
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 11: Χρωματογραφικές Τεχνικές στη Βιοανάλυση

	 

	Βικτωρία Σαμανίδου

	 

	Σύνοψη

	Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται οι κυριότερες χρωµατογραφικές τεχνικές που εφαρµόζονται στην ανάλυση ή/και στον καθαρισµό βιοµορίων. ∆ίνονται στοιχεία για την Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης και πιο συγκεκριμένα για τη Χρωµατογραφία διαχωρισµού εναντιοµερών, την Ιοντική Χρωµατογραφία, τη Χρωµατογραφία Αποκλεισµού Μεγέθους, τη Χρωματογραφία Εκλεκτικής Συγγένειας, την Παρασκευαστική Χρωµατογραφία καθώς, επίσης, και για την Αέρια Χρωματογραφία και αναφέρονται παραδείγµατα εφαρµογών τους.

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση

	Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Χημικής Ανάλυσης, Σύγχρονων Διαχωριστικών Τεχνικών στην Ενόργανη Χημική ανάλυση και Ειδικών Μεθόδων Διαχωρισμού και Χημικής Ανάλυσης.

	 

	11.1. Εισαγωγή

	 

	Η βιοανάλυση είναι ένας τομέας της Αναλυτικής Χημείας, με ραγδαία εξέλιξη τα τελευταία χρόνια. Οι βιοναλυτικές τεχνικές αφορούν όλα τα αναλυτικά προβλήματα, τα οποία σχετίζονται με ποιοτική και ποσοτική ανάλυση συστατικών βιολογικών υγρών και δειγμάτων και στον προσδιορισμό τόσο μικρών μορίων π.χ. φαρμάκων και των μεταβολιτών τους, όσο και μακρομορίων π.χ. πρωτεΐνες και πεπτίδια.

	Στον τομέα αυτό οι χρωματογραφικές τεχνικές είναι το κύριο αναλυτικό, αλλά και παρασκευαστικό εργαλείο στα χέρια του αναλυτικού χημικού. Έτσι χρησιμοποιούνται ευρέως στην παρακολούθηση της θεραπευτικής δράσης των φαρμάκων (π.χ. αντιβιοτικών, αντικαταθλιπτικών, αντιψυχωσικών κ.ά.) (Therapeutic drug monitoring), στη φαρμακοκινητική, στις μελέτες βιοϊσοδυναμίας, σε μελέτες τοξικότητας, στην τοξικολογία, στην εγκληματολογία (forensic medicine/toxicology), στον έλεγχο ανίχνευσης απαγορευμένων ουσιών στον αθλητισμό (anti-doping control) αλλά και σε επιδημιολογικές και περιβαλλοντικές μελέτες.

	Οι συνήθεις αναλυτικές τεχνικές, οι οποίες χρησιμοποιούνται στις αναλύσεις βιολογικών δειγμάτων, είναι η Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης (ή Απόδοσης) HPLC, η UPLC (Ultra-performance Liquid Chromatography), η Αέρια Χρωματογραφία (GC), η Χρωματογραφία υπερκρίσιμου ρευστού (SFC), αλλά και οι συζευγμένες (ή συνδυασμένες) τεχνικές, όπως: LC–MS, GC–MS. 

	Τα δείγματα που ενδιαφέρουν στη Βιοανάλυση περιλαμβάνουν, όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 4, αίμα, πλάσμα-ορό αίματος, ούρα, εγκεφαλονωτιαίο υγρό, σίελο, τρίχες, όνυχες, εγκεφαλικό ιστό κ.ά. Είναι ευνόητο ότι, καθώς η φύση του υποστρώματος των βιολογικών δειγμάτων είναι πολύπλοκη, πολύ σημαντικό ρόλο παίζει η προκατεργασία δείγματος, όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 6, για την εκλεκτική παραλαβή των ενώσεων από το υπόστρωμα και το μετέπειτα ποσοτικό προσδιορισμό, τόσο των αρχικών ενώσεων, όσο και των προϊόντων μεταβολισμού τους. Μετά την προκατεργασία του δείγματος ή σε ορισμένες περιπτώσεις απευθείας μετά τη δειγματοληψία ακολουθεί αυτό που ονομάζεται «ανάλυση», δηλαδή η μέτρηση μιας φυσικοχημικής παραμέτρου και η μετατροπή της σε χημική πληροφορία. Στο κεφάλαιο γίνεται μία σύντομη περιγραφή των κυριότερων χρωματογραφικών τεχνικών, οι οποίες χρησιμοποιούνται στη βιοαναλυτική χημεία.

	 

	11.2. Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης 

	 

	Οι χρωματογραφικές τεχνικές χρησιμοποιούνται στη χημική ανάλυση πάνω από έναν αιώνα. Η Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης/Απόδοσης (High Pressure/Performance Liquid Chromatography, HPLC) είναι μια διαχωριστική τεχνική με πολλές εφαρμογές τα τελευταία χρόνια, καθώς θεωρείται η πλέον κατάλληλη για τον ακριβή και επαναλήψιμο προσδιορισμό ενός μεγάλου φάσματος χημικών ενώσεων, τόσο οργανικών, όσο και ανόργανων. 

	O μηχανισμός, ο οποίος βρίσκει τις περισσότερες εφαρμογές είναι η Προσρόφηση, όπου ο διαχωρισμός των διάφορων ουσιών βασίζεται στο διαφορετικό βαθμό προσρόφησης των συστατικών στη στατική φάση.

	Ανάλογα με τη σχέση πολικότητας μεταξύ της στατικής και της κινητής φάσης διακρίνονται δύο είδη χρωματογραφίας προσρόφησης: Η Χρωματογραφία Κανονικής Φάσης (Normal Phase NP-HPLC), όπου η στατική φάση (συνήθως, SiO2 ή Al2O3) είναι πολικότερη από την κινητή, η οποία αποτελείται από μη πολικούς διαλύτες, όπως εξάνιο, χλωροφόρμιο κ.ά. και η Χρωματογραφία Αντίστροφης Φάσης (Reversed Phase (RP-HPLC), όπου η στατική φάση, η οποία αποτελείται από SiO2 συζευγμένο με διάφορες ομάδες, είναι λιγότερο πολική της κινητής που αποτελείται από μίγματα οργανικών διαλυτών με υδατικά ρυθμιστικά διαλύματα ή νερό.

	Άλλα είδη μηχανισμών περιλαμβάνουν την κατανομή, όπου ο διαχωρισμός στηρίζεται στη διαφορετική κατανομή των συστατικών ενός μίγματος μεταξύ της κινητής και της υγρής στατικής φάσης η οποία εφαρμόζεται στην ανάλυση ομόλογων, μη ιονικών ενώσεων∙ πρόκειται για την ονομαζόμενη Ιοντοανταλλαγή, όπου ο διαχωρισμός οφείλεται στις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των προσδιοριζόμενων ιόντων και των φορτισμένων ομάδων της στατικής φάσης. Στην κατηγορία αυτή ανήκει η Ιοντική Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης.

	Η Χρωματογραφία Συγγένειας (Affinity Chromatography), όπου οι προσδιοριζόμενες ενώσεις δεσμεύονται εκλεκτικά σε υποκαταστάτες (ligand), οι οποίοι είναι συνδεδεμένοι στην επιφάνεια του SiO2. Στην κατηγορία αυτή ανήκει η Χρωματογραφία Εναντιομερών.

	Η Χρωματογραφία Αποκλεισμού Μεγέθους ή Διάχυσης Πηκτής (Size Exclusion SEC ή Gel Permeation Chromatography GPC), όπου ο διαχωρισμός γίνεται με βάση το σχήμα και το μέγεθος των μορίων των προσδιοριζόμενων ενώσεων και βρίσκει εφαρμογές στην ανάλυση και το χαρακτηρισμό των ενώσεων μεγάλου μοριακού βάρους, όπως οι πρωτεΐνες.

	Η οργανολογία της Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης περιλαμβάνει:

	 

	α) φιάλη(ες) αποθήκευσης διαλυτών,

	β) μονάδα εισαγωγής δείγματος,

	γ) αντλία υψηλής πίεσης,

	δ) χρωματογραφική στήλη,

	ε) ανιχνευτή,

	στ) σύστημα συλλογής, καταγραφής και επεξεργασίας των δεδομένων.

	 

	Ως ανιχνευτές μπορούν να χρησιμοποηθούν οι: Ανιχνευτές ορατού-υπεριώδους, παράταξης φωτοδιόδων, αγωγιμομετρικοί, φθορισμομετρικοί, ηλεκτροχημικοί, φασματόμετρα μαζών, ανιχνευτές σκεδασμού του φωτός, μετά από εξάτμιση κ.ά.

	Στο Σχήμα 11.1 δίνεται μια τυπική διάταξη ενός συστήματος Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Πίεσης.

	Η τεχνική αυτή αποτελεί το κυριότερο αναλυτικό εργαλείο στα χέρια του βιοαναλυτικού χημικού και βρίσκει πολυάριθμες εφαρμογές, όπως στον προσδιορισμό ορμονών, αντιβιοτικών, βιταμινών, αντιψυχωσικών, αντικαταθλιπτικών, αντικαρκινικών, τοξινών, κατεχολαμίνων, ναρκωτικών ουσιών, φαρμάκων, βιοφαρμάκων κλπ.

	Στο παρόν σύγγραμμα θα αναφερθούν μόνο οι σύγχρονες τάσεις ή οι υποκατηγορίες, οι οποίες βρίσκουν τις περισσότερες εφαρμογές στη βιοανάλυση.

	Η αύξηση των εφαρμογών της χρωματογραφικής ανάλυσης είχε ως αποτέλεσμα τις αυξημένες απαιτήσεις για βελτιώσεις στην οργανολογία. Οι ανάγκες σε ένα σύγχρονο αναλυτικό εργαστήριο για ταχείες αναλύσεις μεγάλου αριθμού δειγμάτων, σε συνδυασμό με την εξέλιξη στην τεχνολογία των υλικών πλήρωσης των χρωματογραφικών στηλών έδωσαν ώθηση στη νέα μορφή της HPLC, την UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) ή UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography), ταχεία (Fast) HPLC, κλπ. Οι αντλίες υψηλής πίεσης έγιναν περισσότερο ακριβείς και τα υλικά πλήρωσης περισσότερο αποτελεσματικά για τους διάφορους διαχωρισμούς.

	Τα συστήματα της UΗPLC αποτελούν τα τελευταία χρόνια ένα τεχνολογικό άλμα που επιτεύχθηκε χάρη στη χημεία των σωματιδίων, στη βελτιστοποίηση του συστήματος HPLC, σε ό,τι αφορά το σχεδιασμό του ανιχνευτή, αλλά και τον έλεγχο και την επεξεργασία των δεδομένων. Όλα αυτά μαζί συνθέτουν την Υγρή Χρωματογραφία Υπερυψηλής Απόδοσης (UΗPLC). Ο πρώτος όρος που χρησιμοποιήθηκε ήταν UPLC από την εταιρεία Waters, η οποία πρώτη εισήγαγε στην αγορά το σύστημα αυτό. Στη συνέχεια και άλλες εταιρείες ακολούθησαν με παραλλαγή της ονομασίας, όπως ταχεία HPLC κλπ. Στο κεφάλαιο αυτό όπου χρησιμοποιείται ο όρος UPLC, αναφέρεται στη γενική τεχνική και όχι στη συγκεκριμένη εταιρεία, αλλιώς αναφέρεται και ως UHPLC. Η UHPLC, ως μία νέα κατηγορία στην επιστήμη του διαχωρισμού της Αναλυτικής Χημείας, διατηρεί την πρακτικότητα και τις αρχές της HPLC, ενώ βελτιώνει τα χαρακτηριστικά της ταχύτητας, ευαισθησίας και διακριτικής ικανότητας. Το πρώτο σύστημα UHPLC κυκλοφόρησε το έτος 2004, και από τότε διάφορα συστήματα UHPLC διατίθενται στο εμπόριο και μπορούν να λειτουργήσουν σε πιέσεις μέχρι και 1200-1300 bar (18000-19500 psi).
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	Σχήμα 11.1 . Τυπική διάταξη υγρού χρωματογράφου υψηλής πίεσης

	 

	Η βασική αρχή της UHPLC αναφέρει ότι με τη χρήση μικρότερων σωματιδίων αδρανούς υλικού ως στατική φάση (stationary phase) μπορούν να βελτιωθούν τα όρια της ανάλυσης. Τα μη πορώδη σωματίδια με μέγεθος κάτω από 2 μm και μέχρι 1,5 μm διατίθενται εμπορικά και χαρακτηρίζονται από μικρή επιφάνεια. Αυτό έχει ως συνέπεια μικρή ικανότητα συγκράτησης. Για το λόγο αυτό προτιμάται η χρήση πορωδών σωματιδίων πυριτίου με μέγεθος μικρότερο από 2 μm, με καλή ομοιομορφία στην κατανομή τους εντός της στήλης, τα οποία αντέχουν σε υψηλές πιέσεις (sub-2 μm porous silica particles).

	Το 2009 αναπτύχθηκε από την εταιρεία Phenomenex μια καινούργια μέθοδος για την επίτευξη αποτελεσμάτων εξαιρετικά υψηλής πίεσης (UHPLC) σε κάθε όργανο υγρής χρωματογραφίας, επιτρέποντας στους ερευνητές να πετύχουν αποδόσεις συγκρίσιμες με αυτές των στηλών με υλικό πλήρωσης sub-2 μm, χωρίς να επενδύσουν σε συστήματα UHPLC. Οι στήλες Kinetex, βασισμένες στην καινούργια τεχνολογία των πυριτικών core-shell σωματιδίων (επιφανειακά πορώδη σωματίδια- superficially porous ή fused-core ή core-shell particles), βελτίωσαν σημαντικά την ταχύτητα και την ικανότητα διαχωρισμού σε σχέση με τις παραδοσιακές στήλες των 3- ή 5- μm. 

	Στον Πίνακα 11.1 δίνεται η εξέλιξη των σωματιδίων, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν ως στατική φάση στην HPLC.

	Άλλες στήλες που θεωρούνται σταθμοί στην εξέλιξη των υλικών πλήρωσης είναι οι μονολιθικές και οι στήλες χρωματογραφίας υδρόφιλης αλληλεπίδρασης (HILIC). 

	Το 2000, η Merck KGaA παρουσίασε δύο μονολιθικές στήλες: τις Chromolith Performance και Chromolith SpeedROD, οι οποίες αναπτύχθηκαν για την HPLC. Οι στήλες Chromolith είναι ελαφριές, λεπτές και έχουν μήκος μέχρι 10 cm. Σε αντίθεση με τις στήλες με πορώδη (ή μη πορώδη) σωματιδιακά υλικά πλήρωσης, οι μονολιθικές στατικές φάσεις παρασκευάζονται ως μία μονοκόμματη ράβδο σε ένα σωλήνα, παρέχοντας μεγαλύτερη διαπερατότητα και επιτρέποντας έτσι ταχύτερους διαχωρισμούς, με μέτρια πίεση λειτουργίας. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι μονολιθικών στατικών φάσεων: μακροπορώδη / μεσοπορώδη υλικά με βάση το πυρίτιο και πορώδη μονολιθικά οργανικά πολυμερή. 

	 

	
		
				Year

				Particle shape

				Particle size (μm)

				Approximate Theoretical Plates/15cm

		

		
				1950

				

				100
 

				200

		

		
				1967

				

				50

				1000

		

		
				1972

				

				10

				6000

		

		
				1985

				

				5

				10.000

		

		
				1992

				

				3

				20.000

		

		
				2003

				

				<2

				30.000

		

		
				2007

				

				2.6

				40.000

		

	

	 

	Πίνακας 11.1. Ιστορική εξέλιξη των σωματιδίων που χρησιμοποιήθηκαν ως στατική φάση στην HPLC

	 

	11.3. Υγρή χρωματογραφία Υδρόφιλων Αλληλεπιδράσεων

	 

	Η χρωματογραφία υδρόφιλων αλληλεπιδράσεων (Hydrophilic Interaction Chromatography- ΗILIC) είναι μια τεχνική χρωματογραφίας η οποία χρησιμοποιεί μια υδρόφιλη (πολική ή μικτής λειτουργίας ή διπολικού ιόντος) στατική φάση, όπως στην υγρή χρωματογραφία κανονικής φάσης (NP-HPLC), με μια μη πολική κινητή φάση, όπως στη χρωματογραφία αντίστροφης φάσης (RP-HPLC), η οποία, όμως, περιέχει σημαντική ποσότητα νερού. Έτσι η HILIC θεωρείται ένα υβρίδιο των δύο μηχανισμών: διαχωρισμός κατανομής κανονικής φάσης υπό συνθήκες αντίστροφης φάσης ή υδατικής κανονικής φάσης.

	Στον Πίνακα 11.2 δίνονται συγκριτικά τα χαρακτηριστικά της αντίστροφης φάσης HPLC και της HILIC.

	 

	
		
				Συνθήκες

				RP-HPLC

				HILIC

		

		
				Στατική φάση

				Μη πολική π.χ. C18

				Πολική (silica)

		

		
				Κινητή φάση

				Πολική (π.χ. νερό-ACN, μεθανόλη)

				Πολική (π.χ. νερό-ACN)

		

		
				Συγκράτηση

				Μείωση με αύξηση του ποσοστού του οργανικού διαλύτη της κινητής φάσης 

				Μείωση με αύξηση του ποσοστού του νερού στην κινητή φάση

		

	

	 

	Πίνακας 11.2. Σύγκριση RP-HPLC και HILIC

	 

	Παρά το γεγονός ότι η HILIC εμφανίστηκε για πρώτη φορά το 1990, έχει αποκτήσει πρόσφατα αυξημένο ενδιαφέρον, επειδή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό πολικών φαρμάκων και των μεταβολιτών τους, καθώς, επίσης, και βιολογικώς σημαντικών ενώσεων. Ένα άλλο πλεονέκτημα της HILIC είναι ότι μπορεί να συνδυαστεί με συστήματα αντίστροφης φάσης και να χρησιμοποιηθεί σε HPLC δύο διαστάσεων (2D) με καλύτερα αποτελέσματα. Επίσης, στα πλεονεκτήματα της τεχνικής συμπεριλαμβάνεται και η αύξηση της ευαισθησίας, όταν συνδυάζεται με ταυτοποίηση με φασματοσκοπία μαζών, λόγω του υψηλού ποσοστού οργανικού διαλύτη στην κινητή φάση.

	Στις στήλες υδρόφιλης αλληλεπίδρασης (HILIC), η σειρά έκλουσης είναι η αντίστροφη με εκείνη στην ΗPLC αντίστροφης φάσης. Ακόμη μια ένωση που εκλούεται σε κενό όγκο σε κοινή στήλη, παρουσιάζει, συνήθως, υψηλή συγκράτηση σε στήλη HILIC. Το νερό θεωρείται ως ο πιο ισχυρός διαλύτης στη χρωματογραφία HILΙC. 

	Ενώσεις όπως αμινοξέα, βάσεις νουκλεοτιδίων (πουρίνες, πυριμιδίνες), φαινόλες, αλκαλοειδή, αλλά και σάκχαρα, πεπτίδια, πρωτεΐνες, φωσφολιπίδια και άλλες φορτισμένες και ουδέτερες υδρόφιλες ενώσεις οι οποίες είναι δύσκολο να διαχωριστούν με αντίστροφης φάσης HPLC, είναι πολύ πιο εύκολο να διαχωριστούν στην HILIC, λόγω της διαφορετικής εκλεκτικότητας διαχωρισμού.

	 

	11.4. Χρωματογραφικός Διαχωρισμός Εναντιομερών με ΗPLC

	 

	Το φαινόμενο της χειρομορφίας (chirality) ή εναντιομέρειας προέρχεται από τη διευθέτηση των μορίων στο χώρο και έχει επιπτώσεις στη βιολογική τους ενεργότητα. Τα εναντιομερή (χειρόμορφα μόρια) είναι στερεοισομερή, με ένα χειρόμορφο κέντρο, συνήθως, ασύμμετρο άτομο C, και μπορούν να υπάρχουν σε δύο εναντιομερείς μορφές (R και S ισομερή), τα οποία δεν ταυτίζονται με τα είδωλά τους στον καθρέφτη, έχουν δηλαδή σχέση ειδώλου-αντικειμένου, όπως ακριβώς συμβαίνει με το αριστερό με το δεξί χέρι, τα κλειδιά, τις βίδες, τις έλικες κλπ. Αναφορικά με τις μη χειρόμορφες ενώσεις, καθώς περιέχουν επίπεδο, άξονα ή κέντρο συμμετρίας, ταυτίζονται με τα είδωλά τους, όπως π.χ. συμβαίνει με ένα καρφί. (Σχήμα 11.2).

	Το μίγμα που περιέχει ίσες ποσότητες εναντιομερών μορφών μιας χειρόμορφης ένωσης καλείται ρακεμικό. Όταν ένα διάλυμα περιέχει μόνον τη μία εναντιομερή μορφή καλείται οπτικά καθαρό, ή εναντιομερικά καθαρό. Εάν υπερτερεί η μια μορφή σε ένα μίγμα, αυτό καλείται εναντιομερικά εμπλουτισμένο. Μόρια με δύο ή περισσότερα κέντρα ασυμμετρίας εμφανίζουν το φαινόμενο της διαστερεομέρειας και δεν είναι εναντιομερή, αλλά διαστερεομερή.
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	Σχήμα 11.2. Διαφορά εναντιομερών και μη εναντιομερών ενώσεων. Οι πρώτες εμφανίζουν το φαινόμενο της χειρομορφίας και έχουν σχέση ειδώλου-αντικειμένου.

	 

	Στη φύση υπάρχουν πολλά μόρια, όπως τα σάκχαρα, οι πρωτεΐνες, τα αμινοξέα, τα ένζυμα, τα οποία είναι χειρόμορφα, με διαφορετικές ιδιότητες και συνεπώς με διαφορετική συμπεριφορά και δράση.

	Στη βιοαναλυτική χημεία είναι πολλές οι περιπτώσεις, στις οποίες είναι απαραίτητη η διάκριση και ο διαχωρισμός των εναντιομερών μορφών. Για παράδειγμα, τα ένζυμα που είναι χειρόμορφα, αλληλεπιδρούν διαφορετικά με τα στερεοϊσομερή και είναι στερεοεκλεκτικά, με αποτέλεσμα να δρουν ως καταλύτες στο σχηματισμό χειρόμορφων προϊόντων από προ-χειρόμορφα υποστρώματα.

	Πολλές ενώσεις με φαρμακευτική δράση είναι χειρόμορφες, αλλά οι συνήθεις συνθετικές μέθοδοι παράγουν ρακεμικά μίγματα (ίσες ποσότητες R και S ισομερών). Συνήθως, όμως, μόνο η μία εναντιομερής μορφή έχει την επιθυμητή φυσιολογική δράση. Στην περίπτωση αυτή πρέπει να ρυθμιστεί κατάλληλα η δόση, γιατί μόνο η μισή ποσότητα της δόσης είναι αποτελεσματική.

	Η ιβουπροφαϊνη (ibuprofen), για παράδειγμα, είναι μη στεροειδές φάρμακο (NSAID) με αντιφλεγμονώδη, αναλγητική και αντιπυρετική δράση και είναι ρακεμικό μίγμα των εναντιομερών S(+) και R(-). Μελέτες in vivo και in vitro δείχνουν ότι το ισομερές S(+) ευθύνεται για την κλινική δράση, R μορφή δεν είναι ενεργή αλλά ούτε και τοξική. 

	Υπάρχουν, βέβαια, και περιπτώσεις, στις οποίες το άλλο εναντιομερές έχει τοξική δράση. Μια τέτοια ένωση είναι η θαλιδομίδη (Σχήμα 11.3), της οποίας, ενώ το R είναι μη τοξικό και έχει ηρεμιστική/ κατευναστική δράση, το S εναντιομερές έχει τερατογενή δράση. Η θαλιδομίδη παρασκευάστηκε το 1953, σε μια ερευνητική προσπάθεια παρασκευής ασφαλέστερων υποκατάστατων των βαρβιτουρικών και θεωρήθηκε αρχικά ότι μπορούσε να δράσει ως ήπιο υπνωτικό κατά της αϋπνίας για εγκύους. Άρχισε να διατίθεται στο εμπόριο από το 1957, αλλά παρατηρήθηκε αύξηση του αριθμού γεννήσεων νεογνών με μικρά και μη ανεπτυγμένα άκρα, μια κατάσταση γνωστή ως φωκομέλεια, ένα είδος τερατογένεσης.
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	Σχήμα 11.3. Εναντιομερείς μορφές της θαλιδομίδης R με ηρεμιστική δράση, S, με τερατογόνο δράση

	 

	Άλλες περιπτώσεις στις οποίες ενδιαφέρει η διάκριση εναντιομερών, είναι όταν ο βαθμός ενεργότητας των δύο εναντιομερών είναι διαφορετικός. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η επινεφρίνη, της οποίας το - ισομερές είναι 10 φορές πιο αποτελεσματικό από το + ισομερές. Ένα ακόμη παράδειγμα είναι κλενβουτερόλη (Clenbuterol), της οποίας τα εναντιομερή έχουν, ακριβώς, τα αντίθετα αποτελέσματα, η + είναι β2 εκλεκτικός ανταγωνιστής, ενώ το - ισομερές έχει μη ανταγωνιστική δράση.

	Στη φαρμακοβιομηχανία και γενικά στον έλεγχο των φαρμάκων, είναι πολύ σημαντικός ο διαχωρισμός των εναντιομερών μορφών και στην ανάλυση αλλά και στη σύνθεση, με στερεοεκλεκτικότητα που οδηγεί στην παραγωγή καθαρών στερεοϊσομερών. Oργανισμοί, όπως η FDA απαιτούν πληροφορίες σχετικά με τη στερεοχημική σύσταση των οπτικά ενεργών φαρμάκων και σχετικά με το φαρμακολογικό και τοξικολογικό προφίλ των επιμέρους ισομερών.

	 

	11.4.1. Διαχωρισμός Εναντιομερών Μορφών 

	 

	Τα εναντιομερή είναι οπτικά ενεργές ενώσεις και χαρακτηρίζονται ως οπτικά ισομερή, λόγω του ότι στρέφουν το επίπεδο του πολωμένου φωτός, στον ίδιο βαθμό, αλλά σε αντίθετη κατεύθυνση. Οι μη εναντιομερείς ενώσεις είναι οπτικά ανενεργές και δε στρέφουν το επίπεδο του πολωμένου φωτός. Επειδή οι υπόλοιπες ιδιότητες είναι ίδιες, οι εναντιομερείς μορφές δεν μπορούν να διαχωριστούν με συμβατικές τεχνικές π.χ. απόσταξη ή απλές χρωματογραφικές τεχνικές. Έτσι στη συμβατική χρωματογραφία HPLC, ένα ζεύγος εναντιομερών θα εκλουσθεί ως ένα μόνο συστατικό με μη χειρόμορφη στήλη (achiral) π.χ. Si ή C18. Ενώ παρουσία χειρόμορφου περιβάλλοντος, όπως αντιδραστήριο ή στατική φάση, τα εναντιομερή εμφανίζουν διαφορετικές φυσικές και χημικές ιδιότητες, άρα είναι εφικτός ο διαχωρισμός τους. 

	Επίσης, καθώς οι διαστερεομερείς ενώσεις διαφέρουν στις φυσικές ιδιότητες, π.χ. σημείο τήξης και διαλυτότητα, και επομένως μπορούν να διαχωριστούν με μη χειρόμορφες χρωματογραφικές τεχνικές, ο διαχωρισμός εναντιομερών με HPLC μπορεί να είναι έμμεσος και να βασιστεί στο σχηματισμό σταθερών ή μεταβατικών διαστερεομερών μορφών με το σχηματισμό σταθερών διαστερεομερών με παραγωγοποίηση ή να είναι άμεσος και να βασιστεί στο σχηματισμό ενδιάμεσων/μεταβατικών διαστερεομερών με δύο τρόπους: 1. Με προσθήκη χειρόμορφων αντιδραστηρίων στην κινητή φάση και 2. Με χρήση χειρόμορφων στατικών φάσεων (CSP).

	Στην πρώτη περίπτωση η παραγωγοποίηση του συστατικού με εναντιομερές αντιδραστήριο έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή διαστερεομερούς μίγματος το οποίο διαχωρίζεται με συμβατικές μη εναντιομερείς χρωματογραφικές τεχνικές, αφού όπως αναφέρθηκε τα διαστερεομερή έχουν διαφορετικές φυσικοχημικές ιδιότητες. Η διαδικασία αυτή μειονεκτεί στο ότι έχει διαφορετικές ταχύτητες αντίδρασης και απαιτείται η χρήση εναντιομερικά καθαρών αντιδραστηρίων, ώστε να αποφεύγονται παράπλευρες αντιδράσεις, ενώ δεν αποκλείεται και η πιθανότητα ρακεμοποίησης κατά τη διαδικασία της παραγωγοποίησης.

	Στη δεύτερη περίπτωση, δηλαδή στον άμεσο διαχωρισμό εναντιομερών με έκθεση του συστατικού σε χειρόμορφο περιβάλλον, μπορεί να ακολουθηθούν δύο διαφορετικές προσεγγίσεις.

	 

	11.4.1.1. Διαχωρισμός εναντιομερών με χρήση χειρόμορφων αντιδραστηρίων στην κινητή φάση

	 

	Στην περίπτωση αυτή ο διαχωρισμός είναι άμεσος (Σχήμα 11.4), με σχηματισμό σταθερών διαστερεομερών συμπλόκων με τα εναντιομερή συστατικά σε συμβατικές στήλες, π.χ. C18, NH2 χαμηλότερου κόστους. Έχει, όμως, και το μειονέκτημα ότι τα πρόσθετα πολλές φορές παρεμποδίζουν στην ανίχνευση και είναι ακριβά.
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	Σχήμα 11.4. Σχηματικός διαχωρισμός εναντιομερών μορφών με χρήση χειρόμορφου πρόσθετου κινητής φάσης

	 

	Πολλά ρακεμικά μίγματα μπορούν να διαχωριστούν σε συμβατικά μη χειρόμορφα χρωματογραφικά συστήματα (TLC, HPLC), με χρήση χειρόμορφων προσθέτων στην κινητή φάση. Τα πρόσθετα και η συγκέντρωσή τους μπορούν να μεταβάλλονται και στο εμπόριο υπάρχει μεγάλη ποικιλία προσθέτων. Τα πρόσθετα δεν είναι απαραίτητο να είναι οπτικά καθαρά, όπως απαιτείται π.χ. στην παραγωγοποίηση που μπορεί να οδηγήσει σε λανθασμένα αποτελέσματα. Η οπτική καθαρότητα των πρόσθετων επηρεάζει μόνον την εκλεκτικότητα.

	Ως πρόσθετα κινητής φάσης: μπορούν να χρησιμοποιηθούν: 1. Χειρόμορφα ιόντα αντίθετου φορτίου, 1S- (+) -10- καμφοροσουλφονικό οξύ, κινίνες, βενζοξυκαρβονυλογλυκίνη-L-προλίνη και 2. Πρόσθετα που σχηματίζουν σύμπλοκα εγκλεισμού, π.χ. κυκλοδεξτρίνες α, β, γ, και αιθέρες- στέμματα. Η συνδυασμένη χρήση των ανωτέρω οδηγεί σε βελτιωμένη εκλεκτικότητα και σε δυνατότητα ταυτόχρονης μελέτης ιονικών και μη ιονικών ειδών.

	 

	11.4.1.2. Διαχωρισμός εναντιομερών με χρήση χειρόμορφης στατικής φάσης 

	 

	Η χρήση χειρόμορφης στατικής φάσης (CSP) (Σχήμα 11.5) περιλαμβάνει τη δέσμευση χειρόμορφων εκλεκτικών ενώσεων σε υπόστρωμα, συνήθως, πυριτικό. Με την τεχνική αυτή σχηματίζονται μεταβατικά διαστερεομερή σύμπλοκα με διαφορετική σταθερότητα ανάμεσα στα εναντιομερή συστατικά και στο δεσμευμένο χειρόμορφο εκλεκτικό συστατικό. Ένα θεωρητικό μοντέλο που έχει προταθεί είναι αυτό της αλληλεπίδρασης τριών σημείων (three points interaction model), το οποίο εξηγεί τις εναντιοεκλεκτικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της χειρόμορφης στατικής φάσης και των εναντιομερών μορφών της ένωσης που πρόκειται να διαχωριστούν. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό πρέπει να υπάρχουν τουλάχιστον τρία σημεία χειρόμορφης αλληλεπίδρασης μεταξύ της στατικής φάσης και του συστατικού που συγκρατείται περισσότερο. Το σταθερό σύμπλοκο (Σχήμα 11.6, αριστερά) εκλούεται αργότερα. Το λιγότερο σταθερό σύμπλοκο (Σχήμα 11.6), δεξιά εκλούεται νωρίτερα.
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	Σχήμα 11.5. Διαχωρισμός εναντιομερών μορφών με χειρόμορφη στατική φάση
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	Σχήμα 11.6 . Μοντέλο αλληλεπίδρασης τριών σημείων

	 

	Οι αλληλεπιδράσεις στις οποίες στηρίζεται ο διαχωρισμός των εναντιομερών μπορούν να είναι είτε ελκτικές είτε απωστικές και περιλαμβάνουν: Σχηματισμό συμπλόκων μετάλλων (ανταλλαγή υποκαταστατών ligand exchange), Δεσμούς υδρογόνου, Εγκλεισμό, π-π αλληλεπιδράσεις, Ιοντικές αλληλεπιδράσεις, Αλληλεπιδράσεις διπόλων και, βέβαια, συνδυασμό των παραπάνω.

	Οι χειρόμορφες στατικές φάσεις οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν, περιλαμβάνουν:

	 

	
		 φάσεις με ιόντα μετάλλων, όπως Cu2+, Ni2+, που σχηματίζουν σύμπλοκα με διδραστικούς υποκαταστάτες,

		 αιθέρες- στέμματα,

		 μοντέλο πολλαπλών αλληλεπιδράσεων (Designed multiple interactions),

		 πρωτεΐνες,

		 κυκλοδεξτρίνες,

		 παράγωγα κυτταρίνης,

		 συνθετικά χειρόμορφα πολυμερή. Τα υλικά αυτά είναι απομιμήσεις των πολυμερών τύπου κυτταρίνης.



	 

	Από τα υλικά που αναφέρθηκαν, μεγάλο αριθμό εφαρμογών βρίσκουν οι Κυκλοδεξτρίνες (Cyclodextrins).

	Η τεχνική αυτή περιλαμβάνει σχηματισμό συμπλόκων εγκλεισμού, όπου η κυκλοδεξτρίνη δρα ως ξενιστής “host” και το χειρόμορφο συστατικό ο οποίο διαχωρίζεται, ως ξενιζόμενος “guest”. Οι κυκλοδεξτρίνες είναι μακροκυκλικοί ολιγοσακχαρίτες, παράγονται δε με την ενζυμική αποικοδόμηση του αμύλου. Περιέχουν από 6 έως 12 D-(+)- γλυκοζιτικές μονάδες με α (1,4) δεσμούς. Μόνο οι μικρές κυκλοδεξτρίνες έχουν χειρόμορφη εκλεκτικότητα και ονομάζονται α,β,γ ανάλογα αν περιέχουν 6, 7 ή 8 μονάδες γλυκόζης.

	Το φυσικό σχήμα της κυκλοδεξτρίνης μοιάζει με κοίλο κώλουρο κώνο, η εσωτερική διάμετρος της κοιλότητας είναι ανάλογη με τον αριθμό των μονάδων γλυκόζης και είναι σχετικά υδρόφοβο μόριο. Οπότε δρα ως ξενιστής προς τις αρωματικές και τις αλκυλοομάδες των εναντιομερών -ξενιζόμενων ενώσεων- που εισέρχονται και εξέρχονται με διάχυση. Όλες οι υδροξυλικές ομάδες της γλυκόζης βρίσκονται στην εξωτερική πλευρά του μορίου. Οι δευτεροταγείς 2 και 3-υδροξυομάδες είναι τοποθετημένες στο μεγάλο άνοιγμα του κώνου και, όπως όλες οι δευτεροταγείς, είναι προσανατολισμένες σε συγκεκριμένη κατεύθυνση. Οι 2- υδροξυομάδες είναι προσανατολισμένες με τη φορά του ρολογιού, ενώ οι 3- υδροξυομάδες είναι προσανατολισμένες με την αντίστροφη φορά. Οι πρωτοταγείς υδροξυομάδες οι οποίες περιστρέφονται ελεύθερα, είναι τοποθετημένες γύρω από το μικρό άνοιγμα. Μερικές από αυτές τις ομάδες χρησιμοποιούνται για να δεσμευτεί το μόριο στο πυριτικό υπόστρωμα.

	Οι κυκλοδεξτρίνες χρησιμοποιούνται με υδατική κινητή φάση, οπότε σχηματίζονται σύμπλοκα εγκλεισμού με υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Η προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος ή οργανικού τροποποιητή επηρεάζει τους χρόνους συγκράτησης και το διαχωρισμό των εναντιομερών.

	Η επιλογή της α, β, ή γ κυκλοδεξτρίνης εξαρτάται από το μέγεθος του φιλοξενούμενου μορίου. Οι φαρμακευτικές ουσίες, όπως τα βαρβιτουρικά, τα αντιισταμινικά, τα αντιφλεγμονώδη, τα διουρητικά, οι ουσίες που ερεθίζουν το ΚΝΣ, και παράγωγα αμινοξέων, συνήθως, ταιριάζουν στις β κυκλοδεξτρίνες. Οι α και γ βρίσκουν λίγες μόνο εφαρμογές.

	Για να επιτευχθεί διαχωρισμός εναντιομερών σε φάση κυκλοδεξτρίνης πρέπει:

	 

	
		Το υδρόφοβο ή αρωματικό τμήμα του ξενιζόμενου μορίου να έχει κατάλληλο μέγεθος, για να σχηματίζει σύμπλοκο εγκλεισμού. 

		Και το κέντρο ασυμμετρίας του ξενιζόμενου μορίου να προεξέχει αρκετά από την κοιλότητα, ώστε να επιτρέπει το σχηματισμό δεσμών υδρογόνου με τις δευτεροταγείς υδροξυομάδες που βρίσκονται στην περιφέρεια. 



	 

	Η εναντιοεκλεκτικότητα έγκειται στο σχηματισμό δεσμού υδρογόνου με το ένα εναντιομερές κατά προτίμηση. Εάν το ασύμμετρο κέντρο του ξενιζόμενου μορίου προεξέχει πολύ από την κοιλότητα, ώστε να αποτρέπει το σχηματισμό δεσμών υδρογόνου, τότε δεν επιτυγχάνεται διαχωρισμός εναντιομερών. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να λυθεί με παραγωγοποίηση των μορίων της κυκλοδεξτρίνης. Η παραγωγοποίηση γίνεται στις δευτεροταγείς 3 υδροξυομάδες, με αποτέλεσμα να μεγαλώνει ή να μικραίνει η κοιλότητα, ώστε να επιτρέπει τον εναναντιομερή διαχωρισμό και μεγάλων ή μικρών μορίων.

	Οι δραστικές ομάδες που υπεισέρχονται κατά την παραγωγοποίηση, οδηγούν σε διαχωρισμό με πρόσθετους μηχανισμούς π.χ. διπολικές ή π-π αλληλεπιδράσεις, έτσι ώστε να διαχωρίζεται ακόμη μεγαλύτερη ποικιλία ενώσεων.

	Οι χειρόμορφες στατικές φάσεις CSP παρασκευάζονται με ομοιοπολική δέσμευση των κυκλοδεξτρινών στο πυριτικό υπόστρωμα και η επιλογή της κατάλληλης CSP εξαρτάται από τη διαλυτότητα του συστατικού σε πολικούς ή μη πολικούς διαλύτες. Το υψηλό κόστος είναι, επίσης, κριτήριο επιλογής.

	 

	11.5. Χρωματογραφία Αποκλεισμού Μεγέθους

	 

	Ενώσεις μεγάλου μοριακού βάρους, όπως οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωριστούν με χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους. Ο διαχωρισμός πραγματοποιείται σε μια χρωματογραφική στήλη η οποία περιέχει πορώδη σωματίδια. Όταν ένα δείγμα πολυμερούς εισέλθει στη στήλη, τα μόρια διαχέονται στους πόρους της πηκτής ανάλογα με το μέγεθός τους και ανάλογα με την κατανομή της διαμέτρου των πόρων των σωματιδίων. Τα μεγαλύτερα μόρια μπορούν να εισέλθουν μόνο σε ένα μικρό μέρος της εσωτερικής δομής του υλικού πλήρωσης ή αποκλείονται εντελώς. Τα μικρότερα πολυμερή μόρια διεισδύουν σε ένα μεγαλύτερο μέρος του εσωτερικού των σωματιδίων και έτσι διανύουν μεγαλύτερες διαδρομές και παραμένουν μεγαλύτερο χρόνο στη στήλη απ’ ό,τι τα μόρια μεγαλύτερου μεγέθους, τα οποία δεν μπορούν να διεισδύσουν στο εσωτερικό των σωματιδίων (Σχήμα 11.7).
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	Σχήμα 11.7. Διαχωρισμός ενώσεων διαφορετικού μεγέθουςμοριακού βάρους με χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους

	 

	Τα διαφορετικά μοριακά είδη διαχωρίζονται με έκλουση από τη στήλη κατά σειρά μεγέθους. Επομένως, τα μεγαλύτερα μόρια εξέρχονται από τη στήλη πρώτα και τα μικρότερα μόρια, τελευταία. 

	Η Χρωματογραφία Aποκλεισμού Mεγέθους (Size Exclusion Chromatography-SEC), ονομάζεται επίσης και Χρωματογραφία Διήθησης ή Διάχυσης Πηκτής (Gel-Filtration ή Gel-Permeation Chromatography (GPC) και χρησιμοποιεί πορώδη υλικά για το διαχωρισμό μορίων διαφορετικού μεγέθους. Τα υλικά της στατικής φάσης είναι υδρόφοβες πηκτές, συνήθως, ρητίνες από συμπολυμερισμό πολυστυρενίου-διβινυλοβενζολίου, ενώ ως κινητή φάση χρησιμοποιούνται διάφοροι οργανικοί διαλύτες. Η χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους βρίσκει εφαρμογές, κυρίως, στο διαχωρισμό βιολογικών μορίων (π.χ. ανάλυση ενζύμων, πολυσακχαριτών, νουκλεϊκών οξέων, πρωτεϊνών και άλλων βιολογικών μακρομορίων), καθώς επίσης και στον προσδιορισμό του μοριακού βάρους και στο χαρακτηρισμό πολυμερών υλικών. 

	Ο όρος Χρωματογραφία Αποκλεισμού Μεγέθους έχει κυριαρχήσει και αντικατέστησε όλους τους προηγούμενους, καθώς περιγράφει και αποδίδει καλύτερα το μηχανισμό του διαχωρισμού. Τα μεγαλύτερα μόρια εκλούονται αρχικά στην πρώτη κορυφή του χρωματογραφήματος. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται αποκλεισμός. Ο διαχωρισμός των συστατικών στη Χρωματογραφία Αποκλεισμού Μεγέθους καθορίζεται από τους όγκους μέσα στη στήλη διαχωρισμού. 

	Μία στήλη SEC με πορώδες υλικό πλήρωσης χαρακτηρίζεται από 3 διαφορετικά είδη όγκων:

	 

	1. Τον όγκο Α, που αποτελεί τον κενό χώρο και καταλαμβάνεται από την υγρή κινητή φάση ανάμεσα στα σωματίδια της στατικής φάσης.

	2. Τον όγκο Β, που αποτελεί την υγρή φάση μέσα στους πόρους της στατικής φάσης. 

	3. Τον όγκο Γ, που αποτελεί τον όγκο της στερεάς στατικής φάσης.

	 

	Όλα τα μόρια έχουν πρόσβαση στον όγκο Α, ενώ κανένα στον όγκο Γ. Η πρόσβαση στον όγκο Β εξαρτάται από το μέγεθος των μορίων και τις διαστάσεις των πόρων. Τα μόρια μεγάλου μεγέθους δε μπορούν να διεισδύσουν στους πόρους του υλικού πλήρωσης και εξέρχονται με τον όγκο Α. Τα μεσαίου μεγέθους μόρια μπορούν να διεισδύσουν, μερικώς, στους πόρους, ενώ τα μικρού μεγέθους εισέρχονται πλήρως. Η στήλη επιλέγεται με βάση το μέγεθος των σωματιδίων και τις χημικές ιδιότητες των συστατικών που θα διαχωριστούν. Το υλικό πλήρωσης είναι, συνήθως, πηκτές οργανικής σύστασης με διαφορετική κατανομή μεγέθους πόρων. Όσο μικρότερο το εύρος κατανομής, τόσο μεγαλύτερη η εκλεκτικότητα της στατικής φάσης. Η εκλεκτικότητα της στατικής φάσης εξαρτάται και από τον ολικό όγκο των πόρων. 

	 

	11.5.1. Παραδείγματα Εφαρμογών 

	 

	Ένα παράδειγμα διαχωρισμού πρωτεϊνών είναι αυτό του μίγματος της γλουταμινικής αφυδρογονάσης, της γαλακτικής αφυδρογονάσης, αλβουμίνης ορού, οβαλβουμίνης και του κυτοχρώματος c. Με την εφαρμογή του μίγματος στη στήλη η γλουταμινική αφυδρογονάση εκλούεται πρώτη, ενώ το κυτόχρωμα τελευταίο. Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες εκλούονται με σειρά ελάττωσης του μοριακού βάρους.

	Βρίσκει, επίσης, εφαρμογή στον καθαρισμό δείγματος από λιπίδια, πολυμερή, συμπολυμερή, φυσικές ρητίνες, στεροειδή, διάφορες ενώσεις μεγάλου μοριακού βάρους. Μπορεί να εφαρμοστεί τόσο για πολικές, όσο και για μη πολικές ενώσεις.

	 

	11.6. Ιοντική Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης

	 

	Η Ιοντική χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης (HPIC) είναι μια μορφή της HPLC, στην οποία ο μηχανισμός διαχωρισμού είναι η ιοντοανταλλαγή και διαχωρίζονται ιόντα ανόργανα ή οργανικά, σε κατιονικές ή ανιονικές θέσεις της στατικής φάσης. Η στατική φάση περιλαμβάνει ιοντοανταλλακτικές ρητίνες με σταθερές θέσεις ιοντοανταλλαγής και ιοντικές αλληλεπιδράσεις, οι οποίες χρησιμοποιούν στήλες, όπου οι ιοντικές ομάδες βρίσκονται είτε σε δυναμική ισορροπία είτε μόνιμα δεσμευμένες στο υπόστρωμα. 

	Η κινητή φάση είναι, συνήθως, κάποιο ρυθμιστικό διάλυμα. Η ταχύτητα μετακίνησης των ιόντων στη στήλη εξαρτάται από το είδος και τη συγκέντρωση των ιόντων του εκλουστικού.

	Η συγκράτηση στηρίζεται στη συγγένεια των διάφορων ιόντων για τις θέσεις ιοντοανταλλαγής και στην ανταγωνιστική δράση ανάμεσα στα ιόντα του ρυθμιστικού διαλύματος της κινητής φάσης και των ιόντων του προς ανάλυση διαλύματος. Η συγκράτηση εξαρτάται από την ιονική ισχύ του ρυθμιστικού διαλύματος και μπορεί να ρυθμιστεί, αν μεταβληθεί η τιμή του pH της κινητής φάσης ή η συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη στην κινητή φάση. 

	Η οργανολογία της Ιοντικής χρωματογραφίας είναι παρόμοια με την κλασική HPLC και εξαρτάται από το είδος της Ιοντικής που εφαρμόζεται, καθώς μπορούν να διακριθούν δύο είδη: Η Ιοντική Χρωματογραφία με ελάττωση της αγωγιμότητας του εκλουστικού (Eluent Suppressed Ion Chromatography-ESIC) και η Ιοντική Χρωματογραφία μιας στήλης ή Ιοντική Χρωματογραφία χωρίς ελάττωση αγωγιμότητας (Non-Suppressed -Single Column Ion Chromatography- SCIC). 

	Ο πιο συνηθισμένος ανιχνευτής ο οποίος χρησιμοποιείται στην Ιοντική Χρωματογραφία είναι ο αγωγιμομετρικός, λόγω της κοινής ιδιότητας των ιόντων, τα οποία είναι όλα αγώγιμα. Η αρχή λειτουργίας τους στηρίζεται στη μέτρηση της διαφοράς της αγωγιμότητας του εκλουστικού κατά τη διάρκεια της έκλουσης του προσδιοριζόμενου ιόντος. Η απόκριση του ανιχνευτή εξαρτάται από τη συγκέντρωση του προσδιοριζόμενου ιόντος, το βαθμό ιονισμού τόσο του εκλουστικού, όσο και του προσδιοριζόμενου συστατικού (που ελέγχονται από την τιμή pH της κινητής φάσης, και από την οριακή αγωγιμότητα των ιόντων της κινητής φάσης. Η διαφορά (θετική ή αρνητική) της αγωγιμότητας των συστατικών του εκλουστικού και των ιόντων, τα οποία διαχωρίζονται καθορίζει την ευαισθησία της μεθόδου. Για να επιτευχθεί η επιθυμητή ευαισθησία στη τεχνική αυτή, καθώς η αγωγιμότητα της κινητής φάσης παίζει καθοριστικό ρόλο, εφαρμόζεται η τεχνική της ελάττωσης της αγωγιμότητας διαβιβάζοντας την κινητή φάση σε διάταξη πριν την κυψελίδα του ανιχνευτή.

	Για την ελάττωση της αγωγιμότητας και κατά συνέπεια την αύξηση της ευαισθησίας προτάθηκε η χρήση μιας δεύτερης ιοντοανταλλακτικής στήλης. Η αρχή της ελάττωσης της αγωγιμότητας του εκλουστικού είναι η μετατροπή του εκλουστικού σε ένα λιγότερο αγώγιμο μέσο π.χ. (H2O), με αντιδράσεις εξουδετέρωσης οξέος-βάσης, ενώ ταυτόχρονα η αγωγιμότητα των ιόντων τα οποία προσδιορίζονται, αυξάνεται, καθώς μετατρέπονται σε περισσότερο αγώγιμη μορφή, οπότε τα ανιόντα μετατρέπονται στα οξέα τους και τα κατιόντα στα υδροξείδιά τους. Οι αντιδράσεις αυτές οδηγούν σε μεγαλύτερες αναλογίες S/N και επομένως, αυξάνουν σημαντικά τη σταθερότητα της βασικής γραμμής και βελτιώνουν τα όρια ανίχνευσης.

	Οι διατάξεις ελάττωσης της αγωγιμότητας του εκλουστικού περιλαμβάνουν: στήλες πλήρωσης, μεμβράνες κοίλης ίνας (hollow fiber), μικρομεμβράνες, αντιδράσεις μετά τη στήλη διαχωρισμού, ηλεκτροχημικές διατάξεις με δυνατότητα αυτοαναγέννησης κ.ά.

	Τα εκλουστικά τα οποία χρησιμοποιούνται, συνήθως, στον προσδιορισμό ανιόντων, είναι μίγματα αραιού ανθρακικού νατρίου με όξινο ανθρακικό νάτριο, υδροξείδιο του νατρίου, ενώ για τα κοινά αλκαλιμέταλλα και απλές αμίνες, χρησιμοποιούνται αραιά διαλύματα ορυκτών οξέων (HCl, HNO3), BaCl2, AgNO3, αμινοξέα καθώς επίσης αλκυλο- και αρυλο- σουλφονικά οξέα. Κυρίως, επιλέγεται το HCl, αλλά στην περίπτωση των δισθενών ιόντων πρέπει να επιλεγεί εκλουστικό με μεγαλύτερη συγγένεια προς την ιοντοανταλλακτική ρητίνη π.χ. AgNO3. 

	Μερικά από τα μειονεκτήματα που είχαν οι διατάξεις στήλης πλήρωσης, περιορίστηκαν με τη χρήση διατάξεων κοίλων ινών (hollow-fiber) οι οποίες εισήχθησαν το 1981. Αυτές οι διατάξεις είναι πιο αποτελεσματικές καθώς έχουν μικρότερο νεκρό όγκο, υψηλή χωρητικότητα και αναγεννώνται ευκολότερα (dynamically regenerated). Οι διατάξεις ελάττωσης αγωγιμότητας του εκλουστικού, οι οποίες χρησιμοποιούν την τεχνική των κοίλων ινών (hollow fibers), είναι κατασκευασμένες από πολυμερικό ιοντοανταλλακτικό υλικό. Το εκλουστικό διέρχεται από το εσωτερικό της ίνας, ενώ το διάλυμα αναγέννησης διέρχεται από το εξωτερικό σε αντιρροή. Στην πρώτη τους μορφή οι διατάξεις αυτές χρησιμοποιούσαν σουλφονικές κατιοντοανταλλακτικές ίνες με H2SO4 ως διάλυμα αναγέννησης. Το κύριο μειονέκτημα των διατάξεων αυτών ήταν η μικρή εσωτερική διάμετρος της ίνας και άρα η μικρή εσωτερική επιφάνειά της, με αποτέλεσμα τη χαμηλή χωρητικότητα ιοντοανταλλαγής. 

	Άλλες διατάξεις στηρίζονται στη χρήση ιοντοανταλλακτικών μικρομεμβρανών σε μορφή φύλλων, οι οποίες αντικατέστησαν τις ίνες. Ο σχεδιασμός αυτός είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση της ειδικής επιφάνειας και άρα της χωρητικότητας ιοντοανταλλαγής. Και στην περίπτωση αυτή, τα διαλύματα έκλουσης και αναγέννησης κυκλοφορούν σε αντιρροή. Οι διατάξεις αυτές χαρακτηρίζονται από πολύ μικρούς νεκρούς όγκους και μικρή διασπορά.

	Οι πιο σύγχρονες διατάξεις οι οποίες εμφανίστηκαν τη δεκαετία του ενενήντα έχουν τη δυνατότητα της αυτόματης αναγέννησης και χρησιμοποιούν την ηλεκτρόλυση του νερού ως πηγή των απαραίτητων υδρογονοκατιόντων ή υδροξυλιόντων για την ελάττωση της αγωγιμότητας του εκλουστικού, χωρίς προσθήκη αντιδραστηρίων. Το νερό μπορεί να παρέχεται είτε από ανακύκλωση είτε από εξωτερική πηγή. Οι διατάξεις αυτές ονομάζονται Self Regenerating Suppressors και δεν απαιτούν την προσθήκη διαλύματος αναγέννησης

	Η ηλεκτρόλυση επιτυγχάνεται με χρήση ηλεκτροδίων από λευκόχρυσο στους θαλάμους αναγέννησης, έτσι ώστε να μην απαιτείται εξωτερική παροχή οξέος ή βάσης. 

	Οι δύο αντιδράσεις ηλεκτρόλυσης που λαμβάνουν χώρα είναι:

	 

	Άνοδος: 2 H2O  4 H+ +O2 + 4 e 

	Κάθοδος: 2 H2O +2 e  H2 + 2 OH-

	 

	Η δεύτερη μορφή Ιοντικής χρωματογραφίας χρησιμοποιεί μία μόνο στήλη, χωρίς να είναι απαραίτητη η χρήση διάταξης ελάττωσης της αγωγιμότητας του εκλουστικού και ονομάζεται: Ιοντική Χρωματογραφία Μιας Στήλης (Non-Suppressed Ion Chromatography-Single Column Ion Chromatography- SCIC). Στην περίπτωση αυτή ο μόνος τρόπος για να αυξηθεί η ευαισθησία, είναι η μεγιστοποίηση της διαφοράς της αγωγιμότητας της κινητής φάσης και των προσδιοριζόμενων συστατικών. 

	Οι δύο τεχνικές χρησιμοποιούν διαφορετικά υλικά πλήρωσης και διαφορετικά εκλουστικά. Στο Σχήμα 11.8 δίνονται σχηματικά οι δύο μορφές Ιοντικής Χρωματογραφίας. 

	Η τεχνική Non-Suppressed ή SCIC στηρίχθηκε στη χρήση ανιοντοανταλλακτικής στήλης πολύ χαμηλής αγωγιμότητας και στη χρήση εκλουστικού, το οποίο έχει πολύ χαμηλή αγωγιμότητα και το οποίο έχει τη δυνατότητα να οδηγηθεί απευθείας στον αγωγιμομετρικό ανιχνευτή. Τυπικά εκλουστικά που χρησιμοποιούνται, συνήθως για τα ανιόντα είναι τα βενζοϊκά, φθαλικά ή άλλα άλατα αρωματικών οξέων με χαμηλές τιμές ορικής ισοδύναμης αγωγιμότητας (άμεση ανίχνευση) ή υδροξείδιο του νατρίου με υψηλή αγωγιμότητα (έμμεση ανίχνευση). Για τα κατιόντα, μπορεί να χρησιμοποιηθεί διάλυμα αραιού νιτρικού οξέος (έμμεση ανίχνευση). 

	Εκτός από την αγωγιμομετρική ανίχνευση μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες ηλεκτροχημικές τεχνικές, όπως αμπερομετρία ή ποτενσιομετρία, αλλά και φασματοσκοπικές τεχνικές οι οποίες περιλαμβάνουν φασματοφωτομετρία ορατού-υπεριώδους, μέτρηση του δείκτη διάθλασης, φθορισμομετρία, φασματοσκοπία ατομικής εκπομπής με διάφορες πηγές διέγερσης και φασματοσκοπία ατομικής απορρόφησης.

	 

	11.6.1. Η Ιοντική Χρωματογραφία στη Βιοανάλυση

	 

	Ο προσδιορισμός οργανικών ενώσεων και ειδών βιολογικού και βιοχημικού ενδιαφέροντος με την τεχνική της Ιοντικής Χρωματογραφίας αποτελεί, επίσης, πεδίο έρευνας και εφαρμογών, παράλληλα με την ανάλυση ανόργανων ιόντων. Στη βιοανάλυση, η Ιοντική Χρωματογραφία εφαρμόζεται στο διαχωρισμό φορτισμένων μορίων, όπως φάρμακα, πρωτεΐνες, νουκλεοτίδια και αμινοξέα. Συχνά εφαρμόζεται στον καθαρισμό των πρωτεϊνών (protein purification). Εάν το pH του διαλύματος είναι μικρότερο του ισοηλεκτρικού σημείου της πρωτεΐνης, η πρωτεΐνη θα είναι φορτισμένη θετικά, ενώ αν είναι μεγαλύτερο θα είναι φορτισμένη αρνητικά. Επομένως, σε μια θετικά φορτισμένη στήλη, οι πρωτεΐνες με pI < pH του ρυθμιστικού διαλύματος θα είναι αρνητικά φορτισμένες και άρα θα δεσμευτούν στη στήλη, ενώ αυτές με pI>pH θα είναι θετικά φορτισμένες και θα εκλουσθούν. Το αντίθετο θα συμβεί σε μια αρνητικά φορτισμένη στήλη, όπου οι πρωτεΐνες με pI < pH του ρυθμιστικού θα είναι αρνητικά φορτισμένες και θα εκλουσθούν χωρίς να συγκρατηθούν. Οι πρωτεΐνες με pI > pH του ρυθμιστικού διαλύματος θα δεσμευτούν στη στήλη, καθώς θα είναι θετικά φορτισμένες. Έτσι για παράδειγμα, οι ανοσοσφαιρίνες οι οποίες είναι, συνήθως, θετικά φορτισμένες, μπορούν να δεσμευτούν σε κατιοντοανταλλακτικές στήλες.

	 

	[image: iontiki]

	 

	Σχήμα 11.8. Τεχνικές Ιοντικής Χρωματογραφίας

	 

	11.7. Χρωματογραφία Εκλεκτικής Συγγένειας 

	 

	H εκλεκτική συγγένεια είναι ένας από τους 5 μηχανισμούς των χρωματογραφικών διαχωρισμών, ο οποίος μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον καθαρισμό μιας συγκεκριμένης ένωσης (συχνά πρωτεΐνης) από ένα μίγμα. Χρησιμοποιεί πολύ εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στα μόρια (συστατικά προς διαχωρισμό) του υγρού και επιλεγμένα μόρια (ligands), τα οποία βρίσκονται ακινητοποιημένα με ομοιοπολικούς δεσμούς στη στατική φάση. π.χ. το ακινητοποιημένο μόριο μπορεί να είναι ένα είδος αντισώματος σε μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη.

	Η χρωματογραφία συγγένειας διαχωρίζει τις πρωτεΐνες βάσει μιας αντιστρέψιμης αλληλεπίδρασης μεταξύ μιας πρωτεΐνης (ή της ομάδας πρωτεϊνών) και ενός συγκεκριμένου ligand, το οποίο συνδέεται με ένα χρωματογραφικό υπόστρωμα. Η τεχνική χαρακτηρίζεται από υψηλή εκλεκτικότητακαι ως εκ τούτου από υψηλή διακριτική ικανότητα, και συχνά υψηλή χωρητικότητα για το επιθυμητό βιομόριο. Η χρωματογραφία συγγένειας είναι μοναδική στην τεχνολογία καθαρισμού, δεδομένου ότι είναι η μόνη τεχνική η οποία επιτρέπει τον καθαρισμό ενός βιομορίου βάσει της βιολογικής λειτουργίας ή της μεμονωμένης χημικής δομής του. Η τεχνική μπορεί να χρησιμοποιηθεί στο διαχωρισμό ενεργών βιομορίων από τις μετουσιωμένες ή λειτουργικά διαφορετικές μορφές, για να απομονώσει τις καθαρές ουσίες, οι οποίες βρίσκονται σε χαμηλή συγκέντρωση στους μεγάλους όγκους του ακατέργαστου δείγματος και, επίσης, για να απομακρύνει συγκεκριμένες παρεμποδίσεις.

	Η πρωτεΐνη-στόχος συλλέγεται σε καθαρή και προσυγκεντρωμένη μορφή. Οι βιολογικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του ligand και του μορίου-στόχου μπορούν να είναι ένα αποτέλεσμα των ηλεκτροστατικών ή υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων, δυνάμεων van der Waals ή/και δεσμών υδρογόνου. Για να διαχωριστεί με εκχύλιση το μόριο-στόχος από το μέσο συγγένειας, η αλληλεπίδραση μπορεί να αντιστραφεί, είτε με τη χρήση ενός ανταγωνιστικού ligand είτε με την αλλαγή του pH, της ιοντικής ισχύος, ή της πολικότητας (π.χ. με προσθήκη οργανικού διαλύτη), ή με συνδυασμό των άνω μέσων. Σ’ ένα ενιαίο στάδιο, ο καθαρισμός συγγένειας μπορεί να προσφέρει σημαντική εξοικονόμηση χρόνου σε σχέση με λιγότερο εκλεκτικές διεργασίες πολλαπλών σταδίων. Η δυνατότητα προσυγκέντρωσης επιτρέπει την προκατεργασία μεγάλων όγκων. Έτσι, τα επιθυμητά μόρια μπορούν να καθαριστούν και να απομονωθούν από σύνθετα βιολογικά μίγματα.

	Οποιοδήποτε συστατικό μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ligand για να καθαρίσει το αντίστοιχο μόριο δέσμευσής του. Μερικές χαρακτηριστικές βιολογικές αλληλεπιδράσεις οι οποίες χρησιμοποιούνται συχνά στη χρωματογραφία συγγένειας είναι:

	 

	• ένζυμο, με το αντίστοιχο ανάλογο υπόστρωμα, παρεμποδιστή ή συνένζυμο,

	• αντίσωμα με αντιγόνο, ιό, κύτταρο,

	• συζυγής βάση νουκλεϊνικού οξέος, ιστόνες, πολυμεράση νουκλεϊνικού οξέος..

	• ορμόνη, βιταμίνη, φορέας πρωτεΐνης,

	• τρανσφεράση γλουταθειόνης-πρωτεΐνη,

	• ιόντα μετάλλων-πρωτεΐνες.

	 

	Τα στάδια κατά τον καθαρισμό με χρωματογραφία συγγένειας είναι:

	 

	1. Αρχικά τo μέσο εκλεκτικής συγγένειας εξισορροπείται με το ρυθμιστικό διάλυμα δέσμευσης (binding buffer).

	2. Στη συνέχεια διαβιβάζεται το δείγμα σε συνθήκες οι οποίες ευνοούν την εκλεκτική δέσμευση μόνον των επιθυμητών συστατικών στην ουσία δέσμευσης, όπου και δεσμεύεται εκλεκτικά αλλά αναστρέψιμα, ενώ οι μη δεσμευμένες ενώσεις/συστατικά απομακρύνονται με έκπλυση.

	3. Τα επιθυμητά συστατικά παραλαμβάνονται από τη στήλη αλλάζοντας τις συνθήκες, έτσι ώστε να ευνοείται η έκλουσή τους. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί εκλεκτικά, όπως προαναφέρθηκε, με χρήση άλλου ανταγωνιστικού ligand ή μη εκλεκτικά, αν αλλάξουμε τις συνθήκες π.χ. pH, ιοντική ισχύ, πολικότητα. Το επιθυμητό συστατικό, όπως για παράδειγμα η πρωτεΐνη, παραλαμβάνεται σε καθαρή και εμπλουτισμένη μορφή.

	4. Το μέσο εκλεκτικής συγγένειας εξισορροπείται εκ νέου με ρυθμιστικό διάλυμα δέσμευσης.

	 

	Η υψηλή εκλεκτικότητα της χρωματογραφίας εκλεκτικής συγγένειας έχει ως αποτέλεσμα πολλοί διαχωρισμοί να επιτυγχάνονται σε ένα και μόνο στάδιο, όπως π.χ. ο καθαρισμός μονοκλωνικών αντισωμάτων. Το γεγονός ότι υπάρχουν πολλά είδη στηλών, εκλεκτικών μέσων για δέσμευση με διάφορες δραστικές ομάδες, καθιστά τη χρωματογραφία εκλεκτικής συγγένειας μια τεχνική με πολλές εφαρμογές.

	Το υπόστρωμα το οποίο χρησιμοποιείται πρέπει να έχει κατάλληλες ιδιότητες, τόσο χημικές, όσο και μηχανικές, π.χ. ροής για γρήγορους διαχωρισμούς και να είναι σταθερό σε υψηλές αλλά και χαμηλές τιμές pH∙ τέτοιο υλικό είναι π.χ. η σεφαρόζη. Το μέγεθος των σωματιδίων και το πορώδες σχεδιάζονται κατάλληλα, για να αυξηθεί η ειδική επιφάνεια η οποία είναι διαθέσιμη για σύξευξη με το ligand και το επιθυμητό μόριο. Μικρό μέγεθος σωματιδίων με μεγάλο πορώδες αυξάνει την ειδική επιφάνεια, ενώ η αύξηση του βαθμού δικτύωσης (cross-linking) του υποστρώματος βελτιώνει τη χημική σταθερότητα, ώστε να μπορεί να ανταπεξέλθει σε δραστικές συνθήκες πλύσης και έκλουσης, δίνοντας παράλληλα και ένα σταθερό υπόστρωμα το οποίο αντέχει σε υψηλές ταχύτητες ροής, ώστε να περιορίζεται ο χρόνος εξισορρόπησης και καθαρισμού.

	Στο Σχήμα 11.9 δίνεται σχηματικά η αρχή της χρωματογραφίας εκλεκτικής συγγένειας. Το υπόστρωμα όπου δεσμεύεται το ligand, πρέπει να είναι χημικά και φυσικά αδρανές.
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	Σχήμα 11.9. Αρχή χρωματογραφίας εκλεκτικής συγγένειας

	 

	Ο βραχίονας διαχωριστής (Spacer arm) χρησιμεύει για να επιτευχθεί καλύτερη έκθεση του ligand στην κινητή φάση, ώστε να ενισχύεται η δυνατότητα δέσμευσης του επιθυμητού συστατικού στο ligand ξεπερνώντας στερεοχημικές παρεμποδίσεις. Αν η θέση δέσμευσης της επιθυμητής πρωτεΐνης βρίσκεται σε βάθος και το μέσο εκλεκτικής συγγένειας χρησιμοποιεί μικρά ligand, τότε μπορεί λόγω στερεοχημικών παρεμποδίσεων να μην είναι εφικτή η προσέγγιση και η δέσμευσή της από το ligand. Στις περιπτώσεις αυτές, χρησιμοποιείται ένας βραχίονας-διαχωριστής "spacer arm", ο οποίος παρεμβάλλεται μεταξύ του υποστρώματος και του ligand και διευκολύνει τη δέσμευση. Είναι ευνόητο ότι το μέγεθος του βραχίονα-διαχωριστή παίζει σημαντικό ρόλο. Εάν είναι μικρό δεν είναι αποτελεσματικό, ενώ εάν είναι μεγάλο μειώνεται η εκλεκτικότητα, καθώς μπορούν να δεσμευτούν διάφορα μόρια. Γενικά χρησιμοποιείται διαχωριστής για δέσμευση μορίων με ΜΒ<1000, ενώ δεν απαιτείται η χρήση του για μεγαλύτερα μόρια.

	Το ligand είναι το μόριο το οποίο δεσμεύει αναστρέψιμα το επιθυμητό συστατικό. Η επιλογή του εξαρτάται και από τη δυνατότητα που προσφέρει να μετατρέπεται χημικά, ώστε να επιτρέπει την προσάρτηση στο υπόστρωμα, χωρίς να καταστρέφεται η δεσμευτική του ικανότητα.

	Η δέσμευση του ligand σε κατάλληλο προ-ενεργοποιημενο υπόστρωμα, το οποίο αποτελεί το μέσο εκλεκτικής συγγένειας (affinity medium), γίνεται με ομοιοπολικούς δεσμούς.

	 

	11.7.1. Χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας 

	 

	Στη Χρωματογραφία ανοσοσυγγένειας (Ιmmunoaffinity chromatography) χρησιμοποιούνται αντιγόνα ή αντισώματα ως ligands. Τα αντισώματα είναι πολύ χρήσιμα ως ligands για τον καθαρισμό αντιγόνων, ειδικά όταν η επιθυμητή ένωση δεν έχει συμπληρωματικό ligand.

	Αντίστοιχα καθαρά αντιγόνα ή αντι-αντισώματα χρησιμοποιούνται ως ειδικά ligands για τον καθαρισμό αντισωμάτων. Μέσα ανοσοσυγγένειας παρασκευάζονται με δέσμευση ligand (καθαρό αντιγόνο, αντίσωμα, αντι-αντίσωμα) σε κατάλληλο υπόστρωμα. Ο πιο απλός τρόπος είναι μέσω πρωτοταγούς αμινοομάδας του ligand, ή αν δεν υπάρχει τέτοια, μέσω καρβοξυλο-θειολικής ή υδροξυλοομάδας.

	 

	11.8. Παρασκευαστική Χρωματογραφία

	 

	Οι χρωματογραφικές τεχνικές βρίσκουν εφαρμογές στο στάδιο της προκατεργασίας του δείγματος, στη χημική ανάλυση, αλλά και στην απομόνωση και παραλαβή των συστατικών που έχουν διαχωριστεί, σε 

	καθαρή κατάσταση για διάφορους σκοπούς, όπως π.χ. η παραλαβή εκχυλίσματος φυτών και η χρήση του σε φαρμακευτικά σκευάσματα. Η εφαρμογή της χρωματογραφίας σε παρασκευαστικό εργαστήριο ονομάζεται: Παρασκευαστική Χρωματογραφία και αναφέρεται στην απομόνωση και παραλαβή μικρών ή μεγάλων ποσοτήτων συστατικών μίγματος σε καθαρή κατάσταση, για συγκεκριμένη χρήση. 

	Αλλά και η προσυγκέντρωση που απαιτείται, π.χ. στην ανάπτυξη νέων φαρμάκων, προκειμένου να είναι εφικτή η μελέτη τους, αποτελεί στόχο της παρασκευαστικής χρωματογραφίας. Δεν είναι η ποσότητα που απομονώνεται, αλλά ο σκοπός της απομόνωσης που μετατρέπει τη χρωματογραφία σε παρασκευαστική. Επειδή είναι ακριβή τεχνική σε σχέση με άλλες τεχνικές απομόνωσης (π.χ. εκχύλιση, εξάτμιση, ανακρυστάλλωση), εφαρμόζεται για ακριβά συστατικά στη χημική, φαρμακευτική βιομηχανία, στη βιοτεχνολογία, βιοχημεία κλπ. Έτσι μπορούν να παραληφθούν ποσότητες, όπως μερικά μg ενζύμου στη βιοτεχνολογία, μερικά mg στη διερεύνηση δομής κατά τη σύνθεση χημικής ένωσης, ή απομόνωσης φυσικού συστατικού, μερικά g για τοξικολογικές ή φαρμακολογικές δοκιμές και Kg σε φαρμακευτικά προϊόντα.

	Η παρασκευαστική HPLC μπορεί να διεξαχθεί σε κάθε κλίμακα από τη μικρή κλίμακα (συμβατική αναλυτική) μέχρι μεγάλη κλίμακα, με τα κατάλληλα όργανα και στήλες. Η κλίμακα επιλέγεται ανάλογα: με τις επιθυμητές ποσότητες των συστατικών τα οποία παραλαμβάνονται και με το βαθμό καθαρότητας που απαιτείται ανάλογα με τη χρήση/ εφαρμογή.

	Στις εφαρμογές της παρασκευαστικής χρωματογραφίας περιλαμβάνονται:

	 

	
		ο καθαρισμός πρωτεϊνών από Ε.Coli με ιοντοανταλλαγή,

		ο καθαρισμός της βιοσυνθετικά παραγόμενης ινσουλίνης,

		ο καθαρισμός διαγνωστικών ενζύμων,

		ο καθαρισμός της ανοσογλοβουλίνης G.



	 

	Η παρασκευαστική χρωματογραφία μπορεί να είναι ασυνεχής (σε σειρά) ή συνεχής. Η πρώτη ονομάζεται batch (Σχήμα 11.10), ενώ η δεύτερη είναι χρωματογραφία αντιρροής, συνήθως Χρωματογραφία προσομοιωμένης κινούμενης κλίνης- Simulated bed chromatography (SMB) (Σχήμα 11.11). H χρωματογραφία σε σειρά έχει διακριτά σημεία αρχής και τέλους π.χ. διάρκεια κύκλου στην HPLC 10 min.

	 

	11.8.1. Χρωματογραφία Αντιρροής, Χρωματογραφία Προσομοιωμένης Κινούμενης Κλίνης

	 

	Καθώς είναι πολύ δύσκολο να μετατοπίζεται η στατική φάση, πραγματική χρωματογραφία αντιρροής δεν υπάρχει, αντίθετα υπάρχουν μικρά κλάσματα της στήλης των οποίων η μετακίνηση προσομοιάζεται από το ένα άκρο στο άλλο. Η προσομοίωση της μετακίνησης της κλίνης (στατικής φάσης) γίνεται με μετακίνηση των σημείων τροφοδοσίας δείγματος και κινητής φάσης καθώς και των σημείων εξόδου των δύο συστατικών, ενώ οι θέσεις των στηλών μένουν οι ίδιες.
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	Σχήμα 11.10. Παρασκευαστική χρωματογραφία σε σειρά. 1. έγχυση. 2. Διαχωρισμός. 3. Νέα έγχυση και συλλογή.

	 

	Η Χρωματογραφία Προσομοιωμένης Κινούμενης Κλίνης ή SMB χρωματογραφία σε συνεχή αντιρροή (countercurrent chromatography) έχει τα ακόλουθα πλεονεκτήματα:

	 

	
	– μικρή κατανάλωση διαλύτη (10 φορές < από χρωματογραφία σε σειρά,

	– υψηλά ποσοστά ανάκτησης,

	– υψηλή καθαρότητα,

	– καλύτερη απόδοση (παραγωγικότητα),

	– μικρότερο κόστος,

	– 10% > απόδοση από τη χρωματογραφία σε σειρά.



	 

	Ενώ ως μειονεκτήματα θεωρούνται, ο διαχωρισμός μίγματος μόνο 2 συστατικών και η πολυπλοκότητα.

	Η τεχνική αυτή βρίσκει εμπορικές εφαρμογές στην παραλαβή: σακχάρων, φυτοφαρμάκων, αντιβιοτικών, πεπτιδίων, πρωτεϊνών και φαρμάκων με εναντομέρεια.

	 

	11.9. Αέρια Χρωματογραφία

	 

	Η Αέρια Χρωματογραφία αποτελεί μια χρωματογραφική τεχνική με αέρια κινητή φάση και στατική φάση υγρή (χρωματογραφία κατανομής) ή στερεή (χρωματογραφία προσρόφησης).

	Ως φέρον αέριο (κινητή φάση) μπορεί να χρησιμοποιηθεί ήλιο, αργό, άζωτο και υδρογόνο σε καθαρή κατάσταση, ανάλογα με τον ανιχνευτή. 

	Ένα τυπικό διάγραμμα αέριου χρωματογράφου φαίνεται στο Σχήμα 11.12. Η εισαγωγή του δείγματος στην κορυφή της στήλης, γίνεται με μικροσύριγγα, μέσω της βαλβίδας εισαγωγής. Τα συστατικά του δείγματος διαχωρίζονται, καθώς συμπαρασύρονται από το φέρον αέριο κατά μήκος της στήλης και στη συνέχεια τα κλάσματα ανιχνεύονται από τον ανιχνευτή. Τα σήματα της ανίχνευσης καταγράφονται από το καταγραφικό ή οδηγούνται σε μικροϋπολογιστή. 
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	Σχήμα 11.11. Χρωματογραφία αντιρροής
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	Σχήμα 11.12. Διάγραμμα αέριου χρωματογράφου

	 

	Όσο μεγαλύτερη η χημική συγγένεια ανάμεσα στα συστατικά του αέριου μίγματος και στη στατική φάση, τόσο ο χρόνος συγκράτησης των συστατικών είναι μεγαλύτερος. Και εδώ ισχύει ο γενικός κανόνας: για την ανάλυση πολικών ενώσεων χρησιμοποιούνται στήλες με πολικό υλικό πλήρωσης, ενώ για την ανάλυση μη πολικών ενώσεων χρησιμοποιούνται μη πολικές στήλες.

	Οι στήλες οι οποίες χρησιμοποιούνται πλέον, είναι τριχοειδείς με διάμετρο 0.03-1 mm και μήκος 25-100 m και μεγάλο αριθμό θεωρητικών πλακών.

	Η αέρια χρωματογραφία ξεκίνησε το 1950 και οι πρώτες βιοαναλυτικές εφαρμογές περιλαμβάνουν προσδιορισμό πτητικών ενώσεων σε βιολογικά δείγματα. Η τεχνική αυτή εφαρμόστηκε και σε φαρμακοκινητικές μελέτες, καθώς πολλά φάρμακα, παρά το γεγονός ότι δεν είναι πτητικά, μπορούν να δώσουν με κατάλληλη παραγωγοποίηση (με αντιδράσεις ακυλίωσης, εστεροποίησης, σιλανοποίησης, αλκυλίωσης) πτητικά προϊόντα, τα οποία στη συνέχεια μπορούν να προσδιοριστούν με τεχνικές ανίχνευσης (FID, ECD, NPD) με μεγάλη ευαισθησία Μεγάλη ώθηση στη χρήση της αέριας χρωματογραφίας στη βιοανάλυση έδωσε η σύζευξη με τη φασματοσκοπία μαζών.

	Οι κυριότερες εφαρμογές της αέριας χρωματογραφίας περιλαμβάνουν την ανάλυση αλκοολών στο αίμα, οπιούχων και γενικότερα ναρκωτικών ουσιών, αντικαταθλιπτικών φαρμάκων, αμφεταμινών στα ούρα, φυτοφαρμάκων σε νεκροτομικά δείγματα κλπ.
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