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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Σε αυτή τη διατριβή πραγµατοποιήθηκε η ανάπτυξη και επικύρωση µεθόδων για τον 

προσδιορισµό της σουλφαδιαζίνης (SDZ) και της τριµεθοπρίµης (TMP), καθώς και του 

κύριου µεταβολίτη της σουλφαδιαζίνης, της ακετυλο-σουλφαδιαζίνης (AcSDZ), µε 

εσωτερικό πρότυπο τη δαπσόνη (DPS), σε ιστούς καλλιεργούµενων ιχθύων, όπως η 

σάρκα µε δέρµα σε φυσική αναλογία, το ήπαρ και ο ορός. Οι δραστικές ουσίες SDZ και 

TMP είναι εγκεκριµένες στην Ελλάδα για χρήση τους στις ιχθυοκαλλιέργειες. 

Χρησιµοποιούνται συνήθως, σε αναλογία SDZ:TMP 5:1, τόσο για λόγους προώθησης 

της ανάπτυξης, όσο και για λόγους προφύλαξης και θεραπείας έναντι πολλών 

βακτηριακών, κυρίως, νοσηµάτων. 

Η ευρεία χρήση των αντιβιοτικών οδηγεί στην παρουσία καταλοίπων στους ιστούς των 

ιχθύων, µε αποτέλεσµα να προκύπτουν κίνδυνοι για την υγεία των καταναλωτών. Έτσι, 

στις µεθόδους που αναπτύχθηκαν και επικυρώθηκαν, χρησιµοποιήθηκε η τεχνική 

Υγροχρωµατογραφίας-Φασµατοµετρίας µαζών (Liquid Chromatography-Mass 

Spectrometry, LC/MS), η οποία µε την υψηλή ευαισθησία και την εκλεκτικότητα που 

έχει, επιτρέπει την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισµό των ουσιών σε 

συγκεντρώσεις πολύ χαµηλότερες από τα Ανώτατα Όρια Καταλοίπων (Maximum 

Residue Limits, MRLs) που έχει θέσει η Ευρωπαϊκή Ένωση (E.E.). Η παρουσία των 

ουσιών σε συγκεντρώσεις κάτω από τα MRLs θεωρείται «ασφαλής» για την υγεία των 

καταναλωτών. Το MRL για το σύνολο των σουλφοναµιδίων (SAs) είναι 100 µg kg-1 και 

για την TMP 50 µg kg-1 σάρκας µε δέρµα. 

Για τον χρωµατογραφικό διαχωρισµό των αναλυτών και του εσωτερικού προτύπου 

χρησιµοποιήθηκε Υγροχρωµατογραφικό Σύστηµα Υψηλής Απόδοσης µε αναλυτική 

στήλη XTerra MS C18 (100,0×2,1 mm, 3,5 µm), θερµοστατούµενη στους 40 oC. 

Εφαρµόστηκε πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης στην κινητή φάση, η οποία αποτελείτο 

από ύδωρ και ακετονιτρίλιο µε µυρµηκικό οξύ 0,05 % (v/v) και είχε ροή 0,2 mL min-1. Ως 

ανιχνευτής χρησιµοποιήθηκε το φασµατόµετρο µαζών, µοντέλο ZQ 2000, επιλέγοντας 

τη µέτρηση θετικών (πρωτονιωµένων) ιόντων των υπό µελέτη ουσιών. 



Για την κατεργασία των δειγµάτων σάρκας µε δέρµα και ήπατος χρησιµοποιήθηκε το 

Σύστηµα Επιταχυνόµενης Εκχύλισης, µε το ύδωρ ως διαλύτη εκχύλισης, ο δε 

καθαρισµός έγινε µε χρήση των στηλών Εκχύλισης Στερεάς Φάσης Abselut Nexus 60 

mg /3 mL. Για την κατεργασία των δειγµάτων ορού πραγµατοποιήθηκε Yγρό-υγρό 

Eκχύλιση µε οξικό αιθυλεστέρα και περαιτέρω καθαρισµός µε n-εξάνιο. 

Οι µέθοδοι επικυρώθηκαν σύµφωνα µε την Απόφαση 2002/657/ΕΚ της Ευρωπαϊκής 

Κοινότητας και χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης των SDZ, 

TMP και AcSDZ στους ιστούς τσιπούρας, µετά από βιολογικό πειραµατισµό µε δύο 

διαφορετικές τροφές. Τέλος, υπολογίστηκε ο χρόνος αποδροµής των (Withdrawal time, 

Wt), στις δύο περιπτώσεις, µε το στατιστικό πρόγραµµα WT1.4. 

 

 

 

 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Αναλυτική Χηµεία 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ: Ιχθυοκαλλιέργειες, υγροχρωµατογραφία-φασµατοµετρία 

µαζών, ανάπτυξη και επικύρωση µεθόδου, χρόνος αποδροµής. 



ABSTRACT 

 

This thesis describes the development and validation of methods for the determination 

of sulfadiazine (SDZ), trimethoprim (TMP), and acetyl-sulfadiazine (AcSDZ), the main 

metabolite of SDZ, with dapsone as internal standard, in tissues of cultured fish, like 

muscle plus skin in natural proportion, liver and serum. In Greece, both SDZ and TMP 

are approved drugs for use in aquaculture. They are usually used in a ratio SDZ:TMP of 

5:1, for the promotion of growth and for prophylactic and therapeutic purposes mainly 

against bacteria diseases. 

The wide use of antibiotics in aquaculture results in the presence of drug residues in 

fish tissues, that can have undesirable effects on consumer health. Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry with high sensitivity and selectivity was used for 

the detection and quantitation of residues in concentrations below the Maximum 

Residue Limits (MRLs) which have been set by the European Union. The levels below 

MRLs are considered to be safe on consumer health. The MRL for the sum of 

sulfonamides has been set to 100 µg kg-1 and for TMP 50 µg kg-1 in muscle plus skin. 

Analysis was performed by using High Performance-Liquid Chromatographic system 

and the analytical column XTerra MS C18 (100,0×2,1 mm, 3,5 µm) kept at 40 oC. The 

mobile phase was consisted of water and acetonitrile, both solvents containing formic 

acid 0,05 % (v/v), and was pumped at a programme of gradient elution and a constant 

flow rate of 0,2 mL min-1. The detection of analytes and internal standard was 

performed by using the Mass Spectrometric system model ZQ 2000, monitoring the 

positive (protonated) ions of the drugs. 

Extraction of drugs from muscle plus skin and liver samples was carried out by using 

water in Accelerated Solvent Extraction. Abselut Nexus 60 mg /3 mL Solid Phase 

Extraction cartridges were used for sample cleanup. Liquid-liquid extraction with ethyl 

acetate and cleanup with n–hexane were used for serum sample preparation. 

The methods were validated according to the 2002/657/EC European Decision and 

were used for the determination of SDZ, TMP and AcSDZ in tissues of gilthead 



seabream after a two diet trial. Withdrawal times (Wts) of the drugs were calculated by 

WT1.4 software. 

 

 

 

 

SUBJECT AREA: Analytical Chemistry 

KEYWORDS: Aquaculture, liquid chromatography-mass spectrometry, method 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Η ΕΞΕΛΙΞΗ ΤΩΝ Υ∆ΑΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ 

 

1.1 Εισαγωγή 

Ο όρος υδατοκαλλιέργεια χρησιµοποιείται για να περιγράψει την ελεγχόµενη εκτροφή 

υδρόβιων οργανισµών, κατά την οποία διατηρείται ο έλεγχος ολόκληρου ή µέρους του 

κύκλου ζωής των. Ο έλεγχος αυτός διακρίνει τις υδατοκαλλιέργειες από τις συµβατικές 

µεθόδους αλιείας, στις οποίες οι οργανισµοί συλλέγονται από φυσικά αποθέµατα.1 

Σύµφωνα µε στοιχεία του Παγκόσµιου Οργανισµού Τροφίµων και Γεωργίας (FAO)2 η 

παγκόσµια παραγωγή των προϊόντων υδατοκαλλιεργειών παρουσίασε σηµαντική 

αύξηση τις τελευταίες δεκαετίες, µε την Κίνα να κατέχει την πρώτη θέση. 

Στην Ε.Ε. παράγεται περίπου το 5 % της συνολικής παγκόσµιας παραγωγής ιχθυηρών, 

γεγονός που την καθιστά τη δεύτερη µεγαλύτερη παραγωγό δύναµη στον κόσµο.3,4 

Σηµαντικούς ρυθµούς ανάπτυξης παρουσίασε και η µεσογειακή υδατοκαλλιέργεια τα 

τελευταία χρόνια.5 

 

1.2 Οι υδατοκαλλιέργειες στην Ελλάδα 

Στην Ελλάδα η συστηµατική εκτροφή των ευρύαλων ιχθύων ξεκίνησε το 1982 µε την 

ίδρυση της πρώτης µονάδας και τα τελευταία χρόνια παρατηρήθηκε µια αλµατώδης 

ανάπτυξη, οφειλόµενη κυρίως: 

�  στη συνεχή µείωση των φυσικών αποθεµάτων ιχθύων υψηλής ζήτησης, όπως η 
τσιπούρα και το λαβράκι, 

�  στη συστηµατική αύξηση της ζήτησης των ειδών αυτών, 

�  στις υψηλές τιµές διάθεσής των και στη προσδοκία υψηλών κερδών από τους 
επενδυτές, 

�  στην καταλληλότητα των κλιµατολογικών, των φυσικών και των µορφολογικών 
συνθηκών της χώρας µας που εξασφαλίζουν τις ευνοϊκές προϋποθέσεις για την 
ίδρυση των µονάδων και για την ανάπτυξη των ειδών, 

�  στην εξέλιξη και γνώση της τεχνολογίας και τέλος, 
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�  στα κίνητρα της πολιτείας και της Ε.Ε. 

 

Σηµαντικό γεγονός είναι, ότι τα τελευταία χρόνια η χώρα µας κατέχει τη πρώτη θέση 

στην παραγωγή ευρύαλων ιχθύων, τόσο στην Ε.Ε. όσο και µεταξύ των Μεσογειακών 

χωρών.6 

Σε γενικές γραµµές, η ιχθυοκαλλιέργεια στην Ελλάδα επικεντρώνεται στην παραγωγή 

γόνου και ιχθύων τσιπούρας και λαβρακιού, ενώ γίνονται συνεχείς προσπάθειες και 

έρευνα από τις εταιρείες του κλάδου, µε στόχο την ανάπτυξη της καλλιέργειας νέων 

ειδών ιχθύων (µυτάκι, λυθρίνι, φαγκρί, σαργός, συναγρίδα, κρανιός, µυλοκόπι, 

µαγιάτικο). 

 

1.3 Κύρια εκτρεφόµενα είδη στη Μεσόγειο 

Η τσιπούρα και το λαβράκι αποτελούν τα σηµαντικότερα εµπορικά είδη της Μεσογείου 

Θάλασσας.7-9 

Η τσιπούρα (Sparus aurata L.) (εικόνα 1.1) ανήκει στην οµοταξία των οστεϊχθύων και 

την οικογένεια Sparidae. Συναντάται ευρέως στη Μεσόγειο Θάλασσα, ενώ στον 

Ατλαντικό Ωκεανό η γεωγραφική κατανοµή του είδους εκτείνεται από τις Βρετανικές 

Νήσους έως τη Σενεγάλη.10 Είναι είδος ευρύαλο και ευρύθερµο, µε αντοχές σε 

αλατότητα µεταξύ 4 - 44 ‰ και θερµοκρασίες µεταξύ 5 - 35 oC, η δε άριστη 

θερµοκρασία είναι µεταξύ 2 - 22 oC.11,12 Το σχήµα του σώµατός της είναι ατρακτοειδές, 

έχει χονδρά χείλη και ισχυρό κεφάλι, ενώ το κοινό µέγεθος της είναι περίπου 25 cm και 

το µέγιστο µήκος της 70 cm. Στο εµπόριο διατίθενται τσιπούρες ιχθυοκαλλιέργειας 

βάρους 250 - 400 g. Χαρακτηρίζεται από πρωτανδρικό ερµαφροδιτισµό. Είναι 

σαρκοφάγο είδος και διατρέφεται στη φύση µε διάφορα µαλάκια και καρκινοειδή.13 

Στη βιβλιογραφία η τσιπούρα αναφέρεται ως Gilthead seabream (στην αγγλική 

γλώσσα). Σύνηθες συνώνυµο είναι το Chrysophrys aurata (UNESCO, 1986). 
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Εικόνα 1.1 Τσιπούρα (Sparus aurata L.) 

 

Το λαβράκι (Dicentrarchus labrax) (εικόνα 1.2) ανήκει στην οµοταξία των οστεϊχθύων 

και την οικογένεια Serranidae. Παρουσιάζει αρκετά ευρεία εξάπλωση. Εκτείνεται στον 

Ατλαντικό Ωκεανό, από τις ακτές του Μαρόκου έως τη Βαλτική Θάλασσα. Συναντάται σε 

κάθε περιοχή της Μεσογείου και των γύρω θαλασσών, εισχωρώντας στις εκβολές των 

ποταµών και στις λιµνοθάλασσες.14 Είναι κατ’εξοχήν ευρύαλο και ευρύθερµο είδος. 

Προσαρµόζεται και αναπτύσσεται εύκολα ακόµη και σε σχεδόν γλυκά νερά. Η 

θερµοκρασία στην οποία εκτρέφεται είναι 7 - 30 oC, µε άριστες τιµές θερµοκρασίας 14 - 

28 oC. 

 

 

Εικόνα 1.2 Λαβράκι (Dicentrarchus labrax) 

 

Το λαβράκι είναι ιχθύς µε επίµηκες σώµα, µεσαίου έως µεγάλου µεγέθους (µήκος 

σώµατος 50 - 100 cm).15 Το εµπορεύσιµο µέγεθος του λαβρακιού είναι περίπου σε 

µήκος 32 cm και σε βάρος (350 ± 50) g.12 Στη βιβλιογραφία το λαβράκι αναφέρεται ως 

European seabass (στην αγγλική γλώσσα). Σύνηθες συνώνυµο είναι το Morone labrax 

(UNESCO, 1986). 
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1.4 Εκτροφή των ιχθύων 

Η ακριβής γνώση των επιδράσεων διαφόρων παραγόντων αφενός στην ανάπτυξη και 

αφετέρου στην υγεία των ιχθύων, συνιστώσες που καθορίζουν τόσο την αειφόρο 

ανάπτυξη των βιολογικών πόρων όσο και τη βελτιστοποίηση των αποδόσεων 

παράλληλα µε τη µεγιστοποίηση του οικονοµικού αποτελέσµατος, κρίνεται απαραίτητη, 

ως πρώτο βήµα για την υπερκέρασή τους. 

Η πραγµατική αύξηση των ιχθύων συνίσταται στην επαύξηση της ποσότητας της 

σάρκας (πρωτεΐνες) και των οστών τους. Σε αυτήν, δε συµπεριλαµβάνονται οι 

εναποθέσεις λίπους και ύδατος του σώµατός των.16,17 

Η αύξηση στους οστεϊχθύες διαµορφώνεται τόσο από καθοριστικούς παράγοντες, όπως 

η θερµοκρασία, η αλατότητα και η φωτοπερίοδος, που δρουν άµεσα στους υποδοχείς 

επιταχύνοντας ή καθυστερώντας την ανάπτυξη, όσο και από περιοριστικούς 

παράγοντες, όπως η συγκέντρωση οξυγόνου, της αµµωνίας, του διοξειδίου του 

άνθρακα, των υδρογονοκατιόντων (pH), που λειτουργούν µε συγκεκριµένα ερεθίσµατα 

και σε συγκεκριµένο εύρος ανοχής.18-20 

Εκτός από τους παράγοντες του περιβάλλοντος που την καθορίζουν, η αύξηση των 

ιχθύων εξαρτάται από το σωµατικό βάρος και τη τροφή τους, αλλά και από βιοτικούς 

παράγοντες, όπως το φύλο, τα γενετικά τους χαρακτηριστικά και η φυσιολογική τους 

κατάσταση.20 

Η κατάσταση της υγείας των ιχθύων καθορίζεται από γενετικούς παράγοντες, από την 

προγενέστερη διαβίωσή των, από την ποιότητα του περιβάλλοντος διαβίωσής των, από 

τη διατροφή τους, από τη φύση των παθογόνων µε τα οποία έρχονται σε επαφή µέσω 

του περιβάλλοντος ή της τροφής των, καθώς και από εγγενείς των ίδιων των ιχθύων 

παράγοντες που τους προκαλούν ένταση (στρες).21 

Παράλληλα µε την ανάπτυξη του κλάδου εκτροφής των ευρύαλων ιχθύων εµφανίστηκαν 

και τα πρώτα προβλήµατα στην υγεία τους, µε άµεση επίπτωση στο κόστος παραγωγής 

είτε µε τη µορφή των απωλειών είτε µε το κόστος καταπολέµησης ή πρόληψης των 

ασθενειών.22,23 Οι µοναδικές και ιδιαίτερες καταστάσεις οι οποίες παρατηρούνται στις 

εκτροφές ιχθύων, όπως π.χ. η µεγάλη πυκνότητα του πληθυσµού ανά µονάδα όγκου 
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ύδατος, έχουν ως αποτέλεσµα την αύξηση της συχνότητας των νοσηµάτων και την 

ταχύτερη µετάδοσή των, σε αντίθεση µε τις συνθήκες της ελεύθερης διαβίωσης.24,25 

Οι συνθήκες του περιβάλλοντος στο οποίο ζουν οι ιχθύες, όπως ο τύπος των 

εγκαταστάσεων, η ποιότητα και η σύσταση του ύδατος της περιοχής, η ταχύτητα µε την 

οποία κινείται το ύδωρ, η θερµοκρασία κ.ά. καθορίζουν και τον τρόπο µε τον οποίο θα 

εφαρµοσθεί η θεραπευτική αγωγή. Οι ασθένειες των ιχθύων µπορούν να ταξινοµηθούν 

ανάλογα µε τα προσβληθέντα όργανα, το είδος, την ηλικία και την εποχή. Επίσης 

διακρίνονται ανάλογα µε την αιτία τους, σε νοσήµατα που οφείλονται σε παράγοντες του 

περιβάλλοντος, σε ιούς, σε βακτήρια, σε µύκητες, σε παράσιτα, σε σφάλµατα διατροφής 

και σε νεοπλάσµατα.26 Αν και η προσβολή των ιχθύων µιας εκτροφής από παθογόνα 

για τον άνθρωπο βακτήρια (Vibrio, Listeria, Salmonella, Aeromonas, Clostridium) 

εξαρτάται από το περιβάλλον και από το βακτηριακό φορτίο του ύδατος, οι ασθένειες 

των ιχθύων δε µεταδίδονται στον άνθρωπο µετά το µαγείρεµα. Εξαίρεση αποτελούν 

µερικά παρασιτικά νοσήµατα όπως π.χ. το κεστώδες Diphylobothrium latum κ.ά.27,28 

 

1.5 Κύριες παθολογικές καταστάσεις των καλλιεργούµενων ιχθύων στις ελληνικές 

υδατοκαλλιέργειες 

Οι κυριότερες παθολογικές καταστάσεις των καλλιεργούµενων ιχθύων στις ελληνικές 

υδατοκαλλιέργειες αφορούν στη προσβολή από παθογόνα βακτήρια και ιογενή 

νοσήµατα, σε προσβολές από παράσιτα (µολυσµατικές ασθένειες), διατροφικά 

νοσήµατα και νοσήµατα άγνωστης αιτιολογίας (µη µολυσµατικές ασθένειες). 

Μερικά από τα πιο συχνά νοσήµατα των ιχθύων που οφείλονται σε βακτήρια είναι:29,30 

(1) η φυµατίωση των ιχθύων: προκαλείται από τα βακτήρια Mycobacterium, (2) η 

Βακτηριακή Ασθένεια των Βραγχίων (Bacterial Gills Disease, ΒGD): προκαλείται από τα 

βακτήρια Flavobacterium branchiophila, ή από τον µύκητα Branchiomyces, (3) η 

δονακίωση (Vibriosis): προκαλείται από τα βακτήρια του γένους Vibrio, όπως το Vibrio 

anguillarum, (4) το Columnaris: αιτία της ασθένειας είναι το βακτήριο Flavobacterium 

columnare, (5) η Furunculosis: το βακτήριο Aeromonas salmonicida προκαλεί 

Furunculosis που συνεπάγεται σηψαιµία µε την επακόλουθη θνησιµότητα, (6) η 

σηψαιµία που προκαλείται από Αεροµονάδες: οφείλεται σε είδη του γένους Aeromonas 
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(A. hydrophila, A. sobria, A. caviae), (7) η παστεριδίαση (Pasteurellosis): οφείλεται στο 

βακτήριο Pasteurella piscicida, (8) η µυξοβακτηριδίαση (Myxobacteriosis): κύριο αίτιο 

της νόσου είναι το αρνητικό κατά Gram βακτήριο Flexibacter maritimus. 

Τα σηµαντικότερα νοσήµατα των ιχθύων που οφείλονται σε µύκητες είναι τα εξής: 29,30 

(1) η σαπρολεγνίαση: από µύκητες της κλάσης των ωοµυκήτων saprolegnia και achlya, 

(2) οι κόκκινες πληγές: η ασθένεια αυτή προκαλείται από τους µύκητες saprolegnia sp., 

(3) η ασθένεια των βραγχίων: είναι µόλυνση που οφείλεται σε συγκεκριµένα είδη 

υδρόβιων µυκήτων (Βραγχιοµύκητες), σε βακτηρίδια, πρωτόζωα και µονογενετικές 

ψείρες (Dactylogyrus) ή σε κακές συνθήκες ύδατος, (4) το σάπισµα των πτερυγίων και 

της ουράς: η µόλυνση αυτή προκαλείται από διάφορα είδη υδρόβιων µυκήτων, όπως 

Saprolegnia και Achlya, (5) το Ichthyosporidium: προκαλείται από µέλη της τάξης των 

Φυκοµυκήτων (Ichthyophonus hoferi), (6) οι µύκητες στο στόµα: προκαλείται από το 

βακτηρίδιο Chondrococcus columnaris, (7) οι άσπρες τούφες: ο µύκητας µπορεί να 

µοιάζει µε τον Epistylis και Cotton-Wool ή και την ασθένεια από το βακτήριο Columnaris. 

Νοσήµατα των ιχθύων οφειλόµενα σε ιούς είναι: (1) λεµφοκύστη: οφείλεται σε µια 

οµάδα συγγενικών ιριδοιών (iridovirus-like viruses), (2) ιογενής εγκεφαλοπάθεια και 

αµφιβληστροειδοπάθεια/ιογενής νευρική νέκρωση (Viral encephalopathy and 

retinopathy, Viral nervous necrosis-VNN): ο ιός της νευρικής νέκρωσης είναι ένας Noda 

ιός µε παγκόσµια εξάπλωση. 

Νοσήµατα των ιχθύων οφειλόµενα σε χλαµύδιες και ρικέτσιες είναι: (1) επιθηλιοκύστη: 

οφείλεται σε έναν προκαρυωτικό οργανισµό που ανήκει στην οικογένεια των χλαµυδιών, 

(2) Νέκρωση νευρικού συστήµατος: οφείλεται σε κοκκοειδείς ενδοκυττάριους 

οργανισµούς που µοιάζουν µε ρικέτσιες (Rickettsia-like organisms, RLO). 

Πολλά παράσιτα (εξωπαράσιτα, ενδοπαράσιτα) προκαλούν, επίσης, πλήθος 

νοσηµάτων στους εκτρεφόµενους ιχθύες, όπως η Αµυλοδινίαση (που οφείλεται στον 

παθογόνο οργανισµό Amyloodinium ocellatum), η Κρυπτοβίοση (που οφείλεται στον 

παθογόνο οργανισµό Cryptobia), η Τριχοδινίαση (που οφείλεται στον παθογόνο 

οργανισµό Trichodina sp.), νοσήµατα οφειλόµενα σε Μυξοσπορίδια (Myxosporea) 

Myxisium spp. και πολλά άλλα.31-37 
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Τέλος, τα σηµαντικότερα µη µολυσµατικά νοσήµατα των εκτρεφόµενων ιχθύων είναι 

µεταβολικά και διατροφικά νοσήµατα, όπως η συστηµατική κοκκιωµάτωση (Systemic 

Granuloma) και το χειµερινό σύνδροµο (winter syndrome), το οποίο εµφανίζεται όταν η 

θερµοκρασία του ύδατος κατέβει κάτω από τους 13 oC και εξαφανίζεται όταν η 

θερµοκρασία ξεπεράσει τους 16 - 18 oC. 

Οι θεραπευτικές αγωγές που εφαρµόζονται διακρίνονται σε αντιπαρασιτικές και 

αντιµικροβιακές. Οι κυριότερες µέθοδοι θεραπευτικής αγωγής είναι η θεραπεία 

εµβάπτισης (εξωτερική θεραπεία), η συστηµατική θεραπεία µέσω της τροφής, ο 

συνδυασµός θεραπείας εµβάπτισης και συστηµατικής, η θεραπεία σπόγγισης (Swab) 

και η παρεντερική θεραπεία (ενέσιµη). Οι δύο τελευταίες εφαρµόζονται σπάνια και µόνο 

σε γεννήτορες, ενώ η εφαρµογή τους απαιτεί εφαρµογή αναισθησίας και χειρισµό των 

ιχθύων έξω από το ύδωρ. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΧΡΗΣΗ ΤΩΝ ΚΤΗΝΙΑΤΡΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΣΤΙΣ Υ∆ΑΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

 

2.1 Εισαγωγή 

Πλήθος κτηνιατρικών φαρµακευτικών παρασκευασµάτων (Veterinary Medicinal 

Products, VMPs) χρησιµοποιούνται, διεθνώς, για την αντιµετώπιση των νοσηµάτων των 

ιχθύων των εντατικών εκτροφών. Στις περισσότερες των περιπτώσεων, ακολουθούνται 

οι κανονισµοί και οι πρακτικές της Καλής ∆ιαχείρισης της Εντατικής Εκτροφής, οι οποίες 

είναι ουσιώδεις για τη διατήρηση της καλής ποιότητας του περιβάλλοντος των 

εκτρεφόµενων ιχθύων. Η χρήση των κτηνιατρικών φαρµάκων είναι άµεση και 

περισσότερο εκείνη των αντιβακτηριακών παραγόντων.38 

Η χρησιµοποίησή των φαρµακευτικών ουσιών υπόκεινται σε κανονισµούς, οι οποίοι 

ποικίλλουν ανάλογα µε το είδος που πρόκειται να εκτραφεί και ανάλογα µε την εθνική 

πολιτική της κάθε χώρας.39,40 

Από το σύνολο των χηµικών ουσιών που χρησιµοποιούνται διεθνώς στην εκτροφή των 

ιχθύων, µόνο λίγες από αυτές είναι επίσηµα εγκεκριµένες, για χρήση στους ιχθύες των 

εντατικών εκτροφών, γιατί τα υπάρχοντα τοξικολογικά δεδοµένα είναι ελάχιστα και 

ελλιπή, ενώ απαιτούνται πολύ περισσότερα για την έγκριση της κυκλοφορίας των.24 

Αυτό οφείλεται στο ότι κάθε φαρµακευτική ουσία µαζί µε όλους τους µεταβολίτες της, 

πρέπει αρχικά να µελετηθεί φαρµακολογικά, τοξικολογικά και βακτηριολογικά. Στη 

συνέχεια, αφού διαπιστωθεί ποιά είναι η πλέον ασφαλής, σε συνδυασµό πάντα µε την 

ποσοστιαία συµµετοχή της στα κατάλοιπα, καθορίζεται ως η ουσία κατάλοιπο δείκτης 

(marker residue). Είναι µια χρονοβόρα διαδικασία, στην οποία βασίζεται ο 

προσδιορισµός του Μέγιστου Ορίου Καταλοίπου (Maximum Residue Limit, MRL) ή 

Μέγιστου Επιπέδου Καταλοίπου (Maximum Residue Level, MRL).41 Η διαδικασία αυτή 

συµπεριλαµβάνει τη µελέτη ασφάλειας (Safety File) και τη µελέτη καταλοίπων (Residue 

File). Στη πρώτη εµπεριέχονται όλα τα φαρµακολογικά, τοξικολογικά και λοιπά 

αποτελέσµατα της υπό µελέτη ουσίας, µαζί µε την προτεινόµενη Αποδεκτή Ηµερήσια 

Πρόσληψη (Acceptable Daily Intake, ADI) για τον άνθρωπο. Στη δεύτερη µελέτη, 
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εµπεριέχονται όλα τα δεδοµένα, τα οποία έχουν σχέση µε την παρουσία και την 

παραµονή των καταλοίπων στους ιστούς, µαζί µε όλα τα αποτελέσµατα και τα 

προτεινόµενα για αυτούς MRL42, αλλά και τις επιπτώσεις που έχουν µε τη διάθεσή τους 

στο περιβάλλον.43 

 

2.2 Κατάλοιπα και ανώτατα όρια των καταλοίπων 

Οι τιµές MRL ορίζονται από οργανισµούς, όπως ο Αµερικανικός Οργανισµός Τροφίµων 

και Φαρµάκων (FDA) και η Ε.Ε., αλλά και η Επιτροπή του Κώδικα Τροφίµων του 

δικτύου Οργανισµού Τροφίµων & Γεωργίας/ Παγκόσµιου Οργανισµού Υγείας 

(FAO/WHO), µε την επιστηµονική υποστήριξη της Κοινής Ειδικής Επιτροπής σε 

Πρόσθετα Τροφίµων των FAO/WHO.43-48 

Η διαθεσιµότητα των αντιµικροβιακών παραγόντων για χρήση στις υδατοκαλλιέργειες 

επηρεάζεται από τη θέσπιση των MRLs. Ωστόσο, οι χρόνοι αποδροµής που 

υπολογίζονται, βασίζονται σε µελέτες οι οποίες πραγµατοποιούνται, συνήθως, µε ιχθύες 

σε γλυκά ύδατα. Ο χρόνος αποµάκρυνσης ενός φαρµάκου από το σώµα του ιχθύος 

µπορεί να ποικίλλει ανάλογα µε τις περιβαλλοντικές συνθήκες και ιδιαίτερα τη 

θερµοκρασία.49,50 Εξαιτίας αυτής της διακύµανσης, έχει εισαχθεί ό όρος «βαθµοηµέρα», 

προκειµένου για την εκτίµηση του απαιτούµενου χρόνου αποµάκρυνσης του φαρµάκου. 

Με τον όρο αυτό σχετίζεται η θερµοκρασία του ύδατος µε τις ηµέρες εφαρµογής της 

θεραπευτικής αγωγής. Ωστόσο, αν τα δεδοµένα δε δείχνουν επίδραση της 

θερµοκρασίας στην αποµάκρυνση, τότε ο χρόνος αποδροµής βασισµένος στις ηµέρες 

είναι αποδεκτός.51 

Στην Ε.Ε., οι χηµικές ουσίες οι οποίες είναι εγκεκριµένες για χρήση στις εντατικές 

εκτροφές ιχθύων και για τις οποίες έχει καθορισθεί MRL ή δεν απαιτείται ο καθορισµός 

MRL, συµπεριλαµβάνονται στον πίνακα 1 του Παραρτήµατος του Κανονισµού (ΕΟΚ) 

37/2010, ενώ οι χηµικές ουσίες οι οποίες είναι γενικά απαγορευµένες και για τις οποίες 

δεν έχει καθορισθεί MRL, βρίσκονται στον πίνακα 2 του Παραρτήµατος αυτού.52 Στον 

πίνακα 2.1 δίνονται µερικές από τις χηµικές ουσίες για τις οποίες έχει καθορισθεί MRL 

(ή δεν απαιτείται ο καθορισµός του) και στον πίνακα 2.2 δίνονται οι απαγορευµένες 

ουσίες. 
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Στην Ελλάδα αρµόδιος φορέας για την έγκριση των κτηνιατρικών φαρµάκων είναι ο 

Εθνικός Οργανισµός Φαρµάκων (ΕΟΦ). Σύµφωνα µε τον ΕΟΦ, τα κτηνιατρικά φάρµακα 

τα οποία είναι εγκεκριµένα για χρήση στην αντιµετώπιση των νοσηµάτων των ιχθύων 

είναι η υδροχλωρική οξυτετρακυκλίνη, ο συνδυασµός της σουλφαδιαζίνης µε τη 

τριµεθοπρίµη, το οξολινικό οξύ και η φλουµεκίνη (πίνακας 2.3).53 

 

2.3 Ευρωπαϊκή Νοµοθεσία 

2.3.1 Κανονισµοί της Ευρωπαϊκής Ένωσης 

Στην Ε.Ε ο έλεγχος των καταλοίπων σε τρόφιµα και σε τροφές διέπεται από αυστηρή 

νοµοθεσία, προκειµένου να διασφαλιστεί η ασφάλεια των καταναλωτών.52,54-73 

Σχετικά µε την ασφάλεια των τροφίµων, ο Κανονισµός 178/2002 µπορεί να θεωρηθεί ως 

ο πρώτος στην ιεραρχία των Κανονισµών της Ε.Ε σχετικά µε τα τρόφιµα.54 Με τον 

Κανονισµό αυτό θεσπίζονται οι νόµοι βάσει των οποίων διακινούνται τα τρόφιµα και οι 

τροφές εντός της Ε.Ε, διασφαλίζοντας την ανθρώπινη υγεία και δηµιουργώντας, 

ταυτόχρονα, κλίµα εµπιστοσύνης µεταξύ των παραγωγών, των καταναλωτών και των 

εταιρειών. Ταυτόχρονα, δηµιουργήθηκε η Ευρωπαϊκή Αρχή Ασφάλειας των Τροφίµων 

(European Food Safety Authority, EFSA),74 η οποία, ως ανεξάρτητη Αρχή, έχει ως 

σκοπό την παροχή συµβουλών και πληροφοριών σχετικά µε την αλυσίδα των τροφίµων 

και των τροφών. 

Με τον Κανονισµό 183/2005 τίθενται οι γενικοί κανόνες για την υγιεινή των τροφών, ενώ 

αναφέρονται οι συνθήκες και οι ρυθµίσεις για την διασφάλιση της ιχνηλασιµότητας 

(traceability) των τροφών.70 

Ο κυριότερες νοµοθετικές δράσεις που αφορούν τα κτηνιατρικά φάρµακα είναι ο 

Κανονισµός 726/200467 και η Οδηγία 2001/82.62 Με τον Κανονισµό 726/2004 

περιγράφεται η δοµή και ο σκοπός του ΕΜΑ55, ο οποίος ιδρύθηκε το 1995 σύµφωνα µε 

τις διατάξεις του αναθεωρηµένου, πλέον, Κανονισµού 2309/93. 

Βασικός σκοπός του ΕΜΑ είναι να παρέχει συµβουλές επιστηµονικού περιεχοµένου στα 

Ινστιτούτα της Κοινότητας σχετικά µε την έγκριση των φαρµακευτικών προϊόντων για 

ανθρώπινη και κτηνιατρική χρήση. 
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Πίνακας 2.1 Φαρµακολογικά δραστικές ουσίες για τις οποίες έχει καθορισθεί ή δεν απαιτείται ο 
καθορισµός MRL 

 

Ουσία Κατάλοιπο δείκτης Είδος ζώουΑ MRL (µg kg -1) Ιστός 
στόχος

B 
 

Αντιβιοτικά 
Αµοξικιλίνη 

 

 
Αµοξικιλίνη 

 

 
Όλα τα ΤΖΠ 

 

 
50 

 

 
Σάρκα 

Αµπικιλίνη 
Βενζυλοπενικιλίνη 

Αµπικιλίνη 
Βενζυλοπενικιλίνη 

Όλα τα ΤΖΠ 
Όλα τα ΤΖΠ 

50 
50 

Σάρκα 
Σάρκα 

Χλωροτετρακυκλίνη 
 

Άθροισµα δραστικής + 
4-επιµερούς 

Όλα τα ΤΖΠ 
 

100 
 

Σάρκα 
 

Κλοξακιλίνη Κλοξακιλίνη Όλα τα ΤΖΠ 300 Σάρκα 
Κολιστίνη Κολιστίνη Όλα τα ΤΖΠ 150 Σάρκα 

∆ανοφλοξακίνη 
∆ιφλοξακίνη 

Ενροφλοξακίνη 
 
 

Ερυθροµυκίνη 

∆ανοφλοξακίνη 
∆ιφλοξακίνη 
Άθροισµα 

ενροφλοξακίνης + 
σιπροφλοξακίνης 
Ερυθροµυκίνη Α 

Όλα τα ΤΖΠ 
Όλα τα ΤΖΠ 
Όλα τα ΤΖΠ 

 
 

Όλα τα ΤΖΠ 

100 
300 
100Γ 

 
 

200∆ 

Σάρκα 
Σάρκα 
Σάρκα 

 
 

Σάρκα 
∆υκλοξακιλίνη ∆υκλοξακιλίνη Όλα τα ΤΖΠ 300 Σάρκα 
Φθοροφαινικόλη 

 
 

Φλουµεκίνη 
Λινκοµυκίνη 

Άθροισµα 
φθοροφαινικόλης + 

αµινο-φθοροφαινικόλης 
Φλουµεκίνη 
Λινκοµυκίνη 

Ιχθύες 
 
 

Ιχθύες 
Όλα τα ΤΖΠ 

1000 
 
 

600 
100 

Σάρκα+δέρµα 
 
 

Σάρκα+δέρµα 
Σάρκα 

Νεοµυκίνη Νεοµυκίνη Β Όλα τα ΤΖΠ 500Ε Σάρκα 
Οξακιλίνη Οξακιλίνη Όλα τα ΤΖΠ 300 Σάρκα 

Οξολινικό οξύ Οξολινικό οξύ Ιχθύες 100 Σάρκα+δέρµα 
Οξυτετρακυκλίνη 

 
Άθροισµα δραστικής + 

4-επιµερούς 
Όλα τα ΤΖΠ 

 
100 

 
Σάρκα 

 

Παροµοµυκίνη Παροµοµυκίνη Όλα τα ΤΖΠ 500 Σάρκα 

Σαραφλοξακίνη Σαραφλοξακίνη Σολοµοειδή 30 Σάρκα+δέρµα 
Σπεκτινοµυκίνη Σπεκτινοµυκίνη Όλα τα ΤΖΠ 300 Σάρκα 
Σουλφοναµίδια 

(σύνολο) 
Εκάστοτε δραστική 

 
Όλα τα ΤΖΠ 

 
100 

 
Σάρκα 

 
Τετρακυκλίνη 

 
Άθροισµα δραστικής + 

4-επιµερούς 
Όλα τα ΤΖΠ 

 
100 

 
Σάρκα 

 
Θειαµφαινικόλη Θειαµφαινικόλη Όλα τα ΤΖΠ 50 Σάρκα 
Τιλµικοσίνη Τιλµικοσίνη Όλα τα ΤΖΠ 50 Σάρκα 
Τριµεθοπρίµη Τριµεθοπρίµη Όλα τα ΤΖΠ 50 Σάρκα 
Τυλοσίνη Τυλοσίνη Α Όλα τα ΤΖΠ 100 Σάρκα 

Αντιψειριακά     
Αζαµεθιφός ∆ΕφZ Σολοµοειδή ∆ΑH Σάρκα+δέρµα 

Κυπερµεθρίνη 
(αναφορικά µε ιχθύες) 

Κυπερµεθρίνη 
(άθροισµα ισοµερών) 

Σολοµοειδή 50 Σάρκα+δέρµα 

∆ελταµεθρίνη ∆ελταµεθρίνη Ιχθύες 10 Σάρκα+δέρµα 
Εµαµεκτίνη Εµαµεκτίνη Β1a Σολοµοειδή 100 Σάρκα+δέρµα 

∆ιφλουβενζουρόνη ∆ιφλουβενζουρόνη Σολοµοειδή 1000 Σάρκα+δέρµα 
Τεφλουβενζουρόνη Τεφλουβενζουρόνη Σολοµοειδή 500 Σάρκα+δέρµα 

Aντιπαρασιτικά και 
µικροβιοκτόνα     

Οξικό οξύ  Όλα τα ΤΖΠ  Σάρκα 
Υπεροξικό οξύ ∆Εφ Όλα τα ΤΖΠ ∆Α Σάρκα 
Βρωνοπόλη 

 

∆Εφ 
 

ΙχθύεςΘ 
 

∆Α 
 

Σάρκα 
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 Πίνακας 2.1 
(συνέχεια) 
 

 
 

 
 

 
 
 

 

Χλωραµίνη T 
 

 
 

ΙχθύεςΙ 
 

 
 

Σάρκα 
Θειικός χαλκός ∆Εφ Όλα τα ΤΖΠ ∆Α Σάρκα 
Φορµαλίνη  Όλα τα ΤΖΠ  Σάρκα 

Γλουταραλδεΰδη ∆Εφ Όλα τα ΤΖΠ ∆Α Σάρκα 
Υπεροξείδιο του 

υδρογόνου ∆Εφ Όλα τα ΤΖΠ 
ΔΑ 

Σάρκα 

Ιωδοφόρες ενώσεις ∆Εφ Ιχθύες ∆Α 
Σάρκα 

Άλας (χλωριούχο 
νάτριο) ∆Εφ Όλα τα ΤΖΠ ∆Α Σάρκα 

Αναισθητικά     
Βενζοκαΐνη ∆Εφ Όλα τα ΤΖΠΚ ∆Α Σάρκα 

Μεθανοσουλφονική 
τρικαΐνη 

 

∆Εφ 
 
 

ΙχθύεςΙ 
 
 

∆Α 
 
 

Σάρκα 
 
 

      Α ΤΖΠ: Τρόφιµα Ζωικής Προέλευσης (Food Producing Species, FPS) 
      B Για τους ιχθύες ο ιστός στόχος είναι πάντα «σάρκα και δέρµα σε φυσική αναλογία» 
      Γ Αφορά το σύνολο ενροφλοξακίνης και σιπροφλοξακίνης 
      ∆ Αφορά την ερυθροµυκίνη Α 
      Ε Αφορά τη νεοµυκίνη Β 
      Ζ ∆Εφ: ∆εν εφαρµόζεται 
      Η ∆Α: ∆εν απαιτείται 
      Θ Μόνο σε γονιµοποιηµένα αυγά ιχθύων 
      Ι  Μόνο για θεραπεία στο ύδωρ 
      Κ Μόνο για χρήση ως αναισθητικό 

 

Πίνακας 2.2 Απαγορευµένες φαρµακολογικά δραστικές ουσίες  
 

 

Aristolochia spp. και άλλα παρασκευάσµατα 
Χλωραµφαινικόλη 
Χλωροφόρµιο 
Χλωροπροµαζίνη 
Κολχικίνη 
∆απσόνη 
∆ιµετριδαζόλη 
Μετρονιδαζόλη 
Νιτροφουράνια (συµπεριλαµβάνεται η φουραζολιδόνη) 
Ρονιδαζόλη 
 

 

Τέλος, µε την Απόφαση 2002/65763 τίθενται οι διαδικασίες επικύρωσης και τα κριτήρια 

επίδοσης των αναλυτικών µεθόδων που πρόκειται να χρησιµοποιηθούν για τον 

προσδιορισµό καταλοίπων των κτηνιατρικών φαρµακευτικών ουσιών. 

 

2.3.2 Κώδικας Τροφίµων 

Ο Κώδικας Τροφίµων (Codex Alimentarius) συνίσταται από πρότυπα, κώδικες 
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πρακτικής, οδηγίες και άλλες συστάσεις και αποτελεί την κύρια διεθνή αναφορά στην 

 

Πίνακας 2.3 Εγκεκριµένες δραστικές ουσίες για χρήση στις υδατοκαλλιέργειες σε ορισµένα 
Ευρωπαϊκά κράτη 

 

∆ραστική ουσία Ελλάδα Ισπανία Γαλλία Ηνωµένο Βασίλειο 
 

Αντιµικροβιακές ουσίες 
Φλουµεκίνη 

 

 
√ 

 

 
√ 

 

 
√ 

 

 
 

Οξυτετρακυκλίνη √  √ √ 
Σουλφαδιαζίνη-Τριµεθοπρίµη √  √ √ 
Οξολινικό οξύ √  √  
Φθοροφαινικόλη    √ 
Σαραφλοξακίνη    √ 
Αµοξικιλίνη    √ 
Αντιπαρασιτικές ουσίες     
Βρωνοπόλη    √ 
Υπεροξείδιο του υδρογόνου    √ 
Βενζοϊκή εµαµεκτίνη    √ 
Τεφλουβενζουρόνη    √ 
Κυπερµεθρίνη    √ 
Αζαµεθιφός    √ 
Αναισθητικά     
Μεθανοσουλφονική τρικαΐνη 
 

 
 

 
 

 
 

√ 
 

 

ασφάλεια των τροφίµων.75 Αποτέλεσµα των εργασιών των σχετικών επιτροπών, ήταν η 

έκδοση διαφόρων εγγράφων που αφορούν την παρακολούθηση των καταλοίπων των 

κτηνιατρικών φαρµάκων. Σε αυτά τα έγγραφα περιλαµβάνονται µεταξύ άλλων, οδηγίες 

για τη δειγµατοληψία σε τρόφιµα, οδηγίες για τις αναλυτικές µεθόδους που πρόκειται να 

αναπτυχθούν για τον προσδιορισµό ουσιών µε MRL, αλλά και οδηγίες για τα 

χαρακτηριστικά επίδοσης για την επικύρωση των µεθόδων αυτών.76,77 

 

2.4 Κατάταξη των αντιµικροβιακών ουσιών 

Οι αντιµικροβιακές ουσίες (αντιβιοτικά) είναι τα συνηθέστερα κτηνιατρικά φάρµακα που 

χρησιµοποιούνται στις εντατικές εκτροφές των ιχθύων για θεραπευτικούς λόγους, αλλά 

και για λόγους πρόληψης ή συχνά και ως αυξητικοί παράγοντες. 

∆ιακρίνονται σε βακτηριοκτόνα (bactericidal) και βακτηριοστατικά (bacteriostatic). Τα 

βακτηριοκτόνα (π.χ. πενικιλλίνες, κεφαλοσπορίνες, αµινογλυκοσίδες) θανατώνουν 
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εκλεκτικά τα βακτήρια, ενώ τα βακτηριοστατικά (π.χ. τετρακυκλίνες, σουλφοναµίδια, 

χλωραµφαινικόλη) εµποδίζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων µε βακτηριακή 

αλληλεπίδραση. 

Ένα άλλο κριτήριο διαχωρισµού των αντιβιοτικών είναι το αντιµικροβιακό τους φάσµα. 

Έτσι, τα αντιβιοτικά που δρουν εναντίον ενός µόνο βακτηρίου ή µιας οµάδας οµοειδών 

βακτηρίων (όπως τα θετικά ή τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια) χαρακτηρίζονται ως 

«στενού» ή περιορισµένου φάσµατος αντιβιοτικά (π.χ. ισονιαζίδιο), ενώ τα αντιβιοτικά 

που δρουν έναντι πολλών ειδών βακτηρίων χαρακτηρίζονται ως «ευρέως» ή 

εκτεταµένου φάσµατος (π.χ. πενικιλλίνες, τετρακυκλίνες, χλωραµφαινικόλη).78 

∆ιακρίνονται, επίσης, µε κριτήριο τον µηχανισµό δράσης των. Έτσι, έχουµε αντιβιοτικά 

που δρουν αναστέλλοντας τη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος των βακτηρίων (π.χ. 

πενικιλλίνες, κεφαλοσπορίνες), αντιβιοτικά που παρεµποδίζουν τη πρωτεϊνοσύνθεση 

των βακτηρίων (π.χ. τετρακυκλίνες, µακρολίδια) και αντιβιοτικά που αναστέλλουν τη 

σύνθεση των νουκλεϊνικών οξέων (π.χ. σουλφοναµίδια, κινολόνες).78 

Ο πιο συνηθισµένος τρόπος ταξινόµησης των αντιβιοτικών είναι µε βάση την χηµική των 

δοµή. Αντιβιοτικά µε κοινά χαρακτηριστικά στη δοµή ανήκουν στην ίδια οµάδα. Στον 

πίνακα 2.4 δίνονται οι κυριότερες οµάδες των αντιβιοτικών µε βάση τα κοινά 

χαρακτηριστικά στη δοµή και τον µηχανισµό δράσης των, καθώς και αντιπροσωπευτικά 

παραδείγµατα από την κάθε οµάδα. 

 

2.5 Κατανάλωση των αντιβιοτικών 

Η χρήση των αντιβιοτικών, η οποία εκφράζεται σύµφωνα µε τον WHO ως η 

καθορισµένη ηµερήσια δόση (Defined Daily Dose, DDD), ποικίλλει από χώρα σε χώρα 

και δεδοµένα για την κάθε χώρα υπάρχουν καταχωρηµένα στην ιστοσελίδα του 

Ευρωπαϊκού ∆ικτύου Επιτήρησης της Κατανάλωσης των Αντιµικροβιακών Ουσιών 

(European Surveillance Antimicrobials Consumption, ESAC). Στην Ευρώπη, περίπου τα 

δύο τρίτα των αντιβιοτικών που καταναλώνονται, είναι για ιατρικούς σκοπούς στους 

ανθρώπους, ενώ το υπόλοιπο ένα τρίτο για τη κτηνοτροφία.79,80 
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Ειδικότερα, στη κτηνοτροφία τα περισσότερα αντιβιοτικά χρησιµοποιούνται στην 

ορνιθοτροφία και στη χοιροτροφία. Σηµαντικές ποσότητες αντιβιοτικών καταναλώνονται,  

 

Πίνακας 2.4 Κυριότερες οµάδες αντιβιοτικών και µηχανισµοί δράσης 
 

Οµάδα αντιβιοτικών Μηχανισµός ∆ράσης Παραδείγµατα 

 

β – Λακτάµες 
Πενικιλλίνες 
 
 

 

Αναστολή της σύνθεσης του 
βακτηριακού κυτταρικού 
τοιχώµατος 
 

 

 
Βενζυλοπενικιλλίνη 
Αµοξυκιλλίνη 
Φλουκλοξακιλλίνη 

Κεφαλοσπορίνες  Κεφοξιτίνη 
(1ης, 2ης, 3ης και 4ης γεννιάς)  Κεφοταξίµη 
  Κεφτριαξόνη 
Καρµπαπενέµες 
 
 

 
 
 

Ιµιπενέµη 
Μεροπενέµη 
 

Μακρολίδες 
 
 
 

Τετρακυκλίνες 
 
 
 
 

Αναστολή της βακτηριακής 
πρωτεϊνοσύνθεσης 
 
 

Αναστολή της βακτηριακής 
πρωτεϊνοσύνθεσης 
 
 
 

Ερυθροµυκίνη 
Αζιθροµυκίνη 
Κλαριθροµυκίνη 
 

Τετρακυκλίνη 
Οξυτετρακυκλίνη 
Μινοκυκλίνη 
∆οξυκυκλίνη 
 

Φθοροκινολόνες 
(1ης, 2ης, 3ης και 4ης γεννιάς) 

Αναστολή της σύνθεσης του 
DNA του βακτηρίου 

Νορφλοξακίνη 
Ενροφλοξακίνη 

  Σιπροφλοξακίνη 
  Φλουµεκίνη 
  Οξολινικό οξύ 
   

Σουλφοναµίδια
# 

 
 
 

Εµποδίζουν το µεταβολισµό 
του κυττάρου µε αναστολή 
των ενζύµων 
 

Σουλφαδιαζίνη 
Σουλφαµεθαζίνη 
 
 

Αµινογλυκοσίδες 
Ιµιδαζόλια 

Αναστολή της βακτηριακής 
πρωτεϊνοσύνθεσης 

 
Αµικακίνη 

 
 

Αναστολή της σύνθεσης του 
DNA του βακτηρίου 

Γενταµυκίνη 
Μετρονιδαζόλη 

Πεπτίδια 
 
 

Αναστολή της σύνθεσης του 
βακτηριακού κυτταρικού 
τοιχώµατος 

Βακιτρακίνη 
 
 

Λινκοσαµίδες 
 

Αναστολή της βακτηριακής 
πρωτεϊνοσύνθεσης 

Λινκοµυκίνη 
Κλινδαµυκίνη 

Άλλα 
 
 

Αναστολή της βακτηριακής 
πρωτεϊνοσύνθεσης 
 

Φουσιδικό οξύ 
 
     # Τα σουλφοναµίδια δρουν, σχεδόν πάντα, σε συνδυασµό µε διαµινοπυριµιδίνες (π.χ. τριµεθοπρίµη) 
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επίσης, κάθε χρόνο και στον τοµέα των υδατοκαλλιεργειών, τόσο για προληπτικούς ή 

θεραπευτικούς λόγους, όσο και για τη προώθηση της ανάπτυξης των εκτρεφόµενων 

ειδών. 

Η χρήση και, κυρίως, η µη ορθή χρήση των αντιβιοτικών µπορεί να οδηγήσει στην 

ανάπτυξη της µικροβιακής αντοχής έναντι των αντιβιοτικών (ανθεκτικότητα στα 

αντιβιοτικά) από µολυσµατικούς οργανισµούς. 

Σοβαρές είναι οι επιπτώσεις από την αλόγιστη χρήση των αντιβιοτικών σε ζώα που 

εκτρέφονται και προορίζονται για κατανάλωση από τον άνθρωπο µε σηµαντικότερη την 

ανάπτυξη ανθεκτικότητας των βακτηρίων στα ζώα ή στο περιβάλλον τους, αλλά και την 

ανάπτυξη ανθεκτικών στελεχών ικανών να «µεταπηδήσουν» στον άνθρωπο. Μάλιστα, 

αποτελέσµατα ευρωπαϊκών και αµερικανικών ερευνών καταλήγουν στο συµπέρασµα ότι 

ανθεκτικά βακτήρια προκαλούν µολύνσεις στον άνθρωπο, οι οποίες δε θεραπεύονται, 

πλέον, µε τα συνηθισµένα αντιβιοτικά που συνταγογραφούνται.81 

Επιπλέον, τα αντιβιοτικά αποτελούν σοβαρούς ρύπους του περιβάλλοντος.82 Μία 

σηµαντική πηγή εισόδου των αντιβιοτικών στο περιβάλλον είναι η χρήση των στις 

υδατοκαλλιέργειες.83 Στις εντατικές εκτροφές ιχθύων, λόγω της υπερδιατροφής, αλλά 

και της µειωµένης όρεξης των ασθενών ιχθύων, µεγάλο ποσοστό της φαρµακούχου 

ιχθυοτροφής καταλήγει στο περιβάλλον.84 Επιπλέον, η βιοδιαθεσιµότητα πολλών 

αντιβακτηριακών παραγόντων είναι σχετικά χαµηλή, µε αποτέλεσµα τα αντιβιοτικά, µετά 

τη χορήγησή των στους ιχθύες µε ενέσεις ή φαρµακούχες ιχθυοτροφές, να εισέρχονται 

στο περιβάλλον µε τα ούρα και τα περιττώµατα. Επιπλέον, η εφαρµογή των 

φαρµακευτικών λουτρών για τη θεραπεία, κυρίως, των εξωτερικών παρασιτώσεων των 

ιχθύων, έχει ως αποτέλεσµα την άµεση διάθεσή των στο υδάτινο περιβάλλον. Έτσι, 

επηρεάζεται σοβαρά η βακτηριακή χλωρίδα, µειώνεται η αντιβακτηριακή δράση των 

φαρµάκων και αυξάνεται σηµαντικά η αντοχή των µικροοργανισµών. Την ίδια στιγµή, 

ένα µέρος των χηµικών αυτών ουσιών εισέρχεται στην τροφική αλυσίδα και έτσι τα 

κατάλοιπά των ανιχνεύονται στα µαλάκια, στα οστρακόδερµα και στους ελεύθερους 

(άγριους) ιχθύες της περιοχής γύρω από τον χώρο εκτροφής.23,85,86 

 

 



58 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΑΝΑΛΥΤΙΚΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΩΝ 

ΚΤΗΝΙΑΤΡΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΣΤΟΥΣ ΙΧΘΥΕΣ 

 

3.1 Βιβλιογραφικές αναφορές για τον προσδιορισµό κτηνιατρικών φαρµάκων 

στους ιχθύες 

3.1.1 Εισαγωγή 

Στο κεφάλαιο αυτό, παρουσιάζεται η βιβλιογραφική επισκόπηση των αναλυτικών 

µεθόδων, οι οποίες περιλαµβάνουν, κυρίως, υγροχρωµατογραφική τεχνική και 

χρησιµοποιούνται για τον προσδιορισµό αντιβιοτικών σε ιστούς ιχθύων. Αρχικά, 

παρουσιάζονται οι µέθοδοι για τις συνηθέστερες οµάδες αντιβιοτικών του πίνακα 2.4 

που χρησιµοποιούνται στις ιχθυοκαλλιέργειες και στο τέλος, παρουσιάζονται οι πολυ-

υπολειµµατικές µέθοδοι (multi-class methods), µε τις οποίες προσδιορίζονται, 

ταυτόχρονα, ουσίες από διάφορες οµάδες. 

 

3.1.2 Μέθοδοι για τον προσδιορισµό (φθορο)κινολονών σε ιστούς ιχθύων 

Στον πίνακα 3.1 δίνονται οι σηµαντικότερες µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί για τον 

προσδιορισµό των (φθορο)κινολονών (fluoroquinolones, FQNs) σε ιστούς ιχθύων. Οι 

συντµήσεις που χρησιµοποιούνται στον πίνακα 3.1 είναι οι εξής:  

Αναλύτες και άλλα: OXO (οξολινικό οξύ), NAL (ναλιδιξικό οξύ), PIR (πιροµιδικό οξύ), 

FLU (φλουµεκίνη), SAR (σαραφλοξακίνη), CIP (σιπροφλοξακίνη), ENR 

(ενροφλοξακίνη), DIF (διφλοξακίνη), MAR (µαρµποφλοξακίνη), NOR (νορφλοξακίνη), 

ΚΦ (κινητή φάση), THF (τετραϋδροφουράνιο), Ρ∆ (ρυθµιστικό διάλυµα). 

Είδη ιχθύων: Rt (Rainbow trout, ιριδίζουσα πέστροφα), As (Atlantic salmon, σολοµός 

του Ατλαντικού), Ee (European eel, Ευρωπαϊκό χέλι), Rsb (Red sea bream, 

κοκκινόχρωµη τσιπούρα), Gsb (Gilthead sea bream, τσιπούρα), Tlp (Tilapia, τιλάπια), 

Crp (Carp, κυπρίνος), Ctf (Catfish, γατόψαρο), Pc (Pacu, πακού) 
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Πίνακας 3.1 Σηµαντικότερες υγροχρωµατογραφικές µέθοδοι για τον προσδιορισµό των FQNs σε ιστούς ιχθύων 
 

 

Αναλύτες 
(είδος 
ιχθύος) 
 

 

Αναλυτική 
τεχνική 
 
 

 

Χρωµατογραφικές 
συνθήκες 
 
 

 

∆είγµα/Προκατεργασία 
δείγµατος 
 
 

 

Ανάκτηση 
(%) 

 
 

 

LOD/LOQ 
 
 
 

 

Αναφορά 
 
 
 

 

ΟXO (Rt, 
As) 
 
 
 
 
 

 

HPLC-UV  
λ=258 nm 
 
 
 
 
 

 

Nova-Pak C18  
150×3,9 mm, 4 µm (40 oC) 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση)  
MeOH-Ρ∆ φωσφορικών 
(pH 8,2 που περ. 7,5 g/L 
KH2PO4×2H2O, 40/60 (v/v) 
 

 

Ορός 
Καθαρισµός µε SPE 
(Sep-Pak Accell) 
 
 
 
 

 

96-98 
 
 
 
 
 
 

 

LOD 
1 ng mL-1 
 
 
 
 
 

 

87 
 
 
 
 
 
 

OXO, NAL, 
PIR (Ee, Rt, 
Rsb) 
 
 
 
 

HPLC-UV  
λ=295 nm 
 
 
 
 
 

Nucleosil 2  
C18 75×4,6 mm, 3 µm 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
ACN/MeOH/0,01 M οξαλικό 
οξύ (3:1:6) 
 
 

Ιστός ιχθύος 
Εκχύλιση µε n-
εξάνιο/οξικό αιθυλεστέρα 
(1:3) 
Καθαρισµός µε SPE 
(Baker) 
 

73,9-95,5 
 
 
 
 
 
 

LOD 
0,05 ppm 
 
 
 
 
 

88 
 
 
 
 
 
 

FLU (Gsb) 
 
 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=324 nm 
λem=363 nm 
 
 
 
 
 

Ultracarb 5 ODS  
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα KH2PO/H3PO4/ACN 
και THF (55/26,5/18,5 v/v) 
 
 
 

Σάρκα, ήπαρ, δέρµα, 
οστά 
Εκχύλιση µε  
Ρ∆ φωσφορικών, n-
εξάνιο, διχλωροµεθάνιο 
Έκπλυση µε  
Ρ∆ McIlvaine pH 3,6 
 

73,0-86,3 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

89 
 
 
 
 
 
 
 

OXO, FLU, 
SAR (As, Rt) 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=280, 320 
nm 
λem=360, 380, 
450 nm 
 

PLRP-S  
150×4,6 mm, 5 µm (50  oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
 
 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Ρ∆ pH 9,0 
και ACN  
Καθαρισµός µε n-εξάνιο 
 
 

 
 
 
 
 
 

LOD 
2, 5, 7 µg kg-1 
 
 
 
 

90 
 
 
 
 
 

OXO, FLU, 
PIR, ENR, 
CIP, DAN, 
SAR, ORB 
(Rt) 
 
 
 
 

LC-MS/MS 
 
 
 
 
 
 
 
 

Zorbax Extend-C18 150×2,1  
mm, 5 µm (30 oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
A: 2 % FA 
B: ACN 
C: H2O 
Ροή 0,2 mL min-1 
 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε ACN  
Καθαρισµός µε  
SPE (ENVI Chrom P) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
10, 20 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 

91 
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Πίνακας 3.1 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

SAR (Gsb) 
 
 
 
 
 

 

HPLC-FLD 
λexc=278 nm 
λem=450 nm 
 
 
 

 

Zorbax SB-C18 

250×4,6 mm, 5 µm (60 oC) 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα ACN/MeOH/TFA  
(pH 2,15) 
 

 

Σάρκα, δέρµα, ήπαρ, 
νεφρός, οστά 
 
 
 
 

 

76,6-82,1 
 
 
 
 
 

 

LOD 
1 µg kg-1 
 
 
 
 

 

92 
 
 
 
 
 

OXO (Gsb, 
Ssb) 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=327 nm 
λem=369 nm 
 
 
 

Zorbax SB-C18  
250×4,6 mm, 5 µm (60  oC) 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα ACN/MeOH/TFA 
(pH 2,15) 
 

Σάρκα, δέρµα, ήπαρ, 
πλάσµα, χολή 
Εκχύλιση µε οξικό 
αιθυλεστέρα 
 
 

69-75 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

93 
 
 
 
 
 

CIP, ENR 
SAR, OXO, 
FLU (As) 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=280, 312 
nm 
λem=450, 366 
nm 
 
 

Symmetry C18  
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα  
ACN/Ρ∆ φωσφορικών 0,02 
Μ (pH 3,0) 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Ρ∆ 
φωσφορικών pH 7,4 
Καθαρισµός µε SPE 
(Discovery DSC-18) 
 
 

85,5-95,2 
 
 
 
 
 
 

LOD 
5-10 µg kg-1 
 
 
 
 
 

94 
 
 
 
 
 
 

ENR, CIP 
(Gsb) 
 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=278 nm 
λem=440 nm 
 
 
 
 
 

Ultracarb 5 ODS  
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα KH2PO4/ACN 85/15 
(v/v) και  
Μίγµα KH2PO4/ACN/THF 
75/15/10 (v/v) 
 

Ορός 
Εκχύλιση µε µίγµα 
EtOH/AcOH 
Σάρκα+δέρµα 
Εκχύλιση µε KH2PO4 pH 
2/n-εξάνιο/ 
διχλωροµεθάνιο 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
0,01 µg mL-1 
(ορός) 
0,015 µg mL-1 
(σάρκα+δέρµα) 
 
 
 

95 
 
 
 
 
 
 
 

OXO (Gsb) 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=327 nm 
λem=369 nm 
 
 
 

Zorbax SB-C18  
250×4,6 mm, 5 µm (50  oC) 
ΚΦ (ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα ACN/MeOH/TFA  
Ροή 1,0 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε οξικό 
αιθυλεστέρα και έκπλυση 
µε n-πεντάνιο 
 
 

69,6-81,0 
 
 
 
 
 

LOQ 
5 µg kg-1 
 
 
 
 

96 
 
 
 
 
 

ENR, CIP, 
SAR, DAN, 
OXO, FLU, 
DIF, MAR 
 
 
 
 

LC–ESI–
MS/MS 
 
 
 
 
 
 

Symmetry C18  
150×2,1 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα Η2Ο/MeOH/TFA  
Ροή 0,3 mL min-1 
 
 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Η2Ο 
Καθαρισµός µε SPE (C18) 
 
 
 
 
 

86-107 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

97 
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Πίνακας 3.1 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

CIP, ENR, 
SAR, DAN 
OXO, NAL, 
FLU (Gsb) 
 
 

 

LC–MS/MS 
 
 
 
 
 

 

Perfectsil ODS – 2 
250×4 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα Η2Ο/MeOH/FA 0,2 
% (v/v) 
 

 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε NaOH 0,1M 
Καθαρισµός µε SPE 
(Oasis HLB) 
 
 

 

90–132 
 
 
 
 
 

 

LOQ 
6–8 µg kg-1 
 
 
 
 

 

98 
 
 
 
 
 

OXO, SAR, 
DAN, ENR, 
CIP (Tlp) 
 
 
 
 

LC–ESI–
MS/MS 
Q/ToF 
 
 
 
 

XTerra C18  
150×3 mm, 5 µm (30  oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα Η2Ο/ACN/AcOH 0,1 
% (v/v) 
Ροή 0,2 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
TCA/MeOH 
Καθαρισµός µε SPE 
 
 
 

89–112 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
14–21 µg kg- 
 
 
 
 
 

99 
 
 
 
 
 
 

ENR (Crp) 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=280 nm 
λem=450 nm 
 
 
 

Sunfire C18  
150×4,6 mm, 3,5 µm  
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα H3PO4/ACN  
Ροή 0,8 mL min-1 

 

Σάρκα, νεφρός, ήπαρ 
Εκχύλιση µε ACN 
Καθαρισµός µε n-εξάνιο 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

LOQ 
20 µg kg-1 
 
 
 
 

100 
 
 
 
 
 

SAR, CIP, 
ENR, DAN, 
OXO, NAL, 
FLU (Tlp) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

HPLC–FLD 
λexc=280, 327 
nm 
λem=450, 367 
nm 
 
 
 
 

LC–MS/MS 
Q/ToF 
 
 
 
 
 

XTerra C18  
250×4,6 mm, 5 µm 
(θερµοκρασία δωµατίου) 
Προστήλη 4×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα ACN/οξαλικού οξέος 
0,01 Μ pH 4 
Ροή 1,0 mL min-1 
 

XTerra C18  
150×2,1 mm, 5 µm (30  oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα Η2Ο/ACN/AcOH 0,1 
% (v/v) 
Ροή 0,2 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
TCA/MeOH 
Καθαρισµός µε SPE 
(Oasis HLB) 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

73–10 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
5–27 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

101 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

CIP, DAN, 
ENR, SAR 
(As, Tlp) 
 
 
 

UPLC–
MS/MS 
 
 
 
 

Acquity HSS T3 C18 

 
 
 
 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε 
διχλωροµεθάνιο 
Καθαρισµός µε SPE 
 
 

51–111 
 
 
 
 
 

LOQ 

0,06-0,55 µg kg-1 
 
 
 
 

102 
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Πίνακας 3.1 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

ENR, CIP 
(Ctf) 
 
 
 
 
 
 

 

LC–MS/MS 
 
 
 
 
 
 
 

 

Polaris C18  
150×2,0 mm, 3 µm  
Προστήλη Chromsep SS 
10×2,0 mm 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα FA (pH 2,5)/ACN  
Ροή 0,4 mL min-1 

 

 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε ACN 
Καθαρισµός µε n-εξάνιο 
 
 
 
 
 

 

94-106 
 
 
 
 
 
 
 

 

LOQ 

10, 14 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 

 

103 
 
 
 
 
 
 
 

CIP, ENR, 
SAR, DAN, 
OXO, NAL, 
FLU (Gsb) 
 
 
 

HPLC–PDA 
λ=255, 275 
nm 
 
 
 
 

Perfectsil ODS – 2 
250×4 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα ACN/MeOH/TFA 0,1 
% (v/v) 
Ροή 1,0 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Ρ∆ κιτρικών 
Καθαρισµός µε SPE 
(Oasis HLB) 
 
 
 

95,7-102,7 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

104 
 
 
 
 
 
 

ENR 
(Pc) 
 
 
 
 
 
 

LC–ESI-
MS/MS 
Q/ToF 
 
 
 
 
 

XTerra C18  
150×2,1 mm, 5 µm (25  oC) 
Προστήλη 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα Η2Ο/ACN/FA 0,1 % 
(v/v) 
Βαθµωτή ροή  
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
Η2Ο/ACN/AcOH 1 % (v/v) 
 
 
 
 
 

91-112 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
25 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 

105 
 
 
 
 
 
 
 

NOR, DAN, 
ENR, CIP 
(Tlp, Pc) 
 
 
 
 

LC–ESI-
MS/MS 
Q/ToF 
 
 
 
 

XTerra C18  
150×2,1 mm, 5 µm (25  oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα Η2Ο/ACN/FA 0,1 % 
(v/v) 
Ροή 0,2 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
MeOH/AcOH 1 % και 
ACN/AcOH 1 % (v/v) 
 
 
 

90-111 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
25 µg kg-1 
 
 
 
 
 

106 
 
 
 
 
 
 

SAR, DIF, 
CIP, ENR, 
DAN, OXO, 
NAL, NOR, 
FLU 
 
 
 
 
 

HPLC–FLD 
λexc=280, 312 
nm 
λem=450, 360 
nm 
 
 
 
 
 

Zorbax Eclipse-C8  
150×3 mm, 5 µm 
Varian Inertsil C18 5ODS-3 
250×4,6 mm, 5 µm 
Zorbax Eclipse-XDB C18 
150×3 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα ACN/MeOH/FA 0,1 
% (v/v), Ροή 0,5 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε ACN  
Καθαρισµός µε SPE 
(Oasis HLB) 
 
 
 
 
 
 

87-121 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
7,5-100 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 
 

107 
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3.1.3 Μέθοδοι για τον προσδιορισµό τετρακυκλινών σε ιστούς ιχθύων 

Στον πίνακα 3.2 δίνονται οι σηµαντικότερες µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί για τον 

προσδιορισµό των τετρακυκλινών (tetracyclines, TCs) σε ιστούς ιχθύων. Οι συντµήσεις 

που χρησιµοποιούνται είναι οι εξής: 

Αναλύτες και άλλα: OTC (οξυτετρακυκλίνη), CTC (χλωροτετρακυκλίνη), DMC 

(δεµεκλοκυκλίνη), DOX (δοξυκυκλίνη), TC (τετρακυκλίνη), SHS (επτανοσουλφονικό 

νάτριο). 

Είδη ιχθύων: Ss (Silver salmon, ασηµoσολοµός), Esb (European sea bass, Ευρωπαϊκό 

λαβράκι), Wl (Walleye, ποταµολάβρακο), Sb (Striped bass, ραβδωτή πέρκα), Ws (White 

sturgeon, λευκός οξύρυγχος), Cc (Channel catfish, γατόψαρο των καναλιών), Yt 

(Yellowtail, κυπρίνος). 

 

3.1.4 Μέθοδοι για τον προσδιορισµό σουλφοναµιδίων/διαµινοπυριµιδινών σε 

ιστούς ιχθύων 

Εκτός από την SDZ, άλλα SAs είναι: η σουλφαθειαζόλη (STZ), η σουλφισοζόλη (SSZ), 

σουλφισοζόλη (SSZ), σουλφαµεθοξαζόλη (SMX), η σουλφαµεραζίνη (SMR), η 

σουλφαδιµιδίνη (SDM), η σουλφαµονοµεθοξίνη (SMMX), η σουλφαδιµεθοξίνη (SDMX), 

η σουλφαµεθοξυπυριδαζίνη (SMPZ), η σουλφακινοξαλίνη (SQX). 

Στον πίνακα 3.3 δίνονται οι σηµαντικότερες µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί για τον 

προσδιορισµό των SAs σε ιστούς ιχθύων. Οι συντµήσεις που χρησιµοποιούνται είναι οι 

εξής: 

Είδη ιχθύων: Cns (Chinook salmon, βασιλικός σολοµός), Chs (Coho salmon, 

ασηµοσολοµός). 
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Πίνακας 3.2 Σηµαντικότερες υγροχρωµατογραφικές µέθοδοι για τον προσδιορισµό των TCs σε ιστούς ιχθύων 
 

 

Αναλύτες 
(είδος 
ιχθύος) 
 

 

Αναλυτική 
τεχνική 
 
 

 

Χρωµατογραφικές 
συνθήκες 
 
 

 

∆είγµα/Προκατεργασία 
δείγµατος 
 
 

 

Ανάκτηση, 
% 
 
 

 

LOD/LOQ 
 
 
 

 

Αναφορά 
 
 
 

 

OTC (As) 
 
 
 
 
 
 

 

HPLC-FLD  
λexc=358 nm 
λem=461 nm 
 
 
 
 

 

PLRP-S C18  
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση)  
Μίγµα ACN/SHS/H3PO4, 
23/77 (v/v) 
 

 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε HCl και n-
εξάνιο 
 
 
 
 

 

100,6 
 
 
 
 
 
 

 

LOD  
5 µg kg-1 
 
 
 
 
 

 

108 
 
 
 
 
 
 

TC, OTC, 
CTC (Ss) 
 
 
 
 

HPLC-FLD  
λexc=390 nm 
λem=512 nm 
 
 
 

Capcell C18 SG-120 
250×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ Μίγµα Ρ∆ οξικών, 
CaCl2, EDTA/MeOH 
(45/55, v/v) 
 

Ιστός ιχθύος 
Εκχύλιση µε διάλυµα 
ΗCl και µεθανολικό 
διάλυµα TCA 
 
 

73,6-95,5 
 
 
 
 
 

LOD 
32-90 µg kg-1 
 
 
 
 

109 
 
 
 
 
 

OTC (Gsb, 
Esb) 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=355 nm 
 
 
 
 

Supelcosil LC–18-DB 
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ Μίγµα  
Ρ∆ φωσφορικών pH 
2/ACN/THF (87/4/9, v/v) 
 

Σάρκα, ήπαρ, δέρµα, 
οστά 
Εκχύλιση µε Ρ∆ 
McIlvaine pH 4 
Καθαρισµός µε SPE 
 

55,6–71,1 
 
 
 
 
 

LOQ 
0,02–0,2 µg g-1 
 
 
 

110 
 
 
 
 
 

TC, OTC, 
DMC, CTC 
(As, Rt) 
 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=350 nm 
 
 
 
 
 
 

PLRP-S 150×4,6 mm, 5 
µm (50 oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
A:KH2PO4/κιτρικό 
οξύ/EDTA 
B:ACN/MeOH/Ρ∆ 
κιτρικών pH 5 (25/10/65) 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Ρ∆ pH 9,0 
και ACN  
Καθαρισµός µε n-εξάνιο 
 
 
 
 

50–101 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
5, 3, 6 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 

111 
 
 
 
 
 
 
 

OTC (Wl, 
As, Sb, Ws, 
Rt, Cc) 
 
 
 
 
 
 

LC-UV 
λ=355 nm 
 
 
 
 
 
 
 

YMC-C18 250×4,6 mm, 
5 µm (45 oC) 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση)  
Μίγµα οξαλικού οξέος 
και οκτανοσουλφονικού 
νατρίου/ACN (70,5/29,5 
v/v) 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση Ρ∆ 
McIlvaine/EDTA  
Καθαρισµός µε SPE 
(phenyl) 
 
 
 
 

59,0–98,4 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
2-6 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 

112 
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Πίνακας 3.2 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

TC, CTC, 
DOX, DMC 
(Yt, Ee) 
 
 
 
 
 

 

LC–MS/MS  
 
 
 
 
 
 
 

 

Bakerbond-C8 250×4,6 
mm, 5 µm (30 oC) 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα 
ACN/MeOH/οξαλικού 
οξέος (18/27/55, v/v/v) 
 

 

Σάρκα 
Εκχύλιση  
Ρ∆ McIlvaine/EDTA  
Καθαρισµός µε SPE 
(Bond Elut ENV, 500 
mg/6 mL) 
 
 

 

66,8–85,1 
 
 
 
 
 
 
 

 

LOD 
0,001-0,004 ppm 
 
 
 
 
 
 

 

113 
 
 
 
 
 
 
 

OTC (Rt) 
 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=350 nm 
 
 
 
 

PLRP-S-C18 150×4,6 
mm, 5 µm (60  oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Α: Η2Ο 0,1 % TFA  
B: ACN 0,1 % TFA 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση  
Ρ∆ McIlvaine/EDTA  
Καθαρισµός µε SPE 
(Oasis HLB) 
 

84-102 
 
 
 
 
 

LOD 
0,04 µg g-1 
 
 
 
 

114 
 
 
 
 
 

TC, OTC 
(As) 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
 
 
 
 
 

Chromspher C8  
100×3 mm, 5 µm 
ΚΦ  
Μίγµα ACN/οξαλικό οξύ  
(pH 2,0) 20/80 (v/v) 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση Ρ∆ McIlvaine / 
EDTA  
Καθαρισµός µε SPE 
(Oasis HLB) 
 

83,9–93,4 
 
 
 
 
 

LOQ 
50 µg kg-1 
 
 
 
 

115 
 
 
 
 
 

OTC (As) 
 
 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=378 nm 
λem=500 nm 
 
 
 
 
 

Pursuit Diphenyl  
300×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα ACN/Ρ∆ TRIS 
10/90 (v/v)  
Ροή 1,0 mL min-1 
 

Σάρκα+δέρµα 
Εκχύλιση  
Ρ∆ McIlvaine/EDTA  
Καθαρισµός µε tandem 
SPE (Strata-X + 
aminopropyl) 
 
 

70–85 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

116 
 
 
 
 
 
 
 

TC, OTC, 
CTC, DOX 
(Cc) 
 
 
 
 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=355 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Kromasil ODS  
250×4,6 mm, 5 µm  
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα 
ACN/MeOH/οξαλικού 
οξέος pH 3 (20/20/60, 
v/v) 
Ροή 1,0 mL min-1 
 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση Ρ∆ 
McIlvaine/EDTA pH 4 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
16-30 ng g-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

117 
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Πίνακας 3.2 
 

 

(συνέχεια) 
 

     

 

OTC (Rt) 
 
 
 
 
 
 
 

 

HPLC-UV 
λ=355 nm 
 
 
 
 
 
 

 

Allure biphenyl  
150×4,6 mm, 5 µm  
(40 oC) 
ΚΦ (βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα ACN/οξαλικού 
οξέος  
Ροή 1,0 mL min-1 

 

 

Ορός 
Εκχύλιση  
Ρ∆ McIlvaine/EDTA 
 
 
 
 
 

 

102 
 
 
 
 
 
 
 

 

LOQ 
0,04 µg mL-1 
 
 
 
 
 
 

 

118 
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Πίνακας 3.3 Σηµαντικότερες υγροχρωµατογραφικές µέθοδοι για τον προσδιορισµό των SAs σε ιστούς ιχθύων 
 

 

Αναλύτες 
(είδος ιχθύος) 
 

 

Αναλυτική 
τεχνική 
 

 

Χρωµατογραφικές 
συνθήκες 
 

 

∆είγµα/Προκα-
τεργασία δείγµατος 
 

 

Ανάκτηση 
% 

 

 

LOD/LOQ 
 
 

 

Αναφορά 
 
 

 

STZ, SSZ, 
SMX, SDZ, 
SMR, SDM, 
SMMX, 
SDMX, SMPZ, 
SQX(Rt Ee,Sf) 
 

 

HPLC-UV  
λ=272 nm 
 
 
 
 
 

 

Wakosil 5 C18  
250×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση)  
Μίγµα ACN/H3PO4, 
24/76 (v/v) 
 

 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε  
οξικό αιθυλεστέρα 
Καθαρισµός µε SPE 
 
 
 

 

84,7–98,4 
 
 
 
 
 
 

 

LOD  
0,05 ppm 
 
 
 
 
 

 

119 
 
 
 
 
 
 

21 
σουλφοναµίδια 
(As) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

HPLC–UV 
λ=270 nm 
LC–MS/MS 
 
 
 

HPLC–PDA 

λ=250, 260, 
265, 270, 
280, 290 
nm 
 
 

Vydac 201TP  
250×2,1 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή) 
Μίγµα ACN/H2O 0,1%  
TFA, ροή 0,2 mLmin-1 
 

Supelclosil LC 18DB 
250×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα ACN/H2O 0,1% 
FA, ροή 1,0mL min-1 
 

Σάρκα ιχθύος 
Εκχύλιση µε ακετόνη 
Καθαρισµός  
µε διχλωροµεθάνιο 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

60 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

LOD 
13 µg kg-1 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

120 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

SDZ, TMP 
(As) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SDMX (Cns) 
 
 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=370 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LC–MS/MS 
UV 
λ=280 nm  
 
 
 
 

Supelcosil LC–18-DB 
250×4,6 mm, 5 µm 
Προστήλη  
20×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ  
Μίγµα Na3PO4 µε 
σουλφονικό εξάνιο  
pH 2,8/ ACN µε 0,1 % 
τριεθυλαµίνη 
Ροή 0,9 mL min-1 
 

Ultrasphere ion pair 
250×4,6 mm, 5 µm  
 
 
 
 
 

Πλάσµα 
Εκχύλιση µε  
TCA/EtOH 
Σάρκα, ήπαρ 
Εκχύλιση  
µε TCA/ακετόνη 
 
 
 
 
 

Σάρκα, ήπαρ 
Εκχύλιση µε 
διχλωροµεθάνιο  
 
 
 
 

74-92  
(SDZ) 
60–97 
(TMP) 

 
 
 
 
 
 
 

78 
(σάρκα) 

61 (ήπαρ) 
 
 
 
 

LOQ  
Πλάσµα 
50 ng mL-1 (SDZ) 
250 ng mL-1 (TMP) 
Σάρκα 
15 ng g-1 (SDZ) 
80 ng g-1 (TMP) 
Ήπαρ 
30 ng g-1 (SDZ) 
160 ng g-1 (TMP) 
 

LOD 
50 µg kg-1 (σάρκα) 
200 µg kg-1 (ήπαρ) 
 
 
 
 

121 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

122 
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(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

Πίνακας 3.3 
 

       

SDZ (Chs) 
 
 
 
 
 
 

LC–APCI-
MS 
 
 
 
 
 

150×4,6 mm, 5 µm 
(45 oC) 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα 2 % 
AcOH/ACN (80/20) 
 

Σάρκα και δέρµα 
Καθαρισµός µε SPE 
(PRS) 
 
 
 
 

75,4 
 
 
 
 
 
 

LOD 
0,2 µg kg-1 
 
LOQ 
1,0 µg kg-1 
 
 

123 
 
 
 
 
 
 

SMMX (Edible 
fish) 
 
 
 
 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=265 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hisep 150×4,6 mm, 5 
µm (30 oC) 
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
Μίγµα κιτρικού οξέος, 
Na2HPO4, βρωµιούχο 
τετρα-n-βουτυλ-
αµµώνιο/ACN (85/15, 
v/v) 
 

Σάρκα,  
Εκχύλιση µε µίγµα 
ACN/THF 
 
 
 
 
 
 
 

80 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
20-40 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 
 

124 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SDZ (Gsb) 
 
 
 
 
 
 

HPLC-UV 
λ=271 nm 
 
 
 
 
 

Nucleosil 100 RP-C18 
250×4,6 mm, 5 µm  
ΚΦ  
(ισοκρατική έκλουση) 
ACN/H3PO4 16/84, 
v/v 
 

Σάρκα και δέρµα, 
ήπαρ, βράγχια, λίπος, 
και νεφρός 
Εκχύλιση  
µε διχλωροµεθάνιο 
 
 

77,8–87,4 
 
 
 
 
 
 

LOD 
3,1 µg kg-1 
 
 
 
 
 

125 
 
 
 
 
 
 

12  
σουλφοναµίδια 
(Rt) 
 
 
 
 
 

14 
σουλφοναµίδια 
(Cf, As) 
 
 
 
 
 

LC–ESI-MS 
 
 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=400 
nm 
λem=495 nm 
 
 
 
 

Alltima C18  
250×4,6 mm, 5 µm 
Προστήλη 7,5×4,6 
mm (35 oC) 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα MeOH/H2O/FA 
 

Symmetry C18  
150×4,6 mm, 3,5 µm 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Μίγµα 
ACN/MeOH/AcOH  
Ροή 1,0 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε θερµό 
ύδωρ (Matrix Solid 
Phase Dispersion, 
MSPD) 
 
 
 

Σάρκα+δέρµα 
Εκχύλιση µε ACN  

Καθαρισµός µε SPE 
(SCX 500mg/3mL) 
 
 
 
 

73–104 
 
 
 
 
 
 
 

64,2-100,6 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
3-13 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
5-20 µg kg-1

 

 
 
 
 
 
 

126 
 
 
 
 
 
 
 

127 
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3.1.5 Μέθοδοι για τον προσδιορισµό αντιβιοτικών διαφόρων οµάδων σε ιστούς 

ιχθύων 

Στον πίνακα 3.4 δίνονται οι σηµαντικότερες από τις πιο πρόσφατες δηµοσιευµένες 

µεθόδους που αναπτύχθησαν και επικυρώθηκαν προκειµένου για τον ταυτόχρονο 

προσδιορισµό αντιβιοτικών διαφόρων κατηγοριών. Οι επιπλέον συντµήσεις που 

χρησιµοποιούνται στον πίνακα αυτό είναι: 

Αναλύτες και άλλα: MLX (µιλοξακίνη), SD (σουλφαδοξίνη), ERM (ερυθροµυκίνη), MG 

(πράσινο µαλαχίτη), LMG (πράσινο λευκοµαλαχίτη) CL (όριο επιβεβαίωσης, 

confirmation limit), N4–AcSDZ (N4–ακετυλο-σουλφαδιαζίνη), SMZ (σουλφαµεθαζίνη), 

N4–AcSMZ (N4–ακετυλο-σουλφαµεθαζίνη), N4–AcSMR (N4–ακετυλο-σουλφαµεραζίνη), 

ΑΜΧ (αµιξικιλίνη), ΑΜΑ (αµοξικιλικό οξύ), AMP (αµπικιλίνη), APA (αµπικιλικό οξύ), CLF 

(χλωραµφαινικόλη), TIF (θειαµφαινικόλη). 

Είδη ιχθύων: Rs (Red snapper, κόκκινος σολοµός), Hm (Horse mackerel, σκουµπρί), 

Bh (Bastard halibut, µπακαλιάρος), C (Carp), Auf (Ayu fish), As (Amago salmon, 

σολοµός), Crc (Crucian carp, κυπρίνος), Hk (Hake, µουρούνα), Ac (Anchovy, 

αντσούγια). 

 

3.1.6 Στην παρούσα εργασία 

Στην παρούσα εργασία αναπτύχθηκε µέθοδος για τον προσδιορισµό των SDZ, TMP και 

AcSDZ, µε εσωτερικό πρότυπο (Internal Standard, IS) την DPS, σε ιστούς τσιπούρας 

και λαβρακιού (σάρκα µε δέρµα, ήπαρ, ορός). Η αποµόνωση των παραπάνω ουσιών 

από τη σάρκα µε δέρµα και το ήπαρ, πραγµατοποιήθηκε µε το σύστηµα ASE, 

ακολουθούµενη από στάδιο καθαρισµού µε SPE, ενώ από τον ορό έγινε µε LLE, ο δε 

καθαρισµός έγινε µε κ-εξάνιο. Για τον διαχωρισµό και τον προσδιορισµό των ουσιών 

αυτών χρησιµοποιήθηκε σύστηµα LC/MS. 

Στη συνέχεια του κεφαλαίου αυτού, παρουσιάζονται οι σηµαντικότερες τεχνικές 

αποµόνωσης ουσιών από διάφορα µητρικά υλικά, ενώ γίνεται ειδική παρουσίαση των 

βασικών αρχών λειτουργίας του συστήµατος ASE, το οποίο χρησιµοποιήθηκε στην 

παρούσα εργασία. Αναφέρονται, επίσης, η διαδικασία QuECHERS (Quick, Easy,  
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Πίνακας 3.4 Σηµαντικότερες υγροχρωµατογραφικές µέθοδοι για τον προσδιορισµό αντιβιοτικών διαφόρων κατηγοριών σε 
ιστούς ιχθύων 

 
 

Αναλύτες 
(είδος ιχθύος) 
 

 

Αναλυτική 
τεχνική 
 

 

Χρωµατογραφικές 
συνθήκες 
 

 

∆είγµα/Προκατεργασία 
δείγµατος 
 

 

Ανάκτηση 
% 

 

 

LOD/LOQ 
CCα/CCβ 
 

 

Αναφορά 
 
 

 

OTC, OXO, 
MLX, SMMX 
(Yt, Rs, Hm, 
Bh, C, Rt, Ee, 
Auf, Sf, Tl, As, 
Cc, Ss) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

HPLC-UV  
λ=360, 
265 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Hisep C18  
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ (ισοκρατική 
έκλουση) 
Μίγµα 
MeOH/οξαλικού 
οξέος/NH3 (OTC) 
Μίγµα κιτρικού 
οξέος/Ρ∆ Na2HPO4 
σε βρωµιούχο 
τετρα-n-βουτυλ-
αµµώνιο/ACN 
(85/15, v/v) (OXO, 
MLX, SMMX) 
 

 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε MeOH/EDTA 
(OTC), µίγµα ACN/THF 
(OXO, MLX, SMMX) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

77-92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

LOD  
0,002–0,04 µg g-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

128 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OXO, ENR, 
FLU, ERM, 
µυκητοκτόνα: 
MG, LMG, 
παρασιτοκτόνα: 
EB (As) 
 
 
 

LC–ESI-
ToF/MS 
 
 
 
 
 
 
 

Zorbax SB C18 
250×3 mm, 5 µm 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Α: ACN 
B: MeOH 0,1% FA 
(v/v) 
Ροή 0,4 mL min-1 
 

Σάρκα ιχθύος 
Εκχύλιση µε ACN/FA 
Καθαρισµός µε Bondesil-
NH2 
 
 
 
 
 

80-100 
(ENR: 40 

%) 
 
 
 
 
 
 

LOD 
1-3 µg kg-1 
LOQ 
3-9 µg kg-1 
CCα 
103-218 µg kg-1 
CCβ 
107-234 µg kg-1 
 

129 
 
 
 
 
 
 
 
 

OXO, FLU, 
OTC, SDZ, 
TMP (Gsb) 
 
 
 
 
 
 
 
 

LC–ESI-
MS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Atlantis dC18 
150×2,0 mm, 5 µm 
(30 oC) 
Προστήλη 20×4,6 
mm, 5 µm 
ΚΦ 
Α: H2O 0,1% FA  
(v/v) 
B: MeOH 
Ροή 0,3 mL min-1 
 

Σάρκα και δέρµα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
ΑCN/κιτρικού οξέος/EDTA 
 
 
 
 
 
 
 
 

71,3-103,5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
4-8 µg kg-1 
LOQ 
10-20 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 

130 
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Πίνακας 3.4 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

       

CIP, SAR, DAN, 
ENR, DIF, OTC, 
TC, CTC (Cf) 
 
 
 
 
 
 
 

HPLC-FLD 
λexc=275, 
375 nm 
λem=425, 
535 nm 
 
 
 
 
 

Zorbax Eclipse 
XDB-phenyl 
150×3,0 mm, 3,5 
µm (30 oC) 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Α: Ρ∆, B: MeOH 
0,1% FA (v/v)  
Ροή 0,5 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα  
ΑCN/Ρ∆ 
κιτρικών/MgCl2 
 
 
 
 
 
 

60–92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
0,15–1,15 ng g-1  
 
 
 
 
 
 
 
 

131 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

38 ουσίες (Rt, 
As, Cf, Tl) 
 
 
 
 
 
 
 

LC–Ion 
Trap-MS 
 
 
 
 
 
 
 

YMC Phenyl S-3 
50×4,0 mm, 3 µm  
Προστήλη 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Α: Η2Ο/FA/NaOH 
B: ACN 
Ροή 0,5 mL min-1 
 

Σάρκα+δέρµα 
Εκχύλιση µε ACN 
Καθαρισµός µε n-εξάνιο 
 
 
 
 
 
 

∆ιάφορα 
 
 
 
 
 
 
 
 

CL 
0,0,1-2 ppm 
 
 
 
 
 
 
 

132 
 
 
 
 
 
 
 
 

100 ουσίες (As, 
Rt, Ee, Cf, Hm) 
 
 
 
 
 
 
 

LC–
ToF/MS 
 
 
 
 
 
 
 

Acquity UPLC BEH 
C18 100×2,1 mm, 
1,7 µm 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Α: Η2Ο/FA 
B: ACN/FA 
Ροή 0,4 mL min-1 
 

Σάρκα,  
Εκχύλιση µε µίγµα ACN/Η2Ο 
Καθαρισµός µε  
SPE (StrataX, 60 mg/3 mL) 
 
 
 
 
 

50-118 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

133 
 
 
 
 
 
 
 
 

SDZ, N4-AcSDZ, 
SMZ, N4–
AcSMZ, SMR, 
N4–AcSMR, 
SMX, TMP,  
AMX, AMA, 
 

HPLC–
PDA-FLD 
λabs=200-
450 nm 
λexc=235,  
260, 265 
 

Gemini-C18e 
150×4,6 mm, 5 µm  
Προστήλη 
LiChroCART 4-4 
LiChrospher  
100RP-18, 4×4 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Η2Ο 
Καθαρισµός  
µε διχλωροµεθάνιο 
 
 
 

52,7–93,1 
 
 
 
 
 
 

LOD 
0,02–0,19 µg g-1 
LOQ 
0,05–0,61 µg g-1 
 
 
 

134 
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Πίνακας 3.4 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

AMP, APA, 
CLF, TIF, OTC, 
CTC (Hk, Ac) 
 
 
 
 
 

 

nm 
λem=296, 
310, 340, 
381, 430 
nm 
 
 
 

 

mm, 5 µm 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Α: Η2Ο 0,1% FA 
(v/v) 
Β: ACN 
Ροή 0,7 mL min-1 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

SDZ, SMR, 
SDMX, OTC, 
CTC, TC (Gsb) 
 
 
 
 
 
 
 

LC–ESI–
MS/MS 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mediterranea C18 
150×2,1 mm, 5 µm 
(25  oC) 
ΚΦ (βαθµωτή 
έκλουση) 
Α: Η2Ο 0,1% FA 
(v/v) 
Β: ACN 
Ροή 0,3 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
MeOH/Η2Ο (70/30, v/v) και 
Na2EDTA 0,14 % (w/v) 
 
 
 
 
 
 

88-110 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
1,2-16 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 
 

135 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

17 SAs 
5 TCs  
(Gsb Esb) 
 
 
 
 
 
 
 
 

LC–ESI-
MS/MS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Zorbac Eclipse plus 
C18 50×2,1 mm, 1,8 
µm 
Προστήλη 
ΚΦ  
(βαθµωτή έκλουση) 
Α: Η2Ο 0,1% FA 
(v/v) 
Β: ACN 
Ροή 0,1 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε µίγµα 
ACN/ΜeOH µε 0,05% FA 
(v/v) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
5,65–25,8 µg kg-1 
LOQ 
17,1–72,7 µg kg-1 
CCα 
3,99–25,1 µg kg-1 
CCβ 
6,8–37,1 µg kg-1 
 
 
 

136 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SDZ, N4– 
AcSDZ, SMZ, 
N4–AcSMZ, 
SMR, N4– 
AcSMR, SMX, 
 
 

LC–ESI-
MS/MS 
 
 
 
 
 

Gemini-C18e 
150×4,6 mm, 5 µm 
Προστήλη 
LiChroCART 4-4 
 
 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε Η2Ο 
Καθαρισµός µε 
∆ιχλωροµεθάνιο 
 
 
 

70-100 
 
 
 
 
 
 

LOD 
2-16 ng g-1 
LOQ 
5-57 ng g-1 
 
 
 

137 
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Πίνακας 3.4 
 

 

(συνέχεια) 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

TMP, AMX, 
AMA, AMP, 
APA, CLF, TIF, 
OTC, CTC (Hk, 
Ac) 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

LiChrospher 
100RP-18, 4×4 
mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή) 
Α: Η2Ο 0,1% FA 
(v/v) 
Β: ACN 
Ροή 0,4 mL min-1 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

OXO, ENR, CIP, 
NOR, SMPZ, 
SD, SDM, SMR 
(As) 
 
 
 
 

LC–ESI-
MS/MS 
 
 
 
 
 
 

Zorbax SB C18 
150×4,6 mm, 5 µm 
ΚΦ (βαθµωτή) 
Α: Μίγµα οξικού 
αµµωνίου/FA/H2O 
B: MeOH 
Ροή 0,7 mL min-1 
 

Σάρκα ιχθύος 
Εκχύλιση µε ACN/FA 
 
 
 
 
 
 

75-104 
 
 
 
 
 
 
 

CCα 
1,69–3,34 µg kg-1 
CCβ 
2,09–4,13 µg kg-1 
 
 
 
 

138 
 
 
 
 
 
 
 

18 ουσίες 
(µακρολίδες, β-
λακτάµες, 
λινκοσαµίνες, 
κινολόνη) 
 
 
 
 
 

UPLC–ESI 
-MS/MS 
 
 
 
 
 
 
 
 

Acquity UPLC HSS 
T3 
100×2,1 mm, 1,8 
µm 
ΚΦ (βαθµωτή) 
Α: H2O 0,05% FA 
(v/v) 
B: ACN 
Ροή 0,3 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε 2 διαλύµατα: Ι  
(0,2 % µεταφωσφορικό/MeOH, 
30/70, v/v) 
και ΙΙ 
(NaH2PO4/Na2HPO4/NaCl/H2O) 
Καθαρισµός µε n-εξάνιο και 
SPE (Oasis HLB, 500 mg/6 
mL) 
 

52,9-127,7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOD 
0,5-5 ng g-1 
LOQ 
1-10 ng g-1 
 
 
 
 
 
 

139 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

32 ουσίες (13 
σουλφοναµίδια, 
2 τετρακυκλίνες, 
3 µακρολίδες, 2 
β-λακτάµες, 1 
λινκοσαµίνη, 8 
φθοροκινολόνες, 
2 αµφαινικόλες 
κλπ) 
 

UPLC–ESI 
-MS/MS 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hypersil GOLD 
Phenyl Column  
50×2,1 mm, 3 µm 
ΚΦ (βαθµωτή) 
Α:H2O 
B:ACN 
0,1% FA (v/v) 
Ροή βαθµωτή 0,3–
0,4 mL min-1 
 

Σάρκα 
Εκχύλιση µε ACN 0,1% FA 
(v/v) 
 
 
 
 
 
 
 

70-120 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOQ 
0,062–4,6 µg kg-1 
 
 
 
 
 
 
 
 

140 
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Cheap, Effective, Rugged and Safe) (Γρήγορη, Εύκολη, Φθηνή, Αποτελεσµατική, 

Ανθεκτική, Ασφαλής), η οποία δοκιµάστηκε κατά την ανάπτυξη της µεθόδου σε ήπαρ, 

χωρίς, όµως, ικανοποιητικά αποτελέσµατα, ωστόσο, πιστεύεται ότι είναι µια ευέλικτη 

πορεία που επιτρέπει τη γρήγορη εκχύλιση και τον καθαρισµό ενός δείγµατος, µε 

πολλές πιθανές µελλοντικές εφαρµογές. Τέλος, γίνεται αναφορά στο φαινόµενο “matrix 

effect”, το οποίο είναι συχνό στη φασµατοµετρία µαζών µε ηλεκτροδιάχυση, καθώς και 

τα κριτήρια επίδοσης (χαρακτηριστικά ποιότητας) που πρέπει να ελέγχονται κατά την 

επικύρωση µιας µεθόδου, σύµφωνα µε την Απόφαση 2002/657/ΕΚ. 

 

3.2. Τεχνικές εκχύλισης 

3.2.1. Γενικά 

Κατά την παρασκευή ενός δείγµατος (sample preparation) και τον µετέπειτα καθαρισµό 

του (clean-up) πρέπει να λαµβάνεται υπόψη ότι η ουσία-στόχος µεταβολίζεται σε µικρό 

ή µεγάλο βαθµό µέσα στον οργανισµό, οπότε µέρος της αρχικής ποσότητας της 

µητρικής ουσίας δύναται να βρίσκεται και υπό µορφή µεταβολιτών. Επιπλέον, η µητρική 

ουσία και οι µεταβολίτες µπορεί να βρίσκονται υπό συζευγµένη µορφή (π.χ. ως 

γλυκουρονίδια) και να απαιτείται αποδέσµευση της ουσίας µε ενζυµατική ή χηµική 

υδρόλυση πριν από την εκχύλιση. Με την ενζυµατική υδρόλυση (π.χ. µε χρήση του 

µίγµατος ενζύµων β-γλυκουρονιδάση και αρυλoσουλφατάση) εφαρµόζονται ηπιότερες 

συνθήκες απ’ό,τι στην όξινη ή αλκαλική υδρόλυση. Τέλος, οι ουσίες που είναι 

δεσµευµένες µε τις πρωτεΐνες µέσω ασθενών αλληλεπιδράσεων, µπορούν εύκολα να 

εκχυλιστούν µε διαπίδυση, πρωτεόλυση ή µετουσίωση των πρωτεϊνών, θερµαίνοντας ή 

οξινίζοντας το διάλυµα της εκχύλισης.141 Η επιλογή της τεχνικής εκχύλισης εξαρτάται 

από τη φύση του δείγµατος (π.χ. αν είναι υγρό ή στερεό) και από τις φυσικοχηµικές 

ιδιότητες των προς εκχύλιση ουσιών (πολικότητα και τιµή pKa). 

 

3.2.1.1. «∆ια χειρός» τεχνικές εκχύλισης δείγµατος 

Οι σηµαντικότερες «δια χειρός» τεχνικές εκχύλισης είναι η Απλή Εκχύλιση µε ∆ιαλύτη 

(Simple Solvent Extraction, SSE),141 η Υγρό-υγρό εκχύλιση (LLE), η διαδικασία 
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QuEChERS (εδάφιο 3.3) και η διαδικασία MSPD (∆ιασπορά Μητρικού Υλικού Στερεάς 

Φάσης) (Matrix Solid-Phase Dispersion), η οποία είναι εναλλακτική της τεχνικής 

QuEChERS.142,143 

 

3.2.1.2. Ενόργανες τεχνικές εκχύλισης 

Οι σηµαντικότερες ενόργανες τεχνικές εκχύλισης είναι η Εκχύλιση Υποβοηθούµενη από 

Μικροκύµατα (Microwave-assisted extraction, MAE)144, η Εκχύλιση Υπερκρίσιµου 

Υγρού (Supercritical Fluid Extraction, SFE)145,146 και η Υγρό Εκχύλιση Υπό Πίεση 

(Pressurized Liquid Extraction, PLE) (εδάφιο 3.4). Βασικά πλεονεκτήµατα των τεχνικών 

αυτών είναι η αυτοµατοποίηση της διαδικασίας εκχύλισης, η µεγαλύτερη εκλεκτικότητα 

στην αποµόνωση ουσιών µέσω της ρύθµισης των παραµέτρων του οργάνου και η 

δυνατότητα σύνδεσης on-line µε σύστηµα καθαρισµού του δείγµατος. Κύριο 

µειονέκτηµα είναι το υψηλό κόστος των οργάνων. 

 

3.3. ∆ιαδικασία QuEChERS  

3.3.1 Γενικά 

Η διαδικασία παρασκευής δείγµατος QuEChERS (σχήµα 3.1) είναι µία παραλλαγή της 

LLE.147-161 

 

3.3.2 Εκχύλιση των αναλυτών 

Η εκχύλιση γίνεται µε οργανικό διαλύτη, συνήθως µε το ACN. Το pH του διαλύτη 

εκχύλισης ρυθµίζεται ανάλογα µε την πολικότητα των αναλυτών. Ωστόσο, σε αρκετές 

εφαρµογές η εκχύλιση γίνεται χωρίς την προσθήκη αλάτων ως ρυθµιστικών µέσων, 

αλλά πάντα µε τη προσθήκη αλάτων όπως MgSO4 και NaCl, που βοηθούν στην 

εξαλάτωση και αποµάκρυνση των πρωτεϊνών. Συχνά, προστίθεται οξύ στο ACN ώστε 

να ελαττωθεί η αλληλεπίδραση της πρωτοταγούς-δευτεροταγούς αµίνης PSA (Primary-

Secondary Amine), που χρησιµοποιείται στον καθαρισµό του δείγµατος, µε τους ανα- 
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Σχήµα 3.1 Βασικά στάδια της πορείας QuEChERS 

 

λύτες που φέρουν όξινες οµάδες.162 Σε δείγµατα µε χαµηλή περιεκτικότητα σε υγρασία 

(< 80 %) απαιτείται η προσθήκη ύδατος. 

 

3.3.3 Εκχύλιση Στερεάς Φάσης ∆ιασποράς 

Η dSPE χρησιµοποιείται για τον καθαρισµό του εκχυλίσµατος. Κατά τη διαδικασία αυτή, 

το δείγµα αναµιγνύεται µε το µέσο διασποράς, το οποίο προσροφά στην επιφάνειά του 

συστατικά του µητρικού υλικού, αφήνοντας τους αναλύτες στον διαλύτη. Το MgSO4 που 

προστίθεται, αποµακρύνει υπολείµµατα ύδατος καθώς και άλλα συστατικά, µέσω 

συµπλοκοποίησης, από το εκχύλισµα.163 

Τα πιο συνήθη µέσα διασποράς είναι: η πρωτοταγής-δευτεροταγής αµίνη PSA, η 

οκταδεκυλοσίλικα (C18) και ο γραφιτοποιηµένος άνθρακας (Graphitised Carbon Black, 

ΟΟΜΜΟΟΓΓΕΕΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΜΜΕΕΝΝΟΟ  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑ  

ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΗΗ  ΚΚΑΑΙΙ    
ΥΥΓΓΡΡΟΟ--ΥΥΓΓΡΡΟΟ  ΚΚΑΑΤΤΑΑΝΝΟΟΜΜΗΗ::   

ΠΠΡΡΟΟΣΣΘΘΗΗΚΚΗΗ  ΗΗ22ΟΟ  ((αανν  ΗΗ22ΟΟ<<8800%%))  
AACCNN  ήή  ΟΟΞΞΙΙΝΝΙΙΣΣΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  AACCNN  

ΑΑΝΝΥΥ∆∆ΡΡΟΟΥΥ  MMggSSOO44,,  NNaaCCll  κκααιι//ήή  ΡΡΥΥΘΘΜΜΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΏΏΝΝ  
ΑΑΛΛΑΑΤΤΩΩΝΝ  ΚΚΙΙΤΤΡΡΙΙΚΚΩΩΝΝ  ήή  ΟΟΞΞΙΙΚΚΩΩΝΝ  

ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  

ΚΚΑΑΘΘΑΑΡΡΙΙΣΣΜΜΟΟΣΣ  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ((ddSSPPEE))::   
ΣΣΕΕ  ΚΚΛΛΑΑΣΣΜΜΑΑ  ΤΤΟΟΥΥ  ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ΠΠΡΡΟΟΣΣΘΘΗΗΚΚΗΗ  

PPSSAA   κκααιι//  ήή  CC1188  ήή  GGCCBB   κκααιι  ΑΑΝΝΥΥ∆∆ΡΡΟΟΥΥ  MMggSSOO44  

ΑΑΝΝΑΑΚΚΙΙΝΝΗΗΣΣΗΗ//  ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  

ΠΠΡΡΟΟΣΣΥΥΓΓΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΩΩΣΣΗΗ//  ∆∆ΙΙΗΗΘΘΗΗΣΣΗΗ//  ΕΕΝΝΕΕΣΣΗΗ  
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GCB)150. Το PSA δρα κατακρατώντας λιπαρά οξέα και άλλα οργανικά οξέα που 

βρίσκονται στα τρόφιµα.146 Ωστόσο, µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τους αναλύτες και να 

προκαλέσει απώλεια αυτών. Για τρόφιµα ζωικής προέλευσης που περιέχουν υψηλότερα 

επίπεδα λίπους, το C18 ή συνδυασµός PSA/C18 είναι πιο αποτελεσµατικά, διότι το C18 

αποµακρύνει λιπόφιλα µόρια.164 

 

3.4. Υγρό Εκχύλιση Υπό Πίεση 

3.4.1. Εισαγωγή 

Η επιλογή του διαλύτη εκχύλισης εξαρτάται, κυρίως, από τους αναλύτες και το µητρικό 

υλικό.165,166 Η θερµοκρασία και η πίεση παίζουν σηµαντικό ρόλο στην κινητική της 

εκχύλισης. Έτσι, στις ενόργανες τεχνικές εκχύλισης (MAE, SFE, PLE) οι υψηλές τιµές 

θερµοκρασίας και/ή πίεσης που εφαρµόζονται, έχουν ως αποτέλεσµα τη µεγαλύτερη 

ταχύτητα και τη µεγαλύτερη απόδοση της εκχύλισης µε σχετικά µικρή κατανάλωση 

διαλύτη.165 

Από τις ενόργανες τεχνικές εκχύλισης, η πιο συχνά χρησιµοποιούµενη είναι η Υγρό 

Εκχύλιση Υπό Πίεση (Pressurized Liquid Extraction, PLE). Είναι γνωστή και ως 

Επιταχυνόµενη Εκχύλιση µε ∆ιαλύτη (Accelerated Solvent Extraction, ASE) ή Εκχύλιση 

Υπό Πίεση µε Ρευστό (Pressurized Fluid Extraction, PFE) ή Εκχύλιση Υπό Πίεση µε 

Θερµό ∆ιαλύτη (Pressurized Hot Solvent Extraction, PHSE) ή Εκχύλιση Υποκρίσιµου 

∆ιαλύτη (Subcritical Solvent Extraction, SSE) ή Εκχύλιση Θερµού Ύδατος (Hot Water 

Extraction, HWE), στην περίπτωση που ο διαλύτης είναι το ύδωρ.167 Με την τεχνική 

αυτή, η εκχύλιση των οργανικών αναλυτών από στερεά και ηµιστερεά δείγµατα 

πραγµατοποιείται µε τους συνήθεις διαλύτες κάτω από υψηλές τιµές θερµοκρασίας και 

πίεσης, συνθήκες που οδηγούν στην υψηλή αποδοτικότητα της εκχύλισης. 

Το σύστηµα ASE αναπτύχθηκε από την εταιρεία Dionex Corpοration.165,168 

 

3.4.2. Οργανολογία 

Ένα σχηµατικό διάγραµµα του συστήµατος ASE φαίνεται στο σχήµα 3.2. Αποτελείται 

από ένα έως τέσσερα δοχεία διαλυτών (solvent tanks), µία αντλία (solvent pump), µια 
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κυψελίδα δείγµατος (extraction cell), έναν φούρνο (heating oven), ένα φιαλίδιο 

συλλογής του δείγµατος (collection vial) και µια φιάλη αζώτου (nitrogen tank).169,170 

 

 
Σχήµα 3.2 Σχηµατικό διάγραµµα ενός συστήµατος ASE 

 

3.4.3. Προκατεργασία του δείγµατος 

Κατά τη προκατεργασία του δείγµατος, αρχικά, αλέθεται το υλικό που πρόκειται να 

αναλυθεί (π.χ. σάρκα, ήπαρ) ώστε να ληφθεί αντιπροσωπευτικό δείγµα της όλης µάζας 

του υλικού και να αυξηθεί η επιφάνεια του ώστε να είναι ευκολότερη η εκχύλιση των 

αναλυτών.171 Το προζυγισµένο δείγµα τοποθετείται σε γουδί και προστίθεται το υλικό 

διασποράς. Η αναλογία µάζα δείγµατος/µάζα υλικού διασποράς είναι, τις περισσότερες 

φορές, συγκεκριµένη (π.χ. 1:2, 1:3 κ.λ.π.). Το µίγµα µετατρέπεται σε οµοιογενή πάστα 

µε τη βοήθεια ενός γουδιού και τοποθετείται στην κυψελίδα, στο κάτω µέρος της οποίας 

υπάρχει φίλτρο. Η κυψελίδα πληρώνεται µε το υλικό διασποράς. 

Ως µέσο διασποράς χρησιµοποιείται το θειικό νάτριο (Na2SO4), το διοξείδιο του πυριτίου 

(SiO2, γη διατόµων µεγέθους σωµατιδίων 20 - 30 mesh, «άµµος θαλάσσης» µεγέθους 

σωµατιδίων 0,25 - 0,30 mm), η αλουµίνα (οξείδιο του αργιλίου, Al2O3, όξινο, 

ενεργοποιηµένο µε θέρµανση στους 350 οC για 15 min) αλλά και η χηµικά 

τροποποιηµένη σίλικα (π.χ. C18 διαµέτρου σωµατιδίων 35 - 70 µm και µεγέθους πόρων 

60 Å). 
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3.4.4. ∆ιαδικασία της εκχύλισης 

Τα στάδια της διαδικασίας ASE φαίνονται στο ροόγραµµα του σχήµατος 3.3.172 

 

 

 

 

 

 

 

                                                            ΚΚΥΥΚΚΛΛΟΟΣΣ 

  

 

 

 

 

 
Σχήµα 3.3 Κύρια στάδια της διαδικασίας 
εκχύλισης µε σύστηµα ASE 

 

3.4.5. Παράµετροι της διαδικασίας ASE 

Θερµοκρασία και Πίεση: η θερµοκρασία είναι η σηµαντικότερη παράµετρος της τεχνικής 

ASE. Η αύξηση της θερµοκρασίας οδηγεί σε µείωση του ιξώδους του διαλύτη, οπότε 

αυξάνεται η ικανότητά του να διαβρέχει το µητρικό υλικό και να διαλυτοποιεί τους 

αναλύτες. Συνήθεις τιµές θερµοκρασίας είναι 70 - 160 οC, ενώ το όργανο µπορεί να 

φτάσει τους 200 οC. Ωστόσο, απαιτείται ταυτόχρονα και υψηλή πίεση ώστε να 

διατηρείται ο διαλύτης στην υγρή του κατάσταση, όταν η θερµοκρασία είναι πάνω από 

το σηµείο ζέσεως του διαλύτη υπό ατµοσφαιρική πίεση.173 

ΤΤΟΟΠΠΟΟΘΘΕΕΤΤΗΗΣΣΗΗ  ΚΚΥΥΨΨΕΕΛΛΙΙ∆∆ΑΑΣΣ  
ΣΣΤΤΟΟΝΝ  ΚΚΛΛΙΙΒΒΑΑΝΝΟΟ  

ΣΣΤΤΑΑ∆∆ΙΙΟΟ  ΠΠΡΡΟΟΘΘΕΕΡΡΜΜΑΑΝΝΣΣΗΗΣΣ  
χχωωρρίίςς  δδιιααλλύύττηη  ((PPRREEHHEEAATT))  ήή  
ΘΘΕΕΡΡΜΜΑΑΝΝΣΣΗΗΣΣ  µµεε  δδιιααλλύύττηη  

55  --  99  mmiinnss  

∆∆ΥΥΝΝΑΑΜΜΙΙΚΚΗΗ  ήή  ΣΣΤΤΑΑΤΤΙΙΚΚΗΗ  
ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΗΗ  
55  --  1155  mmiinnss  

““ FFLLUUSSHH””   ΜΜΕΕ  ΦΦΡΡΕΕΣΣΚΚΟΟ  ∆∆ΙΙΑΑΛΛΥΥΤΤΗΗ  

““ PPUURRGGEE””   ΜΜΕΕ  ΑΑΖΖΩΩΤΤΟΟ  
11  mmiinn  

ΕΕΤΤΟΟΙΙΜΜΟΟ  
ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑ  
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∆ιαλύτες: βασικό κριτήριο για την επιλογή του διαλύτη είναι η υψηλή διαλυτότητα των 

αναλυτών και η χαµηλή διαλυτότητα του µητρικού υλικού σε αυτόν. Μπορούν να 

χρησιµοποιηθούν όλοι οι συνήθεις διαλύτες.171 

Κύκλοι εκχύλισης: µε τη χρήση των στατικών κύκλων εισάγεται κάθε φορά φρέσκος 

διαλύτης, διατηρώντας, έτσι, την επιθυµητή ισορροπία εκχύλισης.171 

Χρόνος: αυξάνοντας τον χρόνο της στατικής εκχύλισης, διευκολύνεται η αποµάκρυνση 

ουσιών µέσα από τους πόρους του µητρικού υλικού και η διάχυσή τους στον διαλύτη.171 

 

3.4.6. Πλεονεκτήµατα και εφαρµογές της τεχνικής ASE 

Βασικά πλεονεκτήµατα της τεχνικής είναι ότι χρησιµοποιεί µικρότερα ποσά διαλύτη 

απ’ό,τι οι συµβατικές τεχνικές εκχύλισης και είναι πλήρως αυτοµατοποιηµένη, γεγονός 

που οδηγεί σε υψηλή αναπαραγωγιµότητα. Επιπλέον, οι διαλύτες οι οποίοι δεν 

αποδίδουν µε τις συµβατικές τεχνικές εκχύλισης, µπορούν να δώσουν ικανοποιητικά 

αποτελέσµατα κάτω από τις συνθήκες του ASE. Τέλος, είναι δυνατή η χρήση του 

ύδατος, του πλέον φθηνού, µη τοξικού και φιλικού προς το περιβάλλον διαλύτη, ως 

διαλύτη εκχύλισης σε µεθόδους προσδιορισµού καταλοίπων.141 

Βασικό µειονέκτηµα είναι το υψηλό κόστος του οργάνου, ωστόσο, το κόστος ανά δείγµα 

είναι σχετικά χαµηλό.165 Πολλές φορές, απαιτείται και περαιτέρω στάδιο καθαρισµού του 

εκχυλίσµατος, επειδή κάτω από τις έντονες συνθήκες της τεχνικής εκλούονται πολλά 

συστατικά του µητρικού υλικού που παρεµποδίζουν την ανάλυση.141 

Πλήθος εφαρµογών έχουν δηµοσιευθεί για την εκχύλιση ουσιών από διάφορα 

δείγµατα.165,174-192 

 

3.5. «Επίδραση του µητρικού υλικού» στην υγροχρωµατογραφία-φασµατοµετρία 

µαζών 

3.5.1 Γενικά 

Η αρχική αντίληψη ότι η τεχνική LC/MS εγγυάται εκλεκτικότητα και αξιοπιστία, έχει 

εγκαταληφθεί, εξαιτίας της ανακάλυψης του φαινοµένου «επίδραση του µητρικού 
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υλικού» (“matrix effect”), το οποίο οδηγεί άλλοτε σε υποβάθµιση (suppression) και 

άλλοτε σε ενίσχυση (enhancement) του σήµατος MS ενός συστατικού σε µητρικό υλικό, 

σε σχέση µε ένα πρότυπο διάλυµα.193-198 Εµφανίζεται, κυρίως, όταν ο ιονισµός γίνεται 

σε πηγή API (Atmospheric Pressure Ionization), δηλαδή σε πηγή ESI (Electrospray 

Ionization) και σε πηγή APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization). Η 

αξιολόγηση του φαινοµένου αυτού, κρίνεται αναγκαία κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 

και επικύρωσης µιας µεθόδου ποσοτικού προσδιορισµού, ώστε να καθίσταται η 

µέθοδος αυτή αξιόπιστη, ως προς την ορθότητα, την πιστότητα και την 

εκλεκτικότητα.199-200 ∆ιακρίνεται σε «απόλυτη επίδραση του µητρικού υλικού» (“absolute 

matrix effect”, AME ή ΜΕ) και σε «σχετική επίδραση του µητρικού υλικού» (“relative 

matrix effect”, RME). Η πρώτη αναφέρεται στη διαφοροποίηση του σήµατος µεταξύ 

ενός πρότυπου διαλύµατος και ενός εµβολιασµένου εκχυλίσµατος δείγµατος, ενώ η 

δεύτερη στη διαφοροποίηση του σήµατος µεταξύ εµβολιασµένων εκχυλισµάτων 

διαφόρων «παρτίδων» δείγµατος/µητρικού υλικού.198 Συνήθως, το “matrix effect” 

επηρεάζει την ορθότητα της µεθόδου και µπορεί να περιοριστεί µε τη χρήση 

εµβολιασµένων εκχυλισµάτων µε πρότυπα (matrix-matched standards). Το “relative 

matrix effect” επηρεάζει τον έλεγχο της πιστότητας της µεθόδου και αποτελεί βασικό 

κριτήριο της αξιοπιστίας των αναλυτικών δεδοµένων.196 Η χρήση της δίδυµης 

φασµατοµετρίας µαζών (MS/MS) δεν περιορίζει το φαινόµενο, παρ’ότι πολλοί αυτό 

πιστεύουν. Το “matrix effect” οφείλεται, γενικά, στην επίδραση συνεκχυλιζόµενων 

συστατικών ή συστατικών της κινητής φάσης στη διαδικασία ιονισµού του αναλύτη, 

δηλαδή, πολύ πριν τα ιόντα του αναλύτη εισέλθουν στην περιοχή υψηλού κενού του 

αναλυτή µαζών. 

 

3.5.2 Μηχανισµοί του φαινοµένου «επίδραση του µητρικού υλικού» 

Τα συνεκχυλιζόµενα συστατικά του µητρικού υλικού ανταγωνίζονται τα µόρια των 

αναλυτών ως προς τον ιονισµό µέσα στην πηγή του MS.201-203 Επιπλέον, η παρουσία 

των συστατικών αυτών σε υψηλές συγκεντρώσεις δύναται να επηρεάσει το ιξώδες και 

την επιφάνειακή τάση των σταγονιδίων που παράγονται στην πηγή ESI ή APCI και να 

µειώσει την εξάτµιση του διαλύτη και κατά συνέπεια την ικανότητα των αναλυτών να 
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φτάσουν στην αέριο φάση. Μη-πτητικά µακροµόρια που συνεκχυλίζονται µε τους 

αναλύτες, µπορούν, επίσης, να περιορίσουν τη µεταφορά στην αέριο φάση, επειδή 

εµποδίζουν τα σταγονίδια να φτάσουν την «κρίσιµη» ακτίνα.201-203 Πιστεύεται ότι και 

στην αέριο φάση αντιδράσεις αποπρωτονίωσης µε αέρια αλκαλικά συστατικά οδηγούν 

στην εξουδετέρωση των ιόντων του αναλύτη, µε αποτέλεσµα την υποβάθµιση του 

σήµατος του.203 

 

3.5.3 Επιπτώσεις του φαινοµένου «επίδραση του µητρικού υλικού» 

Το “matrix effect” προκαλεί µείωση της ικανότητας ανίχνευσης στην περίπτωση της 

υποβάθµισης του σήµατος των αναλυτών. Επηρεάζει, επίσης, αρνητικά την 

επαναληψιµότητα της µεθόδου επειδή ο βαθµός της υποβάθµισης ή της ενίσχυσης του 

σήµατος µπορεί να διαφέρει αρκετά από δείγµα σε δείγµα. Επιπλέον, η γραµµικότητα 

της µεθόδου επηρεάζεται αρνητικά και κατ’επέκταση ο ποσοτικός προσδιορισµός των 

αναλυτών.203 

Η υποβάθµιση του σήµατος µπορεί να οδηγήσει στη µη ανίχνευση ενός υπάρχοντος 

αναλύτη, στην υποτίµηση (underestimation) της πραγµατικής συγκέντρωσης ενός 

αναλύτη, ή στη µη-πλήρωση των κριτηρίων ταυτοποίησης (identification criteria), οπότε 

αυξάνεται η πιθανότητα απόδοσης ενός «ψευδώς» αρνητικού αποτελέσµατος (false 

negative, compliant). Αν το IS επηρεάζεται σε µεγαλύτερο βαθµό από τον αναλύτη, η 

υποβάθµιση του σήµατος µπορεί να οδηγήσει στην υπερεκτίµηση της συγκέντρωσης 

του αναλύτη µε αυξηµένη πιθανότητα απόδοσης ενός «ψευδώς» θετικού 

αποτελέσµατος (false positive, non-compliant).203 

 

3.5.4 Αξιολόγηση του φαινοµένου «επίδραση του µητρικού υλικού» 

Η αξιολόγηση του “matrix effect” µπορεί να γίνει κατασκευάζοντας διαγράµµατα 

βαθµονόµησης (calibration plot) µε τρεις οµάδες δειγµάτων. Η πρώτη οµάδα 

περιλαµβάνει πρότυπα διαλύµατα των αναλυτών και του IS (standard solutions, SS), η 

δεύτερη οµάδα αφορά εµβολιασµένα εκχυλίσµατα του µητρικού υλικού (matrix-matched 

standards, MMS) και η τρίτη οµάδα περιλαµβάνει δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την 
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εκχύλιση (fortified real samples, FRS). Από την ανάλυση των δειγµάτων των οµάδων 

αυτών, µπορούν να υπολογιστούν το % ποσοστό επίδρασης του µητρικού υλικού (% 

matrix effect, % ME), το % ποσοστό της ανάκτησης (% recovery, % RE) και το % 

ποσοστό της απόδοσης της όλης διαδικασίας (% overall efficiency, % PE), σύµφωνα µε 

τις σχέσεις: 

                                         100(%) x
SS

MMS
ME

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ
ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ=                                      (3.1) 

 

                                         100(%) x
FRS

MMS
RE

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ
ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ=                                       (3.2) 

 

                                         100(%) x
SS

FRS
PE

ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ
ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ=                                         (3.3) 

 

Ωστόσο, στη πράξη είναι πιο σηµαντικό να διερευνηθεί η παρουσία ή απουσία του 

“relative matrix effect” (εδάφιο 3.5.6).198,204 

 

3.5.5 Μείωση ή εξάλειψη του φαινοµένου «επίδραση του µητρικού υλικού» 

Τα συστατικά που είναι υπεύθυνα για την υποβάθµιση ή την ενίσχυση του σήµατος του 

αναλύτη, συχνά δεν ιονίζονται από την πηγή ESI ή APCI του MS, που σηµαίνει ότι δεν 

µπορούν να ανιχνευτούν από το MS. Τα συστατικά αυτά µπορεί να είναι:  

� ενδογενή συστατικά του µητρικού υλικού που µεταφέρονται στο τελικό εκχύλισµα, 
όπως ιονίσιµα µόρια (ανόργανοι ηλεκτρολύτες, άλατα), πολικά συστατικά (φαινόλες, 
υδατάνθρακες, αµίνες, λιπίδια, πεπτίδια, χρωστικές κ.λπ.),205,206 

� εξωγενή συστατικά , δηλαδή µόρια που προέρχονται από εξωτερικές πηγές κατά τη 
διάρκεια της παρασκευαστικής πορείας, π.χ. υπολείµµατα πλαστικών και άλλων 
πολυµερικών υλικών,207 φθαλικοί εστέρες (πλαστικοποιητές), ουσίες µε µεγάλη 
δραστική επιφάνεια ή/και ιδιότητες σχηµατισµού ζεύγους ιόντων,208-210 ουσίες µε 
υψηλή συγγένεια πρωτονίου (προκειµένου για την ανίχνευση θετικών ιόντων) όπως 
οργανικά οξέα210-212 ή µε χαµηλή οξύτητα στην αέριο φάση (προκειµένου για την 
ανίχνευση αρνητικών ιόντων), 

� συστατικά της κινητής φάσης, π.χ. το TFA, το οποίο σχηµατίζει ισχυρά ζεύγη ιόντων 
µε τους αναλύτες που δύσκολα διασπώνται, εµποδίζοντας τον ιονισµό των µορίων 
των αναλυτών.213-214 
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Το “matrix effect” µπορεί να αντιµετωπιστεί µε δύο γενικές προσεγγίσεις. Η πρώτη 

αφορά την αποµάκρυνση ή τον περιορισµό των συστατικών που θεωρούνται υπεύθυνα 

για το φαινόµενο αυτό. Περιλαµβάνει τη βελτιστοποίηση της µεθόδου παρασκευής του 

δείγµατος (εκλεκτικότερη διαδικασία εκχύλισης, καλύτερος καθαρισµός κ.λπ.)215 και/ή τη 

βελτιστοποίηση του χρωµατογραφικού διαχωρισµού (αποδοτικότητα και/ή 

διαχωριστικότητα). Μείωση του φαινοµένου µπορεί, επίσης, να επιτευχθεί µε την 

αραίωση του δείγµατος ή µε την ένεση µικρότερης ποσότητας στο σύστηµα LC/MS που, 

ωστόσο, δε χρησιµοποιούνται συχνά, διότι αυξάνονται το LOD και το LOQ της µεθόδου. 

Η δεύτερη προσέγγιση αφορά στην αλλαγή των µεθόδων ιονισµού, την αλλαγή των 

συστατικών της κινητής φάσης ή/και τη χρήση IS. Πιο συγκεκριµένα, η αλλαγή της 

πηγής ιονισµού από ESI σε APCI περιορίζει το φαινόµενο,198,216 όπως, επίσης, ο 

τρόπος ανίχνευσης αρνητικών ιόντων σε σχέση µε την ανίχνευση θετικών ιόντων. 

Πιθανόν, ο πιο αποτελεσµατικός τρόπος περιορισµού των αρνητικών επιδράσεων του 

φαινοµένου είναι η τεχνική της σταθερής προσθήκης, η οποία, όµως, δε χρησιµοποιείται 

συχνά γιατί είναι χρονοβόρος. Αντί αυτής, προτιµάται η χρήση προτύπων σε 

εµβολιασµένα εκχυλίσµατα και/ή η χρήση IS. Το IS µπορεί να είναι µόριο ανάλογης 

δοµής µε του αναλύτη ή µόριο του αναλύτη ισοτοπικά επισηµασµένο.215 Σε αµφότερες 

των περιπτώσεων είναι σηµαντικό να προστίθεται πριν από την έναρξη της 

παρασκευαστικής πορείας, ώστε να λαµβάνει χώρα «διόρθωση» αφ’ενός λόγω 

απώλειας του αναλύτη κατά τη διαδικασία αυτή, αφ’ετέρου λόγω υποβάθµισης ή 

ενίσχυσης του σήµατος εξαιτίας του µητρικού υλικού κατά τον ιονισµό του αναλύτη. 

 

3.5.6 «Σχετική επίδραση του µητρικού υλικού»217 

Μεγάλη σηµασία σε µία βιοαναλυτική µέθοδο έχει η µελέτη, «ποσοτικοποίηση» και 

εξάλειψη του “relative matrix effect”, ώστε η µέθοδος αυτή να δώσει αξιόπιστα 

αποτελέσµατα ως προς την ορθότητα και την πιστότητα. 

Σύµφωνα µε τον Matuszewski BK και τους συνεργάτες του217 η αξιολόγηση του “relative 

matrix effect” µπορεί να γίνει κατασκευάζοντας πέντε καµπύλες βαθµονόµησης µε 

εµβολιασµένα δείγµατα πέντε διαφορετικών παρτίδων του µητρικού υλικού και 

συγκρίνοντας τις κλίσεις των καµπυλών αυτών. Η πιστότητα των κλίσεων αυτών, 
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εκφρασµένη µε το συντελεστή διακύµανσης (CV, %), αποτελεί δείκτη για την παρουσία 

ή µη του “relative matrix effect”. Οι συγγραφείς προτείνουν ότι όταν ο συντελεστής 

διακύµανσης δεν υπερβαίνει την τιµή 3-4 %, η µέθοδος θεωρείται ότι πρακτικά στερείται 

«σχετικής επίδρασης του µητρικού υλικού» και είναι αξιόπιστη. Επίσης, η σύγκριση της 

ανωτέρω τιµής CV (%) µε αυτή που λαµβάνεται όταν κατασκευάζονται πέντε καµπύλες 

βαθµονόµησης από την ίδια «παρτίδα» του µητρικού υλικού, αποτελεί, επίσης, ένδειξη 

της παρουσίας ή της απουσίας του φαινοµένου. Η κατασκευή των καµπυλών 

βαθµονόµησης γίνεται µε τη χρήση εµβολιασµένων δειγµάτων και, εποµένως, οι 

αποκρίσεις των αναλυτών και του IS αντιπροσωπεύουν την «όλη αποδοτικότητα της 

διαδικασίας», δηλαδή τον συνδυασµό της αποδοτικότητας της ανάκτησης των αναλυτών 

και της επίδρασης του µητρικού υλικού στον ιονισµό. 

 

3.6 Επικύρωση των αναλυτικών µεθόδων σύµφωνα µε την Απόφαση 

2002/657/ΕΚ 

3.6.1 Επικύρωση µιας αναλυτικής µεθόδου σύµφωνα µε την Απόφαση 

2002/657/ΕΚ 

Αφορά την επίδοση των αναλυτικών µεθόδων και την ερµηνεία των αποτελεσµάτων. Η 

απόφαση αυτή διασφαλίζει την ποιότητα και τη συγκρισιµότητα των αναλυτικών 

αποτελεσµάτων των εργαστηρίων που διενεργούν ελέγχους καταλοίπων 

φαρµακολογικά ενεργών ενώσεων σε τρόφιµα ζωικής προέλευσης. Αυτό επιτυγχάνεται 

µε τη χρήση συστηµάτων διασφάλισης ποιότητας και συγκεκριµένα µε την εφαρµογή 

µεθόδων που έχουν επικυρωθεί σύµφωνα µε κοινές διαδικασίες και κριτήρια 

επίδοσης,58,63,218,219 αλλά και τις απαιτήσεις του προτύπου EN ISO/IEC 17025 (εδάφιο 

5.9).220,221 

Με την απόφαση αυτή καθορίζονται οι κανόνες για τις αναλυτικές µεθόδους που θα 

χρησιµοποιηθούν κατά τις δοκιµές ανάλυσης των επίσηµων δειγµάτων. Σύµφωνα µε τις 

γενικές απαιτήσεις της απόφασης αυτής, η λήψη, ο χειρισµός και η επεξεργασία των 

δειγµάτων πρέπει να γίνονται κατά τρόπο, ώστε η δυνατότητα ανίχνευσης της 

προσδιοριζόµενης ένωσης να είναι η µέγιστη. Οι διαδικασίες χειρισµού του δείγµατος 
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πρέπει να εµποδίζουν την τυχαία επιµόλυνση ή απώλεια της προσδιοριζόµενης 

ένωσης. 

Στο παράρτηµα της απόφασης δίνονται οι σχετικοί ορισµοί (Κεφάλαιο 1), ορίζονται τα 

κριτήρια επίδοσης και οι άλλες απαιτήσεις για τις αναλυτικές µεθόδους (Κεφάλαιο 2) και 

περιγράφεται ο τρόπος επικύρωσης της αναλυτικής µεθόδου (Κεφάλαιο 3). Επίσης, 

σύµφωνα µε το άρθρο 6 της συγκεκριµένης απόφασης καθορίζεται ο τρόπος ερµηνείας 

των αποτελεσµάτων. Τα χαρακτηριστικά επίδοσης (efficiency characteristics) ή 

χαρακτηριστικά ποιότητας (quality characteristics), τα οποία πρέπει να ελέγχονται κατά 

την επκύρωση µιας µεθόδου ποσοτικού προσδιορισµού είναι: 

�  η ειδικότητα (specificity) και η εκλεκτικότητα (selectivity), 

�  η ορθότητα (trueness), 

�  η δυνατότητα εφαρµογής/ανθεκτικότητα (συνήθως, η ανθεκτικότητα αναφέρεται ως 
robustness και η έννοια της αντοχής, η οποία ελέγχεται κατά την αξιολόγηση της 
διεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας, αναφέρεται ως ruggedness), 

�  σταθερότητα (stability), 

�  καµπύλες βαθµονόµησης (calibration curves) µε τουλάχιστον πέντε επίπεδα 
συγκεντρώσεων (συµπεριλαµβανοµένου του µηδενός), 

�  επαναληψιµότητα (repeatability), 

�  ενδοεργαστηριακή αναπαραγωγιµότητα (within-laboratory reproducibility), 

�  αναπαραγωγιµότητα (reproducibility) (όταν πρόκειται να επαληθευτεί η 
αναπαραγωγιµότητα, τα εργαστήρια πρέπει να συµµετέχουν σε διεργαστηριακές 
συγκρίσεις σύµφωνα µε το ISO 5725-2),222 

�  όριο απόφασης, CCα (decision limit), 

�  ικανότητα ανίχνευσης, CCβ (detection capability). 

 

Σύµφωνα µε πιο πρόσφατους ορισµούς, που έγιναν δεκτοί και από τον ΕΛΟΤ, εισήχθη 

ο όρος trueness (ορθότητα) για να εκφράσει το συστηµατικό σφάλµα µιας µέτρησης, 

ενώ ο όρος precision εκφράζει το τυχαίο σφάλµα της µέτρησης. Ο όρος precision 

αποδιδόταν παλιά ως επαναληψιµότητα, ενώ τώρα ως πιστότητα, και ο όρος accuracy 

ως ακρίβεια. Έτσι, η ακρίβεια µιας µέτρησης έχει ως «συστατικά» την ορθότητα 

(συστηµατικό σφάλµα) και την πιστότητα (τυχαίο σφάλµα): 

ΑΚΡΙΒΕΙΑ (ACCURACY) = ΟΡΘΟΤΗΤΑ (TRUENESS) + ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ (PRECISION) 
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Η απόφαση 2002/657/ΕΚ αναφέρεται στην ανάλυση βιολογικών δειγµάτων για τον 

προσδιορισµό καταλοίπων και προσµίξεων (οργανικές ενώσεις ή µέταλλα, 

απαγορευµένες ή µη ουσίες), βάσει ποιοτικών και ποσοτικών µεθόδων, διαλογής 

(screening methods) και επιβεβαίωσης (confirmatory methods). Με την απόφαση αυτή, 

εισάγεται και η έννοια των Μονάδων Ταυτοποίησης (Identification Points, IPs) για τις 

µεθόδους επιβεβαίωσης, ενώ πέραν του Ορίου Ανίχνευσης (Limit of Detection, LOD) 

και του Ορίου Ταυτοποίησης (Limit of Identification, LOI) προστίθενται το Όριο 

Απόφασης CCα και η Ικανότητα Ανίχνευσης CCβ.
223 Οι όροι CCα και CCβ είχαν ήδη 

εισαχθεί από το πρότυπο ISO 11843, ως xC και xD, αντίστοιχα, αλλά ο τρόπος 

υπολογισµού των ήταν διαφορετικός.224-226 Όταν η ευρεθείσα συγκέντρωση ενός 

αναλύτη (µε καθορισµένο MRL) σε ένα άγνωστο δείγµα είναι χαµηλότερη από το CCα, 

το δείγµα θεωρείται «συµµορφούµενο», διότι ο αναλύτης παρίσταται σε συγκέντρωση 

χαµηλότερη από το MRL, µε επίπεδο εµπιστοσύνης 1-α. Αν η συγκέντρωση είναι 

µεγαλύτερη από το CCα και µάλιστα µεγαλύτερη και από το CCβ, τότε το δείγµα 

θεωρείται «µη συµµορφούµενο» (ο αναλύτης βρίσκεται σε συγκέντρωση υψηλότερη 

από το MRL) µε επίπεδο εµπιστοσύνης 1-β. Αν η συγκέντρωση είναι µεταξύ των τιµών 

CCα και CCβ υπάρχει σοβαρή υποψία µη συµµορφούµενου δείγµατος, αλλά από 

στατιστικής άποψης το αποτέλεσµα παραµένει αδιευκρίνιστο (αβέβαιο).220,223,224 

 

3.6.2 Επικύρωση µιας (βιο)αναλυτικής µεθόδου σύµφωνα µε οδηγίες άλλων 

διεθνών οργανισµών 

∆ιάφοροι φορείς ή οργανισµοί, παγκοσµίως, έχουν εκδώσει κατά καιρούς οδηγίες για 

τον ορθό προσδιορισµό και την αξιολόγηση, µέσω κριτηρίων αποδοχής, των 

παραµέτρων επικύρωσης, όπως ο FDA,227 η Εθνική Αρχή Επιτήρησης Υγείας της 

Βραζιλίας (National Health Surveillance Agency, ANVISA)228 και η EMA229. Αν και 

υπάρχει γενικά συµφωνία µεταξύ των οδηγιών αυτών ως προς την αξιολόγηση των 

παραµέτρων επικύρωσης µιας βιοαναλυτικής µεθόδου, υπάρχουν διαφορές ως προς τη 

µεθοδολογία της επικύρωσης και τα κριτήρια αποδοχής σε ορισµένες από τις 

παραµέτρους. Είναι σηµαντικό να σηµειωθούν οι διαφορές αυτές, προς διευκόλυνση 

εφαρµογής της νοµοθεσίας στα κράτη αυτά. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΣΟΥΛΦΟΝΑΜΙ∆ΙΑ ΚΑΙ ∆ΙΑΜΙΝΟΠΥΡΙΜΙ∆ΙΝΕΣ 

 

4.1 Γενικά περί των σουλφοναµιδίων και των διαµινοπυριµιδινών 

4.1.1 Χηµεία των σουλφοναµιδίων 

Τα SAs, που συχνά αναφέρονται και ως “sulfa drugs”, είναι τα πρώτα αντιµικροβιακά 

φάρµακα που παρασκευάστηκαν, ανοίγοντας το δρόµο για τη σύνθεση µεγάλου 

αριθµού ουσιών µε αντιµικροβιακές ιδιότητες. Παραµένουν, ωστόσο, µεταξύ των πιο 

ευρέως χρησιµοποιούµενων αντιβιοτικών στη κτηνιατρική, κυρίως γιατί έχουν µικρό 

κόστος παραγωγής και σχετικά καλή αποτελεσµατικότητα σε µερικές κοινές βακτηριακές 

λοιµώξεις.230 Έχουν συντεθεί πολλά ανάλογα και περίπου ογδόντα (80) από αυτά 

χρησιµοποιούνται στη κτηνιατρική. Χρησιµοποιούνται ευρέως στις υδατοκαλλιέργειες, 

τόσο ως προληπτικό µέσο, όσο και για την αντιµετώπιση βακτηριακών λοιµώξεων. 

Στο σχήµα 4.1 δίνεται η γενική δοµή των SAs. Όπως βλέπουµε, αποτελούνται από ένα 

βενζολικό πυρήνα, µία αµινοµάδα (-ΝΗ2) και µία σουλφοναµιδο-οµάδα (-SO2NHR). Για 

να έχουν οι ουσίες αυτές αντιβακτηριακές ιδιότητες, η αµινοµάδα και σουλφοναµιδο-

οµάδα πρέπει να βρίσκονται σε θέση para η µία µε την άλλη.231 

Οι φυσικές, χηµικές, φαρµακολογικές και αντιµικροβιακές ιδιότητες των σουλφοναµιδίων 

ποικίλλουν λόγω του διαφορετικού υποκαταστάτη R- στο άτοµο Ν της σουλφοναµιδο-

οµάδας. Είναι αµφοτερικές ενώσεις, αν και γενικά συµπεριφέρονται ως ασθενή οξέα.230  

 

S
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R
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Σχήµα 4.1 Γενική δοµή των SAs 
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Χαρακτηρίζονται από δύο σταθερές ιονισµού, από τις οποίες η µία αποδίδεται στην 

πρωτονίωση της αµινοµάδας σε pH 2 - 3 και η δεύτερη στην αποπρωτονίωση του 

ατόµου Ν της σουλφοναµιδο-οµάδας σε pH 4,5 - 10.232 Οι τιµές logKow κυµαίνονται από 

-0,1 έως 1,7, οπότε χαρακτηρίζονται ως µη υδρόφοβες ενώσεις. Είναι ελάχιστα διαλυτές 

στο ύδωρ, όµως τα µετά νατρίου άλατα των ενώσεων αυτών είναι εξαιρετικά διαλυτά 

στο ύδωρ. Στον πίνακα 4.1 δίνονται ορισµένες ιδιότητες των συνηθέστερα 

χρησιµοποιούµενων SAs. 

 

4.1.2 Χηµεία των διαµινοπυριµιδινών 

Οι διαµινοπυριµιδίνες (diaminopyridines, DPs) είναι ουσίες οι οποίες δρουν ως 

αναστολείς της αναγωγάσης του διυδροφυλλικού οξέος, του ενζύµου, δηλαδή, που 

καταλύει τη µετατροπή του διυδροφυλλικού σε τετραϋδροφυλλικό οξύ. Όταν 

χρησιµοποιούνται µόνες, δεν έχουν αντιβακτηριακή δράση, παρά µόνο όταν 

συνδυάζονται µε SAs (σε αναλογία 1:1 έως 1:20). Το µόριό τους αποτελείται από τρία 

τµήµατα, τα οποία καθορίζουν την αντιβακτηριακή των δράση. Τα τµήµατα αυτά είναι 

ένας δακτύλιος πυριµιδίνης, ένας δακτύλιος βενζολίου και µια αλυσίδα-γέφυρα.233 Στο 

σχήµα 4.2 δίνεται η γενική δοµή των διαµινοπυριµιδινών. 

Η αντιβακτηριακή δράση του δακτυλίου της πυριµιδίνης βασίζεται στην παρουσία των 

αµινοµάδων στις θέσεις 2 και 4 και στην έλλειψη υποκαταστάτη στη θέση 6. Η φύση της 

οµάδας-γέφυρα επηρεάζει την αντιβακτηριακή δράση των DPs. Χαρακτηριστικά 

παραδείγµατα των ενώσεων αυτών είναι η τριµεθοπρίµη (TMP), η ορµετοπρίµη (OMP), 

η βακιλοπρίµη (VCP), η µεθοπρίµη (MTP), η αντιτοπρίµη (ATP), η διαβερίνη (DV) και η 

πυριµεθαµίνη (PM).230 

 

4.1.3 Αντιβακτηριακές ιδιότητες-Ενισχυµένα σουλφοναµίδια 

Τα SAs, ως χηµικά ανάλογα του π-αµινοβενζοϊκού οξέος (p-aminobenzoic acid, PABA), 

αναστέλλουν τη δράση του βακτηριακού ενζύµου διυδροπτεροάση (συνθετάση του 

διυδροπτερικού οξέος), το οποίο είναι υπεύθυνο για την ενσωµάτωση του PABA στο 
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Πίνακας 4.1 Ιδιότητες ορισµένων SAsA 
 
 

Όνοµα 
(Σύντµηση) 
 
 

 

 
∆οµή 

 
 

 

Συντακτικός 
τύπος 

 
 

 

Σχετική 
µοριακή 
µάζα 

 

 

pKa
B 

 
 
 

 

log Kow
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Σουλφακεταµίδιο 
(SAM) 
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C8H10N2O8S 
 
 
 
 
 

 

214,24 
 
 
 
 
 

 

5,4 
 
 
 
 
 

 

Πειρ. -0,96 
Θεωρ. -0,60 
 
 
 
 

Σουλφαµεθοξαζόλη 
(SMX) 
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C10H11N3O3S 
 
 
 
 
 

253,28 
 
 
 
 
 

1,57 
6,40 

 
 
 
 

Πειρ. -0,89 
Θεωρ. -0,48 
 
 
 
 

Σουλφαθειαζόλη 
(STZ) 
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C9H9N3O2S2 
 
 
 
 
 

255,31 
 
 
 
 
 

2,4 
7,1 

 
 
 
 

Πειρ. -0,05 
Θεωρ. 0,72 
 
 
 
 

Σουλφαµεθοξυ- 
διαζίνη 
(SME) 
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C11H12N4O3S 
 
 
 
 
 

280,30 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Πειρ. -0,41 
Θεωρ. 0,26 
 
 
 
 

Σουλφαµεθαζίνη 
(SMZ) 
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C12H14N4O2S 
 
 
 
 
 
 

278,33 
 
 
 
 
 
 

2,79 
7,59 

 
 
 
 
 

Πειρ. -0,89 
Θεωρ. 0,76 
 
 
 
 
 

Σουλφισοξαζόλη 
(SIX) 
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C11H13N3O3S2 
 
 
 
 
 

267,30 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Πειρ. -1,01 
Θεωρ. 1,03 
 
 
 
 

Σουλφαµεραζίνη 
(SMR) 
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C11H12N4O2S 
 
 
 
 
 

264,30 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Πειρ. 0,14 
Θεωρ. 0,21 
 
 
 
 

A Στον πίνακα δεν αναφέρεται η SDZ, επειδή περιγράφεται στο εδάφιο 4.2.1 
Β Οι τιµές pKa και logKow βρέθηκαν στην ιστοσελίδα http://www.syrres.com/esc/efdb.htm 

 

διυδροφολικό οξύ, το οποίο είναι ο άµεσος πρόδροµος του φολικού οξέος. ∆ρώντας ως 

αντιµεταβολίτες του PABA, τα SAs αναστέλλουν πολλά ένζυµα που είναι υπεύθυνα για 
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Σχήµα 4.2 Γενική δοµή των DPs 

 

τη βιοσύνθεση των πουρινών, της µεθειονίνης, της γλυκίνης και του 

φορµυλοµεθειονυλο-µεταφορικού RNA. Ως αποτέλεσµα όλων αυτών, είναι η αναστολή 

της πρωτεϊνοσύνθεσης, η εξασθένιση των µεταβολικών διαδικασιών και η αναστολή της 

ανάπτυξης και του πολλαπλασιασµού των µικροοργανισµών. Η δράση των, εποµένως, 

είναι βακτηριοστατική.188,230,234,235 Χρησιµοποιούνται, συνήθως, σε συνδυασµό µε DPs, 

οι οποίες ενεργούν κατά της διυδροφολικής ρεδουκτάσης. Η συνεργιστική δράση των 

SAs και των DPs (ενισχυµένα SAs) οδηγεί στη θανάτωση του βακτηρίου. Αυτή η 

αυξηµένη αποτελεσµατικότητα έχει επιφέρει µια τεράστια αύξηση στη χρήση των SAs 

σε όλους τους τοµείς, κατά τη διάρκεια της τελευταίας εικοσαετίας.230,236 

Τα SAs είναι αντιβακτηριακά φάρµακα ευρέος φάσµατος, τα οποία αναστέλλουν τη 

σύνθεση του βακτηριακού υποστρώµατος, τόσο των θετικών (+) όσο και των αρνητικών 

(-) κατά Gram βακτηρίων. Το in vivo φάσµα τους περιλαµβάνει τα γένη Streptococcus 

pyogenes, Streptococcus pneumoniac, Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheria, 

Haemophilus influenzae, Vibrio cholera, Chlamydia trachomatis, Actinomyces, Nocardia 

και τα πρωτόζωα Plasmodium falciparum και Toxoplasma gondii. Τα είδη Klebsiela, 

Proteus mirabilis και Serratia marcescens ποικίλλουν στην in vitro αντίδρασή τους µε τα 

SAs.237 

 

4.2 Σουλφαδιαζίνη και τριµεθοπρίµη 

4.2.1 ∆οµή και φυσικοχηµικές ιδιότητες της σουλφαδιαζίνης 

Η σουλφαδιαζίνη ή 2-σουλφανιλαµιδοπυριµιδίνη (σχήµα 4.3) ανήκει στην οµάδα των 

SAs, των παραγώγων, δηλαδή, του σουλφανιλαµιδίου (sulfanilamide, SMD).238,239 
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Στον πίνακα 4.2 δίνονται ορισµένες από τις ιδιότητες της SDZ.239-243 
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Σχήµα 4.3 ∆οµή της SDZ 

 

Είναι µετρίως διαλυτή στο ύδωρ, µε τις βιβλιογραφικές πηγές να δίνουν διαφορετικές 

τιµές για διάφορες τιµές pH και σε διαφορετικές τιµές θερµοκρασίας.238,243-245 

 

Πίνακας 4.2 Ιδιότητες της SDZ 
 

 

Ονοµασία 
 

 

Σουλφαδιαζίνη 
 

  

Χηµική ονοµασία 
 
 

4-αµινο-Ν-(2-πυριδινυλ)-
βενζυλοδουλφοναµίδιο 
 

Άλλες ονοµασίες 
 

Sanodiazin, sulfapyrimidine, sulfazin 
 

Μοριακός τύπος 
 

C10H10N4O2S 
 

Σχετική µοριακή µάζα 
 

250,28 
 

logKow 
 

-0,09 (στους 35 οC και pH 4,24) 
 

pKa 
 
 

2,1 
6,4 
 

 

4.2.2 ∆οµή και φυσικοχηµικές ιδιότητες της τριµεθοπρίµης 

Η τριµεθοπρίµη ή 2,4-διαµινο-5-(3,4,5-τριµεθοξυβενζυλ)πυριµιδίνη (σχήµα 4.4) ανήκει 

στην οµάδα των 2,4- διαµινοπυριµιδινών. 

∆ρα βακτηριοστατικά, αφού παρεµποδίζει το µεταβολισµό του φολικού οξέος, 

αναστέλλοντας τη δράση του διυδροφυλλικού σε τετραϋδροφυλλικό οξύ. Χορηγείται, 

συνήθως, σε συνδυασµό µε ένα SA (π.χ. µε την SDZ), ώστε να δρουν συνεργιστικά 
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στην αναστολή της σύνθεσης του φολικού οξέος. Στον πίνακα 4.3 δίνονται οι κυριότερες 

ιδιότητές της. 
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Σχήµα 4.4 ∆οµή της TMP 

 

Πίνακας 4.3 Ιδιότητες της TMP 
 

 

Ονοµασία 
 

 

Τριµεθοπρίµη 
 

  

Χηµική ονοµασία (κατά 
IUPAC) 
 
 

5-[(3,4,5-
τριµεθοξυφαινυλο)µεθυλο]πυριµιδινο-
2,4-διαµίνη 
 

Άλλες ονοµασίες 
 

Monotrim 
 

Μοριακός τύπος 
 

C14H18N4O3 
 

Σχετική µοριακή µάζα 
 

290,32 
 

∆ιαλυτότητα στο ύδωρ (g L-1) 
 

0,4 
 

logKow 
 

0,91 
 

pKa
 # 

 
 

1,32 
7,12 
 

# Οι τιµές pKa αναφέρονται στην πρωτονίωση των δύο ετεροκυκλικών ατόµων Ν (Ν1 και Ν3)  
του µορίου της TMP 

 

4.2.3 ∆οµή και φυσικοχηµικές ιδιότητες της ακετυλο-σουλφαδιαζίνης 

Η Ν4-ακετυλο-σουλφαδιαζίνη (Ν4-acetyl-sulfadiazine, AcSDZ) (σχήµα 4.5) είναι ο κύριος 

µεταβολίτης της SDZ. 

Η ακετυλίωση λαµβάνει χώρα σε δύο στάδια: αρχικά σχηµατίζεται το ακετυλο-

συνένζυµο Α και ακολουθεί η πυρηνόφιλη προσβολή της αµινο-οµάδας της SDZ στο 

ακετυλιωµένο ένζυµο. Η αντίδραση λαµβάνει χώρα στο ήπαρ, στη σπλήνα και στο 

έντερο.246 
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Σχήµα 4.5 ∆οµή της AcSDZ 

 

Η AcSDZ µε µοριακό τύπο C12H12N4O3S, έχει µεγαλύτερη σχετική µοριακή µάζα (292,3) 

και µικρότερη τιµή pKa (5,86) από την SDZ.238 Η ακετυλίωση αυξάνει τη διαλυτότητα της 

SDZ στο ύδωρ.238 Η διαλυτότητα εξαρτάται από το pH. 

 

4.2.4 Χορήγηση της σουλφαδιαζίνης και της τριµεθοπρίµης 

Όπως προαναφέρθηκε, οι ουσίες αυτές χορηγούνται, συνήθως, από το στόµα, εκτός 

από περιπτώσεις απειλητικών για τη ζωή συστηµατικών λοιµώξεων. Μπορούν να 

χορηγηθούν, επίσης, ενδοµυικά, ενδοπεριτοναϊκά, αλλά και τοπικά. Είναι 

αποτελεσµατικά έναντι πολλών θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, η δε 

συνήθης αναλογία της θεραπευτικής δόσης είναι SDZ:TMP 5:1, π.χ. 25 mg/kg σ.β. SDZ 

και 5 mg/kg σ.β. TMP, για πάνω από επτά συνεχόµενες ηµέρες στην περίπτωση των 

ιχθύων.247-250 

 

4.2.5 Μηχανισµός δράσης 

Το φολικό οξύ αποτελεί πρόδροµο ουσία για την πουρινική σύνθεση. Πολλά βακτήρια 

παράγουν το απαραίτητο φολικό οξύ από το PABA. Ακριβώς σε αυτό το σηµείο, 

δηλαδή, στη σύνθεση του φολικού οξέος από το PABA, δρουν η SDZ (και γενικά τα 

SAs) και η TMP.  

 

4.2.6 Τοξικότητα, κατάλοιπα και δηµόσια υγεία 

Τόσο η SDZ όσο και η TMP, µπορεί να έχουν τοξική επίδραση όταν χορηγούνται σε 
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θεραπευτικές δόσεις. Αλλεργικές και άλλες αντιδράσεις µπορεί να προκληθούν στους 

καταναλωτές από υπολείµµατα των ουσιών αυτών σε τρόφιµα ζωϊκής προέλευσης, 

όπως στους ιχθύες. Έτσι, η E.E. έχει καθορίσει τις τιµές MRL για τo σύνολο των SAs251 

σε 100 µg kg-1 και για την TMP252 σε 50 µg kg-1, προκειµένου για τρόφιµα ζωϊκής 

προέλευσης σε διάφορους ιστούς-στόχους (στην περίπτωση των ιχθύων ο ιστός-στόχος 

είναι η σάρκα µε δέρµα σε φυσική αναλογία). Σε κάθε περίπτωση, θα πρέπει να 

τηρούνται οι απαραίτητοι χρόνοι αναµονής (αποδροµής) των ουσιών αυτών σε κάθε 

οργανισµό, προτού διοχετευθούν στην αγορά προς κατανάλωση. 

 

4.3 Μέθοδοι προσδιορισµού σουλφαδιαζίνης και τριµεθοπρίµης σε ιστούς ιχθύων 

Στον πίνακα 3.3 του εδαφίου 3.1.4 δόθηκαν οι βιβλιογραφικές αναφορές που 

περιλαµβάνουν µεθόδους για τον προσδιορισµό των SAs σε ιστούς ιχθύων. Ωστόσο, 

λίγες εξ αυτών αναφέρονται στον ταυτόχρονο προσδιορισµό των SDZ και TMP σε 

ιστούς ιχθύων.121,130,133,137 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΦΑΡΜΑΚΟΚΙΝΗΤΙΚΗ ΚΑΙ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ  

ΤΩΝ ΑΝΤΙΜΙΚΡΟΒΙΑΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ 

 

5.1 Γενικά 

Η Φαρµακοκινητική (Pharmacokinetics, PK) των αντιµικροβιακών φαρµάκων µελετά τις 

διαδικασίες της απορρόφησης (absorption),40,248,249 της µεταφοράς (transport) και της 

κατανοµής (distribution),250 του µεταβολισµού (metabolism)248,253 και της αποµάκρυνσής 

(excretion)254 των από τον οργανισµό, µε βάση τη µεταβολή των συγκεντρώσεων τους 

στη συστηµατική κυκλοφορία και στους ιστούς, στην πορεία του χρόνου. 

Σηµαντικό φαινόµενο που λαµβάνει χώρα εντός του οργανισµού, είναι η πρόσδεση του 

εισερχόµενου φαρµάκου µε τις πρωτεΐνες του πλάσµατος (Plasma Protein Binding, 

PPB)248-250 ή µε άλλους ιστούς. 

 

5.2 ∆ιάθεση των φαρµάκων στους ιχθύες 

Γενικά, η διάθεση µιας φαρµακευτικής ουσίας στον οργανισµό των ιχθύων είναι µια 

πολύπλοκη διαδικασία, τα στάδια της οποίας αλληλοσχετίζονται και επηρεάζονται από 

βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες. Οι σηµαντικότεροι βιοτικοί παράγοντες είναι το 

είδος, το φύλο και η ηλικία του ιχθύος.254 Οι αβιοτικοί παράγοντες διακρίνονται σε 

παράγοντες που έχουν σχέση µε το ίδιο το φαρµακευτικό µόριο και σε παράγοντες που 

έχουν σχέση µε το περιβάλλον. Η λιποφιλικότητα και η σταθερά pKa µιας χηµικής 

ουσίας καθορίζουν σε σηµαντικό βαθµό την ικανότητά της να διεισδύει, να παραµένει ή 

να αποβάλλεται από τους ιστούς και τελικά από τον οργανισµό. Επίσης, η χηµική δοµή 

της ουσίας, η χορηγούµενη ποσότητα και η οδός χορήγησης του φαρµάκου επηρεάζουν 

άµεσα τον µεταβολισµό και την απέκκριση. Φάρµακα τα οποία απορροφώνται από τον 

γαστρεντερικό σωλήνα, αρχικά µεταβολίζονται στο ήπαρ, ενώ εκείνα, τα οποία 

απορροφώνται από τα βράγχια, φθάνουν απ’ευθείας στους νεφρούς.255 Από τους 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, σηµαντικότερος είναι η θερµοκρασία. Γενικά, αύξηση της 
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θερµοκρασίας κατά 1 oC προκαλεί αύξηση της µεταβολικής συχνότητας κατά 10 % 

περίπου. Το pH, η ιοντική ισχύς και η συγκέντρωση του οξυγόνου (Ο2) στο ύδωρ είναι, 

επίσης, παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν την απορρόφηση και την απέκκριση των 

φαρµάκων.256 Μετά τη βιοµετατροπή του, το φάρµακο αποβάλλεται από τον οργανισµό 

του ιχθύος, µε τον µηχανισµό της παθητικής διάχυσης, δια µέσου των βραγχίων ή µε 

άλλους µηχανισµούς δια µέσου της χολής και των ούρων.255 

 

5.3 Κύριες φαρµακοκινητικές και φαρµακοδυναµικές παράµετροι 

Οι κύριες παράµετροι που περιγράφουν την κινητική των φαρµάκων257-259 είναι: η ολική 

σωµατική αποµάκρυνση (body, total, systemic, plasma CLearance, CLB), (β) ο 

φαινοµενικός όγκος κατανοµής (apparent Volume of distribution, Vd), (γ) ο χρόνος 

ηµίσειας ζωής (t1/2),
260 η µέγιστη συγκέντρωση στον ορό ή στο πλάσµα του αίµατος 

(Cmax), ο χρόνος κατά τον οποίο επιτυγχάνεται η Cmax (Τmax), το εµβαδό της περιοχής 

κάτω από την καµπύλη συγκέντρωσης-χρόνου (Area Under the Concentration-Time 

Curve, AUC), και ο µέσος χρόνος παραµονής του φαρµάκου στον οργανισµό (Mean 

Residence Time, MRT). Σηµαντική παράµετρος είναι η βιοδιαθεσιµότητα (Bioavailability, 

F), η οποία εκφράζει το ποσοστό της συνολικής δόσης του φαρµάκου που 

απορροφήθηκε από το σηµείο χορήγησης και εισήλθε στη συστηµατική κυκλοφορία. 

Η Φαρµακοδυναµική (Pharmacodynamics, PD) των αντιµικροβιακών φαρµάκων µελετά 

τη σχέση της συγκέντρωσής των µε το αποτέλεσµα που επιφέρουν. Οι κυριότερες 

φαρµακοδυναµικές παράµετροι προσδιορίζονται in vitro σε τεχνητά θρεπτικά 

υποστρώµατα261 και είναι: (α) η Ελάχιστη Ανασταλτική Συγκέντρωση (Minimal Inhibitory 

Concentration, MIC), (β) η Ελάχιστη Βακτηριοκτόνος Συγκέντρωση (Minimal 

Bactericidal Concentration, MBC). Στα βακτηριοκτόνα αντιβιοτικά, ισχύει, κατά κανόνα, 

ότι MΒC = (1-2) ΜIC, ενώ στα βακτηριοστατικά MΒC/ΜIC > (8 - 10).262,263 

Η Φαρµακοκινητική/ Φαρµακοδυναµική Συσχέτιση ή Ολοκλήρωση (Pharmacokinetic/ 

Pharmacodynamic Correlation ή Integration) αποτελεί µέθοδο έκφρασης της 

αλληλεπίδρασης των φαρµακοκινητικών και φαρµακοδυναµικών ιδιοτήτων ενός 

φαρµάκου, µε σκοπό την περιγραφή ή την πρόβλεψη της αποτελεσµατικότητάς του.264 
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5.4 Μελέτες της φαρµακοκινητικής της σουλφαδιαζίνης και της τριµεθοπρίµης 

στους ιχθύες 

Όπως έχει προαναφερθεί η αναλογία SDZ/TMP που, συνήθως, χρησιµοποιείται είναι 

5:1, για δε τους ιχθύες η θεραπευτική δόση είναι 25 mg SDZ + 5 mg TMP, ανά kg 

σωµατικού βάρους. Ωστόσο, η δόση αυτή έχει προκύψει από µελέτες που έχουν γίνει σε 

ιχθύες ψυχρού ή/και γλυκού ύδατος, αφού, ενώ χρησιµοποιούνται ευρέως στην 

υδατοκαλλιέργεια ευρύαλων ιχθύων σε Μεσογειακές χώρες, δεν έχουν γίνει µελέτες 

φαρµακοκινητικής και µελέτες της αποτελεσµατικότητάς των έναντι παθογόνων 

βακτηρίων.265 

Σύµφωνα µε τον Hormazabal V και τον Rogstad A,121 η Cmax για την SDZ στο πλάσµα 

βρέθηκε ίση µε 20,3 µg mL-1, 24 ώρες µετά τη χορήγηση του Tribrissen (SDZ:TMP σε 

αναλογία 5:1) σε σολοµό του Ατλαντικού, σε θαλασσινό ύδωρ θερµοκρασίας 8 oC και 

αλατότητας 29 ‰. Η αντίστοιχη Cmax για την TMP βρέθηκε ίση µε 3,25 µg mL-1, 12 ώρες 

µετά τη χορήγηση του Tribrissen. Η χορήγηση έγινε µέσω της τροφής στη δόση των 100 

mg ανά kg σωµατικού βάρους, µε ποσοστό διατροφής 0,5 % της βιοµάζας. 

Σύµφωνα µε τον Horsberg E και τους συνεργάτες του266 υπολογίσθηκε η 

βιοδιαθεσιµότητα της SDZ και βρέθηκε ίση µε 46 % και της TMP ίση µε 100 % σε 

πειραµατισµούς µε το σολοµό του Ατλαντικού (Salmo salar), µετά από χορήγηση των 

δύο ουσιών σε αναλογία 5:1, σε θαλασσινό ύδωρ, θερµοκρασίας 10 oC. 

 

5.5 Προϊόντα µεταβολισµού της σουλφαδιαζίνης 

Ο µεταβολισµός της SDZ, όπως και όλων των SAs, εξαρτάται από το είδος του 

ζωντανού οργανισµού (species dependent).267,268 Μεταβολίζεται, κυρίως, στο ήπαρ, 

αλλά και σε άλλα όργανα. Η βιοµετατροπή της SDZ λαµβάνει χώρα, κυρίως, µε 

αντιδράσεις οξείδωσης στη φάση Ι και αντιδράσεις ακετυλίωσης στη φάση ΙΙ, δίνοντας 

την Ν4-υδροξυ-σουλφαδιαζίνη και την Ν4-ακετυλο-σουλφαδιαζίνη, αντίστοιχα. Και οι δύο 

αυτοί µεταβολίτες δεν εµφανίζουν αντιµικροβιακή δράση.269 Η γλυκουρονίωση και η 

υδροξυλίωση του αρωµατικού δακτυλίου, επίσης, λαµβάνουν χώρα, ο δε τελευταίος 

µεταβολίτης εµφανίζει αντιµικροβιακή δράση σε ποσοστό 5 - 39,5 % του µητρικού 
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συστατικού, σε ορισµένα είδη. Στο σχήµα 5.1 δίνονται οι τρεις κύριοι µεταβολίτες των 

σουλφοναµιδίων, γενικά, ενώ στο σχήµα 5.2 δίνονται οι µεταβολίτες της SDZ. 

Η ακετυλίωση της SDZ πραγµατοποιείται σε δύο στάδια: αρχικά, σχηµατίζεται το 

ακετυλο-συνένζυµο Α και στη συνέχεια λαµβάνει χώρα πυρηνόφιλη προσβολή της 

αµινο-οµάδας της SDZ στο ακετυλιωµένο ένζυµο. Τα δύο αυτά στάδια λαµβάνουν 

χώρα, κυρίως, στο ήπαρ, αλλά και στη σπλήνα και στο βλεννογόνο του εντέρου.248 Η 

AcSDZ έχει µεγαλύτερη σχετική µοριακή µάζα από την SDZ (292,3) και µικρότερη την 

τιµή της αντίστοιχης pKa (5,86), ενώ αποτελεί τον κύριο µεταβολίτη της SDZ σε πολλά 

είδη, αφού η ακετυλίωση αυξάνει σηµαντικά τη διαλυτότητα της SDZ στο ύδωρ.238 Η 

αντίδραση υδροξυλίωσης του αρωµατικού δακτυλίου της SDZ καταλύεται από το 

σύστηµα P 450 (CYP), κυρίως, στο ήπαρ και σε µικρότερο ποσοστό στο έντερο, στο 

δέρµα και σε άλλους ιστούς. Για να πραγµατοποιηθεί η αντίδραση χρειάζεται η 

παρουσία φωσφονικοτιναµιδο-αδενινονουκλεοτιδίου (NADPH) και οξυγόνου.250 
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Σχήµα 5.1 Χηµική δοµή των κύριων µεταβολιτών των SAs 

 

Η υδροξυλίωση του αρωµατικού δακτυλίου της SDZ µπορεί να γίνει είτε στη θέση 4 είτε 

στη θέση 5, ανάλογα µε το είδος του οργανισµού.270 Λίγες είναι οι γνώσεις για την 4- ή 

5- υδροξυ-σουλφαδιαζίνη (ΟΗ-SDZ), αφού η AcSDZ είναι ο κύριος µεταβολίτης της SDZ 

στα περισσότερα είδη, η δε σύνθεση της OH-SDZ είναι αρκετά δύσκολη.270 Εκτός από 
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τη σχετική µοριακή µάζα (266,28), καµία άλλη φυσικοχηµική ιδιότητα της OH-SDZ δεν 

αναφέρεται στη βιβλιογραφία. 

Εκτός από τους µεταβολίτες που προαναφέρθηκαν, σε µία µελέτη του Lamshöft και των 

συνεργατών του271 ταυτοποιήθηκαν δύο νέοι µεταβολίτες της SDZ, µετά από τη 

χορήγησή της σε χοίρους. Οι ουσίες αυτές είναι η Ν-φορµυλο-σουλφαδιαζίνη (Ν-

formylsulfadiazine, For-SDZ) και η Ν-ακετυλο-4-υδροξυ-σουλφαδιαζίνη (N-acetyl-4-

hydroxysulfadiazine, Ac-4-OH-SDZ), οι χηµικές δοµές των οποίων δίνονται στο σχήµα 

5.3. Πράγµατι, πολλές µελέτες ταυτοποίησης των µεταβολιτών της SDZ έχουν 

πραγµατοποιηθεί σε διάφορα ζώα, όπως σε αρουραίους,272 στη µαϊµού Rhesus,268 

στους χοίρους271 αλλά και σε νεογέννητους µόσχους,273 λίγες, όµως, αφορούν ιχθύες 

και µάλιστα ευρύαλους ιχθύες, όπως η τσιπούρα και το λαβράκι. 
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Σχήµα 5.2 Χηµική δοµή των κύριων µεταβολιτών της SDZ: ακετυλο-
σουλφαδιαζίνη (AcSDZ), 4-υδροξυ-σουλφαδιαζίνη (4-ΟΗ-SDZ), 5-υδροξυ-
σουλφαδιαζίνη (5-ΟΗ-SDZ), 5-υδροξυ-γλυκουρονο-σουλφαδιαζίνη (5-ΟΗ-SDZ-
glucuronide), 5-υδροξυ-θειική-σουλφαδιαζίνη (5-ΟΗ-SDZ-sulfate) 
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Σχήµα 5.3 Χηµική δοµή των δύο νέων µεταβολιτών της SDZ 

 

5.6 Προϊόντα µεταβολισµού της τριµεθοπρίµης 

Ο µεταβολισµός της TMP έχει διερευνηθεί σε µικρότερη έκταση από το µεταβολισµό της 

SDZ, ωστόσο και στην περίπτωση αυτή, οι πορείες µεταβολισµού και ο ρυθµός 

αποµάκρυνσης εξαρτάται από το είδος του οργανισµού.274 

Σύµφωνα µε τους Nordholm L και Dalgaard L275, οι κύριοι µεταβολίτες της TMP είναι η 

3'-υδροξυ-τριµεθοπρίµη (3'-ΟΗ-TMP) και η 4'-υδροξυ-τριµεθοπρίµη (4'-OH-TMP) που 

αποτελούν προϊόντα οξείδωσης της TMP (αντίδραση µεταβολισµού φάσης I). Στη 

µελέτη τους, η οποία πραγµατοποιήθηκε σε ούρα χοίρου, αναφέρουν ότι οι ουσίες αυτές 

συζεύγνυται, σε δεύτερη φάση, µε γλυκουρονικό ή/και θειικό οξύ (σχήµα 5.4). 

Σύµφωνα µε τον van’t Klooster και τους συνεργάτες του,274 η TMP υφίσταται 

υδροξυλίωση όχι µόνο στις θέσεις 3' και 4', αλλά και στη θέση α, δηλαδή στο άτοµο C 

που συνδέει τους δύο αρωµατικούς δακτυλίους, οπότε προκύπτει η α-υδροξυ-

τριµεθοπρίµη (α-OH-TMP). Επίσης, η TMP υφίσταται οξείδωση στο άτοµο N του 

πυριµιδινικού δακτυλίου, στις θέσεις 1 και 3, οπότε προκύπτουν οι µεταβολίτες 1-Ν-οξο-

τριµεθοπρίµη (1-ΝΟ-TMP) και 3-Ν-οξο-τριµεθοπρίµη (3-ΝΟ-TMP). Η µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε σε ήπαρ αρουραίου, χωρίς, ωστόσο να επιτευχθεί ικανοποιητική 

ανάκτηση των Ν-οξειδίων της TMP (σχήµα 5.5). 

Εκτός από τους προαναφερθέντες µεταβολίτες της TMP, ο Lai WG και οι συνεργάτες 

του,276 αναφέρουν τη δηµιουργία ενός «δραστικού» ενδιάµεσου ιµινοκινόνης-µεθενίου 

της TMP σε ηπατικά µικροσωµάτια ανθρώπου ή/και αρουραίου. Το ενδιάµεσο αυτό 

αντιδρά µε την Ν-ακετυλο-κυστεΐνη (NAc) (σχήµα 5.6). Σύµφωνα µε τους συγγραφείς, ο 
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σχηµατισµός του «δραστικού» ενδιαµέσου µπορεί να ευθύνεται για την εµφάνιση 

παρενεργειών µετά από τη χορήγηση της TMP σε ανθρώπους. 
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Σχήµα 5.4 Χηµική δοµή των µεταβολιτών της TMP 

 

Τέλος, η Damsten MC και οι συνεργάτες της,277 αναφέρουν την ύπαρξη πέντε επιπλέον 

µεταβολιτών της TMP, σε ηπατικά µικροσωµάτια ανθρώπου. Οι ουσίες αυτές 

προκύπτουν µε σύζευξη µε γλουταθειόνη (glutathione, GSH) και διακρίνονται σε δύο 

κύριους µεταβολίτες και τρεις δευτερεύοντες µεταβολίτες της TMP. Οι δύο κύριες 

ενώσεις προσθήκης GSH πιστεύεται ότι προέρχονται από το ενδιάµεσο ιµινο-κινόνης 

ιµίνης της TMP, ενώ οι άλλες τρεις ενώσεις πιστεύεται ότι προκύπτουν από άλλους 

δραστικούς µεταβολίτες της TMP, όπως τα ενδιάµεσα ο-κινόνης και π-κινόνης µεθενίου, 

τα οποία προέρχονται, κυρίως, από αντίδραση Ο-αποµεθυλίωσης της TMP. Στο σχήµα  
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Σχήµα 5.5 Μεταβολίτες της οξειδωτικής πορείας της TMP 
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Σχήµα 5.6 «∆ραστικοί» µεταβολίτες οξειδωτικής πορείας της TMP 

 

5.7 δίνονται όλοι οι µεταβολίτες της TMP σύµφωνα µε την Damsten και τους συνεργάτες 

της. 

NAc 
NAc 
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Σχήµα 5.7 Mεταβολίτες της TMP, συζευγµένοι και µη- µε GSH 

 

5.7 Ταυτοποίηση των προϊόντων µεταβολισµού της σουλφαδιαζίνης και της 

τριµεθοπρίµης 

Η τεχνική LC/MS αποτελεί το κύριο εργαλείο για την ταυτοποίηση και τον χαρακτηρισµό 

της δοµής των µεταβολιτών των φαρµάκων, εξαιτίας της υψηλής ευαισθησίας και της 

εκλεκτικότητάς της.278 
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Η χρήση απλού τετραπολικού ανιχνευτή µπορεί να παράγει φάσµατα µε θραύσµατα µε 

«διάσταση προκαλούµενη µε πρόσκρουση εντός πηγής» (in-source collision-induced 

dissociation, CID), ωστόσο, τα αποτελέσµατα δεν είναι αξιόπιστα λόγω της ταυτόχρονης 

θραυσµατοποίησης των αναλυτών και των συστατικών του µητρικού υλικού. 

Με τη χρήση της δίδυµης Φασµατοµετρίας Μαζών (Tandem Mass Spectrometry) 

επιλέγεται η θραυσµατοποίηση των µητρικών ιόντων κι έτσι η εκλεκτικότητα της τεχνικής 

είναι πολύ πιο µεγάλη. Το τριπλό τετράπολο (triple quadrupole, QqQ), η παγίδα ιόντων 

(Ιon Τrap, ΙΤ) και η τετραπολική παγίδα ιόντων (Quadrupole Ion Trap, QqIT) είναι 

όργανα που χρησιµοποιούνται στην ταυτοποίηση µεταβολιτών. Συνήθως, 

πραγµατοποιείται σάρωση του µητρικού ιόντος (precursor-ion scan) και σάρωση µε 

σταθερή απώλεια ενός ουδέτερου µορίου (constant neutral-loss scan), οπότε η 

ταυτοποίηση των ουσιών γίνεται χωρίς να απαιτείται η γνώση της σχετικής µοριακής 

µάζας των. Ισχυρό εργαλείο για τον δοµικό χαρακτηρισµό των ουσιών είναι το 

Φασµατόµετρο Μαζών Υψηλής ∆ιακριτικής Ικανότητας (High Resolution Mass 

Spectrometer, HRMS), όπως το Φασµατόµετρο Μαζών «Χρόνου Πτήσης» (Time of 

Flight Mass Spectrometer, ToF MS). Ειδικά η σύζευξή του µε τετράπολο (Quadrupole 

Time of Flight, QqToF) συνδυάζει τη µέτρηση της ακριβούς µάζας (accurate mass) και 

την υψηλή ευαισθησία. 

Η δυνατότητα σάρωσης MSn που έχει η παγίδα ιόντων, της προσδίδει 

αποτελεσµατικότητα στη δοµική ανάλυση των µεταβολιτών και προτιµάται έναντι του 

τριπλού τετραπολικού ανιχνευτή.279 

Τέλος, η σύζευξη της QqIT µε το QqToF δίνει τεράστιες δυνατότητες στην ταυτοποίηση 

αγνώστων ουσιών. 279 

Η SDZ, όπως όλα τα SAs δίνει ορισµένα χαρακτηριστικά ιόντα-θραύσµατα. Έτσι, η SDZ 

µε σχετική µοριακή µάζα 250, δίνει χαρακτηριστικά ιόντα-θραύσµατα µε λόγο 

µάζα/φορτίο (m/z ratio) 108, 156, 92, 96 και 158 (σχήµα 5.8). Η AcSDZ, η οποία έχει 

σχετική µοριακή µάζα 292 δίνει τα ιόντα-θραύσµατα µε m/z 134, 198, 96 και 158. 

Για την TMP, σχετικής µοριακής µάζας 290, τα χαρακτηριστικά ιόντα-θραύσµατα έχουν 

m/z 230 και 123. 
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Τέλος, η DPS η οποία χρησιµοποιήθηκε ως IS, έχει σχετική µοριακή µάζα 248 και τα 

χαρακτηριστικά ιόντα-θραύσµατα έχουν m/z 108, 156 και 92. 
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Σχήµα 5.8 Χαρακτηριστικά ιόντα-θραύσµατα της SDZ και των µεταβολιτών της 

 

Λίγες είναι οι µελέτες που έχουν γίνει σχετικά µε την ταυτοποίηση των µεταβολιτών των 

SDZ και TMP στους ιχθύες. Γενικά, πιστεύεται ότι η AcSDZ είναι ο κύριος µεταβολίτης 

της SDZ,137 αλλά για την TMP δεν έχει αναφερθεί κάτι αντίστοιχο. Έτσι, µια τέτοια 

µελέτη θα µπορούσε να γίνει χρησιµοποιώντας τα δείγµατα των βιολογικών 

πειραµατισµών, ελέγχοντας, ταυτόχρονα, τυχόν διαφοροποιήσεις στους µεταβολίτες 

όταν οι ιχθύες λαµβάνουν τροφή διαφορετικής σύστασης. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΩΝ ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ–

ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑΣ ΜΑΖΩΝ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ 

ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ, ΑΚΕΤΥΛΟ-ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ ΚΑΙ 

ΤΡΙΜΕΘΟΠΡΙΜΗΣ 

 

6.1 Σκοπός της εργασίας 

Η SDZ και η TMP χρησιµοποιούνται συχνά στις ιχθυοκαλλιέργειες σε συνδυασµό και σε 

αναλογία 5:1 (SDZ:TMP)280 σε φαρµακευτικό σκεύασµα το οποίο αναµιγνύεται µε τη 

τροφή των ιχθύων κατά την παρασκευή των. Η Οδηγία EMEA/CVMP/080/95-FINAL 

αναφέρεται στις απαιτήσεις ποιότητας των φαρµακευτικών κτηνιατρικών σκευασµάτων 

που πρόκειται να χρησιµοποιηθούν σε ζωοτροφές.281 

Η Ε.Ε. δίνει, τις τελευταίες δεκαετίες, ιδιαίτερη έµφαση στη προστασία του καταναλωτή 

από υπολείµµατα αντιβιοτικών, έχοντας ορίσει MRLs αυτών. Προκειµένου για την SDZ 

και την TMP οι τιµές αυτές στους ιχθύες είναι 100 και 50 µg kg-1, αντίστοιχα.55,58 Επίσης, 

προκειµένου να διασφαλίζεται η ποιότητα των µετρήσεων των ελέγχων, έχει εκδοθεί 

από την Ε.Ε. η Οδηγία 2002/657/EC που αφορά στην επίδοση των µεθόδων και την 

παρουσίαση των αποτελεσµάτων στους επίσηµους ελέγχους υπολειµµάτων σε 

προϊόντα ζωϊκής προέλευσης.63 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η ανάπτυξη και επικύρωση µεθόδων για τον 

προσδιορισµό της SDZ, της TMP και του κύριου µεταβολίτη της SDZ, την AcSDZ, µε 

εσωτερικό πρότυπο την DPS, σε ιστούς ιχθύων. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε 

σύστηµα LC/MS µε την τεχνική παρακολούθησης ενός ιόντος για κάθε αναλύτη (Single 

Ion Monitoring, SIM) και µετρώντας θετικά ιόντα (positive ion mode). Εφαρµόστηκε 

πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης (gradient elution programme) για τον καλύτερο 

διαχωρισµό των αναλυτών µεταξύ των, αλλά και µε τις ουσίες των µητρικών υλικών. Η 

στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν η XTerra MS C18, µε διαστάσεις 2,1×100 mm και 

µεγέθους πόρων των σωµατιδίων 3,5 µm. 



110 
 

Οι αναλύτες εκχυλίστηκαν µε ύδωρ από τους ιστούς σάρκας µε δέρµα και ήπατος µε το 

σύστηµα ASE. Στη συνέχεια, τα δείγµατα καθαρίστηκαν µε SPE χρησιµοποιώντας 

στήλες Nexus 60 mg/3 mL. Οι αναλύτες εκχυλίστηκαν από τον ορό αίµατος µε LLE 

χρησιµοποιώντας οξικό αιθυλεστέρα. Οι µέθοδοι που αναπτύχθηκαν, επικυρώθηκαν 

σύµφωνα µε την Οδηγία 2002/657/EC, ακολουθώντας, ταυτόχρονα, διαδικασία για τον 

προσδιορισµό του “matrix effect” και του “relative matrix effect”. 

Οι µέθοδοι αυτές, εφαρµόστηκαν για τον προσδιορισµό των αναλυτών σε ιστούς 

τσιπούρας που ελήφθησαν από βιολογικούς πειραµατισµούς του Ευρωπαϊκού 

Προγράµµατος “AQUAMAX”. Εκτράφησαν τσιπούρες µε δύο διαφορετικές δίαιτες, η µία 

µε κύριο συστατικό το ιχθυέλαιο και η άλλη περιελάµβανε αντικατάσταση µέρους του 

ιχθυελαίου µε φυτικά έλαια. Και στις δύο περιπτώσεις, η φαρµακούχος ιχθυοτροφή 

περιελάµβανε SDZ και TMP σε αναλογία 5:1. Προσδιορίστηκαν οι συγκεντρώσεις των 

αναλυτών στους τρεις ιστούς (σάρκα µε δέρµα, ήπαρ, ορός) και υπολογίστηκαν οι 

χρόνοι αποδροµής των σε ιστούς σάρκας µε δέρµα µε το στατιστικό πρόγραµµα WT1.4. 

 

6.2 Εξοπλισµός–Οργανολογία 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω όργανα: 

Σύστηµα υγροχρωµατογραφίας: χρησιµοποιήθηκε το µοντέλο 2695 Alliance Waters 

Separations Module της εταιρείας Waters (Milford, USA). Ο υγροχρωµατογράφος αυτός 

µε ενιαίο σύστηµα διαχείρισης διαλυτών και δείγµατος, αποτελείτο από 

προγραµµατιζόµενη αντλία βαθµιαίας έκλουσης τεσσάρων διαλυτών µε ανάµιξη 

χαµηλής πίεσης (quaternary pump), ενσωµατωµένο δειγµατολήπτη (autosampler) 

αυτόµατης διαχείρισης δειγµάτων µε κλειστό και θερµοστατούµενο θάλαµο 

προστατευόµενο από την έκθεση στο φως, ενσωµατωµένο σύστηµα απαέρωσης µε 

κενό τεσσάρων διαλυτών (degasser), τµήµα ψύξης/θέρµανσης της αναλυτικής στήλης 

(Column Heater/Cooler Module for 2695 Separations Module) και βρόχο εισαγωγής 

δείγµατος (loop) 50 µL. Η αναλυτική στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν η XTerra MS 

C18, διαστάσεων 100,0×2,1 mm i.d. και µεγέθους σωµατιδίων 3,5 µm, της εταιρείας 

Waters (Massachusetts, USA). 
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Σύστηµα φασµατοµετρίας µαζών: ήταν της εταιρείας Micromass (Manchester, UK) 

µοντέλο ZQ 2000 µε απλό τετράπολο (single quadrupole mass spectrometer). Το 

λογισµικό πρόγραµµα ελέγχου και επεξεργασίας των δεδοµένων ήταν το MassLynx 

V4.1 µε ενσωµατωµένες εφαρµογές (Application Managers), µεταξύ των οποίων το 

QuanLynx που χρησιµοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση των δεδοµένων. 

Στην εικόνα 6.1 φαίνεται το σύστηµα LC/MS που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα 

εργασία. 

 

 

 

Εικόνα 6.1 Σύστηµα LC/MS Alliance 2695–ZQ 
2000 (Waters/Micromass) 

Περιστροφική αντλία παραγωγής υψηλού κενού: χρησιµοποιήθηκε η αντλία BOC 

Edwards E2M28 Rotary Vacuum Pumps της εταιρείας BOC Edwards (West Sussex, 

UK). 

Γεννήτρια παραγωγής αζώτου: χρησιµοποιήθηκε η γεννήτρια Peak Scientific 

Instruments Ltd µοντέλο NM30LA της εταιρείας Peak (Scotland, UK). 

Σύστηµα επιταχυνόµενης εκχύλισης: χρησιµοποιήθηκε σύστηµα επιταχυνόµενης 

εκχύλισης (Accelerated Solvent Extractor, ASE) µοντέλο ASE 200 της εταιρείας Dionex 

(Sunnyvale, CA, USA). Χρησιµοποιήθηκαν κυψελίδες (cell) όγκου 11 mL και φίλτρα 

GLASS MICROFIBRE GF/B διαµέτρου 21 mm της εταιρείας Whatman. Στην εικόνα 6.2 

φαίνεται το σύστηµα επιταχυνόµενης εκχύλισης που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα 

διατριβή. 
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Εικόνα 6.2 Σύστηµα επιταχυνόµενης 
εκχύλισης ASE 200 (Dionex) 

 

Σύστηµα εκχύλισης στερεάς φάσης: ο καθαρισµός των δειγµάτων σάρκας µε δέρµα και 

ήπατος µετά από την εκχύλιση µε το ASE, έγινε µε εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE) 

χρησιµοποιώντας στήλες Abselut Nexus (60 mg/3 mL) της εταιρείας Varian 

(Middelberg), και µετέπειτα της εταιρείας Agilent Technologies. Η διαδικασία έγινε µε τη 

συσκευή Visiprep DL της εταιρείας Supelco (Sigma-Aldrich), η δε παραγωγή του 

απαιτούµενου κενού επετεύχθη µε την αντλία ROTAVAC valve control της εταιρείας 

Heidolph Instruments. 

Χρησιµοποιήθηκαν ακόµα τα εξής όργανα: 

Ψυχόµενη φυγόκεντρος µοντέλο RC 2-B της εταιρείας Sorval. 

Σύστηµα εξάτµισης διαλυτών µε άζωτο µοντέλο TurboVap Evaporator (Caliper) της 

εταιρείας Zymark. 

Ηλεκτρονικός ζυγός τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων της εταιρείας Sartorius µοντέλο ED 

2245. 

Ηλεκτρονικός ζυγός πέντε δεκαδικών ψηφίων της εταιρείας Mettler Toledo µοντέλο XS 

105. 

Λουτρό υπερήχων SONICA, Ultrasonic Cleaner της εταιρείας SOLTEC. 
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Πολυκόφτης κουζίνας Singer Multi. 

Οµογενοποιητής IKA ULTRA-TURRAX T25 digital, µε στέλεχος 8G, της εταιρείας IKA. 

Οµογενοποιητής Heidolph RZR 2020, µε στέλεχος Potter-Teflon homogenizer, της 

εταιρείας Heidolph Instruments. 

Πεχάµετρο µοντέλο PHM 210 MeterLab της εταιρείας RadioMeter. 

Αυτόµατες πιπέτες Εppendorf Research 10-100 µL και Brand Transferpette S 100-1000 

µL και 0,5-5 mL. 

∆οσοµετρητής διαλυτών (dispenser) Dispensett Organic, Analog 1-10 mL της εταιρείας 

Brand. 

Μηχανικός αναδευτήρας (vortex) µοντέλο Stuart SA8 της εταιρείας Bibby Scientific. 

Συσκευή διήθησης-απαέρωσης διαλυτών κινητής φάσης που διαθέτει ηθµούς Durapore 

PVDF διαµέτρου πόρων 0,45 µm της εταιρείας Millipore. 

Συσκευή αντίστροφης ώσµωσης για την παραγωγή απιονισµένου ύδατος Elix 3 της 

εταιρείας Millipore. 

Συσκευή παραγωγής υπερκαθαρού ύδατος ειδικής αγωγιµότητας 18,2 ΜΩ×cm 

Simplicity 185 της εταιρείας Millipore που τροφοδοτείτο µε ύδωρ από τη συσκευή 

αντίστροφης ώσµωσης. 

Τα διαλύµατα των δειγµάτων φιλτράρονταν µε φίλτρα Millex-GV (διαµέτρου πόρων 0,22 

µm και διαµέτρου φίλτρου 4 mm) υλικού PVDF (Low protein Binding Durapore 

Membrane) της εταιρείας Millipore. 

 

6.3 Πρότυπες ουσίες-Αντιδραστήρια–∆ιαλύτες 

6.3.1 Πρότυπες ουσίες 

Χρησιµοποιήθηκαν οι εξής πρότυπες ουσίες (σκόνες): 

� Σουλφαδιαζίνη (2-σουλφονυλ-αµιδο-πυριµιδίνη) καθαρότητας 99,7 % (VETRANAL), 
της εταιρείας Fluka, 

� Τριµεθοπρίµη (2,4-διαµινο-5-(3,4,5-τριµεθοξυ-βενζυλ)-πυριµιδίνη) καθαρότητας 
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 99,5 % (VETRANAL), της εταιρείας Fluka, 

� Ν4-Ακετυλο-σουλφαδιαζίνη (Ν4-ακετυλο-2-σουλφονυλαµιδο-πυριµιδίνη) καθαρότητας 
> 90 %, της εταιρείας Maybridge, 

� ∆απσόνη (4-(4-αµινο-βενζυλ)-σουλφονυλ-ανιλίνη) καθαρότητας 98,4 % 
(VETRANAL), της εταιρείας Fluka, 

� Σουλφα-µεθοξυ-διαζίνη (5-µεθοξυ-2-σουλφανιλαµιδο-πυριµιδίνη) καθαρότητας 99,9 
% (VETRANAL), της εταιρείας Fluka. 

 

6.3.2 Φαρµακούχα σκευάσµατα 

� Φαρµακούχο πρόµιγµα TRIMETHOPRIM-SULPHADIAZINE 50 % (σύστασης 83,3 g 
τριµεθοπρίµης και 416,7 g σουλφαδιαζίνης ανά kg προϊόντος) (VETHELLAS 
A.E.B.E.). 

 

6.3.3 Στερεά αντιδραστήρια 

Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής στερεά αντιδραστήρια: 

� Θειικό µαγνήσιο (MgSO4), άνυδρο, καθαρότητας > 99,5 %, 
� ∆ιένυδρο κιτρικό νάτριο, αναλυτικού βαθµού καθαρότητας, 
� Χλωριούχο νάτριο (NaCl), αναλυτικού βαθµού καθαρότητας, 
� Οξικό νάτριο (CH3COONa), άνυδρο, καθαρότητας Ευρωπαϊκής Φαρµακοποϊίας, 
� ∆ισοξινο-φωσφορικό κάλιο (KH2PO4), 
� Οξικό αµµώνιο (CH3COONΗ4), 
� Μυρµηκικό αµµώνιο (HCOONH4), καθαρότητας 97 %, 
� Θειικό νάτριο (Na2SO4), άνυδρο, καθαρότητας Αµερικανικής Φαρµακοποϊίας. 

 

6.3.4 Υγρά αντιδραστήρια–διαλύτες 

Χρησιµοποιήθηκαν οι εξής διαλύτες: 

� n-πεντάνιο, CH3(CH2)3CH3, αναλυτικού βαθµού καθαρότητας, της εταιρείας Merck, 
� n-εξάνιο, CH3(CH2)4CH3, καθαρότητας HPLC, της εταιρείας Merck, 
� n-επτάνιο, CH3(CH2)5CH3, καθαρότητας HPLC, της εταιρείας Merck, 
� n-επτάνιο, CH3(CH2)5CH3, αναλυτικού βαθµού καθαρότητας, της εταιρείας SDS 

Carlo Erba, 
� Ακετονιτρίλιο (CH3CN), καθαρότητας HPLC, της εταιρείας Acros Organics, 
� Ακετονιτρίλιο (CH3CN), καθαρότητας HPLC gradient grade, της εταιρείας Merck, 
� Μεθανόλη (CH3ΟΗ), καθαρότητας HPLC gradient grade, της εταιρείας Merck, 
� Ακετονιτρίλιο (CH3CN), καθαρότητας LC MS, της εταιρείας Sigma-Aldrich, 
� Μεθανόλη (CH3ΟΗ), καθαρότητας LC MS, της εταιρείας Sigma-Aldrich, 
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� ∆ιχλωροµεθάνιο (CH2Cl2), καθαρότητας HPLC, της εταιρείας Merck, 
� Οξικός αιθυλεστέρας (CH3COOC2H3), αναλυτικού βαθµού καθαρότητας, της 
εταιρείας Merck, 

� Ύδωρ (H2O), καθαρότητας HPLC (υπερκαθαρό), παραγόµενο από Elix 3 και 
Simplicity 185, της εταιρείας Millipore, 

� Φαινοξυ-αιθανόλη, GR–Phenoxyethanol, της εταιρείας Pharmaqua. 

 

Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής οξέα και βάσεις: 

� Τριχλωροξικό οξύ (CCl3COOH), αναλυτικού βαθµού καθαρότητας, της εταιρείας 
Fluka, 

� Οξικό οξύ παγόµορφο (CΗ3COOH), καθαρότητας Ευρωπαϊκής Φαρµακοποϊίας, της 
εταιρείας Panreac, 

� Ορθοφωσφορικό οξύ (H3PO4), καθαρότητας > 85%, της εταιρείας Fisher Scientific, 

� Μυρµηκικό οξύ (ΗCOOH), καθαρότητας 98 %, της εταιρείας Fluka, 

� Υδροχλωρικό οξύ (HCl) συγκέντρωσης 1 mol L-1, της εταιρείας Chem-Lab NV, 

� Τριφθοροξικό οξύ (TF3COOH), καθαρότητας HPLC, της εταιρείας Fisher Scientific. 

� Αµµωνία 25 % (Reag. USP, Ph. Eur.) PA, της εταιρείας Panreac. 

 

6.3.5 ∆ιάφορα άλλα υλικά 

Χρησιµοποιήθηκαν επίσης τα υλικά: 

� ISOLUTE MSPDC18, της εταιρείας Biotage AB, 

� PSA Bonded Silica (πρωτοταγής-δευτεροταγής αµίνη), της εταιρείας Supelco, 

� «Άµµος θαλάσσης» µεγέθους σωµατιδίων ~0,25-0,30 mm, της εταιρείας Panreac, 

� Αλουµίνα (Al2O3), της εταιρείας Agilent Technologies, 

� «Γη διατόµων» (100 %) ASE Prep DE, µεγέθους σωµατιδίων 13 µm, της εταιρείας 
Dionex, 

� Bondesil C18, της εταιρείας Varian, 

� Άζωτο αέριο καθαρότητας 99,99 %. 

 

Εκτός από τις στήλες Nexus (60 mg/3 mL), χρησιµοποιήθηκαν και οι εξής στήλες SPE: 

� Oasis HLB 60 mg/3 mL, της εταιρείας Waters, 

� Supel-Select HLB 60 mg/3 mL, της εταιρείας Supelco, 

� Strata-X Polymeric RP 200 mg/3 mL, της εταιρείας Phenomenex, 
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� ATOLL 60 mg/3 mL, της εταιρείας Interchim, 

� Isolute C18 (EC) 500 mg/3 mL, της εταιρείας Biotage, 

� Discovery SPE RP DSC-18 500 mg/3 mL, της εταιρείας Supelco, 

� Strata-X-C Polymeric RP 60 mg/3 mL, της εταιρείας Phenomenex. 

 

6.4 ∆ιαλύµατα παρακαταθήκης και εργασίας 

6.4.1 ∆ιαλύµατα παρακαταθήκης 

Αρχικά παρασκευάστηκαν τα εξής διαλύµατα παρακαταθήκης (stock solutions): 

∆ιάλυµα παρακαταθήκης σουλφαδιαζίνης συγκέντρωσης 0,1 mg mL-1 (ή 0,25 mg mL-1): 

ζυγίζονται µε ακρίβεια (5,0 ± 0,1) mg πρότυπης ουσίας SDZ σε ογκοµετρική φιάλη 50,0 

mL (ή 20,0 mL). Προστίθεται ποσότητα MeOH καθαρότητας HPLC και µε τη βοήθεια 

του λουτρού υπερήχων και του µηχανικού αναδευτήρα διαλύνται πλήρως οι κόκκοι της 

SDZ. Η ογκοµετρική φιάλη συµπληρώνεται µε MeOH µέχρι της χαραγής. Το διάλυµα 

µεταφέρεται σε µικρά φιαλίδια (vials) τα οποία φυλάσσονται στο σκοτάδι σε 

θερµοκρασία -20 οC. Παρασκευάζεται φρέσκο διάλυµα κάθε τρεις µήνες (λεπτοµέρειες 

για τη σταθερότητα των διαλυµάτων αναφέρονται στο κεφάλαιο 10). 

∆ιάλυµα παρακαταθήκης τριµεθοπρίµης 0,1 mg mL-1 (0,25 mg mL-1): όπως το διάλυµα 

σουλφαδιαζίνης. 

∆ιάλυµα παρακαταθήκης ακετυλο-σουλφαδιαζίνης 0,1 mg mL-1 (ή 0,25 mg mL-1): όπως 

το διάλυµα σουλφαδιαζίνης. 

∆ιάλυµα παρακαταθήκης δαπσόνης 0,1 mg mL-1 (ή 0,25 mg mL-1): όπως το διάλυµα 

σουλφαδιαζίνης. 

∆ιάλυµα παρακαταθήκης σουλφαµέτερ 0,1 mg mL-1: όπως το διάλυµα σουλφαδιαζίνης. 

 

6.4.2 ∆ιαλύµατα εργασίας 

Από τα διαλύµατα παρακαταθήκης παρασκευάστηκαν τα εξής διαλύµατα εργασίας 

(working solutions): 
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6.4.2.1 Εύρος συγκεντρώσεων Α 

�  1 - 25 ng / mL διαλύµατος του µίγµατος κινητής φάσης (Dilution Solvent, DS) ή 
διαλύµατος του µητρικού υλικού (matrix) ή g ιστού ιχθύος (για την SDZ και την 
AcSDZ), 

�  0,1 - 25 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την 
TMP), 

�  50 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την DPS). 

 

Από τα διαλύµατα παρακαταθήκης της SDZ και της AcSDZ παρασκευάστηκε ενδιάµεσο 

διάλυµα µίγµατος των δυο αναλυτών συγκέντρωσης 10000 ng mL-1. Παρασκευάστηκαν, 

επίσης, ενδιάµεσα διαλύµατα της ίδιας συγκέντρωσης της TMP και της DPS. Για την 

παρασκευή των διαλυµάτων αυτών χρησιµοποιήθηκε µίγµα H2O/MeOH µε αναλογία 

90/10 % (v/v). 

Από τα ενδιάµεσα διαλύµατα παρασκευάστηκαν τα διαλύµατα εργασίας 

συγκεντρώσεων 10 - 250 ng mL-1 (για την SDZ και την AcSDZ) και 1 - 250 ng mL-1 (για 

την TMP) και 500 ng mL-1 (για την DPS) χρησιµοποιώντας το µίγµα H2O/MeOH µε 

αναλογία 90/10 % (v/v). Τα διαλύµατα εργασίας χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή 

των διαλυµάτων της καµπύλης αναφοράς (neat calibration standards) και τον 

εµβολιασµό (spike) των δειγµάτων της καµπύλης αναφοράς (matrix calibration 

standards) και των υπόλοιπων παραµέτρων ποιότητας κατά τη διαδικασία της 

επικύρωσης της µεθόδου. 

 

6.4.2.2 Εύρος συγκεντρώσεων Β 

�  25 - 200 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την 
SDZ και την AcSDZ), 

�  12,5 - 200 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την 
TMP), 

�  50 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την DPS). 

 

Από τα ενδιάµεσα διαλύµατα παρασκευάστηκαν τα διαλύµατα εργασίας 

συγκεντρώσεων 250 - 2000 ng mL-1 (για την SDZ και την AcSDZ) και 125 - 2000 ng mL-
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1 (για την TMP) και 500 ng mL-1 (για την DPS) χρησιµοποιώντας το µίγµα H2O/MeOH µε 

αναλογία 90/10 % (v/v).  

 

6.4.2.3 Εύρος συγκεντρώσεων Γ 

�  150 - 10000 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την 
SDZ και την AcSDZ), 

�  75 - 10000 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την 
TMP), 

�  50 ng / mL DS ή διαλύµατος του µητρικού υλικού ή g ιστού ιχθύος (για την DPS). 

 

Από τα διαλύµατα παρακαταθήκης της SDZ, της AcSDZ, της TMP και της DPS 

παρασκευάστηκαν απευθείας τα διαλύµατα εργασίας συγκεντρώσεων 1500 - 100000 ng 

mL-1 (για την SDZ και την AcSDZ) και 750 - 100000 ng mL-1 (για την TMP) και 500 ng 

mL-1 (για την DPS) χρησιµοποιώντας το µίγµα H2O/MeOH µε αναλογία 90/10 % (v/v).  

 

6.5 Βελτιστοποίηση του συστήµατος υγροχρωµατογραφίας 

6.5.1 Εισαγωγή 

Οι βέλτιστες χρωµατογραφικές συνθήκες για τον προσδιορισµό των SDZ, TMP, και 

AcSDZ µε IS την DPS, σε υδατικά διαλύµατα και κατόπιν σε διαλύµατα ιστών ιχθύων, 

καθορίστηκαν µετά από τις παρακάτω προκαταρκτικές µελέτες µε ισοκρατική έκλουση  

των διαλυτών της κινητής φάσης: 

�  Μελέτη της επίδρασης της αναλογίας του οργανικού τροποποιητή στον χρόνο 
συγκράτησης, τον παράγοντα χωρητικότητας (k) και στη διαχωριστικότητα (Rs) των 
αναλυτών, 

�  Μελέτη της επίδρασης του pH της κινητής φάσης στις ανωτέρω παραµέτρους. 

 

Μελετήθηκε, επίσης, η χρήση διαφορετικών οξέων στο µίγµα της κινητής φάσης, ο 

όγκος έγχυσης (ένεσης) στον υγροχρωµατογράφο, η θερµοκρασία της αναλυτικής 

στήλης και η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης. 



119 
 

Κατά τη διαδικασία της βελτιστοποίησης του υγροχρωµατογραφικού συστήµατος 

δόθηκε έµφαση στο σχήµα και στο ύψος των χρωµατογραφικών κορυφών, τη 

διαχωριστικότητα, τον χρόνο έκλουσης των αναλυτών, αλλά και το συνολικό χρόνο 

ανάλυσης. 

Ο πλήρης χρωµατογραφικός διαχωρισµός των αναλυτών επετεύχθη µε την εφαρµογή 

ενός προγράµµατος βαθµιδωτής έκλουσης των συστατικών της κινητής φάσης. Η 

αναλυτική στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν η XTerra MS C18, µε διαστάσεις 100,0×2,1 

mm i.d. και µεγέθους σωµατιδίων 3,5 µm, της εταιρείας Waters. Σηµειώνεται ότι κατά 

την ανάπτυξη των µεθόδων δοκιµάστηκαν δύο ουσίες προκειµένου να βρεθεί IS για τον 

προσδιορισµό των SDZ, TMP και AcSDZ: η δαπσόνη (DPS) και η 

σουλφαµεθοξυδιαζίνη (SME). Από τις ουσίες αυτές, η DPS παρουσίασε καλύτερη 

χρωµατογραφική κορυφή και υψηλότερη ανάκτηση µε τη µέθοδο ASE/SPE που 

αναπτύχθηκε, εποµένως, επελέχθηκε ως IS. Στα αποτελέσµατα της βελτιστοποίησης 

του συστήµατος HPLC και του συστήµατος MS που παρουσιάζονται παρακάτω, 

δίνονται οι τιµές µόνο για την DPS. 

 

6.5.2 Αναλυτική στήλη282,283 

Οι στήλες XTerra της εταιρείας Waters κατασκευάζονται µε την Τεχνολογία Υβριδικών 

Σωµατιδίων (Hybrid Particle Technology) συνδυάζοντας τα πλεονεκτήµατα της σίλικα 

(υψηλή αποδοτικότητα, υψηλή µηχανική αντοχή) και των πολυµερικών πληρωτικών 

υλικών (χρησιµοποίηση σε µεγάλο εύρος τιµών pH), ενώ ταυτόχρονα περιορίζει τα 

µειονεκτήµατα και των δύο αυτών υλικών. Το εύρος τιµών του pH αποδοτικής 

λειτουργίας των στηλών XTerra είναι 1 - 12, δηλαδή περίπου διπλάσιο του αντίστοιχου 

των στηλών σίλικα (pH 2 - 8). Έτσι, η ανάπτυξη µιας µεθόδου είναι δύο φορές 

γρηγορότερη και δύο φορές πιο εύκολη, εφ’όσον η µορφή των κορυφών είναι 

βελτιωµένη, η συγκράτηση είναι αυξηµένη και οι διαχωρισµοί είναι καλύτεροι. Οι στήλες 

XTerra µπορεί να είναι συνδεδεµένες ή µη συνδεδεµένες στατικές φάσεις (εικόνα 6.3). 

Οι πλέον συνηθισµένες στήλες XTerra είναι οι C8 και C18. 
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Εικόνα 6.3 Στατική φάση XTerra 

 

6.5.3 Παρασκευή της κινητής φάσης 

Η κινητή φάση µε το πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης περιελάµβανε δύο διαλύτες: τον 

διαλύτη Α [H2O που περιείχε µυρµηκικό οξύ (HCOOH) σε αναλογία 0,05 % (v/v)] και το 

διαλύτη Β [ACN που περιείχε µυρµηκικό οξύ σε αναλογία 0,05 % (v/v)]. 

Παρασκευή διαλύτη Α: σε ογκοµετρική φιάλη 1000 mL τοποθετείται ποσότητα H2O 

(περίπου 500 mL) και προστίθενται 500 µL HCOOH. Η ογκοµετρική φιάλη 

συµπληρώνεται µέχρι της χαραγής µε H2O και ανακινείται ισχυρά. 

Παρασκευή διαλύτη Β: σε ογκοµετρική φιάλη 1000 mL τοποθετείται ποσότητα ACN 

(περίπου 500 mL) και προστίθενται 500 µL HCOOH. Η ογκοµετρική φιάλη 

συµπληρώνεται µέχρι της χαραγής µε ACN και ανακινείται ισχυρά. 

Οι διαλύτες Α και Β διηθώνται-απαερώνονται µε τη συσκευή της Millipore. 

 

6.5.4 Βελτιστοποίηση της κινητής φάσης 

Κατά τη διαδικασία εύρεσης της βέλτιστης κινητής φάσης δοκιµάστηκαν οι δύο πλέον 

συνήθεις οργανικοί τροποποιητές στη χρωµατογραφία αντιστρόφου φάσεως, η MeOH 

και το ACN. Οι κινητές φάσεις που δοκιµάστηκαν ήταν µίγµατα καθενός εκ των 

οργανικών διαλυτών µε H2O, σε διάφορες αναλογίες, ενώ κάθε φορά προστίθετο 
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HCOOH σε ποσοστό 0,05 %. Αποφεύχθηκε η χρήση µη πτητικών διαλυτών (π.χ. 

ρυθµιστικά διαλύµατα φωσφορικών) ώστε να µη προκληθούν προβλήµατα στην πηγή 

ιονισµού ESI, αλλά και στο σύστηµα παραγωγής κενού. Η χρήση πτητικών ρυθµιστικών 

διαλυµάτων δε θεωρήθηκε απαραίτητη, αφού η παρουσία τους δε βελτίωνε τη 

χρωµατογραφική συµπεριφορά των αναλυτών. 

Αρχικά, µελετήθηκε η επίδραση του % ποσοστού καθενός εκ των δύο οργανικών 

τροποποιητών στις χρωµατογραφικές παραµέτρους. Η ροή της κινητής φάσης ήταν 0,2 

mL min-1, η θερµοκρασία της αναλυτικής στήλης ήταν 40 οC και ο όγκος έγχυσης 

(ένεσης) ήταν 5 µL. 

Παρατηρήθηκε ότι µε αύξηση του % ποσοστού της MeOH και του ACN µειώνεται ο 

χρόνος συγκράτησης των αναλυτών και του IS. Ωστόσο, µε τις δοκιµές ισοκρατικής 

έκλουσης που έγιναν, δεν επετεύχθη διαχωρισµός των SDZ και AcSDZ, οπότε δεν 

κρίθηκε απαραίτητο να µελετηθεί η επίδραση του pH. 

Ακολούθησαν δοκιµές βαθµιδωτής έκλουσης µε διάφορα προγράµµατα, µε MeOH και 

ACN, προκειµένου να διαχωριστούν χρωµατογραφικά όλοι οι αναλύτες και το IS. Στις 

δοκιµές αυτές, µελετήθηκε παράλληλα µε το % ποσοστό του οργανικού τροποποιητή, η 

επίδραση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης (από 0,15 έως 0,30 mL min-1), του 

όγκου έγχυσης (από 5 έως 20 µL) και της θερµοκρασίας της αναλυτικής στήλης (από 30 

έως 50 οC). 

Η µελέτη έδειξε ότι χρησιµοποιώντας ACN ως οργανικό τροποποιητή επιτυγχάνεται 

καλύτερη διαχωριστικότητα µεταξύ των αναλυτών, οι δε χρωµατογραφικές κορυφές των, 

είναι οξύτερες. Εποµένως, προτιµήθηκε ως οργανικός τροποποιητής το ACN έναντι της 

MeOH. Παρατηρήθηκε, επίσης, ότι αυξάνοντας τη θερµοκρασία της αναλυτικής στήλης 

λαµβάνονταν οξύτερες κορυφές. Προτίµηθηκε, ωστόσο, η θερµοκρασία των 40 οC και 

όχι υψηλότερη, προκειµένου να µη µειωθεί σηµαντικά ο χρόνος ζωής της στήλης. 

Ο βέλτιστος όγκος έγχυσης βρέθηκε ίσος µε 5 µL επειδή συνδύαζε τη λήψη οξύτερων 

κορυφών και επαναλήψιµων τιµών επιφάνειας κορυφών, αλλά και τη µικρότερη 

υποβάθµιση σήµατος. Στον αυτόµατο δειγµατολήπτη επελέχθη η θερµοκρασία των 15 
οC. Υψηλότερη θερµοκρασία αποφεύχθηκε προκειµένου να διατηρούνται τα δείγµατα 

µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα εντός του δειγµατολήπτη κατά τη διάρκεια της ηµερήσιας 
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ανάλυσης. Επίσης, αποφεύχθηκε θερµοκρασία χαµηλότερη των 15 οC προκειµένου να 

µην παρουσιαστούν προβλήµατα διαλυτότητας των αναλυτών. 

Το βέλτιστο πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης µε διαλύτες H2O και ACN, µαζί µε τη 

βέλτιστη ταχύτητα ροής της κινητής φάσης, δίνονται στον πίνακα 6.1. 

Στο σχήµα 6.1 δίνεται το χρωµατογράφηµα που ελήφθηκε µε τις ανωτέρω βέλτιστες 

χρωµατογραφικές συνθήκες (οι βέλτιστες τιµές των παραµέτρων του φασµατοµέτρου 

µαζών δίνονται στο εδάφιο 6.6). Οι συγκεντρώσεις των ουσιών στο διάλυµα που 

ενέθηκε είναι εκφρασµένες σε ng ουσίας ανά mL µίγµατος Η2Ο/ACN σε αναλογία 90/10 

(v/v) που περιέχει HCOOH σε αναλογία 0,05 % (v/v) (DS). 

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η χρήση διαφορετικών οξέων στην κινητή φάση, προκειµένου 

να διευκολυνθεί η πρωτονίωση των αναλυτών. Έτσι, εκτός από το µυρµηκικό οξύ 

(Formic Acid, FA) που χρησιµοποιήθηκε από την αρχή για τη βελτιστοποίηση του 

συστήµατος HPLC (αλλά και του συστήµατος MS), έγιναν δοκιµές µε το οξικό οξύ 

 

Πίνακας 6.1 Βέλτιστο πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης 
 

Χρόνος (min) 

 

Η2Ο (%) µε 0,05% 
(v/v) µυρµηκικό 

οξύ 
 

 

ACN (%) µε 0,05% 
(v/v) µυρµηκικό 

οξύ 
 

 

Κωδικός 
Κλίσης 

 

Ροή κινητής φάσης 
(mL min -1) 

 

0,00 
 

90 
 

10 
 

1 
 

0,20 
10,00 2 98 6 0,20 
10,50 98 2 6 0,20 
17,00 

 

98 
 

2 
 

6 
 

0,20 
 

 

(Acetic Acid, AcOH) και το τριφθοροξικό οξύ (Trifluoroacetic Acid, TFA). Στο σχήµα 6.2 

δίνονται τα υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα που ελήφθησαν µε τα τρία διαφορετικά 

οξέα. 

Τα χρωµατογραφήµατα του σχήµατος 6.2 ελήφθησαν µε τις ανωτέρω βέλτιστες 

συνθήκες και µε διαλύµατα ίδιας συγκέντρωσης (100 ng mL-1 DS). Επίσης, για κάθε 

περίπτωση οξέος εφαρµόζονταν οι βέλτιστες τιµές των παραµέτρων του MS (εδάφιο 

6.6). Παρατηρήθηκε µείωση στο σήµα όταν το FA αντικαταστάθηκε από το AcOH και 
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Σχήµα 6.1 Χρωµατογράφηµα των υπό µελέτη ουσιών σε DS που ελήφθηκε µε τις βέλτιστες 
συνθήκες. Η σειρά έκλουσης των ουσιών (σε παρένθεση δίνεται ο χρόνος συγκράτησης (tR) 
και η συγκέντρωση κάθε ουσίας στο διάλυµα) είναι: (1) σουλφαδιαζίνη (tR=5,34 min, 100 ng 
mL-1 DS), (2) τριµεθοπρίµη (tR=5,80 min, 50 ng mL-1 DS), (3) ακετυλο-σουλφαδιαζίνη 
(tR=6,22 min, 100 ng mL-1 DS), (4) δαπσόνη (tR=7,29 min, 50 ng mL-1 DS) 

 

περαιτέρω µείωση όταν χρησιµοποιήθηκε το TFA. Επελέχθη, εποµένως, η προσθήκη 

FA στην κινητή φάση, προκειµένου να διευκολυνθεί η πρωτονίωση των µορίων των 

ουσιών. 

Τέλος, µελετήθηκε η επίδραση του pH (% ποσοστό του FA) στους χρόνους 

συγκράτησης των ουσιών εφαρµόζοντας το πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης. 

Συγκεκριµένα, δοκιµάστηκαν οι εξής συγκεντρώσεις FA: 0,01, 0,05, 0,10 και 0,20 % 

(v/v). 

Στο σχήµα 6.3 δίνονται τα υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα που ελήφθησαν µε τις 

διαφορετικές συγκεντρώσεις FA στην κινητή φάση. Οι υπόλοιπες χρωµατογραφικές 

συνθήκες είναι οι βέλτιστες. Βέλτιστες είναι και οι συνθήκες του MS για κάθε 

συγκέντρωση του FA. 

 

Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

%

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

%

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100 7.29

6.22

5.80

5.34



124 
 

 

        (A)                                                                     (Β) 

 

Σχήµα 6.2 Υπερτιθέµενα χρωµατογράφηµατα (A) σουλφαδιαζίνης και (Β) ακετυλο-σουλφαδιαζίνης 
που ελήφθησαν µε τις βέλτιστες συνθήκες LC/MS µε τα τρία διαφορετικά οξέα. Σε κάθε περίπτωση 
η συγκέντρωση είναι 100 ng mL-1 DS 

 

Παρατηρούµε ότι µεγαλύτερο σήµα λαµβάνεται (και για τις τέσσερις ουσίες) όταν 

προστίθεται FA σε αναλογία 0,05 % (v/v). 

 

6.6 Βελτιστοποίηση του συστήµατος φασµατοµετρίας µαζών 

6.6.1 Εισαγωγή 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε η τεχνική ιονισµού µε ESI. Η τεχνική αυτή 

χρησιµοποιείται αρκετά συχνά διότι η πηγή ESI συνδυάζεται επιτυχώς µε 

υγροχρωµατογραφικό σύστηµα και επιτρέπει την ανάλυση δειγµάτων θερµοευαίσθητων 

ουσιών υψηλής, σχετικά, µοριακής µάζας.  

Ο µηχανισµός της διαδικασίας ιονισµού µε ηλεκτροδιάχυση δεν είναι αρκετά 

κατανοητός. Σύµφωνα µε µία θεωρία, αρχικά, δηµιουργείται αερόλυµα φορτισµένων 

σταγονιδίων. Με τη βοήθεια ξηραντικού αερίου εξατµίζεται ο διαλύτης, τα σταγονίδια 

συρρικνώνονται και αυξάνεται η πυκνότητα του ηλεκτρικού φορτίου στην επιφάνειά των. 

Time

e 

4.00

0 

4.50
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%

0
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0 

5.18 
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Time
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5.00

0 
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         (Α)                                                                    (Β) 

 

         (Γ)                                                                    (∆) 

 

Σχήµα 6.3 Υπερτιθέµενα χρωµατογράφηµατα (A) σουλφαδιαζίνης, (Β) τριµεθοπρίµης, (Γ) 
ακετυλο-σουλφαδιαζίνης και (∆) δαπσόνης. Σε παρένθεση δίνεται το % ποσοστό του FA (v/v) 
που προστίθεται στην κινητή φάση. Τα χρωµατογραφήµατα ελήφθησαν ενίοντας διαλύµατα 
συγκέντρωσης 100 ng mL-1 DS (A, B) και 50 ng mL-1 DS (Γ, ∆) µε τις βέλτιστες συνθήκες 
LC/MS 

 

Τα σταγονίδια διασπώνται σε ολοένα και µικρότερα σταγονίδια (κώνοι Taylor), από τα 

οποία εκροφώνται τα ιόντα. Τα ιόντα αυτά κατευθύνονται µέσω ηλεκτροστατικών φακών 

προς τον αναλυτή µαζών.193,284-288 

Το ESI φάσµα µαζών αντιστοιχεί σε στατιστική κατανοµή των διαδοχικών κορυφών 

χαρακτηριστικών των πολλαπλά φορτισµένων µοριακών ιόντων που λαµβάνονται από 

τη πρωτονίωση [Μ+zΗ]z+, χωρίς να συµµετέχουν διαστάσεις και θραυσµατοποιήσεις.289 

Λαµβάνοντας πολλαπλά φορτισµένα ιόντα βελτιώνεται η ευαισθησία της τεχνικής και 

Time
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% 

0
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Time
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Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00

%

0

100

5,81 

(0,20)

5,69 
(0,05) 4,61 

(0,01) 
5,52 

(0,10) 

Time
5.00 5.25 5.50 5.75 6.00 6.25 6.50 6.75 7.00

%

0

100

6,08 
(0,01) 5,97 

(0,20) 

5,95 
(0,10) 

6,27 
(0,05) 



126 
 

επιτρέπεται η ανάλυση µορίων υψηλής µοριακής µάζας µε αναλυτές µικρού ορίου 

ονοµαστικής µάζας.284,285,290 

 

6.6.2 Βελτιστοποίηση του συστήµατος MS 

Στο σύστηµα MS που χρησιµοποιήθηκε, βρέθηκε αρχικά η βέλτιστη µέθοδος “Tune” 

(βέλτιστες τιµές των παραµέτρων της πηγής και του απλού τετραπόλου) και στη 

συνέχεια η βέλτιστη µέθοδος MS (βέλτιστες τιµές των παραµέτρων για τη λήψη των 

δεδοµένων MS). 

Μέθοδος “Tune”: Για τον ποσοτικό προσδιορισµό των SDZ, TMP και AcSDZ, µε 

εσωτερικό πρότυπο την DPS, γινόταν κάθε φορά (ισοκρατική έκλουση µε τους δύο 

οργανικούς τροποποιητές, βαθµιδωτή έκλουση µε τους δύο οργανικούς τροποποιητές, 

χρήση διαφορετικών οξέων στην κινητή φάση, χρήση διαφορετικής συγκέντρωσης 

µυρµηκικού οξέος κ.λπ.) βελτιστοποίηση του σήµατος των πρωτονιωµένων µορίων 

[Μ+Η]+ στο φασµατόµετρο µαζών (positive ion mode). Αυτό επιτυγχανόταν αρχικά µε 

απ’ευθείας έκχυση πρότυπου διαλύµατος συγκέντρωσης 50 ή 100 ng mL-1 (ή 

δεκαπλάσιας) καθενός εκ των αναλυτών και του IS. Η βελτιστοποίηση ολοκληρωνόταν 

µε έκχυση των διαλυµάτων ταυτόχρονα µε είσοδο κινητής φάσης στην πηγή του MS 

(µέσω συνδέσµου “T-fitting”) ώστε να πραγµατοποιείται αυτή υπό κανονικές συνθήκες 

ανάλυσης. 

Εφαρµόζοντας τις βέλτιστες χρωµατογραφικές συνθήκες (πρόγραµµα βαθµιδωτής 

έκλουσης κ.λπ.), βρέθηκαν οι βέλτιστες συνθήκες MS του πίνακα 6.2. 

Για κάθε αναλύτη χρησιµοποιήθηκε διαφορετικό δυναµικό κώνου. Στον πίνακα 6.3 

δίνονται οι τιµές των λόγων m/z και τα αντίστοιχα δυναµικά κώνου για κάθε αναλύτη. 

Στο σχήµα 6.4 δίνονται τα φάσµατα µαζών των αναλυτών που ελήφθησαν µε τις 

βέλτιστες συνθήκες. 

Στο σχήµα 6.5 δίνονται τα υπερτιθέµενα φάσµατα µαζών που ελήφθησαν µε έκχυση 

πρότυπων διαλυµάτων συγκέντρωσης 1000 ng mL-1 (SDZ, AcSDZ) και 500 ng mL-1 

(TMP, DPS) κατά τη σύγκριση των οξέων που προστίθεντο στο µίγµα της κινητής 

φάσης. Παρατηρούµε ότι η παρουσία του AcOH αντί του FA προκαλεί µείωση του 
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Πίνακας 6.2 Βέλτιστες τιµές των παραµέτρων της πηγής και του τετραπόλου 
 

Τεχνική Ιονισµού (Ionization Technique) ES+ 

∆υναµικό Τριχοειδούς (Capillary Voltage) (kV) 3,00 

∆υναµικό Κώνου (Cone Voltage) (V) πίνακας 6.3 

∆υναµικό 2ου Κώνου (Extractor Voltage) (V) 4 

Φακοί RF (RF Lens) (V) 0,1 

Θερµοκρασία Πηγής (Source Temperature) (oC) 120 

Θερµοκρασία Αποδιαλύτωσης (Desolvation Temperature) (oC) 450 

Παροχή Αερίου Αποδιαλύτωσης (Desolvation Gas Flow) (L h-1) 600 

Παροχή Αερίου στον Κώνο (Cone Gas Flow) (L h-1) 25 

∆ιαχωριστικότητα Χαµηλών Μαζών (LM Resolution) 15,0 

∆ιαχωριστικότητα Υψηλών Μαζών (HM Resolution) 15,3 

Ιοντική Ενέργεια (Ion Energy) 0,3 

 

Πίνακας 6.3 Λόγοι m/z και δυναµικά κώνου για τους αναλύτες της εργασίας 
 

Ουσία [Μ+Η]+ ∆υναµικό Κώνου (V) 

SDZ 251 20 

TMP 291 35 

AcSDZ 293 27 

DPS (IS) 249 25 

 

σήµατος των αναλυτών, η δε παρουσία του TFA προκαλεί περαιτέρω µείωση του 

σήµατος. Το φαινόµενο παρατηρείται πιο έντονα στην SDZ και στην AcSDZ. Φαίνεται, 

λοιπόν, ότι είναι προτιµότερο να προστεθεί FA και όχι AcOH ή TFA κατά την ανάλυση 

δειγµάτων για τον ποσοτικό προσδιορισµό των ουσιών αυτών. 
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m/z
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Σχήµα 6.4 Φάσµατα µαζών των αναλυτών: (Α) σουλφαδιαζίνης, (Β) τριµεθοπρίµης, (Γ) 
ακετυλο-σουλφαδιαζίνης, και (∆) δαπσόνης, που ελήφθησαν µε έκχυση διαλύµατος 
συγκέντρωσης 1000 ng mL-1 (SDZ, AcSDZ) και 500 ng mL-1 (TMP, DPS) στις βέλτιστες 
συνθήκες. Σε κάθε φάσµα η φασµατική γραµµή µε τη µέγιστη ένταση αντιστοιχεί στο 
πρωτονιωµένο µόριο του πίνακα 6.3 

 

Μέθοδος MS: Κατά τη διάρκεια της χρωµατογραφικής ανάλυσης εφαρµόζονταν οι 

βέλτιστες τιµές των παραµέτρων του MS. Για τη λήψη των δεδοµένων χρησιµοποιήθηκε 

η τεχνική SIM, κατά την οποία µετράται ένα µόνο ιόν (πιο σωστά ένας λόγος m/z) για 

κάθε αναλύτη, µε αποτέλεσµα να επιτυγχάνεται µεγαλύτερη εκλεκτικότητα κατά τον 

προσδιορισµό των ουσιών. Ταυτόχρονα, γινόταν σάρωση των µαζών σε εύρος 100 - 

500 m/z. 

Να σηµειωθεί, τέλος, ότι δοκιµάστηκε και η τεχνική ιονισµού µε ESI προκειµένου να 

µετρώνται αρνητικά ιόντα (ES-), χωρίς, όµως, να ανιχνευθούν αποπρωτονιωµένα µόρια 

των αναλυτών [Μ-Η]- και εποµένως, εγκαταλήφθηκε η προσπάθεια.
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Σχήµα 6.5 Υπερτιθέµενα φάσµατα µαζών των αναλυτών: (Α) σουλφαδιαζίνης, (Β) τριµεθοπρίµης, 
(Γ) ακετυλο-σουλφαδιαζίνης, και (∆) δαπσόνης, που ελήφθησαν µε έκχυση διαλύµατος 
συγκέντρωσης 1000 ng mL-1 (SDZ, AcSDZ) και 500 ng mL-1 (TMP, DPS) µε τα τρία διαφορετικά 
οξέα (FA, AcOH, TFA). Παρατηρείται µείωση του σήµατος των αναλυτών στην περίπτωση του 
AcOH και µεγαλύτερη µείωση µε τη προσθήκη του TFA 

 

6.7 Βέλτιστες συνθήκες του συστήµατος υγροχρωµατογραφίας-φασµατοµετρίας 

µαζών 

Συνοψίζοντας, οι βέλτιστες συνθήκες του συστήµατος LC/MS για τον προσδιορισµό των 

SDZ, TMP και AcSDZ, µε IS την DPS, είναι: 

� Στατική φάση: αναλυτική στήλη XTerra MS C18, µε διαστάσεις 100,0×2,1 mm i.d. και 

µεγέθους σωµατιδίων 3,5 µm, της εταιρείας Waters, θερµοστατούµενη στους 40 οC, 

� Κινητή φάση: H2O και ACN που περιέχουν FA σε ποσοστό 0,05 % (v/v). Εφαρµογή 

του προγράµµατος βαθµιδωτής έκλουσης του πίνακα 6.1, 

� Όγκος ένεσης: 5 µL, 

� Θερµοκρασία θαλάµου αυτόµατου δειγµατολήπτη: 15 οC, 

� Ανιχνευτής: MS ρυθµισµένο να µετρά επιλεγµένα ιόντα (SIM), τα πρωτονιωµένα 

µόρια [Μ+Η]+ των αναλυτών (positive mode, ESI+). Οι βέλτιστες τιµές των 

παραµέτρων δίνονται στον πίνακα 6.2. 

Τα πρωτονιωµένα µόρια των αναλυτών και τα αντίστοιχα δυναµικά κώνου που 

εφαρµόζονται, δίνονται στον πίνακα 6.3. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ ΣΑΡΚΑΣ ΜΕ 

∆ΕΡΜΑ ΙΧΘΥΟΣ 

 

7.1 Ανάπτυξη µεθοδολογίας Εκχύλισης Στερεάς Φάσης (SPE) 

7.1.1 Εισαγωγή 

Η SPE χρησιµοποιείται συχνά κατά την κατεργασία ενός δείγµατος, αφ’ενός για τον 

καθαρισµό από διάφορες προσµίξεις, αφ’ετέρου για την προσυγκέντρωση των 

αναλυτών. Η αποδοτικότητα στον καθαρισµό του δείγµατος επηρεάζει άµεσα την 

υποβάθµιση του σήµατος, φαινόµενο που παρατηρείται συχνά στη φασµατοµετρία 

µαζών όταν τα ιόντα παράγονται µε µηχανισµό ESI. 

Η επιλογή του υποστρώµατος (sorbent) στην SPE είναι καθοριστική επειδή επιδρά στην 

αποδοτικότητα της µεθόδου (εκλεκτικότητα, συγγένεια και χωρητικότητα). Η επιλογή 

εξαρτάται από τους προς προσδιορισµό αναλύτες και τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ του 

υποστρώµατος και των δραστικών οµάδων των αναλυτών. Εξαρτάται, επίσης, από το 

είδος του µητρικού υλικού του δείγµατος και τις αλληλεπιδράσεις, τόσο µε το 

υπόστρωµα, όσο και µε τους αναλύτες.291-293 

Σε δείγµατα µε ουσίες διαφορετικής πολικότητας, οι πολικοί αναλύτες περιπλέκουν την 

επιλογή του καταλληλότερου υποστρώµατος SPE.294 Στην παρούσα εργασία, το µίγµα 

των αναλυτών χαρακτηρίζεται από µεγάλο εύρος πολικότητας, δεδοµένου ότι η SDZ 

έχει πολύ πιο υδρόφιλο µόριο (log Kow -0,09) σε σχέση µε την TMP (log Kow 0,91) και το 

εσωτερικό πρότυπο DPS (log Kow 0,97), τα οποία έχουν πιο λιπόφιλα µόρια (πίνακας 

7.1). Έτσι, το υπόστρωµα που θα χρησιµοποιηθεί στη διαδικασία SPE για τον 

καθαρισµό του δείγµατος, θα πρέπει να συγκρατεί, τόσο υδρόφιλα, όσο και λιπόφιλα 

µόρια. 

Επιπλέον του εύρους της πολικότητας των αναλυτών, το pH του δείγµατος αποτελεί 

σηµαντικό παράγοντα, ειδικά στην περίπτωση που οι αναλύτες είναι αµφολύτες.298 Από 

τη χηµική δοµή του µορίου της SDZ (σχήµα 4.3), βλέπουµε ότι η SDZ έχει δύο οµάδες 
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Πίνακας 7.1 Φυσικοχηµικές ιδιότητες των υπό εξέταση αναλυτών 
 

Αναλύτης 

 

Εµπειρικός 
Τύπος 

 

CAS no. pKa
 log  Kow

 

 

SDZ 
 

C10H10N4O2S 
 

68-35-9 
 

2,10/6,28 295 
 

-0,09 297 
TMP C14H18N4O3 738-70-5 3,23/6,76 295 0,91 297 

AcSDZ C12H12N4O3S 127-74-2 5,86 238 0,48 182 
DPS 

 

C12H12N2O2S 
 

80-08-0 
 

1 296 
 

0,97 296 
 

 

όπου µπορεί να γίνει διάσταση: µια όξινη οµάδα αµιδίου (Ν1) και µια βασική οµάδα 

αµινοµάδας (Ν4). Συµπεριφέρεται, δηλαδή, ως αµφολύτης. Το άτοµο αζώτου της 

αµινοµάδας (-ΝΗ2) µπορεί να δεχθεί ένα πρωτόνιο (Η1), ενώ το άτοµο αζώτου του 

αµιδίου (-SO2ΝΗ-) µπορεί να δώσει πρωτόνιο κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες pH. 

Έτσι, η πρώτη ισορροπία διάστασης αναφέρεται στη διάσταση της αµινοµάδας (pKa1) 

και η δεύτερη ισορροπία στη διάσταση της σουλφοναµιδο-οµάδας (pKa2). Η SDZ είναι 

θετικά φορτισµένη υπό όξινες συνθήκες, αρνητικά φορτισµένη υπό αλκαλικές συνθήκες 

και ουδέτερη σε ενδιάµεσες τιµές pH (γύρω από την τιµή 4). Στο σχήµα 7.1 δίνονται οι 

ισορροπίες διάστασης της SDZ και στο σχήµα 7.2 φαίνεται το διάγραµµα που δίνει το % 

ποσοστό κλάσµατος ιονισµένης και µη ιονισµένης µορφής της SDZ σε συνάρτηση µε το 

pH. 

Όπως βλέπουµε στο σχήµα 7.2 το κλάσµα της SDZ που βρίσκεται υπό µορφή 

διπολικού ιόντος είναι αµελητέο σε σχέση µε την ουδέτερη µορφή, εξαιτίας της µεγάλης 

τιµής της σταθεράς ταυτοµέρειας (Κt). Οι τιµές pKa1 και pKa2 της SDZ δίνονται στον 

πίνακα 7.1. 

H TMP χαρακτηρίζεται, επίσης, από δύο τιµές pKa που αντιπροσωπεύουν την 

πρωτονίωση των δύο ετεροκυκλικών ατόµων αζώτου (Ν1 και Ν3). 

Η AcSDZ χαρακτηρίζεται από µία µόνο σταθερά διάστασης (pKa 5,86) που 

αντιπροσωπεύει την αποπρωτονίωση της σουλφοναµιδο-οµάδας (-SO2ΝΗ-).299 Η 

πρωτονίωση της αµινοµάδας που παρατηρείται στην SDZ δεν είναι δυνατή επειδή σε 
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Σχήµα 7.1 Ισορροπίες διάστασης της SDZ όπου φαίνεται και το επαγωγικό 
φαινόµενο της σουλφονυλ-οµάδας (-SO2) 

 

 
Σχήµα 7.2 Κλάσµατα ιονισµένης και µη ιονισµένης δοµής της 
SDZ σε συνάρτηση µε το pH σε υδατικό διάλυµα 

 

αυτή την οµάδα το µόριο υπέστη ακετυλίωση. Έτσι, ανάλογα µε το pH, η AcSDZ µπορεί 

να υφίσταται υπό µορφή ανιόντος ή υπό µορφή ουδέτερου µορίου (σχήµα 7.3). 

Τέλος, η DPS, η χηµική δοµή της οποίας δίνεται στο σχήµα 7.4, δύναται να αποβάλλει 

ένα πρωτόνιο (Η1) από τη µία αρωµατική αµινοµάδα (συµπεριφέρεται ως οξύ και 

χαρακτηρίζεται από pKa µε τιµή 1) αλλά και να προσλάβει ένα πρωτόνιο από την άλλη 
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Σχήµα 7.3 Κλάσµατα ιονισµένης και µη ιονισµένης δοµής της 
AcSDZ σε συνάρτηση µε το pH σε υδατικό διάλυµα 

 

αρωµατική αµινοµάδα (συµπεριφέρεται ως βάση και χαρακτηρίζεται από pKb µε τιµή 

13).296 

Εξαιτίας της διαφορετικής πολικότητας των αναλυτών αλλά και του αµφολυτικού 

χαρακτήρα ορισµένων εξ’αυτών (π.χ. η SDZ) είναι σηµαντικό να επιλεγεί η κατάλληλη 

τιµή για το pH του δείγµατος και το κατάλληλο υλικό υποστρώµατος SPE. Από τις τιµές 

pKa του πίνακα 7.1 µπορούµε να πούµε ότι pH µε τιµή 4 είναι η βέλτιστη για όλες τις 

ουσίες, ώστε αυτές να είναι σε ουδέτερη µορφή, προκειµένου να χρησιµοποιηθεί 

διαδικασία SPE αντιστρόφου φάσεως. 

 
 

Σχήµα 7.4 Χηµική δοµή της DPS 

 

Οι στήλες Abselut Nexus κατασκευάζονται από ένα συµπολυµερές υλικό µε 

ισορροπηµένο λόγο των δύο µονοµερών: του υδρόφιλου Ν-βινυλ-πυρρολιδόνη και του 

λιπόφιλου δι-βινυλ-βενζόλιο300 (σχήµα 7.5). Έτσι, µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε 

διαδικασία SPE αντιστρόφου φάσεως για τη συγκράτηση, τόσο υδρόφιλων, όσο και 

NH2

S
OO

NH2
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λιπόφιλων µορίων, όξινων, ουδέτερων και βασικών ουσιών. Ο µηχανισµός 

συγκράτησης στηρίζεται κυρίως σε µη-πολικές αλληλεπιδράσεις (δυνάµεις Van de 

Waals ή δυνάµεις διασποράς) µεταξύ δεσµών C-H των µορίων των αναλυτών και 

δεσµών C-H του υποστρώµατος. Ωστόσο, ο πολικός χαρακτήρας της Ν-βινυλ-

πυρρολιδόνης διευκολύνει τις αλληλεπιδράσεις µε ένα συστατικό που φέρει πολικές 

οµάδες (π.χ. δηµιουργία δεσµών υδρογόνου).301 Οι στήλες Abselut Nexus 

χαρακτηρίζονται από υψηλή αντοχή σε ακραίες τιµές pH και εξαιρετική χωρητικότητα για 

τη συγκράτηση µεγάλου εύρους πολικών αναλυτών. 

 

 

 
Σχήµα 7.5 Ισορροπία της υδρόφιλης Ν-βινυλ-πυρρολιδόνης και του 
λιπόφιλου δι-βινυλο-βενζολίου στο συµπολυµερές των στηλών 
Abselut Nexus. Χαρακτηριστικά πληρωτικού υλικού: µέσο εµβαδό 
επιφάνειας 575 m2 g-1, µέγεθος πόρων 100 Å, µέγεθος σωµατιδίων 
70 µm (σφαιρικά) 

 

Κρίσιµη είναι, τέλος, και η επιλογή της µάζας του υποστρώµατος (sorbent mass) στη 

στήλη SPE. Θα πρέπει να είναι κατάλληλη ώστε να συγκρατεί τα µόρια των αναλυτών 

κατά το στάδιο της «φόρτωσης» του δείγµατος. Μη ικανοποιητική µάζα υποστρώµατος 

οδηγεί σε «υπερφόρτωση» της στήλης µε αποτέλεσµα να λαµβάνονται χαµηλές ή µη 

επαναλήψιµες τιµές ανάκτησης, λόγω απώλειας των αναλυτών κατά το στάδιο της 

«φόρτωσης». Ωστόσο, όταν η µάζα είναι αρκετά µεγαλύτερη απ’όση χρειάζεται, για 

συγκεκριµένη ποσότητα δείγµατος, απαιτούνται µεγαλύτερες ποσότητες διαλύτη (για 
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την έκλουση των αναλυτών) και µπορεί να οδηγήσει σε χαµηλές τιµές ανάκτησης.292 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν οι στήλες Abselut Nexus µάζας 

υποστρώµατος 60 mg και όγκου στήλης 3 mL (60 mg/ 3 mL). Η συγκεκριµένη στήλη 

θεωρήθηκε ικανή δεδοµένου ότι σε αυτήν «φορτώνεται» κλάσµα όγκου 4 mL από το 

εκχύλισµα όγκου 20 mL (όπως περιγράφεται παρακάτω, κατά την ανάπτυξη της 

µεθόδου ASE). 

 

7.1.2 Ανάπτυξη της µεθόδου SPE 

Προκειµένου να ελεγχθεί η καταλληλότητα των στηλών Nexus (υλικό υποστρώµατος 

αλλά και µέγεθος στηλών) και στη συνέχεια να βρεθεί η βέλτιστη µέθοδος SPE για τον 

καθαρισµό δείγµατος σάρκας µε δέρµα ιχθύος, έγιναν αρχικά δοκιµές µε υδατικά διαλύ-

µατα των αναλυτών. Στο στάδιο αυτό ελέγχθηκαν, επιπλέον, οι στήλες Oasis HLB και 

Strata X, που αποτελούνται από παρόµοιας δοµής πολυµερικό πληρωτικό υλικό. 

Παρασκευάστηκαν διαλύµατα µε κάθε αναλύτη ξεχωριστά και στη συνέχεια µίγµατα 

αυτών. Ρυθµίστηκε το pH των διαλυµάτων στη τιµή 4 µε τη προσθήκη διαλύµατος 

(ορθο)φωσφορικού οξέος 1 % (v/v) και τοποθετήθηκαν σε στήλες SPE. Οι δοκιµές 

πραγµατοποιήθηκαν σε στήλες: 

�  Abselut Nexus 60 mg/ 3 mL, 

�  Oasis HLB 60 mg/ 3 mL, 

�  Strata X 200 mg/ 3 mL. 

 

Οι στήλες είχαν προηγουµένως υποστεί ενεργοποίηση/ επιδιαλύτωση (activation/ 

solvation) µε 2 mL MeOH και εξισορρόπηση (equilibration) µε 2 mL H2O, µε εξαίρεση τις 

στήλες Strata X, στις οποίες οι αντίστοιχοι όγκοι ήταν 4 mL λόγω της µεγαλύτερης 

µάζας πληρωτικού υλικού. Ο όγκος των διαλυµάτων που τοποθετήθηκε στις στήλες 

ήταν 4 mL. Ακολούθησαν δοκιµές για την εύρεση του καταλληλότερου διαλύτη έκλουσης 

(elution solvent), ελέγχοντας την αναπαραγωγιµότητα στις τιµές ανάκτησης των 

αναλυτών. Οι διαλύτες που δοκιµάστηκαν ήταν οι: MeOH, ACN, οξικός αιθυλεστέρας 

(EA ή EtOAc), διχλωροµεθάνιο (DCM) αλλά και MeOH που περιείχε FA σε ποσοστό 1 

% (v/v) και 2 % (v/v). Καλύτερες τιµές ανάκτησης βρέθηκαν µε χρήση της MeOH (όγκου 
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2 mL για τις στήλες Abselut Nexus και Oasis HLB και 4 mL για τις στήλες Strata X) για 

την έκλουση των ουσιών. Καλύτερες τιµές ελήφθησαν µε τις στήλες Abselut Nexus και 

Oasis HLB, ωστόσο, προτιµήθηκαν οι πρώτες λόγω του χαµηλότερου κόστους των. 

Στη συνέχεια, έγιναν δοκιµές χρησιµοποιώντας διαλύµατα των αναλυτών σε µητρικό 

υλικό (εκχυλίσµατα σάρκας µε δέρµα) που ελήφθησαν µε την τεχνική ASE, όπως 

περιγράφεται στο εδάφιο 7.2. Ως διαλύτης εκχύλισης χρησιµοποιήθηκε το Η2Ο. Το 

υδατικό εκχύλισµα αραιώθηκε στα 20 mL και ρυθµίστηκε το pH του στη τιµή 4 µε τη 

προσθήκη διαλύµατος (ορθο)φωσφορικού οξέος 1 % (v/v). Μετά από ψύξη (15 min) και 

φυγοκέντρηση (10000 rpm/ 4 οC/ 15 min) του εκχυλίσµατος, κλάσµα όγκου 4 mL από το 

υπερκείµενο διάλυµα, τοποθετήθηκε στη στήλη SPE. Ακολουθήθηκε η εξής πορεία: 

1.  Ενεργοποίηση/ επιδιαλύτωση    ⇒ 2 mL MeOH 

2.  Εξισορρόπηση                           ⇒ 2 mL H2O 

3.  Τοποθέτηση του δείγµατος        ⇒ κλάσµα 4 mL pH ∼4 

4.  Εύρεση του/των βέλτιστου/ων διαλύτη/ών έκπλυσης 

5.  Ξήρανση της στήλης 

6.  Εύρεση του βέλτιστου διαλύτη έκλουσης 

 

Το έκλουσµα από τη στήλη SPE εξατµίστηκε µε ρεύµα αζώτου στους 40 οC και 

ανασυστάθηκε µε 0,2 mL µίγµατος H2O/ACN 90/10 (v/v) που περιείχε 0,05 % FA (v/v). 

Το διάλυµα που προέκυψε αναδεύτηκε, διηθήθηκε µε φίλτρο PVDF 0,22 µm και ενέθηκε 

στο σύστηµα LC/MS. 

Υπολογίστηκαν οι τιµές της % απόλυτης και της % σχετικής ανάκτησης. Η % απόλυτη 

ανάκτηση υπολογίστηκε από τα εµβολιασµένα εκχυλίσµατα πριν και µετά την SPE για 

κάθε αναλύτη και το IS ξεχωριστά. Η % σχετική ανάκτηση υπολογίστηκε 

χρησιµοποιώντας τους λόγους αναλύτης/IS των εµβολιασµένων πριν και µετά την SPE. 

 

Εύρεση του/των βέλτιστου/ων διαλύτη/ών έκπλυσης 
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Εφαρµόστηκε η πορεία που περιγράφηκε παραπάνω και δοκιµάστηκαν τα εξής µίγµατα 

διαλυτών (όγκου 4 mL): H2O 100 %, µίγµα MeOH/ H2O 5/95 (v/v), µίγµα MeOH/ H2O 

10/95 (v/v), µίγµα MeOH/ H2O 15/95 (v/v) και µίγµα MeOH/ H2O 20/95 (v/v). 

Ως διαλύτης έκλουσης χρησιµοποιήθηκε αρχικά η MeOH (2 mL). 

Για κάθε δοκιµή παρασκευάστηκαν: 

�  Τρία πρότυπα διαλύµατα σε µίγµα αρχικής κινητής φάσης (DS), 

�  Ένα «λευκό» δείγµα για τον έλεγχο της ειδικότητας της µεθόδου, 

�  ∆ύο δείγµατα εµβολιασµένα µετά την SPE, 

�  Τρία δείγµατα εµβολιασµένα πριν την SPE. 

 

Στα ανωτέρω διαλύµατα/δείγµατα οι συγκεντρώσεις ήταν: 100 ng mL-1 διαλύµατος του 

µητρικού υλικού (SDZ, AcSDZ), 50 ng mL-1 διαλύµατος του µητρικού υλικού (TMP) και 

50 ng mL-1 διαλύµατος του µητρικού υλικού (DPS). 

Στο σχήµα 7.6 φαίνονται οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του IS 

που ελήφθησαν χρησιµοποιώντας κάθε έναν από τους ανωτέρω διαλύτες έκπλυσης, 

ενώ στο σχήµα 7.7 φαίνονται οι αντίστοιχες τιµές της % σχετικής ανάκτησης των 

αναλυτών. 

Υπολογίστηκε για κάθε περίπτωση το % ποσοστό υποβάθµισης του σήµατος (Σχήµα 

7.8) µε βάση την εξίσωση: 

100)1((%) x
I

II

n

bs −−=ΥΠΟΒΑΘΜΙΣΗ  

όπου Ιs = σήµα ενός δείγµατος εµβολιασµένου µετά την SPE, 
         Ιb = σήµα του «λευκού» δείγµατος, 
         Ιn = σήµα του πρότυπου διαλύµατος σε DS. 

Παρατηρήθηκε σηµαντική υποβάθµιση του σήµατος σε κάθε περίπτωση, µε µικρότερη 

όταν η στήλη εκπλύθηκε µε µίγµα MeOH/H2O 5/95 (v/v). Για το λόγο αυτό, κρίθηκε 

απαραίτητη η προσθήκη και δεύτερου σταδίου έκπλυσης, το οποίο θα προηγείται 

χρονικά της έκπλυσης µε το ανωτέρω µίγµα. Έγιναν δοκιµές µε τρεις υδρογάνθρακες 

(n-πεντάνιο, n-εξάνιο, n-επτάνιο) όγκου 2 mL, µε τους οποίους αποµακρύνονται µη 

πολικά  
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Σχήµα 7.6 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη έκπλυσης 

Σχήµα 7.7 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης που  
ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη έκπλυσης 
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Σχήµα 7.8 Τιµές της % υποβάθµισης του σήµατος 
που ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη έκπλυσης 

 

συστατικά, όπως π.χ. λιπίδια. Ως διαλύτης έκλουσης χρησιµοποιήθηκε και πάλι η 

MeOH (2 mL). 

Στο σχήµα 7.9 φαίνονται οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του 

εσωτερικού προτύπου IS, ενώ στο σχήµα 7.10 φαίνονται οι αντίστοιχες τιµές της % 

σχετικής ανάκτησης των αναλυτών. Στο σχήµα 7.11 φαίνεται το % ποσοστό 

υποβάθµισης του σήµατος σε κάθε περίπτωση. 
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Σχήµα 7.9 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε διαφορετικό υδρογονάνθρακα ως 
πρώτο διαλύτη έκπλυσης 

Σχήµα 7.10 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης που  
ελήφθησαν µε διαφορετικό υδρογονάνθρακα ως  
πρώτο διαλύτη έκπλυσης 

 

 
 

Σχήµα 7.11 Τιµές της % υποβάθµισης του σήµατος 
που ελήφθησαν µε διαφορετικό υδρογονάνθρακα 
ως πρώτο διαλύτη έκπλυσης 

 

Παρατηρήθηκε ότι η µικρότερη υποβάθµιση του σήµατος λαµβάνει χώρα µε το n-εξάνιο 

και το n-επτάνιο. Προτιµήθηκε το n-επτάνιο λόγω της µικρότερης τοξικότητάς του. Έτσι, 

η βέλτιστη διαδικασία έκπλυσης της στήλης περιλαµβάνει δύο στάδια: 

1.  n-επτάνιο όγκου 2 mL (αποµακρύνονται λιπίδια και άλλες µη πολικές 
παρεµποδίζουσες ουσίες). 

2.  µίγµα MeOH/H2O 5/95 (v/v) όγκου 4 mL (αποµακρύνονται πολικές, ουδέτερες και 
βασικές παρεµποδίζουσες ουσίες). 
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Εύρεση του βέλτιστου διαλύτη έκλουσης 

Χρησιµοποιώντας την παραπάνω διαδικασία έκπλυσης, έγιναν δοκιµές ώστε να βρεθεί 

ο βέλτιστος διαλύτης έκλουσης των αναλυτών. Έγιναν δοκιµές µε τους εξής διαλύτες 

(όγκου 2 mL): MeOH, ACN, EtOAc, DCM, MeOH µε 1 % FA (v/v) και MeOH µε 2 % FA 

(v/v). 

Για κάθε δοκιµή παρασκευάστηκαν διαλύµατα και δείγµατα παρόµοια µε εκείνα της 

διαδικασίας εύρεσης του βέλτιστου διαλύτη έκπλυσης. Ωστόσο, στην περίπτωση της 

MeOH που περιείχε FA σε ποσοστό 1 % (v/v) και 2 % (v/v) υπήρχε δυσκολία διήθησης 

του δείγµατος και δε προχώρησε η ανάλυση. 

Στο σχήµα 7.12 φαίνονται οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του IS, 

ενώ στο σχήµα 7.13 φαίνονται οι αντίστοιχες τιµές της % σχετικής ανάκτησης των 

αναλυτών. 

Στο σχήµα 7.14 φαίνεται το % ποσοστό υποβάθµισης του σήµατος σε κάθε περίπτωση. 

Παρατηρείται ότι οι υψηλότερες τιµές της ανάκτησης και η µικρότερη µείωση του 

σήµατος ελήφθηκε όταν ως διαλύτης έκλουσης χρησιµοποιήθηκε η MeOH. Το γεγονός 

αυτό ενισχύεται από την καλύτερη ειδικότητα που ελήφθηκε σε αυτή τη περίπτωση, 

εφ’όσον δεν υπήρχαν χρωµατογραφικές κορυφές που να παρεµποδίζουν τους 

εκλουόµενους αναλύτες. Έτσι, η βελτιστοποιηµένη µέθοδος SPE είναι: 

 

1.  Ενεργοποίηση/επιδιαλύτωση   ⇒ 2 mL MeOH  

2.  Εξισορρόπηση                         ⇒ 2 mL H2O 

3.  Τοποθέτηση του δείγµατος      ⇒ κλάσµα υδατικού εκχυλίσµατος όγκου 4 mL  

                                                    pH ∼4 

4.  Έκπλυση                                  ⇒ 2 mL n-επτανίου 

                                                     ⇒ 4 mL µίγµατος MeOH/H2O 5/95 (v/v)  

5.  Ξήρανση της στήλης 

6.  Έκλουση των αναλυτών           ⇒ 2 mL MeOH  

 

 



142 
 

 
 

Σχήµα 7.12 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη έκλουσης 

 

Σχήµα 7.13 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη έκλουσης 

 

 
 

Σχήµα 7.14 Τιµές της % υποβάθµισης του 
σήµατος που ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη 
έκλουσης 

 

 

7.2 Ανάπτυξη της µεθόδου Επιταχυνόµενης Εκχύλισης (ASE) 

7.2.1 Εισαγωγή 

Η εκχύλιση των αναλυτών από τη σάρκα µε δέρµα ιχθύος πραγµατοποιήθηκε 

χρησιµοποιώντας το σύστηµα επιταχυνόµενης εκχύλισης ASE 200, της εταιρείας 

Dionex (Sunnyvale, CA, USA). 
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Στην παρούσα διατριβή, το H2O χρησιµοποιήθηκε ως διαλύτης εκχύλισης. Το H2O έχει 

χαµηλή συγγένεια µε τις λιπαρές ύλες, ωστόσο, στην υψηλή θερµοκρασία της 

διαδικασίας ASE, µειώνεται η διηλεκτρική σταθερά και πολικότητά του, µε αποτέλεσµα 

να είναι κατάλληλο για την εκχύλιση των µέτριας πολικότητας αναλυτών SDZ και TMP. 

Είναι φθηνός διαλύτης, µη τοξικός και φιλικός προς το περιβάλλον. Η διαλυτότητα της 

SDZ εξαρτάται από τη θερµοκρασία και το pH.243,245 Η ακετυλίωση της SDZ έχει ως 

αποτέλεσµα την αύξηση της διαλυτότητας στο H2O.238 Η TMP είναι µετρίως διαλυτή στο 

H2O (400 mg L-1 στους 20 oC)302, ενώ η DPS είναι ακόµα λιγότερο διαλυτή στο H2O.296 

Η χρήση του H2O ως διαλύτη εκχύλισης µε την ASE διευκολύνει την περαιτέρω 

κατεργασία του δείγµατος για καθαρισµό µε τη διαδικασία SPE.303 

Η επιλογή του µεγέθους της κυψελίδας εξαρτάται, κυρίως, από το µέγεθος του 

δείγµατος. Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε 1 g δείγµατος νωπής σάρκας µε 

δέρµα. Επειδή το δείγµα ήταν νωπό, χρησιµοποιήθηκε αρκετή ποσότητα υλικού 

διασποράς (σε αναλογία 1:3) ώστε να δεσµευθεί η υγρασία και να δηµιουργηθεί µια 

οµοιογενής πάστα. Για το λόγο αυτό, χρησιµοποιήθηκε κυψελίδα όγκου 11 mL και 

επειδή ο διαλύτης ήταν το H2O, το φίλτρο που τοποθετείται στο κάτω µέρος της 

κυψελίδας ήταν φίλτρο υαλωδών ινών. Ως υλικό διασποράς δοκιµάστηκε η «άµµος 

θαλάσσης», µεγέθους σωµατιδίων 0,20 - 0,30 mm, και η γη διατόµων, µεγέθους 

σωµατιδίων 13 µm. Καθαρότερα εκχυλίσµατα ελήφθησαν µε την «άµµο θαλάσσης», η 

οποία επελέχθη για τη διασπορά των δειγµάτων. 

Για την κατεργασία του δείγµατος ζυγίζεται µε ακρίβεια 1 g αλεσµένου και 

οµογενοποιηµένου, µε τη βοήθεια πολυκόφτη κουζίνας, νωπού µυϊκού ιστού µε δέρµα, 

και µεταφέρεται σε γυάλινο γουδί. Προστίθενται περίπου 3 g «άµµου θαλάσσης» και 

αναµιγνύονται ώστε να προκύψει µια οµοιογενής πάστα. Για την παρασκευή ενός 

εµβολιασµένου δείγµατος η προσθήκη του µίγµατος των αναλυτών γίνεται πάνω στον 

ιστό, πριν την προσθήκη του υλικού διασποράς. Σε κάθε περίπτωση, προστίθεται 

συγκεκριµένη ποσότητα IS την ίδια χρονική στιγµή. Τα διαλύµατα των αναλυτών και του 

IS αφήνονται για 10 min σε θερµοκρασία δωµατίου σε επαφή µε τη σάρκα και το δέρµα, 

ώστε οι ουσίες να κατανεµηθούν σε όλη την επιφάνεια του δείγµατος. Στη συνέχεια, το 

µίγµα µεταφέρεται στην κυψελίδα, η οποία πληρώνεται µε «άµµο θαλάσσης». 

Ακολουθεί η εκχύλιση µε το σύστηµα ASE. Το εκχύλισµα, όγκου περίπου 15 mL, 



144 
 

αραιώνεται µέχρι τα 20 mL σε ογκοµετρική φιάλη, αφού πρώτα προστεθεί διαλύµα 

(ορθο)φωσφορικού οξέος 1 %, ώστε το pH του αραιωµένου εκχυλίσµατος να έχει τιµή 4. 

Η προσθήκη του οξέος διευκολύνει, επίσης, την καταβύθιση των πρωτεϊνών, οι οποίες 

βρίσκονται σε µεγάλη ποσότητα στα προς ανάλυση δείγµατα.304 Το αραιωµένο 

εκχύλισµα ψύχεται, αρχικά στους - 15 oC, για 15 min και στη συνέχεια στους 0 oC, 

επίσης για 15 min. Η ψύξη βοηθά στη καθίζηση των λιπαρών υλών και άλλων 

συνεκχυλιζόµενων, µε τους αναλύτες, συστατικών, λόγω της µειωµένης διαλυτότητάς 

των σε χαµηλές θερµοκρασίες.187,304 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10000 rpm, για 15 

min, στους 4 oC. Τέσσερα (4) mL από το υπερκείµενο διάλυµα «φορτώνονται» στη 

στήλη SPE. 

Η υψηλή θερµοκρασία που εφαρµόζεται στην ASE, έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της 

διαλυτότητας των αναλυτών και την υψηλότερη αποδοτικότητα της εκχύλισης. Ωστόσο, 

οι έντονες συνθήκες οδηγούν σε σκουρόχρωµα εκχυλίσµατα λόγω του υψηλότερου 

«φορτίου» που προέρχεται από το µητρικό υλικό, γεγονός κρίσιµο για την 

ποσοτικοποίηση µε σύστηµα LC/MS, εξαιτίας της υποβάθµισης του σήµατος στην πηγή 

ESI. Η χρήση του IS µετριάζει το φαινόµενο αυτό και δεν επηρεάζεται σηµαντικά η 

ποσοτικοποίηση, η µείωση, όµως, της ευαισθησίας δε µπορεί ν’αποφευχθεί. Συνήθως, 

προτιµάται να λαµβάνονται υψηλές αποδόσεις εφαρµόζοντας υψηλές θερµοκρασίες, 

παρά τη µικρή µείωση στην ευαισθησία.182 

Η εφαρµογή της υψηλής θερµοκρασίας οδηγεί, πολλές φορές, στη διάσπαση των 

ουσιών-αναλυτών. Για το λόγο αυτό, πρέπει να ελέγχεται η θερµική σταθερότητα των 

αναλυτών στις συνθήκες του συστήµατος ASE µε ανάλυση εµβολιασµένων δειγµάτων 

του υλικού διασποράς, χωρίς, δηλαδή, την παρουσία του µητρικού υλικού. 

Κατά τη βελτιστοποίηση της διαδικασίας ASE, αξιολογήθηκαν όλες οι σηµαντικές 

παράµετροι που επιδρούν στην αποδοτικότητα της εκχύλισης: 

�  θερµοκρασία της εκχύλισης, 
�  εφαµοζόµενη πίεση κατά την εκχύλιση, 
�  χρόνος της στατικής εκχύλισης, 
�  µέγεθος της κυψελίδας δείγµατος, 
�  αριθµός κύκλων εκχύλισης, 
�  όγκος έκπλυσης (% του όγκου κυψελίδας), 
�  κατεργασία του µέσου διασποράς. 
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7.2.2 Ανάπτυξη της µεθόδου ASE 

Ανάπτυξη της µεθόδου ASE µε εµβολιασµένα δείγµατα του µέσου διασποράς 

Πραγµατοποιήθηκαν, αρχικά, δοκιµές µε εµβολιασµένα δείγµατα του µέσου διασποράς 

(«άµµου θαλάσσης»), χωρίς, δηλαδή, την παρουσία µητρικού υλικού. Ελέγχθηκε, 

κυρίως, η θερµοκρασία, ως ο σηµαντικότερος παράγοντας που επηρεάζει την εκχύλιση 

παρασκευάζοντας δείγµατα µε κάθε αναλύτη ξεχωριστά και στη συνέχεια δείγµατα µε 

µίγµατα αυτών. 

Υπολογίστηκε η % απόλυτη και η % σχετική ανάκτηση  Ελέγχθηκε, επίσης, η 

πιθανότητα διάσπασης των µορίων των αναλυτών λόγω της αυξανόµενης 

θερµοκρασίας (thermal degradation). 

Οι αρχικές τιµές για τις παραµέτρους του ASE δίνονται στον πίνακα 7.2 

 

Πίνακας 7.2 Αρχικές τιµές των παραµέτρων του ASE (Μ1) 
 

 

Παράµετρος 
 

 

Τιµή 
 

 

Χρόνος προθέρµανσης (min) 
 

0 
Χρόνος θέρµανσης (min) 5 

Χρόνος στατικής εκχύλισης (min) 5 
Flush volume (%) 60 

Purge (s) 60 
Κύκλοι 1 

Θερµοκρασία (οC) 70 
Πίεση (psi) 

 

1500 
 

 

Το «λευκό δείγµα» της «άµµου θαλάσσης» κατεργάστηκε µε τη µέθοδο Μ1, ενώ τα 

εµβολιασµένα δείγµατα µε το πρόγραµµα (schedule) 1. Με το πρόγραµµα αυτό, 

πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση του ίδιου δείγµατος τρεις φορές, σε τρία διαφορετικά 

φιαλίδια και ελέγχθηκε κατά πόσο ήταν πλήρης η εκχύλιση. 

Στη συνέχεια, µελετήθηκε η επίδραση της θερµοκρασίας. Οι µέθοδοι Μ2 και Μ3 

διαφέρουν από τη Μ1 στη θερµοκρασία, η οποία είναι 130 oC και 160 oC, αντίστοιχα, 

ενώ εφαρµόστηκαν και τα ανάλογα προγράµµατα (2 και 3) του ASE. 

Οι βέλτιστες τιµές της ανάκτησης των αναλυτών ελήφθησαν κατά την εκχύλιση σε 
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θερµοκρασία 100 οC. Αυξάνοντας τη θερµοκρασία στους 130 οC µειώθηκαν οι τιµές της 

% απόλυτης ανάκτησης, γεγονός που µπορεί να ερµηνευθεί ως πιθανή διάσπαση των 

αναλυτών σε αυτή τη θερµοκρασία. Έτσι, εφαρµόζοντας θερµοκρασία 100 οC, 

εξετάστηκε κατά πόσο βελτιώνεται η αποδοτικότητα της εκχύλισης, αν αυτή 

πραγµατοποιείται σε δύο κύκλους (µέθοδοι Μ4 και Μ5 και αντίστοιχα προγράµµατα 4 

και 5). Από τη µελέτη αυτή προέκυψε ότι η βέλτιστη µέθοδος για την εκχύλιση των 

αναλυτών από δείγµατα «άµµου θαλάσσης», είναι: 

 

 

Παράµετρος 
 

 

Βέλτιστη µέθοδος 
 

 

Χρόνος προθέρµανσης (min) 
 

0 
Χρόνος θέρµανσης (min) 5 

Χρόνος στατικής εκχύλισης (min) 5 
Flush volume (%) 60 

Purge (s) 60 
Κύκλοι 1 

Θερµοκρασία (οC) 100 
Πίεση (psi) 

 

1500 
 

 

Ανάπτυξη µεθόδου ASE µε εµβολιασµένα δείγµατα σάρκας µε δέρµα 

Στη συνέχεια, έγιναν δοκιµές µε εµβολιασµένα δείγµατα σάρκας µε δέρµα. Για κάθε 

δοκιµή παρασκευάστηκαν: 

�  Τρία πρότυπα διαλύµατα σε µίγµα αρχικής κινητής φάσης (DS), 

�  Ένα «λευκό» δείγµα σάρκας µε δέρµα για τον έλεγχο της ειδικότητας, 

�  ∆ύο δείγµατα εµβολιασµένα µετά την πορεία ASE και πριν την πορεία SPE, 

�  Τρία δείγµατα εµβολιασµένα πριν την πορεία ASE. 

 

Στα ανωτέρω διαλύµατα/δείγµατα οι συγκεντρώσεις ήταν: 100 ng mL-1 διαλύµατος του 

µητρικού υλικού (SDZ, AcSDZ), 50 ng mL-1 διαλύµατος του µητρικού υλικού (TMP) και 

50 ng mL-1 διαλύµατος του µητρικού υλικού (DPS). 

Υπολογίστηκαν οι τιµές της % απόλυτης και της % σχετικής ανάκτησης και ελέγχθηκε η 

αναπαραγωγιµότητα στην ανάκτηση για κάθε αναλύτη ξεχωριστά και στη συνέχεια σε 

µίγµα αυτών. 
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(Α) Εύρεση της βέλτιστης θερµοκρασίας εκχύλισης 

Βέλτιστη ανάκτηση των αναλυτών βρέθηκε σε θερµοκρασία 100 oC (σχήµα 7.15). 

 

(Β) Εύρεση της βέλτιστης πίεσης 

Εφαρµόστηκαν οι εξής τιµές πίεσης: 1000, 1500, 2000 psi. Σε κάθε περίπτωση 

εφαρµόστηκε η βέλτιστη θερµοκρασία 100 oC. 

Στο σχήµα 7.16 φαίνεται ότι εφαρµόζοντας πίεση 1500 psi  λαµβάνονται οι βέλτιστες 

τιµές ανάκτησης και για τις τέσσερις ουσίες. Παρ’ότι διάφορες µελέτες έχουν δείξει ότι η 

πίεση δεν αποτελεί κρίσιµο παράγοντα,184 διότι έχει µικρή ή καµµία επίδραση στην 

εκχύλιση µε ASE και ότι χρειάζεται απλά για να διατηρεί τον διαλύτη στην υγρή 

φάση,187,192 φαίνεται, στην παρούσα µελέτη, ότι επιδρά θετικά στην αποδοτικότητα της 

εκχύλισης όταν αυξάνεται από 1000 σε 1500 psi. Αυτό µπορεί να οφείλεται στο γεγονός 

ότι διευκολύνεται, µε την υψηλή πίεση, η διείσδυση των µορίων του διαλύτη στο µητρικό 

υλικό και κατ’επέκταση η διάσπαση των αλληλεπιδράσεων αναλύτη-µητρικού υλικού. 

Έτσι, λαµβάνονται υψηλότερες τιµές ανάκτησης του αναλύτη.304 Ωστόσο, όταν η πίεση 

αυξήθηκε περαιτέρω (2000 psi), οι τιµές της ανάκτησης παρέµειναν σταθερές ή και 

χαµηλότερες. 

 

(Γ) Εύρεση του βέλτιστου χρόνου στατικής εκχύλισης 

Η διαδικασία εφαρµόστηκε σε διάφορους χρόνους: 2, 5, 10 και 15 min. Σε κάθε 

περίπτωση εφαρµόστηκε η βέλτιστη θερµοκρασία 100 oC και η βέλτιστη πίεση 1500 psi. 

Στο σχήµα 7.17 παρατηρείται ότι εφαρµόζοντας τη διαδικασία στατικής εκχύλισης 

στη συσκευή ASE για 15 min  λαµβάνονται οι βέλτιστες τιµές ανάκτησης και για τις 

τέσσερις ουσίες. 

Στη συνέχεια, εφαρµόζοντας ως βέλτιστη πίεση 1500 psi και βέλτιστο χρόνο στατικής 

εκχύλισης 15 min, µελετήθηκε, εκ νέου, η επίδραση της θερµοκρασίας στην 

αποδοτικότητα της εκχύλισης, δεδοµένου ότι αυτή αποτελεί τον πιο κρίσιµο παράγοντα 

στην διαδικασία ASE. 
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Θερµοκρασία Εκχύλισης 70 οC
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Θερµοκρασία Εκχύλισης 100 οC
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Θερµοκρασία Εκχύλισης 130 οC
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Θερµοκρασία Εκχύλισης 160 οC
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Σχήµα 7.15 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των 
αναλυτών σε διαφορετικές θερµοκρασίες, εφαρµόζοντας, 
κάθε φορά, πρόγραµµα δύο εκχυλίσεων 
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Πίεση 1000 psi
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Πίεση 1500 psi
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Πίεση 2000 psi

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

100.0

SDZ AcSDZ TMP DPS

Αναλύτες

%
 Α
π
ό
λ
υ
τη

 Α
ν
ά
κ
τη
σ
η

1η εκχύλιση

2η εκχύλιση

 
 

Σχήµα 7.16 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των 
αναλυτών σε διαφορετικές πιέσεις (µέση τιµή και τυπική 
απόκλιση από την ανάλυση τριών δειγµάτων 
εµβολιασµένων µε µίγµα αναλυτών), εφαρµόζοντας 
κάθε φορά πρόγραµµα δύο εκχυλίσεων 

 

(∆) Εύρεση της νέας βέλτιστης θερµοκρασίας εκχύλισης 

Εφαρµόστηκαν οι θερµοκρασίες: 70, 100, και 130 oC. Βρέθηκε ότι σε θερµοκρασία 70 
oC υπάρχει ένα ποσοστό των ουσιών που εκχυλίζεται µε τη δεύτερη φορά, παρ’ότι ο 

χρόνος στατικής εκχύλισης αυξήθηκε σε 15 min. Σε θερµοκρασίες 100 και 130 oC, οι 

τιµές της % απόλυτης ανάκτησης ήταν ικανοποιητικές. Ωστόσο, το υδατικό εκχύλισµα 

στους 130 oC ήταν αρκετά «επιβαρυµένο» από συστατικά του µητρικού υλικού, γεγονός 

που είχε ως αποτέλεσµα να µην είναι ικανοποιητική η ειδικότητα της χρωµατογραφικής 

µεθόδου, αλλά και η % υποβάθµιση του σήµατος ήταν µεγαλύτερη. 
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Χρόνος Στατικής Εκχύλισης 2 min
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Χρόνος Στατικής Εκχύλισης 5 min
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Χρόνος Στατικής Εκχύλισης 10 min
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Χρόνος Στατικής Εκχύλισης 15 min
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Σχήµα 7.17 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των 
αναλυτών σε διαφορετικούς χρόνους στατικής εκχύλισης 
(µέση τιµή και τυπική απόκλιση από την ανάλυση τριών 
δειγµάτων εµβολιασµένων µε µίγµα αναλυτών) 
εφαρµόζοντας κάθε φορά πρόγραµµα δύο εκχυλίσεων 

 

Έτσι, η βέλτιστη θερµοκρασία εκχύλισης είναι 100 oC, µε βέλτιστο χρόνο στατικής 

εκχύλισης 15 min και βέλτιστη πίεση 1500 psi. 
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(Ε) Εύρεση της βέλτιστης τιµής % Flush volume 

Μελετήθηκαν οι τιµές: 30, 60 και 80 % flush volume. Oι τιµές της % απόλυτης 

ανάκτησης βρέθηκαν µεγαλύτερες µε 60 και 80 % flush volume. Προτιµήθηκε η τιµή 60 

% επειδή λαµβάνεται µικρότερος όγκος εκχυλίσµατος (σχήµα ΠΙΙ_4). 

 

(ΣΤ) Άλλες δοκιµές 

Πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές µε έναν και δύο κύκλους της διαδικασίας ASE. ∆ε βρέθηκε 

σηµαντική διαφορά στις τιµές της % ανάκτησης µεταξύ των δύο περιπτώσεων (σχήµα 

ΠΙΙ_5). Έτσι, επιλέχθηκε η εκχύλιση να λαµβάνει χώρα σε έναν κύκλο του ASE. 

Ελέγχθηκαν, επίσης, κυψελίδες διαφορετικού όγκου (5 mL και 11 mL). Καλύτερα 

αποτέλεσµατα ανάκτησης ελήφθησαν µε τη χρήση κυψελίδας όγκου 11 mL. 

Ελέγχθηκε η επίδραση της κατεργασίας της «άµµου θαλάσσης» µε υδατικό διάλυµα 

Na2EDTA 0,1 M στην αποδοτικότητα της εκχύλισης. Η κατεργασία περιλαµβάνει πολύ 

καλή ανάδευση 60 g «άµµου θαλάσσης» µε 120 mL υδατικού διαλύµατος Na2EDTA 0,1 

M. Ακολουθεί διήθηση και θέρµανση στους 100 oC για 1 h. Η διαδικασία έκπλυσης της 

«άµµου θαλάσσης» οδηγεί, συνήθως, σε βελτίωση των τιµών της ανάκτησης, 

δεδοµένου ότι το Na2EDTA απενεργοποιεί προσµίξεις µετάλλων που βρίσκονται στην 

επιφάνειά της192 και πιθανόν δεσµεύει µέταλλα που βρίσκονται στο δείγµα, 

διευκολύνοντας την αποδέσµευση των αναλυτών από τα µέταλλα αυτά.189 Η δοκιµή, 

ωστόσο, έδειξε ότι η κατεργασία της «άµµου θαλάσσης» µε υδατικό διάλυµα Na2EDTA 

0,1 M δε βελτιώνει την αποδοτικότητα της εκχύλισης. 

Εκτός από την «άµµο θαλάσσης» µελετήθηκε και η «γη διατόµων», χωρίς, ωστόσο, να 

παρατηρηθούν αξιοσηµείωτες µεταβολές στις τιµές της ανάκτησης. 

Τέλος, µελετήθηκε η περίπτωση απώλειας µέρους µιας ή περισσοτέρων ουσιών κατά τη 

ψύξη και/ή φυγοκέντρηση, αναλύοντας δείγµατα εµβολιασµένα λίγο πριν και αµέσως 

µετά το στάδιο ψύξης/φυγοκέντρησης. ∆εν παρατηρήθηκε «απώλεια» σε καµία από τις 

ουσίες. 

 



152 
 

7.3 Βέλτιστη µέθοδος ASE/SPE για την παρασκευή δείγµατος σάρκας µε δέρµα 

ιχθύος 

Στο σχήµα 7.18 δίνεται η πορεία της εκχύλισης και στον πίνακα 7.3 δίνονται οι βέλτιστες 

τιµές των παραµέτρων ASE. Το έκλουσµα από τη στήλη SPE εξατµίζεται µε ρεύµα Ν2 

στους 40 οC και ανασυστάται µε 0,2 mL µίγµατος H2O/ACN 90/10 (v/v) που περιέχει 

0,05 % FA (v/v). Το διάλυµα που προκύπτει αναδεύεται, διηθείται µε φίλτρο PVDF 0,22 

µm και ενίεται στο σύστηµα LC/MS. 

 

 
Σχήµα 7.18 Βασικά στάδια της εκχύλισης ASE 

 

Υπολογίστηκε το % ποσοστό υποβάθµισης του σήµατος (σχήµα 7.19). Παρατηρείται ότι 

αυτό είναι µικρό (∼ 2 %) στην περίπτωση της AcSDZ, ενώ κυµαίνεται στα ίδια επίπεδα 

11  gg  ΑΑΛΛΕΕΣΣΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  ΚΚΑΑΙΙ  
ΟΟΜΜΟΟΓΓΕΕΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  ∆∆..  

ΣΣΑΑΡΡΚΚΑΑΣΣ  ΜΜΕΕ∆∆ΕΕΡΡΜΜΑΑ  

+ ΕΣΩΤΕΡΙΚΟ ΠΡΟΤΥΠΟ (DPS), 50 ng 
+ «ΑΜΜΟΣ ΘΑΛΑΣΣΗΣ» 

ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑ::   
ΡΡΥΥΘΘΜΜΙΙΣΣΗΗ  ppHH  →→  44  
ΑΑΡΡΑΑΙΙΩΩΣΣΗΗ  →→  2200  mmLL  

ΨΨΥΥΞΞΗΗ      00ooCC//1155  mmiinn  
                              --2200ooCC//1155  mmiinn  

ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  
1100..000000  rrppmm//1155  mmiinn//44  ooCC  

SSPPEE  
((44  mmLL  ΑΑΠΠ’’ΤΤΟΟ  

ΥΥΠΠΕΕΡΡΚΚΕΕΙΙΜΜΕΕΝΝΟΟ))  

ΟΟΜΜΟΟΙΙΟΟΓΓΕΕΝΝΗΗΣΣ    
ΠΠΑΑΣΣΤΤΑΑ  

ΚΚΥΥΨΨΕΕΛΛΙΙ∆∆ΑΑ  
∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  

ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΗΗ  AASSEE  
ΜΜΕΕ  ΗΗ22ΟΟ  
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για τις τρεις άλλες ουσίες (10 – 13 %). Στο σχήµα 7.20 φαίνονται οι τιµές της % σχετικής 

ανάκτησης των αναλυτών. 

 

Πίνακας 7.3 Βέλτιστη µέθοδος ASE 
 

 

Παράµετρος 
 

 

Βέλτιστη τιµή 
 

 

Χρόνος προθέρµανσης (min) 
 

0 
Χρόνος θέρµανσης (min) 5 

Χρόνος στατικής εκχύλισης (min) 15 
Flush volume (%) 60 

Purge (s) 60 
Κύκλοι 1 

Θρµοκρασία (οC) 100 
Πίεση (psi) 

Όγκος κυψελίδας (mL) 
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Σχήµα 7.19 Τιµές της % υποβάθµισης του σήµατος των 
αναλυτών και του IS που ελήφθησαν µε τη βέλτιστη 
ASE/SPE µέθοδο (µέση τιµή και τυπική απόκλιση από 
την ανάλυση τριών δειγµάτων) 
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Σχήµα 7.20 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης των 
αναλυτών που ελήφθησαν µε τη βέλτιστη ASE/SPE 
µέθοδο (µέση τιµή και τυπική απόκλιση από την ανάλυση 
τριών δειγµάτων εµβολιασµένων µε µίγµα αναλυτών) 
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Στο σχήµα 7.21 δίνονται τα υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» δείγµατος 

σάρκας µε δέρµα και ενός δείγµατος σάρκας µε δέρµα εµβολιασµένο µε µίγµα 

αναλυτών, που ελήφθησαν µε τη βέλτιστη ASE/SPE LC-ESI-MS µέθοδο. Παρατηρείται 

ότι δεν υπάρχει παρεµπόδιση από ουσίες του µητρικού υλικού στους χρόνους έκλουσης 

των αναλυτών και του IS. 

 

 

 

 

 

Σχήµα 7.21 Υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» 
δείγµατος σάρκας µε δέρµα και ενός δείγµατος σάρκας µε 
δέρµα εµβολιασµένο µε µίγµα αναλυτών, που ελήφθησαν µε τη 
βέλτιστη ASE/SPE LC-ESI-MS µέθοδο (5,22 min: SDZ 100 µg 
kg-1, 5,88 min: TMP 50 µg kg-1, 6,23 min: AcSDZ 100 µg kg-1, 
7,38 min: DPS 50 µg kg-1) 
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7.4 Εφαρµογή της βέλτιστης µεθόδου ASE/SPΕ σε διάφορες στήλες SPE 

Στη συνέχεια εφαρµόστηκε η βέλτιστη ASE/SPE µέθοδος χρησιµοποιώντας τις στήλες 

SPE που περιγράφησαν στο εδάφιο 6.3.5. Στο σχήµα 7.22 φαίνονται οι τιµές της % 

απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του IS που ελήφθησαν. Παρατηρείται ότι 

καλύτερες τιµές της απόλυτης ανάκτησης ελήφθησαν µε τις στήλες Abselut Nexus και 

Oasis HLB (93 - 102 % για τους αναλύτες και 85 - 91 % για το IS). 

Επιπλέον, µε τις στήλες Oasis HLB επετεύχθη η καλύτερη επαναληψιµότητα µεταξύ των 

δοκιµών (τιµές τυπικής απόκλισης 0,95 - 2,1). Οι στήλες Supel-Select HLB έχουν 

παρόµοιο πληρωτικό υλικό, ωστόσο, οι τιµές της απόλυτης ανάκτησης ήταν 

χαµηλότερες (53 - 67 % για τους αναλύτες και 45 % για το IS). Οι στήλες Strata–X 

αποτελούνται από πολυµερικό πληρωτικό υλικό, αλλά οι τιµές της απόλυτης ανάκτησης 

ήταν χαµηλότερες απ’ό,τι οι αντίστοιχες που ελήφθησαν µε στήλες Abselut Nexus και 

Oasis HLB. Οι στήλες ATOLL έδωσαν τις χαµηλότερες τιµές της απόλυτης ανάκτησης, 

ενώ επίσης, χαµηλές ήταν τιµές που ελήφθησαν µε τις στήλες Isolute C18 (EC) και DSC-

18. Στις δύο τελευταίες περιπτώσεις, το πληρωτικό υλικό αποτελείται από 

σιλανοποιηµένη σίλικα (C18) µε καλυµµένες τις ελεύθερες οµάδες σιλανόλης, που 

επιτρέπουν τη συγκράτηση των αναλυτών µέσω µη-πολικών αλληλεπιδράσεων. Έτσι, η 

συγκράτηση δεν είναι ικανοποιητική µε αποτέλεσµα τη χαµηλότερη απόδοση της 

διαδικασίας SPE. 

Στο σχήµα 7.23 φαίνονται οι τιµές της % σχετικής ανάκτησης των αναλυτών που 

ελήφθησαν εφαρµόζοντας τη βέλτιστη ASE/SPE µέθοδο στις ανωτέρω στήλες. Τα 

αποτελέσµατα για τους τρεις αναλύτες ήταν καλύτερα όταν χρησιµοποιήθηκαν στήλες 

Abselut Nexus και Oasis HLB (102 - 118 %). Με τις στήλες Supel–Select HLB οι τιµές % 

σχετικής ανάκτησης ήταν αρκετά υψηλές (119 - 149 %), επειδή η ανάκτηση του IS ήταν 

χαµηλή (45 %). Το ίδιο παρατηρείται µε τις στήλες Strata-X για την SDZ και την AcSDZ 

(130 και 157 % αντίστοιχα), µε τις στήλες ATOLL για την SDZ και την TMP (206 και 287 

%, αντίστοιχα), αλλά και µε τις στήλες Isolute C18 (EC) για την AcSDZ και την TMP (117 

και 197 %, αντίστοιχα) και µε τις στήλες DSC-18 για την AcSDZ και την TMP (164 και 

139 %, αντίστοιχα). 
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Σχήµα 7.22 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του εσωτερικού 
προτύπου που ελήφθησαν εφαρµόζοντας τη βέλτιστη ASE/SPE µέθοδο σε 
διάφορες στήλες (µέση τιµή και τυπική απόκλιση από την ανάλυση τριών 
δειγµάτων) 
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Σχήµα 7.23 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης των αναλυτών που ελήφθησαν 
εφαρµόζοντας τη βέλτιστη ASE/SPE µέθοδο σε διάφορες στήλες (µέση τιµή και 
τυπική απόκλιση από την ανάλυση τριών δειγµάτων) 

 

7.5 ∆οκιµή µε στήλες SPE κατιονανταλλάκτη 

Η διαδικασία SPE µε ιονανταλλαγή λαµβάνει χώρα µεταξύ ενός συστατικού που φέρει 

φορτισµένες οµάδες (κατιονικές ή ανιοντικές) και του στερεού υποστρώµατος που φέρει 

οµάδες αντιθέτου φορτίου από το φορτίο του συστατικού. Οι αλληλεπιδράσεις είναι 

ηλεκτροστατικής φύσεως και βασικό πλεονέκτηµα των έναντι των πολικών και µη 

πολικών αλληλεπιδρασεων, είναι ότι χαρακτηρίζονται από υψηλότερη εκλεκτικότητα, µε 

αποτέλεσµα να λαµβάνονται καθαρότερα εκχυλίσµατα. Τόσο το υπόστρωµα όσο και ο 
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αναλύτης πρέπει να είναι φορτισµένοι για τη συγκράτηση του δεύτερου από το πρώτο. 

Χρησιµοποιήθηκαν οι στήλες κατιονανταλλαγής Strata-X-C, της εταιρείας Phenomenex, 

δεδοµένου ότι τόσο η SDZ όσο και η TMP, αλλά και το IS, µπορούν να φορτιστούν 

θετικά. Βασικό πρόβληµα αποτέλεσε η AcSDZ, η οποία δε δύναται να φορτιστεί θετικά 

(είναι ακετυλιωµένη η αµινοµάδα -ΝΗ2). Ωστόσο, οι τιµές της απόλυτης ανάκτησης και 

για τις υπόλοιπες ουσίες δεν κρίθηκαν ικανοποιητικές. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ ΟΡΟΥ 

ΙΧΘΥΟΣ 

 

8.1 Ανάπτυξη της µεθόδου υγρό-υγρό εκχύλισης (LLE ) σε δείγµατα ορού305,306 

Κατά την ανάπτυξη της µεθόδου κατεργασίας ενός δείγµατος ορού ιχθύος µε LLE 

µελετήθηκαν οι εξής παράγοντες: 

�  ∆ιαλύτης της εκχύλισης, 

�  Επιπρόσθετη εκχύλιση, 

�  ∆ιαλύτης της έκπλυσης του δείγµατος (υδρογονάνθρακας). 

 

Για κάθε δοκιµή, παρασκευάστηκαν εµβολιασµένα δείγµατα ορού µε κάθε αναλύτη 

ξεχωριστά και στη συνέχεια µίγµατα αυτών. Ελέγχθηκε η αναπαραγωγιµότητα στην 

ανάκτηση κάθε αναλύτη σε κάθε περίπτωση. 

Ο ορός που χρησιµοποιήθηκε για τις παραπάνω µελέτες ήταν το υπερκείµενο υγρό που 

ελήφθηκε από το αίµα των ιχθύων, όταν αυτό φυγοκεντρήθηκε σε 8000 rpm, στους 8 
oC, για 10 min. 

Η γενική πορεία παρασκευής δείγµατος που ακολουθήθηκε είναι η εξής: 

Σε δοκιµαστικό σωλήνα τοποθετούνται 200 µL ορού αίµατος. Προστίθενται 2,0 mL 

διαλύτη εκχύλισης και 0,3 g άνυδρου Na2SO4. Το µίγµα αναδεύεται σε µηχανικό 

αναδευτήρα και φυγοκεντρείται σε 3000 rpm, για 10 min. Το υπερκείµενο υγρό 

(οργανική φάση) αποχύνεται σε άλλο δοκιµαστικό σωλήνα και εξατµίζεται µέχρι ξηρού, 

µε τη διοχέτευση ρεύµατος N2 στους 40 oC στη συσκευή TurboVap. Το στερεό 

υπόλειµµα ανασυστάται µε 0,5 mL DS. Ακολουθεί ανάδευση σε µηχανικό αναδευτήρα. 

Προστίθεται 1,0 mL διαλύτη έκπλυσης και το µίγµα αναδεύεται εκ νέου. Το διφασικό 

σύστηµα που προκύπτει, ψύχεται σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας χαµηλότερης των 20 
oC για 15 min και φυγοκεντρείται σε 3000 rpm, για 15 min. Τέλος, απορρίπτεται η 
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στιβάδα του υδρονάνθρακα (άνω στιβάδα), ενώ η κάτω στιβάδα διηθείται µε φίλτρο 

PVDF 0,22 µm και ενίεται στο σύστηµα LC/MS.  

Για την παρασκευή των εµβολιασµένων δειγµάτων ορού, προστίθεται αρχικά ποσότητα 

(π.χ. 50 µL) από πρότυπο διάλυµα κατάλληλης συγκέντρωσης, εξατµίζεται µε τη 

διοχέτευση ρεύµατος N2 στους 40 oC στο TurboVap και ανασυστάται µε 200 µL ορού. 

Στη συνέχεια, ακολουθείται η πορεία που περιγράφηκε παραπάνω. Για την παρασκευή 

των δειγµάτων ορού εµβολιασµένων µετά την εκχύλιση, χρησιµοποιούνται πρότυπα 

διάλυµατα κατάλληλης συγκέντρωσης για την ανασύσταση του στερεού υπολείµµατος. 

Για την παρασκευή άγνωστων δειγµάτων ορού, προστίθεται αρχικά ποσότητα IS (DPS) 

(π.χ. 50 µL από διάλυµα 1000 ng mL-1 DS), εξατµίζεται µε τη διοχέτευση ρεύµατος N2 

στους 40 oC και ανασυστάται µε 200 µL ορού του αγνώστου δείγµατος. 

 

Εύρεση του βέλτιστου διαλύτη εκχύλισης 

Για την εκχύλιση των αναλυτών από δείγµατα ορού δοκιµάστηκαν οι εξής διαλύτες: 

EtOΑc, αιθυλική αλκοόλη (EtOH), ACN και MeOH. 

∆εν πραγµατοποιήθηκε επιπρόσθετη εκχύλιση και ως διαλύτης έκπλυσης 

χρησιµοποιήθηκε το n-επτάνιο. 

Για κάθε δοκιµή παρασκευάστηκαν: 

�  Τρία πρότυπα διαλύµατα σε µίγµα αρχικής κινητής φάσης (DS), 

�  Ένα «λευκό» δείγµα ορού για τον έλεγχο της ειδικότητας της µεθόδου, 

�  ∆ύο δείγµατα ορού εµβολιασµένα µετά την LLE και πριν την έκπλυση, 

�  Τρία δείγµατα ορού εµβολιασµένα πριν την LLE. 

 

Οι συγκεντρώσεις των πρότυπων διαλυµάτων και δειγµάτων ήταν: 100 ng mL-1 DS 

(SDZ, AcSDZ), 50 ng mL-1 DS (TMP) και 50 ng mL-1 DS (DPS). 

Σύµφωνα µε την παρασκευαστική πορεία, ένα δείγµα συγκέντρωσης 100 ng mL-1 DS 

αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 250 ng mL-1 ορού. 
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Στο σχήµα 8.1 φαίνονται οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του IS, 

που ελήφθησαν χρησιµοποιώντας κάθε έναν από τους ανωτέρω διαλύτες εκχύλισης, 

ενώ στο σχήµα 8.2 φαίνονται οι αντίστοιχες τιµές της % σχετικής ανάκτησης των 

αναλυτών. 

Παρατηρείται ότι οι βέλτιστες τιµές της % απόλυτης ανάκτησης για τους τρεις αναλύτες 

και το IS ελήφθησαν, όταν ως διαλύτης εκχύλισης χρησιµοποιήθηκε ο EtOAc (% 

απόλυτη ανάκτηση 78 - 97 %). Αντίθετα, η χρήση της EtOH και της MeOH οδήγησαν σε 

χαµηλές τιµές ανάκτησης, τόσο για τους αναλύτες όσο και για το IS, µε εξαίρεση την 

AcSDZ, της οποίας η µέση % ανάκτηση που ελήφθηκε µε την EtOH ήταν 96 % και µε 

την MeOH ήταν 80 %. Με το ACN οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των τριών 

αναλυτών ήταν ικανοποιητικές (94 - 117 %), όχι, όµως, για το IS (34 %). 

Οι τιµές της % σχετικής ανάκτησης που ελήφθησαν µε τον EtOAc ως διαλύτη εκχύλισης 

ήταν ικανοποιητικές (110 - 125 %) και για τις τέσσερις ουσίες. Με τους υπόλοιπους τρεις 

διαλύτες, όµως, η εκχύλιση του IS κυµάνθηκε σε χαµηλά επίπεδα (13 - 34 %), µε 

αποτέλεσµα οι τιµές της % σχετικής ανάκτησης των αναλυτών να είναι µη αποδεκτές. 

Στο σχήµα 8.3 παρατηρείται ότι η υποβάθµιση του σήµατος είναι µεγαλύτερη όταν ως 

διαλύτης εκχύλισης χρησιµοποιήθηκε η EtOH (10 - 35 %) και η MeOH (12 - 30 %). 

Χαµηλότερη υποβάθµιση του σήµατος για τους αναλύτες ελήφθηκε µε το ACN (8 - 11 

%) και λίγο υψηλότερη µε τον EtOAc (10 - 20 %) ως διαλύτη εκχύλισης. Για το IS οι 

τιµές ήταν 28 και 23 %, αντίστοιχα. Τελικά, προτιµήθηκε ο οξικός αιθυλεστέρας ως 

διαλύτης εκχύλισης επειδή οι τιµές της % ανάκτησης του εσωτερικού προτύπου ήταν 

υψηλότερες µε τον συγκεκριµένο διαλύτη. 

 

Επιπρόσθετη εκχύλιση 

Προκειµένου να διαπιστωθεί αν απαιτείται επιπρόσθετη εκχύλιση και αν ναι, µε ποιον 

όγκο EtOAc, έγιναν οι εξής δοκιµές (όγκοι διαλύτη πρώτης + δεύτερης εκχύλισης): 2 mL 

(χωρίς δεύτερη εκχύλιση), 2 mL + 2 mL, 2 mL + 1 mL, 2 mL + 0,5 mL. 

Ως διαλύτης έκπλυσης χρησιµοποιήθηκε το n-επτάνιο (σχήµατα 8.4 - 8.6). Στο σχήµα 

8.4 φαίνεται ότι οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών είναι ικανοποιητικές  
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Σχήµα 8.1 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη εκχύλισης (τα 
αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη µέση τιµή 
τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 

Σχήµα 8.2 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη εκχύλισης (τα 
αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη µέση τιµή 
τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 
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Σχήµα 8.3 Τιµές της % υποβάθµισης του σήµατος 
που ελήφθησαν µε διαφορετικό διαλύτη εκχύλισης 
(τα αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη µέση 
τιµή τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 

 

µε και χωρίς επιπλέον στάδιο εκχύλισης. Η % απόλυτη ανάκτηση της DPS βελτιώνεται 

µε επιπλέον εκχύλιση χρησιµοποιώντας 0,5 mL EtOAc, ωστόσο, µεγαλύτερες 

ποσότητες του διαλύτη (1,0 και 2,0 mL) οδηγούν σε µεγαλύτερη υποβάθµιση του 

σήµατος (σχήµα 8.6). Αυτό, πιθανόν, οφείλεται στην εκχύλιση µεγαλύτερων ποσοτήτων 

παρεµποδιζουσών ουσιών. 

 



163 
 

SDZ
TMP

AcSDZ
DPS

2
2 + 0.5

2 + 1.0
2 + 2

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

100.0

120.0

% Απόλυτη 
Ανάκτηση

Αναλύτης

Όγκος EtOAc 
(mL)

 

SDZ
TMP

AcSDZ

2

2 + 0.5 

2 + 1.0 
2 + 2 

115.0

120.0

125.0

130.0

135.0

140.0

145.0

150.0

% Σχετική 
Ανάκτηση

Αναλύτης

Όγκος EtOAc 
(mL)

Σχήµα 8.4 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε και χωρίς επιπρόσθετη εκχύλιση 
(τα αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη µέση 
τιµή τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 

Σχήµα 8.5 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης που 
ελήφθησαν µε και χωρίς επιπρόσθετη εκχύλιση (τα 
αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη µέση τιµή 
τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 
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Σχήµα 8.6 Τιµές της % υποβάθµισης του σήµατος 
που ελήφθησαν µε και χωρίς επιπρόσθετη 
εκχύλιση (τα αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν 
τη µέση τιµή τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 

 

Από τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι η βέλτιστη εκχύλιση πραγµατοποιείται µε 2 + 

0,5 mL οξικού αιθυλεστέρα. 

 

Εύρεση του βέλτιστου διαλύτη έκπλυσης 

Προκειµένου να καθαριστεί το δείγµα ορού από ουσίες που δύναται να παρεµποδίζουν 
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την ανάλυση, δοκιµάστηκαν οι εξής διαλύτες: n-πεντάνιο, n-εξάνιο, n-επτάνιο. Κάθε 

διαλύτης δοκιµάστηκε µε όγκο 1,0 mL και 0,5 mL. Η εκχύλιση πραγµατοποιήθηκε µε 

(2,0 + 0,5) mL EtOAc. 

Από τη µελέτη παρατηρείται (σχήµα 8.7) ότι όταν χρησιµοποιείται 0,5 mL διαλύτη για 

τον καθαρισµό του δείγµατος, οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης δε διαφοροποιούνται 

σηµαντικά. Με το n-πεντάνιο η % απόλυτη ανάκτηση κυµάνθηκε από 73 - 101 %, µε το 

n-εξάνιο 73 - 103 % και µε το n-επτάνιο 73 - 101 %, επίσης. Με χρήση 1,0 mL από τον 

διαλύτη έκπλυσης, το n-εξάνιο έδωσε λίγο καλύτερα αποτελέσµατα απόλυτης 

ανάκτησης (78 - 106 %), σε σχέση µε το n-πεντάνιο (75 - 104 %) και το n-επτάνιο (77 - 

90 %). Επιπλέον, οι τιµές της τυπικής απόκλισης ήταν καλύτερες µε χρήση 1,0 mL n-

εξανίου (0,643 - 3,260), ενώ µε 1,0 mL n-επτανίου οι αντίστοιχες τιµές ήταν σηµαντικά 

υψηλές, τόσο για τους αναλύτες όσο και για το IS (11,403 – 19,601). 

Στα σχήµατα ΠΙΙΙ_1 και ΠΙΙΙ_2 δίνονται οι τιµές της % σχετικής ανάκτησης και το % 

ποσοστό υποβάθµισης του σήµατος για κάθε ουσία. Παρατηρείται ότι η µικρότερη 

υποβάθµιση του σήµατος εµφανίστηκε µε το n-εξάνιο (1,0 mL). 

Έτσι, για τη βέλτιστη έκπλυση του δείγµατος επελέχθη το 1,0 mL n-εξανίου. 

 

8.2 Βέλτιστη µέθοδος LLE  σε δείγµατα ορού 

Στο σχήµα 8.8 δίνεται η βέλτιστη πορεία της LLE των αναλυτών από δείγµατα ορού 

ιχθύος και στο σχήµα 8.9 δίνονται τα υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» 

δείγµατος ορού και ενός δείγµατος ορού εµβολιασµένου µε µίγµα αναλυτών, που 

ελήφθησαν µε τη βέλτιστη µέθοδο. Παρατηρούµε ότι δεν υπάρχει παρεµπόδιση στους 

χρόνους έκλουσης των αναλυτών και του IS, από ουσίες του µητρικού υλικού. 
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Σχήµα 8.7 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης που ελήφθησαν 
µε έκπλυση µε n-πεντάνιο, n-εξάνιο και n-επτάνιο σε όγκους 
1,0 mL και 0,5 mL (τα αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη 
µέση τιµή τριών δειγµάτων σε κάθε περίπτωση) 
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Σχήµα 8.8 Βασικά στάδια της βέλτιστης 
µεθόδου LLE των αναλυτών από δείγµα ορού 
ιχθύος (∆Σ=δοκιµαστικός σωλήνας) 

 

 

 

 

ΣΣεε  ∆∆ΣΣ  ΑΑ::  220000  µµLL  οορροούύ  

+ ΕΣΩΤΕΡΙΚΟ ΠΡΟΤΥΠΟ (DPS), 
50 ng 

++  22,,00  mmLL  EEttOOAAcc  
++  00,,33  gg  άάννυυδδρροο  NNaa22SSOO44  

ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  
33000000  rrppmm  //  1100  mmiinn  

ΑΑΠΠΟΟΧΧΥΥΣΣΗΗ  ΤΤΟΟΥΥ  
ΥΥΠΠΕΕΡΡΚΚΕΕΙΙΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  ΣΣΕΕ  ∆∆ΣΣ  ΒΒ  

⇒⇒    ΕΕΞΞΑΑΤΤΜΜΙΙΣΣΗΗ  

ΣΣΤΤΟΟ  ∆∆ΣΣ  ΑΑ::   ++  00,,55  mmLL  EEttOOAAcc  
ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  //  ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  //  ΑΑΠΠΟΟΧΧΥΥΣΣΗΗ  //  

ΕΕΞΞΑΑΤΤΜΜΙΙΣΣΗΗ  

ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΣΣΤΤΑΑΣΣΗΗ  ΜΜΕΕ  00,,55  mmLL  DDSS  
ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  

ΕΕΚΚΠΠΛΛΥΥΣΣΗΗ  ΜΜΕΕ  11,,00  mmLL  nn--ΕΕΞΞΑΑΝΝΙΙΟΟΥΥ  
ΨΨΥΥΞΞΗΗ  ΤΤΟΟΥΥ  ∆∆ΙΙΦΦΑΑΣΣΙΙΚΚΟΟΥΥ  ΣΣΥΥΣΣΤΤΗΗΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  //  

ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  
33000000  rrppmm  //  1155  mmiinn  

ΑΑΠΠΟΟΜΜΑΑΚΚΡΡΥΥΝΝΣΣΗΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΑΑΝΝΩΩ  ΣΣΤΤΙΙΒΒΑΑ∆∆ΑΑΣΣ  nn--
ΕΕΞΞΑΑΝΝΙΙΟΟΥΥ  

∆∆ΙΙΗΗΘΘΗΗΣΣΗΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΚΚΑΑΤΤΩΩ  ΣΣΤΤΙΙΒΒΑΑ∆∆ΑΑΣΣ  
ΕΕΝΝΕΕΣΣΗΗ  ΣΣΤΤΟΟ  LLCC//MMSS  
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Σχήµα 8.9 Υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» 
δείγµατος ορού και ενός δείγµατος ορού εµβολιασµένου µε 
µίγµα αναλυτών, που ελήφθησαν µε τη βέλτιστη µέθοδο (5,18 
min: SDZ 250 ng mL-1, 5,58 min: TMP 175 ng mL-1, 6,21 min: 
AcSDZ 250 ng mL-1, 7,33 min: DPS 175 ng mL-1) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ ΗΠΑΤΟΣ 

ΙΧΘΥΟΣ 

 

9.1 Ανάπτυξη µεθόδου QuEChERS  σε δείγµατα ήπατος 

Η πορεία QuEChERS είναι µία γρήγορη και αρκετά ευέλικτη πορεία, φθηνή, 

αποτελεσµατική, ανθεκτική και ασφαλής. Στην παρούσα διατριβή, διερευνήθηκε η 

εφαρµογή της πορείας αυτής στην ανάλυση των δειγµάτων ήπατος ιχθύος, προκειµένου 

για τον προσδιορισµό των SDZ, AcSDZ και TMP µε IS την DPS. Πιο συγκεκριµένα, 

έγιναν τροποποιήσεις σε δηµοσιευµένη µέθοδο για τον προσδιορισµό SAs σε ήπαρ 

βοδιού µε σύστηµα LC/MS/MS.307 Στο σχήµα 9.1 δίνεται διαγραµµατικά η 

τροποποιηµένη µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε. 

Αναλύθηκαν: 

�  Ένα «λευκό» δείγµα ήπατος για τον έλεγχο της ειδικότητας της µεθόδου, 

�  ∆ύο δείγµατα ήπατος εµβολιασµένα µετά την πορεία QuEChERS, 

�  Τρία δείγµατα ήπατος εµβολιασµένα πριν την πορεία QuEChERS. 

 

Οι συγκεντρώσεις των δειγµάτων ήταν: 100 ng mL-1 DS (SDZ, AcSDZ), 50 ng mL-1 DS 

(TMP) και 50 ng mL-1 DS (DPS). 

Οι δοκιµές που έγιναν δεν έδωσαν ικανοποιητικά αποτελέσµατα και, έτσι, 

εγκαταλήφθηκε η µέθοδος αυτή. 

 

9.2 Ανάπτυξη της µεθόδου ASE/SPE σε δείγµατα ήπατος 

∆οκιµάστηκε, αρχικά, η εφαρµοσιµότητα σε δείγµατα ήπατος της µεθόδου ASE/SPE για 

δείγµατα σάρκας µε δέρµα, η ανάπτυξη της οποίας περιγράφηκε στα εδάφια 7.1 και 7.2. 

Κατά τη µελέτη αυτή, παρουσιάζονταν διάφορα προβλήµατα, µε σηµαντικότερο αυτό 

της µη αποπεράτωσης της εκχυλιστικής διαδικασίας από τη συσκευή ASE λόγω  
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Σχήµα 9.1 Πορεία QuEChERS που δοκιµάστηκε στην παρούσα 
διατριβή για τον προσδιορισµό των SDZ, TMP και AcSDZ, µε IS DPS, 
σε ήπαρ ιχθύος, µε σύστηµα LC/MS της εταιρείας Waters 

 

ατελούς πλήρωσης της κυψελίδας µε διαλύτη (H2O) πριν το στάδιο θέρµανσης και 

διακοπή της εκτέλεσης της µεθόδου, λόγω ατελούς εκτέλεσης του σταδίου flush και 

λόγω ατελούς εκτέλεσης του σταδίου purge. 

00,,55  gg  ((±±  00,,0055  gg))  ΟΟΜΜΟΟΓΓΕΕΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ    
∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ΗΗΠΠΑΑΤΤΟΟΣΣ  ΣΣΕΕ  ΣΣΩΩΛΛΗΗΝΝΑΑ  ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗΣΣ  ΟΟΓΓΚΚΟΟΥΥ  5500  mmLL  

ΕΕΜΜΒΒΟΟΛΛΙΙΑΑΣΣΜΜΟΟΣΣ  ΜΜΕΕ  ∆∆ΙΙΑΑΛΛΥΥΜΜΑΑ  IISS  ήή  //κκααιι  ΜΜΕΕ  ∆∆ΙΙΑΑΛΛΥΥΜΜΑΑ  QQCC  
ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  3300  ss  

ΠΠΡΡΟΟΣΣΘΘΗΗΚΚΗΗ  11,,55  mmLL  HH22OO  //  ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  1100  ss  

ΠΠΡΡΟΟΣΣΘΘΗΗΚΚΗΗ  55  mmLL  AACCNN  ΠΠΟΟΥΥ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΕΕΧΧΕΕΙΙ  AAccOOHH  ΣΣΕΕ  ΑΑΝΝΑΑΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ  11  %%  ((vv//vv))  //  ΙΙΣΣΧΧΥΥΡΡΗΗ  
ΑΑΝΝΑΑΚΚΙΙΝΝΗΗΣΣΗΗ  3300  ss  

  
ΑΑΝΝΑΑΔΔΕΕΥΥΣΣΗΗ  1100  ss  

ΠΠΡΡΟΟΣΣΘΘΗΗΚΚΗΗ  ΜΜΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ΑΑΛΛΑΑΤΤΩΩΝΝ  ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΗΗΣΣ  ΜΜΕΕ  ΡΡΥΥΘΘΜΜΙΙΣΣΗΗ  ΤΤΟΟΥΥ  ppHH  AA   
ΙΙΣΣΧΧΥΥΡΡΗΗ  ΑΑΝΝΑΑΚΚΙΙΝΝΗΗΣΣΗΗ  6600  ss  

ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  44000000  rrppmm  //  55  mmiinn  

ΜΜΕΕΤΤΑΑΦΦΟΟΡΡΑΑ  ΚΚΛΛΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ΟΟΓΓΚΚΟΟΥΥ  33  mmLL  ΤΤΗΗΣΣ  ΑΑΝΝΩΩ  ΣΣΤΤΙΙΒΒΑΑ∆∆ΑΑΣΣ  AACCNN  ΣΣΕΕ  ΣΣΩΩΛΛΗΗΝΝΑΑ  ΟΟΓΓΚΚΟΟΥΥ  
1155  mmLL  ΠΠΟΟΥΥ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΕΕΧΧΕΕΙΙ  ΜΜΕΕΣΣΑΑ  ∆∆ΙΙΑΑΣΣΠΠΟΟΡΡΑΑΣΣ  ΓΓΙΙΑΑ  ddSSPPEE  BB   

ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  22  mmiinn  //  ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  44000000  rrppmm  //  55  mmiinn  

ΜΜΕΕΤΤΑΑΦΦΟΟΡΡΑΑ  ΚΚΛΛΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ΟΟΓΓΚΚΟΟΥΥ  22  mmLL  ΑΑΠΠΟΟ  ΤΤΟΟ  ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑ  ΣΣΕΕ  ∆∆ΣΣ  
ΕΕΞΞΑΑΤΤΜΜΙΙΣΣΗΗ  ((ΝΝ22  //  4400  ooCC))  

ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΣΣΤΤΑΑΣΣΗΗ  ((220000  µµLL  ΜΜΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  AACCNN//HH22OO  11//99  ((vv//vv))  ΠΠΟΟΥΥ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΕΕΧΧΕΕΙΙ  FFAA  00,,0055%%((vv//vv))))  
∆∆ΙΙΗΗΘΘΗΗΣΣΗΗ  ((ΦΦΙΙΛΛΤΤΡΡΑΑ  PPVVDDFF  00,,2222  µµmm))  
ΕΕΝΝΕΕΣΣΗΗ  ΣΣΤΤΟΟ  ΣΣΥΥΣΣΤΤΗΗΜΜΑΑ  LLCC//MMSS  

ΑΑ  ΓΓιιαα  δδεείίγγµµαα  00,,55  gg  χχρρηησσιιµµοοπποοιιοούύννττααιι::  11  gg  άάννυυδδρροουυ  MMggSSOO44,,  225500  mmgg  NNaaCCll,,  225500  mmgg  
NNaaCCiitt rraattee,,  112255  mmgg  ddiissooddiiuumm  cciitt rraattee  sseessqquuiihhyyddrraattee  

BB  ΓΓιιαα  κκλλάάσσµµαα  εεκκχχυυλλίίσσµµααττοοςς  όόγγκκοουυ  33  mmLL  χχρρηησσιιµµοοπποοιιοούύννττααιι::  7755  mmgg  PPSSAA,,  7755  mmgg  CC1188,,  
445500  mmgg  άάννυυδδρροουυ  MMggSSOO44  
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Πιθανόν, η υψηλή περιεκτικότητα του ήπατος ιχθύος σε λιπαρές ύλες «βούλωνε» το 

φίλτρο στην κυψελίδα, γεγονός που διέκοπτε την ροή εκτέλεσης της µεθόδου. Έτσι, 

έγιναν προσπάθειες τροποποίησης της ανωτέρω µεθόδου. 

Αρχικά, δοκιµάστηκαν διαφορετικά φίλτρα στην κυψελίδα του δείγµατος (GF/B, MN GF-

1, RundFilter), αλλά δε λύθηκε το πρόβληµα. Στη συνέχεια, δοκιµάστηκαν διαφορετικοί 

διαλύτες εκχύλισης: (α) MeOH και (β) µίγµα ACN/TCA 10-3 Μ pH 4 σε αναλογία 2/1 

(v/v), µε ταυτόχρονη µείωση της ποσότητας του δείγµατος ASE, από 1 g σε 0,5 g. Και 

στις δύο περιπτώσεις, τα προβλήµατα του ASE ξεπεράστηκαν, οι τιµές της % 

ανάκτησης, όµως, ήταν ιδιαίτερα χαµηλές. Τέλος, έγιναν δύο δοκιµές στον τρόπο 

έκπλυσης του δείγµατος µε το n-επτάνιο, µε ταυτόχρονη περαιτέρω µείωση του 

δείγµατος σε 0,2 g. Στην πρώτη περίπτωση, µετά την εκχύλιση του ASE, την ψύξη και 

τη φυγοκέντρηση του εκχυλίσµατος, κλάσµα όγκου 4 mL κατεργάστηκε µε 4 mL n- 

επτανίου: το διφασικό σύστηµα αναδεύτηκε, ψύχθηκε (παγόνερο) και φυγοκεντρήθηκε 

(3000 rpm /15 min /4 oC) και αφού αποµακρύνθηκε η άνω στιβάδα του n-επτανίου, 

τοποθετήθηκε στη στήλη SPE. Ακολουθήθηκε η πορεία που περιγράφηκε στο εδάφιο 

7.3, χωρίς, όµως, το στάδιο έκπλυσης του n-επτανίου. 

Στη δεύτερη δοκιµή, κλάσµα του εκχυλίσµατος ASE όγκου 4 mL τοποθετήθηκε στη 

στήλη SPE και ακολουθήθηκε η πορεία του εδαφίου 7.3, χωρίς, όµως, το στάδιο 

έκπλυσης του n-επτανίου. Το µεθανολικό εκχύλισµα από την πορεία SPE όγκου 2 mL 

κατεργάστηκε µε 2 mL n-επτανίου [αναδεύτηκε, ψύχθηκε (παγόνερο) και 

φυγοκεντρήθηκε (3000 rpm /15 min /4 oC)] και αφού αποµακρύνθηκε η άνω στιβάδα του 

n-επτανίου, ακολούθησε η εξάτµιση, η ανασύσταση και η διήθηση του δείγµατος. Και 

στις δύο περιπτώσεις (α και β), η ανασύσταση έγινε µε 0,2 mL DS και τα αποτελέσµατα 

ήταν ικανοποιητικά (η µέση % απόλυτη ανάκτηση των τριών αναλυτών και του IS ήταν 

85 %). Ωστόσο, η αντιστοίχηση της συγκέντρωσης του τελικού διαλύµατος του 

δείγµατος και της αρχικής συγκέντρωσης στον ιστό ήπατος δεν ήταν ικανοποιητική (το 

τελικό διάλυµα συγκέντρωσης 100 ng SDZ ανά mL DS, αντιστοιχούσε σε αρχική 

συγκέντρωση 500 µg kg-1 ιστού ήπατος) (αντίστοιχες τιµές για AcSDZ, TMP και DPS). 

Για το λόγο αυτό, δοκιµάστηκε η περίπτωση έκπλυσης β, αλλά µε τις διαφοροποιήσεις: 

�  εµβολιασµός στο δείγµα µάζας 0,2 g µε 20 ng SDZ, AcSDZ και 10 ng TMP, DPS και 
όχι 100 ng και 50 ng, αντίστοιχα, 
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�  τοποθέτηση στη στήλη SPE ολόκληρης της ποσότητας του αραιωµένου 
εκχυλίσµατος ASE (όγκου 20 mL). 

 

Με τον τρόπο αυτό επετεύχθη η αντιστοίχηση της συγκέντρωσης του τελικού 

διαλύµατος 100 ng SDZ ανά mL DS, µε 100 µg kg-1 ιστού ήπατος (αντίστοιχες τιµές για 

AcSDZ, TMP και DPS). ∆εν παρουσιάστηκε παρεµπόδιση στους χρόνους έκλουσης 

των αναλυτών και του IS και οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης κρίθηκαν 

ικανοποιητικές. Έτσι, η µέθοδος διαµορφώθηκε όπως φαίνεται στο σχήµα 9.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 9.2 Βασικά στάδια της πορείας 
παρασκευής δείγµατος ήπατος ιχθύος 

00,,22  gg  ΟΟΜΜΟΟΓΓΕΕΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  
ΙΙΣΣΤΤΟΟΥΥ  ΗΗΠΠΑΑΤΤΟΟΣΣ  

+ ΕΣΩΤΕΡΙΚΟ ΠΡΟΤΥΠΟ (DPS), 10 ng 
+ «ΑΜΜΟΣ ΘΑΛΑΣΣΗΣ» 

ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑ::   
ΡΡΥΥΘΘΜΜΙΙΣΣΗΗ  ppHH  →→  44  &&  ΑΑΡΡΑΑΙΙΩΩΣΣΗΗ  →→  2200  mmLL  

ΨΨΥΥΞΞΗΗ    00  ooCC  //  1155  mmiinn  &&  2200  ooCC  //  1155  mmiinn  

ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  
1100..000000  rrppmm//  1155  mmiinn//  44  ooCC  

SSPPEE  
ΤΤΟΟΠΠΟΟΘΘΕΕΤΤΕΕΙΙΤΤΑΑΙΙ  ΤΤΟΟ  ΣΣΥΥΝΝΟΟΛΛΟΟ  ΤΤΟΟΥΥ  

ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ((2200  mmLL))  

22  mmLL  SSPPEE  ΜΜΕΕΘΘΑΑΝΝΟΟΛΛΙΙΚΚΟΟΥΥ  
ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  

++  22  mmLL  nn--ΕΕΠΠΤΤΑΑΝΝΙΙΟΟΥΥ  

ΑΑΝΝΑΑ∆∆ΕΕΥΥΣΣΗΗ  //  ΨΨΥΥΞΞΗΗ    00  ooCC  //  1155  mmiinn  
ΦΦΥΥΓΓΟΟΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΗΗΣΣΗΗ  

33..000000  rrppmm//  1155  mmiinn//  44  
oo
CC  

ΑΑΠΠΟΟΜΜΑΑΚΚΡΡΥΥΝΝΣΣΗΗ  ΑΑΝΝΩΩ  ΣΣΤΤΙΙΒΒΑΑ∆∆ΑΑΣΣ    
nn--ΕΕΠΠΤΤΑΑΝΝΙΙΟΟΥΥ→→ΕΕΞΞΑΑΤΤΜΜΙΙΣΣΗΗ  
ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΣΣΤΤΑΑΣΣΗΗ  ((00,,22  mmLL  DDSS))  

∆∆ΙΙΗΗΘΘΗΗΣΣΗΗ  //  ΕΕΝΝΕΕΣΣΗΗ  ΣΣΤΤΟΟ  LLCC//MMSS  

ΟΟΜΜΟΟΙΙΟΟΓΓΕΕΝΝΗΗΣΣ  ΠΠΑΑΣΣΤΤΑΑ  ⇒⇒  
ΚΚΥΥΨΨΕΕΛΛΙΙ∆∆ΑΑ  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ⇒⇒  
ΕΕΚΚΧΧΥΥΛΛΙΙΣΣΗΗ  AASSEE  ΜΜΕΕ  ΗΗ22ΟΟ 
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Οι τιµές των παραµέτρων του ASE είναι αυτές του πίνακα 7.3 (εδάφιο 7.3) ενώ η πορεία 

SPE δίνεται στο σχήµα 9.3. 

Το έκλουσµα από τη στήλη SPE κατεργάστηκε µε 2 mL n-επτανίου [αναδεύτηκε, 

ψύχθηκε (παγόνερο) και φυγοκεντρήθηκε (3000 rpm /15 min /4 oC)] και αφού 

αποµακρύνθηκε η άνω στιβάδα του n-επτανίου, εξατµίστηκε µε ρεύµα N2 στους 40 οC. 

Ακολούθως ανασυστάθηκε µε 0,2 mL µίγµατος H2O/ACN 90/10 (v/v) που περιείχε 0,05 

% FA (v/v), διηθήθηκε µε φίλτρο PVDF 0,22 µm και ενέθηκε στο σύστηµα LC/MS. Στα 

σχήµατα 9.4 και 9.5 δίνονται οι τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των αναλυτών και του 

IS και οι τιµές της % σχετικής ανάκτησης των αναλυτών, αντίστοιχα, που ελήφθησαν µε 

τη τροποποιηµένη µέθοδο ASE/SPE. Υπολογίστηκε το % ποσοστό υποβάθµισης του 

σήµατος (Σχήµα 9.6). 

Η µέση % ανάκτηση για την SDZ ήταν 83,0 % και για την AcSDZ 90,4 %. Χαµηλότερη 

ήταν η % ανάκτηση για την TMP (76,2 %) και για την DPS (78,6 %). H υποβάθµιση του 

σήµατος στα δείγµατα ήπατος κυµάνθηκε σε υψηλότερα επίπεδα από τα αντίστοιχα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 9.3 Πορεία SPE για τον 
καθαρισµό δείγµατος ήπατος ιχθύος 

 

ΕΕΞΞΙΙΣΣΟΟΡΡΡΡΟΟΠΠΗΗΣΣΗΗ  
2 mL H2O 

ΕΕΝΝΕΕΡΡΓΓΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΣΣΗΗ//  ΕΕΠΠΙΙ∆∆ΙΙΑΑΛΛΥΥΤΤΩΩΣΣΗΗ  
                      2 mL MeOH 

ΤΤΟΟΠΠΟΟΘΘΕΕΤΤΗΗΣΣΗΗ  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  
ΚΛΑΣΜΑ Υ∆ΑΤΙΚΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ 

ΟΓΚΟΥ 4 mL pH ∼4 

ΕΕΚΚΠΠΛΛΥΥΣΣΗΗ  
4 mL ΜΙΓΜΑΤΟΣ MeOH / H2O  

5 / 95 (v/v) 

ΞΞΗΗΡΡΑΑΝΝΣΣΗΗ  ΣΣΤΤΗΗΛΛΗΗΣΣ  

ΕΕΚΚΛΛΟΟΥΥΣΣΗΗ  
2 mL MeOH 
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Σχήµα 9.4 Τιµές της % απόλυτης ανάκτησης των 
αναλυτών και του IS που ελήφθησαν µε τη 
τροποποιηµένη µέθοδο ASE/SPE µε εµβολιασµένα 
δείγµατα ήπατος ιχθύος (τα αποτελέσµατα που δίνονται 
αφορούν τη µέση τιµή τριών δειγµάτων σε κάθε 
περίπτωση, ενώ φαίνεται και η τυπική απόκλιση αυτών) 
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Σχήµα 9.5 Τιµές της % σχετικής ανάκτησης των 
αναλυτών που ελήφθησαν µε τη τροποποιηµένη µέθοδο 
ASE/SPE µε εµβολιασµένα δείγµατα ήπατος ιχθύος (τα 
αποτελέσµατα που δίνονται αφορούν τη µέση τιµή τριών 
δειγµάτων σε κάθε περίπτωση, ενώ φαίνεται και η τυπική 
απόκλιση αυτών) 
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Σχήµα 9.6 Τιµές της υποβάθµισης του σήµατος που 
ελήφθησαν µε τη τροποποιηµένη µέθοδο ASE/SPE µε 
εµβολιασµένα δείγµατα ήπατος ιχθύος (τα αποτελέσµατα 
που δίνονται αφορούν τη µέση τιµή τριών δειγµάτων σε 
κάθε περίπτωση, ενώ φαίνεται και η τυπική απόκλιση 
αυτών) 
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δείγµατα σάρκας µε δέρµα και ορού (20,1 έως 44,8 %). Πιθανότερη αιτία είναι το 

υψηλότερο ποσοστό λίπους που περιέχεται στο ήπαρ, σε σχέση µε τη σάρκα µε δέρµα 

και τον ορό. Έτσι, περισσότερα συνεκχυλιζόµενα συστατικά οδηγούνται στην πηγή ESI, 

µε αποτέλεσµα τη µεγαλύτερη υποβάθµιση του σήµατος. 

Τέλος, στο σχήµα 9.7 δίνονται τα υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» 

δείγµατος ήπατος και ενός δείγµατος ήπατος εµβολιασµένου µε µίγµα αναλυτών, που 

ελήφθησαν µε τη τροποποιηµένη µέθοδο ASE/SPE. Παρατηρείται ότι δεν υπάρχει 

παρεµπόδιση στους χρόνους έκλουσης των αναλυτών και του IS, από ουσίες του 

µητρικού υλικού. 

 

 

 

 
Σχήµα 9.7 Υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» 
δείγµατος ήπατος και ενός δείγµατος ήπατος εµβολιασµένου µε 
µίγµα αναλυτών, που ελήφθησαν µε τη τροποποιηµένη µέθοδο 
ASE/SPE (5,27 min: SDZ 100 µg kg-1, 5,63 min: TMP 50 µg kg-

1, 6,18 min: AcSDZ 100 µg kg-1, 7,29 min: DPS 50 µg kg-1) 

Tim
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 

%

0 

100 

  

5.27 

Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 

%

0 

100

 

 

6.18

Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 

%

0 

100 5.63 

Tim
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0 

100 7.29 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10 

ΕΠΙΚΥΡΩΣΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ 

ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ, ΤΡΙΜΕΘΟΠΡΙΜΗΣ ΚΑΙ ΑΚΕΤΥΛΟ-

ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ ΣΕ ∆ΕΙΓΜΑ ΣΑΡΚΑΣ ΜΕ ∆ΕΡΜΑ ΙΧΘΥΟΣ 

 

10.1 Εισαγωγή 

Μετά την έκδοση της κοινοτικής οδηγίας 96/23/EΚ, η έννοια των συνήθων µεθόδων και 

των µεθόδων αναφοράς, έχει αντικατασταθεί από τη προσέγγιση βάσει κριτηρίων, 

σύµφωνα µε την οποία καθορίζονται κριτήρια επίδοσης και διαδικασίες για την 

επικύρωση των µεθόδων διαλογής και των επιβεβαιωτικών µεθόδων. Με την απόφαση 

2002/657/EΚ καθορίζονται οι κανόνες για τις αναλυτικές µεθόδους που θα 

χρησιµοποιηθούν κατά τις δοκιµές ανάλυσης των επίσηµων δειγµάτων. 

Στην παρούσα εργασία, αξιολογήθηκαν οι µέθοδοι προσδιορισµού των SDZ, TMP και 

AcSDZ µε IS την DPS, που αναπτύχθησαν για τους τρεις ιστούς (σάρκα µε δέρµα, 

ήπαρ, ορός), ως προς τα κριτήρια επίδοσης και τις άλλες απαιτήσεις της απόφασης 

2002/657/EΚ. Ταυτόχρονα, όµως, έγινε προσπάθεια να καλυφθούν και οι απαιτήσεις 

του προτύπου ποιότητας ΕΛΟΤ EN ISO/IEC 17025. Βασική απαίτηση του προτύπου 

(τεχνική απαίτηση), προκειµένου να διασφαλίζεται η ποιότητα των αποτελεσµάτων των 

δοκιµών, είναι η εκτίµηση της αβεβαιότητας των µετρήσεων των δοκιµών. Έτσι, 

ακολουθήθηκαν τα στάδια εκτίµησης της αβεβαιότητας σύµφωνα µε το πρότυπο αυτό 

και τις οδηγίες της EURACHEM (“Quantifying Uncertainty in Analytical 

Measurement”).308 

Τα χαρακτηριστικά ποιότητας που αξιολογήθηκαν προκειµένου να επικυρωθούν οι 

µέθοδοι για τους τρεις ιστούς, είναι: 

�  ειδικότητα (specificity) και εκλεκτικότητα (selectivity), 

�  παρεµποδίσεις από το µητρικό υλικό (matrix interferences), 

�  επιµόλυνση από ένεση σε ένεση (carry over), 

�  περιοχή γραµµικότητας (linearity range)-καµπύλη βαθµονόµησης (calibration 
curve), 
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�  ορθότητα εντός της ηµέρας (intra-day trueness)-υπολογισµός ανάκτησης (απόλυτης 
και σχετικής)-εκτίµηση του συστηµατικού σφάλµατος (bias), 

�  πιστότητα εντός της ηµέρας (intra-day precision) ή επαναληψιµότητα (repeatability)-
εκτίµηση του τυχαίου σφάλµατος (random error), 

�  ορθότητα µεταξύ των ηµερών (inter-day trueness)-υπολογισµός ανάκτησης 
(απόλυτης και σχετικής)-εκτίµηση του συστηµατικού σφάλµατος (bias), 

�  πιστότητα µεταξύ των ηµερών (inter-day precision) ή ενδοεργαστηριακή 
αναπαραγωγιµότητα (intra-laboratory reproducibility)-εκτίµηση του τυχαίου 
σφάλµατος (random error), 

�  ανθεκτικότητα (robustness) µε µεταβολές στις παραµέτρους του συστήµατος 
LC/MS, αλλά και µε µεταβολές κατά την παρασκευαστική πορεία των δειγµάτων, 

�  σταθερότητα (stability) των διαλυµάτων (neat solutions) των αναλυτών αλλά και των 
αναλυτών µέσα στο µητρικό υλικό (matrix solutions), 

�  όριο ανίχνευσης (limit of detection, LOD), 

�  όριο ποσοτικοποίησης (limit of quantification, LOQ), 

�  όριο απόφασης, CCα (limit of decision), 

�  ικανότητα ανίχνευσης, CCβ (capability of detection), 

�  εκτίµηση της αβεβαιότητας (estimation of uncertainty). 

 

Ταυτόχρονα µε τα ανωτέρω χαρακτηριστικά ποιότητας, αξιολογήθηκαν το “matrix effect” 

και το “relative matrix effect”. 

Στην αρχή της εργαστηριακής ηµέρας πραγµατοποιείτο έλεγχος της καταλληλότητας του 

συστήµατος. 

 

10.2. Έλεγχος της καταλληλότητας του συστήµατος 

Ο έλεγχος της καταλληλότητας του συστήµατος (System Suitability Test, SST)309 

επιβεβαιώνει την επαναληψιµότητα του οργάνου και τη διαχωριστότητα (resolution). Η 

επαναληψιµότητα του οργάνου ελεγχόταν µε έξι ενέσεις ενός πρότυπου διαλύµατος 

ελέγχου (Π∆Ε) µε συγκεντρώσεις 100 ng SDZ, 50 ng TMP, 100 ng AcSDZ και 50 ng 

DPS ανά mL DS. Υπολογιζόταν ο µέσος όρος των επιφανειών, η τυπική απόκλιση και η 

% σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %), η οποία δε πρέπει να ξεπερνά το 2 %. Η 

διαχωριστότητα ελεγχόταν µε τρεις ενέσεις ενός δείγµατος ελέγχου (∆Ε) µε συγκεντρώ- 
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σεις 100 ng SDZ, 50 ng TMP, 100 ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά mL διαλύµατος 

µητρικού υλικού, που αντιστοιχούν σε συγκεντρώσεις 100 µg SDZ, 50 µg TMP, 100 µg 

AcSDZ και 50 µg DPS ανά kg σάρκας µε δέρµα. Μελετήθηκε η µορφή της κορυφής, η 

αποτελεσµατικότητα της στήλης και ο παράγοντας ασυµµετρίας. 

Στον πίνακα 10.1 δίνονται τα κριτήρια επίδοσης για τον έλεγχο της καταλληλότητας του 

συστήµατος και οι τιµές που λαµβάνονταν στην περίπτωση του ∆Ε. 

 

10.3 Έλεγχος της ειδικότητας, της εκλεκτικότητας και των παρεµποδίσεων από 

το µητρικό υλικό 

Η ειδικότητα της µεθόδου ελέγχθηκε συγκρίνοντας τα χρωµατογραφήµατα που 

ελήφθησαν από «λευκά» δείγµατα σάρκας µε δέρµα (Α, Β), µε τα χρωµατογραφήµατα 

που ελήφθησαν από πρότυπα διαλύµατα και δείγµατα σάρκας µε δέρµα εµβολιασµένα 

µε µίγµα αναλυτών και IS σε συγκεντρώσεις LOQ και MRL. 

 

Πίνακας 10.1 Κριτήρια επίδοσης για τον έλεγχο της καταλληλότητας του συστήµατος 
 

Επαναληψιµότητα Απαίτηση 
Πρότυπο ∆ιάλυµα Ελέγχου (Π∆Ε) 

SDZ TMP AcSDZ DPS 

RT 
RRT 

A 
RA 

± 5 % 
± 2,5 % 

 
 

5,35 (±0,0084) 
0,73 (±0,00090) 
(137,9±2,3)×103 
2,671 (±0,074) 

5,80 (±0,012) 
0,79 (±0,0021) 

(307,4±2,3)×103 
5,96 (±0,12) 

6,22 (±0,0075) 
0,85 (±0,0015) 

(719,7±1,3)×103 
1,39 (±0,025) 

7,30 (±0,0082) 
 

(516,0±8,7)×102 
 

Απόδοση/ 
∆ιαχωριστότητα 

Απαίτηση 
∆είγµα Ελέγχου (∆Ε) σάρκας µε δέρµα 

SDZ TMP AcSDZ DPS 

n 
Af 
Rs 

 
0,8 – 1,2 

≥ 1,5 

249,0 (±2,1) 
1,181 (±0,052) 

≥ 1,5 

381,0 (±3,6) 
1,361 (±0,042) 

≥ 1,5 

439,0 (±5,0) 
2,034 (±0,098) 

≥ 1,5 

596,0 (±8,8) 
1,501 (±0,071) 

≥ 1,5 

RT: χρόνος συγκράτησης (min), RRT: σχετικός χρόνος συγκράτησης (χρόνος συγκράτησης αναλύτη/χρόνος συγκράτησης IS), Α: 
επιφάνεια κορυφής, RA: σχετική επιφάνεια κορυφής (επιφάνεια κορυφής αναλύτη/επιφάνεια κορυφής IS), n: αριθµός θεωρητικών 
πλακών, Αf: παράγοντας ασυµµετρίας, Rs: διαχωριστότητα. Στις παρενθέσεις δίνονται οι τιµές τυπικής απόκλισης 

 

∆ιαπιστώθηκε ότι στον χρόνο που εκλούονται οι αναλύτες και το IS, δεν εκλούεται 

κάποιο συστατικό της σάρκας µε το δέρµα (σχήµα 10.1). 
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Στη συνέχεια, ενέθηκαν δέκα (10) «λευκά» δείγµατα σάρκας µε δέρµα διαφορετικής 

προέλευσης, π.χ. διαφορετικά είδη ιχθύων (τσιπούρα, λαβράκι), διαφορετικού 

σωµατικού βάρους, διαφορετικής διατροφής κ.λπ, για να ελεγχθούν περαιτέρω τυχόν 

υπάρχουσες παρεµποδίσεις από το µητρικό υλικό. ∆εν παρατηρήθηκε έκλουση κάποιου 

συστατικού του µητρικού υλικού στους χρόνους έκλουσης των αναλυτών και του 

εσωτερικού προτύπου IS. 

Η χρήση του MS ως ανιχνευτή προσδίδει στη µέθοδο εκλεκτικότητα ως προς την 

ανίχνευση των αναλυτών. Αυτό οφείλεται στην εφαρµογή της τεχνικής SIM, µε την 

οποία ανιχνεύονται ιόντα συγκεκριµένου/προκαθορισµένου λόγου m/z. Έτσι, η 

εφαρµογή της τεχνικής αυτής, σε συνδυασµό µε τη σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων 

«λευκού» και εµβολιασµένου δείγµατος, προσδίδουν στη µέθοδο ειδικότητα και 

εκλεκτικότητα. 

 

10.4 Έλεγχος της επιµόλυνσης 

Η επιµόλυνση από ένεση σε ένεση είναι βασικό πρόβληµα που µπορεί να επηρεάσει 

την ορθότητα µιας βιοαναλυτικής µεθόδου, ειδικά αν αυτή περιλαµβάνει την τεχνική 

LC/MS µε αρκετά µεγάλη δυναµική περιοχή. Μάλιστα, σε µια τέτοια περίπτωση, η 

επίδραση του φαινοµένου στις χαµηλές συγκεντρώσεις είναι αρκετά συχνή.310 Η 

επιµόλυνση οφείλεται, γενικά, σε υπολείµµατα αναλύτη από δείγµα υψηλής 

συγκέντρωσης της προηγούµενης ένεσης. 

Στην παρούσα διατριβή, ο έλεγχος της επιµόλυνσης έγινε παρασκευάζοντας ένα 

«λευκό» δείγµα και δύο εµβολιασµένα δείγµατα συγκέντρωσης δεκαπλάσιας του MRL 

(10×MRL). 

∆εν παρατηρήθηκε κάποια επιµόλυνση στο «λευκό» δείγµα µε κάποιον αναλύτη ή το IS 

από την ένεση κάποιου από τα δείγµατα υψηλής συγκέντρωσης. Οι κορυφές που 

εµφανίστηκαν σε ορισµένες περιπτώσεις ήταν µικρότερες από τα LODs των ουσιών. 
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Σχήµα 10.1 Υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός «λευκού» δείγµατος 
σάρκας µε δέρµα και ενός δείγµατος σάρκας µε δέρµα εµβολιασµένου µε µίγµα 
αναλυτών, που ελήφθησαν µε τη βέλτιστη ASE/SPE LC-ESI-MS µέθοδο (5,22 
min: SDZ 100 µg kg-1, 5,88 min: TMP 50 µg kg-1, 6,23 min: AcSDZ 100 µg kg-1, 
7,38 min: DPS 50 µg kg-1) 

 

10.5 Έλεγχος της σταθερότητας 

10.5.1 Συνθήκες µελέτης της σταθερότητας 

Η χηµική σταθερότητα µιας φαρµακευτικής ουσίας είναι συνάρτηση των φυσικοχηµικών 

ιδιοτήτων, των συνθηκών φύλαξης, της ύπαρξης µεταβολιτών, των συστατικών του 

µητρικού υλικού, αλλά και των συστατικών του δοχείου φύλαξής της. Η αξιολόγηση της 

σταθερότητας είναι σηµαντική κατά τη διάρκεια της επικύρωσης της µεθόδου και πρέπει 

να αντανακλά στις εκάστοτε συνθήκες χειρισµού και ανάλυσης του δείγµατος.310 

Ακολουθήθηκαν οι γενικές οδηγίες της απόφασης 2002/657/EΚ, σε συνδυασµό µε 

οδηγίες άλλων υπηρεσιών όπως του US FDA,227 του ANVISA228 και του EMA.229 

Η µελέτη της σταθερότητας (των αναλυτών και του IS) περιελάµβανε: 

Α. Αναφορικά µε το υπόστρωµα: 

� Σταθερότητα σε πρότυπα διαλύµατα (standard solutions stability), 

� Σταθερότητα στο µητρικό υλικό, δηλαδή σε σάρκα µε δέρµα (matrix solutions  

    stability). 

Β. Αναφορικά µε τις συνθήκες φύλαξης (θερµοκρασία/παρουσία ή όχι φωτός) : 

Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

%

0

100 

7.3
8 

5.22

5.88

6.23
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� Σταθερότητα σε θερµοκρασία - 20 οC (κατάψυξη/σκοτάδι), 

� Σταθερότητα σε θερµοκρασία + 4 οC (ψυγείο/σκοτάδι), 

� Σταθερότητα σε θερµοκρασία +15 οC (θάλαµος αυτόµατου δειγµατολήπτη/  

    σκοτάδι). 

Γ. ∆ιαδικασία ψύξης/απόψυξης (freeze-thaw stability). 

∆. Αναφορικά µε τη χρονική διάρκεια µελέτης της σταθερότητας: 

� Βραχυπρόθεσµη σταθερότητα (short-term stability), 

� Μακροπρόθεσµη σταθερότητα (long-term stability). 

 

10.5.2 Σταθερότητα σε πρότυπα διαλύµατα 

Μελετήθηκε η σταθερότητα των αναλυτών και του IS σε πρότυπο διάλυµα 

παρακαταθήκης (Π∆Π) (Standard Stock Solution, SSS), σε πρότυπο διάλυµα εργασίας 

(Π∆ΕΡ) (Standard Working Solution, SWS) και σε πρότυπο διάλυµα ελέγχου (Π∆Ε) 

(Standard Control Solution, SCS) (σχήµατα 10.2 και 10.3). Οι συγκεντρώσεις των 

διαλυµάτων δίνονται στον πίνακα 10.2. 

 

Πίνακας 10.2 Πρότυπα διαλύµατα στα οποία ελέγχθηκε η σταθερότητα 

∆ιάλυµα Αναλύτης Συγκέντρωση ∆ιαλύτης/Μίγµα 
διαλυτών 

Π∆Π 

 

SDZ 
TMP 

AcSDZ 
DPS 

 

 

0,1 mg mL-1 
0,1 mg mL-1 
0,1 mg mL-1 
0,1 mg mL-1 

 

 

MeOH 
» 
» 
» 
 

Π∆ΕΡ 

 

SDZ 
TMP 

AcSDZ 
DPS 

 

 

1000 ng mL-1 
500 ng mL-1 

1000 ng mL-1 
500 ng mL-1 

 

Μίγµα H2O/ACN 90/10 
(v/v) 

Π∆Ε 

 

SDZ 
TMP 

AcSDZ 
DPS 

 

 

100 ng mL-1 
50 ng mL-1 
100 ng mL-1 
50 ng mL-1 

 

Μίγµα H2O/ACN 90/10 
(v/v) µε FA 0,1 % (v/v) 

 

Τόσο στο Π∆ΕΡ όσο και στο Π∆Ε δεν παρατηρήθηκε µείωση της ευρεθείσας 

ποσότητας των ουσιών κατά τη διάρκεια της ηµέρας. 
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Σταθερότητα κατά τη διάρκεια της ηµέρας
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Σχήµα 10.2 Σταθερότητα κατά τη διάρκεια της ηµέρας στο 
Π∆ΕΡ µε συγκεντρώσεις 1000 ng SDZ, 500 ng TMP, 
1000 ng AcSDZ και 500 ng DPS ανά mL DS 

 

Τα διαγράµµατα βραχυπρόθεσµης και µακροπρόθεσµης σταθερότητας των διαλυµάτων 

Π∆ΕΡ και Π∆Ε δίνονται στα σχήµατα ΠV_3 - ΠV_8 και ΠV_9 - ΠV_12, αντίστοιχα. Από 

τα διαγράµµατα αυτά, παρατηρείται ότι, η SDZ διατηρείται σταθερή στην κατάψυξη 

µέχρι µία εβδοµάδα, τόσο στο Π∆ΕΡ, όσο και στο Π∆Ε, ενώ στο ψυγείο δε 

µεταβάλλεται η συγκέντρωσή της για τρεις ηµέρες και στα δύο διαλύµατα. Η ΤΜP 

διατηρείται σταθερή στην κατάψυξη µέχρι τρεις εβδοµάδες στο Π∆ΕΡ και µέχρι µία 

εβδοµάδα στο Π∆Ε. Σε συνθήκες ψυγείου η σταθερότητά της περιορίζεται στις δύο 

εβδοµάδες στο Π∆ΕΡ και στη µία εβδοµάδα στο Π∆Ε. Η AcSDZ διατηρείται σταθερή για 

τρεις εβδοµάδες στους - 20 oC στη συγκέντρωση του Π∆ΕΡ και του Π∆Ε, ενώ η 

σταθερότητά της περιορίζεται σε τρεις ηµέρες στους + 4 oC και στις δύο συγκεντρώσεις.  

 

Σταθερότητα κατά τη διάρκεια της ηµέρας
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Σχήµα 10.3 Σταθερότητα κατά τη διάρκεια της ηµέρας 
στο Π∆Ε µε συγκεντρώσεις 100 ng SDZ, 50 ng TMP, 
100 ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά mL DS 

 

Τέλος, η DPS είναι σταθερή για τρεις εβδοµάδες στους - 20 oC στο Π∆ΕΡ και για δύο 
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εβδοµάδες στο Π∆Ε. Στους + 4 oC είναι σταθερή για µία εβδοµάδα στο Π∆ΕΡ και για 

τρεις ηµέρες στο Π∆Ε. 

 

Πίνακας 10.3 Βραχυπρόθεσµη και µακροπρόθεσµη 
σταθερότητα των Π∆ΕΡ και Π∆Ε 

 
 

Βραχυπρόθεσµη σταθερότητα  
(short–term stability) 

Ηµέρα 0η 
       »    1η 
       »    2η 
       »    3η 
       »    4η 
       »    5η 
       »    6η 

Εβδοµάδα 1η 
          »      2η 
          »      3η 

 

Μακροπρόθεσµη σταθερότητα  
(long–term stability) 

Μήνας 1ος 
       »    2ος 
      »    3ος 
      »    4ος 

 

 

Στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, η σταθερότητα των αναλυτών περιορίζεται στις τρεις 

ηµέρες, τόσο στο Π∆ΕΡ, όσο και στο Π∆Ε, ενώ η DPS είναι σταθερή για δύο ηµέρες 

στις συγκεντρώσεις του Π∆ΕΡ και µία ηµέρα στις αντίστοιχες του Π∆Ε. Για το λόγο 

αυτό, δε πραγµατοποιήθηκε µελέτη της µακροπρόθεσµης σταθερότητας στις συνθήκες 

του αυτόµατου δειγµατολήπτη. 

Το Π∆Π που φυλασσόταν στην κατάψυξη, χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη (α) της 

βραχυπρόθεσµης και µακροπρόθεσµης σταθερότητας και (β) της σταθερότητας κατά τη 

διαδικασία απόψυξης/ψύξης. 

Στην περίπτωση (α) ελέγχθηκαν οι χρονικές στιγµές του πίνακα 10.3 µε παρασκευή 

Π∆ΕΡ και Π∆Ε κάθε φορά. Ο έλεγχος γίνεται µε τα Π∆Ε. 

Η σταθερότητα κατά τη διαδικασία απόψυξης/ψύξης έγινε χρησιµοποιώντας το ίδιο 

φιαλίδιο κάθε φορά, και παρασκευάζοντας Π∆ΕΡ και Π∆Ε. Ο έλεγχος γίνεται µε τα 

Π∆ΕΡ κατά τις ακόλουθες χρονικές στιγµές του πίνακα 10.4. 
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Πίνακας 10.4 Βραχυπρόθεσµη και µακροπρόθεσµη σταθερότητα κατά 
τη διαδικασία απόψυξης/ψύξης του Π∆Π 

 
 

Βραχυπρόθεσµη σταθερότητα  
(short–term freeze-thaw stability) 

 
Ηµέρα 0η 

           »     1η  
           »     2η  
           »     3η 
           »     4η 
           »     5η 
           »     6η 
Εβδοµάδα 1η  
           »     2η 
           »     3η 

 

 
0ος κύκλος απόψυξης/ψύξης 

   1ος               »                        
   2ος               »                        
   3ος               »                        
   4ος               »                        
   5ος               »                        
   6ος               »                        
   7ος               »                        
   8ος               »                        
   9ος               »                       

 
 

Μακροπρόθεσµη σταθερότητα  
(long–term freeze–thaw stability) 
Μήνας 1ος 
       »    2ος 
      »    3ος 
      »    4ος 

 

10ος κύκλος απόψυξης/ψύξης 
  11ος               »                        
  12ος               »                        
  13ος               »                        

 
 

 

Τα διαγράµµατα βραχυπρόθεσµης και µακροπρόθεσµης σταθερότητας του Π∆Π 

παρασκευάζοντας το Π∆Ε δίνονται στα σχήµατα ΠV_13 και ΠV_14. 

Τέλος, στα σχήµατα 10.4 και 10.5 δίνονται τα διαγράµµατα βραχυπρόθεσµης και 

µακροπρόθεσµης σταθερότητας κατά τη διαδικασία ψύξης/απόψυξης του Π∆Π, 

σύµφωνα µε τον πίνακα 10.4, παρασκευάζοντας το Π∆Ε. 

Από τα διαγράµµατα των σχηµάτων ΠV_13 και ΠV_14, παρατηρείται ότι στους - 20 oC 

διατηρούνται σταθερές όλες οι ουσίες στη συγκέντρωση του Π∆Π (0,1 mg mL-1) για 

τρεις µήνες. Από τα διαγράµµατα των σχηµάτων 10.4 και 10.5 παρατηρείται µετά τον 

δεύτερο κύκλο ψύξης/απόψυξης, η σταθερότητα της SDZ, της AcSDZ και της DPS 

µειώνεται, ενώ της TMP επηρεάζεται µετά τον τρίτο κύκλο ψύξης/απόψυξης. 

 

10.5.3 Σταθερότητα σε µητρικό υλικό 

Μελετήθηκε η σταθερότητα των αναλυτών και του IS σε διάλυµα µητρικού υλικού µε 
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Σταθερότητα κατά την ψύξη / απόψυξη
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Σχήµα 10.4 Βραχυπρόθεσµη σταθερότητα του Π∆Π 
κατά τη διαδικασία ψύξης/απόψυξης, παρασκευάζοντας 
το Π∆ΕΡ µε συγκεντρώσεις 1000 ng SDZ, 500 ng TMP, 
1000 ng AcSDZ και 500 ng DPS ανά mL DS 
 

Σταθερότητα κατά την ψύξη/απόψυξη
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Σχήµα 10.5 Μακροπρόθεσµη σταθερότητα του Π∆Π 
κατά τη διαδικασία ψύξης/απόψυξης, παρασκευάζοντας 
το Π∆ΕΡ µε συγκεντρώσεις 1000 ng SDZ, 500 ng TMP, 
1000 ng AcSDZ και 500 ng DPS ανά mL DS 

 
Σταθερότητα κατά τη διάρκεια της ηµέρας
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Σχήµα 10.6 Σταθερότητα ενός διάλυµατος σε µητρικό 
υλικό κατά τη διάρκεια της ηµέρας µε συγκεντρώσεις 100 
ng SDZ, 50 ng TMP, 100 ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά 
mL DS 

 

συγκεντρώσεις 100 ng SDZ, 50 ng TMP, 100 ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά mL DS. 

Ένα φιαλίδιο χρησιµοποιήθηκε για να ελεγχθεί η σταθερότητα κατά τη διάρκεια της 

ανάλυσης των δειγµάτων, της ηµέρας παρασκευής των, και σε χρονικά διαστήµατα 
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τριών ωρών µέσα στη λίστα δειγµάτων (µελέτη της σταθερότητας κατά τη διάρκεια της 

ηµέρας). Το αντίστοιχο διάγραµµα σταθερότητας φαίνεται στο σχήµα 10.6. 

Από το διάγραµµα του σχήµατος 10.6 παρατηρείται ότι και οι τέσσερις ουσίες 

διατηρούνται σταθερές µέσα στο ανωτέρω διάλυµα κατά τη διάρκεια των δώδεκα ωρών 

(θερµοκρασία + 15 oC στον θάλαµο του αυτόµατου δειγµατολήπτη). Τα υπόλοιπα 

φιαλίδια αποθηκεύθηκαν στην κατάψυξη, στο ψυγείο και στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, 

οπότε ελέγχθηκε η σταθερότητα στις χρονικές στιγµές του πίνακα 10.3. 

Τα διαγράµµατα βραχυπρόθεσµης σταθερότητας του διαλύµατος σε µητρικό υλικό 

δίνονται στα σχήµατα ΠV_15 - ΠV_17, ενώ στο σχήµα ΠV_18 δίνεται το διάγραµµα 

µακροπρόθεσµης σταθερότητας του εν λόγω διαλύµατος. 

Από τα διαγράµµατα αυτά παρατηρείται ότι η SDZ και η AcSDZ είναι σταθερές, στους - 

20 oC, µέχρι και τη δεύτερη ηµέρα, η DPS είναι σταθερή για µία ηµέρα, ενώ η TMP 

διατηρείται σχετικά σταθερή για τρεις εβδοµάδες. Στο ψυγείο αλλά και στον θάλαµο του 

αυτόµατου δειγµατολήπτη, οι ουσίες είναι σταθερές µέχρι και τη πρώτη ηµέρα. 

Επιλπέον, παρατηρείται η διάσπαση των αναλυτών και του IS σε διάλυµα µητρικού 

υλικού µε την πάροδο των µηνών, σε συνθήκες κατάψυξης. Η αντίστοιχη µελέτη της 

µακροπρόθεσµης σταθερότητας δε πραγµατοποιήθηκε για τις συνθήκες ψυγείου και 

αυτόµατου δειγµατολήπτη. 

Τέλος, παρασκευάστηκε ένα νέο διάλυµα σε µητρικό υλικό µε τις ίδιες συγκεντρώσεις, 

το οποίο χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη σταθερότητας κατά τη διαδικασία 

απόψυξης/ψύξης, σύµφωνα µε τον πίνακα 10.4. 

Στα σχήµατα 10.7 και 10.8 δίνονται τα διαγράµµατα βραχυπρόθεσµης και 

µακροπρόθεσµης σταθερότητας του διαλύµατος σε µητρικό υλικό, κατά τη διαδικασία 

ψύξης/απόψυξης. 

Από το διάγραµµα του σχήµατος 10.7 παρατηρείται ότι οι αναλύτες παραµένουν 

σταθεροί στο διάλυµα του µητρικού υλικού µέχρι και τον τρίτο κύκλο ψύξης/απόψυξης, 

ενώ η DPS είναι σταθερή µέχρι και τον δεύτερο κύκλο. 

Στο διάγραµµα του σχήµατος 10.8 φαίνεται η διάσπαση των αναλυτών και του IS µέχρι 

και τον δωδέκατο κύκλο ψύξης/απόψυξης. 
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Σταθερότητα κατά την ψύξη / απόψυξη
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Σχήµα 10.7 Βραχυπρόθεσµη σταθερότητα του 
διάλυµατος σε µητρικό υλικό κατά τη διαδικασία 
ψύξης/απόψυξης (συγκεντρώσεις 100 ng SDZ, 50 ng 
TMP, 100 ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά mL DS) 

 

Σταθερότητα κατά την ψύξη/απόψυξη
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Σχήµα 10.8 Μακροπρόθεσµη σταθερότητα του 
διάλυµατος σε µητρικό υλικό κατά τη διαδικασία 
ψύξης/απόψυξης (συγκεντρώσεις 100 ng SDZ, 50 ng 
TMP, 100 ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά mL DS) 

 

Από ολόκληρη τη µελέτη σταθερότητας εξάγονται τα εξής συµπεράσµατα: 

�  Τα Π∆Π των αναλυτών και του IS σε συγκεντρώσεις 0,1 mg mL-1, είναι σταθερά για 

τρεις µήνες τουλάχιστον στους - 20 oC, 

�  Τα Π∆Π των SDZ, AcSDZ και DPS µπορούν να αποψυχθούν και επαναψυχθούν 

µέχρι δύο φορές, ενώ το Π∆Π της TMP µέχρι τρεις φορές, 

�  Το Π∆ΕΡ της SDZ, συγκέντρωσης 1000 ng mL-1, διατηρείται σταθερό µέχρι τρεις 

ηµέρες µέσα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο και µέχρι µια εβδοµάδα 

στην κατάψυξη. Η ίδια σταθερότητα παρατηρείται και για το Π∆Ε, συγκέντρωσης 

100 ng mL-1. Στην περίπτωση ενός διαλύµατος µητρικού υλικού, συγκέντρωσης 100 

ng mL-1, η SDZ είναι σταθερή για µία ηµέρα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο 
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ψυγείο, για δύο ηµέρες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και 

επαναψυχθεί µέχρι τρεις φορές, 

�  Το Π∆ΕΡ της TMP, συγκέντρωσης 1000 ng mL-1, διατηρείται σταθερό µέχρι τρεις 

ηµέρες µέσα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, µέχρι δύο εβδοµάδες στο ψυγείο και 

µέχρι τρεις εβδοµάδες στην κατάψυξη. Το Π∆Ε, συγκέντρωσης 100 ng mL-1 είναι 

σταθερό για τρεις ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και για µία εβδοµάδα στο 

ψυγείο και στην κατάψυξη. Στην περίπτωση ενός διαλύµατος µητρικού υλικού, 

συγκέντρωσης 100 ng mL-1, η TMP είναι σταθερή για µία ηµέρα στον αυτόµατο 

δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για τρεις ηµέρες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα 

µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι τρεις φορές, 

�  Το Π∆ΕΡ της AcSDZ, συγκέντρωσης 1000 ng mL-1, διατηρείται σταθερό µέχρι τρεις 

ηµέρες µέσα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο και µέχρι τρεις 

εβδοµάδες στην κατάψυξη. Η ίδια σταθερότητα παρατηρείται και για το Π∆Ε, 

συγκέντρωσης 100 ng mL-1. Στην περίπτωση ενός διαλύµατος µητρικού υλικού, 

συγκέντρωσης 100 ng mL-1, η AcSDZ είναι σταθερή για µία ηµέρα στον αυτόµατο 

δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για δύο ηµέρες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα 

µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι τρεις φορές, 

�  Τέλος, το Π∆ΕΡ της DPS, συγκέντρωσης 1000 ng mL-1, διατηρείται σταθερό µέχρι 

δύο ηµέρες µέσα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, µέχρι µία εβδοµάδα στο ψυγείο και 

µέχρι τρεις εβδοµάδες στην κατάψυξη. Στο Π∆Ε, συγκέντρωσης 100 ng mL-1, η 

DPS είναι σταθερή για µία ηµέρα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, για τρεις στο 

ψυγείο και για δύο εβδοµάδες στην κατάψυξη. Στην περίπτωση ενός διαλύµατος 

µητρικού υλικού, συγκέντρωσης 100 ng mL-1, η DPS είναι σταθερή για µία ηµέρα 

στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, στο ψυγείο και στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα 

µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι δύο φορές. 

 

10.6 Έλεγχος της ανθεκτικότητας 

Μελετήθηκε η επίδραση µικρών, προµελετηµένων διαφοροποιήσεων των παραµέτρων 

της µεθόδου LC/MS στην καταλληλότητα του συστήµατος, αλλά και παραγόντων της 
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παρασκευαστικής πορείας στο τελικό αποτέλεσµα. 

 

10.6.1 Ανθεκτικότητα στο σύστηµα LC/MS 

Οι παράµετροι του τµήµατος LC που επιλέχθηκαν για να εξεταστούν, ήταν το % 

ποσοστό του FA στην κινητή φάση και η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης. Μελετήθηκε 

η επίδραση των διαφοροποιήσεων των παραµέτρων αυτών στους χρόνους ανάσχεσης 

των αναλυτών και του IS, αλλά και στον λόγο των επιφανειών καθενός από τους 

αναλύτες προς το IS. Επίσης, µελετήθηκε η επίδραση µικρών, προµελετηµένων 

διαφοροποιήσεων του δυναµικού του τριχοειδούς και του δυναµικού του κώνου (τµήµα 

MS) στον λόγο των επιφανειών καθενός από τους αναλύτες προς την DPS. Κάθε 

παράµετρος εξετάστηκε σε τρία επίπεδα (-1, 0 και +1). Κάθε φορά µεταβαλλόταν η τιµή 

ενός µόνο παράγοντα ώστε να καθοριστεί η επίδρασή του στο τελικό αποτέλεσµα. 

Παρασκευάστηκε ένα πρότυπο διάλυµα που περιείχε τις SDZ και AcSDZ σε 

συγκέντρωση 100 ng mL-1 DS για κάθε ουσία και τις TMP και DPS σε συγκέντρωση 50 

ng mL-1 DS, επίσης, για κάθε ουσία. Σε κάθε µεταβολή των παραµέτρων 

πραγµατοποιήθηκαν τρεις ενέσεις του διαλύµατος. 

Στους πίνακες 10.5 και 10.6 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα για τις µεταβολές της 

µεθόδου στα τµήµατα LC και MS, αντίστοιχα, από όπου φαίνεται ότι οι µικρές 

διαφοροποιήσεις των παραµέτρων δεν επιφέρουν σηµαντική αλλαγή στο αποτέλεσµα. 

 

10.6.2 Ανθεκτικότητα στη µέθοδο παρασκευής ενός δείγµατος σάρκας µε δέρµα 

Για την αξιολόγηση της ανθεκτικότητας στην παρασκευαστική πορεία ενός δείγµατος 

σάρκας µε δέρµα, ακολουθήθηκε η µέθοδος του µερικού παραγοντικού σχεδιασµού των 

Plackett και Burman, δύο επιπέδων µε τρεις παράγοντες (two level partial factorial 

design),311-313 (πίνακας ΠV_1). Στον πίνακα 10.7 δίνονται οι τιµές των παραγόντων που 

χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε ένα από τα τέσσερα πειράµατα, σύµφωνα µε τον πίνακα 

ΠV_1 και οι αντίστοιχες τιµές του λόγου επιφανειών. 
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Στον πίνακα 10.8 δίνονται οι τιµές των λόγων των επιφανειών κάθε αναλύτη προς το 

εσωτερικό πρότυπο, οι τιµές των παραστάσεων DΑ, DB και DΓ και οι τιµές √2 × SD του 

πρώτου πειράµατος. 

Παρατηρείται ότι, για κάθε αναλύτη οι απόλυτες τιµές των DΑ, DB και DΓ είναι 

µεγαλύτερες από τις αντίστοιχες τιµές √2 × SD, που σηµαίνει ότι και οι τρεις παράγοντες  

που µελετήθηκαν συνεισφέρουν σηµαντικά στο τελικό αποτέλεσµα και δε θα πρέπει οι 

τιµές των να αποκλίνουν από εκείνες της αναλυτικής πορείας. 

 

10.7 Καµπύλη βαθµονόµησης ή αναφοράς 

10.7.1 Εισαγωγή 

Με την καµπύλη βαθµονόµησης ή αναφοράς της µορφής: 

y = α + βx 

όπου: y = η επιφάνεια ή ο λόγος επιφανειών χρωµατογραφικής κορυφής 

          x = η συγκέντρωση ή ο λόγος συγκεντρώσεων του πρότυπου διαλύµατος ή του 

διαλύµατος δείγµατος, ελέγχθηκε: 

(1)  Ο συντελεστής συσχέτισης (coefficient of correlation), 

(2)  Η γραµµικότητα (linearity) και το εύρος της γραµµικής περιοχής (range), 

(3)  Η τυπική απόκλιση (standard deviation) και τα όρια εµπιστοσύνης (confidence 
interval) των παραµέτρων α (τοµή στον άξονα y’y, y-intercept) και β (κλίση της 
ευθείας, slope ή gradient), 

(4)  Το σφάλµα και τα όρια εµπιστοσύνης στην προσδιοριζόµενη συγκέντρωση του 
αγνώστου που λαµβάνεται µε την καµπύλη αναφοράς. 

 

Κατασκευάστηκαν καµπύλες αναφοράς µε: (α) πρότυπα διαλύµατα (ccA), (β) δείγµατα 

εµβολιασµένα µε τους αναλύτες και το IS µετά την εκχύλιση (ccB) και (γ) δείγµατα 

εµβολιασµένα µε τους αναλύτες και το IS πριν από την εκχύλιση (ccC). 

Για κάθε µία από τις ccA, ccΒ και ccC, ελέγχθηκαν οι παραπάνω παράµετροι (1 έως 4), 

αρχικά, σε τρία εύρη συγκεντρώσεων, όπως περιγράφηκαν στο εδάφιο 6.4.2. Στη 

συνέχεια, κατασκευάστηκε η καµπύλη αναφοράς ενιαίου εύρους για τις ccA, ccΒ και 
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Πίνακας 10.5 Αξιολόγηση της ανθεκτικότητας της µεθόδου στο τµήµα LC 
 

 
Μεταβολες 
τµήµατος LC 

 

 
 

SDZ 
 

 
TMP 

 

 
AcSDZ 

 

 
DPS 

 

Παράµετρος Επίπεδο RT            RA RT                  RA RT              RA RT 

A1 
0,04 
0,05 
0,06 
Mέση Tιµή±SD 
 

 
 -1 
  0 
+1 

 
 

 
5,29±0,01   2,635±0,065 
5,29±0,01   2,635±0,030 
5,28±0,02   2,699±0,050 
5,29±0,01   2,656±0,037 

 

 
5,72±0,01    4,484±0,062 

      5,73±0,01    4,50±0,12 
5,72±0,01    4,740±0,046 

      5,72±0,01    4,57±0,14 
 

 
6,22±0,01    1,097±0,028 
6,23±0,01    1,106±0,023 
6,22±0,01    1,143±0,037 
6,22±0,01    1,115±0,024 

 

 
7,31±0,00 
7,31±0,01 
7,32±0,01 
7,31±0,01 

 
Α2 
0,19 
0,20 
0,21 
Mέση Tιµή±SD 
 
 

 
 -1 
  0 
+1 

 
 
 

 
      5,63±0,16   2,12±0,40 

5,29±0,01   2,635±0,030 
      4,97±0,19   2,63±0,11 
      5,30±0,33   2,46±0,30 

 
 

 
    5,99±0,13    4,51±0,41 
    5,73±0,01    4,50±0,12 
    5,40±0,17    3,09±2,67 
    5,71±0,30    4,03±0,82 

 
 

 
6,48±0,11     0,999±0,091 
6,23±0,01     1,106±0,023 
5,96±0,11     1,139±0,069 
6,22±0,26     1,081±0,073 

 
 

 
7,50±0,06 
7,31±0,01 
7,11±0,05 
7,30±0,20 

 
 

RT (Retention Time): χρόνος συγκράτησης (min), RA (Relative Area): σχετική επιφάνεια κορυφής (επιφάνεια κορυφής αναλύτη/επιφάνεια κορυφής  
IS). Παράγοντας Α1: % ποσοστό FA στην κινητή φάση (v/v), παράγοντας A2: ταχύτητα ροής της κινητής φάσης (mL min-1), 
SD (Standard Deviation): Τυπική Απόκλιση (n=3) 
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Πίνακας 10.6 Αξιολόγηση της ανθεκτικότητας της µεθόδου στο τµήµα MS 
 

 
Μεταβολες 
τµήµατος MS 

 

 
 

SDZ 
 

 
TMP 

 

 
AcSDZ 

 

 
DPS 

 

Παράµετρος Επίπεδο RA RA RA RA 

Β1: CaV (kV) 
2,90 
3,00 
3,10 
Mέση Tιµή±SD 
 

 
 -1 
  0 
+1 

 
 

 
2.267±0,075 
2,276±0,049 
2,725±0,068 
2,710±0,020 

 

 
5,10±0,17 
4,91±0,12 

4,885±0,074 
4,96±0,12 

 

 
1,185±0,024 
1,184±0,014 

1,1760±0,0080 
1,1820±0,0050 

 

 
 
 
 
 
 

Β2: CoV (V) 
19 
20 
21 
Mέση Tιµή±SD 
 
34 
35 
36 
Mέση Tιµή±SD 
 
26 
27 
28 
Mέση Tιµή±SD 
 
24 
25 
26 
Mέση Tιµή±SD 
 

 
 -1 
  0 
+1 

 
 

 -1 
  0 
+1 

 
 

 -1 
  0 
+1 

 
 

 -1 
  0 
+1 

 
 

 
2,676±0,054 
2,276±0,049 
2,897±0,053 
2,61±0,31 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

5,13±0,17 
4,91±0,13 
5,27±0,12 
5,10±0,18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,192±0,046 
1,184±0,014 
1,183±0,047 

1,1860±0,0050 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      RA: σχετική επιφάνεια κορυφής (επιφάνεια κορυφής αναλύτη/επιφάνεια κορυφής IS). Παράγοντας B1: CaV (Capillary  
      Voltage) δυναµικό τριχοειδούς (kV), παράγοντας Β2: CoV (Cone Voltage) δυναµικό κώνου (V), SD (Standard Deviation):  
      Τυπική Απόκλιση (n=3) 

 

Πίνακας 10.7 Εκτίµηση της ανθεκτικότητας στην παρασκευαστική πορεία 
 

 

Πείραµα 
 
 
 
 

 

Α  
ASE flush  volume  

(%) 
 
 

 

Β  
SPE 1ο στάδιο 
έκπλυσης (mL 

n-επτανίου) 
 

 

Γ 
SPE 2ο στάδιο 
έκπλυσης (% 

MeOH σε Η2Ο) 
 

 

Λόγος Επιφανειών 
(Relative Abundance , 

RA) 
 
 

 

1 
 

 

60 
 

 

2 
 

 

5 
 

 

RA. 1  
{mean value. (RA 1α-1γ)} 

2 50 2 0 RA. 2 
3 60 0 0 RA. 3 
4 
 

50 
 

0 
 

5 
 

RA. 4 
 

 

ccC, µε τη προϋπόθεση ότι οι κλίσεις των καµπυλών των τριών ευρών δε διαφέρουν 

στατιστικά σηµαντικά µεταξύ των. Στο εδάφιο 6.4.2 περιγράφεται και η διαδικασία 

παρασκευής των διαλυµάτων των καµπυλών αναφοράς. 
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Πίνακας 10.8 Αποτελέσµατα ανθεκτικότητας στην παρασκευαστική πορεία 
 

 

Πείραµα 
 
 

 

RA SDZ/DPS 
(Μέση Τιµή ± SD) 

 

 

RA TMP/DPS 
(Μέση Τιµή ± SD) 

 

 

RA AcSDZ/DPS 
(Μέση Τιµή ± SD) 

 
 

1 
 

2,492±0,074 
 

7,07±0,20 
 

2,716±0,079 
2 3,06±0,178 8,33±0,34 2,48±0,12 
3 11,75±0,10 30,1±1,2 9,49±0,35 
4 
 

Παράγοντας D 

7,71±0,39 
 
 

20,67±0,54 
 
 

7,43±0,40 
 
 

 

DA 
DΒ 
DΓ 
 

SD RA 1 
√2 × SD RA 1 

 

 

1,739 
6,956 
2,303 

 
0,074 
0,105 

 

 

4,089 
17,715 
5,342 

 
0,198 
0,280 

 

 

1,151 
5,864 
0,912 

 
0,079 
0,112 

 

 

Ταυτόχρονα µε τις παραµέτρους 1 έως 4, υπολογίστηκαν τα % ME και % RME. 

 

10.7.2 Καµπύλη αναφοράς σε πρότυπα διαλύµατα 

Καµπύλη αναφοράς της SDZ σε πρότυπα διαλύµατα (ccA) χωρίς IS 

Αρχικά, κατασκευάστηκαν πέντε διαφορετικές καµπύλες αναφοράς πρότυπων 

διαλυµάτων της SDZ για το εύρος Β (καµπύλες ΒΑ1-ΒΑ5), τρεις για το εύρος Α 

(καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3) και τρεις για το εύρος C (καµπύλες CΑ1-CΑ3), χωρίς IS, σε 

διαφορετικές ηµέρες η καθεµία και εξετάστηκε κατά πόσο µεταβλήθηκε η εξίσωση 

παλινδρόµησης (regression equation) και κυρίως η κλίση της καµπύλης αναφοράς. Στον 

πίνακα ΠV_2 δίνονται οι εξισώσεις παλινδρόµησης, µε την τυπική απόκλιση της κλίσης 

και του σταθερού όρου, οι τιµές για τον συντελεστή συσχετίσεως R (coefficient of 

correlation) και τον συντελεστή προσδιορισµού R2 (coefficient of determination) µεταξύ 

των δύο µεταβλητών, καθώς και το τυπικό σφάλµα (standard error of estimate, Sy/x) για 

κάθε µία από τις παραπάνω καµπύλες. Στον πίνακα ΠV_2 δίνεται η µέση τιµή (mean), η 

τυπική απόκλιση (SD) και η % σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) των κλίσεων των 

καµπυλών αναφοράς των τριών ευρών. Η τιµή RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών 

αναφοράς και των τριών ευρών δεν ξεπερνά το 4 %. 
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Συγκρίνοντας µε τη διαδικασία Student ή δοκιµασία t (t-test) τη µικρότερη (1,31) µε τη 

µεγαλύτερη (1,48) από όλες τις κλίσεις των καµπυλών αναφοράς και των τριών ευρών 

(tπειρ = 1,270 < 2,447 = tθεωρ,95%), παρατηρείται ότι δε διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά 

µεταξύ των και για το λόγο αυτό µπορούν να χρησιµοποιηθούν τα πειραµατικά 

δεδοµένα όλων των καµπυλών ώστε να προκύψει µία, «ενιαία» καµπύλη. 

Στο σχήµα ΠV_19 δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των «ενιαίων» καµπυλών 

αναφοράς της SDZ µε πρότυπα διαλύµατα στα τρία εύρη συγκεντρώσεων, χωρίς IS. Οι 

αντίστοιχες εξισώσεις είναι: 

]10)7,30,0[(10)]0027,0(1374,0[ 24 ×±−×±= CA    (εύρος Α), µε R=0,998 και Sy/x=5,8×102 

]10)38,057,0[(10)]0045,0(1327,0[ 44 ×±−×±= CA  (εύρος Β), µε R=0,998 και Sy/x=5,5×103 

]10)16,004,0[(10)]0032,0(1361,0[ 64 ×±−×±= CA  (εύρος C), µε R=0,998 και Sy/x=2,7×105 

 

Τα αποτελέσµατα γραµµικότητας ήταν αρκετά ικανοποιητικά. 

 

Έλεγχος στατιστικά σηµαντικής διαφοράς της τοµής από το µηδέν (για το εύρος Β) 

Εφαρµόζοντας τη δοκιµασία Student υπολογίστηκε η τιµή tπειρ από την εξίσωση 

aS
t

α
πειρ =  

και βρέθηκε ίση µε 1,500, µικρότερη, δηλαδή, από την tθεωρ που είναι ίση µε 3,182 (για 

95 % στάθµη εµπιστοσύνης και ν = 6 - 2 = 4 βαθµούς ελευθερίας). Αυτό σηµαίνει ότι ο 

σταθερός όρος δε διαφέρει στατιστικά σηµαντικά από το µηδέν [η ευθεία 

παλινδρόµησης διέρχεται από το Ο(0, 0)] και δεν υπάρχει σταθερό συστηµατικό 

σφάλµα. 

Οι παραπάνω µελέτες που αναφέρθηκαν για τις καµπύλες ΒΑ1-ΒΑ5, 

πραγµατοποιήθηκαν και για τις καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3 και CA1-CA3, µε τα αποτελέσµατα 

να είναι εξίσου ικανοποιητικά για τη γραµµικότητα σε πρότυπα διαλύµατα της SDZ, 

χωρίς IS. 
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Καµπύλη αναφοράς της SDZ σε πρότυπα διαλύµατα (ccA) µε IS 

Στη συνέχεια, κατασκευάστηκαν οι καµπύλες αναφοράς πρότυπων διαλυµάτων 

(καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3, ΒΑ1-ΒΑ5 και CA1-CA3) της SDZ, µε IS την DPS και 

πραγµατοποιήθηκε η µελέτη όπως στην περίπτωση της καµπύλης χωρίς IS. Στον 

πίνακα 10.9 παρουσιάζονται οι εξισώσεις παλινδρόµησης µε την τυπική απόκλιση της 

κλίσης και του σταθερού όρου, οι τιµές R, µεταξύ των δύο µεταβλητών, δηλαδή της 

συγκέντρωσης της SDZ και του λόγου της επιφάνειας κορυφής της SDZ προς την 

επιφάνεια της DPS (RA), καθώς και το τυπικό σφάλµα για κάθε µία από τις καµπύλες. 

Στον πίνακα 10.10 παρουσιάζεται η µέση τιµή, η SD και η % RSD των κλίσεων των 

καµπυλών αναφοράς των τριών ευρών. Παρατηρείται ότι η RSD (%) των κλίσεων των 

καµπυλών αναφοράς των τριών ευρών συγκεντρώσεων δεν ξεπερνά το 4 %. 

Εφαρµόστηκε το t-test και δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική διαφορά των 

κλίσεων. 

Στο σχήµα 10.9 δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών αναφοράς της SDZ 

µε πρότυπα διαλύµατα, µε IS. Οι αντίστοιχες εξισώσεις είναι: 

]10)7,78,5[(10)]8,5(2,131[ 34 −− ×±+×±= CRA    εύρος Α, µε R=0,997 και Sy/x=0,012 

]10)4,34,1[(10)]0,4(6,129[ 24 −− ×±−×±= CRA    εύρος Β, µε R=0,998 και Sy/x=0,049 

]10)0,44,9[(10)]4,8(1,1320[ 15 −− ×±+×±= CRA  εύρος C, µε R=0,9998 και Sy/x=0,78 

 

Στο σχήµα 10.10 δίνεται το διάγραµµα υπολοίπων. 

Με τα διάφορα στατιστικά κριτήρια αποδείχθηκε καλή συσχέτιση και διέλευση της 

ευθείας παλινδρόµησης από το Ο(0, 0). 

 

Καµπύλη αναφοράς της AcSDZ σε πρότυπα διαλύµατα (ccA) χωρίς IS 

Προκειµένου να κατασκευαστούν οι καµπύλες αναφοράς της AcSDZ σε πρότυπα 

διαλύµατα, ακολουθήθηκε η ίδια πορεία, όπως στην περίπτωση της SDZ.  
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Πίνακας 10.9 Εξισώσεις παλινδρόµησης, συντελεστές συσχέτισης και τυπικό 
σφάλµα των καµπυλών της SDZ (µε IS) 

 
 

Εξίσωση παλινδρόµηση 
της καµπύλης αναφοράς 

 
Α=(Κλίση±SD)×C+(Σταθερός όρος±SD) 

 

 

Συντελεστής 
συσχετίσεως 

(R) 
 
 

 

Τυπικό 
σφάλµα 
καµπύλης 

(Sy/x) 
 

 

ΑΑ1     RA=(130,1±5,4)×10-4C+(6,2±7,2)×10-3 
 

0,995 0,011 

ΑΑ2     RA=(134,5±6,8)×10-4C+(4,4±9,0)×10-3 0,996 0,014 
ΑΑ3     RA=(129,0±5,4)×10-4C+(6,9±7,1)×10-3 0,997 0,014 

 

ΒΑ1     RA=(127,5±8,1)×10-4C-(1,9±7,7)×10-2 
 

0,996 
 

0,078 
ΒΑ2     RA=(130,0±5,0)×10-4C-(2,6±4,7)×10-2 0,998 0,048 
ΒΑ3     RA=(128,2±9,4)×10-4C-(0,1±8,9)×10-2 
ΒΑ4     RA=(135,0±7,9)×10-4C-(4,2±8,5)×10-2 
ΒΑ5     RA=(129,4±7,4)×10-4C-(1,4±8,0)×10-2 

0,995 
0,998 
0,997 

0,090 
0,056 
0,053 

 

CΑ1     RA=(133,0±0,7)×10-4C+(0,70±0,31) 
 

0,99995 
 

0,61 

CΑ2     RA=(132,2±1,2)×10-4C+(1,10±0,56) 0,9994 1,1 
CΑ3     RA=(130,8±1,0)×10-4C+(1,04±0,46) 0,9994 0,90 

   

 

Πίνακας 10.10 Στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής της κλίσης των καµπυλών αναφοράς 
πρότυπων διαλυµάτων της SDZ (µε IS) 

 

 

Εύρος 
συγκεντρώσεων 

 
 

 

Μέση τιµή κλίσης 
(mean) 

 
 

 

Τυπική απόκλιση 
κλίσης (SD) 

 
 

 

Σχετική τυπική 
απόκλιση κλίσης, % 

(RSD, %) 
 

 

Α 
 

131,0×10-4 
 

0,00030 

 

2,2 
Β 130,02×10-2 2,9×10-2 2,3 
C 132,0×10-4

 1,1×10-4 0,82 
    

 

Η RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών αναφοράς δεν ξεπερνά το 3 %. 

Συγκρίνοντας, επίσης, µε t-test διαπιστώθηκε ότι οι κλίσεις δε διαφέρουν στατιστικά 

σηµαντικά, εποµένως, µπορούν να χρησιµοποιηθούν τα πειραµατικά δεδοµένα όλων 

των καµπυλών ώστε να προκύψει µία, «ενιαία» καµπύλη. 

Στο σχήµα ΠV_22 δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών αναφοράς της 

AcSDZ µε πρότυπα διαλύµατα στα τρία εύρη συγκεντρώσεων, χωρίς IS. Οι αντίστοιχες 

εξισώσεις είναι: 
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RA  = 131,2x10^(-4) C  + 5,8x10^(-3)
R  = 0,997
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RΑ  = 129,6x10^(-4) C  - 1,4x10^(-2)
R  = 0,998
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RA  = 1320,1x10^(-5) C  + 9,4x10^(-1)
R  = 0,9998
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Σχήµα 10.9 Γραφική παράσταση της καµπύλης αναφοράς 
των πρότυπων διαλυµάτων της SDZ µε IS, µία για κάθε 
εύρος συγκέντρωσης 
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Σχήµα 10.10 ∆ιάγραµµα υπολοίπων της καµπύλης 
αναφοράς πρότυπων διαλυµάτων SDZ µε IS (εύρος Β) 
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]10)052,0036,0[(10)]39,0(41,12[ 42 ×±−×±= CA    εύρος A, µε R=0,998 και Sy/x=8,1×102 

]10)02,001,0[(10)]033,0(774,12[ 42 ×±−×±= CA    εύρος Β, µε R=1,000 και Sy/x=4,1×102 

]10)18,016,0[(10)]039,0(798,12[ 52 ×±−×±= CA     εύρος C, µε R=0,9997 και Sy/x=3,5×104 

 

Για το εύρος Β το διάγραµµα υπολοίπων δίνεται στο σχήµα ΠV_23 και το διάγραµµα 

«λόγου απόκρισης»-συγκέντρωσης δίνεται στο σχήµα ΠV_24. 

Στον πίνακα ΠV_7 δίνεται µέρος της ANOVA της καµπύλης αναφοράς για το εύρος Β. 

Εφαρµόζοντας τη δοκιµασία Student βρέθηκε ότι ο σταθερός όρος δε διαφέρει 

στατιστικά σηµαντικά από το µηδέν και δεν υπάρχει σταθερό συστηµατικό σφάλµα. 

Οι παραπάνω µελέτες πραγµατοποιήθηκαν και για τις καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3 και CA1-

CA3, µε τα αποτελέσµατα να είναι εξίσου ικανοποιητικά για τη γραµµικότητα σε 

πρότυπα διαλύµατα της AcSDZ, χωρίς IS. 

 

Καµπύλη αναφοράς της AcSDZ σε πρότυπα διαλύµατα (ccA) µε IS  

Στη συνέχεια κατασκευάστηκαν οι καµπύλες αναφοράς πρότυπων διαλυµάτων 

(καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3, ΒΑ1-ΒΑ5 και CA1-CA3) της AcSDZ, µε IS την DPS και 

πραγµατοποιήθηκε η µελέτη όπως στην περίπτωση της καµπύλης χωρίς IS (πίνακες 

ΠV_8 και ΠV_9). 

Με t-test διαπιστώθηκε ότι οι κλίσεις δε διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά, εποµένως 

µπορούν να χρησιµοποιήθούν τα πειραµατικά δεδοµένα όλων των καµπυλών ώστε να 

προκύψει µία, «ενιαία» καµπύλη για κάθε εύρος. 

Στο σχήµα ΠV_25 δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών αναφοράς της 

AcSDZ µε πρότυπα διαλύµατα µε IS. Οι αντίστοιχες εξισώσεις είναι: 

]10)6,24,2[(10)]0,2(4,139[ 34 −− ×±+×±= CRA    εύρος Α, µε R=0,9996 και Sy/x=0,0042 

]10)91,052,1[(10)]1,1(4,142[ 24 −− ×±−×±= CRA    εύρος Β, µε R=0,9998 και Sy/x=0,013 

]10)3,12,2[(10)]0,1(0,139[ 34 −− ×±+×±= CRA       εύρος C, µε R=0,9998 και Sy/x=0,020 
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Για το εύρος Β το διάγραµµα υπολοίπων δίνεται στο σχήµα ΠV_26 και το διάγραµµα 

«λόγου απόκρισης»-συγκέντρωσης δίνεται στο σχήµα ΠV_27. 

Στον πίνακα ΠV_10 δίνεται µέρος της ANOVA της καµπύλης αναφοράς για το εύρος Β. 

Με τη δοκιµασία Student διαπιστώθηκε ότι ο σταθερός όρος δε διαφέρει στατιστικά 

σηµαντικά από το µηδέν και δεν υπάρχει σταθερό συστηµατικό σφάλµα. 

Τέλος, το τυπικό σφάλµα της καµπύλης είναι 0,013, που σηµαίνει ότι το τυχαίο σφάλµα 

είναι στατιστικά µικρό. 

Οι παραπάνω µελέτες πραγµατοποιήθηκαν και για τις καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3 και CA1-

CA3, µε τα αποτελέσµατα να είναι εξίσου ικανοποιητικά για τη γραµµικότητα σε 

πρότυπα διαλύµατα της AcSDZ, µε IS. 

 

Καµπύλη αναφοράς της TMP σε πρότυπα διαλύµατα (ccA) χωρίς IS 

Για την κατασκευή των καµπυλών αναφοράς πρότυπων διαλυµάτων TMP, µε IS την 

DPS, ακολουθήθηκε η ίδια πορεία όπως στην περίπτωση των SDZ και AcSDZ και για 

τα τρία εύρη συγκεντρώσεων (πίνακες ΠV_11 - ΠV_13). 

Η RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών αναφοράς είναι µικρή (µέγιστη τιµή το 1,513). 

Συγκρίθηκαν, επίσης, µε t-test η µικρότερη (6,64×103) µε τη µεγαλύτερη (6,88×103) και 

διαπιστώθηκε ότι οι κλίσεις δε διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά µεταξύ τους. 

Στο σχήµα ΠV_28 δίνεται η γραφική παράσταση της καµπύλης αναφοράς της TMP µε 

πρότυπα διαλύµατα, χωρίς IS και για τα τρία εύρη συγκεντρώσεων. Οι εξισώσεις που 

ελήφθησαν είναι: 

]10)20,047,0[(10)]17,0(68,6[ 43 ×±−×±= CA        εύρος Α, µε R=0,998 και Sy/x=3,4×103 

]10)58,038,0[(10)]14,0(70,6[ 43 ×±−×±= CA         εύρος Β, µε R=0,998 και Sy/x=8,6×103 

]10)24,009,0[(10)]0051,0(7406,6[ 53 ×±+×±= CA    εύρος C, µε R=0,998 και Sy/x=4,6×103 
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Για το εύρος Β το διάγραµµα υπολοίπων δίνεται στο σχήµα ΠV_29 και το διάγραµµα 

«λόγου απόκρισης»-συγκέντρωσης δίνεται στο σχήµα ΠV_30. 

Στον πίνακα ΠV_13 δίνεται µέρος της ANOVA της καµπύλης αναφοράς για το εύρος Β. 

Με τη δοκιµασία Student βρέθηκε ότι ο σταθερός όρος δε διαφέρει στατιστικά σηµαντικά 

από το µηδέν και δεν υπάρχει σταθερό συστηµατικό σφάλµα. 

Οι παραπάνω µελέτες που αναφέρθηκαν για τις καµπύλες ΒΑ1-ΒΑ5, 

πραγµατοποιήθηκαν και για τις καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3 και CA1-CA3, µε τα αποτελέσµατα 

να είναι εξίσου ικανοποιητικά για τη γραµµικότητα σε πρότυπα διαλύµατα της TMP, 

χωρίς IS. 

 

Καµπύλη αναφοράς της TMP σε πρότυπα διαλύµατα (ccA) µε IS 

Στη συνέχεια κατασκευάστηκαν οι καµπύλες αναφοράς πρότυπων διαλυµάτων 

(καµπύλες ΑΑ1-ΑΑ3, ΒΑ1-ΒΑ5 και CA1-CA3) της TMP, µε IS την DPS και 

πραγµατοποιήθηκε η µελέτη όπως στην περίπτωση της καµπύλης IS (πίνακες ΠV_14 

και ΠV_15. 

Με τη δοκιµασία t διαπιστώθηκε ότι δε διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά, εποµένως 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν τα πειραµατικά δεδοµένα όλων των καµπυλών ώστε να 

προκύψει µία, «ενιαία» καµπύλη. 

Στο σχήµα ΠV_31 δίνεται η γραφική παράσταση της καµπύλης αναφοράς της TMP µε 

πρότυπα διαλύµατα, µε IS (DPS), για τα τρία εύρη συγκεντρώσεων. Οι εξισώσεις που 

ελήφθησαν είναι: 

]10)1,48,8[(10)]4,3(0,89[ 23 −− ×±+×±= CRA      εύρος Α, µε R=0,996 και Sy/x=0,069 

]10)6,85,8[(10)]1,2(4,90[ 23 −− ×±−×±= CRA    εύρος Β, µε R=0,998 και Sy/x=0,12 

]10)6,36,3[(10)]0,8(8,8929[ 15 −− ×±+×±= CRA   εύρος C, µε R=0,9998 και Sy/x=0,71 

 

Για το εύρος Β το διάγραµµα υπολοίπων δίνεται στο σχήµα ΠV_32 και το διάγραµµα 

«λόγου απόκρισης»-συγκέντρωσης της TMP δίνεται στο σχήµα ΠV_33. 



202 
 

Στον πίνακα ΠV_16 δίνεται µέρος της ANOVA της καµπύλης αναφοράς (εύρος Β). 

Με τη δοκιµασία Student βρέθηκε ότι ο σταθερός όρος δε διαφέρει στατιστικά σηµαντικά 

από το µηδέν και δεν υπάρχει σταθερό συστηµατικό σφάλµα. Τέλος, το τυπικό σφάλµα 

της καµπύλης είναι 0,12, που σηµαίνει ότι το τυχαίο σφάλµα είναι στατιστικά µικρό. 

Οι παραπάνω µελέτες πραγµατοποιήθηκαν και για τις καµπύλες ΑΑ1–ΑΑ3 και CA1–

CA3, µε τα αποτελέσµατα να είναι εξίσου ικανοποιητικά για τη γραµµικότητα σε 

πρότυπα διαλύµατα της TMP, µε IS. 

 

10.7.3 Καµπύλη αναφοράς σε διαλύµατα του µητρικού υλικού. Προσδιορισµός 

της «επίδρασης του µητρικού υλικού» 

Καµπύλη αναφοράς της SDZ σε διαλύµατα του µητρικού υλικού (ccΒ) µε και χωρίς IS 

Κατασκευάστηκαν οι καµπύλες αναφοράς της SDZ σε διαλύµατα του µητρικού υλικού, 

πέντε για το εύρος Β (ΒΒ1-ΒΒ5), τρεις για το εύρος Α (ΑΒ1-ΑΒ3) και τρεις για το εύρος 

C (CΒ1-CΒ3), µε και χωρίς IS, σε διαφορετικές ηµέρες η καθεµία, καθώς και οι 

αντίστοιχες καµπύλες σε πρότυπα διαλύµατα (καµπύλες ΒΑ6-ΒΑ10, ΑΑ4-ΑΑ6 και CA4-

CA6). Συγκρίνοντας τις κλίσεις των καµπυλών σε µητρικό υλικό µε εκείνες σε πρότυπα 

διαλύµατα, όπως προκύπτουν από το Excel, χωρίς τις αντίστοιχες στρογγυλοποιήσεις, 

µελετήθηκε η «επίδραση του µητρικού υλικού» (σάρκα µε δέρµα). 

Για την παρασκευή των καµπυλών σε µητρικό υλικό, ο εµβολιασµός πραγµατοποιήθηκε 

µετά τη διαδικασία εκχύλισης και καθαρισµού (στην ανασύσταση). 

Ένας ποσοτικός τρόπος προσδιορισµού της «επίδρασης του µητρικού υλικού» (Matrix 

Effect, ME %) είναι αυτός βάσει της εξίσωσης: 

)
__

__
1(100,%

Α

Β
−×=

ληςκαµπσηκλ
ληςκαµπσηκλ
ύί

ύί
ME  

όπου κλίση καµπύλης Β είναι η κλίση καµπύλης που παρασκευάζεται µε διαλύµατα του 

µητρικού υλικού, ενώ κλίση καµπύλης Α είναι η κλίση της καµπύλης των πρότυπων 

διαλυµάτων. Θετική τιµή του ΜΕ (%) σηµαίνει υποβάθµιση του σήµατος. 
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Στα σχήµατα ΠV_34 - ΠV_37 και στα σχήµατα 10.11 και 10.12 του παρόντος κειµένου 

δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών αναφοράς της SDZ σε πρότυπα 

διαλύµατα και σε µητρικό υλικό, µε και χωρίς IS, αντίστοιχα, όπου φαίνεται η «επίδραση 

του µητρικού υλικού», στα τρία εύρη συγκεντρώσεων. 

Στον πίνακα 10.11 δίνονται οι εξισώσεις των καµπυλών αναφοράς και οι τιµές του ΜΕ 

(%) που υπολογίζονται µε βάση τον παραπάνω τύπο. 

Όταν δε χρησιµοποιείται IS το ΜΕ (%) έχει µεγαλύτερες τιµές στις χαµηλές 

συγκεντρώσεις SDZ (22 - 28 %), ενώ όσο η συγκέντρωση αυξάνει, παρουσιάζει 

µικρότερες τιµές, γεγονός που οφείλεται στην παρουσία περισσότερων ιόντων SDZ που 

αντισταθµίζουν το «υπόβαθρο» από το µητρικό υλικό. 

Όταν χρησιµοποιείται IS, το ΜΕ (%) λαµβάνει αρνητικές τιµές, δηλαδή η παρουσία του 

µητρικού υλικού ενισχύει το σήµα της SDZ. Μάλιστα, η ενίσχυση αυτή είναι µεγαλύτερη 

στις υψηλές συγκεντρώσεις (9 - 12 %) και µικρότερη στις χαµηλές συγκεντρώσεις (2 - 5 

%). Ωστόσο, σε κάθε εύρος συγκεντρώσεων, η επίδραση είναι σηµαντικά µικρότερη 

απ’ό,τι στην περίπτωση κατά την οποία δε χρησιµοποιείται IS. 

 

Καµπύλη αναφοράς της AcSDZ σε διαλύµατα του µητρικού υλικού (ccΒ) µε και χωρίς IS 

Στα σχήµατα ΠV_38 - ΠV_43, δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών 

αναφοράς της AcSDZ σε πρότυπα διαλύµατα και σε µητρικό υλικό, µε και χωρίς IS. 

Στον πίνακα 10.12 δίνονται οι εξισώσεις των καµπυλών αναφοράς και οι τιµές του ΜΕ 

(%) για τα τρία εύρη συγκεντρώσεων. 

Παρατηρείται ότι οι τιµές του ΜΕ (%) δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές στα τρία 

εύρη συγκεντρώσεων, κυµαίνονται από 6 - 13 % και, σε αντίθεση µε την SDZ, 

εµφανίζεται ενίσχυση του σήµατος, πλην µιας περίπτωσης (καµπύλες ΒΑ7/ΒΒ2). 

Ωστόσο, µε τη χρήση IS οι τιµές του ΜΕ (%) δεν παρουσιάζουν µείωση (5 -16 %). 

 

Καµπύλη αναφοράς της TMP σε διαλύµατα του µητρικού υλικού (ccΒ) µε και χωρίς IS 

Στα σχήµατα ΠV_44 - ΠV_49, δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών
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Σχήµα 10.11 Γραφικές παραστάσεις των 
καµπυλών αναφοράς ΒΑ6-ΒΑ10 και ΒΒ1-ΒΒ5  
της SDZ χωρίς IS (εύρος Β) 

 

Σχήµα 10.12 Γραφικές παραστάσεις των  
καµπυλών αναφοράς ΒΑ6-ΒΑ10 και ΒΒ1-ΒΒ5  
της SDZ µε IS (εύρος Β) 
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Πίνακας 10.11 Προσδιορισµός της «επίδρασης του µητρικού υλικού» στην SDZ (µε και χωρίς IS) 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
της καµπύλης αναφοράς 
πρότυπων διαλυµάτων 

 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
της καµπύλης αναφοράς 

διαλυµάτων µητρικού υλικού 
 

 

ΜΕ, % 
(χωρίς IS) 

 
 

 

ΜΕ, % 
(µε IS) 

 
 

 

 

ΑΑ4     A = 1383,6 C + 1169,4 
          RA = 0,013 C + 0,0094 

 

ΑΒ1     Α = 1031,0 C + 1008,8 
          RΑ = 0,0132 C + 0,0074 

 

25 
 

 

 
-2 

 

ΑΑ5     A = 1398,9 C + 444,4 
          RA = 0,0129 C + 0,0026 
ΑΑ5     A = 1360,7 C + 55,8 
          RA = 0,0131 C + 0,0079 

ΑΒ2     Α = 1009,8 C + 829,8 
          RΑ = 0,0132 C + 0,0074 
ΑΒ3     Α = 1067,7 C + 197,6 
           RA = 0,00137 C + 0,0073 

28 
 

22 
 

 
-2 
 

-5 

 
 

 

ΒΑ6     A = 1330,2 C – 8298,7 
          RA = 0,014 C – 0,1012 

 

ΒΒ1     Α = 1060,5 C – 1202,4 
          RΑ = 0,0161 C – 0,0569 

 

20 
 

 

 
-15 

 

ΒΑ7     A = 1329,6 C – 628,59 
          RA = 0,0146 C – 0,0531 

ΒΒ2     Α = 1176,5 C + 2398,4 
         RΑ = 0,0161 C – 0,0161 

12 
 

 
-10 

 
 

ΒΑ8     A = 1431,8 C – 6719,2 
         RA = 0,0164 C – 0,0453 

ΒΒ3     Α = 1339,9 C + 4906,5 
         RΑ = 0,0174 C + 0,0558 

6 
 

 
-6 

 

 

CΑ4     A = 13,13 C – 0,22 
          RA = 13,79 C + 0,717 

 

CΒ1     Α = 11,18 C – 0,18 
          RΑ = 15,04 C + 1,93 

 

15 
 

 

 
-9 

 

CΑ5     A = 12,84 C + 0,066 
          RA = 13,14 C + 0,808 
CΑ6     A = 13,04 C – 0,0064 
         RA = 13,28 C + 0,851 

CΒ2     Α = 11,11 C + 0,19 
         RΑ = 14,60 C + 1,45 
CΒ3     Α = 11,11 C + 0,0081 
          RA = 14,87 C + 1,24 

13 
 

15 
 

 
-11 

 
-12 

 

     

 

Πίνακας 10.12 Προσδιορισµός της «επίδρασης του µητρικού υλικού» στην AcSDZ (µε και χωρίς IS)  
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
της καµπύλης αναφοράς 
πρότυπων διαλυµάτων 

 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
της καµπύλης αναφοράς 

διαλυµάτων µητρικού υλικού 
 

 

ΜΕ, % 
(χωρίς IS) 

 
 

 

ΜΕ, % 
(µε IS) 

 
 

 

 

ΑΑ4     A = 1274,0 C – 294,16 
          RA = 0,0142 C + 0,0026 

 

ΑΒ1     Α = 1356,3 C – 69,8 
          RΑ = 0,0158 C + 0,001 

 

-6 
 

 

 
-11 

 

ΑΑ5     A = 1213,0 C – 802,4 
          RA = 0,0144 C – 0,0048 
ΑΑ6     A = 1264,8 C – 135,1 
          RA = 0,0154 C – 0,0066 

ΑΒ2     Α = 1341,3 C – 1093,5 
          RΑ = 0,0161 C - 0,0076 
ΑΒ3     A = 1392,3 C – 273,9 
           RΑ = 0,0161 C + 0,0023 

-11 
 

-10 
 

 
-12 

 
-5 

 
 

 

ΒΑ6     A = 1205,1 C + 3324,6 
          RA = 0,0138 C – 0,026 

 

ΒΒ1     Α = 1280,2 C + 3212,4 
          RΑ = 0,0149 C + 0,1195 

 

-6 
 

 

 
-8 

 

ΒΑ7     A = 1519,7 C – 1910,3 
          RA = 0,0164 C – 0,0579 

ΒΒ2     Α = 1480,2 C + 3331 
         RΑ = 0,0178 C + 0,0021 

+3 
 

 
-9 

 
 

ΒΑ8     A = 1413,2 C + 2059,5 
         RA = 0,0141 C + 8,0×10-5 

ΒΒ3     Α = 1511,8 C + 807,19 
         RΑ = 0,0151 C + 0,1146 

-7 
 

 
-7 

 

 

CΑ4     A = 12,625 C – 0,3051 
          RA = 13,999 C + 0,6953 

 

CΒ1     Α = 13,522 C – 0,9118 
          RΑ = 15,034 + 2,1785 

 

-7 
 

 

 
-11 

 

CΑ5     A = 12,242 C – 0,0008 
          RA = 14,357 C + 0,2749 
CΑ6     A = 12,22 C + 0,0127 
         RA = 14,227 C + 0,285 

CΒ2     Α = 13,803 C – 1,1567 
         RΑ = 15,316 C + 2,3557 
CΒ3     A = 13,214 C – 0,4075 
          RΑ = 15,488 C + 2,1274 

-13 
 

-8 
 

 
-12 

 
-5 
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αναφοράς της TMP σε πρότυπα διαλύµατα και σε µητρικό υλικό, µε και χωρίς IS και 

στον πίνακα 10.13 του παρόντος κειµένου δίνονται οι εξισώσεις των καµπυλών 

αναφοράς και οι τιµές του ΜΕ (%) στα τρία εύρη συγκεντρώσεων. 

Η µείωση του σήµατος της TMP λόγω του µητρικού υλικού είναι παρόµοια και στα τρία 

εύρη συγκεντρώσεων, η δε χρήση του IS προκαλεί ενίσχυση του σήµατος, κυρίως, στις 

 

Πίνακας 10.13 Προσδιορισµός της «επίδρασης του µητρικού υλικού» στην TMP (µε και χωρίς IS)  
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
της καµπύλης αναφοράς 
πρότυπων διαλυµάτων 

 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
της καµπύλης αναφοράς 

διαλυµάτων µητρικού υλικού 
 

 

ΜΕ, % 
(χωρίς IS) 

 
 

 

ΜΕ, % 
(µε IS) 

 
 

 

 

ΑΑ4     A = 6780,6 C – 6438,2 
          RA = 0,0142 C + 0,0026 

 

ΑΒ1     Α = 5917,9 C – 8330,7 
          RΑ = 0,0158 C + 0,001 

 

+13 
 

 

 
-11 

 

ΑΑ5     A = 6761,7 C – 6329,6 
          RA = 0,089 C + 0,0726 
ΑΑ6     A = 6638,9 C – 5492 
          RA = 0,0923 C + 0,0948 

ΑΒ2     Α = 5933,0 C – 7989,2 
          RΑ = 0,0958 C + 0,0214 
ΑΒ3     Α = 5501,4 C – 4608,5 
           RA = 0,1007 C + 0,0246 

+12 
 

+17 
 

 
-20 

 
-22 

 
 

 

ΒΑ6     A = 6678,4 C - 5353,1 
          RA = 0,09332 C +0,2168 

 

ΒΒ1     Α = 5644 C - 23950 
          RΑ = 0,1133 C - 0,2277 

 

+15 
 

 

 
-11 

 

ΒΑ7     A = 6780 C - 2218 
          RA = 0,101 C - 0,1527 

ΒΒ2     Α = 5716,1 C - 22641 
         RΑ = 0,1124 C - 0,186 

+16 
 

 
-20 

 
 

ΒΑ8     A = 6883,8 C - 21569 
         RA = 0,1002 C – 0,1734 

ΒΒ3     Α = 5430,9 C - 16256 
         RΑ = 0,12 C - 0,4425 

+21 
 

 
-9 

 

 

CΑ4     A = 68,048 C + 0,2396 
          RA = 89,426 C - 0,0107 

 

CΒ1     Α = 61,103 C – 0,8371 
          RΑ = 97,346 C + 4,8195 

 

+10 
 

 

 
-9 

 

CΑ5     A = 67,153 C + 0,4465 
          RA = 90,173 C - 0,2772 
CΑ6     A = 67,488 C – 1,7524 
         RA = 90,277 C + 0,1569 

CΒ2     Α = 59,804 C – 1,2673 
         RΑ = 100,19 C + 3,2476 
CΒ3     Α = 59,957 C – 5,0634 
          RA = 100,33 C + 3,5289 

+11 
 

+11 
 

 
-11 

 
-11 

 

     

 

χαµηλές συγκεντρώσεις (11 - 22 %), ενώ στις υψηλότερες συγκεντρώσεις η επίδραση 

είναι µικρότερη (9 - 11 %). 

 

10.7.4 Καµπύλη αναφοράς σε δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση. 

Προσδιορισµός της «σχετικής επίδρασης του µητρικού υλικού» 

Παρασκευάστηκαν διαφορετικές καµπύλες αναφοράς µε δείγµατα εµβολιασµένα πριν 

από την εκχύλιση και τον καθαρισµό στα τρία εύρη συγκεντρώσεων των αναλυτών, µε 
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και χωρίς IS, σε διαφορετικές ηµέρες, καθώς και οι αντίστοιχες καµπύλες σε πρότυπα 

διαλύµατα. Στο εύρος Α παρασκευάστηκαν πέντε καµπύλες αναφοράς (ΑC1-ΑC5 και 

ΑΑ7-ΑΑ11), στο εύρος Β παρασκευάστηκαν πέντε καµπύλες αναφοράς (ΒC1-ΒC5 και 

ΒΑ11-ΒΑ15) και, επίσης, πέντε καµπύλες αναφοράς στο εύρος C των συγκεντρώσεων 

(CC1-CC5 και CΑ7-CΑ11). Οι καµπύλες αναφοράς C παρασκευάστηκαν 

χρησιµοποιώντας δείγµατα σάρκας µε δέρµα από διαφορετικές «παρτίδες» ιχθύων, 

δηλαδή, από ιχθύες διαφορετικού είδους (τσιπούρα, λαβράκι), διαφορετικής διατροφής, 

διαφορετικού σωµατικού βάρους κ.λπ. (πίνακας ΠV_11.17) Εποµένως, τα δείγµατα 

είχαν διαφορετική περιεκτικότητα σε συστατικά που συνεισφέρουν στο φαινόµενο 

«επίδραση του µητρικού υλικού» και εποµένως διαφορετική επίδραση στο τελικό 

αποτέλεσµα. Συγκρίνοντας τις κλίσεις των καµπυλών C µεταξύ των, προσδιορίστηκε η 

«σχετική επίδραση του µητρικού υλικού» (σχήµατα ΠV_50 - ΠV_56 και ΠV_57 - ΠV_84 

και πίνακες ΠV_18 - ΠV_35). 

Στο σχήµα 10.13 δίνονται οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών αναφοράς µε 

δείγµατα εµβολιασµένα πριν την πορεία ASE/SPE, στα τρία εύρη συγκεντρώσεων της 

SDZ, καθώς και οι αντίστοιχες καµπύλες µε πρότυπα διαλύµατα. 

Στον πίνακα 10.14 δίνεται η στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής των κλίσεων των 

καµπυλών αναφοράς C, µε και χωρίς IS, στα τρία εύρη συγκεντρώσεων. Παρατηρείται 

ότι η RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών αναφοράς C της SDZ χωρίς IS και στα εύρη 

συγκεντρώσεων είναι µικρή (1,5 - 3,3), ενώ µεγαλύτερη είναι στο εύρος Β (5,5). Με τη 

χρήση IS παρατηρείται µείωση του RSD (%) µόνο στο εύρος C, ενώ στο εύρος Β είναι 

υψηλή η τιµή του (6,1). Στην περίπτωση της TMP χωρίς IS οι τιµές RSD (%) είναι 

σηµαντικά χαµηλές (0,29 - 1,8), όπως και µε τη χρήση IS (0,93 - 2,2) και στα τρία εύρη 

συγκεντρώσεων. Τέλος, η RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών αναφοράς AC και BC 

της AcSDZ χωρίς IS είναι µικρή (1,6 - 2,0), ενώ στις µεσαίες συγκεντρώσεις είναι 

µεγαλύτερη (4,1). Η χρήση του IS δε φαίνεται να επηρεάζει σηµαντικά τις τιµές του RSD 

(%) παρά µόνο στις υψηλές συγκεντρώσεις όπου η τιµή είναι 1,0. 

Ωστόσο, σε κάθε περίπτωση παρατηρείται ότι δεν υπάρχει σηµαντική επίδραση της 

προέλευσης του µητρικού υλικού (σάρκα µε δέρµα) στη κλίση της καµπύλης αναφοράς  
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Σχήµα 10.13 Γραφικές παραστάσεις των καµπυλών 
αναφοράς ΒΑ11-ΒΑ15 και ΒC1-ΒC5 της SDZ µε IS 
(εύρος Β) 
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Πίνακας 10.14 Στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής της κλίσης των καµπυλών αναφοράς των δειγµάτων εµβολιασµένων µε τους 
αναλύτες πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό, µε και χωρίς IS, στα τρία εύρη συγκεντρώσεων 

 
 

Αναλύτης 
 
 
 

 

Εύρος 
Συγκεντρώσεων 

 
 

 

Μέση τιµή 
κλίσης (mean ) 

 
 

 

Τυπική απόκλιση 
κλίσης (SD) 

 

 

Συντελέστής 
συσχετίσεως  

(R) 
 

 

Σχετική τυπική 
απόκλιση κλίσης, % 

(RSD, %) 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ 

 

Χωρίς IS 
Α 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 
 

Χωρίς IS 

 

 
0,0802×104 
0,1086×104 
0,1043×104 

 
129,5×10-4 
137,0×10-4 
136,2×10-4 

 
 

 

 
0,12×102 

0,0060×102 
0,34×102 

 
5,9×10-4 
8,0×10-4 
6,6×10-4 

 
 

 

 
0,9986 
0,9986 
0,9995 

 
0,9993 
0,9994 
0,998 

 
 

 

 
1,5 
5,5 
3,3 

 
4,6 
6,1 

0,49 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 

A 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 
 

Χωρίς IS 

9,54×102 
9,93×102 
9,13×102 

 
126,0×10-4 
125,0×10-4 
124,2×10-4 

 
 

0,16×102 
0,40×102 
0,18×102 

 
2,2×10-4 
5,3×10-4 
1,2×10-4 

 
 

0,997 
0,9993 
0,9992 

 
0,998 

0,9998 
0,9992 

 
 

1,6 
4,1 
2,0 

 
1,8 
4,2 
1,0 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 

 

4,778×103 
4,98×103 
4,88×103 

 
77,7×10-3 
79,5×10-3 
79,92×10-3 

 

0,085×103 
0,017×103 
0,14×103 

 
1,7×10-3 
1,6×10-3 

0,74×10-3 
 

0,995 
0,9997 
0,998 

 
0,9997 
0,9989 
0,998 

 

1,8 
0,35 
0,29 

 
2,3 
2,0 

0,93 
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που πρόκειται να χρησιµοποιηθεί για τον ποσοτικό προσδιορισµό της SDZ σε σάρκα µε 

δέρµα ιχθύος (RSD (%) < 3 – 4 % πλην ελαχίστων εξαιρέσεων). 

Πραγµατοποιήθηκαν µελέτες για τη γραµµικότητα των καµπυλών αναφοράς σε κάθε 

εύρος συγκεντρώσεων των τριών αναλυτών, µε και χωρίς IS, τα δε αποτελέσµατα 

κρίθηκαν ικανοποιητικά, ενώ ο έλεγχος στατιστικά σηµαντικής διαφοράς της τοµής από 

το µηδέν, έδειξε ότι δεν υπάρχει σταθερό συστηµατικό σφάλµα σε όλες τις περιπτώσεις. 

Από τις παραπάνω µελέτες διαπιστώνεται ότι η γραµµική συσχέτιση µεταξύ της 

συγκέντρωσης C και της επιφάνειας κορυφής Α ή της σχετικής επιφάνειας RA είναι 

ικανοποιητική, τόσο χωρίς, όσο και µε IS (DPS), ωστόσο, η χρήση IS προτιµάται, διότι 

στην περίπτωση αυτή η «επίδραση του µητρικού υλικού» είναι µικρότερη. 

 

10.8 Προσδιορισµός του ορίου ανίχνευσης και του ορίου ποσοτικοποίησης 

10.8.1 Προσδιορισµός του ορίου ανίχνευσης σε πρότυπα διαλύµατα και σε 

δείγµατα σάρκας µε δέρµα 

Στο Παράρτηµα V δίνονται οι δύο τρόποι προσδιορισµού του LOD.309,314 Στον πίνακα 

10.15 δίνονται τα LODs των αναλυτών προσδιοριζόµενα και µε τους δύο τρόπους σε 

πρότυπα διαλύµατα και σε δείγµατα σάρκας µε δέρµα. 

Στο σχήµα 10.14 δίνονται τα χρωµατογραφήµατα των πρότυπων διαλυµάτων µε τους 

αναλύτες στο εκάστοτε LOD και στο σχήµα 10.15 δίνονται τα χρωµατογραφήµατα των 

δειγµάτων σάρκας µε δέρµα εµβολιασµένων µε τους αναλύτες στο εκάστοτε LOD. 

 

10.8.2 Προσδιορισµός του ορίου ποσοτικοποίησης σε πρότυπα διαλύµατα και σε 

δείγµατα σάρκας µε δέρµα 

Στο Παράρτηµα V δίνονται οι δύο τρόποι προσδιορισµού του LOQ.309,314 Στον πίνακα 

10.15 δίνονται τα LOQs των αναλυτών προσδιοριζόµενα και µε τους δύο τρόπους σε 

πρότυπα διαλύµατα και σε δείγµατα σάρκας µε δέρµα. 
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Αναλύτης 
 
 

 

Εξίσωση  
παλινδρόµησης 

 
 

 

LOD  
(ng mL -1)a 

 
 

 

LOD  
(ng mL -1)b 

 
 

 

LOD  
(µg kg -1)a 

 
 

 

LOD  
(µg kg -1)b 

 
 

 

LOQ  
(ng mL -1)a 

 
 

 

LOQ  
(ng mL -1)b 

 
 

 

LOQ  
(µg kg -1)a 

 
 

 

LOQ  
(µg kg -1)b 

 
 

 

SDZ 
 
 
 
 

AcSDZ  
 
 
 
 

 

Α=[0,1374(±0,0027)]×104C– 
[(0,0±3,7)×102 

Α=[0,0802(±0,0030)]×104C-
[(0,038±0,046)×104 

 
Α=[12,41(±0,39)]×102C–

[(0,036±0,052)×104 
Α=[9,54(±0,53)]×102C–

[(0,051±0,082)×104 
 

 

0,9 
 
 
 
 

1,4 
 
 
 
 

 

1,5 
 
 
 
 

1,5 
 
 
 
 

 

 
 

1,9 
 
 
 
 

2,8 
 
 

 

 
 

3,0 
 
 
 
 

3,0 
 
 

 

2,7 
 
 
 
 

4,2 
 
 
 
 

 

4,5 
 
 
 
 

4,5 
 
 
 
 

 

 
 

5,7 
 
 
 
 

8,6 
 
 

 

 
 

10,0 
 
 
 
 

10,0 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 

Α=[6,68(±0,17)]×103C– 
[(0,47±0,20)×104 

Α=[4,78(±0,32)]×103C–
[(0,50±0,47)×104 

 
 

1,0 
 
 
 
 
 

1,0 
 
 
 
 
 

 
 

3,2 
 
 
 

 
 

1,5 
 
 
 

3,0 
 
 
 
 
 

3,0 
 
 
 
 
 

 
 

9,8 
 
 
 

 
 

5,0 
 
 
 

a Υπολογισµένο θεωρητικά βάσει της εξίσωσης παλινδρόµησης 
b Καθορισµένο από το χρωµατογράφηµα µε βάση τους λόγους S/N ≥ 3 (LOD) και S/N ≥ 10 (LOQ) 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 10.15 Όρια ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισµού των αναλυτών σε πρότυπα διαλύµατα (σε ng mL-1) και σε δείγµατα σάρκας µε 
δέρµα (σε µg kg-1) 
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Σχήµα 10.14 Χρωµατογραφήµατα των πρότυπων διαλυµάτων 
στο LOD του κάθε αναλύτη 

 

 
 

Σχήµα 10.15 Χρωµατογραφήµατα των δειγµάτων σάρκας µε 
δέρµα στο LOD του κάθε αναλύτη 

Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100 S/N:PtP=6.77  

5.60

S/N:PtP=16.98

5.99

S/N:PtP=9.53  

TMP

4.33 SDZ 

AcSDZ

Time
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

%

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00

% 

0

100 S/N:PtP=32.81

S/N:PtP=20.58

S/N:PtP=8.97  

SDZ 

TMP

AcSDZ
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10.9 Συνδυασµένες εξισώσεις παλινδρόµησης 

Όπως προαναφέρθηκε, προτιµήθηκε η χρησιµοποίηση των καµπυλών αναφοράς µε IS. 

Προκειµένου να κατασκευαστεί µία «ενιαία» καµπύλη για τα τρία εύρη συγκεντρώσεων 

(Α, Β και C), ελέγχθηκε αν οι κλίσεις των επιµέρους περιοχών διαφέρουν στατιστικά 

σηµαντικά µεταξύ των. Στη συνέχεια, χρησιµοποιήθηκαν τα δεδοµένα από τα τρία εύρη 

και κατασκευάστηκαν, για κάθε αναλύτη, οι γραφικές παραστάσεις: 

(α) Σε διάλυµα µητρικού υλικού, προκειµένου να χρησιµοποιηθούν για τον υπολογισµό 
της σχετικής ανάκτησης (ορθότητα), 

(β) Σε δείγµατα εµβολιασµένα πριν την εκχύλιση και τον καθαρισµό, προκειµένου να 
χρησιµοποιηθούν για τον ποσοτικό προσδιορισµό των αναλυτών. 

 

10.10 Έλεγχος της ακρίβειας της µεθόδου 

10.10.1 Γενικά309,315 

Σύµφωνα µε την Ευρωπαϊκή Οδηγία 2002/657/ΕΚ, τα αποδεκτά όρια ορθότητας µιας 

ποσοτικής µεθόδου καθορίζονται ανάλογα µε τη συγκέντρωση του αναλύτη (πίνακας 

10.16).63,316 Ο έλεγχος της ορθότητας γίνεται µέσα στην ίδια εργαστηριακή ηµέρα και 

µεταξύ διαφορετικών ηµερών. 

 

Πίνακας 10.16 Αποδεκτά όρια ορθότητας 
 

 

Συγκέντρωση αναλύτη 
 

 

Εύρος 
 

 

< 1 µg kg-1 
 

≥ 1 µg kg-1 < 10 µg kg-1 
 

 

-50 % έως +20 % 
 

-40 % έως +20 % 
 

≥ 10 µg kg-1 < 100 µg kg-1 
 

≥ 100 µg kg-1 
 

-30 % έως +10 % 
 

-20 % έως +10 % 
 

 

Τα αποδεκτά όρια πιστότητας µιας ποσοτικής µεθόδου που δίνονται στον πίνακα 

10.17,63,222 καθορίζονται ανάλογα µε τη συγκέντρωση του αναλύτη και προσδιορίζονται 

µε βάση την εξίσωση Horwitz: 
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)log5,01(2 CCV −=  

όπου C το κλάσµα µάζας εκφραζόµενο ως δύναµη του 10 (π.χ. 1 µg kg-1 = 10-9) 

 

Πίνακας 10.17 Αποδεκτά όρια πιστότητας 
 

 

Συγκέντρωση  
αναλύτη 

 
 
 
 

 

Αποδεκτή πιστότητα εντός της 
ηµέρας 

(επαναληψιµότητα) 
% CV 

 
 

 

Αποδεκτή πιστότητα 
µεταξύ των ηµερών 
(ενδοεργαστηριακή 
αναπαραγωγιµότητα) 

% CV 
 

 

< 1 µg kg-1 
 

≥ 1 µg kg-1 < 10 µg kg-1 
 

 

30 
 

25 
 

 

45 
 

32 
 

≥ 10 µg kg-1 < 100 µg kg-1 
 

≥ 100 µg kg-1 
 

15 
 

10 
 

23 
 

16 
 

 

Σύµφωνα µε την Ευρωπαϊκή Οδηγία 2002/657/ΕΚ, προκειµένου για ουσίες µε 

καθορισµένο MRL, η ακρίβεια µιας µεθόδου ελέγχεται στα επίπεδα: 

0,5× MRL, 1× MRL και 1,5× MRL. 

Στην παρούσα διατριβή, η ακρίβεια της µεθόδου ελέγχθηκε στα τρία εύρη 

συγκεντρώσεων στα οποία ελέγχθηκε η γραµµικότητα (Α, Β και C). 

Επίσης, για την AcSDZ δεν έχει οριστεί MRL και η µελέτη έγινε στις ίδιες συγκεντρώσεις 

µε την SDZ. 

 

10.10.2 Έλεγχος της ακρίβειας της µεθόδου εντός της ηµέρας 

Για τον έλεγχο της ακρίβειας της µεθόδου εντός της ηµέρας (intra-day accuracy), 

παρασκευάστηκαν και αναλύθηκαν έξι (6) εµβολιασµένα δείγµατα σάρκας µε δέρµα, σε 

κάθε µία από τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις, σε κάθε ένα από τα τρία εύρη 

συγκεντρώσεων Α, Β και C. Πραγµατοποιήθηκαν τρεις (3) ενέσεις για κάθε δείγµα. Στον 

πίνακα 10.18 δίνονται τα αποτελέσµατα από τον έλεγχο της ορθότητας και της 

πιστότητας της µεθόδου. 
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Αναλύτης 
 
 
 
 
 

 

Συγκέντρωση 
που 

προστέθηκε 
(µg kg -1) 

 
 

 

Συγκέντρωση που 
βρέθηκε 
(µg kg -1) 

Μέση τιµή ± SD 
(n = 6) 

 

 

Πιστότητα 
CV, % 

 
 
 
 

 

Ορθότητα 
 
 

   RE, % ± SD a         Er, % b 
 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

10 (LOQ) 
15 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 
50 (0,5×MRL) 
100 (1×MRL) 

150 (1,5×MRL) 
500  
5000  

10000 
 

7,5 (LOQ) 
12,5 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 
25 (0,5×MRL) 
50 (1×MRL) 

75 (1,5×MRL) 
500  
5000  

10000 
 

10 (LOQ) 
15 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 

50 
100 
150 
500 
1000 

10000 
 

 

9,48 ± 0,45 
15,23 ± 0,72 
24,06 ± 0,81 
47,2 ± 2,2 
99,5 ± 3,5 
150,5 ± 5,2 
503,8 ± 4,8 
4926 ± 77 
9930 ± 25 

 

7,37 ± 0,50 
13,05 ± 0,45 
24,61 ± 0,82 
23,6 ± 1,1 
51,1 ± 2,3 
75,6 ± 5,9 
501 ± 15 

5053 ± 19 
9922 ± 29 

 

9,42 ± 0,63 
14,08 ± 0,61 
24,95 ± 0,95 
49,5 ± 3,2 
101,2 ± 4,1 
148,0 ± 3,9 
499,5 ± 8,0 
4964 ± 43 
9939 ± 94 

 

 

4,7 
4,7 
3,3 
4,6 
3,4 
3,4 
0,95 
1,5 
0,25 

 

6,7 
3,4 
3,3 
4,6 
4,4 
2,5 
2,9 
0,36 
2,3 

 

6,7 
4,3 
3,8 
6,3 
4,0 
2,6 
1,6 
0,86 
0,94 

 

 

     94,8 ± 4,5             -5,2 
   101,6 ± 4,8              1,6 
     96,2 ± 3,2             -3,8 
     94,4 ± 4,4             -5,6 
     99,5 ± 3,5             -0,5 
   100,3 ± 3,5              0,3 
   100,8 ± 1,0              0,8 
     98,5 ± 1,5             -1,5 
     99,3 ± 0,3             -0,7 
 

     94,5 ± 8,1             -1,7 
   101,6 ± 2,8              4,4 
   100,4 ± 3,1             -1,6 
     96,3 ± 5,6             -5,8 
     99,3 ± 5,0              2,1 
   102,0 ± 5,8              0,8 
   101,7 ± 3,9              0,2 
   101,1 ± 0,3              1,1 
    99,4 ± 2,5              -0,8 
 

    94,2 ± 6,3              -5,8 
    93,9 ± 4,1              -6,1 
    99,8 ± 3,8              -0,2 
    99,1 ± 6,3              -0,9 
  101,2 ± 4,1               1,2 
    98,7 ± 2,6              -1,3 
    99,9 ± 1,6              -0,1 
    99,3 ± 0,9              -0,7 
    99,4 ± 0,9              -0,6 
 

a H % σχετική ανάκτηση (RE, %) υπολογίζεται µε τις καµπύλες αναφοράς παρασκευασµένες σε µητρικό υλικό. ∆ίνονται και οι τιµές  
  του συντελεστή διακύµανσης για τις τιµές ανάκτησης 

b To % σχετικό σφάλµα 

ή

ήή

r C

CC
E

θεωρητικ

θεωρητικπειραµατικ −
=,% είναι το συστηµατικό σφάλµα (bias) 

 

10.10.3 Έλεγχος της ακρίβειας της µεθόδου µεταξύ των ηµερών 

Για τον έλεγχο της ακρίβειας της µεθόδου µεταξύ των ηµερών (inter-day accuracy), 

παρασκευάστηκαν και αναλύθηκαν τρία (3) εµβολιασµένα δείγµατα σάρκας µε δέρµα, 

σε κάθε µία από τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις, σε κάθε ένα από τα τρία εύρη 

συγκεντρώσεων Α, Β και C. Πραγµατοποιήθηκαν τρεις (3) ενέσεις για κάθε δείγµα. Στον 

Πίνακας 10.18 Ορθότητα και πιστότητα εντός της ηµέρας (intra-day inter-batch) 
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πίνακα 10.19 δίνονται τα αποτελέσµατα από τον έλεγχο της ορθότητας και της 

πιστότητας της µεθόδου, που έγινε σε πέντε (5) διαφορετικές εργαστηριακές ηµέρες.  

 

 
 

Αναλύτης 
 
 
 
 
 

 

Συγκέντρωση 
που 

προστέθηκε 
(µg kg -1) 

 
 

 

Συγκέντρωση που 
βρέθηκε 
(µg kg -1) 

Μέση τιµή ± SD 
(n = 15) 

 

 

Πιστότητα 
CV, % 

 
 
 
 

 

Ορθότητα 
 
 

   RE, % ± SD a         Er, % b 
 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

10 (LOQ) 
15 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 1) 
50 (0,5×MRL) 
100 (1×MRL) 

150 (1,5×MRL) 
500  

5000  
10000 

 

7,5 (LOQ) 
12,5 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 1) 
25 (0,5×MRL) 
50 (1×MRL) 

75 (1,5×MRL) 
500  

5000  
10000 

 

10 
15 
25 
50 
100 
150 
500 

1000 
10000 

 

 

9,72 ± 0,73 
15,2 ± 1,0 
24,2 ± 1,0 
48,1 ± 3,7 
99,3 ± 2,9 

150,6 ± 2,5 
504,5 ± 5,4 
4963 ± 44 

(100,2 ± 1,5)×102 
 

7,45 ± 0,67 
12,86 ± 0,80 

24,6 ± 1,1 
23,4 ± 1,6 
49,8 ± 2,1 
74,7 ± 1,5 

500,9 ± 8,3 
4981 ± 85 

(100,2 ± 1,8)×102 
 

10,37 ± 0,81 
13,79 ± 0,72 

24,6 ± 1,3 
49,6 ± 3,8 
99,7 ± 2,7 

105,2 ± 5,0 
501,5 ± 6,8 
4967 ± 41 

(997,3 ± 1,0)×102 
 

 

7,5 
6,7 
4,1 
7,6 
2,8 
1,6 
1,0 

0,89 
1,55 

 

8,9 
6,2 
4,7 
6,9 
4,1 
1,9 
1,3 

0,83 
1,0 

 

7,8 
5,2 
5,3 
7,5 
2,6 
3,3 
1,3 

0,83 
1,0 

 

 

     97,2 ± 7,3             -2,8 
   101,8 ± 6,9              1,8 
     96,7 ± 4,0             -3,3 
     96,1 ± 7,3             -3,9 
     99,3 ± 2,9             -0,7 
   100,4 ± 1,7              0,4 
   100,9 ± 1,1              0,9 
     99,3 ± 1,3             -0,7 
   100,2 ± 1,6              0,2 
 

     99,3 ± 7,1             -0,7 
   102,9 ± 6,4              2,9 
     98,6 ± 4,7             -1,4 
     93,5 ± 6,5             -6,5 
     99,7 ± 4,4             -0,3 
     99,7 ± 2,0             -0,3 
   100,2 ± 1,7              0,2 
     99,6 ± 0,9             -0,4 
   100,2 ± 1,8              0,2 
 

   103,7 ± 7,8              3,7 
     92,0 ± 4,8             -8,0 
     98,4 ± 5,0             -1,6 
     99,2 ± 7,5             -0,8 
     99,7 ± 2,7             -0,3 
   100,1 ± 3,4              0,1 
   100,3 ± 1,4              0,3 
     99,4 ± 0,8             -0,6 
     99,7 ± 1,0             -0,3 
 

a Όπως στον Πίνακα 10.18 
b Όπως στον Πίνακα 10.18 

 

10.11 Προσδιορισµός του ορίου απόφασης και της ικανότητας ανίχνευσης63,218,220 

10.11.1 Προσδιορισµός του ορίου απόφασης 

Για τον υπολογισµό του CCα, χρησιµοποιήθηκαν είκοσι (20) δείγµατα εµβολιασµένα στο 

Πίνακας 10.19 Ορθότητα και πιστότητα µεταξύ των ηµερών (inter-day inter-batch)  



217 
 

MRL. Η µέση τιµή των 20 συγκεντρώσεων που προσδιορίστηκαν συν 1,64 φορές (τιµή 

της παραµέτρου t για στάθµη εµπιστοσύνης 90 % και βαθµούς ελευθερίας που τείνουν 

στο άπειρο) την αντίστοιχη SD δίνει το CCα (πίνακας 10.20). 

 

10.11.2 Προσδιορισµός της ικανότητας ανίχνευσης 

Για τον υπολογισµό της CCβ, χρησιµοποιήθηκαν είκοσι (20) δείγµατα εµβολιασµένα µε 

διάλυµα συγκέντρωσης κάθε αναλύτη ίσης µε το CCα της κάθε µίας. Η συγκέντρωση 

CCα συν 1,64 φορές (τιµή της παραµέτρου t για στάθµη εµπιστοσύνης 95 % και 

βαθµούς ελευθερίας που τείνουν στο άπειρο) την SD δίνει την CCβ. (πίνακας 10.20). 

 

Πίνακας 10.20 Όριο απόφασης και ικανότητα ανίχνευσης της µεθόδου για τους τρεις αναλύτες 
 

 

Αναλύτης 
 
 
 
 
 
 

 

MRL  
(µg kg -1) 

 
 
 
 
 

 

Συγκέντρωση  
που βρέθηκε 

(µg kg -1) 
Μέση τιµή ± 

SD 
(n = 20) 

 

 

Σφάλµα α 
(1,64×SD) 

 
 
 
 
 

 

CCα  
(µg kg -1) 

 
 
 
 
 

 

Συγκέντρωση  
που βρέθηκε 

(µg kg -1) 
Μέση τιµή ± 

SD 
(n = 20) 

 

 

Σφάλµα β 
(1,64×SD) 

 
 
 
 
 

 

CCβ  
(µg kg -1) 

 
 
 
 
 

 

SDZ 
 

 

100 
 

 

99,4 ± 3,0 
 

 

4,9 
 

 

104,3 
 

 

102,1 ± 3,5 
 

 

5,7 
 

 

110,0 
 

TMP 
 

AcSDZ 
 

50 
 

100# 
 

50,2 ± 2,2 
 

100,2 ± 3,1 
 

3,5 
 

5,1 
 

53,7 
 

105,3 
 

51,9 ± 3,1 
 

103,9 ± 2,7 
 

5,1 
 

4,4 
 

58,8 
 

109,7 
 

 # ∆εν έχει οριστεί MRL για την AcSDZ, ωστόσο χρησιµοποιήθηκε η ίδια τιµή MRL µε της SDZ 

 

10.12 Εκτίµηση της αβεβαιότητας των µετρήσεων221,308 

10.12.1 Εκτίµηση της αβεβαιότητας στον προσδιορισµό της σουλφαδιαζίνης σε 

δείγµα σάρκας µε δέρµα ιχθύος 

Στο Παράρτηµα V περιγράφεται αναλυτικά η πορεία για την εκτίµηση της αβεβαιότητας 

κατά τον προσδιορισµό των SDZ σε δείγµα σάρκας µε δέρµα (πίνακες ΠV_36 και 

ΠV_37). 

Στον πίνακα 10.21 δίνεται το ισοζύγιο αβεβαιότητας (uncertainty budget) για τον 

προσδιορισµό της SDZ σε δείγµα σάρκας µε δέρµα, για τα τρία επίπεδα συγκέντρωσης. 
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10.12.2 Εκτίµηση της αβεβαιότητας στον προσδιορισµό της τριµεθοπρίµης σε 

δείγµα σάρκας µε δέρµα ιχθύος 

Ακολουθώντας τα στάδια του Παραρτήµατος V, υπολογίστηκε η αβεβαιότητα για τον 

προσδιορισµό της TMP σε δείγµα σάρκας µε δέρµα ιχθύος (πίνακας 10.22). 

Παρατηρείται ότι τη µεγαλύτερη συνεισφορά στην αβεβαιότητα έχουν η καµπύλη 

αναφοράς, τα τυχαία και τα συστηµατικά σφάλµατα, αλλά και η ζύγιση της πρότυπης 

ουσίας. 

 

10.12.3 Εκτίµηση της αβεβαιότητας στον προσδιορισµό της ακετυλο-

σουλφαδιαζίνης σε δείγµα σάρκας µε δέρµα ιχθύος 

Ακολουθώντας τα στάδια του Παραρτήµατος V, υπολογίστηκε η αβεβαιότητα για τον 

προσδιορισµό της AcSDZ σε δείγµα σάρκας µε δέρµα ιχθύος (πίνακας 10.23). 

Παρατηρείται ότι τη µεγαλύτερη συνεισφορά στην αβεβαιότητα έχουν τα συστηµατικά 

σφάλµατα, η ζύγιση της πρότυπης ουσίας, αλλά και η καθαρότητα της πρότυπης 

ουσίας. 
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Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 48,1 µg kg-1 
 3,7 0,077 0,0059 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 % 
 

1,9 0,019 0,00036 

Καµπύλη αναφοράς 80   1,5 0,019 0,00035 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,020 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλικού 

αναφοράς 99,7 % 0,50 0,25 0,0025 0,0000063 

Σ(RU2) 0,0068 

RUC 0,082 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,16 

RUexp, % 16 
 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 99,3 µg kg-1 
 

2,9 0,029 0,00085 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 %  0,74 0,0074 0,000054 

Καµπύλη αναφοράς 80   1,5 0,019 0,00035 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,02 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλικού 

αναφοράς 99,7 % 0,50 0,25 0,0025 0,0000063 

Σ(RU2) 0,0014 

RUC 0,038 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,075 

RUexp, % 7,5 
 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 150,6 µg kg-1 
 2,5 0,017 0,00028 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 % 
 

0,44 0,0044 0,000019 

Καµπύλη αναφοράς 80   1,5 0,019 0,00035 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,020 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλικού 

αναφοράς 99,7 % 0,50 0,25 0,0025 0,0000063 

Σ(RU2) 0,00081 

RUC 0,028 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,057 

RUexp, % 5,7 

 

Πίνακας 10.21 Ισοζύγιο αβεβαιότητας για τον προσδιορισµό της SDZ σε σάρκα µε δέρµα 
ιχθύος στα τρία επίπεδα συγκέντρωσης (50, 100 και 150 µg kg-1) 
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Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 23,4 µg kg-1 
 1,6 0,068 0,0047 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 % 
 

1,7 0,017 0,00028 

Καµπύλη αναφοράς 40   0,98 0,024 0,00060 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,020 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλ 
αναφοράς 99,5 % 0,50 0,25 0,0025 0,0000063 

Σ(RU2) 0,0057 

RUC 0,076 

RUexp  (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,15 

RUexp, % 15 
 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 49,8 µg kg-1 
 

2,1 0,042 0,0018 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 %  1,1 0,011 0,00012 

Καµπύλη αναφοράς 40   0,98 0,024 0,00060 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,020 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλ 
αναφοράς 99,5 % 0,50 0,25 0,0025 0,0000063 

Σ(RU2) 0,0027 

RUC 0,052 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,010 

RUexp , % 10 
 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 74,7 µg kg-1 
 1,5 0,020 0,00040 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 % 
 

0,510 0,005 0,0000260 

Καµπύλη αναφοράς 40   0,978 0,024 0,0005978 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,02 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,124 0,062 0,012 0,0001539 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,130670 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,210 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,800 0,400 0,00200 0,0000040 
Καθαρότητα υλ 
αναφοράς 99,5 % 0,500 0,250 0,0025 0,0000063 

Σ(RU2) 0,0012 

RUC 0,035 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,069 

RUexp , % 6,9 

 

Πίνακας 10.22 Ισοζύγιο αβεβαιότητας για τον προσδιορισµό της TMP σε δείγµα σάρκας µε 
δέρµα ιχθύος στα τρία επίπεδα συγκέντρωσης (25, 50 και 75 µg kg-1) 



221 
 

 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 49,6 µg kg-1 
 3,8 0,077 0,0059 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 %  1,9 0,019 0,00038 

Καµπύλη αναφοράς 80   0,7 0,0093 0,000086 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,012 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλ 
αναφοράς 90 % 12 5,8 0,064 0,0041 

Σ(RU2) 0,011 

RUC 0,10 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,21 

RUexp, % 21 
 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 99,7 µg kg-1 
 2,7 0,027 0,00073 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 % 
 

0,69 0,0069 0,000048 

Καµπύλη αναφοράς 80   0,74 0,0093 0,000086 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,012 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλ 
αναφοράς 90 % 12 5,8 0,064 0,0041 

RUC 0,0051 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,072 

Σ(RU2) 0,14 

RUexp, % 14 
 

Πηγή Τιµή Μονάδα Uexp U RU RU2 

Αναπαραγωγιµότητα 150,2 µg kg-1 
 

5,0 0,033 0,0011 

Συστηµατικό σφάλµα 100,0 %  1,3 0,013 0,00017 

Καµπύλη αναφοράς 80   0,74 0,0093 0,000086 

Όγκος ογκοµ. φιάλης 50 mL 0,012 0,012 0,00023 0,000000053 

Ζυγός (πρότυπη ουσία) 5 mg 0,12 0,062 0,012 0,00015 

Ζυγός (δείγµα) 1000 mg 0,13 0,065 0,000065 0,0000000043 

Πιπέτα (100 µL) 100 µL 0,21 0,11 0,0011 0,0000011 

Πιπέτα (200 µL) 200 µL 0,80 0,40 0,0020 0,0000040 
Καθαρότητα υλ 
αναφοράς 90 % 12 5,8 0,064 0,0041 

RUC 0,0056 

RUexp (k=2, για στάθµη εµπιστοσύνης 95%) 0,075 

Σ(RU2) 0,15 

RUexp, % 15 

Πίνακας 10.23 Ισοζύγιο αβεβαιότητας για τον προσδιορισµό της AcSDZ σε σάρκα µε δέρµα 
ιχθύος στα τρία επίπεδα συγκέντρωσης (50, 100 και 150 µg kg-1) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 11 

ΕΠΙΚΥΡΩΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ, 

ΤΡΙΜΕΘΟΠΡΙΜΗΣ ΚΑΙ ΑΚΕΤΥΛΟ-ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ ΣΕ ∆ΕΙΓΜΑ 

ΟΡΟΥ ΙΧΘΥΟΣ 

 

11.1 Εισαγωγή 

Αξιολογήθηκαν όλα τα χαρακτηριστικά ποιότητας του εδαφίου 10.1, εκτός από το όριο 

απόφασης CCα και την ικανότητα ανίχνευσης CCβ, δεδοµένου ότι το MRL έχει 

καθορισθεί µόνο για δείγµα σάρκας µε δέρµα ιχθύος, καθώς, επίσης, δεν έγινε εκτίµηση 

της αβεβαιότητας των µετρήσεων προσδιορισµού των αναλυτών σε δείγµα ορού. 

 

11.2 Έλεγχος της καταλληλότητας του συστήµατος 

Κατά τον έλεγχο της καταλληλότητας του συστήµατος στην αρχή κάθε εργαστηριακής 

ηµέρας307 χρησιµοποιήθηκαν ένα Π∆Ε, µε συγκεντρώσεις 100 ng SDZ, 50 ng TMP, 100 

ng AcSDZ και 50 ng DPS ανά mL DS, για τη µελέτη της επαναληψιµότητας και ένα ∆Ε, 

µε συγκεντρώσεις 250 µg SDZ, 125 µg TMP, 250 µg AcSDZ και 125 µg DPS ανά mL 

ορού, για τη µελέτη της διαχωριστότητας (συγκεντρώσεις “MRL” για τον ορό). 

Στον πίνακα 11.1 δίνονται τα κριτήρια επίδοσης για τον έλεγχο της καταλληλότητας του 

συστήµατος και οι τιµές που λαµβάνονταν στην περίπτωση του ∆Ε ορού. Στα σχήµατα 

ΠVI_1 και ΠVI_2 δίνονται τα χρωµατογραφήµατα του Π∆Ε και του ∆Ε, αντίστοιχα. 

 

11.3 Έλεγχος της ειδικότητας, της εκλεκτικότητας και των παρεµποδίσεων από 

το µητρικό υλικό 

Η ειδικότητα της µεθόδου ελέγχθηκε συγκρίνοντας τα χρωµατογραφήµατα που 

ελήφθησαν από «λευκά» δείγµατα ορού µε τα χρωµατογραφήµατα που ελήφθησαν από 

πρότυπα διαλύµατα και εµβολιασµένα δείγµατα ορού σε συγκεντρώσεις LOQ και 

“2,5×MRL”. ∆ιαπιστώθηκε ότι, στον χρόνο που εκλούονται οι αναλύτες και το IS, δεν 
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Πίνακας 11.1 Κριτήρια επίδοσης για τον έλεγχο της καταλληλότητας του συστήµατος 
 

∆ιαχωριστότητα Απαίτηση 
∆είγµα Ελέγχου (∆Ε) ορού 

SDZ TMP AcSDZ DPS 

n 
Af 
Rs 

 
0,8 – 1,2 

≥ 1,5 

300,0 (±4,4) 
1,05 (±0,11) 

≥ 1,5 

481,0 (±3,6) 
1,117 (±0,079) 

≥ 1,5 

534,0 (±3,8) 
1,047(±0,084) 

≥ 1,5 

656,0 (±3,2) 
1,152 (±0,042) 

≥ 1,5 

 n: αριθµός θεωρητικών πλακών, Αf: παράγοντας ασυµµετρίας, Rs: διαχωριστότητα. 
 Στις παρενθέσεις δίνονται οι τιµές τυπικής απόκλισης (n=3) 

 

εκλούεται κάποιο συστατικό προερχόµενο από τον ορό.  

Στα σχήµατα ΠVI_3 και ΠVI_4 δίνονται τα υπερτιθέµενα χρωµατογραφήµατα ενός 

«λευκού» δείγµατος ορού και ενός δείγµατος ορού εµβολιασµένου µε µίγµα αναλυτών 

και IS, όπου φαίνεται η ειδικότητα της µεθόδου. 

Στη συνέχεια, ενίονται δέκα «λευκά» δείγµατα ορού διαφορετικής προέλευσης, για να 

ελεγχθούν περαιτέρω τυχόν υπάρχουσες παρεµποδίσεις από το µητρικό υλικό. ∆εν 

παρατηρήθηκε έκλουση κάποιου συστατικού του µητρικού υλικού στους χρόνους 

έκλουσης των αναλυτών και του IS. 

Για την εκλεκτικότητα ισχύει ό,τι και στην περίπτωση των δειγµάτων σάρκας µε δέρµα. 

 

11.4 Έλεγχος της επιµόλυνσης 

Πραγµατοποιήθηκε, παρασκευάζοντας ένα «λευκό» δείγµα και δύο εµβολιασµένα 

δείγµατα συγκέντρωσης δεκαπλάσιας του “MRL” (10×“MRL”). 

∆εν παρατηρήθηκε κάποια επιµόλυνση στο «λευκό» δείγµα µε αναλύτες ή IS από την 

ένεση κάποιου από τα δείγµατα υψηλής συγκέντρωσης. 

 

11.5 Έλεγχος της σταθερότητας 

Πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα εδάφια 10.5.1, 10.5.2 και 10.5.3 και 

εξήχθησαν τα εξής συµπεράσµατα: 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 100 ng SDZ / mL DS σε µητρικό υλικό (ορό), είναι 
σταθερό για τρεις ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη, για επτά ηµέρες στο 
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ψυγείο και για δύο εβδοµάδες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί 
και επαναψυχθεί µέχρι δύο φορές, 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 50 ng TMP / mL DS σε µητρικό υλικό (ορό), είναι 
σταθερό για τρεις ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για δύο 
εβδοµάδες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί 
µέχρι δύο φορές, 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 100 ng AcSDZ / mL DS σε µητρικό υλικό (ορό), είναι 
σταθερό για τρεις ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για επτά 
ηµέρες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι 
πέντε φορές, 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 50 ng DPS / mL DS σε µητρικό υλικό (ορό), είναι 
σταθερό για τρεις ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο για επτά 
ηµέρες στον καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι 
τρεις φορές. 

 

11.6 Έλεγχος της ανθεντικότητας 

Πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται στα εδάφια 10.6.1 και 10.6.2. 

Μικρές αποκλίσεις στις τιµές της αναλυτικής πορείας και για τους τρεις παράγοντες, δεν 

συνεισφέρουν σηµαντικά στο τελικό αποτέλεσµα. 

 

11.7 Καµπύλη βαθµονόµησης ή αναφοράς 

11.7.1 Εισαγωγή 

Παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύµατα και δείγµατα εµβολιασµένα µε τους αναλύτες και 

το IS σε δύο εύρη συγκεντρώσεων: 

(i)  1,0 - 200 ng mL-1 (SDZ, AcSDZ) που αντιστοιχεί σε 2,5 - 500 ng mL-1 ορού και 0,1 - 
200 ng mL-1 (TMP) που αντιστοιχεί σε 0,25 - 500 ng mL-1 ορού (εύρος A), 

(ii)  200 - 10000 ng mL-1 (SDZ, TMP, AcSDZ) που αντιστοιχεί σε 500 - 25000 ng mL-1 
ορού (εύρος Β). 

 

Στη συνέχεια κατασκευάστηκε καµπύλη αναφοράς ενιαίου εύρους για τις ccA, ccΒ και 

ccC, µε την προϋπόθεση ότι οι κλίσεις των καµπυλών των δύο ευρών δε διαφέρουν 

στατιστικά σηµαντικά µεταξύ των. Στο εδάφιο 6.4.2 περιγράφεται η διαδικασία 

παρασκευής των διαλυµάτων των καµπυλών αναφοράς. 
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Αξιολογήθηκαν, επίσης, το “matrix effect” και το “relative matrix effect”. 

 

11.7.2 Καµπύλη αναφοράς σε πρότυπα διαλύµατα 

Οι καµπύλες αναφοράς των αναλυτών SDZ, TMP και AcSDZ σε πρότυπα διαλύµατα, µε 

και χωρίς IS, είναι ίδιες µε εκείνες που κατασκευάστηκαν στην ενότητα 10.7.2. 

 

11.7.3 Καµπύλη αναφοράς σε διαλύµατα µητρικού υλικού. Προσδιορισµός της 

«επίδρασης του µητρικού υλικού» 

Στον πίνακα 11.2 δίνονται οι εξισώσεις των καµπυλών αναφοράς, µε και χωρίς IS, 

καθώς και οι τιµές του ΜΕ (%). Το θετικό πρόσηµο των τιµών του ΜΕ (%) δηλώνει 

υποβάθµιση του σήµατος. 

Οι τιµές του ΜΕ (%) στην περίπτωση της SDZ χωρίς IS κυµαίνoνται από 6 έως 17 %, 

ενώ µε τη χρήση IS, οι τιµές κυµαίνoνται από 6 έως 12 %. Για την AcSDZ χωρίς IS οι 

τιµές ΜΕ (%) κυµαίνονται από 17 έως 23 %, ενώ η χρήση IS οδηγεί σε µικρή µείωση 

των τιµών (11 - 17 %). Τέλος, οι τιµές του ME (%) για την TMP χωρίς IS είναι επίσης, 

πιο υψηλές και στα τρία επίπεδα συγκεντρώσεων (13 - 23 %), απ’ότι στην περίπτωση 

που χρησιµοποιείται IS, οπότε οι τιµές µειώνονται (12 - 15 %). Σε κάθε περίπτωση, 

όµως οι τιµές του ME (%) σε δείγµατα ορού είναι µικρότερες απ’ό,τι στα δείγµατα 

σάρκας µε δέρµα και ήπατος. 

 

11.7.4 Καµπύλη αναφοράς µε δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση. 

Προσδιορισµός της «σχετικής επίδρασης του µητρικού υλικού» 

Στον πίνακα 11.3 δίνεται η στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής των κλίσεων των 

καµπυλών αναφοράς C, µε και χωρίς IS. Οι καµπύλες αναφοράς C, παρασκευάστηκαν 

χρησιµοποιώντας δείγµατα ορού από διαφορετικούς ιχθύες. Έτσι, οι τιµές της RSD (%) 

των κλίσεων τους δίνουν µία εκτίµηση για τη «σχετική επίδραση του µητρικού υλικού». 

Από τον πίνακα 11.3 παρατηρείται ότι η RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών 
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Πίνακας 11.2 Εξισώσεις των καµπυλών αναφοράς των πρότυπων διαλυµάτων (cc AA και BA) και των διαλυµάτων του µητρικού υλικού (ορός) (cc AB και BB), µε 
και χωρίς IS και οι αντίστοιχες τιµές της «επίδρασης του µητρικού υλικού» 

 
 

Ουσία 
 
 
 
 

 

Εξίσωση 
παλινδρόµησης 
των cc AA  και BA  
(χωρίς IS) 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AB  και BB  
(χωρίς IS) 
 
 

 

ΜΕ, % 
 

(χωρίς IS) 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AA  και BA  
(µε IS) 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AB  και BB 
(µε IS) 
 
 

 

ΜΕ, % 
 

(µε IS) 
 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
AcSDZ  

 

AΑ6 A=1404,7C–1289,4 
AΑ7 A=1410,4C–1452,3 
AΑ8 A=1420,5C–1571,6 
AΑ9 A=1426,3C–1689,6 
AΑ10 A=1408,7C–1217,4 
ΒΑ4 A=13,52×102C+0,17 
ΒΑ5 A=13,90×102C+0,68 
ΒΑ6 A=14,40×102C+1,10 
ΑΑ6 A=1268,1C+1581 

 

AΒ1 Α=1309,2C–5018,3 
AΒ2 Α=1238,1C+7057,8 
AΒ3 Α=1335,2C–5361,2 
AΒ4 Α=1297C–3911,9 
AΒ5 Α=1188,7C-2611 
ΒΒ1 Α=11,6560×102C+0,0018 
ΒΒ2 Α=11,96×102C+0,89 
ΒΒ3 Α=11,71×102C+1,64 
ΑΒ1 Α=979,98C+167,06 

 

7 
12 
6 
9 

16 
14 
14 
17 
23 

 

ΑΑ6 RA=0,0133C+0,0067 
ΑΑ7 RA=0,0127C+0,0170 
ΑΑ8 RA=0,0133C+0,0299 
ΑΑ9 RA=0,0128C+0,0408 
ΑΑ10 RA=0,0136C+0,0418 
ΒΑ4 RA=0,0137C+0,021 
ΒΑ5 RA=0,0139C-0,025 
ΒΑ6 RA=0,0140C-0,040 
ΑΑ6 RA=0,0134C-0,0064 

 

ΑΒ1 RΑ=0,0124C+0,0068 
ΑΒ2 RΑ=0,0115C+0,0033 
ΑΒ3 RΑ=0,0117C+0,0339 
ΑΒ4 RΑ=0,0117C+0,0376 
ΑΒ5 RΑ=0,0125C+0,0338 
ΒΒ1 RΑ=0,0129C+0,093 
ΒΒ2 RΑ=0,0130C+0,030 
ΒΑ3 RA=0,0128C+0,050 
ΑΒ1 RΑ=0,0119C-0,0064 

 

7 
9 

12 
9 
8 
6 
7 
9 

12 

 
 
 
 
 
 
 
TMP 

ΑΑ7 A=1247,6C+1380 
ΑΑ8 A=1224,9C+281,59 
ΑΑ9 A=1229,5C+361,77 
ΑΑ10 A=1176C+214,88 
ΒA4 A=1216C–59 
ΒA5 A=1191C–77 
ΒA6 A=1201C-35 
ΑΑ6 A=6626,6C–7275,6 

ΑΒ2 Α=981,11C–443,87 
ΑΒ3 Α=971,34C–863,75 
ΑΒ4 Α=1023,4C–657,55 
ΑΒ5 Α=981,6C–2219,4 
ΒΒ1 Α=972C+101 
ΒΒ2 Α=937C+92 
ΒB3 A=952C+105 
ΑΒ1 Α=5097,5C–5270,6 

21 
21 
17 
17 
20 
21 
21 
23 

ΑΑ7 RA=0,0141C-0,0132 
ΑΑ8 RA=0,0144C-0,022 
ΑΑ9 RA=0,015C-0,0041 
ΑΑ10 RA=0,0149C-0,0088 
ΒΑ4 RA=0,0138C–0,0059 
ΒΑ5 RA=0,01408C-0,0062 
ΒΑ6 RA=0,0140C-0,0048 
ΑΑ6 RA=0,0917C+0,0171 

ΑΒ2 RΑ=0,0123C-0,0358 
ΑΒ3 RΑ=0,0119C-0,0277 
ΑΒ4 RΑ=0,0124C-0,0385 
ΑΒ5 RΑ=0,0129C-0,0413 
ΒΒ1 RΑ=0,0121–0,0046 
ΒΒ2 RΑ=0,0123C–0,0049 
ΒΒ3 RΑ=0,0124C–0,0054 
ΑΒ1 RΑ=0,0793C+0,073 

17 
11 
17 
28 
27 
29 
33 
14 

 
 
 
 
 
 
 
 

ΑΑ7 A=6266,9C–4246,9 
ΑΑ8 A=6031,7C–1120,8 
ΑΑ9 A=6168,3C+480,87 
ΑΑ10 A=6164,3C+2315,7 
ΒΑ4 A=6446C+52 
ΒΑ5 A=6481C+77 
ΒΑ6 A=6432C+49 
 

ΑΒ2 Α=5458C-10310 
ΑΒ3 Α=5089,3C–1622,1 
ΑΒ4 Α=5134,8C+292,87 
ΑΒ5 Α=5085,6C+660,08 
ΒΒ1 Α=5208C–531 
ΒΒ2 Α=5151C–2,05 
ΒΒ3 Α=5204C–2 
 

13 
16 
17 
17 
19 
21 
19 

 

ΑΑ7 RA=0,0934C+0,0181 
ΑΑ8 RA=0,094C+0,0365 
ΑΑ9 RA=0,094C+0,0365 
ΑΑ10 RA=0,0935C+0,0596 
ΒΑ4 RA=0,0913C+0,0123 
ΒA5 RA=0,0924C–0,0081 
ΒΑ6 RA=0,09158C–0,0046 
 

ΑΒ2 RΑ=0,0806C+0,0453 
ΑΒ3 RΑ=0,0803C+0,0973 
ΑΒ4 RΑ=0,0803C+0,0973 
ΑΒ5 RΑ=0,0793C+0,1528 
ΒΒ1 RΑ=0,0799C–0,0370 
ΒΒ2 RΑ=0,07937C–0,0714 
ΒΒ3 RA=0,0787C–0,0739 
 

14 
15 
15 
15 
12 
14 
14 
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αναφοράς C της SDZ χωρίς IS είναι παρόµοια στα δύο εύρη συγκεντρώσεων και δεν 

υπερβαίνει το 4 %, γεγονός που δηλώνει ότι δεν υπάρχει σηµαντική επίδραση της 

προέλευσης του µητρικού υλικού (ορός) στη κλίση της καµπύλης αναφοράς που 

πρόκειται να χρησιµοποιηθεί για τον ποσοτικό προσδιορισµό της SDZ σε ορό ιχθύος. 

Το ίδιο συµβαίνει και στην περίπτωση της TMP χωρίς IS, όπου οι τιµές RSD (%) 

κυµαίνονται µεταξύ 1,5 - 2,1. Στην περίπτωση της AcSDZ χωρίς IS, η τιµή RSD (%) στο 

εύρος Α είναι σχετικά υψηλή (5,7) και χαµηλότερη στο εύρος Β (1,6). 

Η παρουσία του IS δε φαίνεται να µειώνει τη «σχετική επίδραση του µητρικού υλικού». 

Στην περίπτωση της SDZ µε IS, οι τιµές της RSD (%) είναι παραπλήσιες (2,5 - 3,9 %). 

Στην περίπτωση της AcSDZ µε IS, οι τιµές της RSD (%) είναι υψηλές (4,5 - 5,5 %), ενώ 

και στην TMP µε IS οι τιµές της RSD (%) είναι παραπλήσιες στα δύο εύρη 

συγκεντρώσεων (1,8 - 1,9). 

Στον πίνακα 11.4 δίνονται οι εξισώσεις, οι συντελεστές συσχετίσεως και 

προσδιορισµού, καθώς και το τυπικό σφάλµα των καµπυλών αναφοράς. 

 

11.8 Προσδιορισµός του ορίου ανίχνευσης και του ορίου ποσοτικοποίησης 

11.8.1 Προσδιορισµός του ορίου ανίχνευσης σε δείγµατα ορού 

Στον πίνακα 11.5 δίνονται τα LODs των αναλυτών και στο σχήµα ΠVI_42 δίνονται τα 

αντίστοιχα χρωµατογραφήµατα. 

 

11.8.2 Προσδιορισµός του ορίου ποσοτικοποίησης σε δείγµατα ορού 

Στον πίνακα 11.5 δίνονται τα LOQs των αναλυτών προσδιοριζόµενα σε δείγµατα ορού. 

Στο σχήµα ΠVI_43 δίνονται τα αντίστοιχα χρωµατογραφήµατα δειγµάτων ορού. 
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Πίνακας 11.3 Στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής της κλίσης των καµπυλών αναφοράς των δειγµάτων 
εµβολιασµένων µε τους αναλύτες πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό, µε και χωρίς IS, στα τρία 
εύρη συγκεντρώσεων 

 

 

Αναλύτης 
 
 
 

 

Εύρος 
Συγκεντρώσεων 

 
 

 

Μέση τιµή 
κλίσης (mean ) 

 
 

 

Τυπική απόκλιση 
κλίσης (SD) 

 

 

Σχετική τυπική 
απόκλιση κλίσης, % 

(RSD, %) 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ 

 

Χωρίς IS 
Α 
Β 
 

Με IS 
Α 
Β 
 

Χωρίς IS 

 

 
0,1100×104 
0,1063×104 

 
 

118,3×10-4 
123,5×104 

 
 

 

 
0,0036 
0,0037 

 
 

4,6×10-4 
3,1×10-4 

 
 

 

 
3,2 
3,4 

 
 

3,9 
2,5 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

TMP 

A 
Β 
 

Με IS 
Α 
Β 
 

Χωρίς IS 

9,10×102 
9,16×102 

 
 

106,9×10-4 
106,5×10-4 

 
 

0,52×102 
0,15×102 

 
 

4,9×10-4 
5,9×10-4 

 
 

5,7 
1,6 

 
 

4,5 
5,5 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

A 
Β 
 

Με IS 
Α 
Β 

 

5,067×103 
4,914×103 

 
 

77,9×10-3 
76,5×10-3 

 

0,078×103 
1,1×103 

 
 

1,5×10-3 
1,4×10-3 

 

1,5 
2,1 

 
 

1,8 
1,9 
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Πίνακας 11.4 Εξισώσεις παλινδρόµησης, συντελεστές συσχετίσεως και τυπικό σφάλµα των καµπυλών αναφοράς που 
ελήφθησαν µε δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό 

 
 

Αναλύτης 
 
 
 

 

Εύρος 
συγκεντρώσεων 

 
 

 

Εξίσωση 
παλινδρόµησης 

 
 

 

Συντελεστής 
συσχετίσεως  

(R) 
 

 

Τυπικό σφάλµα 
καµπύλης (Sy/x) 

 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ 

 

Χωρίς IS 
Α 
Β 
 

Με IS 
Α 
Β 

 

Χωρίς IS 

 

 
Α=[0,1100(±0,0026)]×104C-[(0,35±0,26)×104] 
Α=[0,1063(±0,0019)]×104C-[(1,12±0,89)×104] 

 
 

RΑ=[118,1(±0,3)]×10-4C-[(3,3±2,6)×10-2] 
RΑ=[121,5(±0,47)]×10-4C-[(1,8±2,2)×10-2] 

 

 

 

 
0,998 

0,9993 
 
 

0,998 
0,997 

 

 

 

 
5,4×103 
1,7×103 

 
 

0,055 
4,2 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

TMP 

A 
Β 
 

Με IS 
Α 
Β 

 

Χωρίς IS 

Α=[9,1(±0,13)]×102C-[(0,01±0,13)×104] 
Α=[9,16(±0,18)]×102C-[(0,46±0,83)×104] 

 
 

RΑ=[106,9(±1,2)]×10-4C-[(0,3±1,1)×10-2] 
RΑ=[104,9(±6,1)]×10-4C-[(1,9±2,8)×10-2] 

 

 

0,994 
0,9992 

 
 

0,9996 
0,993 

 

 

2,7×103 
1600 

 
 

0,024 
5,5 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 
Β 
 

Με IS 
Α 
Β 

 

Α=[5,067(±0,068)]×103C-[(0,47±0,50)×104] 
Α=[4,91(±0,13)]×103C-[(3,7±6,2)×105] 

 
 

RΑ=[77,80(±0,78)]×10-3C-[(7,5±5,6)×10-2] 
RΑ=[75,4(±3,9)]×10-3C-[(0,20±0,18)×102] 

 

0,994 
0,998 

 
 

0,9997 
0,995 

 

1,2×104 
1,2×104 

 
 

0,14 
35 
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Αναλύτης 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
 
 

 

LOD  
(ng mL -1)a 

 

 

LOD  
(ng mL -1)b 

 

 

LOQ  
(ng mL -1)a 

 

 

LOQ  
(ng mL -1)b 

 
 

SDZ 
 

AcSDZ  
 

 

Α=[0,1100(±0,0026)]×104C-
[(0,35±0,26)×104 

Α=[9,10(±0,13)]×102C–
[(0,01±0,13)×104 

 

7,8 
 

4,7 
 

 

2,0 
 

0,8 
 

 

23,6 
 

14,3 
 

 

6,25 
 

2,5 
 

TMP 
 
 

Α=[5,067(±0,068)]×103C–
[(0,47±0,50)×104 

 

3,3 
 
 

2,0 
 
 

9,9 
 
 

6,25 
 
 

    a Υπολογισµένο θεωρητικά βάσει της εξίσωσης παλινδρόµησης 
    b Καθορισµένο από το χρωµατογράφηµα µε βάση τους λόγους S/N ≥ 3 (LOD) και S/N ≥ 10 (LOQ) 

 

11.9 Συνδυασµένες εξισώσεις παλινδρόµησης των καµπυλών αναφοράς σε 

δείγµατα ορού εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό 

Στον πίνακα 11.6 δίνονται οι εξισώσεις που χρησιµοποιούνται για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό των αναλυτών. 

 

Πίνακας 11.6 Συνδυασµένες εξισώσεις παλινδρόµησης των καµπυλών αναφοράς C (στις παρενθέσεις 
δίνονται οι εξισώσεις όπως προκύπτουν από το EXCEL) 
 

 

Αναλύτης/DPS 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
 
 

 

Συντελεστής 
συσχετίσεως (R) 

 

 

Τυπικό σφάλµα 
καµπύλης (Sy/x) 

 
 

SDZ/DPS 
 

AcSDZ/DPS 
 

 

RΑ = [120,1(±2,8)]×10-4 C - (0,70±0,90) 
(y = 0,012 x – 0,6953) 

RΑ = [103,4(±3,6)]×10-4 C - (0,7±1,2) 
(y = 0,0103 x - 0,7266) 

 

0,997 
 

0,995 
 

 

12 
 

12 
 

TMP/DPS 
 
 

RΑ = [74,1(±2,2)]×10-3 C - (5,0±6,8) 
(y = 0,0741 x – 4,9887) 

 

0,995 
 
 

13 
 
 

 

11.10 Έλεγχος της ακρίβειας της µεθόδου  

Στους πίνακες 11.7 και 11.8 δίνονται τα αποτελέσµατα από τον έλεγχο που έγινε εντός 

της ίδιας εργαστηριακής ηµέρας και σε πέντε διαφορετικές εργαστηριακές ηµέρες, 

αντίστοιχα. 

 

 

Πίνακας 11.5 Όρια ανίχνευσης και ποσοσικού προσδιορισµού των αναλυτών σε δείγµα ορού 
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Αναλύτης 

 
 
 

 

Συγκέντρωση 
που 

προστέθηκε 
(ng mL -1 ορού) 

 

 

Συγκέντρωση  
που βρέθηκε 

(ng mL -1 ορού) 
Μέση τιµή ± SD (n = 6) 

 

 

 
Πιστότητα 

 
CV, % 

 

 

Αληθότητα 
 

   RE, % ± SD a         Er, % b 
 

 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ  
 
 
 
 
 
 

 

6,25 (LOQ) 
250 (“MRL”) 
500 (ULRA) 

1250 
12500 
25000 

 

2,5 (LOQ) 
125 (“MRL”) 
500 (ULRA) 

1250 
12500 
25000 

 

6,25 (LOQ) 
250 (“MRL”) 
500 (ULRA) 

1250 
12500 
25000 

 

 

5,83 ± 0,31 
228 ± 11 
506 ± 19 

1164 ± 51 
(128,3 ± 6,6)×102 
(254,9 ± 4,9)×102 

 

1,992 ± 0,091 
133,7 ± 2,6 
498,9 ± 9,9 
1235 ± 58 

(122,6 ± 1,1)×102 
(255,9 ± 5,8)×102 

 

5,86 ± 0,47 
241 ± 19 
510 ± 22 

1288 ± 67 
(118,6 ± 7,3)×102 
(252,4 ± 7,9)×102 

 

 

5,34 
4,7 
3,7 
4,4 
5,2 
1,9 

 

4,5 
1,9 
1,9 
4,7 
0,91 
2,2 

 

8,1 
7,9 
4,4 
5,2 
6,2 
3,1 

 

 

     93,3 ± 5,0             -6,7 
     91,3 ± 4,3             -8,7 
   101,3 ± 3,8              1,3 
     93,2 ± 4,1             -6,8 
   102,7± 5,3               2,7 
   101,9 ± 2,0              1,9 
 

     79,5 ± 3,6           -20,3 
   105,4 ± 1,2              7,0 
     98,27 ± 0,50         -0,2 
   101,6 ± 1,9             -1,2 
     98,6 ± 1, 0            -1,9 
   104,3 ± 1,0              2,4 
 

     93,8 ± 7,6             -6,2 
     96,5 ± 7,6             -3,5 
   102,1 ± 4,5              2,1 
   103,1 ± 5,4              3,1 
     94,9 ± 5,8             -5,1 
   100,9 ± 3,1              0,9 
 

 a, b Όπως στον πίνακα 10.18. 
 

Πίνακας 11.8 Ορθότητα και πιστότητα µεταξύ των ηµερών (inter-day inter-batch) 
 

 

 
Αναλύτης 

 
 
 

 

Συγκέντρωση 
που  

προστέθηκε 
(ng mL -1 ορού) 

 

 

Συγκέντρωση  
που βρέθηκε 

(ng mL -1 ορού) 
Μέση τιµή ± SD (n = 15) 

 

 

 
Πιστότητα 

 
CV, % 

 

 

Αληθότητα 
 

   RE, % ± SD a       Er, % b 
 

 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ 
 
 
 
 
 

 

6,25 (LOQ) 
250 (“MRL”) 
500 (ULRA) 

1250 
12500 
25000 

 

2,5 (LOQ) 
125 (“MRL”) 
500 (ULRA) 

1250 
12500 
25000 

 

6,25 (LOQ) 
250 (“MRL”) 
500 (ULRA) 

1250 
12500 
25000 

 

6,23 ± 0,68 
230 ± 12 
501 ± 16 
1178 ± 50 

(126,0 ± 4,8)×102 
(250,8 ± 6,3)×102 

 

2,135 ± 0,071 
129,6 ± 2,1 
498,7 ± 7,5 
1236 ± 18 

(123,6 ± 1,5)×102 
(252,4 ± 6,4)×102 

 

6,01 ± 0,28 
237 ± 15 
501 ± 13 
1263 ± 84 

(121,4 ± 5,8)×102 
(251,4 ± 5,5)×102 

 

10 
5,1 
3,2 
4,2 
3,8 
2,5 

 

3,3 
1,6 
1,5 
1,4 
1,2 
2,5 

 

4,7 
6,3 
2,6 
6,7 
4,8 
2,2 

 

  100 ± 11                 -0,2 
    92,1 ± 4,7             -7,9 
  100,2 ± 3,2             -0,2 
    94,3 ± 4,0             -5,7 
  100,8 ± 3,8              0,8 
  100,3 ± 2,5              0,3 

 

    85,4 ± 2,7           -14,6 
  103,7 ± 1,6             -3,7 
    99,7 ± 1,5             -0,3 
    98,9 ± 1,4             -1,1 
    98,9 ± 0,8             -1,1 
  100,9 ± 2,6              0,9 

 

    96,1 ± 4,1             -3,9 
    95,0 ± 6,0             -5,0 
  100,2 ± 2,4             -0,2 
  101,1 ± 6,8              1,1 
    97,1 ± 4,7             -2,9 
  100,6 ± 2,2              0,6 

     

 a, b Όπως στον πίνακα 10.18. 

Πίνακας 11.7 Ορθότητα και πιστότητα εντός της ηµέρας (intra-day inter-batch) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 12 

ΕΠΙΚΥΡΩΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ, 

ΤΡΙΜΕΘΟΠΡΙΜΗΣ ΚΑΙ ΑΚΕΤΥΛΟ-ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ ΣΕ ∆ΕΙΓΜΑ 

ΗΠΑΤΟΣ ΙΧΘΥΟΣ 

 

12.1 Έλεγχος της καταλληλότητας του συστήµατος 

Ο έλεγχος της καταλληλότητας του συστήµατος309 πραγµατοποιείτο στην αρχή της 

εργαστηριακής ηµέρας χρησιµοποιώντας ένα Π∆Ε και ένα ∆Ε, αντίστοιχα µε εκείνα που 

χρησιµοποιήθηκαν κατά την επικύρωση της µεθόδου για δείγµα σάρκας µε δέρµα 

(πίνακας 12.1). Στα σχήµατα ΠVII_1 και ΠVII_2 δίνονται τα χρωµατογραφήµατα των 

Π∆Ε και ∆Ε σε ήπαρ, αντίστοιχα. 

 

Πίνακας 12.1 Κριτήρια επίδοσης για τον έλεγχο καταλληλότητας του συστήµατος 
 

∆ιαχωριστότητα Απαίτηση 
∆είγµα Ελέγχου (∆Ε) ήπατος 

SDZ TMP AcSDZ DPS 

n 
Af 
Rs 

 
0,8 – 1,2 

≥ 1,5 

224 (±9,9) 
1,431 (±0,048) 

≥ 1,5 

371 (±3,6) 
1,650 (±0,041) 

≥ 1,5 

414 (±5,2) 
1,764(±0,039) 

≥ 1,5 

562 (±9,3) 
1,461 (±0,065) 

≥ 1,5 

  n: αριθµός θεωρητικών πλακών, Αf: παράγοντας ασυµµετρίας, Rs: διαχωριστότητα. 
  Στις παρενθέσεις δίνονται οι τιµές τυπικής απόκλισης (n=3) 

 

12.2 Έλεγχος της ειδικότητας, της εκλεκτικότητας και των παρεµποδίσεων από 

το µητρικό υλικό 

Η ειδικότητα της µεθόδου ελέγχθηκε συγκρίνοντας το χρωµατογράφηµα που ελήφθηκε 

από ένα «λευκό» δείγµα ήπατος, µε τα χρωµατογραφήµατα που ελήφθησαν από 

πρότυπα διαλύµατα και εµβολιασµένα δείγµατα ήπατος. ∆εν παρατηρήθηκαν 

παρεµποδίσεις. 

 

12.3 Έλεγχος της επιµόλυνσης  
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∆εν παρατηρήθηκε κάποια επιµόλυνση στο «λευκό» δείγµα µε αναλύτες ή το IS, από 

την ένεση κάποιου από τα δείγµατα υψηλής συγκέντρωσης. 

 

12.4 Έλεγχος της σταθερότητας 

Εξήχθησαν τα εξής συµπεράσµατα: 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 100 ng SDZ / mL µητρικού υλικού, είναι σταθερό για δύο 
ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για επτά ηµέρες στον 
καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι δύο φορές, 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 50 ng TMP / mL µητρικού υλικού, είναι σταθερό για τρεις 
ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για τρεις εβδοµάδες στον 
καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι τρεις φορές, 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 100 ng AcSDZ / mL µητρικού υλικού, είναι σταθερό για 
δύο ηµέρες στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για επτά ηµέρες στον 
καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι δύο φορές, 

�  Το διάλυµα συγκέντρωσης 50 ng DPS / mL µητρικού υλικού, είναι σταθερό για µία 
ηµέρα στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και στο ψυγείο, για επτά ηµέρες στον 
καταψύκτη, ενώ το διάλυµα µπορεί αποψυχθεί και επαναψυχθεί µέχρι δύο φορές. 

 

12.5 Έλεγχος της ανθεκτικότητας 

Η µελέτη της ανθεκτικότητας στο σύστηµα LC/MS περιγράφηκε στο εδάφιο 10.6.1. Από 

την αξιολόγηση της ανθεκτικότητας στην παρασκευαστική πορεία ενός δείγµατος 

ήπατος συγκέντρωσης “MRL” ως προς τους αναλύτες (πίνακες ΠVII_1 και ΠVII_2) 

παρατηρείται ότι για κάθε αναλύτη οι απόλυτες τιµές των DΑ, DB και DΓ είναι 

µεγαλύτερες από τις αντίστοιχες τιµές √2 × SD, που σηµαίνει ότι και οι τρεις παράγοντες 

που µελετήθηκαν (ASE flush volume %, mL n-επτανίου στο 1ο στάδιο έκπλυσης της 

SPE, % MeOH σε Η2Ο στο 2ο στάδιο έκπλυσης της SPE) συνεισφέρουν σηµαντικά στο 

τελικό αποτέλεσµα και δε θα πρέπει οι τιµές των να αποκλίνουν από εκείνες της 

αναλυτικής πορείας. Εξαίρεση αποτελεί ο παράγοντας DA για την SDZ, δηλαδή µικρή 

µεταβολή του % ASE flush volume, δεν επηρεάζει σηµαντικά την εκχύλιση της SDZ από 

δείγµα ήπατος. 
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12.6 Καµπύλη βαθµονόµησης ή αναφοράς 

12.6.1 Καµπύλη αναφοράς σε διαλύµατα του µητρικού υλικού. Προσδιορισµός 

της «επίδρασης του µητρικού υλικού» 

Κατασκευάστηκαν διαφορετικές καµπύλες αναφοράς σε διαλύµατα του µητρικού υλικού, 

µε και χωρίς IS, σε διαφορετικές ηµέρες, καθώς και οι αντίστοιχες καµπύλες σε 

πρότυπα διαλύµατα. Οι γραφικές παραστάσεις των καµπυλών αναφοράς δίνονται στο 

Παράρτηµα VΙΙ (σχήµατα ΠVII_9 - ΠVII_26). 

Στον πίνακα 12.2 δίνονται οι εξισώσεις των καµπυλών αναφοράς των πρότυπων 

διαλυµάτων και των διαλυµάτων του µητρικού υλικού των αναλυτών, µε και χωρίς IS, 

καθώς και οι τιµές του ΜΕ (%). Το θετικό πρόσηµο των τιµών του ΜΕ (%) δηλώνει 

υποβάθµιση του σήµατος. Γενικά, οι τιµές αυτές είναι µεγαλύτερες στα δείγµατα ήπατος 

σε σχέση µε τα δείγµατα σάρκας µε δέρµα, γεγονός που οφείλεται στη µεγαλύτερη 

περιεκτικότητα του ήπατος σε συστατικά όπως τα λιπίδια, τα οποία δεν αποµακρύνονται 

αποτελεσµατικά κατά τη διαδικασία καθαρισµού του δείγµατος και συνεκλούονται µε 

τους αναλύτες. 

Οι τιµές ΜΕ (%) στην περίπτωση της SDZ χωρίς IS κυµαίνoνται από 29 έως 54 %, ενώ 

µε τη χρήση IS, οι τιµές είναι παραπλήσιες και στα τρία εύρη συγκεντρώσεων (14 - 29 

%), αλλά είναι αισθητά µικρότερες απ’ό,τι στην περίπτωση που δεν χρησιµοποιείται IS. 

Για την AcSDZ χωρίς IS οι τιµές ΜΕ (%) κυµαίνονται από 15 έως 35 %, ωστόσο, η 

χρήση IS δεν οδηγεί σε µείωση των τιµών (11 - 33 %). Τέλος, οι τιµές του ME (%) για 

την TMP χωρίς IS είναι υψηλές και στα τρία επίπεδα συγκεντρώσεων (29 - 35 %), αλλά 

η χρήση IS τις µειώνει σηµαντικά (6 - 18 %). 

 

12.6.2 Καµπύλη αναφοράς σε δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση. 

Προσδιορισµός της «σχετικής επίδρασης του µητρικού υλικού» 

Στον πίνακα 12.3 δίνεται η στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής των κλίσεων των 

καµπυλών αναφοράς C, µε και χωρίς IS. Οι καµπύλες αναφοράς C παρασκευάστηκαν 

χρησιµοποιώντας δείγµατα ήπατος από διαφορετικούς ιχθύες. 
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Από τον πίνακα 12.3 παρατηρείται ότι η RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών 

αναφοράς C της SDZ χωρίς IS και στα τρία εύρη συγκεντρώσεων είναι µικρή (0,851 - 

2,112), γεγονός που δηλώνει ότι δεν υπάρχει σηµαντική επίδραση της προέλευσης του 

µητρικού υλικού στη κλίση της καµπύλης αναφοράς που πρόκειται να χρησιµοποιηθεί 

για τον ποσοτικό προσδιορισµό της SDZ σε ήπαρ ιχθύος. Το ίδιο συµβαίνει και στην 

περίπτωση της TMP χωρίς IS, όπου οι τιµές RSD (%) κυµαίνονται µεταξύ 0,90 - 1,8). H 

RSD (%) των κλίσεων των καµπυλών αναφοράς AC της AcSDZ χωρίς IS είναι µικρή 

(0,62), ενώ στις µεσαίες και υψηλές συγκεντρώσεις η επίδραση είναι µεγαλύτερη, αφού 

οι αντίστοιχες τιµές της RSD (%) είναι 4,3 και 5,7. Σηµειώνεται, επίσης η σηµαντική 

διαφοροποίηση στην τιµή της κλίσης της καµπύλης στις υψηλές συγκεντρώσεις (C) σε 

σχέση µε τις µικρές και µεσαίες συγκεντρώσεις (Α και B). 

Η παρουσία του IS δε φαίνεται να µειώνει τη «σχετική επίδραση του µητρικού υλικού». 

Στην περίπτωση της SDZ µε IS, οι τιµές της RSD (%) είναι υψηλότερες, ωστόσο, είναι 

παραπλήσιες και στα τρία εύρη συγκεντρώσεων (3,0 - 4,5 %). Στην περίπτωση της 

AcSDZ µε IS, οι τιµές της RSD (%) κυµαίνονται µεταξύ 1,0 - 3,3 %, ενώ και στην TMP 

µε IS οι καµπύλες AC παρουσιάζουν µέγιστη τιµή RSD (%) την 3,3 %. 

Στον πίνακα 12.4 δίνονται οι εξισώσεις, οι συντελεστές συσχετίσεως και 

προσδιορισµού, καθώς και το τυπικό σφάλµα των καµπυλών αναφοράς. 

 

12.7 Προσδιορισµός του ορίου ανίχνευσης και και του ορίου ποσοτικοποίησης 

σε δείγµατα ήπατος 

Στον πίνακα 12.5 δίνονται τα LOQs των αναλυτών που προσδιορίστηκαν σε δείγµατα 

ήπατος. 
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Πίνακας 12.2 Εξισώσεις των καµπυλών αναφοράς των πρότυπων διαλυµάτων (cc AA, BA και CA) και των διαλυµάτων του µητρικού υλικού (ήπαρ) (cc AB, 
BB και CB), µε και χωρίς IS και οι αντίστοιχες τιµές του ΜΕ (%) 

 
 

Ουσία 
 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AA , BA  και CA 
(χωρίς IS) 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AB , BB  και CB 
(χωρίς IS) 
 

 

ΜΕ, % 
 

(χωρίς IS) 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AA , BA  και CA 
(µε IS) 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
των cc AB , BB  και CB 
(µε IS) 
 

 

ΜΕ, % 
 

(µε IS) 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AcSDZ  

 

ΑΑ4 A=1217,6C+241,4 
ΑΑ5 A=1189,6C+372,6 
ΑΑ6 A=1234,3C–108,8 
ΒΑ6 A=1280,5C–4164,3 
ΒΑ7 A=1278,1C–2006,1 
ΒΑ8 A=1421,7C+697,57 
ΒΑ9 A=1411,3C+6091,1 
ΒΑ10 A=1328C+3142 
CΑ4 A=1232C–54 
CΑ5 A=1217C-300 
CΑ6 A=1252C+36 
AA4  A=1232,1C–212,1 

 

ΑΒ1 Α=740,1C+203,2 
ΑΒ2 Α=814,6C–573,4 
ΑΒ3 Α=870,9C–521,9 
ΒΒ1 Α=670,47C+1516,8 
ΒΒ2 Α=631,11C+1269,7 
ΒΒ3 Α=660,42C+2204,1 
ΒΒ4 Α=648,71C+5604,4 
ΒΒ5 Α=632,72C+2850,5 
CΒ1 Α=728C–59 
CΒ2 Α=772C-95 
CΒ3 Α=803C-90 
AΒ1 Α=919,5C+45,28 

 

39 
32 
29 
48 
51 
54 
54 
52 
41 
37 
34 
25 

 

ΑΑ4 RA=0,0123C-0,0071 
ΑΑ5 RA=0,0122C-0,0009 
ΑΑ6 RA=0,0125C-0,0011 
ΒΑ6 RA=0,0141C–0,0695 
ΒΑ7 RA=0,0138C–0,036 
ΒΑ8 RA=0,0142C–0,0215 
 
 
CΑ4 RA=0,0142C+0,0016 
CΑ5 RA=0,0142C+0,0021 
CΑ6 RA=0,01416C-0,0013 
ΑΑ4 RA=0,0129C+0,0021 

 

ΑΒ1 RΑ=0,0102C-0,01 
ΑΒ2 RΑ=0,009C+0,0015 
ΑΒ3 RA=0,01C-0,0038 
ΒΒ1 RΑ=0,011C–0,0749 
ΒΒ2 RΑ=0,0106C–0,0602 
ΒΒ3 RΑ=0,0102C-0,0571 
 
 
CΒ1 RΑ=0,0111C+0,0012 
CΒ2 RΑ=0,011C+0,0012 
CΒ3 RA=0,0106C+0,0015 
ΑΒ1 RΑ=0,0113C-0,0038 

 

17 
26 
20 
22 
23 
28 

 
 

21 
23 
25 
12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TMP 

AA5  A=1197,6C–530,8 
AA6  A=1119,3C–313,1 
ΒΑ6 A=1207,5C+1015,4 
ΒΑ7 A=1256,4C+734,8 
ΒΑ8 A=1290,3C+2124,1 
ΒΑ9 A=1263,3C+4290,7 
ΒΑ10 A=1266,8C+2409,6 
CA4 A=1211,3C–120,0 
CA5 A=1207,8C–119,8 
CA6 A=1209,1C-6720 
ΑΑ4 A=6490,2C–6238 

AΒ2 Α=981,9C–898,3 
AB3  A=952,4C–963,1 
ΒΒ1 Α=849,9C–2353,2 
ΒΒ2 Α=878,2C–5559,2 
ΒΒ3 Α=860,7C–4853,5 
ΒΒ4 Α=835,0 C–6969,6 
ΒΒ5 Α=827,3C–7760,1 
CΒ1 Α=882,8C–0,22,3 
CΒ2 Α=887,3C–16,5 
CB3 A=917,4C–81,2 
ΑΒ1 Α=4506,4C–2500,7 

18 
15 
30 
30 
33 
34 
35 
27 
27 
24 
31 

ΑΑ5 RA=0.0133C–0,0046 
ΑΑ6 RA=0,0129C+0,0025 
ΒΑ6 RA=0,0133C-0,0111 
ΒΑ7 RA=0,0141C-0,0333 
ΒΑ8 RA=0,014C-0,0395 
ΒΑ9 RA=0,0141C-0,0339 
ΒΑ10 RA=0,0144C-0,0386 
CΑ4 RA=0,0131C–0,0072 
CΑ5 RA=0,0132C+0,077 
CΑ6 RA=0,0130C+0,052 
ΑΑ4 RA=0,0898C+0,08 

ΑΒ2 RΑ=0,011C+0,0025 
ΑΒ3 RΑ=0,0115C-0,0072 
ΒΒ1 RΑ=0,0111C+0,0149 
ΒΒ2 RΑ=0,0102C-0,0014 
ΒΒ3 RΑ=0,0102C-0,0111 
ΒΒ4 RΑ=0,010C-0,0248 
ΒΒ5 RΑ=0,0097C-0,0276 
CΒ1 RΑ=0,0110–0,0089 
CΒ2 RΑ=0,0111C–0,0013 
CΒ3 RΑ=0,0110C–0,0091 
ΑΒ1 RΑ=0,0803C+0,0001 

17 
11 
17 
28 
27 
29 
33 
16 
16 
15 
11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΑΑ5 A=6407,8C–4926 
ΑΑ6 Α=6487,7C–4995,4 
ΒΑ6 A=6427,1C-1956,8 
ΒΑ7 A=6561,9C-1650,6 
ΒΑ8 A=6597,6C-4593,1 
ΒΑ9 A=6563,3C-3704,2 
ΒΑ10 A=6498,1C–3829,2 
CΑ4 A=6401C–198 
CΑ5 A=6380C+2 
CΑ6 A=6411C+71 
 

ΑΒ2 Α=4535,5C–1568,3 
ΑΒ3 Α=4587,5C–538,0 
ΒΒ1 Α=4240C-6766,7 
ΒΒ2 Α=4470C-8104,8 
ΒΒ3 Α=4632,9C-8542,7 
ΒΒ4 Α=4549,7C-8054,9 
ΒΒ5 Α=4497C–9175,5 
CΒ1 Α=4178C+91 
CΒ2 Α=4203C+163 
CΒ3 Α=4256C–212 
 

29 
29 
34 
31 
30 
31 
30 
35 
34 
34 

 

ΑΑ5 RA=0,089C+0,0726 
ΑΑ6 RA=0,09C+0,0616 
ΒΑ6 RA=0,0913C+0,0699 
ΒΑ7 RA=0,0921C+0,02 
ΒΑ8 RA=0,0928C+0,0643 
ΒΑ9 RA=0,0935C+0,0703 
ΒΑ10 RA=0,0931C+0,0337 
CΑ4 RA=0,0917C-0,0099 
CA5 RA=0,0919C–0,129 
CΑ6 RA=0,09116C–0,081 
 

ΑΒ2 RΑ=0,0834C-0,0255 
ΑΒ3 RA=0,0764C-0,0139 
ΒΒ1 RΑ=0,0783C+0,0358 
ΒΒ2 RΑ=0,0775C+0,1053 
ΒΒ3 RΑ=0,0801C-0,0314 
ΒΒ4 RΑ=0,0769C-0,0316 
ΒΒ5 RΑ=0,0786C-0,0898 
CΒ1 RΑ=0,0790C+0,128 
CΒ2 RΑ=0,0790C+0,208 
CΒ3 RA=0,0783C+0,066 
 

6 
15 
14 
16 
14 
18 
16 
14 
14 
14 
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Πίνακας 12.3 Στατιστική αξιολόγηση της µεταβολής της κλίσης των καµπυλών αναφοράς των 
δειγµάτων εµβολιασµένων µε τους αναλύτες πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό, µε και χωρίς IS, 
στα τρία εύρη συγκεντρώσεων 

 

 

Αναλύτης 
 
 
 

 

Εύρος 
Συγκεντρώσεων 

 
 

 

Μέση τιµή 
κλίσης (mean ) 

 
 

 

Τυπική απόκλιση 
κλίσης (SD) 

 

 

Σχετική τυπική 
απόκλιση κλίσης, % 

(RSD, %) 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ 

 

Χωρίς IS 
Α 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 
 

Χωρίς IS 

 

 
0,0620×104 
0,0658×104 
0,0718×104 

 
82,9×10-4 
126,4×10-4 
115,5×10-4 

 
 

 

 
0,0010×104 
0,0014×104 
0,0006×104 

 
3,5×10-4 
3,8×10-4 
5,1×10-4 

 
 

 

 
1,6 
2,1 
0,8 

 
4,2 
3,0 
4,4 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 

A 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 
 

Χωρίς IS 

6,287×102 
6,98×102 
8,13×102 

 
100,2×10-4 
92,2×10-4 
101,2×10-4 

 
 

0,043×102 
0,30×102 
0,46×102 

 
3,3×10-4 
1,9×10-4 
1,1×10-4 

 
 

0,7 
4,4 
5,7 

 
3,2 
2,0 
1,0 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 

 

3,877×103 
3,75×103 
3,67×103 

 
72,7×10-3 
75,2×10-3 
72,88×10-3 

 

0,072×103 
0,39×103 
0,33×103 

 
2,4×10-3 
1,4×10-3 

0,36×10-3 
 

1,8 
1,0 

0,90 
 

3,2 
1,9 

0,50 
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Πίνακας 12.4 Εξισώσεις παλινδρόµησης, συντελεστές συσχετίσεως και τυπικό σφάλµα των καµπυλών αναφοράς που 
ελήφθησαν µε δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό 

 
 

Αναλύτης 
 
 
 

 

Εύρος 
συγκεντρώσεων 

 
 

 

Εξίσωση 
παλινδρόµησης 

 
 

 

Συντελεστής 
συσχετίσεως  

(R) 
 

 

Τυπικό σφάλµα 
καµπύλης (Sy/x) 

 
 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ 

 

Χωρίς IS 
Α 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 

 

Χωρίς IS 

 

 
A=[0,0620(±0,0048)]×104C-[(0,037±0,085) ×104] 
Α=[0,0657(±0,0017)]×104C-[(0,14±0,14)×104] 

Α=[0,0718(±0,0030)]×104C-[(0,0020±0,014)×104] 
 

RΑ=[82,6(±4,9)]×10-4C-[(2,8±8,7)×10-3] 
RΑ=[126,4(±3,4)]×10-4C-[(5,6±2,8)×10-2] 
RΑ=[11,38(±0,68)]×10-3C-[(2,5±3,1)×10-2] 

 

 

 

 
0,993 

0,9990 
0,997 

 
0,996 

0,9985 
0,993 

 

 

 

 
9,0×102 
2,0×102 
2,7×102 

 
0,0092 
0,041 

6,1 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 

A 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 

 

Χωρίς IS 

Α=[6,29(±0,42)]×102C-[(0,037±0,075)×104] 
Α=[6,98(±0,27)]×102C-[(0,30±0,22)×104] 
Α=[8,13(±0,15)]×102C-[(0,59±0,67)×104] 

 
RΑ=[99,5(±8,1)]×10-4C-[(0,6±1,4)×10-2] 
RΑ=[92,2(±4,1)]×10-4C-[(2,2±3,4)×10-2] 

RΑ=[9,929(±0,064)]×10-3C-[(0,06±0,29)×10-1] 
 

 

0,995 
0,997 

0,9994 
 

0,993 
0,996 

0,99992 
 

 

7,9×102 
3,2×103 
1,3×103 

 
0,015 
0,050 
0,057 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 
Β 
C 

Με IS 
Α 
Β 
C 

 

Α=[3,88(±0,28)]×103C-[(0,26±0,49)×104] 
Α=[3,75(±0,18)]×103C-[(1,18±0,73)×104] 
Α=[3,7(±1,3)]×103C-[(4,1±6,1)×104] 

 
RΑ=[72,7(±4,2)]×10-3C-[(2,2±7,2)×10-2] 
RΑ=[75,2(±2,4)]×10-3C-[(1,9±1,0)×10-1] 

RΑ=[71,9(±3,8)]×10-3C-[(0,13±0,17)×102] 
 

0,995 
0,996 
0,997 

 
0,997 
0,998 
0,994 

 

5,3×103 
1,1×104 
12×104 

 
0,079 
0,15 
34 

 



240 
 

 
 

Αναλύτης 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
 
 

 

LOD  
(µgkg -1)a 

 

 

LOD  
(µgkg -1)b 

 

 

LOQ  
(µgkg -1)a 

 

 

LOQ  
(µgkg -1)b 

 
 

SDZ 
 

AcSDZ  
 

 

Α=[0,0620(±0,0048)]×104C-
[(0,037±0,085)×104 

Α=[6,29(±0,42)]×102C–
[(0,037±0,075)×104 

 

2,0 
 

1,9 
 

 

5 
 

5 
 

 

6,0 
 

5,9 
 

 

15 
 

15 
 

TMP 
 
 

Α=[3,88(±0,28)]×103C– 
[(0,26±0,49)×104 

 

2,2 
 
 

4 
 
 

6,7 
 
 

12,5 
 
 

      a Υπολογισµένο θεωρητικά βάσει της εξίσωσης παλινδρόµησης 
      b Καθορισµένο από το χρωµατογράφηµα µε βάση τους λόγους S/N ≥ 3 (LOD) και S/N ≥ 10 (LOQ) 

 

12.8 Συνδυασµένες εξισώσεις παλινδρόµησης των καµπυλών αναφοράς σε 

δείγµατα εµβολιασµένα πριν από την εκχύλιση και τον καθαρισµό 

Στον πίνακα 12.6 δίνονται οι εξισώσεις που χρησιµοποιήθηκαν για τον ποσοτικό 
προσδιορισµό των αναλυτών. 

 

 
 

Αναλύτης/DPS 
 
 
 

 

Εξίσωση παλινδρόµησης 
 
 
 

 

Συντελεστής 
συσχετίσεως 

(R) 
 

 

Τυπικό 
σφάλµα 
καµπύλης 

 
 

SDZ/DPS 
 

AcSDZ/DPS 
 

 

RΑ = [111,7(±4,0)]×10-4 C - (1,0±1,3) 
(y = 0,0112 x – 0,9544) 

RΑ = [99,32(±0,34)]×10-4 C + (0,03±0,11) 
(y = 0,0099 x + 0,0346) 

 

0,995 
 

0,9995 
 

 

4,1 
 

0,34 
 

TMP/DPS 
 
 

RΑ = [70,9(±2,2)]×10-3 C - (5,2±7,2) 
(y = 0,0709 x – 5,1544) 

 

0,995 
 
 

22 
 
 

 

12.9 Έλεγχος της ακρίβειας της µεθόδου 

Στους πίνακες 12.7 και 12.8 δίνονται τα αποτελέσµατα από τον έλεγχο που έγινε εντός 

της ίδιας εργαστηριακής ηµέρας και σε πέντε διαφορετικές εργαστηριακές ηµέρες, 

αντίστοιχα. 

 

 

Πίνακας 12.5 Όρια ανίχνευσης και ποσοσικού προσδιορισµού των αναλυτών σε δείγµα ήπατος 

Πίνακας 12.6 Συνδυασµένες εξισώσεις παλινδρόµησης (στις παρενθέσεις δίνονται οι εξισώσεις 
όπως προκύπτουν από το EXCEL) 
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Αναλύτης 

 
 
 

 

Συγκέντρωση 
που 

προστέθηκε 
(µg kg- 1) 

 

 

Συγκέντρωση  
που βρέθηκε 

(µg kg- 1) 
Μέση τιµή ± SD (n = 6) 

 

 

 
Πιστότητα 

CV, % 
 
 

 

 
Αληθότητα 

 
   RE, % ± SD a        Er, % b 

 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

15 (LOQ) 
20 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 
50 (0,5×MRL) 
100 (1×MRL) 

150 (1,5×MRL) 
500 
5000 

10000 
 

12,5 (LOQ) 
20 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 
25 (0,5×MRL) 
50 (1×MRL) 

75 (1,5×MRL) 
500 
5000 

10000 
 

15 (LOQ) 
20 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 

50 
100 
150 
500 
5000 

10000 
 

 

14,61 ± 0,90 
19,37 ± 0,70 

23,6 ± 1,3 
48,0 ± 0,9 
97,2 ± 2,1 
147,7 ± 2,0 
488 ± 12 
4987 ± 94 

(101,4 ± 3,8)×102 
 

11,42 ± 0,39 
18,6 ± 1,1 

24,64 ± 0,87 
24,1 ± 0,4 
51,0 ± 1,7 
75,2 ± 1,0 
486 ± 12 

(48,2 ± 1,2)×102 
(101,2 ± 3,6)×102 

 

14,24 ± 0,47 
18,38 ± 0,85 
24,31 ± 0,88 

50,0 ± 2,5 
103,0 ± 4,2 
149,8 ± 2,8 
494 ± 25 
5035 ± 64 

(99,1 ± 4,1)×102 
 

 

6,1 
3,6 
5,7 
1,8 
2,1 
1,4 
2,4 
1,9 
3,8 

 

3,4 
5,7 
3,5 
1,5 
3,4 
1,4 
2,3 
2,5 
3,5 

 

3,3 
4,6 
3,6 
4,9 
4,1 
1,8 
4,9 
1,3 
4,1 

 

 

     97,4 ± 6,0           -2,6 
     96,8 ± 3,5           -3,2 
     94,3 ± 5,4           -5,7 
     96,1 ± 1,8           -3,9 
     97,2 ± 2,1           -2,8 
     98,5 ± 1,4           -1,5 
     97,6 ± 2,4           -2,4 
     99,7 ± 1,9           -0,3 
   101,4 ± 3,8            1,4 
 

     90,5 ± 4,5           -8,6 
     94,1 ± 4,0           -7,0 
     96,3 ± 2,7           -1,4 
     95,2 ± 1,1           -3,8 
   101,8 ± 5,0            2,0 
   101,2 ± 1,0            0,3 
     97,1 ± 2,9           -2,7 
     95,1 ± 3,0           -3,6 
   104,0 ± 0,8            1,2 
 

     94,9 ± 3,1           -5,1 
     91,9 ± 4,2           -8,1 
     97,2 ± 3,5           -2,8 
   100,1 ± 4,9            0,1 
   103,0 ± 4,2            3,0 
     99,9 ± 1,8           -0,1 
     98,8 ± 4,9           -1,2 
   100,7 ± 1,3            0,7 
     99,1 ± 4,1           -0,9 
 

 a, b Όπως στον πίνακα 10.18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 12.7 Ορθότητα και πιστότητα εντός της ηµέρας (intra-day inter-batch) 
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Αναλύτης 

 
 
 

 

Συγκέντρωση 
που 

προστέθηκε 
(µg kg- 1) 

 

 

Συγκέντρωση  
που βρέθηκε 

(µg kg- 1) 
Μέση τιµή ± SD (n = 15) 

 

 

 
Πιστότητα 

CV, % 
 
 

 

 
Αληθότητα 

 
   RE, % ± SD a         Er, % b 

 

 

SDZ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TMP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AcSDZ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

15 (LOQ) 
20 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 
50 (0,5×MRL) 
100 (1×MRL) 

150 (1,5×MRL) 
500 

5000 
10000 

 

12,5 (LOQ) 
20 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 
25 (0,5×MRL) 
50 (1×MRL) 

75 (1,5×MRL) 
500 

5000 
10000 

 

15 (LOQ) 
20 (ULOQ 1) 
25 (ULOQ 2) 

50 
100 
150 
500 

5000 
10000 

 

 

14,92 ± 0,95 
19,7 ± 0,67 
23,1 ± 2,1 
49,2 ± 1,7 
99,1 ± 2,1 
150,1 ± 2,9 
476,3 ± 8,9 
5064 ± 96 

(101,1 ± 1,6)×102 
 

11,50 ± 0,38 
19,0 ± 1,1 
24,4 ± 1,1 
24,5 ± 0,5 
51,0 ± 1,0 

74,90 ± 0,70 
467 ± 14 

(52,6 ± 3,0)×102 
(99,0 ± 2,4)×102 

 

14,03 ± 0,69 
18,56 ± 0,86 
23,80 ± 0,70 

49,9 ± 2,2 
99,9 ± 2,6 
150,7 ± 2,2 
484,9 ± 8,3 
5064 ± 50 

(99,5 ± 3,6)×102 
 

 

6,3 
3,5 
8,9 
3,4 
2,1 
1,9 
1,9 
1,9 
1,6 

 

3,3 
6,0 
4,4 
2,2 
1,9 
0,91 
3,1 
5,6 
2,4 

 

4,9 
4,6 
3,1 
4,4 
2,6 
1,5 
1,7 
0,98 
3,6 

 

 

     99,5 ± 6,3            -0,5 
     95,3 ± 3,4            -4,7 
     92,4 ± 8,3            -7,6 
     98,4 ± 3,3            -1,6 
     99,1 ± 2,1            -0,9 
   100,1 ± 2,0             0,1 
     95,3 ± 1,8            -4,7 
   101,3 ± 1,9             1,3 
   101,1 ± 1,7             1,1 
 

     92,0 ± 2,6            -8,0 
     94,6 ± 5,7            -5,4 
     97,7 ± 4,3            -2,3 
     98,2 ± 2,2            -1,8 
   103,1 ± 1,6             3,1 
     99,9 ± 0,9            -0,1 
     93,4 ± 2,9            -6,6 
   105,2 ± 0,9             5,2 
     99,1 ± 2,4            -0,9 
 

     93,6 ± 3,7            -6,4 
     92,8 ± 4,3            -7,2 
     95,1 ± 2,3            -4,9 
     99,7 ± 4,4            -0,3 
     99,9 ± 2,6            -0,1 
   100,5 ± 1,5             0,5 
     97,0 ± 1,0            -3,0 
   101,3 ± 1,0             1,3 
     99,5 ± 3,6            -0,5 
 

 a, b Όπως στον πίνακα 10.18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 12.8 Ορθότητα και πιστότητα µεταξύ των ηµερών (inter-day inter-batch) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 13 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ, 

ΤΡΙΜΕΘΟΠΡΙΜΗΣ ΚΑΙ ΑΚΕΤΥΛΟ-ΣΟΥΛΦΑ∆ΙΑΖΙΝΗΣ ΣΕ ΙΣΤΟΥΣ 

ΙΧΘΥΩΝ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΣΜΟ. ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ 

ΤΩΝ ΧΡΟΝΩΝ ΑΠΟ∆ΡΟΜΗΣ 

 

13.1 Βιολογικοί πειραµατισµοί 

13.1.1 Εισαγωγή 

Οι µέθοδοι που αναπτύχθηκαν και επικυρώθηκαν για τον προσδιορισµό των SDZ, TMP 

και AcSDZ σε σάρκα µε δέρµα, ήπαρ και ορό, εφαρµόστηκαν για τον προσδιορισµό 

καταλοίπων των ουσιών αυτών σε δείγµατα βιολογικών πειραµατισµών, οι οποίοι 

πραγµατοποιήθηκαν µε σκοπό: 

(α) τη µελέτη της φαρµακοκινητικής της SDZ, της TMP και της AcSDZ στην τσιπούρα, 
αλλά και της κατανοµής των ουσιών αυτών στους ιστούς (σάρκα µε δέρµα, ήπαρ, 
ορό), 

(β) τον προσδιορισµό των χρόνων αποδροµής των ουσιών από την τσιπούρα, 

(γ) την ταυτοποίηση πιθανών µεταβολιτών της SDZ και της TMP. 

 

Για τους βιολογικούς πειραµατισµούς χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικές ιχθυοτροφές 

και µελετήθηκαν τυχόν διαφοροποιήσεις στη φαρµακοκινητική, στους χρόνους 

αποδροµής και στο µεταβολισµό των υπό εξέταση ουσιών στις δύο περιπτώσεις. Οι 

πειραµατισµοί αυτοί έγιναν στα πλαίσια του ευρωπαϊκού προγράµµατος “ΑQUAMAX” 

µε τίτλο “Sustainable aquafeeds to maximise the health benefits of farmed fish for 

consumers” (6th Framework-Programme EU). 

Ο σχεδιασµός και η υλοποίηση της µελέτης καταλοίπων των SDZ, TMP και AcSDZ στην 

τσιπούρα, έγινε σύµφωνα µε όσα προβλέπονται στις κατευθυντήριες οδηγίες της E.E. 

(EMEA/CVMP/036/95)317 και του FDA. Ακολουθώντας τις οδηγίες της EMEA και του 

FDA ο αριθµός των ιχθύων ανά σηµείο δειγµατοληψίας ορίσθηκε σε δέκα (10) ιχθύες, 
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ωστόσο οι βιολογικοί πειραµατισµοί έγιναν σε µία θερµοκρασία (24 - 26 οC) και όχι σε 

δύο (π.χ. 18 και 25 οC), όπως ορίζουν οι παραπάνω οργανισµοί. 

 

13.1.2 Εξοπλισµός 

Οι εγκαταστάσεις και ο εξοπλισµός της πειραµατικής εκτροφής που χρησιµοποιήθηκαν, 

περιελάµβαναν: 

�  Επτά (7) εξωτερικές κυλινδροκωνικές δεξαµενές από συµπαγή υαλοβάµβακα 
χωρητικότητας περίπου 850 L η κάθε µία, 

�  Σύστηµα άντλησης του θαλασσινού νερού µε παροχή 2,5 L min-1 από βάθος 3 - 5 m 
από την παράπλευρη θαλάσσια περιοχή της ακτής του Αγίου Κοσµά Αττικής, 

�  Σύστηµα φίλτρων άµµου για τη διήθηση του θαλασσινού ύδατος, 

�  Σύστηµα συνεχούς οξυγόνου (αερισµός) στο νερό κάθε δεξαµενής. 

 

Οι µετρήσεις των παραµέτρων του θαλασσινού ύδατος γίνονταν καθηµερινά 

χρησιµοποιώντας ψηφιακή συσκευή µέτρησης του διαλυµένου οξυγόνου, ψηφιακή 

συσκευή µέτρησης του pH και ψηφιακή συσκευή µέτρησης της αλατότητας, της 

θερµοκρασίας και της αγωγιµότητας του νερού. 

Για την παρασκευή της φαρµακούχου ιχθυοτροφής, οι δύο τυποποιηµένες ιχθυοτροφές 

κονιοποιήθηκαν και µετατράπηκαν πάλι σε µορφή σύµπηκτων (pellets) µετά την 

ενσωµάτωση του φαρµακούχου προµίγµατος SDZ/TMP. Χρησιµοποιήθηκαν οι 

συσκευές: 

� Συσκευή κονιοποίησης των σύµπηκτων των δύο αρχικών τυποποιηµένων 
ιχθυοτροφών, 

� Συσκευή ανάµιξης και οµογενοποίησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής και της 
µετατροπής της σε σύµπηκτη µορφή, 

� Συσκευή µε κυκλοφορία αέρα για την αποµάκρυνση της υγρασίας της ιχθυοτροφής. 

 

13.1.3 Αντιβακτηριακός παράγοντας 

Για τους βιολογικούς πειραµατισµούς χρησιµοποιήθηκε το φαρµακούχο πρόµιγµα 

TRIMETHOPRIM-SULPHADIAZINE 50 %, µε σύνθεση 83,3 g TMP και 416,7 g SDZ 
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ανά kg προϊόντος, το οποίο συνιστάται για τη θεραπεία βακτηριακών λοιµώξεων στους 

εκτρεφόµενους ιχθύες. Ειδικότερα, συνιστάται για τη θεραπεία και τον έλεγχο της 

δοθιήνωσης, που προκαλείται από την Aeromonas salmonicida, και της δονακίωσης 

που οφείλεται στο Vibrio anguillarum και σε άλλα συγγενικά είδη. Έχει χρησιµοποιηθεί, 

επίσης, µε επιτυχία, στη θεραπεία της στηλώδους νόσου και της ερυθροστοµατίτιδας 

(ERD), νοσήµατα που προκαλούνται από το Flexibacter Columnaris και την Yersinia 

Ruckeri. 

Για τον έλεγχο του φαρµακούχου προµίγµατος, παρασκευάστηκε διάλυµα που περιείχε 

100 ng SDZ, 50 ng TMP και 50 ng ανά mL DS, του οποίου το χρωµατογράφηµα δίνεται 

στο σχήµα ΠVIII_1. 

 

13.1.4 Πειραµατόζωα 

Χρησιµοποιήθηκαν πεντακόσιες (500) τσιπούρες µέσου σωµατικού βάρους (230 ± 45) 

g, οι οποίες προέρχονταν από γνωστή µονάδα της ευρύτερης περιοχής της Αττικής. 

Μετά την άφιξή τους, τοποθετήθηκαν στις δεξαµενές και παρέµειναν προς εγκλιµατισµό 

για περίπου δύο µήνες, πριν την έναρξη των πειραµατισµών. 

 

13.1.5 ∆ιατροφή των ιχθύων 

Χρησιµοποιήθηκαν δύο είδη ιχθυοτροφών, µία συµβατική που βασίζεται σε ιχθυέλαια 

(Fish Oil-based diet, FO) και µία στην οποία το 10 % του ιχθυελαίου είχε αντικατασταθεί 

από φυτικά έλαια (Plant Oil-based diet, PO) (πίνακας 13.1). Η διάµετρος των 

σύµπηκτων των δύο ιχθυοτροφών ήταν 3,8 - 4,2 mm και το ποσοστό διατροφής 

ορίσθηκε σε 2,0 % στη βιοµάζα για τους 24 οC. 

 

13.1.6 Φαρµακούχος ιχθυοτροφή 

Η παρασκευή της φαρµακούχου ιχθυοτροφής έγινε ως εξής: ποσότητα ιχθυοτροφής 

κονιοποιήθηκε στη συσκευή κονιοποίησης και προστέθηκε τµηµατικά το φαρµακούχο 

πρόµιγµα σε συγκεκριµένη αναλογία. Μεταφέρθηκε στην τελική συσκευή ανάµιξης και 
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µε τη προσθήκη ύδατος σε µικροποσότητες, απέκτησε τέτοια υφή, ώστε να µπορεί να 

µετατραπεί σε συµπαγή τεµαχίδια. 

 

Πίνακας 13.1 Σύσταση των πειραµατικών ιχθυοτροφών 
 

 

Συστατικό (%) 
 

 

Ιχθυοτροφή FO 
 

 

Ιχθυοτροφή PO 
 

 

Ιχθυάλευρο 
 

15 
 

15 
Συµπυκνωµένη πρωτεΐνη ψαριού 

(CPSP 902) 5 5 

Γλουτένη καλαµποκιού 40 40 
Άλευρο σόγιας 14 14 

Κατεργασµένα άλευρα 4 4 
Ιχθυέλαιο 15 5 

Έλαιο ελαιοκράµβης 0 1,7 
Λινέλαιο 0 5,8 

Φοινικέλαιο 0 2,5 
Binder 1 1 

Λεκιθίνη σόγιας 1 1 
Μέταλλα 1 1 
Βιταµίνες 1 1 
Φωσφόρος 2 2 
L–λυσίνη 

 
0,55 

 
0,55 

 

 

Ακολουθεί αφυδάτωση για δώδεκα περίπου ώρες στη συσκευή αφυδάτωσης µε ρεύµα 

αέρα θερµοκρασίας 30 οC. Η αφυδατωµένη ιχθυοτροφή τεµαχίστηκε σε µικρά κοµµάτια, 

συσκευάστηκε σε σκοτεινόχρωµο περιέκτη και συντηρήθηκε σε ψυχρό, στεγνό και 

σκοτεινό χώρο µέχρι τη χρησιµοποίησή τους στους πειραµατισµούς. 

Πριν από την έναρξη του βιολογικού πειραµατισµού, τα πειραµατόζωα και οι δύο 

ιχθυοτροφές ελέγχθηκαν προκειµένου να διαπιστωθεί η απουσία καταλοίπων των υπό 

εξέταση αναλυτών και του IS. 

Μετά την παρασκευή των δύο φαρµακούχων ιχθυοτροφών (FO και PO), έξι δείγµατα 

από κάθε µία, αναλύθηκαν προκειµένου να ελεγχθεί η ποσότητα των SDZ και TMP η 

οποία ενσωµατώθηκε σε αυτές. Από τις αναλύσεις διαπιστώθηκε ότι το 85 - 92 % της 

ποσότητας των δύο ουσιών που προστέθηκε ενσωµατώθηκε σε αυτές. 

Σε όλη τη διάρκεια του βιολογικού πειραµατισµού οι ιχθύες διατρέφονται µία φορά την 

ηµέρα. Καµία επιπλέον ποσότητα τροφής δε προσφέρεται στα πειραµατόζωα κατά την 
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περίοδο της χορήγησης των φαρµακούχων ιχθυοτροφών. 

 

13.1.7 Συνθήκες πειραµατισµών 

Σε όλη τη διάρκεια των πειραµατισµών οι τσιπούρες διατρέφονταν µε τις δύο 

ιχθυοτροφές, µία φορά την ηµέρα, µε το χέρι, στη 13:00 το µεσηµέρι και σε ποσοστό 2 

% στη βιοµάζα. Η χορηγούµενη δόση που επιλέχθηκε ήταν 25 mg SDZ και 5 mg TMP 

ανά kg σωµατικού βάρους, την ηµέρα, για πέντε συνεχόµενες ηµέρες. 

Για το βιολογικό πειραµατισµό χρησιµοποιήθηκαν 3 δεξαµενές, µε 35 τσιπούρες µέσου 

σωµατικού βάρους (230 ± 45) g στην κάθε δεξαµενή, οι οποίες ελάµβαναν τη 

συνιστώµενη δόση SDZ/TMP για πέντε ηµέρες. Μετά το πέρας των ηµερών αυτών, 

διατρέφονταν µε µη φαρµακούχες ιχθυοτροφές FΟ και PO. Ο πειραµατισµός 

ολοκληρώθηκε σε χρονικό διάστηµα δέκα ηµερών, κατά τη διάρκεια των οποίων οι 

παράµετροι του θαλασσινού ύδατος είχαν τις εξής µέσες τιµές: 

�  θερµοκρασία 24,5 ± 1,2 oC, 

�  pH 8,0 ± 0,2, 

�  διαλυµένο οξυγόνο 7,3 ± 0,2 mg L-1, 

�  αλατότητα 38,9 ± 0,2 ‰. 

 

13.1.8 ∆ειγµατοληψία 

Η δειγµατοληψία πραγµατοποιόταν µε αναισθησία των ιχθύων χρησιµοποιώντας 2-

φαινοξυ-αιθανόλη (2 mL L-1). Αλιεύονταν δέκα τσιπούρες (4, 3 και 3 από κάθε δεξαµενή 

εναλλάξ) στις 10:00 το πρωί, κατά τις ηµέρες 1, 3 και 5 (τελευταία ηµέρα χορήγησης 

φαρµακούχων ιχθυοτροφών) και 6, 8 και 9 (ηµέρες δειγµατοληψίας µετά τη χορήγηση). 

Αρχικά, καταγραφόταν το σωµατικό βάρος του κάθε ιχθύος και στη συνέχεια 

λαµβανόταν δείγµα αίµατος (εικόνες 13.1 και 13.2). Τέλος, λαµβάνονταν δείγµατα 

σάρκας µε δέρµα και ήπατος (εικόνες 13.3 και 13.4). Το βάρος του ήπατος 

καταγραφόταν επίσης. Ως ηµέρα 1 ορίστηκε η ηµέρα 24 ώρες µετά τη πρώτη ηµέρα 

χορήγησης των φαρµακούχων ιχθυοτροφών. Τα δείγµατα αίµατος τοποθετούνταν στο 

ψυγείο (+ 4 oC) για 24 ώρες και µετά από φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 10 min, 

λαµβάνονταν τα δείγµατα ορού. Όλα τα δείγµατα τοποθετούνταν σε πλαστικό περιέκτη 
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µε κλείστρο ασφαλείας µε λεπτοµερή καταγραφή της προέλευσης των (εικόνα 13.5) και 

αποθηκεύονταν σε θερµοκρασία - 80 oC µέχρι την ηµέρα ανάλυσης των. 

 

13.2 Υπολογισµός των χρόνων αποδροµής 

13.2.1 Εισαγωγή 

Η µελέτη των επιπέδων µιας αντιµικροβιακής ουσίας στους ιστούς των ιχθύων έχει 

εξαιρετική σηµασία για την κατανόηση των µηχανισµών που επιδρούν, αλλά και τη 

χάραξη αποτελεσµατικών θεραπευτικών σχηµάτων στη κλινική πράξη. Σηµαντικό, 

επίσης, είναι το ενδιαφέρον για την τύχη του αντιβιοτικού στους ιστούς των ιχθύων, από 

τη πλευρά της διασφάλισης της υγείας και της προστασίας του καταναλωτή. 

Κύριος στόχος ήταν η µελέτη των επιπέδων των δραστικών ουσιών στους διάφορους 

ιστούς και η µελέτη της δυναµικής της αποδροµής των ουσιών αυτών και του 

κατάλληλου χρόνου αναµονής για τη διάθεση του προϊόντος στην κατανάλωση. 

Στο τµήµα αυτό της διατριβής, παρατίθενται τα αποτελέσµατα του βιολογικού 

πειραµατισµού µε τσιπούρες εντατικής εκτροφής, στις οποίες χορηγήθηκαν οι 

φαρµακούχες ιχθυοτροφές FO και PO, µε ενσωµατωµένες τις δραστικές ουσίες SDZ και 

TMP. Αρχικά, δίνονται οι τιµές συγκέντρωσης των αναλυτών στους ιστούς καθώς και τα 

αντίστοιχα διαγράµµατα συγκέντρωσης σε συνάρτηση µε τον χρόνο (ηµέρες 

δειγµατοληψίας). Στη συνέχεια, παρατίθεται η στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσµάτων µε τελικό σκοπό τον υπολογισµό των χρόνων αποδροµής (Wt) των 

SDZ και TMP (στην περίπτωση των δειγµάτων σάρκας µε δέρµα). Για τη στατιστική 

επεξεργασία χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα WT1.4. 

Για τον προσδιορισµό του Wt πρέπει να λαµβάνουµε υπόψη ότι ο Wt επηρεάζεται από: 

•  τη θερµοκρασία του ύδατος, 

•  το είδος του ιχθύος και για τον λόγο αυτό ο Wt ισχύει µόνο για ένα είδος ιχθύος και 
όχι για άλλο, 

•  από άλλους παράγοντες, όπως η ηλικία του ιχθύος, το φύλλο, από τις συνθήκες 
εκτροφής και διατροφής. 
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Εικόνα 13.1. ∆ειγµατοληψία του αίµατος από 
τσιπούρα 

 

Εικόνα 13.2. Τα δείγµατα αίµατος τοποθετούνται 
σε ειδικά σωληνάρια και µετά από 24 ώρες στο 
ψυγείο, φυγοκεντρούνται οπότε λαµβάνονται τα 
δείγµατα ορού του αίµατος 

            
 

Εικόνες 13.3 και 13.4 Λήψη δείγµατος ήπατος από τσιπούρα 
 

 
Εικόνα 13.5 Καταγραφή της προέλευσης των  
δειγµάτων που ελήφθησαν 
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Σε µία µελέτη καταλοίπων, κατά την ανάλυση της γραµµικής παλινδρόµησης µε τη 

µέθοδο των «ελαχίστων τετραγώνων», όλες οι µέσες τιµές µιας οµάδας παρατηρήσεων 

πρέπει ν’ακολουθούν ευθεία γραµµή. Χρησιµοποιήθηκαν µόνο οι τιµές οι οποίες ήταν 

πάνω από το LOD της µεθόδου, όπως αυτό προβλέπεται από τις κατευθυντήριες 

οδηγίες για την εναρµόνιση των χρόνων αποµάκρυνσης.317 Ως ηµέρα 1 ορίστηκε η 

ηµέρα 24 ώρες µετά τη χορήγηση της τελευταίας δόσης (ηµέρα δειγµατοληψίας 6). 

Υπολογίσθηκε η µέση τιµή (mean value) και το τυπικό σφάλµα του µέσου (standard 

error of the mean, SEM). Επίσης, για τον έλεγχο της οµοιογένειας της διασποράς, έγινε 

λογαριθµική µετατροπή της µέσης τιµής των δεδοµένων, τα οποία αναλύθηκαν µε την 

ANOVA. Έγιναν ακόµα οι δοκιµές Bartlett’s test και Cohran’s test (homogeneity of 

variances), από τις οποίες η δεύτερη θεωρείται ότι είναι πάντα η καταλληλότερη δοκιµή 

σε µελέτες καταλοίπων.318 Για τον έλεγχο της κανονικότητας των διασπορών 

χρησιµοποιήθηκε η δοκιµή Kolmogorov-Smirnov (normality of calculated residuals). 

 

13.2.2 Βιολογικός πειραµατισµός µε την ιχθυοτροφή FO 

Στον πίνακα 13.2 δίνονται οι τιµές της συγκέντρωσης της SDZ στα δείγµατα των τριών 

ιστών για τον βιολογικό πειραµατισµό µε την ιχθυοτροφή FO. 

Στους πίνακες 13.3 και 13.4 δίνονται οι τιµές για την TMP και την AcSDZ, αντίστοιχα. 

Ακολουθούν τα διαγράµµατα συγκέντρωσης σε συνάρτηση µε τον χρόνο (ηµέρες 

δειγµατοληψίας) (σχήµατα 13.1 - 13.3). 

Τα αποτελέσµατα του πειράµατος στους 24 oC µε χορήγηση της ιχθυοτροφής FO, 

έδειξαν τα εξής για την αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από τους ιστούς της 

τσιπούρας: 

Σάρκα µε δέρµα: Η συγκέντρωση της SDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή της 24 ώρες 

µετά την έναρξη χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (ηµέρα 1) και ήταν 1794 

µg kg-1, ενώ µετά τη διακοπή της χορήγησής της, η συγκέντρωσή της µειώθηκε τάχιστα 

φτάνοντας την τιµή 27,7 µg kg-1 την ηµέρα 8 και έπεσε κάτω από το LOQ (και το LOD) 

την 9η ηµέρα. Η συγκέντρωση της TMP απέκτησε, τη µέγιστη τιµή της την 1η ηµέρα (697 

µg kg-1) και έπεσε σε µη ανιχνεύσιµη τιµή 72 ώρες µετά τη διακοπή χορήγησης της 
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Πίνακας 13.2 Συγκεντρώσεις της SDZ (σε µg kg-1 ή ng mL-1) στους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (δίνεται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση από δέκα 
ιχθύες ενώ µέσα σε παρένθεση δίνεται το εύρος των συγκεντρώσεων) 

 

 

Χρόνος (ηµέρες) 
 

 

Σάρκα µε δέρµα 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ήπαρ 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ορός 
C, ng mL -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 
 

Χορήγηση φαρµάκου 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

1 

 

(1,79 ± 0,86)×103 
(1,0 – 3,9)×103 

 

 

248 ± 140 
(99 – 438) 

 

 

131 ± 31,3 
63,3 – 171 

 

3 

 

403 ± 483 
(62,4 – 1,6×103) 

 

 

144 ± 89 
(40 – 295) 

 

 

460 ± 300 
117 – 846 

 

5 

 

498 ± 239 
(192 – 839) 

 

 

99,7 ± 43,9 
(49,4 – 180,0) 

 

 

658 ± 337 
(0,2 – 1,1)×103 

 
 

Αποµάκρυνση 
φαρµάκου 

 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

6 
(1 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

39,0 ± 27,2 
(< LOQ – 94,5) 

 

 

45,9 ± 36,0 
(< LOQ – 97,5) 

 

 

28,0 ± 13,4 
(8,0 – 54,9) 

 
 

8 
(3 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

27,7 ± 10,3 
(< LOQ – 36,9) 

 

 

39,2 ± 11,0 
(< LOQ – 46,9) 

 

 

10,4 ± 2,9 
(8,6 – 17,2) 

 
 

9 
(4 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ – 14,6 
 
 

 

< LOQ, LOD 
 
 

 

< LOQ, LOD 
 
 

# Σε κάθε σηµείο δειγµατοληψίας ο αριθµός των ιχθύων ήταν δέκα (n = 10), µε εξαίρεση στο σηµείο µηδέν («λευκό» δείγµα) στο  
  οποίο ο αριθµός των ιχθύων ήταν τρία (n = 3) 

 

φαρµακούχου ιχθυοτροφής. Τέλος, η συγκέντρωση της AcSDZ απέκτησε τη µέγιστη 

τιµή της την 1η ηµέρα (814 µg kg-1), γεγονός που φανερώνει το γρήγορο µεταβολισµό 

της SDZ σε AcSDZ, ενώ αποµακρύνθηκε τάχιστα αφού δεν ανιχνεύθηκε 24 ώρες µετά 

τη διακοπή χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής (ηµέρα 6). 

Ήπαρ: Η συγκέντρωση της SDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή της 24 ώρες µετά την 

έναρξη χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (ηµέρα 1) και ήταν 248 µg kg-1, 

ενώ µετά τη διακοπή της χορήγησής της, η συγκέντρωσή της µειώθηκε τάχιστα 

φτάνοντας την τιµή 39,2 µg kg-1 την ηµέρα 8 και έπεσε κάτω από το LOQ (και το LOD) 
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Πίνακας 13.3 Συγκεντρώσεις της TMP (σε µg kg-1 ή ng mL-1) στους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (δίνεται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση από δέκα 
ιχθύες ενώ µέσα σε παρένθεση δίνεται το εύρος των συγκεντρώσεων) 

 

Χρόνος (ηµέρες) 

 

Σάρκα µε δέρµα 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ήπαρ 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ορός 
C, ng mL -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 
 

Χορήγηση φαρµάκου 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

1 

 

697 ± 372 
(349 - 1607) 

 

 

(1,38 ± 0,92)×103 
(0,4 - 2,5)×103 

 

 

6,8 ± 4,0 
(2,9 - 16,1) 

 

3 

 

224 ± 164 
(69,7 - 621) 

 

 

301 ± 184 
(105 - 587) 

 

 

7,5 ± 3,1 
(4,0 - 13,1) 

 

5 

 

297 ± 130 
(164 - 555) 

 

 

111 ± 65,0 
(19,5 - 201) 

 

 

10,2 ± 3,9 
(4,2 - 14,7) 

 
 

Αποµάκρυνση 
φαρµάκου 

 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

6 
(1 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

121 ± 79,6 
(21,6 - 284) 

 

 

45,8 ± 10,2 
(32,8 - 59,0) 

 

 

2,0 ± 1,1 
(< LOQ - 2,7) 

 
 

8 
(3 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

66,5 ± 30,4 
(< LOQ - 93,3) 

 

 

34,3 ± 21,9 
(< LOQ - 80,8) 

 

 

1,9 ± 1,1 
(< LOQ - 2,6) 

 
 

9 
(4 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ - 12,4 
 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

# Σε κάθε σηµείο δειγµατοληψίας ο αριθµός των ιχθύων ήταν δέκα (n = 10), µε εξαίρεση στο σηµείο µηδέν («λευκό» δείγµα) στο 
οποίο ο αριθµός των ιχθύων ήταν τρία (n = 3) 

 

την 9η ηµέρα. Η συγκέντρωση της TMP απέκτησε, επίσης, τη µέγιστη τιµή της την 1η 

ηµέρα (1386 µg kg-1) και έπεσε σε µη ανιχνεύσιµη τιµή την 9η ηµέρα. Τέλος, η 

συγκέντρωση της AcSDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή της την 1η ηµέρα (118 µg kg-1), ενώ 

µειώθηκε τάχιστα και δεν ανιχνεύθηκε 24 ώρες µετά τη διακοπή χορήγησης της 

φαρµακούχου ιχθυοτροφής (ηµέρα 6). 

Ορός: Η συγκέντρωση της SDZ στον ορό αυξήθηκε σταδιακά κατά τη διάρκεια 

χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής από 131 ng mL-1 (ηµέρα 1) στη µέγιστη τιµή 

της 658 ng mL-1 ορού (ηµέρα 5). Μετά τη διακοπή της χορήγησής της, η συγκέντρωσή 
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Πίνακας 13.4 Συγκεντρώσεις της AcSDZ (σε µg kg-1 ή ng mL-1) στους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (δίνεται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση από δέκα 
ιχθύες ενώ µέσα σε παρένθεση δίνεται το εύρος των συγκεντρώσεων) 

 

Χρόνος (ηµέρες) 

 

Σάρκα µε δέρµα 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ήπαρ 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ορός 
C, ng mL -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 
 

Χορήγηση φαρµάκου 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

1 

 

814 ± 303 
(0,4 - 1,4)×103 

 

 

118 ± 55,4 
(48,4 - 201) 

 

 

312 ± 144 
(179 - 600) 

 

3 

 

221 ± 178 
(55,8 - 635) 

 

 

85,2 ± 35,0 
(28,7 - 146) 

 

 

386 ± 161 
(160 - 686) 

 

5 

 

364 ± 209 
(214 - 869) 

 

 

54,8 ± 31,2 
(32,8 - 122) 

 

 

483 ± 188 
(296 - 939) 

 
 

Αποµάκρυνση 
φαρµάκου 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

6 
(1 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

7,9 ± 0,6 
(< LOQ - 8,4) 

 
 

8 
(3 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

9 
(4 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

# Σε κάθε σηµείο δειγµατοληψίας ο αριθµός των ιχθύων ήταν δέκα (n = 10), µε εξαίρεση στο σηµείο µηδέν («λευκό» δείγµα) στο 
οποίο ο αριθµός των ιχθύων ήταν τρία (n = 3) 

 

της µειώθηκε τάχιστα φτάνοντας την τιµή 10,4 ng mL-1 την 8η ηµέρα. Η συγκέντρωση 

της TMP ήταν 6,8 ng mL-1 την 1η ηµέρα και 10,2 ng mL-1 (µέγιστη τιµή) την 5η ηµέρα. 

Μειώθηκε πολύ γρήγορα µετά τη διακοπή χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής. 

Τέλος, η συγκέντρωση της AcSDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή την 5η ηµέρα (483 ng mL-1), 

γεγονός που φανερώνει τον µεταβολισµό της SDZ σε AcSDZ, ενώ αποµακρύνθηκε 

τάχιστα αφού έπεσε στα 7,9 ng mL-1 24 ώρες µετά τη διακοπή χορήγησης της 

φαρµακούχου ιχθυοτροφής (ηµέρα 6). 
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Σχήµα 13.1 Αποµάκρυνση της SDZ από τους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.2 Αποµάκρυνση της TMP από τους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 

 

Στη συνέχεια δίνονται τα διαγράµµατα συγκέντρωσης-χρόνου για τις τρεις ουσίες ανά 

ιστό. Στα διαγράµµατα αυτά (σχήµατα 13.4 - 13.6) φαίνεται η χρονική στιγµή κατά την 

οποία η συγκέντρωση των δύο δραστικών ουσιών (SDZ και TMP) λαµβάνει την µέγιστη 

τιµή, οπότε µπορούν να χρησιµοποιηθούν κατά τη διαδικασία εύρεσης του βέλτιστου  
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θεραπευτικού δοσολογικού σχήµατος. 

Στους πίνακες ΠVIII_1 και ΠVIII_2 δίνονται τα στατιστικά αποτελέσµατα της καµπύλης 
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Σχήµα 13.3 Αποµάκρυνση της AcSDZ από τους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 

αποµάκρυνσης των SDZ και TMP από τη σάρκα µε δέρµα της τσιπούρας σύµφωνα µε 

όσα απαιτούνται από την ΕΜΕΑ. 

Στα σχήµατα 13.7 και 13.8 δίνεται η ηµιλογαριθµική ανάλυση των συγκεντρώσεων των 

SDZ και TMP στη σάρκα µε δέρµα της τσιπούρας από το βιολογικό πειραµατισµό στους 

24 oC µε χορήγηση της ιχθυοτροφής FO. Πιο συγκεκριµένα, απεικονίζονται, η γραµµή 

παλινδρόµησης της αποµάκρυνσης των ουσιών αυτών από τη σάρκα µε δέρµα και το 

άνω όριο εµπιστοσύνης 95 % της µέσης τιµής των µετρήσεων ανά δειγµατοληψία, 

αντίστοιχα, µετά τη διακοπή της χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO µέχρι 

και την τελευταία ηµέρα δειγµατοληψίας κατά την οποία ανιχνεύτηκαν οι ουσίες (8η 

ηµέρα). Παρατηρείται, επίσης, η κατανοµή των µέσων τιµών όλων των µετρήσεων των 

SDZ και TMP, η γραµµή η οποία καθορίζει το MRL των 100 και 50 µg kg-1 και οι 

γραµµές οι οποίες οριοθετούν τον υπολογισµένο χρόνο αποµάκρυνσης των SDZ και 

TMP από τη σάρκα µε δέρµα της εκτρεφόµενης τσιπούρας. 
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Σχήµα 13.4 Αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από τη 
σάρκα µε δέρµα τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της 
φαρµακούχου ιχθυοτροφής FO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.5 Αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από το ήπαρ 
τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής 
FO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.6 Αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από τον ορό 
αίµατος τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της φαρµακούχου 
ιχθυοτροφής FO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.7 Ηµιλογαριθµική απεικόνιση των συγκεντρώσεων της SDZ σε σχέση µε τον 
χρόνο. Οι κόκκινοι κύκλοι ορίζουν τις µέσες τιµές των µετρήσεων ανά δειγµατοληψία 
[οοοο], οι δύο µαύρες κυµµατιστές γραµµές ορίζουν (από κάτω προς τα πάνω) τη 
γραµµή παλινδρόµησης της αποµάκρυνσης της SDZ από τη σάρκα µε δέρµα και το 
όριο εµπιστοσύνης στο 95 % [~~~~~]. Η οριζόντια διακεκοµµένη µαύρη γραµµή [-----] 
ορίζει το νοµοθετηµένο MRL (100 µg kg-1) και η κόκκινη, κάθετη και διακεκοµµένη 
γραµµή [-----] οριοθετεί τον υπολογισµένο χρόνο 

 

 

Σχήµα 13.8 Ηµιλογαριθµική απεικόνιση των συγκεντρώσεων της TMP σε σχέση µε τον 
χρόνο. Οι κόκκινοι κύκλοι ορίζουν τις µέσες τιµές των µετρήσεων ανά δειγµατοληψία 
[οοοο], οι δύο µαύρες κυµµατιστές γραµµές ορίζουν (από κάτω προς τα πάνω) τη 
γραµµή παλινδρόµησης της αποµάκρυνσης της TMP από τη σάρκα µε δέρµα και το 
όριο εµπιστοσύνης στο 95 % [~~~~~]. Η οριζόντια διακεκοµµένη µαύρη γραµµή [-----] 
ορίζει το νοµοθετηµένο MRL (50 µg kg-1) και οι δύο κόκκινες, κάθετες, παράλληλες και 
διακεκοµµένες γραµµές [-----] οριοθετούν το εύρος του υπολογισµένου χρόνου 
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Σύµφωνα µε το πρόγραµµα WT1.4, για τους 24 oC µε χορήγηση της ιχθυοτροφής FO, ο 

χρόνος αποδροµής του φαρµακευτικού προµίγµατος TRIMETHOPRIM-

SULPHADIAZINE 50 % βρέθηκε: 

Wt (TMP-SDZ,FO) = 5 ηµέρες 

 

13.2.3 Βιολογικός πειραµατισµός µε την ιχθυοτροφή PO 

Στον πίνακα 13.5 δίνονται οι τιµές της συγκέντρωσης της SDZ στα δείγµατα της σάρκας 

µε δέρµα, του ήπατος και του ορού του αίµατος για το βιολογικό πειραµατισµό µε την 

ιχθυοτροφή PO. Στους πίνακες 13.6 και 13.7 δίνονται οι τιµές για την TMP και την 

AcSDZ, αντίστοιχα. Ακολουθούν τα διαγράµµατα συγκέντρωσης σε συνάρτηση µε τον 

χρόνο (ηµέρες δειγµατοληψίας) (σχήµατα 13.9 - 13.11). 

Τα αποτελέσµατα του πειράµατος στους 24 oC µε χορήγηση της ιχθυοτροφής PO, 

έδειξαν τα εξής για την αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από τους ιστούς της 

τσιπούρας: 

Σάρκα µε δέρµα: Η συγκέντρωση της SDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή της 24 ώρες 

µετά την έναρξη χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (ηµέρα 1) και ήταν 954 

µg kg-1, ενώ µετά τη διακοπή της χορήγησής της, µειώθηκε τάχιστα φτάνοντας την τιµή 

19,8 µg kg-1 την ηµέρα 8 και έπεσε κάτω από το LOQ (και το LOD) την 9η ηµέρα. Η 

συγκέντρωση της TMP απέκτησε, επίσης, τη µέγιστη τιµή της την 1η ηµέρα (269 µg kg-1) 

και έπεσε σε µη ανιχνεύσιµη τιµή 72 ώρες µετά τη διακοπή χορήγησης της 

φαρµακούχου ιχθυοτροφής. Τέλος, η συγκέντρωση της AcSDZ απέκτησε τη µέγιστη 

τιµή της την 1η ηµέρα (527 µg kg-1), γεγονός που φανερώνει τον γρήγορο µεταβολισµό 

της SDZ σε AcSDZ, ενώ αποµακρύνθηκε τάχιστα αφού δεν ανιχνεύθηκε 24 ώρες µετά 

τη διακοπή χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής (ηµέρα 6). 

Ήπαρ: Η συγκέντρωση της SDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή της 24 ώρες µετά την 

έναρξη χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (ηµέρα 1) και ήταν 432 µg kg-1, 

ενώ µετά τη διακοπή της χορήγησής της, η συγκέντρωση της SDZ µειώθηκε τάχιστα 

φτάνοντας την τιµή 76,6 µg kg-1 την ηµέρα 8 και έπεσε κάτω από το LOQ (και το LOD) 
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την 9η ηµέρα. Η συγκέντρωση της TMP απέκτησε τη µέγιστη τιµή της την 3η ηµέρα (664 

µg kg-1) και έπεσε σε µη ανιχνεύσιµη τιµή την 9η ηµέρα. 

 

Πίνακας 13.5 Συγκεντρώσεις της SDZ (σε µg kg-1 ή ng mL-1) στους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (δίνεται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση από δέκα 
ιχθύες ενώ µέσα σε παρένθεση δίνεται το εύρος των συγκεντρώσεων) 

 

Χρόνος (ηµέρες) 

 

Σάρκα µε δέρµα 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ήπαρ 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ορός 
C, ng mL -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 
 

Χορήγηση φαρµάκου 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

1 

 

954 ± 497 
(0,2 - 1,6)×103 

 

 

432 ± 403 
(80,2 - 1386) 

 

 

138 ± 61,5 
(76,5 - 242) 

 

3 

 

439 ± 199 
(162 - 802) 

 

 

168 ± 98,5 
(88,9 - 389) 

 

 

398 ± 235 
(86,2 - 797) 

 

5 

 

475 ± 273 
(128 - 886) 

 

 

92,1 ± 55,6 
(< LOQ - 166) 

 

 

479 ± 259 
(103 - 896) 

 
 

Αποµάκρυνση 
φαρµάκου 

 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

6 
(1 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

35,1 ± 32,1 
(< LOQ - 111,3) 

 

 

77,5 ± 62,9 
(< LOQ - 220,4) 

 

 

24,3 ± 16,8 
(10,4 - 64,0) 

 
 

8 
(3 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

19,8± 5,3 
(< LOQ - 28,2) 

 

 

76,6 ± 32,0 
(< LOQ - 139,2) 

 

 

28,8 ± 18,9 
(11,0 - 71,9) 

 
 

9 
(4 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ , LOD 
 

 

< LOQ, LOD 
 

 

< LOQ, LOD 
 

  # Σε κάθε σηµείο δειγµατοληψίας ο αριθµός των ιχθύων ήταν δέκα (n=10), µε εξαίρεση στο σηµείο µηδέν («λευκό» δείγµα) στο  
   οποίο ο αριθµός των ιχθύων ήταν τρία (n=3) 

 

Τέλος, η συγκέντρωση της AcSDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή την 1η ηµέρα (104 µg kg-1), 

ενώ µειώθηκε τάχιστα και δεν ανιχνεύθηκε 24 ώρες µετά τη διακοπή χορήγησης της 

φαρµακούχου ιχθυοτροφής (ηµέρα 6). 
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Πίνακας 13.6 Συγκεντρώσεις της TMP (σε µg kg-1 ή ng mL-1) στους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (δίνεται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση από δέκα 
ψάρια ενώ µέσα σε παρένθεση δίνεται το εύρος των συγκεντρώσεων) 

 

Χρόνος (ηµέρες) 

 

Σάρκα µε δέρµα 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ήπαρ 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ορός 
C, ng mL -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Χορήγηση φαρµάκου 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

1 

 

269 ± 157 
(57,3 - 558) 

 

 

503 ± 263 
(167 - 892) 

 

 

30,6 ± 15,9 
(7,7 - 55,4) 

 

3 

 

233 ± 92 
(106 - 450) 

 

 

664 ± 294 
(400 - 1363) 

 

 

10,8 ± 6,5 
(5,8 - 22,3) 

 

5 

 

262 ± 95 
(120 - 390) 

 

 

160 ± 74 
(33,9 - 283) 

 

 

7,4 ± 2,5 
(5,1 - 13,5) 

 
 

Αποµάκρυνση 
φαρµάκου 

 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

6 
(1 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

134 ± 99 
(26,7 - 349) 

 

 

204 ± 118 
(82,4 - 421) 

 

 

2,4 ± 1,4 
(< LOQ - 3,8) 

 
 

8 
(3 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

74,9 ± 19,2 
51,6 - 115,9) 

 

 

56,0 ± 34,7 
(16,8 - 116,0) 

 

 

2,7 ± 1,6 
(< LOQ - 4,3) 

 
 

9 
(4 µετά τη τελευταία δόση) 

 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

# Σε κάθε σηµείο δειγµατοληψίας ο αριθµός των ιχθύων ήταν δέκα (n=10), µε εξαίρεση στο σηµείο µηδέν («λευκό» δείγµα) στο  
  οποίο ο αριθµός των ιχθύων ήταν τρία (n=3)  

 

Ορός: Η συγκέντρωση της SDZ στον ορό του αίµατος αυξήθηκε σταδιακά κατά τη 

διάρκεια χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής από 138 ng mL-1 (ηµέρα 1) στη 

µέγιστη τιµή της 479 ng mL-1 ορού (ηµέρα 5). Μετά τη διακοπή της χορήγησής της, η 

συγκέντρωση της SDZ µειώθηκε τάχιστα φτάνοντας την τιµή 28,8 ng mL-1 την 8η ηµέρα. 

Η συγκέντρωση της TMP ήταν 30,6 ng mL-1 την 1η ηµέρα (µέγιστη τιµή) και 7,4 ng mL-1 

την 5η ηµέρα. Μειώθηκε πολύ γρήγορα µετά τη διακοπή χορήγησης της φαρµακούχου 

ιχθυοτροφής. Τέλος, η συγκέντρωση της AcSDZ απέκτησε τη µέγιστη τιµή της την 5η 

ηµέρα (480 ng mL-1), γεγονός που φανερώνει το µεταβολισµό της SDZ σε AcSDZ, ενώ 
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αποµακρύνθηκε τάχιστα αφού έπεσε στα 21,1 ng mL-1 24 ώρες µετά τη διακοπή 

χορήγησης της φαρµακούχου ιχθυοτροφής (ηµέρα 6). 

 

Πίνακας 13.7 Συγκεντρώσεις της AcSDZ (σε µg kg-1 ή ng mL-1) στους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (δίνεται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση από δέκα 
ιχθύες ενώ µέσα σε παρένθεση δίνεται το εύρος των συγκεντρώσεων) 

 

Χρόνος (ηµέρες) 

 

Σάρκα µε δέρµα 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ήπαρ 
C, µg kg -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 

 

Ορός 
C, ng mL -1 

Μέση τιµή ± SD  
(εύρος) 

 
 

Χορήγηση φαρµάκου 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

 

0 
 

1 

 

527 ± 227 
(225 - 850) 

 

 

104 ± 43 
(52,4 - 175) 

 

 

401 ± 149 
(175 - 669) 

 

3 

 

356 ± 172 
(99,6 - 673) 

 

 

58,1 ± 35,4 
(12,2 - 117) 

 

 

370 ± 95,5 
(263 - 568) 

 

5 

 

332 ± 130 
(175 - 558) 

 

 

30,7 ± 14 
(< LOQ - 57) 

 

 

480 ± 162 
(254 - 781) 

 
 

Αποµάκρυνση 
φαρµάκου 

 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

6 

 

< LOQ 
 
 

 

< LOQ 
 
 

 

21,1 ± 22,5 
(5,9 - 62,0) 

 

8 
 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

9 
 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

 

< LOQ 
 

# Σε κάθε σηµείο δειγµατοληψίας ο αριθµός των ιχθύων ήταν δέκα (n=10), µε εξαίρεση στο σηµείο µηδέν («λευκό» δείγµα) στο  
  οποίο ο αριθµός των ιχθύων ήταν τρία (n=3) 

 

Στη συνέχεια δίνονται τα διαγράµµατα συγκέντρωσης-χρόνου για τις τρεις ουσίες ανά 

ιστό (σάρκα µε δέρµα, ήπαρ, ορός). Στα διαγράµµατα αυτά (σχήµατα 13.12, 13.13 και 

13.14) φαίνεται η χρονική στιγµή κατά την οποία η συγκέντρωση των δύο δραστικών 

ουσιών (SDZ και TMP) λαµβάνει τη µέγιστη τιµή σε κάθε ιστό-στόχο, οπότε µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν κατά τη διαδικασία της εύρεσης του βέλτιστου θεραπευτικού 

δοσολογικού σχήµατος. 
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Στους πίνακες ΠVIII_3 και ΠVIII_4 δίνονται τα στατιστικά αποτελέσµατα της καµπύλης 

αποµάκρυνσης των SDZ και TMP από τη σάρκα µε δέρµα της τσιπούρας σύµφωνα µε 

όσα απαιτούνται από την ΕΜΕΑ. 

Στα σχήµατα 13.15 και 13.16 δίνεται η ηµιλογαριθµική ανάλυση των συγκεντρώσεων 

των SDZ και TMP στη σάρκα µε δέρµα της τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της 

ιχθυοτροφής PO. Πιο συγκεκριµένα, απεικονίζονται, η γραµµή παλινδρόµησης της απο- 
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Σχήµα 13.9 Αποµάκρυνση της SDZ από τους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 

 

µάκρυνσης των SDZ και TMP και το άνω όριο εµπιστοσύνης 95 % της µέσης τιµής των 

µετρήσεων ανά δειγµατοληψία, αντίστοιχα, από τη στιγµή της διακοπής της χορήγησης 

της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO µέχρι και την τελευταία ηµέρα δειγµατοληψίας κατά 

την οποία ανιχνεύτηκαν οι ουσίες (8η ηµέρα). Παρατηρείται, επίσης, η κατανοµή των 

µέσων τιµών όλων των µετρήσεων των αναλυτών, η γραµµή η οποία καθορίζει το MRL 

των 100 και 50 µg kg-1 και οι γραµµές οι οποίες οριοθετούν τον υπολογισµένο χρόνο 

αποµάκρυνσης των SDZ και TMP από τη σάρκα µε δέρµα της εκτρεφόµενης 

τσιπούρας. 
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Σχήµα 13.10 Αποµάκρυνση της TMP από τους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.11 Αποµάκρυνση της AcSDZ από τους ιστούς τσιπούρας µετά από τη 
χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.12 Αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από τη 
σάρκα µε δέρµα τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της 
φαρµακούχου ιχθυοτροφής PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.13 Αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από το ήπαρ 
τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της φαρµακούχου ιχθυοτροφής 
PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.14 Αποµάκρυνση των SDZ, TMP και AcSDZ από τον ορό 
του αίµατος τσιπούρας µετά από τη χορήγηση της φαρµακούχου 
ιχθυοτροφής PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 
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Σχήµα 13.15 Ηµιλογαριθµική απεικόνιση των συγκεντρώσεων της SDZ σε σχέση µε τον 
χρόνο. Οι κόκκινοι κύκλοι ορίζουν τις µέσες τιµές των µετρήσεων ανά δειγµατοληψία 
[οοοο], οι δύο µαύρες κυµµατιστές γραµµές ορίζουν (από κάτω προς τα πάνω) τη γραµµή 
παλινδρόµησης της αποµάκρυνσης της SDZ από τη σάρκα µε δέρµα της τσιπούρας και το 
όριο εµπιστοσύνης στο 95% [~~~~~]. Η οριζόντια διακεκοµµένη µαύρη γραµµή [-----] ορίζει 
το νοµοθετηµένο MRL (100 µg kg-1) 

 

 

Σχήµα 13.16 Ηµιλογαριθµική απεικόνιση των συγκεντρώσεων της TMP σε σχέση µε 
τον χρόνο. Οι κόκκινοι κύκλοι ορίζουν τις µέσες τιµές των µετρήσεων ανά 
δειγµατοληψία [οοοο], οι δύο µαύρες κυµµατιστές γραµµές ορίζουν (από κάτω προς 
τα πάνω) τη γραµµή παλινδρόµησης της αποµάκρυνσης της TMP από τη σάρκα µε 
δέρµα της τσιπούρας και το όριο εµπιστοσύνης στο 95% [~~~~~]. Η οριζόντια 
διακεκοµµένη µαύρη γραµµή [-----] ορίζει το νοµοθετηµένο MRL (50 µg kg-1) και οι 
δύο κόκκινες, κάθετες, παράλληλες και διακεκοµµένες γραµµές [-----] οριοθετούν το 
εύρος του υπολογισµένου χρόνου  
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Σύµφωνα µε το πρόγραµµα WT1.4, για τους 24 oC µε χορήγηση της ιχθυοτροφής PO, ο 

χρόνος αποδροµής του φαρµακευτικού προµίγµατος TRIMETHOPRIM-

SULPHADIAZINE 50 % βρέθηκε: 

Wt (TMP-SDZ,PO) = 6 ηµέρες 

 

13.2.4 Συζήτηση επί των αποτελεσµάτων των βιολογικών πειραµατισµών µε τις 

δύο ιχθυοτροφές FO και PO 

Οι βιολογικοί πειραµατισµοί που πραγµατοποιήθηκαν, επιτρέπουν την εξαγωγή 

συµπερασµάτων σχετικά µε την παραµονή των SDZ και TMP στους ιστούς των ιχθύων, 

κατά τη χορήγηση του φαρµακευτικού σκευάσµατος µε τη συµβατική ιχθυοτροφή (FO) 

αλλά και την εναλλακτική ιχθυοτροφή (PO). 

Στο σχήµα 13.17 δίνεται το διάγραµµα συγκέντρωσης της SDZ µε τον χρόνο (ηµέρες 

δειγµατοληψίας) µετά από τη χορήγηση των δύο ιχθυοτροφών. 
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Σχήµα 13.17 Αποµάκρυνση της SDZ από τη σάρκα µε δέρµα 
τσιπούρας µετά από τη χορήγηση των φαρµακούχων ιχθυοτροφών 
FO και PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 

 

Παρατηρείται ότι και µε τις δύο ιχθυοτροφές, η συγκέντρωση της SDZ έλαβε τη µέγιστη 

τιµή την 1η ηµέρα (24 ώρες µετά την έναρξη του πειραµατισµού), αλλά αυτή διαφέρει 

σηµαντικά στις δύο περιπτώσεις, αφού έλαβε την τιµή 1794 µg kg-1 µε την ιχθυοτροφή 
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FO και 954 µg kg-1 µε την ιχθυοτροφή PO. Ωστόσο, η αποµάκρυνση της SDZ από τον 

ιχθύ έγινε µε παρόµοιο ρυθµό. 

Στο σχήµα 13.18 δίνεται το διάγραµµα συγκέντρωσης της TMP µε τον χρόνο (ηµέρες 

δειγµατοληψίας) µετά από χορήγηση των δύο ιχθυοτροφών. 
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Σχήµα 13.18 Αποµάκρυνση της TMP από τη σάρκα µε δέρµα 
τσιπούρας µετά από τη χορήγηση των φαρµακούχων 
ιχθυοτροφών FO και PO (n=10 ιχθύες/δειγµατοληψία) 

 

Στην περίπτωση της TMP παρατηρείται κάτι αντίστοιχο µε την SDΖ, αφού η µέγιστη τιµή 

της συγκέντρωσης της TMP βρέθηκε την 1η ηµέρα και µε τις δύο ιχθυοτροφές, αλλά και 

πάλι αυτή διαφέρει σηµαντικά στις δύο περιπτώσεις, αφού έλαβε την τιµή 697 µg kg-1 µε 

την ιχθυοτροφή FO και 269 µg kg-1 µε την ιχθυοτροφή PO. Η αποµάκρυνση της, όµως, 

από τον ιχθύ έγινε µε παρόµοιο ρυθµό. 

Συµπερασµατικά, η χορήγηση της ιχθυοτροφής PO αντί της FO, δε µεταβάλλει 

σηµαντικά τον χρόνο αποδροµής του συγκεκριµένου φαρµακευτικού προµίγµατος 

SDZ/TMP. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 13 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ - ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

 

Στην παρούσα διατριβή έγινε η ανάπτυξη και επικύρωση µεθόδων για τον 

προσδιορισµό σουλφαδιαζίνης, τριµεθοπρίµης και ακετυλο-σουλφαδιαζίνης σε ιστούς 

ιχθύων (σάρκα µε δέρµα, ήπαρ, ορός) µε την τεχνική LC/MS. Τα αποτελέσµατα της 

αξιολόγησης των µεθόδων ήταν αρκετά ικανοποιητικά. Στην περίπτωση, µάλιστα, των 

δειγµάτων σάρκας µε δέρµα και ήπατος, τα αποτελέσµατα πιστότητας ήταν εξαιρετικά 

εξαιτίας, κυρίως, της αυτοµατοποιηµένης τεχνικής ASE που χρησιµοποιήθηκε. 

Η µέθοδος προσδιορισµού των αναλυτών σε δείγµατα σάρκας µε δέρµα, δύναται να 

χρησιµοποιηθεί στην ανάλυση δειγµάτων προκειµένου να προσδιοριστούν κατάλοιπα 

των ουσιών αυτών. Μάλιστα, η επικύρωση της συγκεκριµένης µεθόδου 

πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας δείγµατα από διαφορετικές «παρτίδες» ιχθύων, 

δηλαδή, από ιχθύες διαφορετικού είδους (τσιπούρα, λαβράκι), διαφορετικής διατροφής, 

διαφορετικού σωµατικού βάρους κ.λπ. και τα αποτελέσµατα από τον υπολογισµό της 

«σχετικής επίδρασης µητρικού υλικού» έδειξαν ότι µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε 

διάφορα δείγµατα ιχθύων. 

Οι µέθοδοι που αναπτύχθηκαν και επικυρώθηκαν, χρησιµοποιήθηκαν για τον 

προσδιορισµό της συγκέντρωσης των αναλυτών, σε δείγµατα από βιολογικούς 

πειραµατισµούς που πραγµατοποιήθηκαν σε εκτρεφόµενες τσιπούρες µετά από 

χορήγηση φαρµακούχου ιχθυοτροφής. Τα αποτελέσµατα χρησιµοποιήθηκαν για τον 

υπολογισµό του χρόνου αποδροµής της φαρµακούχου ιχθυοτροφής. Η γνώση του 

χρόνου αποδροµής είναι σηµαντική προκειµένου να αποφεύγεται η κατανάλωση από 

τον άνθρωπο προϊόντων µε κατάλοιπα των ουσιών άνω του µέγιστου επιτρεπόµενου 

ορίου. 

Τα δείγµατα των βιολογικών πειραµατισµών χρησιµοποιήθηκαν, επίσης, για την 

ταυτοποίηση περισσότερων µεταβολιτών της σουλφαδιαζίνης και τριµεθοπρίµης µε 

χρήση της τεχνικής Q/TOF, ωστόσο, τα αποτελέσµατα δεν παρουσιάστηκαν στη 

διατριβή, λόγω της µεγάλης έκτασης των δεδοµένων. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 

 

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός όρος 
 

Accuracy 
 

Ακρίβεια 
Αccurate mass Ακριβής µάζα 
Analyte recovery Ανάκτηση του αναλύτη 
Βactericidal Βακτηριοκτόνο 
Βacteriostatic Βακτηριοστατικό 
Bias Συστηµατικό σφάλµα 
Blank sample «Λευκό» δείγµα 
Capacity factor Παράγοντας χωρητικότητας 
Capillary Voltage ∆υναµικό τριχοειδούς 
Carry over Επιµόλυνση από ένεση σε ένεση 
Codex Αlimentarius Κώδικας Τροφίµων 
Coefficient of correlation Συντελεστής συσχετίσεως 
Coefficient of determination Συντελεστής προσδιορισµού 
Combined standard uncertainty Συνδυασµένη τυπική αβεβαιότητα 
Cone Gas Flow Παροχή αερίου στον κώνο 
Cone voltage ∆υναµικό κώνου 
Confirmatory method Μέθοδος επιβεβαίωσης 
Constant neutral-loss scan 
 

Σάρωση µε σταθερή απώλεια ουδέτερου  
µορίου 

Decision limit Όριο απόφασης 
Desolvation Gas Flow Παροχή αερίου αποδιαλύτωσης 
Desolvation Temperature Θερµοκρασία αποδιαλύτωσης 
Detection capability Ικανότητα ανίχνευσης 
Dynamic extraction ∆υναµική εκχύλιση 
Efficiency characteristics Χαρακτηριστικά επίδοσης 
Electrospray Ηλεκτροδιάχυση 
Expanded uncertainty ∆ιευρυµένη αβεβαιότητα 
Extractor Voltage ∆υναµικό 2ου κώνου 
Excretion Aπέκκριση/αποµάκρυνση 
Freeze–thaw stability Σταθερότητα κατά την ψύξη/απόψυξη 
Gradient/ Isocratic elution Βαθµιδωτή/ Ισοκρατική έκλουση 
HM/LM Resolution ∆ιαχωριστότητα υψηλών/χαµηλών µαζών 
Hybrid Particle Technology Τεχνολογία Υβριδικών Σωµατιδίων 
Identification criteria Κριτήρια ταυτοποίησης 
Intra-day-/ Inter-day- Εντός της ηµέρας/Μεταξύ των ηµερών 
Ion Energy Ιοντική ενέργεια 
Linearity range Εύρος γραµµικότητας 
Loop Βρόχος εισαγωγής δείγµατος 
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Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός όρος 
  

Μarker residue Kατάλοιπο δείκτης 
Matrix Effect Επίδραση Μητρικού Υλικού 
Matrix-matched standards 
 

Εµβολιασµένα εκχυλισµάτα µε πρότυπα 
διαλύµατα 

Μulti-class methods Πολυ-υπολειµµατικές µέθοδοι 
Myxobacteriosis Μυξοβακτηριδίαση 
Normality of calculated residuals Κανονικότητα των υπολοίπων 
Pasteurellosis Παστεριδίαση 
Pharmacokinetic/Pharmacodynamic 
Correlation ή Integration 

Φαρµακοκινητική/Φαρµακοδυναµική Συσχέτιση 
ή Ολοκλήρωση 

Positive ion mode Επιλογή θετικών ιόντων 
Precision Πιστότητα 
Precursor-ion scan Σάρωση µητρικού ιόντος 
Quality characteristics Χαρακτηριστικά ποιότητας 
Quaternary pump 
 

Αντλία βαθµιαίας έκλουσης τεσσάρων διαλυτών 
µε ανάµιξη χαµηλής πίεσης 

Random error Τυχαίο σφάλµα 
Regression equation Εξίσωση παλινδρόµησης 
Repeatability Επαναληψιµότητα 
Reproducibility Αναπαραγωγιµότητα 
Residuals plot ∆ιάγραµµα υπολοίπων 
Residue File Mελέτη καταλοίπων 
RF Lens Φακοί RF 
Ruggedness Ανθεκτικότητα 
Screening method Μέθοδος διαλογής 
Selectivity Εκλεκτικότητα 
Short-term stability Βραχυπρόθεσµη σταθερότητα 
Signal enhancement/suppression Ενίσχυση/Υποβάθµιση σήµατος 
Signal to noise ratio Λόγος σήµα προς θόρυβο 
Sorbent Mέσο διασποράς, υπόστρωµα 
Specificity Ειδικότητα 
Spiked sample ∆είγµα εµβολιασµένο 
Standard error of estimate Τυπικό σφάλµα 
Standard error of the mean Τυπικό σφάλµα του µέσου 
Standard uncertainty Τυπική αβεβαιότητα 
Static extraction Στατική εκχύλιση 
Thermal degradation Θερµική διάσπαση 
Τraceability Ιχνηλασιµότητα 
Trueness Ορθότητα 
Uncertainty budget Ισοζύγιο αβεβαιότητας 
Vibriosis ∆ονακίωση 
Within-laboratory reproducibility Ενδοεργαστηριακή αναπαραγωγιµότητα 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ–ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ–ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 

 

Ακρωνύµιο 
 

Πλήρης αγγλικός όρος 
 

Ελληνική απόδοση 
 

ACN Acetonitrile Ακετονιτρίλιο 
AcOEt Ethyl Acetate Οξικός Αιθυλεστέρας 

ADI Acceptable Daily Intake Αποδεκτή Ηµερήσια Πρόσληψη 
ΑΜΑ Amoxilic Acid Αµοξικιλικό Οξύ 
AMP Ampiciline Αµπικιλίνη 
ΑΜΧ Amoxiciline Αµοξικιλίνη 

ANVISA National Health Surveillance Agency Εθνική Αρχή Επιτήρησης της 
Υγείας της Βραζιλίας 

APA Ampicilic Acid Αµπικιλικό Οξύ 

APCI Atmospheric Pressure Chemical 
Ionization 

Χηµικός ιονισµός Υπό 
Ατµοσφαιρική Πίεση 

API Atmospheric Pressure Ionization Ιονισµός Υπό Ατµοσφαιρική 
Πίεση 

ASE Accelerated Solvent Extraction Επιταχυνόµενη Εκχύλιση ∆ιαλύτη 
ATP Antitoprim Αντιτοπρίµη 

AUC 
Area Under the Concentration-Time 

Curve 
Εµβαδόν Περιοχής κάτω από την 
Καµπύλη Συγκέντρωσης-Χρόνου 

β-LCs β-Lactams Β-λακτάµες 
BGD Bacterial Gills Disease Βακτηριακή Ασθένεια Βραγχίων 
CID In–source Collision–Induced 

Dissociation 
∆ιάσταση Προκαλούµενη µε 
Πρόσκρουση Εντός της Πηγής 

CIP Ciprofloxacine Σιπροφλοξακίνη 
CL Confirmation Limit Όριο Επιβεβαίωσης 

CLF Chloramphenicol Χλωραµφαινικόλη 
CTC Chlortetracycline Χλωροτετρακυκλίνη 

CV (%) Coefficient of Variation (%) Συντελεστής ∆ιακύµανσης (%) 
DDD Defined Daily Dose Καθορισµένη Ηµερήσια ∆όση 
DIF Difloxacine ∆ιφλοξακίνη 

DMC Demeclocycline ∆εµεκλοκυκλίνη 
DOX Doxycycline ∆οξυκυκλίνη 
DPs Diaminopyridines ∆ιαµινοπυριµιδίνες 

dSPE dispersive Solid Phase Extraction Εκχύλισης Στερεάς Φάσης 
διασποράς 

DV Diaverin ∆ιαβερίνη 
EFSA European Food Safety Authority Ευρωπαϊκή Αρχή Ασφάλειας των 

Τροφίµων 
EMA European Medicines Agency Ευρωπαϊκός Οργανισµός 

Φαρµάκων 
EMEA European Agency for the Evaluation 

of Medicinal Products 
Ευρωπαϊκός Οργανισµός για την 
Αξιολόγηση των Φαρµακευτικών 

Προϊόντων 
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Ακρωνύµιο 
 

Πλήρης αγγλικός όρος 
 

Ελληνική απόδοση 
 

ΕΟΦ - Εθνικός Οργανισµός Φαρµάκων 
ESAC European Surveillance Antimicrobials 

Consumption 
Ευρωπαϊκό ∆ικτύο Επιτήρησης 

της Κατανάλωσης των 
Αντιµικροβιακών Ουσιών 

FA Formic Acid Μυρµηκικό Οξύ 
FAO Food and Agriculture Organization Οργανισµός Τροφίµων και 

Γεωργίας 
FLD Fluoresence Detector Ανιχνευτής Φθορισµού 
FLU Flumequine Φλουµεκίνη 
FO Fish Oil Ιχθυέλαιο 
FQs Fluoroquinolones Φθοροκινολόνες 
GCB Graphitised Carbon Black Γραφιτοποιηµένος Άνθρακας 

HRMS High Resolution Mass Spectrometer Φασµατόµετρο Μαζών Υψηλής 
∆ιακριτικής Ικανότητας 

IPs Identification Points Μονάδες Ταυτοποίησης 
ΙΤ Ιon Τrap Παγίδα Ιόντων 
ΚΦ - Κινητή Φάση 

LC-MS Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry 

Υγροχρωµατογραφία-
Φασµατοµετρία Μαζών 

LCs Lincosamides Λινκοσαµίδια 
LLE Liquid-Liquid Extraction Υγρό-Υγρό Εκχύλιση 
LMG Leucomalachite Green Πράσινο Λευκοµαλαχίτη 
LOD Limit Of Detection Όριο Ανίχνευσης 
LOI Limit of Identification Όριο Ταυτοποίησης 
LOQ Limit Of Quantitation Όριο Ποσοτικοποίησης 
MAE Microwave-Assisted Extraction Εκχύλιση Υποβοηθούµενη από 

Μικροκύµατα 
MAR Marbofloxacine Μαρµποφλοξακίνη 
MBC Minimal Bactericidal Concentration Ελάχιστη Βακτηριοκτόνος 

Συγκέντρωση 
MCs Macrolides Μακρολίδες 

MeOH Methanol Μεθανόλη 
MG Malachite Green Πράσινο Μαλαχίτη 

MIC Minimal Inhibitory Concentration Ελάχιστη Ανασταλτική 
Συγκέντρωση 

MLX Miloxacine Μιλοξακίνη 

MMS Matrix-Matched Standards Εµβολιασµένα Εκχυλίσµατα 
Μητρικού Υλικού 

MRL Maximum Residue Limit Μέγιστο Όριο Καταλοίπου 
MRT Mean Residence Time Μέσος Χρόνος Παραµονής του 

Φαρµάκου στον Οργανισµό 
MS Mass Spectrometer Φασµατόµετρο Μαζών 

MSPD Matrix Solid Phase Dispersion ∆ιασπορά Μητρικού Υλικού 
Στερεάς Φάσης 

MTP Methoprim Μεθοπρίµη 
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Ακρωνύµιο 
 

Πλήρης αγγλικός όρος 
 

Ελληνική απόδοση 
 

N4–AcSDZ N4-Acetyl-sulfadiazine N4–ακετυλοσουλφαδιαζίνη 
NAL Nalidixic Acid Ναλιδιξικό Οξύ 
NOR Norfloxacine Νορφλοξακίνη 
OTC Oxytetracycline Οξυτετρακυκλίνη 
OTM Ormetoprim Ορµετοπρίµη 
OXO Oxolinic Acid Οξολινικό Οξύ 
PABA p-Aminobenzoic Acid π-Αµινοβενζοϊκό Οξύ 
PCs Penicillines Πενικιλλίνες 
PD Pharmacodynamics Φαρµακοδυναµική 

PDA Photo Diode Array Σειρά Φωτοδιόδων 
PE Process Efficiency (%) Απόδοση ∆ιαδικασίας (%) 
PIR Piromidic Acid Πιροµιδικό Οξύ 
PK Pharmacokinetics Φαρµακοκινητική 
PLE Pressurized Liquid Extraction Υγρό Εκχύλιση Υπό Πίεση 
PM Pyrimethamine Πυριµεθαµίνη 
PO Plant Oil Φυτικό Έλαιο 

PPB Plasma Protein Binding ∆έσµευση µε Πρωτεΐνες του 
Πλάσµατος 

PSA Primary–Secondary Amine Πρωτοταγής-∆ευτεροταγής Αµίνη 
QqIT Quadrupole Ion Trap Τετραπολική Παγίδα Ιόντων 
QqQ Triple Quadrupole Τριπλό Τετράπολο 

QuECHERS Quick, Easy, Cheap, Effective, 
Rugged and Safe 

Γρήγορη, Εύκολη, Φθηνή, 
Αποτελεσµατική, Ανθεκτική, 

Ασφαλής 
RA Relative Area Σχετική Επιφάνεια Κορυφής 
Ρ∆ - Ρυθµιστικό ∆ιάλυµα 
RE Recovery (%) Ανάκτηση (%) 

RRT Relative Retention Time Σχετικός Χρόνος Συγκράτησης 
RSD (%) Relative Standard Deviation Σχετική Τυπική Απόκλιση (%) 

RT Retention Time Χρόνος Συγκράτησης 
RUc Combined Relative Standard 

Uncertainty 
Συνδυασµένη Σχετική Τυπική 

Αβεβαιότητα 
SAR Sarafloxacine Σαραφλοξακίνη 
SAs Sulfonamides Σουλφοναµίδια 
SD Sulfadoxine Σουλφαδοξίνη 

SDM Sulfadimidine Σουλφαδιµιδίνη 
SDMX Sulfadimethoxine Σουλφαδιµεθοξίνη 
SDZ Sulfadiazine Σουλφαδιαζίνη 
SFE Supercritical Fluid Extraction Εκχύλιση Υπερκρίσιµου Υγρού 
SHS Sodium Heptane Sulphonate Επτανοσουλφονικό Νάτριο 
SIM Single Ion Monitoring Τεχνική Παρακολούθησης 

Επιλεγµένου Ιόντος 
SMMX Sulfamonomethoxine Σουλφαµονοµεθοξίνη 
SMPZ Sulfamethoxypyridazine Σουλφαµεθοξυπυριδαζίνη 
SMR Soulfamerazine Σουλφαµεραζίνη 
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Ακρωνύµιο 
 

Πλήρης αγγλικός όρος 
 

Ελληνική απόδοση 
 

SPE Solid Phase Extraction Εκχύλιση Στερεάς Φάσης 
SQX Sulfaquinoxaline Σουλφακινοξαλίνη 
SSE Simple Solvent Extraction Απλή Εκχύλιση ∆ιαλύτη 
SSS Standard Stock Solution Πρότυπο ∆ιάλυµα 

Παρακαταθήκης 
SSZ Sulfisozole Σουλφισοζόλη 
STZ Sulfadiazole Σουλφαθειαζόλη 
SWS Standard Working Solution Πρότυπο ∆ιάλυµα Εργασίας 
TC Tetracycline Τετρακυκλίνη 

TCA Trichloroacetic Acid Τριχλωροξικό Οξύ 
TFA Trifluoroacetic Acid Τριφθοροξικό Οξύ 
THF Tetrahydrofurane Τετραϋδροφουράνιο 
TIF Τhiamphenicol Θειαµφαινικόλη 

TMP Trimethoprim Τριµεθοπρίµη 
ToF Time Of Flight Χρόνου Πτήσης 

UPLC Ultra-Performance Liquid 
Chromatography 

Υγροχρωµατογραφία 
Υπερυψηλής Απόδοσης 

US FDA United States Food and Drug 
Administration 

Αµερικανικός Οργανισµός 
Τροφίµων και Φαρµάκων 

UV-Vis Ultra violet-visible Yπεριώδες-ορατό 
VCP Vaciloprim Βακιλοπρίµη 

VMPs Veterinary Medicinal Products Κτηνιατρικά Φαρµακευτικά 
Προϊόντα 

VNN Viral Νervous Νecrosis Ιογενής Νευρική Νέκρωση 
WHO World Health Organization Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας 

Wt Withdrawal time Χρόνος Αποδροµής 
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