


Απαιτιςεισ ςφγχρονθσ κλινικισ φαρμακευτικισ  ανάλυςθσ 
  
• Σαχφτερεσ μζκοδοι ανάλυςθσ 
• Τψθλότερθ ευαιςκθςία 
• Μεγαλφτερθ εκλεκτικότθτα 
• Δυνατότθτα αυτοματοποίθςθσ 
• υμβατότθτα με τεχνικζσ εκτεταμζνθσ ςάρωςθσ 



Προβλιματα ανάλυςθσ βιολογικϊν δειγμάτων 
 
Βιολογικά υλικά π.χ. πλάςμα ορρόσ  αςυμβατότθτα με χρωματογραφικζσ τεχνικζσ 
λόγω μθ αντιςτρεπτισ προςρόφθςθσ των πρωτεϊνϊν ςτο πλθρωτικό υλικό  
καταςτροφι του πλθρωτικοφ υλικοφ απϊλειασ διαχωριςτικισ ικανότθτασ και 
αφξθςθσ οπιςκοπίεςθσ.  
 
Προκατεργαςία δείγματοσ 
Καταβφκιςθ πρωτεϊνϊν  ταχεία, απλι, επαναλιψιμθ – μθ εκλεκτικι (signal 
suppresion) 
Τγρι-Τγρι εκχφλιςθ 
Εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ 
Εκχφλιςθ υποβοθκοφμενθ  
από μεμβράνεσ (υπερδιικθςθ, διάλυςθ) 

off-line, απαιτθτικι, χρονοβόρα, 
δφςκολα αυτοματοποιιςιμθ 



φγχρονεσ τεχνικζσ ςε ςειρά (on-line) 
 

Μζςα περιοριςμζνθσ πρόςβαςθσ και Τποςτρϊματα μεγάλων ςωματιδίων 
 
Κατακράτθςθ αναλυτϊν με θλεκτροςτατικζσ και υδρόφοβεσ αλλθλεπιδράςεισ  - 
απομάκρυνςθ των μακρομορίων που δεν είναι δυνατόν να κατακρατθκοφν 



Μζςα περιοριςμζνθσ πρόςβαςθσ 
Restricted Access Media (RAM) 



φαιρικά 
ςωματίδια 
πυριτίασ  

Ακανόνιςτα 
ςωματίδια 
πυριτίασ  



C.P. Desilets, M.A. Rounds, F.E. Regnier, J. Chromatogr. 544 (1991)  
 
Άμεςθ ζνεςθ βιολογικοφ υποςτρϊματοσ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Μικρά μόρια (φάρμακα)  αλλθλεπίδραςθ με το πλθρωτικό υλικό 
Μεγαλομόρια  αποκλειςμόσ λόγω μεγζκουσ (και χθμικισ ςφςταςθσ) και αλλθλεπίδραςθ 
μόνο με τθν εξωτερικι επιφάνεια του πλθρωτικοφ υλικοφ 

Φυςικόσ αποκλειςμόσ  
(λόγω μεγζκουσ) 

Χθμικόσ αποκλειςμόσ  



Πλθρωτικά υλικά φυςικοφ αποκλειςμοφ 
Physical barrier 



Εςωτερικι επιφάνεια αντίςτροφθσ φάςθσ  
Internal surface reversed-phase (ISRP) 

H. Hagestam, T.C. Pinkerton, Anal. Chem. 57 (1985) 1757 

ωματίδια πορϊδουσ πυριτίασ  
(porous silica particles)  

Εξωτερικι επιφάνεια : επικάλυψθ με 
υδρόφιλεσ ομάδεσ (diol-glycine groups) – 
απωκοφν τθν προςκόλθςθ των πρωτεϊνϊν   

Εςωτερικι επιφάνεια (πόροι): 
επικάλυψθ με υδρόφοβεσ 
ομάδεσ (τριπεπτίδιο glycine-l-
phenylalanine-l-phenylalanine or 
GFF)    

Η είςοδοσ μεγαλομορίων ςτουσ πόρουσ 
παρεμποδίηεται λόγω μεγζκουσ (μζγεκοσ 
πόρων 8nm)  αποκλειςμόσ πρωτεϊνϊν με 
MB>22000 Da (αλβουμίνθ ~ 65000 Da) 

Διαχωριςμόσ  αλλθλεπίδραςθ GFF με τον 
αναλφτθ 

Δυνατότθτα ζνεςθσ 6-7 mL πλάςματοσ 



Εναλλακτικά υλικά με ενςωμάτωςθ 
ιςχυροφ κατιοναταλλάκτθ ςτθν επιφάνεια 
των πόρων 

Εςωτερικι επιφάνεια αντίςτροφθσ φάςθσ  
Internal surface reversed-phase (ISRP) 



Πυριτία με επικάλυψθ αλκυλο-διόλθσ 
Alkyl-diol-silica material (ADS) 

K.S. Boos, A. Rudolphi, S. Vielhauer, A. Walfort, D. Lubda, F. 
Eisenbeiss, Fresenius J. Anal. Chem. 352 (1995) 684 

Εξωτερικι επιφάνεια  επικάλυψθ με 
υδρόφιλεσ ομάδεσ (γλυκεροπροπυλο, 
διολθ κτλ)  παρεμπόδιςθ πρόςδεςθσ 
πρωτεϊνϊν 

Εςωτερικι επιφάνεια  διάμετροσ πόρων 6 nm  παρεμπόδιςθ ειςόδου πρωτεϊνϊν  
είςοδοσ μικρϊν μορίων 

Διαχωριςμόσ  πλθρωτικά υλικά αντίτροφθσ φάςθσ (C4, C8 or C18)  

Δυνατότθτα ζνεςθσ 80–100 mL πλάςματοσ 

Πλάςμα, ορόσ, οφρα, υγρά μικροδιάλυςθσ, ςίελοσ, ομογενοποίθμα ιπατοσ, 
βρογχικζσ εκκρίςεισ, γαςτρικζσ εκκρίςεισ, κυταρροκαλλιζργειεσ, γάλα, ιςτοί 



Πορϊδθσ πυριτία επικαλυμζνθ με ςυνδζτθ 
Porous silica covered by a combined ligand 

ChrompSher 5 BioMatrix. Direct HPLC Injection of Protein-
Rich Samples, VARIAN, Harbor City, CA, USA 

Πορϊδθσ πυριτία (διάμετροσ πόρων 13 
nm) επικαλυμζνθ με ςυνδζτθ (ligand) που 
διακζτει και υδρόφοβεσ και υδρόφιλεσ 
ιδιότθτεσ 

Η εξωτερικι υδρόφιλθ επιφάνεια (πολυγλικιδόλθ) 
αποτρζπει τθν προςρόφθςθ του πρωτεϊνικοφ 
υποςτρϊματοσ 
Η εςωτερικι επιφάνεια (φαίνυλ-)  προκαλεί τον 
διαχωριςμό των μικρϊν μορίων   



Πλθρωτικά υλικά χθμικοφ αποκλειςμοφ 
Chemical barrier 



Πλθρωτικά υλικά θμιπερατισ επιφάνειασ 
(Semi-permeable surface SPS) 

C.P. Desilets, M.A. Rounds, F.E. Regnier, J. Chromatogr. 544 
(1991) 25. 

Πολυοξυαικυλζνιο 

Ενςωμάτωςθ πολυοξυαικυλενίου ςτθν 
επιφάνεια ςτιλθσ αντίςτροφθσ φάςθσ (C8, 
C18, φαινυλ, κυανο)  δθμιουργία χθμικοφ 
φραγμοφ (υδρόφιλθσ θμιπερατισ 
επιφάνειασ)  περιοριςμόσ πρόςβαςθσ 
πρωτεϊνϊν ςτο υποκείμενο υδρόφοβο 
πλθρωτικό υλικό 

Εξωτερικι επιφάνεια  παρεμποδίηει τθν 
είςοδο πρωτεϊνϊν προς τθ επιφάνεια του 
ςωματιδίου – επιτρζπει τθν δίοδο μικρϊν 
μορίων  
Εςωτερικι επιφάνεια  C8, C18 φαινυλ, 
κυανο  αλλθλεπίδραςθ και διαχωριςμόσ 
μικρϊν μορίων 

Δυνατότθτα ζνεςθσ ~50 mL πλάςματοσ (ιςοδφναμθ με τισ ςτιλεσ ADS) 



Επικαλυμζνθ με πρωτεΐνεσ πυριτία 
(Protein-coated silica, BioTrap) 
J. Hermansson, A. Grahn, J. Chromatogr. A 660 (1994) 119 

Ενςωμάτωςθ πρωτεϊνικοφ δικτφου ςτθν 
επιφάνεια ςτιλθσ αντίςτροφθσ φάςθσ (C8, 
C18, φαινυλ, κυανο)  δθμιουργία χθμικοφ 
φραγμοφ (υδρόφιλθσ θμιπερατισ 
επιφάνειασ)  περιοριςμόσ πρόςβαςθσ 
πρωτεϊνϊν ςτο υποκείμενο υδρόφοβο 
πλθρωτικό υλικό 

Πρωτεϊνικό δίκτυο  ανκρϊπινθ α1-όξινθ γλυκοπρωτεΐνθ (α1-
acid glycoprotein AGP)  

Εξωτερικι επιφάνεια ςωματιδίων  ςυμβατότθτα με 
πρωτεϊνικά δείγματα  δθμιουργία πόρων ~10nm  
αδυναμιία διείςδυςθσ μεγαλομορίων 

Διαχωριςμόσ  πλθρωτικά υλικά αντίτροφθσ φάςθσ (C8, C18)  

Δυνατότθτα ζνεςθσ 30 mL πλάςματοσ 

BioTrapΜS  pH 2-10 



Πλθρωτικά υλικά μικτισ δράςθσ 
(Mixed-functional material - Capcell Pak MF) 
T. Kanda, H. Kutsuna, Y. Ohtsu, M. Yamaguchi, J. Chromatogr. A, 672 
(1994) 51. 

ωματίδια πυριτίασ επικαλυμζνα με 
πολυμερζσ ςιλικόνθσ 

Εξωτερικι και εςωτερικι επιφάνεια  μίγμα 
πολυοξυαιυλενίου (υδρόφιλθ φάςθ) και 
ςτυρενίου  (υδρόφοβθ φάςθ) αλλά και C8, 
C18 κατιονταλλάκτεσ (SCX) κα 

πολυοξυαιυλζνιο  

ςτυρζνιο  

πολυοξυαιυλζνιο  

Αλυςίδεσ πολυοξυαιυλενίου (μθ 
προςροφθτικζσ για τα μεγαλομόρια)  
παρεμποδίηουν τθν πρόςβαςθ των 
πρωτεϊνϊν θ οποίεσ εκλοφονται ςτον 
νεκρό όγκο 
Ο διαχωριςμόσ γίνεται ςτθν εςωτερικι 
υδρόφοβθ φάςθ 



Θωρακιςμζνεσ υδρόφοβεσ φάςεισ 
Shielded hydrophobic phases (SHP) - HISEP 
D.J. Gisch, B.T. Hunter, B. Feibush, J. Chromatogr. 433 (1988) 264 

ωματίδια πυριτίασ επικαλυμζνα με δίκτυο πολυαικυλενοξειδίου 
με ενςωματωμζνεσ φαίνυλ ομάδεσ .  
 
• Οι πρωτείνεσ παρεμποδίηονται από τισ εξωτερικζσ υδρόφιλεσ 
ομάδεσ. 
• Σα φαρμακευτικά μόρια διζρχονται από τοθν υδροφιλικι 
κωράκιςθ και αλλθλεπιδροφν με τιο υδρόφοβο τμιμα τθσ 
αλυςίδασ 

Δυνατότθτα ζνεςθσ 30 mL πλάςματοσ 



Τποςτρϊματα μεγάλων ςωματιδίων 
Large particle supports (LPS) 



H.M. Quinn, J.J. Takarewski, 1997 [WO97/16724] 

Πλθρωτικά υλικά με μεγάλθ διάμετρο ςωματιδίων 30-50μm 

εφαρμογι μεγάλθσ ροισ  

Μειωμζνθ οπιςκοπίεςθ 
(μεγάλθ διάμετροσ ςωματιδίων) 

Αμελθτζα ςυγκράτθςθ 
μεγαλομορίων => ζκλουςθ ςτο 
μζτωπο του διαλφτθ (πολφ αργι 
διάχυςθ) 

τροβιλϊδθσ ροι (turbulent flow) 

ςυμαντικι ςυγκράτθςθ μικρομορίων 
(φαρμάκων) (ταχείαδιάχυςθ) 



Χρωματογραφικι ροι 

γραμμικι ροι ςτροβιλϊδθσ ροι 

απευκείασ ζνεςθ  ταχεία 
καταςτροφι του πλθρωτικοφ 
υλικοφ  

απευκείασ ζνεςθ  δεν  
επθρρεάηει το πλθρωτικό υλικό 

Η ςτροβιλϊδθσ ροι αναγκάηει τα 
μεγαλομόρια να κινθκοφν μεταξφ 
των μεγάλων διαφλων  που 
ςχθματίηονται μεταξφ των 
ςωματιδίων του πλθρωτικοφ 
υλικοφ  τα μεγαλομόρια δεν 
κατακρατοφνται από το 
πλθρωτικό υλικό και εκλοφονται – 
τα μικρά μόρια αλλθλεπιδροφν με 
το πλθρωτικό υλικό και 
κατακρατοφνται  



Πλθρωτικά υλικά LPS 

Κφρια διαφορά  διάμετροσ ςτιλθσ και διάμετροσ ςωματιδίων 

• ωματίδια πυριτίασ (C2, C8 or C18, φαινυλ),  
• Πολυμερικά ςωματίδια (διαςταυρωμζνα διαπολυμερι ςτυρολίου-διβυνυλβενηολίου. 
• Πολυμερικά ςωματίδια (διβυνυλοβενηολίου-Ν-βινυλοπυρολιδόνθσ) - Oasis HLB 

Μικρι  διάμετροσ 
ςυνικωσ 1mm i.d 

Μεγάλθ  διάμετροσ 
50–60μm 

Ροι 3-5 mL min-1 τροβιλϊδθσ ροι 



Μονολικικζσ ςτιλεσ 

τιλεσ που αποτελοφνται από ζνα μόνο πολυμεριςμζνο 
τεμάχιο πυριτίασ και όχι από ςωματίδια  ράβδοι 
πλθρωτικοφ υλικοφ (rods) 
Πλθρωτικό υλικό  πολυμεριςμζνο δίκτυο πυριτίασ  
Κατάλλθλεσ για απευκείασ ζγχυςθ βιολογικϊν 
υποςτρωμάτων 

Μικροί πόροι  
(μεςοπόροι 
mesopores,  
13 nm)  μεγάλθ 
επιφάνεια 
ςθμαντικόσ 
χρωματογραφικόσ 
διαχωριςμόσ 

Μεγάλοι πόροι (μακρπόροι macropores,  
2μm)  μειωμζνθ αντίςταςθ  υψθλι 
ροι 



Μικρά μόρια (φάρμακα) 

Κατανζμονται ςτουσ μικροπόρουσ 
(ταχεία διάχυςθ) 

Επαρκισ διαχωριςμόσ 

Μεγαλομόρια (πρωτεΐνεσ) 

Διπερνοφν τουσ μακροπόρουσ 
(βραδεία διάχυςθ) 

Ζκλουςθ ςτο μζτωπο του διαλφτθ 

ςτροβιλϊδθσ ροι 

Ο διαχωριςμόσ είναι ανεξάρτθτοσ τθσ ροισ  καλόσ διαχωριςμόσ και ςε μεγάλεσ ταχφτθτεσ ροισ 



Συνδεςμολογία για απευθείασ προετοιμαςία δείγματοσ 
On-line sample preparation set-up 



Δφο τφπων ςυνδεςμολογία 

Απευκείασ ςυνδεςμολογία (χριςθ μιασ ςτιλθσ) 
single column or direct configuration 

υνδεςμολογία εναλλαγισ ςτθλϊν 
column-switching 

Η εκχφλιςθ και ο διαχωριςμόσ  
πραγματοποιοφνται επί τθσ ίδιασ ςτιλθσ 

Η εκχφλιςθ πραγματοποιείται ςε 
διαφορετικι ςτιλθ από το διαχωριμό 



Απευκείασ ςυνδεςμολογία  

1. Εκχφλιςθ του δείγματοσ  (εφαρμογι μίγματοσ 
διαλυτϊν υψθλοφ υδατικοφ περιεχομζνου) – 
κατακράτθςθ του αναλφτθ – ζκλουςθ των 
μακρομορίων  ςτο μζτωπο του διαλφτθ 
 
 

2. Ζκλουςθ του αναλφτθ (εφαρμογι μίγματοσ 
διαλυτϊν υψθλοφ οργανικοφ περιεχομζνου) 
 

3. Επανεξιςορόπθςθ τθσ ςτιλθσ (εφαρμογι 
μίγματοσ διαλυτϊν υψθλοφ υδατικοφ 
περιεχομζνου)   
 

Η φπαρξθ βαλβίδασ εναλλαγισ (switching valve) επιτρζπει τθν κατεφκυνςθ των 
ανεπικφμθτων μεγαλομορίων προσ  τα απόβλθτα 



Single column mode with UV detection 

Ανίχνευςθ UV-Vis 
Χαρακτθρίηεται από  
 

 χαμθλι ευαιςκθςία  
 
 
 χαμθλι ειδικότθτα 

 

ζνεςθ μεγάλου 
όγκου δείγματοσ 

Προβλθματικόσ διαχωριςμόσ 

μεγάλοσ ςυνολικόσ 
χρωματογραφικόσ 
χρόνοσ 

Τψθλόσ 
διαχωριςμόσ 

δυςκολία  ςφηευξθσ απευκείασ ςυνδεςμολογίασ με ανίχνευςθ UV  



Single column mode with MS detection 

Ανινευτισ φαςματομετρίασ μάηασ 

μεγάλθ ειδικότθτα  

δεν απαιτείται πλιρθσ 
διαχωριςμόσ 

χριςθ μικροφ μικουσ  
ςτθλϊν (π.χ. 50 mm) 

μείωςθ ςυνολικοφ χρόνου 
ανάλυςθσ (<1 min) 

μεγάλθ ευαιςκθςία (ng mL−1) 

αφξθςθ ευαιςκθςίασ με μείωςθ 
τθσ ροισ (μL min-1 - nL min-1 ) 

αφξθςθ ευαιςκθςίασ με χριςθ 
ςτθλϊν μικρισ διαμζτρου 
(1mm μbore -180 nm capillary) 



Single column mode with MS detection 

Απαιτήςεισ ςυνδεςμολογίασ 

Χριςθ βαλβίδασ εναλλαγισ (switching valve) μεταξφ ςτιλθσ και πθγισ MS  

Αντλία 

απόβλθτα 

MS 

ςτιλθ 

Εκχφλιςθ – ζκπλυςθ μακρομορίων 
(υψθλό ποςοςτό υδατικοφ διαλφτθ – ςυγκράτθςθ 
μικρϊν μορίων με υδρόφοβεσ αλλθλεπιδράςεισ) 

Αντλία 

απόβλθτα 

MS 

ςτιλθ 

ζκπλυςθ μικρϊν μορίων 
(υψθλό ποςοςτό οργανικοφ διαλφτθ) 



Επιλογή κινητήσ φάςησ  
• Χριςθ πτθτικϊν διαλυτϊν και αποφυγι μθ πτθτικϊν πρόςκετων (ρυκμιςτικά διαλφματα 
φωςφορικϊν και διαλυμάτων ηευγϊν ιόντων) 

Επιλογή ροήσ 
 υμβατότθτα ανίχνευςθσ ροισ με φαςματομετρία μάηασ  
(5-10 μL min-1 – ESI - 50-500 μL min-1 - υποβοθκοφμενοσ  ESI  - ςυμβατότθτα με ςτροβιλϊδθ 
ροι  5-10 mL min-1 

• Χριςθ διαμοιραςτι ροισ 
 
 
 
 
 
 
 
 
• Χριςθ ςτθλϊν μικρισ διαμζτρου 

MS 

απόβλθτα 

Εκλεκτικότητα 
Φαςματομετρία μάηασ  εγγενισ εκλεκτικότθτα  ΠΡΟΒΛΗΜΑ  φαινόμενο  
υποςτρϊματοσ  (matrix effect): θ ςυνζκλουςθ ουςιϊν περιορίηει τθν δθμιουργία ιόντων  
μικρότερο αναλυτικό ςιμα 
ΑΠΑΙΣΕΙΣΑΙ προςεκτικι μελζτθ για τθν αποφυγι του φαινομζνου υποςτρϊματοσ     
 



υνδεςμολογία εναλλαγισ ςτθλϊν 
column-switching 

Η εκχφλιςθ (και προςυγκζντρωςθ) του δείγματοσ γίνεται ςε διαφορετικι ςτιλθ από τθν 
χρωματογραφικι ανάλυςθ 

Χριςθ βαλβίδασ εναλλαγισ και δεφτερθσ αντλίασ  

Βαλβίδα εναλλαγισ ςτθ κζςθ Α και αντλία 1  
το δείγμα περνάει από τθ ςτιλθ εκχφλιςθσ  
απομακρφνονται τα μακρομόρια  τα μικρά 
μόρια ςυγκρατοφνται ςτθ ςτιλθ εκχφλιςθσ με 
υδρόφοβεσ αλλθλεπιδράςεισ 

Βαλβίδα εναλλαγισ ςτθ κζςθ Β και αντλία 2  
το δείγμα περνάει από τθν ςτιλθ ζκλουςθσ 
(αντίςτροφθ ροι)  ενίεται ςτθν αναλυτικι  
ςτιλθ  τα μικρά μόρια χρωματογραφοφνται 
ςτθν αναλυτικι ςτιλθ  
Σαυτόχρονα εκπλζνεται και ςτθ ςυνζχεια 
εξιςορροπείται θ ςτιλθ ζκλουςθσ 

υνικωσ RAM  και LPS 



υνδεςμολογία εναλλαγισ ςτθλϊν 
column-switching 

• Χριςθ διαφόρων ςυνδυαςμϊν αναλυτικισ και ςτιλθσ εκχφλιςθσ  αφξθςθ τθσ 
εκλεκτικότθτασ  
• τιλθ εκχφλιςθσ  μικρότερθ κατακράτθςθ από τθν αναλυτικι ςτιλθ 

Εκλεκτικότητα 

• Αφξθςθ ευαιςκθςίασ λόγω τθσ προςυγκζντρωςθσ του δείγματοσ  

Ευαιςθηςία 

• Χριςθ μικροφ μικουσ αναλυτικϊν ςτθλϊν μείωςθ του χρόνου ανάλυςθσ  
• υνδυαςμόσ περιςςότερων ςυςκευϊν (10-port or 6-port switching-valves) 
παράλλθλθ επεξεργαςία  μείωςθ του χρόνου ανάλυςθσ  (π.χ. κατά τθν ανάλυςθ με 
δείγματοσ ςε 2θ ςτιλθ εκχφλιςθσ θ 1θ εξιςςοροπείται) 

Χρόνοσ ανάλυςησ 



Mοριακά αποτυπωμζνα πολυμερι  
Molecularly Imprinted Polymers MIPS 





Μοριακά αποτυπωμζνα πολυμερι (ΜΑΠ): ςυνκετικά πολυμερι που χαρακτθρίηονται 
από τθν δυνατότθτα αναγνϊριςθσ «πρότυπων» μορίων  
 
Διακζτουν πολφ υψθλι ειδικότθτα – παρομοιάηουν με αντιςϊματα και ζνηυμα 
 
Πλεονεκτιματα (ςφγκριςθ με ανοςοχθμικζσ μεκόδουσ) 
• υψθλότερθ δυνατότθτα φόρτωςθσ  
• ανκεκτικότθτα ςε διάφορεσ ςυνκικεσ  

• ακραίεσ τιμζσ pH (95% ικανότθτασ δζςμευςθσ μετά από 24ωρθ ζκκεςθ ςε 
αυτόκλειςτο, 10Μ ΗCl, 25% NH3. 
• ακραίεσ τιμζσ κερμοκραςίασ 1500C (ςε μεγαλφτερεσ κερμοκραςίεσ 
αποκαρβοξυλίωςθ) 
• ουδετερότθτα ςε οξζα βάςεισ αλλά και οργανικοφσ διαλφτεσ 

• χαμθλό κόςτοσ καταςκευισ 
• ευκολία καταςκευισ 
• δυνατότθτα καταςκευισ μεγάλθσ ςειράσ πολφ ειδικϊν υλικϊν 
• ευκολία αποκικευςθσ και χρόνοσ αποκικευςθσ 



Σρπόσ καταςκευισ MIPS 

Πρότυπο μόριο 
(template molecule) 

Μονομερζσ 

κατάλλθλοσ 
διαλφτθσ 

χθματιςμόσ ςυμπλόκων 

χθματιςμόσ ενεργοποιθμζνου πολυμεροφσ 
–πρότυπθσ ουςίασ  

Προςκικθ 
μονομερϊν 

πολυμεριςμοφ 

Έκπλυςθ 
πρότυπου 

μορίου 

χθματιςμόσ ενεργοποιθμζνου πολυμεροφσ (ΜΙP)  



• Χριςθ του αναλφτθ ωσ προτφπου ΜΟΝΟ όταν δεν υπάρχει άλλθ επιλογι (bleeding)  

• Επιλογι των κατάλλθλων χαρακτθριςτικϊν ομάδων και τθσ ςτερεοδιαταξισ τουσ (ϊςτε 

να επιτευχκεί θ κατάλλθλθ εκλεκτικότθτα) 

• Επιλογι κατάλλθλων μονομερϊν που δθμιουργοφν ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ ςτον 

επιλεγμζνο διαλφτθ (αφξθςθ του αρικμοφ και του βακμοφ ομοιογζνειασ των κζςεων 

ςφνδεςθσ) • Επιλογι προτφπων και μονομερϊν καλά διαλυτϊν ςτον διαλφτθ 

ςχθματιςμοφ πόρων (porogenic solvent) 

• Σο μίγμα πολυμεριςμοφ (πρότυπο – μονομερι) είναι ςτακερό – δεν προκαλεί 

παράλλθλεσ αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ 

• Επιλογι του τφπου πολυμεριςμοφ (και των μονομερϊνdi- or tri-unsaturated 

crosslinking 

monomers (e.g., vinylic, acrylic, methacrylic, 

acrylamide, etc.) ) ανάλογα με το υπόςτρωμα τθσ ανάλυςθσ (πλάςμα οφρα αλλά και 

οργανικόσ διαλφτθσ κ.α) 



Πρότυπα μόρια 

Κφριοσ παράγοντασ (κακοδθγεί τθ διαδικαςία ςχθματιςμοφ MIPS). 
Αδρανζσ κατά τθ διαδικαςία πολυμεριςμοφ 
1. Δεν περιζχει ομάδεσ ικανζσ να πολυμεριςκοφν 
2.  Δεν περιζχει ομάδεσ που αναςτζλλουν ι παρεμποδίηουν τθ διαδικαςία 

πολυμεριςμοφ (κειόλεσ, υδροκινόνεσ κ.α.) 
3. Ανκεκτικό ςε ελαφρά αυξθμζνεσ οερμοκραςίεσ ι κατά τθν ζκκεςθ ςε ακτινοβολία 

UV (π.χ. AIBN  ζναρξθ διαδικαςίασ πολυμεριςμοφ 600C ι ακτινοβολία UV) 
Δομικά μονομερή 

• Τπεφκυνα για τον ςχθματιςμό τθσ κζςθσ 
πρόςδεςθσ. 
• Χρθςιμοποιοφνται ςε περίςςεια ωσ προσ το 
πρότυπο μόριο (>1:4  ςυνθκιςμζνθ αναλογία μθ 
ομοιοπολικισ μεκόδου).   
•Η αρχι τθσ μεκόδου χρθςιμοποιεί τθν μζγιςτθ 
δυνατι αλλθλεπίδραςθ των δομικϊν μονομερϊν με 
τα πρότυπα μόρια (δεςμοί Η, Van der Waals κλπ) 
μεταξφ των δομικϊν χαρακτθριςτικϊν τουσ για τον 
ςχθματιςμό των ςυμπλόκων.  
•Κατά τον ςχθματιςμό ςυμπολυμερϊν είναι 
απαραίτθτο να λαμβάνονται υπόψθ οι «ενεργζσ 
αναλογίεσ» των ςυμπολυμερϊν προκειμζνου να 
διαςφαλιςτεί θ δυνατότθτα ςυμπολυμεριςμοφ.  



Παράγοντεσ διαςταφρωςησ 

• Ελζγχουν τθν μορφολογία του 
• τακεροποιοφν τθν κζςθ πρόςδεςθσ 
• Επθρεάηουν τθν μθχανικι ςτακερότθτα 
Γενικά χρθςιμοποιοφνται διαδικαςίεσ 
υψθλοφ βακμοφ διαςταφρωςθσ  >80% 
(high cross-link ratios ) για τθν δθμιουργία 
μακροπόρων και τθν αυξθμζνθ μθχανικι 
ςτακερότθτα.  
Μικρόσ αρικμόσ παραγόντων 
διαςταφρωςθσ μποροφν να δράςουν και 
ωσ δομικά πολυμερι.  

Διαλφτεσ (πορογενικοί παράγοντεσ) 
• Διαλφουν όλουσ παράγοντεσ πολυμεριςμοφ  
• Δθμιουργοφν τουσ μακροπόρουσ (πορογενικοί παράγοντεσ)  ελζγχουν το 
μζγεκοσ των πόρων και τθν ειδικι επιφάνεια  κατάλλθλοι κερμοδυναμικά 
διαλφτεσ οδθγοφν ςε κατάλλθλουσ μορφολογικά πόρουσ και υψθλι ειδικι 
επιφάνεια. Μπορεί να οδθγιςουν ςε μεγιςτοποίθςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ δομικϊν 
μονομερϊν και  προτφπου μορίου (π.χ. Μθ πολικοί διαλφτεσ π.χ. τολουόλιο οδθγοφν 
ςε ςχθματιςμό δεςμϊν Η) 



Initiators 

In principle, any of the methods of initiation described earlier can be used to initiate free radical polymerisations in the presence of templates. However, there may well be drivers for selecting one over another arising from the system under study.  For example, if the template were photochemically or thermally unstable then intiators that can be triggered photochemically and thermally, respectively, would not be attractive. Where complexation is driven by hydrogen bonding then lower polymerisation temperatures are preferred, and under such circumstances photochemically active initiators may well be preferred as these can operate efficiently at low temperature. The chemical structures of selected polymerisation intiators are shown in Fig. 9.  

    
Παράγοντεσ ζναρξησ πολυμεριςμοφ  
(initiators)  
Επάγουν τθν ζναρξθ του πολυμεριςμοφ 
(δθμιουργία ελευκζρων ριηϊν)  
Ελζγχουν τθν διαδικαςία πολυμεριςμοφ  
π.χ. φωτοαςτακείσ  οδθγοφν  ςε διαδικαςίεσ 
ζναρξθσ μζςω ακτινοβόλθςθσ 
Θερμοαςτακείσ  οδθγοφν  ςε διαδικαςίεσ 
ζναρξθσ μζςω αφξθςθσ κερμοκραςίασ 
 
Όταν π.χ. Σο πρότυπο μόριο ειναι 
κερμοευαίςκθτο χρθςιμοποιοφνται 
φωτοαςτακείσ παράγοντεσ ζναρξθσ 
πολυμεριςμοφ 



Μζκοδοι καταςκευισ MIPS 

Ομοιοπολικι μζκοδοσ 

χθματιςμόσ ομοιοπολικοφ δεςμοφ μεταξφ προτφπου μορίου και μονομεροφσ 

Αφαίρεςθ προτφπου μορίου (ςχάςθ ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Πολυμεριςμόσ 

Αναγνϊριςθ αναλφτθ ςτο υπόςτρωμα (επαναδθμιουργία ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Ανάλυςθ - απελευκζρωςθ αναλφτθ (ςχάςθομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Πλεονζκτημα: δθμιουργία ομοιογενοφσ πλθκυςμοφ κζςεων ςφνδεςθσ (λόγω 
ςτακερότθτασ  του  ςυμπλόκου κατά τθν διαδικαςία του πολυμεριςμοφ) 
Μειονζκτημα: απαιτοφνται ζντονεσ ςυνκικεσ για τθν απελευκζρωςθ του αναλφτθ 



Μθ-ομοιοπολικι 

χθματιςμόσ μθ-ομοιοπολικοφ δεςμοφ μεταξφ προτφπου μορίου και μονομεροφσ 

Αφαίρεςθ προτφπου μορίου (ςχάςθ μθ-ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Πολυμεριςμόσ 

Αναγνϊριςθ αναλφτθ ςτο υπόςτρωμα (μζςω μθ-ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Ανάλυςθ - απελευκζρωςθ αναλφτθ (ςχάςθ μθ-ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Η περιςςότερο χρηςιμοποιοφμενη μζκοδοσ 
Σχθματιςμόσ ςυμπλόκου  οφείλεται ςε μθ ομοιοπολικζσ αλλθλεπιδράςεισ (δεςμοί Η, Van 
der Waals, υδρόφοβεσ αλλθλεπιδράςεισ, θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ, 
αλλθλεπιδράςεισ διπόλου – διπόλου) 
Πλεονζκτημα: Απλι. Μεγάλθ δυνατότθτα επιλογισ διακζςιμων μονομερϊν. Η αφαίρεςθ 
του προτφπου είναι δυνατι μζςω απλισ εκχφλιςθσ. Προςομοιάηει φυςικζσ διαδικαςίεσ. 
Μειονζκτημα: Η κινθτικι  τθσ δζςμευςθσ εξαρτάται από τθν ιςςοροπία ςχθματιςμοφ του 
ςυμπλόκου μονομερουσ – προτφπου (απαιτείται μεγάλθ ποςότθτα ςυμπλόκου προκειμζνου 
να ωκιςει τθν αντίδραςθ ςχθματιςμοφ πρόσ τα δεξιά) 

πρότυπο + μονομερζσ   πρότυπο-μονομερζσ 
Ενςωμάτωςθ περίςςειασ προτφπου  μθ ειδικι δζςμευςθ (ςυχνό πρόβλθμα) 





Ημι-ομοιοπολικι 

χθματιςμόσ ομοιοπολικοφ δεςμοφ μεταξφ προτφπου μορίου και μονομεροφσ 

Αφαίρεςθ προτφπου μορίου (ςχάςθ ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Πολυμεριςμόσ 

Αναγνϊριςθ αναλφτθ ςτο υπόςτρωμα (μζςω μθ-ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 

Ανάλυςθ - απελευκζρωςθ αναλφτθ (ςχάςθ μθ-ομοιοπολικϊν δεςμϊν) 



Διαδικαςία ΜΑΠ για το τριπεπτίδιο Lys–Trp–Asp  
• χθματιςμόσ πολυμεροφσ μζςω ομοιπολικϊν δεςμϊν using both covalent and non-
covalent interactions.  
• Τδρόλυςθ και ςχθματιςμόσ κοιλότθτασ ΜΑΠ 
• Αναγνϊριςθ μόνο με μθ – ομοιοπολικζσ αλλθλεπιδράςεισ 



Διαδικαςίεσ πολυμεριςμοφ 

Μζςω ελευκζρων ριηϊν: Εφκολθ διαδικαςία. Τψθλζσ αποδόςεισ. Ήπιεσ ςυνκικεσ pH και 
κερμοκραςίασ. Πολυμεριςμόσ ςε ςτερεά κατάςταςθ (bulk) ι ςε διάλυμα. Μικρό κόςτοσ. 

Διαδικαςία ςυμπολυμεριςμοφ 

Ενςωμάτωςθ διαφορετικϊν πολυμερϊν  εξαρτάται από τθν 
αρχικι ςυγκζντρωςθ του κάκε πολυμεροφσ ςτο αρχικό μίγμα 
μονομερϊν. Μπορεί να μεταβάλει τι φυςικζσ ιδιότθτεσ των 
πολυμερϊν  

Ενςωμάτωςθ διαφορετικϊν πολυμερϊν  εξαρτάται από τον 
τφπο του πολυμεροφσ . Μαλεϊκόσ ανυδρίτθσ + ςτιλβζνιο δίνουν 
μικτό πολυμερζσ 1:1 

Αηωιςοβουτυρονιτρίλιο  
(radical chain initiator) 



Μονομερι με μια δραςτικι ομάδα πολυμεριςμοφ  γραμμικά 
πολυμερι  

Πολυμερι με πολλζσ δραςτικζσ ομάδεσ πολυμεριςμοφ  
διαςταυρωμζνα πολυμερι  

Πολυμεριςμόσ ςτυρενίου με διβυνυλοβενηόλιο  
διακλαδιςμζνα πολυμερι 

Σα MIPS είναι διακλαδιςμζνα πολυμερι 
(ςπανίωσ γραμμικά πολυμερι) 



MIP-SPE (MISPE) 
Μθ διαδοχικι (off-line) διαδικαςία 
• παρόμοια με το SPE αντίςτροφθσ φάςθσ 
• 15–500 mg MISPE 
• διαδικαςία  

•Εξιςορόπθςθσ,  
•εφαρμογισ,  
•ζκπλυςθσ και  
•ζκλουςθσ 

Εξιςορόπθςθ  –  Προετοιμαςία του πλθρωτικοφ υλικοφ 
  1. με τον διαλφτθ ζκλουςθσ  ζκπλυςθ υπολλειματικϊν προςμίξεων 
  2. με τον διαλφτθ εφαρμογισ ϊςτε να απομακρυνκεί ο διαλφτθσ  
  ζκλουςθσ του προθγοφμενου ςταδίου  ενεργοποίθςθ των κζςεων 
  ςφνδεςθσ  
Εφαρμογι - φνδεςθ του αναλφτθ ποςοτικά και εκλεκτικά με το πλθρωτικό υλικό. 

Εξαρτάται από το είδοσ του διαλφτθ κατά τθ διαδικαςία πολυμεριςμοφ 
υνικωσ θ ςφνδεςθ οφείλεται ςε θλεκτροςτατικζσ δυνάμεισ π-π, 
δεςμοφσ Η και ιονικζσ αλλθλεπιδάςεισ  για να δθμιουργθκοφν οι 
ΕΙΔΙΚΟΙ δεςμοί αναγνϊριςθσ ο διαλφτθσ δεν πρζπει να δθμιουργεί 
τζτοιουσ δεςμοφσ (αλλιϊσ παρατθροφνται μθ ειδικζσ αλλθλεπιδράςεισ) 
 χριςθ διαλυτϊν χαμθλισ πολικότθτασ (ACN, CHCl3, CH2Cl2, 
τολουόλιο). Ιδανικά μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ο διαλφτθσ 
πολυμεριςμοφ (ςε αυτόν δθμιουργικθκαν οι αλλθλεπιδράςεισ). Χριςθ 
διαλφτθ ζκπλυςθσ που επαναφζρει τθν ειδικότθτα  



Ζκπλυςθ  –  Μεγιςτοποίθςθ ΕΙΔΙΚΩΝ αλλθλεπιδράςεων και ζκλουςθ 
παρεμποδίςεων. 

 Χριςθ διαλυτϊν χαμθλισ πολικότθτασ ςτουσ οποίουσ είναι διαλυτζσ οι 
παρεμποδίςεισ  - ο πορογενικόσ διαλφτθσ είναι ςυχνά ιδανικι επιλογι 
(κυρίωσ για ιονικζσ αλλθλεπιδράςεισ).  

 Προςκικθ μικροφ ποςοςτοφ πολικοφ διαλφτθ  μπορεί να αυξιςει τθν 
ειδικότθτα 

 ε περιπτϊςεισ χριςθσ υδατικϊν διαλυμάτων  ςτζγνωμα MIP υπό 
κενό ι με εφαρμογι ρεφματοσ Ν2.  

Ζκλουςθ - Χριςθ μεγάλθσ εκλυςτικισ ιςχφοσ (πολικοί διαλφτεσ – ACN, πρωτικοί 
διαλφτεσ – MeOH) 

 υχνά απιτείται χριςθ οργανικοφ τροποποιθτι π.χ. αςκενοφσ οξζοσ 
AcOH ι αςκενοφσ βάςθσ NEt3, προκειμζνου να διαταραχκοφν οι 
ιςχυροί δεςμοί αναλφτθ – MIP.  

υχνά  εξάτμιςθ διαλφτθ  επαναςφςταςθ (reconstitution) με ςυμβατό 
για τθ μζκοδο διαχωριςμοφ διαλφτθ 



Εφαρμογι ςε βιολογικά δείγματα 

Βιολογικά υγρά (οφρα, ορόσ πλάςμα) 
Ιςτοφσ (ιπαρ, νεφροί, μυϊκόσ ιςτόσ) 
Φυτικά δείγματα 

παράδειγμα  προςδιοριςμόσ κλενβουτερόλθσ ςε θπατικό ιςτό 

matrix solid-phase dispersion εφαρμογι πλθρωτικοφ 
υλικοφ C18 ςτο ομογενοποίθμα θπατικοφ ιςτοφ  
ςυναρμογι ςε φυςίγγιο εκχφλιςθσ ςτερεάσ φάςθσ  

Προετοιμαςία MIP με πρότυπο μόριο 
βρωμοκλενβουτερόλθ (πορογενισ διαλφτθσ ΑCΝ – 
εκλεκτικι προςρόφθςθ κλενβουτερόλθσ) 
Εφαρμογι δείγματοσ με ΑCΝ (εκχφλιςμα MSPD) – 
Ζκπλυςθ με ΑCN – 1% AcOH (απομάκρυνςθ 
παρεμποδίςεων) 
Ζκλουςθ με ΜeΟΗ – 10% AcOH (καταςτροφι δεςμϊν Η) 
 

Ζκλουςθ με ACN 

Εφαρμογι με ACN 



Τψθλι εκλεκτικότθτα  
Λιγότερεσ παρεμποδίςεισ (αφξθςθ χρόνου 
ηωισ τθσ ςτιλθσ) 
Μείωςθ του ορίου ανίχνευςθσ 

Δυνατότθτα αυτοματοποίθςθσ τθσ μεκόδου με on-line 
χριςθ ςε ςφηευξθ με αναλυτικι ςτιλθ 


