμα γίνεται αντικατάσταση ατόμων υδρογόνου 1Η με άτομα δευτερίου 2D ή ατόμων άνθρακα 12C με 13C. Στο λαμβανόμενο αποτέλεσμα υπάρχει αρκετό περιθώριο σφάλματος και τιμές αβεβαιότητας ±20% θεωρούνται αποδεκτές. Το πρόβλημα περιορίζεται κάπως, όταν υπάρχουν διαθέσιμα κάποια πρότυπα παρόμοιας σύστασης. Στις τεχνικές εντάσσονται και οι isotope-coded affinity tagging, isobaric tagging, stable isotope labeling with amino acids, κλπ. 

	Εξάλλου, η τεχνική της ICP-MS και δευτερευόντως η λιγότερο ευαίσθητη ICP-AES έχουν πολύ καλή δυνατότητα ποσοτικοποίησης, όμως αυτό το πλεονέκτημα δεν είναι άμεσα εκμεταλλεύσιμο στην περίπτωση όλων των πρωτεϊνών, παρά μόνον των μεταλλοπρωτεϊνών, οι οποίες περιέχουν, ήδη, μεταλλικά στοιχεία και μετά την ατομοποίηση είναι ευκολότερος ο προσδιορισμός τους, και έμμεσα η ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης ώς ένα βαθμό. Για να γίνει το πλεονέκτημα αυτό χρήσιμο στην ποσοτικοποίηση των υπολοίπων πρωτεϊνών και πεπτιδίων, θα πρέπει να ενσωματώνονται στο πρωτεϊνικό μόριο μέταλλα τα οποία είναι απίθανο να προϋπάρχουν εκεί, και στη συνέχεια να μετρώνται αυτά τα μέταλλα με την τεχνική της ICP-MS ή της ICP-AES. Προς την κατεύθυνση αυτή έχει αναπτυχθεί η γνωστή τεχνική MeCAT (Metal-Coded Affinity Tagging) κατά την οποία μετά από κάποιες σχετικά απλές χημικές διαδικασίες, μέταλλα της κατηγορίας των λανθανίδων (π.χ. 165Ho, 152Eu, 159Tb, 169Tm, 175Lu, κ.ά.). Συγκεκριμένα, άτομα κάποιου ισοτόπου της κατηγορίας των λανθανίδων ενσωματώνονται ομοιοπολικά μέσα στη δομή ενός μορίου 1,4,7,10-τετρααζακυκλοδωδεκανο-Ν,Ν',Ν'',Ν'-τετραοξικού οξέος (DOTA), και το χηλικό σύμπλοκο που προκύπτει στη συνέχεια, αντιδρά με την πρωτεΐνη και σχηματίζεται τεχνητά επισημασμένη μεταλλοπρωτεΐνη, η οποία ανιχνεύεται μετά από ατομοποίηση στην ICP-MS, όπως περιγράφεται στα Σχήματα 13.3 και 13.4. Με την τεχνική αυτή διευκολύνεται περισσότερο και η εφαρμογή της τεχνικής της ισοτοπικής αραίωσης με στόχο τη βελτίωση της ποσοτικοποίησης.
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	Σχήμα 13.3. Διαδικασία επισήμανσης πρωτεϊνών με τη μέθοδο MeTAC: αντίδραση ενός μορίου DOTA και ατόμων λανθανιδών (π.χ. όλμιο) και στη συνέχεια δέσμευση του χηλικού συμπλόκου στην πρωτεΐνη
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	Σχήμα 13.4. Χρωματογραφήματα επιλεγμένων μαζών που λαμβάνονται με την τεχνική SEC-ICP-MS. Οι εκλουόμενες πρωτεΐνες έχουν επισημανθεί με κατάλληλο ισότοπο κάποιου στοιχείου της κατηγορίας των λανθανιδών (τεχνική MeCAT), ώστε να είναι μονοσήμαντα μετρήσιμο και ποσοτικοποιήσιμο με την ICP-MS. Οι χρόνοι κατακράτησης στον άξονα x είναι σε min.

	 

	Τέλος, η ποσοτικοποίηση γίνεται για κάθε πρωτεϊνικό κλάσμα όπου ανιχνεύεται το μέταλλο, με τη γνωστή μέθοδο της καμπύλης αναφοράς, όπως περιγράφεται στο παράδειγμα του Σχήματος 13.5, ή εφόσον είναι εφικτό, με τη μέθοδο της προσθήκης προτύπου.
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	Σχήμα 13.5. Χρωματογραφήματα επιλεγμένων μαζών ισοτόπων του μετάλλου τα οποία λαμβάνονται με την τεχνική LC-ICP-MS με στόχο το σχηματισμό καμπύλης αναφοράς. Η ευθεία παλινδρόμησης στο ένθετο σχήμα, σχηματίζεται από τις συγκεντρώσεις του μετάλλου στο πρότυπο της μεταλλοπρωτεΐνης και τις αντίστοιχες τιμές σήματος στο ICP-MS.

	 

	13.2. Τεχνική SEC-ICP-MS για τον Προσδιορισμό Μεταλλοπρωεϊνών σε Εκχυλίσματα Βιολογικών Ιστών

	 

	Μια πολύ διαδεδομένη μέθοδος για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό των μεταλλοπρωτεϊνών σε εκχυλίσματα οργανικών ιστών βασίζεται στη σύζευξη της χρωματογραφίας αποκλεισμού μεγέθους (SEC) με τη φασματομετρία μάζας, με επαγωγικά συζευγμένο πλάσμα (ICP-MS). Με τη μέθοδο αυτή λαμβάνεται το προφίλ μεταλλοπρωτεϊνών και μεταλλοενζύμων και γενικότερα των μεγάλων βιομορίων τα οποία έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν μεταλλικά ιόντα. Η τεχνική είναι ιδιαίτερα χρήσιμη στη μεταλλομική ανάλυση, γιατί εκτός από τις πληροφορίες για το πρωτεϊνικό κλάσμα όπου μπορεί να είναι δεσμευμένα τα μέταλλα, είναι δυνατό με τη συγκεκριμένη τεχνική να αντληθούν και πληροφορίες για την τριτοταγή και τεταρτοταγή δομή των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Παράλληλα, εκτός από την παραπάνω τεχνική είναι χρήσιμο να προσδιορίζονται: α) η συνολική αναλυτική συγκέντρωση του κάθε μετάλλου μετά από όξινη υγρή πέψη ορισμένης ποσότητας του εκχυλίσματος και β) η συνολική πρωτεΐνη σε άλλη ποσότητα του εκχυλίσματος με την πρότυπη μέθοδο Bradford. 

	Χρησιμοποιούνται ομοιογενοποιημένα εκχυλίσματα από επεξεργασμένα δείγματα οργάνων, ιστών, καλλιεργειών κυττάρων κλπ. Μετά από αυτήν την κατεργασία των δειγμάτων, παραλαμβάνονται διαλύματα όπου έχουν εκχυλιστεί οι πρωτεΐνες, και ανάμεσά τους οι μεταλλοπρωτεΐνες. Στο σημείο αυτό, ενδεχομένως, να είναι απαραίτητο να υποβληθούν τα εκχυλίσματα και σε διήθηση. Αναλυτικότερα, ένα τμήμα του ιστού ή ένα μέρος από ενοποιημένα δείγματα ιστών από παρόμοια πειραματόζωα, υπόκειται σε επεξεργασία με κρυογονική ομογενοποίηση, σε κατάλληλη συσκευή που είναι μύλος και καταψύκτης ταυτόχρονα. Στη συνέχεια τα μεταλλικά βιομόρια εκχυλίζονται με ένα ρυθμιστικό διάλυμα, περίπου 3-5 mL ανά γραμμάριο του υλικού. Ακολουθεί φυγοκέντριση των εκχυλισμάτων για 1 ώρα σε ψυχόμενη υπερφυγόκεντρο. Τα τελικά εκχυλίσματα μπορούν να διατηρηθούν στους -80 °C, σε ατμόσφαιρα αζώτου, για την αποφυγή της οξείδωσής τους από τον ατμοσφαιρικό αέρα. Σημειώνεται ότι λόγω της φύσης της δέσμευσης του μετάλλου στις πρωτεΐνες αποφεύγονται ενεργειακά και χημικά δραστικές συνθήκες κατά την προκατεργασία του δείγματος, γιατί μ’ αυτές θα μπορούσε να απελευθερωθεί το μέταλλο από τη μεταλλοπρωτεΐνη και να χαθεί η πληροφορία για τη μοριακή δομή. 

	Ως πρότυπα μεταλλοπρωτεϊνών για την εξωτερική βαθμονόμηση, την κατασκευή καμπυλών αναφοράς και την ποσοτική αποτίμηση μπορεί να χρησιμοποιηθούν για μεν το Fe η φερριτίνη (περίπου 440-450 kDa, καθαρότητα >95%, 24 υπομονάδες), για τον Cu και τον Ζn η υπεροξειδική δισμουτάση (περίπου 32 kDa, καθαρότητα >70%), η βόεια αλβουμίνη ορού (περίπου 66,4 kDa, καθαρότητα >96%), η μεταλλοθειονίνη Ι που μπορεί να δεσμεύει Zn, Cu και Cd μέσω κυστεϊνών (περίπου 7 kDa, > καθαρότητα 95%), η βιταμίνη B12 (περίπου 1,35 kDa, > 96%) και η αναγμένη γλουταθειόνη (περίπου 307 Da, 98–100%). 

	Το χρωματογράφημα μπορεί να ολοκληρωθεί σε 15-40 min. Στο Σχήμα 13.6 δίνεται ένα παράδειγμα δύο χρωματογραφημάτων τα οποία λαμβάνονται με ανίχνευση της μάζας Cu-63 και της μάζας Zn-67. Ουσιαστικά με τον ανιχνευτή ICP-MS προσδιορίζεται η μάζα του κάθε μετάλλου που εκλούεται από τη στήλη SEC σε σχέση με το χρόνο (π.χ. σε pg/s). Αυτό συμβαίνει γιατί μετά τη διάσπαση όλων των ενώσεων και την ατομοποίηση των στοιχείων στο επαγωγικά συζευγμένο πλάσμα αργού, γίνεται στοιχειακή ανάλυση, χωρίς πλέον να υπάρχει κίνδυνος σύγχυσης του είδους της πρωτεΐνης μέσα στο οποίο υπήρχε το μεταλλικό στοιχείο. 

	Στη συνέχεια, με βάση το χρωματογράφημα και τα πρότυπα γίνεται αντιστοίχιση των μετάλλων σε πρωτεϊνικά κλάσματα ανάλογη με το κατά προσέγγιση μοριακό βάρος των πρωτεϊνών. Με τον τρόπο αυτό μπορεί στη συνέχεια να υπολογιστεί μια μοριακή αναλογία, δηλαδή πόσα άτομα του συγκεκριμένου μετάλλου δεσμεύονται στη δομή της πρωτεΐνης. Τα όρια ανίχνευσης για τα μέταλλα αυτά (π.χ. Fe, Cu και Zn) είναι της τάξης των pg έως ng. Η τεχνική (SEC-ICP-MS) έχει, επίσης, δυνατότητα αυτοματοποίησης με on-line έγχυση σε ροή. Αξίζει να σημειωθεί ότι στην τεχνική ICP-MS χρησιμοποιούνται μια σειρά από εξαιρετικώς καθαρά αέρια (>99.99%) σε ροές της τάξης των 1 έως 15 mL/min ανάλογα με το αέριο, και αυτό συνεπάγεται κάποιο πρόσθετο κόστος στην ανάλυση. Στον ατομοποιητή ICP απαιτείται αργό, ενώ στο φασματόμετρο μάζας ήλιο και υδρογόνο ως αέρια σύγκρουσης, θραυσματοποίησης και αντίδρασης αντίστοιχα.
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	Σχήμα 13.6. Χρωματογραφήματα με βάση την ατομική μάζα του χαλκού (κόκκινη γραμμή) και του ψευδαργύρου (μπλε γραμμή) που λαμβάνονται με την τεχνική SEC-ICP-MS. Οι εκλουόμενες μεταλλοπρωτεΐνες ανιχνεύονται έμμεσα με βάση το μετρήσιμο και ποσοτικοποιήσιμο με την ICP-MS χημικό στοιχείο. 

	 

	13.3. Τεχνική HPLC-IT-TOF-MS για τον Προσδιορισμό Ειδόμορφων Σεληνίου σε Βιολογικά Υγρά

	 

	Κατά την ανάλυση βιολογικών υγρών (ούρα, ορός, σίελα, κλπ.) έχει ενδιαφέρον ο ειδομορφικός προσδιορισμός διαφόρων μεταλλοενώσεων οι οποίες είτε αποτελούν ενώσεις των απαραίτητων ιχνοστοιχείων με βιομόρια είτε είναι μεταβολίτες τους. Τέτοιοι προσδιορισμοί γίνονται εφικτοί μετά από κατάλληλο χρωματογραφικό διαχωρισμό των ενώσεων και ανάλυση μαζών. Στο παράδειγμα αυτό θα περιγραφούν ορισμένα βασικά στοιχεία που αφορούν την τεχνική HPLC-IT-TOF-MS, σε σχέση με τον προσδιορισμό των ειδομορφών σεληνίου∙ δε θα περιγραφούν με λεπτομέρειες τα στάδια της προκατεργασίας των δειγμάτων, και ο χρωματογραφικός διαχωρισμός. Τονίζεται ότι είναι σημαντική η επιλογή των συνθηκών χημικού ιοντισμού (APCI) που επιλέχθηκε για την εφαρμογή αυτή. Με βάση αυτή τη μεθοδολογία λαμβάνεται το διπλό χρωματογράφημα του Σχήματος 13.7, για τις δύο πολικότητες.
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	Σχήμα 13.7. Ανίχνευση ειδομορφών σεληνίου με την τεχνική της HPLC-IT-TOF-MS. SeMet: σεληνομεθειονίνη, SeCys: σεληνοκυστίνη, SeEth: σεληνοαιθιονίνη, DMDSe: διμεθυλοδισεληνιούχα, DPhDSe: διφαινυλοδισεληνιούχα. Η μαύρη γραμμή αντιστοιχεί στο χρωματογράφημα που λαμβάνεται με την εφαρμογή θετικού ιοντισμού και η γκρίζα γραμμή σ’ αυτό που λαμβάνεται με αρνητικό ιοντισμό. Και στις δύο περιπτώσεις αποτυπώνεται στο γράφημα το χρωματογράφημα του συνολικού ρεύματος των ιόντων (TIC chromatogram).

	

	Με βάση το χρωματογράφημα του Σχήματος 13.7, είναι φανερό ότι επιτεύχθηκε καλός διαχωρισμός των επιμέρους ειδομορφών. Ωστόσο η περίπτωση αυτή είναι σπάνια και προκύπτει όταν αναλύονται απλά βιολογικά υγρά δείγματα. Συνήθως, όμως, δεν είναι ξεκάθαρος ο διαχωρισμός των ενώσεων στα διάφορα δείγματα, επειδή συνεκλούονται με πλήθος από άλλες ενώσεις, χωρίς να διαχωρίζονται επαρκώς. Οι δυνατότητες, όμως, ενός ανιχνευτή τύπου Φασματομέτρου Μάζας επιτρέπουν τη σαφέστερη απεικόνιση του διαχωρισμού, επειδή αμέσως μετά τη στιγμή της έκλουσης και συνεχώς όσο διαρκεί το χρωματογράφημα, γίνεται ανάλυση και ανίχνευση όλων των ιόντων που προκύπτουν. Επομένως, είναι δυνατό στη συνέχεια να ληφθεί μια άλλη μορφή του χρωματογραφήματος, όπου, ενώ ο άξονας των x θα αναφέρεται και πάλι στο χρόνο κατακράτησης, ο άξονας των y θα αναφέρεται στην αφθονία συγκεκριμένου χαρακτηριστικού ιόντος. Με τον τρόπο αυτό εντοπίζεται σαφέστερα η κάθε ειδομορφή και ουσία που μας ενδιαφέρει. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα λαμβάνεται το χρωματογράφημα του Σχήματος 13.8, όπου εμφανίζονται, ταυτόχρονα, τα επιμέρους χρωματογραφήματα για κάθε χαρακτηριστικό ιόν από τις ειδομορφές σεληνίου. 

	Tονίζεται ότι μέχρι το σημείο αυτό η μελέτη αφορά την ποιοτική ανίχνευση των προσδιοριζόμενων ενώσεων. Για την ποσοτικοποίηση των επιμέρους αναλυτών είναι απαραίτητη η χρήση καμπυλών αναφοράς, κατά προτίμηση με βάση το εμβαδό κορυφής. Αν και είναι επιθυμητό να χρησιμοποιούνται οι κορυφές του ολικού ρεύματος ιόντων (TIC), δηλαδή το αρχικά λαμβανόμενο χρωματογράφημα, αυτό προϋποθέτει ικανοποιητικό διαχωρισμό της κάθε ένωσης από οποιαδήποτε άλλη εκλουόμενη ένωση, πράγμα που είναι δύσκολο να επιτευχθεί. Επειδή, λοιπόν, αυτό δεν είναι εφικτό, εναλλακτικά μπορεί να χρησιμοποιηθεί το χρωματογράφημα με βάση επιλεγμένα ιόντα (SIC), έχοντας υπόψη ότι η κάθε κορυφή έχει πολύ μεγάλη εξάρτηση από τις στιγμιαίες συνθήκες στο στάδιο του ιοντισμού αλλά και τους περιορισμούς του ανιχνευτή του MS. 
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	Σχήμα 13.8. Ανίχνευση ειδομορφών σεληνίου με την τεχνική της HPLC-IT-TOF-MS. Εμφανίζονται κατά σειρά πρώτα τα σεληνοαμινοξέα, σεληνοκυστίνη και σεληνομεθειονίνη, ακολουθούν τα διμεθυλοδισεληνιούχα, στη συνέχεια η σεληνοαιθιονίνη, και τέλος με διπλή κορυφή τα διφαινυλοδισεληνιούχα. Δεξιά καταγράφονται τα αντίστοιχα χαρακτηριστικά ιόντα και σε παρένθεση ο θετικός ή αρνητικός ιοντισμός. Και στις δύο περιπτώσεις αποτυπώνεται στο γράφημα το χρωματογράφημα επιλεγμένων ιόντων (SIM chromatogram).

	 

	Γίνεται φανερό ότι στις μελέτες αυτές είναι απαραίτητο να ανιχνεύονται ορισμένα χαρακτηριστικά ιόντα που συμβάλλουν στην ασφαλέστερη ταυτοποίηση των διάφορων ειδομορφών. Ο μετρούμενος λόγος m/z των ιόντων αυτών είναι πολύ πιθανό εξαιτίας μικρών πειραματικών σφαλμάτων να αποκλίνει από την ονομαστική του τιμή, δηλαδή τη θεωρητικά υπολογιζόμενη, και αυτή η απόκλιση πρέπει να είναι μικρή και να υπολογίζεται, όπως περιγράφεται αναλυτικά στον Πίνακα 13.1. Η έκφραση ppm είναι ειδική έκφραση απόκλισης (μέρη ανά εκατομμύριο) η οποία χρησιμοποιείται στη φασματομετρία μάζας υψηλής διακριτικής ικανότητας και δεν έχει σχέση με την έκφραση της περιεκτικότητας ppm. Απλώς συμπίπτουν συντομογραφικά.
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	Πίνακας 13.1. Παράδειγμα με μάζες ιόντων οργανοσεληνιούχων ενώσεων και σεληνοαμινοξέων και η ακρίβειά τους κατά τον προσδιορισμό τους με την τεχνική HPLC-IT-TOF-MS

	 

	13.4. Τεχνικές LLE και SPME σε Σύζευξη με GC-MIP-AED και GC-MS για τον Προσδιορισμό Ειδόμορφων Κασσιτέρου σε Βιολογικά Υγρά

	 

	Ο εκλεκτικός ειδομορφικός προσδιορισμός του κασσιτέρου είναι ιδιαίτερα χρήσιμος στην τοξικολογική ανάλυση. Στις προσδιοριζόμενες ειδομορφές περιλαμβάνονται, συνήθως, αλκυλο- και φαινυλο- ενώσεις του κασσιτέρου που στο παρελθόν χρησιμοποιήθηκαν ως αντιμυκητιασικά υφαλοχρώματα, ενώ σήμερα έχουν μόνο άλλες χρήσεις (π.χ. σε ορισμένους τύπους πολυμερών). Επειδή οι ενώσεις αυτές καταρχήν είναι σε μορφή αλάτων (συνήθως χλωριούχων) και σε διάλυμα έχουν ιοντική μορφή, δεν είναι ιδιαίτερα πτητικές. Επομένως, για το διαχωρισμό τους με την τεχνική της αέριας χρωματογραφίας απαιτείται παραγωγοποίησή τους, ώστε να γίνουν μοριακές και περισσότερο πτητικές. Αυτό επιτυγχάνεται με αλκυλίωσή τους με τη χρήση αλκυλιωτικών μέσων, όπως για παράδειγμα το τετραεθυλοβορικό νάτριο (NaBEt4), απευθείας στο υδατικό διάλυμα του δείγματος, το οποίο μπορεί να συνίσταται σε διηθημένα ούρα, ορό κλπ. Η μέθοδος αυτή πλεονεκτεί σε σχέση με την άλλη κλασική μέθοδο αλκυλίωσης η οποία γίνεται με αντιδραστήρια Grignard σε περιβάλλον οργανικών διαλυτών.

	Αρχικά το τετραεθυλοβορικό νάτριο διαλύεται σε τετραϋδροφουράνιο (THF) για την παρασκευή του αντιδραστήριου αιθυλιώσεως που περιέχει 20% w/v NaBEt4. Από το διάλυμα αυτό παρασκευάζονται κάθε φορά διαλύματα 5-10% (w/v) με αραίωση σε THF. Όταν αποθηκεύεται αεροστεγώς σε πωματισμένα φιαλίδια στους 2-4 ◦C, το αντιδραστήριο είναι σταθερό για αρκετές εβδομάδες. Με την προσθήκη μικρής ποσότητας (π.χ. 200 μL) του αντιδραστηρίου αυτού στο διάλυμα του δείγματος μέσα σε κλειστό δοχείο των 5-10 mL, γίνεται αιθυλίωση των προσδιοριζόμενων ειδομορφών.

	Στο επόμενο στάδιο, τα πτητικά παράγωγά τους εκχυλίζονται. Η εκχύλιση ενίοτε γίνεται και με κάποια ήπια θέρμανση. Η εκχύλιση μπορεί να γίνει με πολλές τεχνικές∙ στη μέθοδο αυτή βρίσκουν εφαρμογή οι παρακάτω τρεις τεχνικές:

	 

	(α) Με εκχύλιση υγρού-υγρού (LLE, liquid-liquid extraction), όπου χρησιμοποιείται ως διαλύτης εξάνιο. 

	(β) Με μικροεκχύλιση στερεάς φάσης (SPME, solid-phase microextraction), όπου μια ίνα πολυμερούς, π.χ. πολυδιμεθυλοσιλοξανίου (PDMS) εμβαπτίζεται στο διάλυμα και δεσμεύει τα παράγωγα. 

	(γ) Με μικροεκχύλιση στερεάς φάσης υπερκείμενου χώρου (HS-SPME ή απλώς HSPME, head-space solid-phase microextraction), όπου η ίνα πολυμερούς τοποθετείται στον υπερκείμενο κενό χώρο του διαλύματος και δεσμεύει τα παράγωγα μετά την πάροδο ορισμένων λεπτών.

	 

	Το διάλυμα του εξανίου (τεχνική LLE) ή η ίνα του πολυμερούς (τεχνική SPME) εισάγονται στη συνέχεια στον αέριο χρωματογράφο για το διαχωρισμό των πτητικών ενώσεων με βάση συγκεκριμένο πρόγραμμα θέρμανσης και ροής ηλίου. Για το διαχωρισμό είναι απαραίτητη κατάλληλη τριχοειδής αεριοχρωματογραφική στήλη, που το μήκος της να είναι 30 m, η εσωτερική διάμετρος 0,25 mm και το πάχος του υμενίου 0,1 μm. Η στατική φάση είναι από πολυδιμεθυλοσιλοξάνιο (PDMS). Η θερμοκρασία στη βαλβίδα εισαγωγής του αέριου χρωματογράφου διατηρείται ισοθερμικά σε σταθερή θερμοκρασία 250 °C. Αρχικά πριν από την έναρξη της πειραματικής διαδικασίας, η ίνα της SPME τοποθετείται για 1 ώρα στη βαλβίδα εισαγωγής του GC-MS, η οποία έχει σταθερή θερμοκρασία 260 °C για τον καθαρισμό της. Στη συνέχεια η ίνα SPME μετά από κάθε τοποθέτησή της στη βαλβίδα εισαγωγής, παρέμενε για διάστημα 4 min σε θερμοκρασία 250 °C, προκειμένου να διασφαλιστεί, πλήρως, η θερμική εκρόφηση όλων των ενώσεων που έχουν προσροφηθεί στην επιφάνεια του υλικού της. 

	Μετά τοδιαχωρισμό τους εκλούονται από τη στήλη κατά σειρά, πρώτα τα ελαφρύτερα σε μάζα και περισσότερο πολικά και ακολουθούν τα βαρύτερα και λιγότερο πολικά, όπως φαίνεται στο Σχήμα 13.9. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα οι ενώσεις που προσδιορίζονται στα ούρα είναι κατά σειρά: τριχλωριούχος μονοβουτυλοκασσίτερος (ΜΒΤ, ή BuSnCl3), διχλωριούχος διβουτυλοκασσίτερος (DBT, Bu2SnCl2), χλωριούχος τριβουτυλοκασσίτερος (ΤΒΤ, Bu3SnCl), τριχλωριούχος μονοφαινυλοκασσίτερος (MPhT, PhSnCl3), διχλωριούχος διφαινυλοκασσίτερος (DPhT, Ph2SnCl2). Εκτός αυτών, συνήθως συνυπάρχουν ή εμφανίζονται από διάσπαση και ιόντα ανόργανου κασσιτέρου. Όλες οι προσδιοριζόμενες ενώσεις μετά την αιθυλίωση δίνουν αντίστοιχα αιθυλιωμένα παράγωγα, λιγότερο πολικά και φυσικά μοριακού τύπου. Συγκεκριμέν,α προκύπτουν τα: BuSnEt3, Bu2SnEt2, Bu3SnEt, PhSnEt3, και Ph2SnEt2. Επιπλέον, κατά την αιθυλίωση των ιόντων του ανόργανου κασσιτέρου προκύπτει τετραεθυλοκασσίτερος (TESn, SnEt4) που εκλούεται πρώτος. Στο χρωματογράφημα του Σχήματος 13.9, εμφανίζεται και η κορυφή του τετραβουτυλοκασσιτέρου (TeBT, Bu4Sn) που χρησιμοποιείται ως εσωτερικό πρότυπο, θεωρώντας ότι δεν υπόκειται σε αιθυλίωση, αφού είναι, ήδη, πλήρως αλκυλιωμένο. Υπενθυμίζεται ότι στους χρωματογραφικούς διαχωρισμούς είναι ιδιαίτερα χρήσιμη η χρήση κάποιου εσωτερικού προτύπου, για την περαιτέρω εκτίμηση του χρωματογραφήματος.
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	Σχήμα 13.9. Τεχνική GC-MIP-AED. Χρωματογραφήματα μίγματος πέντε οργανοκασσιτερικών ενώσεων και του ανόργανου ιόντος του κασσιτέρου μετά από αιθυλίωση με NaBEt4 και μικροεκχύλιση στερεής φάσης από υπερκείμενο χώρο (HS-SPME) σε δείγμα ούρων. Επιπλέον, εμφανίζεται και η κορυφή του εσωτερικού προτύπου (TeBT). Παράλληλα, με διαφορετικά χρώματα απεικονίζονται οι αυξανόμενες συγκεντρώσεις στα 4 πρότυπα για τη λήψη των έξι καμπυλών αναφοράς. Οι χρόνοι κατακράτησης στον άξονα x είναι σε min. 

	 

	Σε σύζευξη με τον αέριο χρωματογράφο, τα εκλουόμενα παράγωγα μπορούν να μετρηθούν εναλλακτικά με δύο τεχνικές: (α) με την τεχνική της Φασματομετρίας Ατομικής Εκπομπής Μικροκυματικά Συζευγμένου Πλάσματος (GC-MIP-AED) (Σχήμα 13.9) και (β) με την τεχνική της Φασματομετρίας Μάζας (GC-MS). Και οι δύο τεχνικές είναι συμβατές με την αέρια χρωματογραφία, επειδή τα δείγματα μπορούν να εισάγονται απευθείας στο σημείο εισόδου του MS, δηλαδή στο χώρο ιοντισμού με πρόσκρουση ηλεκτρονίων, με παροχή φέροντος αερίου ηλίου η οποία είναι συμβατή με τις δυνατότητες του MS.

	Τέλος, για την καμπύλη αναφοράς λαμβάνονται υπόψη είτε τα εμβαδά των κορυφών είτε και τα ύψη των κορυφών, όταν ο διαχωρισμός είναι πολύ καλός και η συμμετρία των κορυφών άψογη, χωρίς ουρές και παραμορφώσεις. Για την ποσοτικοποίηση υπερτερεί, σαφώς, η τεχνική GC-MIP-AED, γιατί είναι ιδιαίτερα εκλεκτική καθώς βασίζεται στη μέτρηση της χαρακτηριστικής ατομικής γραμμής του Sn στα 303,419 nm. Αντίθετα, για την ταυτοποίηση των ενώσεων μέσω των θραυσμάτων τους - όταν αυτές είναι άγνωστες- πλεονεκτεί η τεχνική GC-MS, όπως φαίνεται και από τα λαμβανόμενα φάσματα μαζών που περιέχουν τις μάζες κάποιων χαρακτηριστικών ιόντων τα οποία προκύπτουν κατά τον ιοντισμό των ενώσεων (Σχήμα 13.10).

	Τα φάσματα μαζών του σχήματος είναι φάσματα οργανοκασσιτερικών ενώσεων και είναι χρήσιμα για την ταυτοποίηση στην τεχνική GC-MS. Στα δύο διαγράμματα του σχήματος δίνεται για παράδειγμα το φάσμα μαζών του αιθυλιωμένου παραγώγου του τριβουτυλοκασσιτέρου (tributylethyl-stannane). Συγκεκριμένα, στο πάνω διάγραμμα είναι το φάσμα που ελήφθη πειραματικά, και το κάτω αφορά το φάσμα της ίδιας ένωσης από τη βάση φασμάτων Wiley, ώστε να γίνεται η ταυτοποίηση. Τα ιόντα γύρω από το m/z 119 αντιστοιχούν στα ισότοπα του ατόμου του κασσιτέρου, ενώ τα ιόντα γύρω από το m/z 291 αντιστοιχούν στον τριβουτυλοκασσίτερο, ο οποίος διατηρεί το ισοτοπικό προφίλ του μετάλλου. 

	Στο παράδειγμα του Σχήματος 13.10 φαίνεται καθαρά ότι οι διαφορές μαζών κατά 29 αντιστοιχούν σε προσθήκη ή αφαίρεση αιθυλομάδας, ενώ οι διαφορές μαζών κατά 59 αντιστοιχούν σε προσθήκη ή αφαίρεση βουτυλομάδας. 
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	Σχήμα 13.10. Φάσματα μαζών οργανοκασσιτερικών ενώσεων για την ταυτοποίηση στην τεχνική GC-MS. Τα παραπάνω δύο διαγράμματα απεικονίζουν το φάσμα μαζών του αιθυλιωμένου παραγώγου του τριβουτυλοκασσιτέρου (tributylethyl-stannane). Το πάνω διάγραμμα είναι το φάσμα που ελήφθη πειραματικά, και το κάτω είναι το φάσμα της ίδιας ένωσης από τη βάση φασμάτων Wiley, ώστε να γίνεται η ταυτοποίηση [McLafferty, 2014].

	 

	13.5. Τεχνική HPLC-IT-TOF-MS για τον Προσδιορισμό Τριαλκυλιωμένων Ειδόμορφων Κασσιτέρου σε Ούρα

	 

	Όπως περιγράφηκε στην προηγούμενη εφαρμογή, λόγω της τοξικολογικού και βιοαναλυτικού ενδιαφέροντος, συχνά είναι αναγκαίος ο προσδιορισμός των ειδομορφών του Sn, όπως μονοβουτυλοκασσίτερος (ΜΒΤ), διβουτυλοκασσίτερος (DBT), τριβουτυλοκασσίτερος (ΤΒΤ), τριοκτυλοκασσίτερος (ΤΟΤ), μονοφαινυλοκασσίτερος (MPhT), διφαινυλοκασσίτερος (DPhT), τριφαινυλοκασσίτερος (ΤPhT), κλπ. Με την προηγούμενη τεχνική η οποία βασίζεται στον αεριοχρωματογραφικό διαχωρισμό τους, ήταν αναγκαία η παραγώγιση των ενώσεων με αλκυλίωση, ώστε να καταστούν πιο πτητικές.

	Ωστόσο, όταν είναι διαθέσιμη η συζευγμένη τεχνική HPLC-IT-TOF-MS, οι προσδιορισμοί μπορούν να γίνουν χωρίς παραγώγιση απευθείας μετά τον υγροχρωματογραφικό διαχωρισμό τους. Ως παράδειγμα, λοιπόν, μιας τέτοιας εφαρμογής θα μελετηθεί η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση μιας μεθόδου ειδομορφικού προσδιορισμού κασσιτέρου, με την τεχνική HPLC-IT-TOF-MS. Στην εφαρμογή αυτή για συγκριτικούς λόγους εντάχθηκαν οι ενώσεις τριπροπυλοκασσίτερος (TPrT), τριβουτυλοκασσίτερος (TBT), τριπεντυλοκασσίτερος (TPeT), και τριφαινυλοκασσίτερος (TPhT). 

	Η μέθοδος περιλαμβάνει τα εξής στάδια: 

	 

	
		Επιλογή των χαρακτηριστικών ιόντων της κάθε ένωσης τα οποία παρατηρούνται στο φάσμα μαζών της κάθε ένωσης μετά από απευθείας έγχυση της καθεμίας ένωσης ξεχωριστά στο MS. 

		Ρύθμιση των παραμέτρων λειτουργίας του MS, όπoυ περιλαμβάνεται βελτιστοποίηση των συνθηκών λειτουργίας του συστήματος χημικού ιοντισμού υπό ατμοσφαιρική πίεση (APCI) και προσαρμογή του εύρους παρακολούθησης ιόντων στην παγίδα ιόντων (Ion trap, IT). 

		Βελτιστοποίηση του διαχωρισμού των ενώσεων στην υγρή χρωματογραφία η οποία γίνεται με τη συγκριτική δοκιμή διαφορετικών μη πολικών χρωματογραφικών στηλών και με τη ρύθμιση των συνθηκών του διαχωρισμού στην LC (τρόπος λειτουργίας έκλουσης διαλυτών, παροχή κινητής φάσης, επιλογή διαλυτών κινητής φάσης, ποσότητα όγκου έγχυσης, κλπ.).

		Βαθμονόμηση της μεθόδου με χάραξη της καμπύλης αναφοράς για κάθε ειδομορφή και ανάλυση πιστοποιημένων υλικών αναφοράς (CRMs), εφόσον υπάρχουν, ή εναλλακτικά εφαρμογή της τεχνικής προσθήκης προτύπου (standard addition), με τη χρήση του ίδιου του υποστρώματος του δείγματος.



	 

	Στη συγκεκριμένη εφαρμογή εφαρμόστηκε ο χημικός ιοντισμός σε ατμοσφαιρική πίεση (API) και ακόμη ειδικότερα ο χημικός ιοντισμός σε ατμοσφαιρική πίεση (APCI). Σύμφωνα με την τεχνική αυτή της σύνδεσης της υγρής χρωματογραφίας με το φασματόμετρο μάζας, ο ιοντισμός επιτυγχάνεται μετά από ψεκασμό του υγρού και εκνέφωση σε χώρο, όπου ιοντίζονται τα μόρια εξαιτίας της παρουσίας ηλεκτρικού πεδίου από ένα ηλεκτρόδιο ακίδας. Γενικότερα σε κάθε εφαρμογή επιλέγεται εκείνη η τεχνική ιοντισμού η οποία είναι η καταλληλότερη για το σκοπό της ανάλυσης. Συνήθως, εφαρμόζεται ο ιοντισμός με ηλεκτροψεκασμό (ESI) ή η παραπάνω τεχνική APCI. 

	Με τις παραπάνω συνθήκες λαμβάνονται τα δύο αρχικά χρωματογραφήματα με τη χρήση διαδοχικά και του ανιχνευτή παράταξης φωτοδιόδων (PDA) καθως και του ανιχνευτή MS. Από το αρχικό χρωματογράφημα του MS, μπορούν να σχηματιστούν τα επιμέρους χρωματογραφήματα που δίνονται στο Σχήμα 13.11. Σημειώνεται ότι το κάθε χρωματογράφημα του σχήματος αυτού αντιστοιχεί στην ανίχνευση ενός συγκεκριμένου επιλεγμένου ιόντος. Τα ιόντα αυτά επιλέγονται με κριτήριο κατά πόσο χαρακτηριστικά και αντιπροσωπευτικά είναι για την κάθε ειδομορφή. Έτσι, ενώ στα αρχικά χρωματογραφήματα δεν είναι προφανής ο διαχωρισμός των κορυφών των προσδιοριζόμενων ενώσεων, στα χρωματογραφήματα επιλεγμένων ιόντων είναι, πλέον, σαφής ο διαχωρισμός και η ανίχνευσή τους. Πέρα από αυτό, το φάσμα μαζών υψηλής διακριτικής ικανότητας, με το σύνολο των ιόντων της κάθε προσδιοριζόμενης ειδομορφής, συμβάλλει καθοριστικά στην ταυτοποίησή του, όπως παρουσιάζεται στο Σχήμα 13.12. 
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	Σχήμα 13.11 Ανίχνευση ειδομορφών αλκυλο- και αρυλοκασσιτέρου, με την τεχνική της Φασματομερίας Μάζας με εν σειρά αναλυτές παγίδας ιόντων και χρόνου πτήσης (LC-IT-TOF-MS). Παρουσιάζονται τα χρωματογραφήματα επιλεγμένων χαρακτηριστικών ιόντων για την κάθε μορφή. 
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	Σχήμα 13.12. Ανίχνευση και ταυτοποίηση τριπροπυλοκασσιτέρου με βάση τα χαρακτηριστικά ιόντα του, όπου ανιχνεύονται και ιόντα τα οποία προκύπτουν από θραύση και απόσπαση 1 ή 2 προπυλίων. Το φάσμα MS2 προκύπτει μετά από παγίδευση και ανάλυση εκ νέου στο TOF ενός συγκεκριμένου ιόντος (π.χ. του 249.0503). Παράλληλα, το ισοτοπικό προφίλ του κασσιτέρου καθιστά πιο σύνθετη τη μορφή στην περιοχή του κάθε ιόντος. 

	 

	Το ισοτοπικό προφίλ του κασσιτέρου διευκολύνει την ταυτοποίηση ενώσεων που τον περιέχουν. Αυτό ισχύει, όπως προαναφέρθηκε, για όλα τα μέταλλα. Στο φάσμα μαζών ταυτοποιούνται το ελεύθερο ιόν του TBT καθώς και το σύζευγμά του με μεθανόλη η οποία περιέχεται στην κινητή φάση της υγρής χρωματογραφίας. Στο Σχήμα 13.13 παρουσιάζονται τα σημαντικότερα ισότοπα του Sn καθώς και η φυσική τους αφθονία, η οποία αντανακλάται στις γραμμές του φάσματος μαζών. Αν και στο συγκεκριμένο παράδειγμα διακρίνονται επαρκώς και τα δευτερεύοντα ισότοπα, αλλά για λόγους στιγμιαίων πειραματικών συνθηκών είναι ενδεχόμενο να μην ανιχνεύεται κάποιο από τα ισοτοπικά ιόντα. Ωστόσο το γενικότερο προφίλ είναι πάντοτε ιδιαίτερα αξιόπιστο.
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	Σχήμα 13.13. Ταυτοποίηση μορφών τριβουτυλοκασσιτέρου (ΤΒΤ) με τη Φασματομερία Μάζας με εν σειρά αναλυτές παγίδας ιόντων και χρόνου πτήσης (LC-IT-TOF-MS). Το ισοτοπικό προφίλ του κασσιτέρου διευκολύνει την ταυτοποίηση ενώσεων που τον περιέχουν. Στο φάσμα μαζών ταυτοποιούνται το ελεύθερο ιόν του TBT καθώς και το σύζευγμά του με μεθανόλη που περιέχεται στην κινητή φάση της υγρής χρωματογραφίας.

	 

	13.6. Τεχνική IC-ICP-MS για τον Προσδιορισμό Ειδόμορφων Αρσενικού σε Βιολογικά Υγρά

	 

	Οι ειδομορφές του αρσενικού σε βιολογικά δείγματα μπορούν να προσδιοριστούν ποσοτικά και αξιόπιστα με την τεχνική της Ιοντικής χρωματογραφίας σε σύζευξη με την τεχνική ICP-MS, με πολύ χαμηλά όρια ανίχνευσης (IC-ICP-MS). Οι μορφές που, συνήθως, ανιχνεύονται μπορεί να είναι η αρσενοβεταῒνη και σε κάποιες περιπτώσεις η αρσενοχολίνη, ενώ σε περιπτώσεις έκθεσης του οργανισμού ανιχνεύονται το τρισθενές, το πεντασθενές αρσενικό, το μονομεθυλαρσονικό οξύ, το διμεθυλαρσενικικό οξύ, κλπ. 

	Η προκατεργασία του δείγματος είναι σχετικά απλή και περιλαμβάνει αραίωση με υπερκαθαρό νερό και κατά προτίμηση διήθηση από ηθμό 0,45 χιλιοστών. Μετά την έγχυση στην κινητή φάση ακολουθεί διαχωρισμός σε στήλη ιοντικής χρωματογραφίας και ανίχνευση με την τεχνική ICP-MS. Εναλλακτικά, ο ειδομορφικός προσδιορισμός μπορεί να επιτευχθεί και με τη σύζευξη υγρής χρωματογραφίας με τη φασματομετρία ατομικού φθορισμού μέσω γεννήτριας υδριδίων (HPLC-HG-AFS). 

	Ειδικότερα, όπως φαίνεται στο χρωματογράφημα του Σχήματος 13.14, με την τεχνική της IC-ICP-MS, παρόλο που διαχωρίζονται στη χρωματογραφική στήλη οι διάφορες ενώσεις του As, τελικά οι ειδομορφές προσδιορίζονται έμμεσα με βάση την ανίχνευση κάποιου ισοτόπου του As, στο MS. Αυτό συμβαίνει λόγω του γεγονότος ότι στο επόμενο στάδιο μετά το διαχωρισμό, το διάλυμα που εκλούεται από τη στήλη εισέρχεται στον ατομοποιητή πλάσματος, όπου διασπώνται οι κάθε μορφής ενώσεις και προκύπτουν άτομα και ιόντα τους ή και κάποια διατομικά ανόργανα ιόντα. Επομένως, ανιχνεύονται όλα τα ισότοπα του As και κατ’ επέκταση λαμβάνεται ανάλογο σήμα από τον ανιχνευτή του MS, στον αντίστοιχο χρόνο συγκράτησης για την κάθε αρχική οργανοαρσενικική ή άλλη ένωση που περιέχει αρσενικό. 

	Η ποσοτικοποίηση και ο προσδιορισμός διευκολύνεται στην περίπτωση του ICP-MS σε σχέση με το απλό MS, επειδή υπάρχουν ευκολότερα διαθέσιμα πρότυπα, δε χρειάζεται άλλου τύπου ιοντισμός πριν το MS, γιατί το επαγωγικά συζευγμένο πλάσμα επιτελεί και αυτόν το ρόλο με σταθερό τρόπο για τα διάφορα στοιχεία. Ειδικότερη μέριμνα, όμως, λαμβάνεται στα πλαίσια της τεχνικής αυτής, ώστε να περιορίζονται ή να διορθώνονται οι τυχόν ισοβαρείς παρεμποδίσεις που μπορεί να υφίστανται είτε από ισοβαρή στοιχεία που υπάρχουν στο υπόστρωμα του δείγματος, είτε στην κινητή φάση, είτε σχηματίζονται κατά την ατομοποίηση. Για παράδειγμα στην περίπτωση του 75Αs από το διατομικό ιόν 40Ar35Cl, κλπ. Τέλος, με παρόμοιο τρόπο αλλά με ελαττωμένη ευαισθησία και ανιχνευτικότητα μπορεί η μέθοδος να εφαρμοστεί με τη χρήση ICP-AES αντί ICP-MS.
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	Σχήμα 13.14. Ανίχνευση ειδομορφών αρσενικού με την τεχνική της IC-ICP-MS. AsB: αρσενοβεταΐνη, As(III): τρισθενές, As(IV): πεντασθενές αρσενικό, MMA: μονομεθυλαρσενικώδες οξύ, DMA: διμεθυλαρσενικικό οξύ. 

	 

	13.7. Συνδυασμός Τεχνικής SPME με GC-MS για τον Προσδιορισμό Ειδόμορφων Υδραργύρου σε Ούρα

	 

	Ο προσδιορισμός των μορφών υδραργύρου έχει ιδιαίτερη σημασία λόγω της διαφορετικής τοξικότητάς τους στον ανθρώπινο οργανισμό. Οι οργανομεταλλικές ενώσεις του υδραργύρου έχουν τοξικολογικό ενδιαφέρον και μπορούν να προσδιορίζονται επιτυχώς με την τεχνική της Αέριας Χρωματογραφίας σε σύζευξη με τη φασματομετρία μαζών. Η ταυτοποίηση διευκολύνεται από την έντονη εμφάνιση του ισοτοπικού προφίλ του υδραργύρου σε καθεμία από τις ειδομορφές του. Συγκεκριμένα, ο υδράργυρος έχει 6-7 σημαντικά ισότοπα, όπως περιγράφονται στον Πίνακα 13.2, με τις αντίστοιχες μάζες και τη φυσική αφθονία του κάθε ισοτόπου. Με δεδομένο ότι ο 202Hg είναι σε μεγαλύτερη φυσική αφθονία, αν θεωρηθεί ως 100, οι αντίστοιχες ισοτοπικές αναλογίες τους δίνονται στο Σχήμα 13.15. 
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	Σχήμα 13.15. Οι ισοτοπικές αναλογίες των ισότοπων του υδραργύρου, αν θεωρηθεί ως 100 ο 202Hg που βρίσκεται σε μεγαλύτερη φυσική αφθονία

	 

	
		
				Ισότοπο

				Mάζα/Da

				Ισοτοπική αφθονία %

		

		
				196Hg

				195,9658

				0,15

		

		
				198Hg

				197,9667

				9,97

		

		
				199Hg

				198,9682

				16,87

		

		
				200Hg

				199,9683

				23,10

		

		
				201Hg

				200,9703

				13,18

		

		
				202Hg

				201,9706

				29,86

		

		
				204Hg

				203,9735

				6,87

		

	

	 

	Πίνακας 13.2. Ισοτοπικές αφθονίες των ισότοπων του υδραργύρου και οι σχετικές ατομικές τους μάζες

	 

	Στη συγκεκριμένη εφαρμογή προσδιορίζονται ειδομορφές του υδραργύρου με την τεχνική της μικροεκχύλισης στερεής φάσης (SPME) και αέρια χρωματογραφία σε σύζευξη με φασματομετρία μάζας (GC-MS). Κατά την ανίχνευση των ειδομορφών υδραργύρου με την τεχνική της GC-MS λαμβάνεται σχετικά σε μικρό χρόνο χρωματογράφημα με τα είδη (species), επειδή οι οργανοϋδραργυρικές ενώσεις είναι πολύ πτητικές. Στο φάσμα μαζών του Σχήματος 13.16 διακρίνονται τρεις δέσμες ιόντων, που η καθεμία αντιστοιχεί σε ένα είδος θραύσματος αλλά με πλήρες το ισοτοπικό προφίλ, λόγω του υδραργύρου. Δηλαδή, ανιχνεύονται αρχικά τα ιόντα που αντιστοιχούν στον Hg στην περιοχή m/z 198-204 (οι υψηλότερες κορυφές ανήκουν αντίστοιχα στον 200Hg, 202Hg, που βρίσκονται σε μεγαλύτερη αφθονία, όπως περιγράφεται στον Πίνακα 13.2). 
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	Σχήμα 13.16. Ανίχνευση ειδομορφών υδραργύρου με την τεχνική της GC-MS: στο φάσμα μαζών διακρίνονται τα ιόντα που αντιστοιχούν στον Hg, στον αιθυλυδράργυρο και τέλος στον διαιθυλυδράργυρο. 

	 

	Στην περιοχή m/z 227-233 ανιχνεύονται όσα αντιστοιχούν στον αιθυλυδράργυρο (οι υψηλότερες κορυφές 229 και 231 ανήκουν αντίστοιχα στον 200HgC2H5, και 202HgC2H5). Τέλος, στην περιοχή m/z 255-262 ανιχνεύονται όσα αντιστοιχούν στο διαιθυλυδράργυρο (οι υψηλότερες κορυφές 258 και 260 ανήκουν αντίστοιχα στον 200Hg(C2H5)2, και 202Hg(C2H5)2). Αξιοσημείωτη είναι η σταθερή διαφορά κατά m/z 29, που αντιστοιχεί στη διαδοχική θραυσματοποίηση και απόσπαση ενός αιθυλίου κάθε φορά. Αν στις προσδιοριζόμενες μορφές περιλαμβανόταν και ο μεθυλυδράργυρος, στο χρωματογράφημα θα εκλουόταν νωρίτερα και στο φάσμα μαζών του θα υπήρχαν δύο δέσμες ιόντων αντί τρεις, δηλαδή αφενός για τον 200Hg, 202Hg και αφετέρου για το μεθυλυδράργυρο 200HgCH3, και 202HgCH3.

	Τέλος, στο Σχήμα 13.17 δίνεται μια εικόνα από τη βάση δεδομένων φασμάτων μαζών (του ινστιτούτου NIST) για την ανίχνευση διαιθυλυδραργύρου με την τεχνική της GC-MS. Στο αριστερό μέρος του παραθύρου δίνεται πρακτικά η σχετικά καλή πιθανότητα (90,6%) να αντιστοιχεί το λαμβανόμενο φάσμα στη συγκεκριμένη δομή του διαιθυλυδραργύρου, καθώς και εναλλακτικές δομές, που, όμως, δεν είναι καθόλου πιθανές. Στο φάσμα μαζών στο δεξί μέρος του παραθύρου διακρίνονται τα ιόντα που αντιστοιχούν στον αιθυλυδράργυρο καθώς και ο συντακτικός του τύπος. Φυσικά, όσο πληρέστερη είναι μια βιβλιοθήκη φασμάτων, τόσο διευκολύνεται η ταυτοποίηση των άγνωστων ενώσεων.
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	Σχήμα 13.17. Εικόνα από τη βάση δεδομένων φασμάτων μαζών (του ινστιτούτου NIST) για την ανίχνευση διαιθυλυδραργύρου με την τεχνική της GC-MS

	 

	13.8. Τεχνική LC-MS για τη Μελέτη Σύζευξης Αντικαρκινικού Φαρμάκου Λευκόχρυσου και Νουκλεοσιδίων του DNA

	 

	Πολλά από τα μεταλλοφάρμακα, όπως τα χημειοθεραπευτικά, είναι δυνατό να αλληλεπιδρούν με το μόριο του DNA ή ειδικότερα με κάποιες μονάδες του, όπως τα νουκλεοτίδια αδενοσίνη, γουανοσίνη, κυτιδίνη και θυμιδίνη, στα οποία αντιστοίχως υπάρχουν οι νουκλεοβάσεις αδενίνη, γουανίνη, κυτοσίνη και θυμίνη. Αυτό μπορεί άλλοτε να είναι ο ίδιος ο σκοπός ενός συγκεκριμένου φαρμάκου, άλλοτε, όμως, να είναι μια ανεπιθύμητη παρενέργεια. Από πλευράς βιοανάλυσης υπάρχουν τεχνικές με τις οποίες μπορούν να μελετηθούν αυτές οι πιθανές επιδράσεις, λόγω του σχηματισμού πιθανών συμπλόκων ή άλλης δομής ενώσεων. Στην περίπτωση αυτή θα πρέπει να μπορεί καταρχήν να διαχωριστούν επαρκώς και να ταυτοποιηθούν οι ελεύθερες μορφές αφενός του νουκλεοτιδίου και του μεταλλοφαρμάκου και αφετέρου του πιθανού συζεύγματός τους. Συνεπώς, ένας υγροχρωματογραφικός διαχωρισμός είναι απαραίτητος πριν από την ανάλυση με φασματομετρία μάζας. Στο παράδειγμα αυτό θα αναφερθεί η μελέτη της πιθανής σύζευξης ενός χημειοθεραπευτικού φαρμάκου (καρβοπλατίνη) με τη γουανιδίνη.

	Η καρβοπλατίνη, ως έχει ή σε συνδυασμό με άλλα φάρμακα βρίσκει κλινική χρήση παγκοσμίως για τη θεραπεία ποικίλων μορφών καρκίνου. Η καρβοπλατίνη [Pt(cbdca-O,O’)(NH3)2], όπου cbdca είναι το κυκλοβουτάνιο-1,1-δικαρβοξύλιο, ανήκει στα δεύτερης γενιάς αντικαρκινικά φάρμακα τα οποία έχουν βάση το λευκόχρυσο. Αυτά είναι λιγότερο ωτοτοξικά και νεφροτοξικά σε σχέση με την πρώτης γενιάς σισπλατίνη. Η κύρια διαφορά ανάμεσα στις δομές της καρβοπλατίνης και της σισπλατίνης είναι ότι η καρβοπλατίνη διαθέτει έναν εξαμελή δικαρβοξυλικό δακτύλιο, ο οποίος λόγω της χηλικής επίδρασης, την καθιστά χημικά λιγότερο δραστική σε αντίθεση με τη σισπλατίνη και, συνεπώς, ηπιότερη στις παρενέργειές της.

	Η μελέτη περιλαμβάνει μεταξύ άλλων in-vitro αντίδραση μεταξύ γουανιδίνης και καρβοπλατίνης σε θερμοκρασία 36,6 0C και στη συνέχεια ανίχνευση των σχηματιζόμενων μορφών με την τεχνική LC-MS. Για λόγους απλότητας δεν περιγράφονται εδώ οι πειραματικές συνθήκες οι οποίες υπάρχουν σε αντίστοιχες αναφορές στη βιβλιογραφία. Ο προσδιορισμός των μορφών στις οποίες εμπλέκεται ο λευκόχρυσος, γίνεται εφικτός με χρήση του ισοτοπικού προφίλ του μετάλλου, όπως φαίνεται στο Σχήμα 13.18 όπου δίνεται το φάσμα μαζών και τα ιόντα που αντιστοιχούν στο σύμπλοκο καρβοπλατίνης-γουανοσίνης.
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	Σχήμα 13.18. Φάσματα μαζών κατά την ανίχνευση συζευγμάτων καρβοπλατίνης και γουανοσίνης. To σύζευγμα εντοπίζεται σε M+H = 655. Το ισοτοπικό προφίλ του λευκοχρύσου είναι χαρακτηριστικό στις ενώσεις όπου συμμετέχει.
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