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ΠΕΡΙΛΘΨΘ 

Στόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ, που πραγματοποιικθκε ςτο εργαςτιριο ελζγχου doping 

του ΟΑΚΑ, ςε ςυνεργαςία με το ΕΚΡΑ, αποτελεί θ ανάπτυξθ και επικφρωςθ μεκόδων επιβεβαίωςθσ 

(confirmation), για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα αλόγων με τθ χριςθ 

υγροχρωματογραφίασ-φαςματομετρίασ μαηϊν με αναλυτι χρόνου πτιςθσ ςε ςειρά με τετράπολο 

(Liquid Chromatography-Quadrupole-Time of Flight, LC-QTOF). Για τον ιοντιςμό των ουςιϊν, ζγινε 

χριςθ ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό κετικισ πολικότθτασ (electrospray ionization, (+)ESI). 

Για τθν ανάπτυξθ ακολουκιςαμε τθν εξισ ςτρατθγικι: Αρχικά αναλφκθκαν με LC-QTOF, ςε 

διαδικαςία πλιρουσ ςάρωςθσ ιόντων (full scan), πολυςυςτατικά διαλφματα που περιείχαν μεγάλο 

αρικμό απαγορευμζνων ουςιϊν για τθν εφρεςθ του χρόνου ανάςχεςθσ και του ςχετικοφ χρόνου 

ανάςχεςθσ τουσ και των κφριων ιόντων που εμφανίηονται ςτο φάςμα μαηϊν των ουςιϊν.  

Στθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκαν μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ του δυναμικοφ τθσ πθγισ 

ιοντιςμοφ με ςκοπό τθ βελτιςτοποίθςθ του ςιματοσ για τον προςδιοριςμό των 90 απαγορευμζνων 

ουςιϊν. Ακολοφκθςε μελζτθ για τθν εφρεςθ των βζλτιςτων τιμϊν τθσ ενζργειασ 

κραυςματοποίθςθσ, ζτςι ϊςτε να ζχουμε τουλάχιςτον 2 διαγνωςτικά κραφςματα για κάκε ουςία. 

Τζλοσ καταςκευάςτθκαν εξειδικευμζνεσ μζκοδοι ανάλυςθσ και εκτφπωςθσ για κάκε μία από τισ 

απαγορευμζνεσ ουςίεσ που ελζχκθςαν. 

Για τθν επικφρωςθ τθσ μεκόδου, εξετάςτθκε μια ςειρά παραμζτρων για 10 

αντιπροςωπευτικζσ ουςίεσ. Θ αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου επιβεβαίωςθσ, ζδειξε ότι θ μζκοδοσ αυτι 

εμφανίηει ειδικότθτα για το ςφνολο των ουςιϊν που εξετάςτθκαν. Επίςθσ, δεν παρατθρικθκαν 

επιμολφνςεισ, οφτε και παρεμποδίςεισ υποςτρϊματοσ. 

Τζλοσ, πραγματοποιικθκε καταχϊρθςθ των φαςμάτων ςτθν θλεκτρονικι βιβλιοκικθ του 

οργάνου. 
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ABSTRACT 
 

This Master Thesis, conducted in doping control laboratory of the Olympic Stadium in 

Athens, in collaboration with the University of Athens, presents the development and validation of 

confirmatory methods for the detection of banned substances in horse urine using Liquid 

Chromatography – Mass Spectrometry and the use of a Time of Flight mass analyzer coupled with a 

quadrupole (LC-QTOF). Analytes where ionized with an electrospray ionization, performed in the 

positive mode [(+)ESI]. 

For the development we followed the following strategy: At first multicomponent solutions 

containing large number of prohibited substances were analyzed by LC-QTOF, at full ion scan (full 

scan), to find the retention time and the relative retention time and main ions that appear in the 

mass spectrum of substances. 

Then, studies were conducted to optimize the dynamic of the ionization source in order to 

optimize the signal to determine the 90 banned substances. This was followed by a study finding the 

optimum collision energy values, in order to have at least 2 diagnostics fragments for each 

substance. Finally specialized analysis and printing methods were built for each of the restricted 

substances tested. 

To validate the method, a number of parameters examined for 10 representative 

substances. The evaluation of the confirmation method, showed that this method exhibits specificity 

for all the substances tested. In addition, not any carry over nor matrix interferences have been 

observed in the analyzed samples. 

Finally, a recording of spectra was held in the body of the electronic library. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΛΕΓΧΟ ΝΣΟΠΙΝΓΚ 

 
 
1.1 ΙΣΟΡΙΚΘ ΑΝΑΔΡΟΜΘ[1-2] 

 

Σφμφωνα με δθμοςιεφματα του Φιλόςτρατου και του Γαλθνοφ, διάφορα φάρμακα 

χρθςιμοποιοφντο για τθν ενίςχυςθ τθσ ακλθτικισ απόδοςθσ ιδθ από τα τζλθ του τρίτου 

αιϊνα π.Χ..Οι Κινζηοι γιατροί πριν από περιςςότερα από 5.000 χρόνια πριν, ςυνιςτοφςαν τθ 

χριςθ του Ma Huang (εκχφλιςμα από το φυτό Ephedra) για αφξθςθ τθσ απόδοςθσ, όταν το 

φάρμακο αυτό χρθςιμοποιείτο ςυνικωσ για να καταςτείλει το βιχα και για να τονϊςει τθν 

κυκλοφορία. 

Θ φυλι των Κάφρων ςτθν Αφρικι ονόμαςε ζνα πρωτόγονο αλκοολοφχο ποτό το 

οποίο χρθςιμοποιείτο ςε κρθςκευτικζσ τελετζσ ωσ διεγερτικό με τθ λζξθ «ντοπ». Άλλεσ 

αναφορζσ περιγράφουν τουσ πολεμιςτζσ Ηουλοφ να χρθςιμοποιοφν «ντοπ», ζνα 

αλκοολοφχο ποτό παραςκευαςμζνο από φλοφδεσ ςταφυλιϊν και αφζψθμα κόλα. Στθ 

Δυτικι Αφρικι, θ χριςθ Cola accuminata και Cola nitida ιταν επίςθσ γνωςτι κατά τθ 

διάρκεια του αγϊνα ςτο βάδθν ι το τρζξιμο. Ακολοφκωσ, οι Ολλανδοί άποικοι Boers 

χρθςιμοποίθςαν τον όρο «ντοπ» για να περιγράψουν οποιοδιποτε διεγερτικό αφζψθμα 

και ακολοφκωσ, ο όροσ διαδόκθκε παγκοςμίωσ. Τελικά, ο όροσ υιοκετικθκε για ζνα 

ευρφτερο φάςμα ουςιϊν και ςτον ακλθτιςμό και χρθςιμοποιϊντασ αυτζσ τισ ουςίεσ 

περιγράφτθκε περαιτζρω ωσ «ντόπινγκ», όπου εμφανίηεται για πρϊτθ φορά ςε Αγγλικό 

λεξικό το 1889. 

Στθν Αρχαία Ελλάδα, ειδικοί περιγράφεται να προςφζρουν ςτουσ ακλθτζσ 

διατροφικά ςυςτατικά προκειμζνου να βελτιϊςουν τθ φυςικι τουσ απόδοςθ. Αυτό 

κεωρείτο απολφτωσ απαραίτθτο και οι τότε προμθκευτζσ μποροφν να ςυγκρικοφν με τουσ 

ςθμερινοφσ εξειδικευμζνουσ ακλθτιάτρουσ. Επιπλζον, αναφζρεται πωσ οι ακλθτζσ 

προςπακοφςαν να αυξιςουν τθ φυςικι τουσ δφναμθ καταναλϊνοντασ διαφόρων ειδϊν 

κρζασ ι ηωμό αίματοσ πριν από τουσ αγϊνεσ. 

Κατά τθ διάρκεια των Ολυμπιακϊν Αγϊνων τον 3ο αιϊνα π.Χ. οι ακλθτζσ 

προςπακοφςαν να αυξιςουν τθν απόδοςι τουσ χρθςιμοποιϊντασ μανιτάρια. Ο 

Φιλόςτρατοσ αναφζρει ότι οι ιατροί ιταν πολφ ςθμαντικοί ςτθν προετοιμαςία των ακλθτϊν 

για τουσ αγϊνεσ και οι μάγειρεσ ετοίμαηαν ψωμί με αναλγθτικζσ ιδιότθτεσ. Τον 1ο αιϊνα 

μ.Χ., αναφζρεται επίςθσ ότι οι Ζλλθνεσ δρομείσ ζπιναν ζνα αφζψθμα βοτάνων για να 

αυξιςουν τθ δφναμι τουσ και να είναι ικανοί να αποδϊςουν ςε ακλιματα μεγάλθσ 

διάρκειασ. Ρεριςςότερεσ αναφορζσ ςχετικά με αυτιν τθν περίοδο είναι δφςκολο να 

βρεκοφν κακϊσ «θ γνϊςθ για το ντόπινγκ» ιταν καλά κρυμμζνθ από τουσ ιερείσ. Θ χριςθ 

ουςιϊν ςτθ ωμαϊκι ιςτορία ζχει, επίςθσ, καταγραφεί. Οι αρματοδρομείσ ζτρεφαν τα 

άλογά τουσ με διάφορα μείγματα προκειμζνου να τα κάνουν να τρζχουν γρθγορότερα. 
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Ρεριγράφεται, επίςθσ, ότι οι μονομάχοι χρθςιμοποιοφςαν παράγοντεσ ντόπινγκ για τθν 

αφξθςθ τθσ δφναμθσ. 

Θ Λνδι γιατρόσ Sutruta ςυνιςτοφςε τθ βρϊςθ όρχεων για τθν επιβολι τθσ 

αρρενωπότθτασ γφρω ςτο 300 π.Χ. και οι Οφννοι κατανάλωναν όρχεισ πριν από μάχεσ - 

προφανϊσ για τον ίδιο ςκοπό. Ραραιςκθςιογόνα μανιτάρια ελιφκθςαν κατά τον τρίτο 

αιϊνα π.Χ. για τθ βελτίωςθ των επιδόςεων κατά τθ διάρκεια των Ολυμπιακϊν αγϊνων, που 

ζγιναν μεταξφ 776 π.Χ. και 393 μ.Χ.. 

Να ςθμειωκεί ότι, τα διακζςιμα για εκείνθν τθν εποχι υλικά μποροφν πικανϊσ να 

κατθγοριοποιθκοφν μεταξφ των κρεπτικϊν ςυςτατικϊν ι των ςυμπλθρωμάτων διατροφισ 

(όπωσ τα αυγά, το κρζασ, το αίμα) κακϊσ και πραγματικζσ «τφπου-φάρμακο" ουςίεσ με 

αντικειμενικά αναμενόμενθ δραςτθριότθτα (όπωσ όρχεισ ταφρου, ι αλκοολοφχα ποτά). 

Αυτό το αρχαίο "ντόπινγκ" απαγορευόταν αυςτθρά από τουσ κανόνεσ των κλαςικϊν 

Ολυμπιακϊν Αγϊνων, όπωσ ιςχφει και ςιμερα. Οι κυρϊςεισ όμωσ ιταν πολφ πιο ςοβαρζσ 

ςτουσ παλιοφσ Ελλθνικοφσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ κακϊσ και ςτο ντόπινγκ ςτα άλογα, ο 

Prokop (2002) αναφζρει μζχρι και κανατικζσ ποινζσ. Ο αυτοκράτορασ Κεοδόςιοσ κατάργθςε 

τουσ αρχαίουσ αγϊνεσ κατά το ζτοσ 395 μ.Χ., ιςχυριηόμενοσ ότι είχαν γίνει «ζνα φυτϊριο 

εξαπάτθςθσ, προςβολισ τθσ ανκρϊπινθσ αξιοπρζπειασ και του ντόπινγκ». 

Ενϊ υπάρχουν κάποιεσ αναφορζσ για το ντόπινγκ - ςυμπεριλαμβανομζνων 

ςχετικϊν προςπακειϊν και τθν απαγόρευςι τουσ - δεν ζχουμε ακόμθ καμία γνϊςθ για το 

ρόλο τουσ ςε ζνα μεγάλο χρονικό διάςτθμα από τουσ Ελλθνικοφσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ, 

κατά το Μεςαίωνα και μζχρι τθ ςφγχρονθ εποχι. 

Θ χριςθ του ιςχυροφ διεγερτικοφ κοκαΐνθ (φφλλα κόκασ), παράλλθλα με τθν 

καφεΐνθ (καφζσ, guarana, καρπόσ kola και τςάι mate) αναφζρεται ςτθ Λατινικι Αμερικι. Οι 

Μνκασ αναφζρεται ότι ιταν ςε κζςθ να τρζξουν τθν απόςταςθ από το Κοφςκο ςτο Κίτο 

(1.750 km) ςε 5 θμζρεσ κάτω από τθν επίδραςθ αυτϊν των διεγερτικϊν - ςχεδόν απίςτευτο, 

ακόμθ και με τθν κοκαΐνθ. 

Αργότερα, θ ςτρυχνίνθ, θ καφεΐνθ, θ κοκαΐνθ και το αλκοόλ ςυχνά 

χρθςιμοποιοφνταν από τουσ ποδθλάτεσ και άλλουσ ακλθτζσ αντοχισ μεμονωμζνα ι ςε 

ςυνδυαςμό. Μεταξφ των παραςκευαςμάτων που υπόςχονταν να παρζχουν ενζργεια ιταν 

το " κραςί Mariani ", που παράχκθκε από κραςί από το Μπορντϊ και εκχυλίςματα Coca και 

καταχωρικθκε για πρϊτθ φορά το 1863 από τον Angelo Mariani .Επϊνυμοι καταναλωτζσ το 

χρθςιμοποίθςαν (π.χ. Τόμασ Ζντιςον, Ερρίκοσ Μψεν, Λοφλιοσ Βερν), και λόγω τθσ ιδιότθτάσ 

του ο Ράπασ Λζων ΧΛΛΛ παρείχε χρυςό μετάλλιο ςτο κραςί Mariani. Αυτό το ποτό αργότερα 

απαγορεφτθκε από το Νόμο του «οπίου» (ι Ναρκωτικϊν) ςτθ Γερμανία το 1920. 

Θ αφξθςθ τθσ χριςθσ των ορυκτϊν φαρμάκων / δθλθτθρίων όπωσ το αρςενικό, και 

θ ανάπτυξθ τθσ γνϊςθσ για τα φυτικά φάρμακα, ενδζχεται επίςθσ να οδιγθςε ςτθ χριςθ 

τουσ για παραϊατρικό ςκοπό. Θ κακαρότθτα, ο οριςμόσ και θ διαλεφκανςθ τθσ δομισ των 

αλκαλοειδϊν και άλλων ενεργϊν ςυςτατικϊν των φυτϊν, επικαλυπτόμενα με τα πρϊτα 

ςυνκετικά οργανικά φαρμακευτικά προϊόντα, ιταν οι τελικζσ προχποκζςεισ για τθν ζναρξθ 

τθσ «ςφγχρονθσ εποχισ» του ντόπινγκ ςτον δζκατο ζνατο αιϊνα. 
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Ρολλζσ μεμονωμζνεσ περιπτϊςεισ ντόπινγκ ζχουν αναφερκεί από τα τζλθ του 

δζκατου ζνατου και το δεφτερο μιςό του εικοςτοφ αιϊνα, όταν ξεκίνθςαν επίςθμεσ δοκιμζσ 

ςε ανκρϊπουσ ακλθτζσ. Ραράλλθλα, εμφανίςτθκαν οι πρϊτοι οριςμοί και κανονιςμοί κατά 

του ντόπινγκ ςτον ακλθτιςμό. Θ Διεκνισ Ομοςπονδία Ακλθτιςμοφ (IAAF) ιταν θ πρϊτθ που 

απαγόρευςε τθ χριςθ διεγερτικϊν ουςιϊν ςτον ακλθτιςμό, αλλά αυτό παρζμεινε αδρανζσ, 

ζωσ ότου κακιερϊκθκαν πρωτόκολλα δοκιμϊν. 

Αν και ςίγουρα λιγότερο ςθμαντικό, το αντίκετο του κανονικοφ ντόπινγκ ζχει επίςθσ 

διαδραματίςει κάποιο ρόλο ςτθν ιςτορία ςαν «αρνθτικό ντόπινγκ», προςπάκειεσ δθλαδι 

που γίνονταν για να εμποδίςουν τθν απόδοςθ των ακλθτϊν, κακϊσ και των αλόγων (αρχικά 

ονομαηόταν «αντιντόπινγκ») ι άλλων ανταγωνιςτικϊν ηϊων, με τθν παράνομθ χοριγθςθ 

θρεμιςτικϊν κ.λπ. 

Ταυτόχρονα, ιςχυριςμοί που προςπακοφν να αποδϊςουν τα δυςμενι αναλυτικά 

ευριματα ςε δείγματα οφρων ωσ ςυνζπειεσ τθσ δόλιασ ειςαγωγισ των παραγόντων 

ντόπινγκ από άλλουσ, μποροφν να κεωρθκοφν (ωσ μια προζκταςθ αυτϊν των πρϊτων) 

απόπειρεσ δολιοφκοράσ. 

Ο Ludwig Prokop (Prokop 1957, 1970, 1972, 2002), περιγράφει, ςε γενικζσ γραμμζσ, 

και όχι πάντα με ςαφείσ πθγζσ τεκμθρίωςθσ, τθν πρϊτθ υπόκεςθ ντόπινγκ ςτουσ 

Βρετανικοφσ κολυμβθτικοφσ αγϊνεσ τθσ Μάγχθσ το 1865 (Pini 1964). Ο κάνατοσ του 

ποδθλάτθ Linton ςτον αγϊνα Ραρίςι-Μπορντό ζχει ςυςχετιςτεί με υπερβολικι δόςθ 

καφεΐνθσ. (Αυτι κα μποροφςε να ιταν πικανότατα και θ απλοφςτευςθ όςον αφορά τθν 

πολφ χαμθλι τοξικότθτα τθσ καφεΐνθσ.) 

Οι εξαιμεροι ποδθλατικοί αγϊνεσ (κακιερϊκθκαν το 1879), θ επαγγελματικι 

πυγμαχία κακϊσ και οι αγϊνεσ ταχφτθτασ αλόγων και ςκφλων, προφανϊσ ζδωςαν αφορμι 

για τθν αφξθςθ των προςπακειϊν ντόπινγκ με αλκοόλ, κοκαΐνθ, καφεΐνθ, θρωίνθ, 

νιτρογλυκερίνθ και ςτρυχνίνθ. Ο νικθτισ του Μαρακωνίου ςτουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ του 

Σεντ Λοφισ το 1904, Τόμασ Χικσ, εκτόσ από τθν κατανάλωςθ ωμϊν αυγϊν και κονιάκ, ζκανε 

χριςθ ενζςιμθσ ςτρυχνίνθσ κατά τθ διάρκεια τθσ διαδρομισ. 

Είχε γίνει επίςθσ προςπάκεια πρόςμιξθ αυτϊν των ουςιϊν ϊςτε να αυξιςουν τθ 

διεγερτικι απόδοςι τουσ, όπωσ: 

- Το αλκοόλ, θ καφεΐνθ και θ νιτρογλυκερόλθ, 

- Θ κοκαΐνθ και θ θρωίνθ, 

- Το αλκοόλ και θ κοκαΐνθ 

Το 1908 Βελγικζσ ομάδεσ ποδοςφαίρου προςπάκθςαν να βελτιϊςουν τισ επιδόςεισ 

με τθν ειςπνοι κακαροφ οξυγόνου, αλλά εγκαταλείψαν αυτιν τθν προςπάκεια ςφντομα. 

Είναι δφςκολο να φανταςτοφμε πϊσ οι πρϊτεσ αυτζσ περιπτϊςεισ κα μποροφςαν 

να είχαν ανακαλυφκεί - με άμεςθ παρατιρθςθ, από ομολογία ι με άλλο τρόπο. 

Θ πρϊτθ εφαρμογι χθμικισ ανάλυςθσ πραγματοποιικθκε ςτθν Αυςτρία ςτισ αρχζσ 

του εικοςτοφ αιϊνα, ςε ςχζςθ με μια ςειρά από απρόςμενα αποτελζςματα ςε αγϊνεσ 

αλόγων. Ο Ludwig Prokop αναφζρει ότι θ Αυςτριακι Λζςχθ Αναβατϊν - μετά από φποπτεσ 

εκδθλϊςεισ κατά τθ διάρκεια των ιπποδρομιϊν - κάλεςε το ϊςο χθμικό Bukowski να ζρκει 

από τθν Αγία Ρετροφπολθ ςτθ Βιζννθ. Ο τελευταίοσ ιταν ςε κζςθ να ανιχνεφςει αλκαλοειδι 
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ςτο ςίελο των ίππων. Ενϊ ο Bukowski διατθροφςε τθ μζκοδό του μυςτικι, ο κακθγθτισ 

Σίγκμουντ Frenkel ανζπτυξε τθ δικι του μζκοδο ςτο Ρανεπιςτιμιο τθσ Βιζννθσ. Τθν περίοδο 

1910-1911, πραγματοποιικθκαν 218 αναλφςεισ, οδθγϊντασ ςε διάφορεσ κυρϊςεισ οι 

οποίεσ επιβλικθκαν ςτουσ προπονθτζσ μετά τα κετικά αποτελζςματα που βρζκθκαν ςτα 

δείγματα ςιζλου των αλόγων. 

Ενϊ οι περιοριςμοί για τθ χριςθ φαρμάκων ςτον ακλθτιςμό είχαν ςφμφωνα με 

πλθροφορίεσ ειςαχκεί από το 1920, και θ IAAF είχε απαγορεφςει το ντόπινγκ (χριςθ 

διεγερτικϊν παραγόντων) το 1928, επίςθμεσ δοκιμζσ ςε ανκρϊπουσ δεν είχαν ακόμθ 

πραγματοποιθκεί. Ωσ εκ τοφτου, οι περιοριςμοί παρζμειναν αναποτελεςματικοί λόγω τθσ 

ζλλειψθσ δυνατοτιτων δοκιμϊν. 

Το 1966 οι διεκνείσ ομοςπονδίεσ UCI (ποδθλαςία) και θ FIFA (ποδόςφαιρο) 

ειςιγαγαν το τεςτ ντόπινγκ ςτα Ραγκόςμια Ρρωτακλιματά τουσ. Θ Διεκνισ Ολυμπιακι 

Επιτροπι (ΔΟΕ) ςυνζςτθςε τθ δικι τθσ Λατρικι Επιτροπι και δθμιοφργθςε τον πρϊτο τθσ 

κατάλογο απαγορευμζνων ουςιϊν του 1967. Επίςθσ, ειςιγαγε τισ πρϊτεσ δοκιμζσ ςτουσ 

Κερινοφσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ το 1968 ςτο Μεξικό. 

Οι δοκιμζσ που πραγματοποιικθκαν κατά τθ διάρκεια των αγϊνων αποδείχκθκαν 

αναποτελεςματικζσ ςτον ζλεγχο παραγόντων παρατεταμζνθσ δράςθσ, όπωσ είναι οι 

αναβολικοί παράγοντεσ, εξαιτίασ τθσ δυνατότθτα ανάκλθςθσ τουσ πριν από τουσ αγϊνεσ, 

ενϊ θ βελτίωςθ των επιδόςεων κρατοφςε αρκετι ϊρα μετά τθν αποβολι του ίδιου του 

μζςου. Αυτό οδιγθςε ςτο ςυμπζραςμα ότι θ ςυλλογι δειγμάτων ιταν επίςθσ απαραίτθτθ 

εκτόσ των αγϊνων. Ραρά τισ κάποιεσ αντιδράςεισ, τελικά κεςπίςτθκαν και τϊρα αποτελοφν 

τθ ραχοκοκαλιά του ελζγχου ντόπινγκ. 

Θ κεαματικι κατάχρθςθ ςτανοηολόλθσ από το δρομζα Ben Johnson ςτουσ κερινοφσ 

Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ τθσ Σεοφλ το 1988 προκάλεςε ςοκ ςτθν ακλθτικι κοινότθτα και 

οδιγθςε ςε μια αυξθμζνθ ετοιμότθτα για να υποςτθριχκοφν αποτελεςματικά τα μζτρα 

ελζγχου ντόπινγκ. Ραράλλθλα, ο αρικμόσ των πικανϊν παραγόντων ντόπινγκ άρχιςε να 

αυξάνεται ςυνεχϊσ με τθν ανάπτυξθ των ςυνκετικϊν οργανικϊν φαρμάκων, ο οποίοσ 

ακόμθ ςυνεχίηεται. 

Ραρ' όλα αυτά - και παρά τθν ςυντριπτικι πλειοψθφία των φαρμακευτικϊν 

προϊόντων ςτθν παγκόςμια αγορά - θ ανάπτυξθ νζων φαρμακολογικϊν παραγόντων ζχει 

επιβραδυνκεί ςθμαντικά εξαιτίασ των πολφ αυςτθρϊν απαιτιςεων των τοξικολογικϊν 

ελζγχων πριν από τθν καταχϊρθςθ. Επειδι οι παράγοντεσ υπό ανάπτυξθ είναι γνωςτοί 

πολφ νωρίτερα από τθν τελικι καταχϊρθςθ και ειςαγωγι τουσ ςτθν αγορά, αυτό ζρχεται ςε 

αντίκεςθ με τθ λαϊκι υπόκεςθ ςτα μζςα μαηικισ ενθμζρωςθσ ότι ο ζλεγχοσ ντόπινγκ και θ 

ανάλυςθ κα παραμζνουν πάντα πολφ πίςω από τθν πρόοδο των ςτρατθγικϊν ντόπινγκ. 

 

1.2 ΣΟ ΝΣΟΠΙΝΓΚ ΣΟΝ ΑΘΛΘΣΙΜΟ 

 

1.2.1 Άνκρωποι[2] 

Το Ντόπινγκ ςτουσ ανκρϊπουσ δεν είναι ζνασ ςφγχρονοσ όροσ. Σφμφωνα με 

αρχαίεσ πθγζσ που αναφζρονται ςτθ Νορβθγικι Μυκολογία, θ χριςθ ουςιϊν για τθν 
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αφξθςθ τθσ δφναμθσ ιταν ιδθ γνωςτι μεταξφ των Berserkers. Αναφζρεται ότι λάμβαναν 

Bufotenin, που κεωρείται ότι βελτιϊνει τθ φυςικι απόδοςθ και δφναμθ. Το Bufotenin 

προζρχεται από το δζρμα ενόσ είδουσ βατράχων κακϊσ και από τα μανιτάρια Amanita. 

Το Ντόπινγκ ςτο ςφγχρονο ακλθτιςμό αξιόπιςτα καταγράφθκε από το δεφτερο μιςό 

του 19ου Αιϊνα. Το 1865 εμφανίςτθκε θ πρϊτθ καταγεγραμμζνθ περίπτωςθ ςτθν 

κολφμβθςθ κατά τον αγϊνα ςτο κανάλι του Άμςτερνταμ. Συγκεκριμζνα, περιγράφθκε θ 

πρόςλθψθ μιασ ανϊνυμθσ ουςίασ που βελτιϊνει τθν απόδοςθ. Το 1867, ςτουσ δθμοφιλείσ 

αγϊνεσ ποδθλαςίασ 6 θμερϊν, οι Γάλλοι ακλθτζσ προτιμοφςαν μείγματα με βάςθ τθν 

καφεΐνθ, οι Βζλγοι χρθςιμοποιοφςαν ηάχαρθ αναμειγμζνθ με αικζρα, ενϊ άλλοι 

χρθςιμοποιοφςαν αλκοολοφχα αφεψιματα ι νιτρογλυκερίνθ. 

Το 1896 αναφζρεται ο πρϊτοσ κάνατοσ που προκλικθκε από το ντόπινγκ. Ο Άγγλοσ 

ποδθλάτθσ A. Linton πζκανε, λόγω λιψθσ εφεδρίνθσ, ςτον αγϊνα Ραρίςι-Μπορντό. Το 

1904, ςτο μαρακϊνιο του St. Louis, ο Tom Hicks που μόλισ είχε κερδίςει τον αγϊνα, 

κατζρρευςε και οι ιατροί διαπίςτωςαν πρόςλθψθ ςτρυχνίνθσ και κονιάκ πριν από τον 

αγϊνα. Το 1910, ο James Jeffrie ιςχυρίςτθκε, αφοφ θττικθκε από τον Jack Johnson, ότι το 

τςάι του μολφνκθκε/ντοπαρίςτθκε προκειμζνου να τον νικιςει. Αυτι είναι θ πρϊτθ 

αναφορά περίπτωςθσ ςτθν οποία κατθγοροφνται ντοπαριςμζνοι ακλθτζσ. Ρολλζσ 

παρόμοιεσ περιπτϊςεισ για ντόπινγκ ζχουν αναφερκεί ςτθν Ρυγμαχία κατά τθ διάρκεια του 

πρϊτου μιςοφ του 20ου Αιϊνα. 

Το 1920, παραςκευάςτθκαν για πρϊτθ φορά οι αμφεταμίνεσ, μια ςχετικά γνωςτι 

ομάδα ουςιϊν κατά τθ διάρκεια του 20ου αιϊνα όχι μόνο ςτον ακλθτιςμό. Το 1952, κατά τθ 

διάρκεια των παγοδρομιϊν ςτο Πςλο, αίςκθςθ προκάλεςε θ είδθςθ ότι αμποφλεσ και 

ςφριγγεσ βρζκθκαν ςτα αποδυτιρια των ακλθτϊν. 

Θ δραματικι αφξθςθ χριςθσ ουςιϊν ντόπινγκ ξεκίνθςε τθ δεκαετία του 1960. Θ 

κοινωνία εκείνεσ τισ μζρεσ πίςτευε ότι υπιρχαν φάρμακα ικανά να οδθγιςουν ςε 

οποιαδιποτε επιτυχία. Κατά τθ διάρκεια των Ολυμπιακϊν Αγϊνων τθσ ϊμθσ, το 1960, ο 

Δανόσ ποδθλάτθσ K. Jensen πζκανε λόγω χριςθσ αμφεταμινϊν. Το 1967, ο 30 ετϊν 

Βρετανόσ ποδθλάτθσ Tom Simpson και ο δρομζασ Dick Howard πζκαναν λόγω χριςθσ 

αμφεταμινϊν και θρωίνθσ, αντίςτοιχα. Το 1968, ζνα χρόνο αργότερα, ο Γερμανόσ πυγμάχοσ 

Jupp Elze πζκανε από χριςθ ενόσ μίγματοσ αμφεταμινϊν. Στουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ του 

Μόντρεαλ, το 1976, ο Ρολωνόσ ακλθτισ Z. Kaczmarek και ο Βοφλγαροσ ακλθτισ V. Khristov 

(ακλθτζσ άρςθσ βαρϊν) αναγκάςτθκαν να επιςτρζψουν τα χρυςά τουσ μετάλλια όταν 

βρζκθκαν κετικοί ςε Ντόπινγκ. 

Ο Ben Johnson ςτουσ Ολυμπιακοφσ τθσ Σεοφλ το 1988, είναι το πιο γνωςτό 

παράδειγμα νικθτι που ακυρϊκθκε, όπωσ και πολλοί άλλοι νικθτζσ. Βρζκθκε κετικόσ για 

ζνα απαγορευμζνο αναβολικό ςτεροειδζσ (Στανοηολόλθ), του αφαιρζκθκε το χρυςό του 

μετάλλιο ςτα 100 μζτρα ταχφτθτασ και αποκλείςτθκε για δφο ζτθ. Αργότερα, αποδείχκθκε 

ότι όλοι, ι ςχεδόν όλοι από τουσ φιναλίςτ ςε εκείνθ τθν κοφρςα είχαν πάρει 

απαγορευμζνεσ ουςίεσ. 

Θ χαραυγι του 21ου αιϊνα χαρακτθρίηεται από πολλά παραδείγματα Ακλθτϊν που 

ζχουν κατθγορθκεί για ντόπινγκ. Ραραδείγματα αποτελοφν οι δρομείσ αγϊνων ταχφτθτασ 
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όπωσ οι T. Montgomery, D. Chambers, M. Jones, ονόματα μερικϊν μόνο από τισ 

πολυάρικμεσ γνωςτζσ περιπτϊςεισ. 

Δυςτυχϊσ, το ντόπινγκ δεν είναι μόνο ιςτορία αλλά προφανϊσ ςυνεχίηεται με νζεσ 

ουςίεσ και τεχνικζσ ςτισ μζρεσ μασ. 

 

1.2.2 Άλογα[5-8] 

Θ Λππαςία ωσ άκλθμα, είναι γνωςτι από τθν αρχαιότθτα. Θ χριςθ του αλόγου ωσ 

μζςο μεταφοράσ, ωσ βοθκόσ ςτισ αγροτικζσ εργαςίεσ ι ςτον πόλεμο, χάνεται ςτα βάκθ των 

αιϊνων. Θ χριςθ, όμωσ, του αλόγου ςε ακλθτικζσ ςυναντιςεισ εμφανίηεται για πρϊτθ 

φορά ςτθν αρχαία Ελλάδα, όπου από το 680 π.Χ. οι αρματοδρομίεσ και από το 648 π.Χ. οι 

ιπποδρομίεσ αποτελοφςαν τα δφο από τα δζκα αγωνίςματα των Ολυμπιακϊν Αγϊνων. Οι 

Αγϊνεσ πραγματοποιοφνταν μεταξφ 776 π.Χ. και 393 μ.Χ., κάκε τζςςερα χρόνια, χωρίσ 

διακοπι. Το 1896 οι νζοι Ολυμπιακοί Αγϊνεσ επανειςάγονται από τον βαρόνο Ριερ ντε 

Κουμπερτζν. Το 1909 πραγματοποιικθκε το πρϊτο Κφπελλο Υπερπιδθςθσ Εμποδίων Εκνϊν 

ςτο Λονδίνο και το Σαν Σεμπαςτιάν. Θ ιππαςία (Υπερπιδθςθ Εμποδίων, Λππικι Δεξιοτεχνία, 

Λππικό Τρίακλο) αποτελεί επίςθμο άκλθμα των Ολυμπιακϊν Αγϊνων από το 1912 ςτθν 

Στοκχόλμθ. 

Το 1921 διαμορφϊνεται θ Διεκνισ Λππικι Ομοςπονδία, FEI (Fédération Equestre 

Internationale), ςτθ Λωηάννθ τθσ Ελβετίασ. υκμίηει διεκνείσ διοργανϊςεισ ςτθν 

Υπερπιδθςθ Εμποδίων, ςτθν Λππικι Δεξιοτεχνία και ςτο Λππικό Τρίακλο. Τα ιδρυτικά μζλθ 

τθσ είναι θ Γαλλία, οι ΘΡΑ, θ Σουθδία, θ Λαπωνία, το Βζλγιο, θ Δανία, θ Νορβθγία και θ 

Λταλία και το 1930 τυπϊνει τθν πρϊτθ δθμοςίευςι τθσ, τον Κατάλογο FEI. Το 1953 

πραγματοποιείται ςτο Ραρίςι το πρϊτο Ραγκόςμιο Ρρωτάκλθμα Υπερπιδθςθσ Εμποδίων, 

ακολουκοφμενο το 1966 από Λππικι Δεξιοτεχνία και τρίακλο, Αμαξοδιγθςθ το 1972, 

Γυμνιππευτικι και Αντοχι το 1986, και Τικάςευςθ το 2002. 

Το 1996 θ Ραραϊππικι Δεξιοτεχνία γίνεται μζροσ των Ραραολυμπιακϊν Αγϊνων. Το 

2006 θ FEI γίνεται το όργανο διοίκθςθσ των κλάδων τθσ Ραραϊππικισ Δεξιοτεχνίασ και τθσ 

Ραραϊππικισ Αμαξοδιγθςθσ. Θ FEI ιταν μία από τισ πρϊτεσ διεκνείσ ομοςπονδίεσ οι οποίεσ 

άρχιςαν να διζπουν και ρυκμίηουν ζνα άκλθμα τόςο για αρτιμελείσ ακλθτζσ όςο και για 

άτομα με αναπθρία.[5,6] 

Θ Επιτροπι Αντι-Ντόπινγκ και Φαρμακευτικισ αγωγισ ςυςτάκθκε το Νοζμβριο του 

2008 για τθν αντιμετϊπιςθ των κρουςμάτων ντόπινγκ υψθλοφ προφίλ τα οποία 

παρουςιάςτθκαν ςτουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ του Ρεκίνου, το 2008 και τθν επακόλουκθ 

ζκκλθςθ προσ τον Ρρόεδρο τθσ FEI από ζναν αρικμό αναβατϊν οι οποίοι ηιτθςαν 

μεγαλφτερθ ςαφινεια ςχετικά με το ηιτθμα του ντόπινγκ και των ουςιϊν φαρμακευτικισ 

αγωγισ. Θ νζα Επιτροπι ζχει αναλάβει να ςυνεχίςει το ζργο που ξεκίνθςε θ Ειδικι Ομάδα 

Ντόπινγκ και Φαρμακευτικισ αγωγισ του 2004. Θ Επιτροπι ςυγκζντρωςε εκπροςϊπουσ 

από κάκε τομζα τθσ κτθνιατρικισ κι επιπλζον αντιπροςϊπουσ όλων των ενδιαφερομζνων 

για τον ιππικό ακλθτιςμό τομζων και των διευκυντικϊν οργάνων τουσ. Στόχοσ του ιταν να 

κεςπίςει το καλφτερο δυνατό ςφςτθμα για τθν πρόλθψθ τθσ χριςθσ μεκόδων ι ουςιϊν που 

επθρεάηουν τθν απόδοςθ ενόσ διαγωνιηόμενου αλόγου, διαςφαλίηοντασ παράλλθλα τθν 
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καλι διαβίωςθ των αλόγων ανά πάςα ςτιγμι. Για να μπορζςει θ Επιτροπι να εκπλθρϊςει 

τα κακικοντά τθσ, τζςςερισ ομάδεσ εςτίαςθσ ςυςτάκθκαν με ειδικοφσ όρουσ αναφοράσ. Οι 

Ομάδεσ Εργαςίασ περιλάμβαναν μζλθ τθσ Επιτροπισ, κακϊσ και ειδικοφσ που 

εκπροςωποφςαν τουσ διάφορουσ ενδιαφερόμενουσ τομείσ. 

Επιπλζον, το Μάιο του 2009, θ FEI δθμιοφργθςε ζναν πίνακα Θκικισ ωσ ανεξάρτθτθ 

επιτροπι για να αξιολογιςει και να διερευνιςει τισ πρακτικζσ μεταξφ των μελϊν τθσ 

γερμανικισ ιππικισ ομάδασ και των υπαλλιλων τθσ ςτα Ολυμπιακά ιππικά αγωνίςματα του 

2008 ςτο Χονγκ Κονγκ. Υπό τθν προεδρία του πρϊθν Βρετανικοφ Επιτρόπου τθσ 

Μθτροπολιτικισ Αςτυνομίασ Λόρδου Stevens, θ επιτροπι Θκικισ μετονομάςτθκε ςε 

Επιτροπι Stevens. Θ Επιτροπι Stevens ςτθ ςυνζχεια διευρφνκθκε για να ςυμπεριλάβει μια 

ευρφτερθ επιςκόπθςθ των ιππικϊν ακλθμάτων ϊςτε να ςυμβαδίηουν με τισ εργαςίεσ τθσ 

Επιτροπισ Ljungqvist και για να εφοδιάςει τθ FEI με ζνα πλιρεσ φάςμα των αλλαγϊν που 

πρζπει να εφαρμοςτοφν για τθν καταπολζμθςθ του ντόπινγκ. Οι ςυςτάςεισ τθσ Επιτροπισ 

Stevens, οι οποίεσ δθμοςιεφκθκαν τον Σεπτζμβριο του 2009, υποςτιριξαν και 

ςυμπλιρωςαν το ζργο τθσ Επιτροπισ Ljungqvist. Το ζργο των δφο επιτροπϊν ςτθ ςυνζχεια 

ευκυγραμμίςτθκε ςε μια ςυνάντθςθ τον Οκτϊβριο του 2009 για τθν παραγωγι των 

ςυςτάςεων τθσ Επιτροπισ Κοινοπραξίασ, θ οποία ζλαβε τθ ςυντριπτικι υποςτιριξθ ςτθ 

Γενικι Συνζλευςθ ςτθν Κοπεγχάγθ ςτισ 19 Νοεμβρίου 2009, δθμιουργϊντασ ζναν χάρτθ 

επαναςτατικϊν αλλαγϊν οι οποίοι αποςκοποφν ςτο να αλλάξουν το πρόςωπο τθσ 

ιππαςίασ.[7] 

Το 1911 οι ιπποδρομικζσ αρχζσ ςτθν Αυςτρία εξζφραςαν τθν ανθςυχία τουσ ότι 

οριςμζνα άλογα ανταγωνίηονταν υπό τθν επιρεια ναρκωτικϊν. Ζνασ Βιεννζηοσ χθμικόσ, ο 

Δρ Frankel, προςελιφκθ για να επινοιςει μια κατάλλθλθ μζκοδο για τθν ανίχνευςθ των 

μικρϊν ποςοτιτων των διεγερτικϊν φαρμάκων που χορθγοφντο ςτα άλογα κοφρςασ. Μετά 

από κάποια αντιπαράκεςθ οι αναςτολζσ των εκπαιδευτϊν ζγιναν δεκτζσ και οι διαδικαςίεσ 

του Δρ Frankel δικαιϊκθκαν. 

Τθν επόμενθ χρονιά, το 1912, οι διαδικαςίεσ του Frankel εφαρμόςτθκαν ςτθ Γαλλία 

και τθν Αγγλία. Άλλεσ ευρωπαϊκζσ χϊρεσ, ςτισ οποίεσ θ χοριγθςθ φαρμάκων ςτα άλογα 

κοφρςασ είχε γίνει ζνα ςοβαρό πρόβλθμα, ςφντομα υιοκζτθςαν τισ μεκόδουσ του Frankel. 

Ιταν ευρζωσ γνωςτό από το 1930 ότι τα φάρμακα, ςυμπεριλαμβανομζνων των 

ναρκωτικϊν, χρθςιμοποιοφντο ευρζωσ ςε πίςτεσ ςε όλθ τθ Βόρεια Αμερικι για να 

επθρεάςουν τθν απόδοςθ των αλόγων ςτουσ αγϊνεσ. Ζνα κφριο άρκρο ςτο "Το αίμα 

αλόγου" το 1932 ζδωςε αφορμι ςτο Ομοςπονδιακό Γραφείο Ναρκωτικϊν να διερευνιςει 

τισ καταγγελίεσ. Οι ζρευνεσ αυτζσ οδιγθςαν ςε πάνω από εκατό καταδικαςτικζσ αποφάςεισ 

των ιδιοκτθτϊν, των εκπαιδευτϊν και άλλου προςωπικοφ ςτθν πίςτα.[8] 

 

1.3 ΟΡΙΜΟ ΣΟΤ ΝΣΟΠΙΝΓΚ 

 

1.3.1 Άνκρωποι[2-4] 

Ο πλθςιζςτεροσ ελλθνικόσ όροσ ςτθ λζξθ ντόπινγκ (doping) είναι ο όροσ 

φαρμακοδιζγερςθ, όμωσ για λόγουσ κάλυψθσ όλων των μορφϊν ντόπινγκ ζχει κακιερωκεί 
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ο αγγλικόσ όροσ. Στθν ιςτορία του ντόπινγκ ζχουν υπάρξει πολλοί οριςμοί. Ο ιςχφων 

επίςθμοσ οριςμόσ του ντόπινγκ αποδίδεται βάςει του Ραγκόςμιου Κϊδικα Αντιντόπινγκ 

(World Anti-doping Code) ωσ ακολοφκωσ: «Ωσ ντόπινγκ ορίηεται θ παραβίαςθ ενόσ ι 

περιςςοτζρων κανονιςμϊν αντιντόπινγκ, όπωσ αυτοί αναγράφονται ςτα άρκρα 2.1 ζωσ και 

2.10 του Ραγκόςμιου Κϊδικα Αντιντόπινγκ»[2,3].Οι εκτενείσ αυτοί κανονιςμοί αναφζρονται 

κυρίωσ ςτθν παρουςία απαγορευμζνθσ ουςίασ ι μεταβολιτϊν τθσ, ι δεικτϊν ςε ζνα δείγμα 

προερχόμενο από το ςϊμα ακλθτι, κακϊσ και ςε άλλεσ παραβάςεισ, όπωσ θ άρνθςθ 

ςυμμετοχισ του ακλθτι ςε δειγματολθψία, θ κατοχι απαγορευμζνων ουςιϊν κ.ά. Ο 

παραπάνω οριςμόσ είναι ςαφισ αφοφ ςυνοδεφεται από ζναν κατάλογο απαγορευμζνων 

ουςιϊν (Prohibited List)[4]θ οποία ανακεωρείται ετθςίωσ και εκδίδεται από τθ WADA (World 

Anti-Doping Agency). 

Οποιαδιποτε περίπτωςθ ντόπινγκ επιςφρει ποινι ςτον ακλθτι. Οι ποινζσ που 

επιβάλλονται ποικίλλουν από απλι προειδοποίθςθ ζωσ και αποκλειςμό του ακλθτι από 

τουσ αγϊνεσ εφόρου ηωισ.[3] 

 

1.3.2 Άλογα[9] 

Σφμφωνα με τθ Διεκνι Λππικι Ομοςπονδία, FEI (Fédération Equestre 

Internationale): Ωσ ντόπινγκ ορίηεται θ εκδιλωςθ μιασ ι περιςςοτζρων παραβάςεων των 

κανόνων EAD (Equine Anti-Doping) όπωσ αυτοί ορίηονται ςτα άρκρα 2.1 ζωσ 2.8 των EAD 

and Controlled Medication Regulations που ιςχφουν από 1θ Λανουαρίου 2015. Οι κανόνεσ 

αυτοί αναφζρονται κυρίωσ ςτθν παρουςία απαγορευμζνων ουςιϊν ι/και μεταβολιτϊν τουσ 

ι δεικτϊν τουσ ςε ζνα δείγμα προερχόμενο από άλογο, κακϊσ επίςθσ θ χριςθ ι θ 

απόπειρα χριςθσ μιασ απαγορευμζνθσ ουςίασ ι μεκόδου, ι θ αποφυγι, άρνθςθ ι 

παράλειψθ υποβολισ ςε δειγματολθψία, ι θ κατοχι μιασ απαγορευμζνθσ ουςίασ ι 

μεκόδου κ.ά. Ο παραπάνω οριςμόσ είναι ςαφισ αφοφ ςυνοδεφεται από κατάλογο 

απαγορευμζνων ουςιϊν (Prohibited List) ο οποίοσ ανακεωρείται ετθςίωσ και εκδίδεται από 

τθ FEI. 

 

1.4 ΔΙΑΔΙΚΑΙΑ ΕΛΕΓΧΟΤ ΝΣΟΠΙΝΓΚ 

 

 1.4.1 Επιλογι Εργαςτθρίων[10,11] 

Τα Αναγνωριςμζνα Εργαςτιρια Ελζγχου Ντόπινγκ τθσ WADA εκτελοφν τθν ανάλυςθ 

ελζγχου ντόπινγκ των δειγμάτων που ςυλλζγονται εκ μζρουσ των ακλθτικϊν αρχϊν και 

ομοςπονδιϊν και πλθροφν ςυγκεκριμζνεσ προδιαγραφζσ ανάλυςθσ, ϊςτε τα αποτελζςματά 

τουσ να αναγνωρίηονται από τισ ακλθτικζσ αρχζσ. 

Θ WADA ζχει ςυμπεριλάβει ζναν Κϊδικα Θκικισ ςτον Ραγκόςμιο Κϊδικα 

Αντιντόπινγκ προσ ςυμμόρφωςθ από τα Αναγνωριςμζνα Εργαςτιρια. 

Συνεπϊσ, τα Αναγνωριςμζνα Εργαςτιρια αναλφουν δείγματα τα οποία ςυλλζγονται 

εκ μζρουσ των ακλθτικϊν αρχϊν και των επιςιμων αντιντόπινγκ προγραμμάτων τουσ, που 

διεξάγονται ςε ελζγχουσ εντόσ ι εκτόσ αγϊνων. Πλα τα υπόλοιπα δείγματα που 

προζρχονται από προςωπικζσ ι εμπορικζσ ςυλλογζσ δεν γίνονται αποδεκτά. 
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Επιπλζον, το προςωπικό των Αναγνωριςμζνων Εργαςτθρίων δεν πρζπει να παρζχει 

καμία πλθροφορία ι ςυμβουλι ςε ακλθτζσ που μπορεί να προςπακιςουν να διαφφγουν 

τον ζλεγχο. 

Σφμφωνα με τον Ραγκόςμιο Κϊδικα Αντιντόπινγκ, τα Αναγνωριςμζνα Εργαςτιρια 

πρζπει να λειτουργοφν βάςει των απαιτιςεων τθσ Διαπίςτευςθσ ISO 17025. Συνεπϊσ, κάκε 

Αναγνωριςμζνο Εργαςτιριο πρζπει να ζχει τθν Αναγνϊριςθ τθσ WADA, που διαςφαλίηει ότι 

το εργαςτιριο ζχει τθν ικανότθτα να εκτελεί αναλφςεισ ελζγχου ντόπινγκ και τθ 

Διαπίςτευςθ ISO, που διαςφαλίηει ότι οι προδιαγραφζσ τθσ Αναγνϊριςθσ τθσ WADA 

εφαρμόηονται ςτισ κακθμερινζσ εργαςίεσ ρουτίνασ. 

Θ Διαπίςτευςθ ISO παρζχεται και ελζγχεται ςυνικωσ από εκνικοφσ οργανιςμοφσ 

Διαπίςτευςθσ, εξειδικευμζνουσ ςε αυτιν τθν υπθρεςία, και αναγνωρίηεται αμοιβαία από 

άλλουσ οργανιςμοφσ Διαπίςτευςθσ ανά τον κόςμο. Το τελευταίο ςθμαίνει ότι μία 

Διαπίςτευςθ που παρζχεται ςε μία χϊρα από τον εκνικό οργανιςμό Διαπίςτευςθσ είναι 

ιςότιμθ με τθν Διαπίςτευςθ που παρζχεται ςε άλλθ χϊρα για παρόμοια δραςτθριότθτα από 

τον αντίςτοιχο εκνικό οργανιςμό Διαπίςτευςθσ. Για τθν Ελλάδα, ο εκνικόσ φορζασ 

Διαπίςτευςθσ είναι το Εκνικό Σφςτθμα Διαπίςτευςθσ (Ε.ΣΥ.Δ.) του Υπουργείου 

Ανάπτυξθσ.[10] 

Θ αναγνϊριςθ των εργαςτθρίων προχποκζτει τθ λειτουργία τουσ ςφμφωνα με το 

Διεκνζσ Ρρότυπο για τα Εργαςτιρια (International Standard for Laboratories) και 

περιλαμβάνει μεταξφ άλλων ςυνεχείσ ελζγχουσ ικανότθτασ (proficiency tests). 

Οι ίδιοι κανόνεσ ιςχφουν και για τθ Διεκνι Λππικι Ομοςπονδία (FEI).[11] 

 

1.4.2 Αρχζσ Τπεφκυνεσ για Ζλεγχο 

Πλα τα άλογα που ζχουν εγγραφεί ςτθ FEI ι ςε κάποια Εκνικι Ομοςπονδία, ι κατά 

οποιονδιποτε άλλο τρόπο είναι παρόντα ι αγωνίηονται ςε μια Διεκνι Διοργάνωςθ, Εκνικι 

Διοργάνωςθ ι Διαγωνιςμό, κα πρζπει να υπόκεινται ςε In-Competition Δοκιμι (α) από τθν 

FEI ι από οποιονδιποτε άλλο Αντιντόπινγκ Οργανιςμό υπεφκυνο για το Διαγωνιςμό ι τθ 

Διοργάνωςθ ςε περίπτωςθ Διεκνϊν Διοργανϊςεων και (β) ςτθν περίπτωςθ Εκνικισ 

Διοργάνωςθσ, από τθν Εκνικι Ομοςπονδία, μζςω τθσ οποίασ είναι εγγεγραμμζνο το Άλογο, 

ι από οποιονδιποτε άλλον αρμόδιο Αντιντόπινγκ Οργανιςμό για δοκιμζσ ςε Διαγωνιςμό ι 

Διοργάνωςθ . 

 

1.4.3 Επιλογι Αλόγων για Ζλεγχο 

Θ FEI κακορίηει τον αρικμό των δοκιμϊν που πρζπει να πραγματοποιθκοφν και ςε 

ποια Άλογα πρζπει να πραγματοποιθκοφν. Επιπλζον, θ Κτθνιατρικι Επιτροπι, ο 

Κτθνιατρικόσ Αντιπρόςωποσ ι/και οι Κτθνίατροι που πραγματοποιοφν τουσ ελζγχουσ 

μποροφν επίςθσ να επιλζξουν Άλογα για τυχαίουσ ελζγχουσ ι/και ςτοχευμζνουσ ελζγχουσ 

ςε ςυνεργαςία με τθν Αγωνοδίκθ Επιτροπι ςε Διεκνείσ Διοργανϊςεισ. Κάκε Εκνικι 

Ομοςπονδία κακορίηει, εντόσ τθσ δικαιοδοςίασ τθσ, τον αρικμό των δοκιμϊν που πρζπει να 

πραγματοποιθκοφν και ςε ποιουσ ίππουσ κα πρζπει να εκτελεςτοφν. 
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Υπάρχουν τρεισ ζγκυρεσ μζκοδοι επιλογισ αλόγων: 

1) Τποχρεωτικι δειγματολθψία: 

Κατά τθ διάρκεια του τελικοφ του Ραγκοςμίου Κυπζλλου, των Ραγκοςμίων και 

Ανϊτερων Θπειρωτικϊν Ρρωτακλθμάτων, των Ολυμπιακϊν Αγϊνων και τα 

Ραγκόςμια Ραιχνίδια Λππαςίασ, ςτα άλογα πρζπει να γίνεται δειγματολθπτικόσ 

ζλεγχοσ ωσ εξισ: 

i) Σε όλουσ τουσ Τελικοφσ Διαγωνιςμοφσ για άτομα, τα 3 πρϊτα άλογα, 

ii) Σε όλουσ τουσ Ομαδικοφσ Διαγωνιςμοφσ, 1 άλογο από κάκε μία από τισ 

3 πρϊτεσ Ομάδεσ. 

2) τοχευμζνθ δειγματολθψία: 

Πταν ζνασ ςυγκεκριμζνοσ λόγοσ ι περιςτάςεισ δικαιολογοφν ότι ζνα 

ςυγκεκριμζνο Άλογο πρζπει να επιλεγεί για δειγματολθψία. 

3) Συχαία δειγματολθψία: 

Τα άλογα μπορεί να επιλεγοφν τυχαία, όπωσ ςυμφωνικθκε από τθν Αγωνοδίκθ 

Επιτροπι, τουσ Κτθνιατρικοφσ Αντιπροςϊπουσ/Κτθνιατρικι Επιτροπι και/ι τον 

Κτθνίατρο που πραγματοποιεί τον ζλεγχο. 

 

1.4.4 Χρόνοσ υγκζντρωςθσ των Δειγμάτων 

Τα άλογα μπορεί να επιλεχκοφν για δειγματολθψία ςε οποιαδιποτε ςτιγμι κατά τθ 

διάρκεια τθσ Ρεριόδου ενόσ Διαγωνιςμοφ (για τισ εντόσ Διαγωνιςμοφ δοκιμζσ), όπωσ αυτό 

ορίηεται ςτουσ Γενικοφσ Κανονιςμοφσ. Εκτόσ από τουσ Ολυμπιακοφσ και τουσ 

Ραραολυμπιακοφσ Αγϊνεσ αυτό γίνεται από μία ϊρα πριν τθν πρϊτθ Επικεϊρθςθ Μππων, 

και τελειϊνει μιςι ϊρα μετά τθν ανακοίνωςθ των τελικϊν αποτελεςμάτων ςτο ςχετικό 

γνωςτικό αντικείμενο (relevant Discipline), εκτόσ εάν οι Ακλθτικοί Κανόνεσ για το αντίςτοιχο 

γνωςτικό αντικείμενο (respective Discipline) προβλζπουν κάτι άλλο. Τα άλογα μπορεί να 

υποςτοφν δειγματολθψία αρκετζσ φορζσ κατά τθ διάρκεια τθσ περιόδου ενόσ Διαγωνιςμοφ. 

 

1.4.5 Ειδοποίθςθ για Δειγματολθψία (EADCMP Sampling) 

Μόλισ επιλεγεί ζνα άλογο για δειγματολθψία ο υπεφκυνοσ ι μζλοσ του 

προςωπικοφ υποςτιριξθσ του, πρζπει να ενθμερωκεί,  

Ρρζπει να κοινοποιθκεί ςτον υπεφκυνο, ι ςε ζνα μζλοσ του προςωπικοφ 

υποςτιριξθσ του, ότι το άλογό τουσ ζχει επιλεγεί για δειγματολθψία το αργότερο 30 λεπτά 

μετά τθν ανακοίνωςθ των τελικϊν αποτελεςμάτων του Διαγωνιςμοφ. 

Εάν ζνα άλογο που ζχει επιλεχκεί για δειγματολθψία ζχει αντικαταςτακεί με 

κάποιο άλλο πριν από τθν τελετι απονομισ των βραβείων, ο υπεφκυνοσ κα πρζπει να 

ειδοποιιςει τουσ υπεφκυνουσ υπαλλιλουσ ενθμερϊνοντάσ τουσ ότι το άλογο δεν είναι 

αυτό που είχε αγωνιςτεί και να βοθκιςει ςτο να διαςφαλιςτεί ότι ςτο προ-επιλεγμζνο 

άλογο κα γίνει λιψθ δείγματοσ. 

Από τθ ςτιγμι τθσ κοινοποίθςθσ, το άλογο πρζπει να ςυνοδεφεται ζωσ ότου 

ςυλλεχκεί το δείγμα. 
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Μετά τθν κοινοποίθςθ, ο υπεφκυνοσ ι μζλοσ του προςωπικοφ υποςτιριξθσ πρζπει 

να ςυνοδεφςει το άλογο ςτο Δωμάτιο Ελζγχου. Εάν ο υπεφκυνοσ δεν είναι ςε κζςθ να 

ςυνοδεφςει το άλογο, πρζπει να ορίςει ζνα μζλοσ του προςωπικοφ υποςτιριξθσ για να το 

ςυνοδεφςει, και να είναι μάρτυρασ τθσ διαδικαςίασ δειγματολθψίασ. 

 

1.4.6 Πρωτόκολλο υλλογισ Αίματοσ και Οφρων 

Μόνο εγκεκριμζνοσ εργαςτθριακόσ εξοπλιςμόσ δειγματολθψίασ από τθ FEI, ι kit, 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθ ςυλλογι του δείγματοσ. Επαρκισ εξοπλιςμόσ 

δειγματολθψίασ πρζπει να είναι διακζςιμοσ για τον κτθνίατρο ι Κτθνιατρικοφσ 

Αντιπροςϊπουσ / Κτθνιατρικι Επιτροπι που πραγματοποιοφν  τον ζλεγχο, ενϊ κατάλλθλα 

Δωμάτια Ελζγχου ι χϊροι πρζπει να παρζχονται. 

Δείγματα οφρων και αίματοσ κα πρζπει να ςυλλζγονται κανονικά από όλα τα άλογα 

που ζχουν επιλεγεί για τθ δειγματολθψία. 

Οι Κτθνίατροι ι οι Κτθνιατρικοί Αντιπρόςωποι που πραγματοποιοφν τον ζλεγχο, 

οφείλουν, πρζπει να ορίςουν ςαν αναμονι ζωσ 1 ϊρα ϊςτε το άλογο να δϊςει ζνα δείγμα 

οφρων από τθ ςτιγμι που φτάνει ςτο χϊρο που πρόκειται να ελεγχκεί. 

Πςον αφορά τθ ςυλλογι επαρκοφσ αρικμοφ δειγμάτων αίματοσ από το άλογο, τα 

δοχεία περιζκτεσ πρζπει να χωριςτοφν ςε 2 ομάδεσ. 1 ομάδα πρζπει να προςδιορίηονται ωσ 

δείγμα αίματοσ Α και το άλλο ωσ δείγμα αίματοσ Β. 

Πςον αφορά τθ ςυλλογι ενόσ επαρκοφσ όγκου οφρων, τα οφρα κα πρζπει να 

κατανζμονται ςε 2 ξεχωριςτά δοχεία: 1 δοχείο πρζπει να αναγνωριςτεί ωσ δείγμα οφρων Α 

και το άλλο ωσ δείγμα οφρων Β. 

Πλα τα δείγματα πρζπει να ςφραγίηονται ςφμφωνα με το ςφςτθμα που 

χρθςιμοποιείται από το εγκεκριμζνο εργαςτιριο τθσ FEI που προμθκεφει τον εξοπλιςμό 

δοκιμϊν και διεξάγει τθν μετζπειτα ανάλυςθ. 

 

1.4.7 Ανάλυςθ Δειγμάτων 

Σ’ ζνα πρϊτο ςτάδιο εφαρμόηονται 

αναλυτικζσ διαδικαςίεσ ςάρωςθσ (screening) με 

ςτόχο τθν ανάδειξθ των φποπτων δειγμάτων και το 

διαχωριςμό των αρνθτικϊν δειγμάτων. Στισ μζρεσ 

μασ, οι διαδικαςίεσ ςάρωςθσ ςτθν πλειοψθφία 

τουσ περιλαμβάνουν τθν προ-κατεργαςία των 

δειγμάτων με διαδικαςία υγρό εκχφλιςθσ ι 

εκχφλιςθσ ςτερεάσ φάςθσ ι ςυνδυαςμό αυτϊν και 

ςτθ ςυνζχεια τθν ανάλυςθ των κατεργαςμζνων 

δειγμάτων με μεκόδουσ GC/MS, LC/MS και 

ανοςοχθμικζσ τεχνικζσ, με ςτόχο τθν ανίχνευςθ 

όςο το δυνατό μεγαλφτερου αρικμοφ 

απαγορευμζνων ουςιϊν. 

 

Εικόνα 1.1: Ραράδοςθ δειγμάτων και αλυςίδα παραγωγισ – 
ςφραγιςμζνα και επιςθμαςμζνα 
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Σ’ ζνα δεφτερο ςτάδιο, ςτα φποπτα 

δείγματα (δείγματα ςτα οποία ζχουν βρεκεί 

απαγορευμζνεσ ουςίεσ) που προζκυψαν από τισ 

αναλφςεισ τθσ ςάρωςθσ πραγματοποιείται 

επανάλθψθ τθσ ανάλυςθσ με επιβεβαιωτικζσ 

διαδικαςίεσ, εξειδικευμζνεσ για τθν ανίχνευςθ τθσ 

φποπτθσ ουςίασ.[9,12] 

 

 

 

1.5 ΚΑΣΘΓΟΡΙΕ ΑΠΑΓΟΡΕΤΜΕΝΩΝ ΟΤΙΩΝ 

 

1.5.1 Ειςαγωγι 

Ο Κατάλογοσ Απαγορευμζνων ουςιϊν τθσ FEI είναι πλιρθσ και λεπτομερισ. 

Επιτρζπει ςτουσ ακλθτζσ και τουσ ςυμβοφλουσ τουσ να προςδιορίςουν με ςαφινεια ουςίεσ 

που μποροφν να χρθςιμοποιιςουν κανονικά εκτόσ ςυναγωνιςμοφ οι οποίεσ ωςτόςο, δεν 

επιτρζπονται ενϊ αγωνίηονται, και αναφζρονται ωσ ελεγχόμενεσ ουςίεσ. Βοθκά επίςθσ να 

προςδιοριςτοφν οι ουςίεσ που δεν επιτρζπονται για χριςθ ςε ίππουσ, ανά πάςα ςτιγμι, και 

αναφζρονται ωσ Απαγορευμζνεσ ουςίεσ. Κα πρζπει επίςθσ να επιςθμανκεί ότι 

οποιαδιποτε άλλθ ουςία με παρόμοια χθμικι δομι ι παρόμοια βιολογικι επίδραςθ-εισ 

από τισ ουςίεσ που περιλαμβάνονται ςτον κατάλογο κεωροφνται επίςθσ ωσ ςχετικζσ με τθ 

λίςτα.[13] 

Στουσ ελζγχουσ ντόπινγκ των ιππικϊν ακλθμάτων, υπάρχουν ςυχνά διαφορετικοί 

κανόνεσ για τθ χριςθ και τον ζλεγχο των επιμζρουσ φαρμάκων ανάλογα με τθ γεωγραφικι 

κζςθ και το είδοσ του ακλιματοσ. Για παράδειγμα, θ Διεκνισ Ομοςπονδία Λπποδρομικϊν 

Αρχϊν (IFHA) ςτοχεφει ςτθν προϊκθςθ τθσ «καλισ ρφκμιςθσ και βζλτιςτων πρακτικϊν» 

μεταξφ των εργαςτθρίων που κάνουν ελζγχουσ για τισ ιπποδρομίεσ, και προτείνει μια 

προςζγγιςθ για τον ζλεγχο τθσ χριςθσ και κατάχρθςθσ ναρκωτικϊν ςτισ ιπποδρομίεσ με 

βάςθ τθν απαγόρευςθ τθσ παρουςίασ ναρκωτικϊν ι μεταβολιτϊν κατά τθ ςτιγμι των 

αγϊνων. Αυτι θ προςζγγιςθ ζχει επιςθμοποιθκεί με το άρκρο 6 τθσ Διεκνοφσ Συμφωνίασ 

Εκτροφισ, Λπποδρομίασ και Στοιχιματοσ του IFHA, θ οποία διαφζρει ςθμαντικά από τθν 

προςζγγιςθ του Ραγκόςμιου Οργανιςμοφ Αντι-Ντόπινγκ (WADA) για το ανκρϊπινο ντόπινγκ 

δεδομζνου ότι οι παράγοντεσ ντόπινγκ ζχουν απαγορευτεί εξαιτίασ τθσ δυνατότθτάσ τουσ 

να επθρεάςουν ζναν αρικμό ςωματικϊν ςυςτθμάτων και όχι λόγο κάποιασ ειδικισ 

ονομαςίασ ι δομισ. Οι τοπικζσ αρχζσ ζχουν τθν τελικι απόφαςθ για το ποιεσ διατάξεισ του 

άρκρου 6 κα επιλζξουν να εφαρμόςουν ανάλογα με τθν περιοχι τουσ και ωσ εκ τοφτου 

υπάρχει μια διάςπαςθ μεταξφ πλιρουσ και μερικισ υπογραφισ με το άρκρο 6. Επιπλζον, οι 

κανόνεσ για τα Ολυμπιακά Λππικά ακλιματα όπωσ θ εκγφμναςθ και το τρίακλο είναι 

διαφορετικζσ από εκείνεσ των ιπποδρομικϊν αρχϊν. Θ εικόνα για το κανονιςτικό πλαίςιο 

τθσ κάκε κατθγορίασ φαρμάκων δίνεται περιγράφοντασ τθν κατάταξι τουσ από τθ Διεκνι 

Εικόνα 1.2: Αριςτερά ανκρϊπινο δείγμα. Δεξιά Δείγμα αλόγου 
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Ζνωςθ Επιτρόπων Λπποδρομιϊν (ARCI) ωσ παράδειγμα μιασ αρχισ ιπποδρομιϊν και τθσ 

Διεκνοφσ Λππικισ Ομοςπονδίασ (FEI) για ολυμπιακά ακλιματα. 

Σφμφωνα με τουσ κανόνεσ τθσ FEI, οι απαγορευμζνεσ ουςίεσ ταξινομοφνται είτε ωσ 

«απαγορευμζνεσ» (οριςτικό) είτε ωσ «ελεγχόμενεσ» (θ χριςθ τουσ είναι περιοριςμζνθ), 

ανάλογα με το αν ζχουν νόμιμθ κεραπευτικι χριςθ ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ. Θ 

ταξινόμθςθ τθσ ARCI είναι κάπωσ πιο περίπλοκθ, με τισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ να ζχουν 

ταξινομθκεί ςε πζντε διαφορετικζσ ομάδεσ, όπωσ κακορίηεται από τον ςυνδυαςμό τθσ 

φαρμακολογίασ, τθσ πρότυπθσ χριςθσ ναρκωτικϊν, και τθν καταλλθλότθτα τθσ χριςθσ 

ναρκωτικϊν ςτον ιππόδρομο. 

 Κατθγορία 1: διεγερτικά και αντικατακλιπτικά φάρμακα που ζχουν τισ 

μεγαλφτερεσ πικανότθτεσ να επθρεάςουν τθν απόδοςθ και που δεν ζχουν 

καμία γενικά αποδεκτι ιατρικι χριςθ ςτισ ιπποδρομίεσ. Ρολλοί από αυτοφσ 

τουσ παράγοντεσ ανικουν ςτον κατάλογο II τθσ Υπθρεςίασ Κατά των 

Ναρκωτικϊν (DEA). 

 Κατθγορία 2: Φάρμακα που ζχουν μεγάλεσ δυνατότθτεσ να επθρεάςουν τθν 

απόδοςι, αλλά λιγότερο από ό,τι τα φάρμακα τθσ κατθγορίασ 1. Τα 

φάρμακα αυτά: 1) δεν είναι γενικά αποδεκτά ωσ κεραπευτικοί παράγοντεσ 

ςε αγωνιςτικά άλογα, ι 2) είναι κεραπευτικοί παράγοντεσ που ζχουν 

υψθλι πικανότθτα κατάχρθςθσ. 

 Κατθγορία 3: Φάρμακα που μπορεί να ζχουν ι να μθν ζχουν γενικά 

αποδεκτι ιατρικι χριςθ ςτισ ιπποδρομίεσ, αλλά θ φαρμακολογία των 

οποίων υποδθλϊνει μικρότερθ πικανότθτα να επθρεάςουν τθν απόδοςθ 

από ό,τι τα φάρμακα τθσ κατθγορίασ 2. 

 Κατθγορία 4: Κεραπευτικά φάρμακα που αναμζνεται να ζχουν λιγότερεσ 

πικανότθτεσ να επθρεάςουν τθν απόδοςθ από αυτά τθσ κατθγορίασ 3. 

 Κατθγορία 5: Κεραπευτικά φάρμακα για τα οποία ζχουν κακοριςτεί όρια 

ςυγκζντρωςθσ από τισ αρμόδιεσ αρχζσ των αγϊνων, κακϊσ και οριςμζνοι 

παράγοντεσ όπωσ το διμεκυλςουλφοξείδιο (DMSO) και άλλα φάρμακα, 

όπωσ κακορίηεται από τα ρυκμιςτικά όργανα.[13-15] 

 

1.5.2 Αναβολικά Ανδρογόνα τεροειδι (ΑΑ) 

Αναβολικά ςτεροειδι, τεχνικϊσ γνωςτά ωσ αναβολικά-ανδρογόνα ςτεροειδι (AAS), 

είναι φάρμακα που ζχουν δομικι ςχζςθ με το κυκλικό ςφςτθμα δακτυλίων ςτεροειδϊν και 

ζχουν παρόμοια επίδραςθ με τθν τεςτοςτερόνθ ςτο ςϊμα. Αυξάνουν τθν πρωτεΐνθ ςτα 

κφτταρα, ειδικά ςτουσ ςκελετικοφσ μφεσ. Τα αναβολικά ςτεροειδι ζχουν επίςθσ ανδρογόνεσ 

και αρρενωπζσ ιδιότθτεσ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ ανάπτυξθσ και τθσ ςυντιρθςθσ των 

ανδρικϊν χαρακτθριςτικϊν, όπωσ θ ανάπτυξθ των φωνθτικϊν χορδϊν, των όρχεων 

(πρωτογενι ςεξουαλικά χαρακτθριςτικά) και τθσ τριχοφυΐασ του ςϊματοσ (δευτερογενι 

ςεξουαλικά χαρακτθριςτικά). Θ λζξθ αναβολικά προζρχεται από τθν ελλθνικι λζξθ ἀναβολι 

και θ λζξθ ανδρογενζσ από τισ ελλθνικζσ ἀνδρόσ + -γενισ. 
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Τα αναβολικά ςτεροειδι δθμιουργικθκαν αρχικά τθ δεκαετία του 1930, και τϊρα 

χρθςιμοποιοφνται για κεραπευτικοφσ ςκοποφσ ςτθν ιατρικι για να τονϊςουν τθν ανάπτυξθ 

των μυϊν και τθσ όρεξθσ, να προκαλζςουν ανδρικι εφθβεία και ςτθ κεραπεία χρόνιων 

πακιςεων, όπωσ ο καρκίνοσ και το AIDS. Το Αμερικανικό Κολζγιο Ακλθτιατρικισ 

αναγνωρίηει ότι τα ΑΑΣ, με τθν παρουςία επαρκοφσ διατροφισ, μποροφν να ςυμβάλουν 

ςτθν αφξθςθ του ςωματικοφ βάρουσ, ςυχνά κακϊσ αυξάνεται θ άλιπθ μάηα και ότι τα 

οφζλθ ςε μυϊκι δφναμθ που μποροφν να επιτευχκοφν μζςω τθσ υψθλισ ζντονθσ άςκθςθσ 

και τθσ ςωςτισ διατροφισ μποροφν επιπλζον να αυξθκοφν με τθ χριςθ των ΑΑΣ ςε 

οριςμζνα άτομα. 

Κίνδυνοι για τθν υγεία μποροφν να προκλθκοφν από μακροχρόνια χριςθ ι 

υπερβολικζσ δόςεισ αναβολικϊν ςτεροειδϊν. Οι ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ περιλαμβάνουν, 

επιβλαβείσ αλλαγζσ ςτα επίπεδα χολθςτερόλθσ (αυξθμζνθ χαμθλισ πυκνότθτασ 

λιποπρωτεΐνθ και μειωμζνθ υψθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνθ), ακμι, υψθλι πίεςθ του 

αίματοσ, βλάβθ ςτο ιπαρ (κυρίωσ με από του ςτόματοσ ςτεροειδι), και επικίνδυνεσ 

αλλαγζσ ςτθ δομι τθσ αριςτερισ κοιλίασ τθσ καρδιάσ . Συνκικεσ που ςχετίηονται με 

ορμονικζσ διαταραχζσ όπωσ γυναικομαςτία και μείωςθ μεγζκουσ των όρχεων μπορεί 

επίςθσ να προκλθκεί από τα αναβολικά ςτεροειδι. 

Θ χριςθ των αναβολικϊν ςτεροειδϊν για τθν καλφτερθ απόδοςθ ςτον ακλθτιςμό, 

ςτισ ιπποδρομίεσ και το body building, είναι αμφιλεγόμενθ λόγω των δυςμενϊν 

επιπτϊςεϊν τουσ και τθσ δυνατότθτασ απόκτθςθσ ακζμιτου πλεονεκτιματοσ το οποίο 

κεωρείται εξαπάτθςθ. Θ χριςθ τουσ αναφζρεται ωσ ντόπινγκ και απαγορεφτθκε από όλουσ 

τουσ μεγάλουσ ακλθτικοφσ φορείσ. Για πολλά χρόνια, τα ΑΑΣ ιταν οι πιο ςυχνά 

ανιχνευόμενεσ ουςίεσ ντόπινγκ ςτα διαπιςτευμζνα από τθ Διεκνι Ολυμπιακι Επιτροπι 

εργαςτιρια. Στισ χϊρεσ όπου τα ΑΑΣ είναι ελεγχόμενεσ ουςίεσ, υπάρχει ςυχνά θ μαφρθ 

αγορά ςτθν οποία ειςάγονται λακραία, καταςκευάηονται παράνομα ι ακόμα πωλοφνται 

ςτουσ χριςτεσ και εικονικά φάρμακα.[16] 

 

Λόγω τθσ ςθμαςίασ τουσ ωσ εργογόνα ναρκωτικά κατάχρθςθσ μζςα ςτθ βιομθχανία 

ιπποδρομιϊν και λόγω τθσ ςυμμετοχισ τουσ ςτθν αναπαραγωγι των ιπποειδϊν, ζχει δοκεί 

μεγαλφτερθ βαρφτθτα ςτο μεταβολιςμό των ςτεροειδϊν ςτα άλογα από οποιαδιποτε άλλθ 

κατθγορία ενϊςεων. Τα αναβολικά-ανδρογόνα ςτεροειδι απαγορεφονται ςφμφωνα με 

τουσ κανόνεσ τθσ FEI (και επίςθσ από πολλζσ ιπποδρομικζσ αρχζσ), αλλά δεν τουσ δίνεται το 

υψθλότερο επίπεδο τθσ ταξινόμθςθσ από τθν ARCI και τοποκετοφνται ςτθν κατθγορία 3. 

Αυτό ςυμβαίνει εν μζρει επειδι οριςμζνα ςκευάςματα αναβολικϊν-ανδρογόνων 

ςτεροειδϊν επιτρζπονται για χριςθ εκτόσ των αγϊνων. 

In vivo και in vitro μελζτεσ τόςο ενδογενοφσ όςο και εξωγενοφσ ςτεροειδοφσ 

μεταβολιςμοφ ςτα άλογα ζχουν διεξαχκεί και υπάρχει πλζον μια ιςχυρι ζρευνα εντόσ του 

κτθνιατρικοφ τομζα ϊςτε να γίνει κατανοθτι θ μοριακι βιολογικι τθσ δράςθσ τουσ, κακϊσ 

και τθ μζτρθςθ των ςυγκεντρϊςεων τουσ ςε βιολογικά υγρά. Θ παρουςία και ο 

μεταβολιςμόσ των ενδογενϊν αναβολικϊν-ανδρογόνων ςτεροειδϊν (AAS) ςτα 

κρεατοπαραγωγά ηϊα, ςυμπεριλαμβανομζνων των αλόγων, ζχει πρόςφατα ανακεωρθκεί 
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και ζνα άρκρο αναςκόπθςθσ αναφερόμενο ςτο μεταβολιςμό τόςο των ενδογενϊν όςο και 

των εξωγενϊν AAS ςτα άλογα ζχει πρόςφατα δθμοςιευτεί. Επίςθσ, θ ανακεϊρθςθ των 

αναλυτικϊν μεκόδων που χρθςιμοποιοφνται για τθν ανίχνευςθ ςτεροειδϊν ζχει επίςθσ 

πρόςφατα δθμοςιευκεί.[14] 

 

1.5.3 Διεγερτικά 

Τα διεγερτικά (ονομάηονται επίςθσ ψυχοδιεγερτικά) είναι ψυχοτρόπα φάρμακα 

που προκαλοφν προςωρινζσ βελτιϊςεισ είτε ςτισ πνευματικζσ είτε ςτισ ςωματικζσ 

λειτουργίεσ ι και ςτισ δφο. Ραραδείγματα τζτοιου είδουσ ενεργειϊν μποροφν να 

περιλαμβάνουν αυξθμζνθ εγριγορςθ, επαγρφπνθςθ και κινθτικότθτα, μεταξφ άλλων. 

Επειδι επιδροφν με ζνα χαρακτθριςτικό "ανορκωτικό" ςυναίςκθμα, περιςταςιακά 

αναφζρονται ωσ «uppers» (βελτιωτικά τθσ διάκεςθσ). Τα κατακλιπτικά ι "καταςταλτικά", 

τα οποία μειϊνουν τθν ψυχικι ι / και ςωματικι λειτουργία, είναι ςε πλιρθ αντίκεςθ με τα 

διεγερτικά και κεωροφνται ωσ τα λειτουργικά αντίκετά τουσ. Τα διεγερτικά 

χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςε όλο τον κόςμο ωσ ςυνταγογραφοφμενα φάρμακα αλλά και 

χωρίσ ιατρικι ςυνταγι, τόςο ωσ νόμιμεσ όςο και ωσ παράνομεσ ουςίεσ για ψυχαγωγικι 

χριςθ ι κατάχρθςθ. 

Τα διεγερτικά επιφζρουν μια διαφορετικι επίδραςθ ενιςχφοντασ τθν δράςθ του 

κεντρικοφ και περιφερικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ. Συχνζσ ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ, οι οποίεσ 

ποικίλλουν ανάλογα με τθν ουςία και τθ δοςολογία, μπορεί να περιλαμβάνουν αυξθμζνθ 

εγριγορςθ, ευαιςκθτοποίθςθ, επαγρφπνθςθ, αντοχι, αυξθμζνθ απόδοςθ και 

δραςτθριοποίθςθ, αυξθμζνθ ερωτικι διζγερςθ, υπερκινθτικότθτα, αφξθςθ του καρδιακοφ 

ρυκμοφ και τθσ αρτθριακισ πίεςθσ, και τθν αντίλθψθ τθσ μειωμζνθσ απαίτθςθσ για φαγθτό 

και φπνο. Ρολλά διεγερτικά είναι επίςθσ ικανά να βελτιϊςουν τθ διάκεςθ, τθν ανακοφφιςθ 

του άγχουσ και μερικά μποροφν να προκαλζςουν ακόμθ και αιςκιματα ευφορίασ. Ωςτόςο 

διαφορετικζσ επιδράςεισ είναι δοςοεξαρτϊμενεσ, όπωσ θ αμφεταμίνθ που προκαλεί άγχοσ, 

δυςκυμία, υπερκινθτικότθτα και ενδεχομζνωσ καρδιακι ανεπάρκεια ςε υψθλζσ δόςεισ, 

αλλά ανακοφφιςθ του άγχουσ, παραγωγι ευκυμίασ ι ευφορίασ, μειωμζνθ 

υπερκινθτικότθτα και γενικά δεν προκαλεί ςοβαρζσ παρενζργειεσ ςε μζτριεσ δόςεισ όταν 

χρθςιμοποιείται ςτθν κλινικι ιατρικι. Τα διεγερτικά επιδροφν μζςα από μια ςειρά από 

διαφορετικοφσ φαρμακολογικοφσ μθχανιςμοφσ, ο πιο ςθμαντικόσ από τουσ οποίουσ 

περιλαμβάνει τθ ενίςχυςθ τθσ νορεπινεφρίνθσ (νοραδρεναλίνθ) κ.ά.[17] 

 

1.5.4 Bρογχοδιαςταλτικά 

Ζνα βρογχοδιαςταλτικό είναι μια ουςία θ οποία διαςτζλλει τουσ βρόγχουσ και τα 

βρογχιόλια, μειϊνοντασ τθν αντίςταςθ του αναπνευςτικοφ αεραγωγοφ και αυξάνοντασ τθ 

ροι του αζρα ςτουσ πνεφμονεσ. Τα βρογχοδιαςταλτικά μπορεί να είναι ενδογενι 

(παράγονται φυςικά μζςα ςτο ςϊμα), ι μπορεί να είναι φάρμακα που χορθγοφνται για τθ 

κεραπεία αναπνευςτικϊν δυςκολιϊν. Είναι πιο χριςιμα ςε αποφρακτικζσ αςκζνειεσ των 

πνευμόνων, εκ των οποίων το άςκμα και θ χρόνια αποφρακτικι πνευμονοπάκεια είναι οι 

πιο κοινζσ πακιςεισ. Ραρόλο που αυτό παραμζνει κάπωσ αμφιλεγόμενο, κα μποροφςαν να 
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είναι χριςιμα ςε βρογχιολίτιδα και βρογχιεκταςίεσ. Συχνά ςυνταγογραφοφνται, αλλά, ςε μθ 

αποδεδειγμζνθσ ςθμαςίασ περιοριςτικζσ πνευμονοπάκειεσ. 

Τα βρογχοδιαςταλτικά ζχουν βραχεία ι μακράσ διάρκειασ δράςθ. Τα φάρμακα 

βραχείασ δράςθσ παρζχουν γριγορθ ι "ςωτιρια" ανακοφφιςθ από οξφ βρογχόςπαςμο. Τα 

μακράσ δράςθσ βρογχοδιαςταλτικά βοθκοφν ςτον ζλεγχο και τθν πρόλθψθ των 

ςυμπτωμάτων. Οι τρεισ τφποι των ςυνταγογραφοφμενων βρογχοδιαςταλτικϊν φαρμάκων 

είναι οι β2-αγωνιςτζσ (βραχυπρόκεςμθσ και μακράσ δράςθσ), τα αντιχολινεργικά (βραχείασ 

δράςθσ) και θ κεοφυλλίνθ (μακράσ δράςθσ). 

 Βραχείασ δράςθσ β2-αγωνιςτζσ 

Είναι φάρμακα γριγορθσ ανακοφφιςθσ ι "διάςωςθσ" που προςφζρουν 

γριγορθ, προςωρινι ανακοφφιςθ από τα ςυμπτϊματα του άςκματοσ ι τθσ 

ζξαψθσ. Αυτά τα φάρμακα ςυνικωσ δρουν μζςα ςε 20 λεπτά ι λιγότερο, 

και μπορεί να διαρκζςουν από τζςςερισ ζωσ ζξι ϊρεσ. Αυτά τα ειςπνεόμενα 

φάρμακα είναι καλφτερα για τθ κεραπεία ξαφνικϊν και ςοβαρϊν ι νζων 

ςυμπτωμάτων άςκματοσ. Αν λθφκοφν 15 ζωσ 20 λεπτά νωρίτερα, αυτά τα 

φάρμακα μποροφν επίςθσ να αποτρζψουν τα ςυμπτϊματα του άςκματοσ 

που προκαλοφνται από τθν άςκθςθ ι τθν ζκκεςθ ςε κρφο αζρα. Μερικοί 

βραχείασ δράςθσ β-αγωνιςτζσ (για παράδειγμα ςαλβουταμόλθ) είναι 

ειδικοί για τουσ πνεφμονεσ, καλοφνται β2-αγωνιςτζσ και μποροφν να 

ανακουφίςουν τουσ βρογχόςπαςμουσ χωρίσ ανεπικφμθτεσ καρδιακζσ 

παρενζργειεσ των μθ ειδικϊν β-αγωνιςτϊν (για παράδειγμα, εφεδρίνθ ι 

επινεφρίνθ). Αςκενείσ οι οποίοι τακτικά ι ςυχνά πρζπει να πάρουν 

βραχείασ δράςθσ β-αγωνιςτζσ κα πρζπει να ςυμβουλεφονται το γιατρό 

τουσ, κακϊσ τζτοια χριςθ δείχνει ανεξζλεγκτο άςκμα, και τα ςυνικθ 

φάρμακά τουσ μπορεί να χρειαςτοφν προςαρμογι. 

 

 Μακράσ δράςθσ β2-αγωνιςτζσ 

Αυτά είναι μεγάλθσ διάρκειασ φάρμακα που λαμβάνονται ςυνικωσ με 

ςκοπό τον ζλεγχο και τθν πρόλθψθ τθσ βρογχοςυςτολισ. Δεν προορίηονται 

για γριγορθ ανακοφφιςθ. Αυτά τα φάρμακα μπορεί να χρειαςτοφν 

περιςςότερο χρόνο για να αρχίςουν να δρουν, αλλά ανακουφίηουν τθ 

ςτζνωςθ των αεραγωγϊν μζχρι και 12 ϊρεσ. Συνικωσ λαμβάνονται δφο 

φορζσ τθν θμζρα ςε ςυνδυαςμό με ζνα αντιφλεγμονϊδεσ φάρμακο, 

διατθροφν ανοιχτοφσ τουσ αεραγωγοφσ και αποτρζπουν τα ςυμπτϊματα 

του άςκματοσ, ιδιαίτερα τθ νφχτα. 

 

Τζτοια παραδείγματα είναι θ ςαλμετερόλθ και θ φορμοτερόλθ.[18] 

 

1.5.5 Μθ ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ φάρμακα 

Τα μθ ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ φάρμακα (ςυνικωσ ςυντετμθμζνο ςτα ΜΣΑΦ ι 

NSAIDs, που ονομάηονται επίςθσ μθ ςτεροειδείσ αντιφλεγμονϊδεισ παράγοντεσ / 
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αναλγθτικά (NSAIAs) ι μθ ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ φάρμακα (NSAIMs), είναι μια 

κατθγορία φαρμάκων που παρζχει αναλγθτικά (παυςίπονα) και αντιπυρετικά (μείωςθ του 

πυρετοφ) αποτελζςματα, και, ςε υψθλότερεσ δόςεισ, αντιφλεγμονϊδεισ επιδράςεισ. Ο όροσ 

μθ ςτεροειδι φάρμακα τα διακρίνει από τα ςτεροειδι, τα οποία, ανάμεςα ςε μια ευρεία 

γκάμα άλλων επιδράςεων, ζχουν παρόμοια (eicosanoid) εικοςανοειδι-κατακλιπτικι, 

αντιφλεγμονϊδθ δράςθ. Ωσ αναλγθτικά, τα NSAIDs δεν ςυνθκίηονται κακότι είναι μθ-

ναρκωτικά και ζτςι χρθςιμοποιοφνται ωσ εναλλακτικι λφςθ ςτα ναρκωτικά αφοφ είναι μθ 

εκιςτικά. 

Θ ζρευνα υποςτθρίηει τθ χριςθ των NSAIDs για τον ζλεγχο του πόνου που 

ςχετίηεται με κτθνιατρικζσ διαδικαςίεσ, όπωσ θ κοπι των κεράτων και ο ευνουχιςμόσ των 

μόςχων. Το καλφτερο αποτζλεςμα επιτυγχάνεται με το ςυνδυαςμό ενόσ βραχυπρόκεςμου 

τοπικοφ αναιςκθτικοφ όπωσ θ λιδοκαΐνθ με ζνα NSAID που ενεργεί ωσ ζνα πιο 

μακροπρόκεςμο αναλγθτικό. Ωςτόςο, όπωσ διαφορετικά είδθ ηϊων ζχουν διαφορετικζσ 

αντιδράςεισ ςε διαφορετικά φάρμακα τθσ οικογζνειασ των NSAIDs, λίγα από τα υπάρχοντα 

ερευνθτικά δεδομζνα μποροφν να επεκτακοφν ςε ηωικά είδθ πζρα από εκείνα που 

μελετικθκαν ειδικά.H ςχετικι κυβερνθτικι υπθρεςία ςε μια περιοχι απαγορεφει μερικζσ 

φορζσ χριςεισ που ζχουν εγκρικεί ςε άλλεσ δικαιοδοςίεσ. Για παράδειγμα, οι επιπτϊςεισ 

τθσ κετοπροφζνθσ ζχουν μελετθκεί ςε άλογα περιςςότερο από ότι ςε μθρυκαςτικά, αλλά, 

λόγω τθσ διαμάχθσ για τθ χριςθ του ςε ιπποδρομίεσ, οι κτθνίατροι που φροντίηουν τα ηϊα 

ςτισ Θνωμζνεσ Ρολιτείεσ πιο ςυχνά ςυνταγογραφοφν φλουνιξίνθ μεγλουμίνθ, θ οποία, ενϊ 

επιςθμαίνεται για χριςθ ςε τζτοια ηϊα, δεν ενδείκνυται για μετεγχειρθτικό πόνο.[19] 

 

Εκτόσ από τα αναβολικά-ανδρογόνα ςτεροειδι και καταςταλτικά / θρεμιςτικά, τα 

μθ-ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ φάρμακα (NSAIDs) είναι θ πιο ευρζωσ μεταβολικι τάξθ 

φαρμάκων που ζχει μελετθκεί ςε άλογα. Αυτό οφείλεται εν μζρει ςτο ευρφ φάςμα δομϊν, 

αλλά και λόγω τθσ ςθμαςίασ τουσ ωσ κεραπευτικά μζςα και τθν ανάγκθ ελζγχου τθσ χριςθσ 

τουσ ςτισ ιπποδρομίεσ. Διαφορετικζσ ρυκμιςτικζσ αρχζσ διακζτουν ποικίλεσ απόψεισ 

ςχετικά με τον ζλεγχο τθσ χριςθσ των ΜΣΑΦ, ανάλογα με το ποιο φάρμακο ζχει χορθγθκεί, 

είτε είναι κατά τθ διάρκεια είτε εκτόσ διαγωνιςμοφ, και αν θ χριςθ του φαρμάκου ζχει 

δθλωκεί. Θ ARCI τοποκετεί ζνα μεγάλο αρικμό των ΜΣΑΦ ςτθν κατθγορία 4, αλλά μερικά 

(όπωσ το etodolac και αρκετοί από τουσ αναςτολείσ COX-2) αναβακμίηονται ςτθν κατθγορία 

2 ι 3, εάν δεν είναι εγκεκριμζνα για χριςθ ςε άλογα ι αν προκαλοφν άλλεσ επιπτϊςεισ 

ςτθν απόδοςθ των ιπποειδϊν. Οι κανονιςμοί τθσ FEI ακολουκοφν παρόμοια πορεία και 

πολλά από τα αδειοδοτθμζνα ΜΣΑΦ των ιπποειδϊν εμπίπτουν ςτθν ελεγχόμενθ κατθγορία, 

αλλά μαηί με άλλα φάρμακα τα οποία κεωροφνται απαγορευμζνα.[14] 

 

1.5.6 Καταπραχντικά και θρεμιςτικά 

Εκτόσ από τα AAS και τα NSAIDs, τα καταπραχντικά και τα θρεμιςτικά είναι οι πιο 

ευρζωσ μελετθμζνεσ κατθγορίεσ μεταβολικϊν φαρμάκων τα οποία είναι κατάλλθλα για τον 

ζλεγχο ναρκωτικϊν των ίππων. Αυτό οφείλεται εν μζρει ςτο ευρφ φάςμα των δομϊν και 

τρόπων δράςθσ τουσ, αλλά και λόγω τθσ ςθμαςίασ τουσ ωσ κεραπευτικά μζςα και τθν 
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ανάγκθ για ζλεγχο τθσ κατάχρθςισ τουσ ςε ανταγωνιςτικζσ ιπποδρομίεσ. Τα καταπραχντικά 

/ θρεμιςτικά ζχουν ςαφϊσ τθν ικανότθτα να επθρεάςουν τθν απόδοςθ, αλλά μποροφν 

επίςθσ να χρθςιμοποιθκοφν νόμιμα ςε κτθνιατρικά πλαίςια εκτόσ διαγωνιςμϊν. Ωσ εκ 

τοφτου, οριςμζνεσ κατθγορίεσ φαρμάκων απαγορεφονται από τθν FEI (δθλαδι τα 

βαρβιτουρικά και θ ρεηερπίνθ), μερικά φάρμακα ελζγχονται (όπωσ θ ακεπρομαηίνθ, θ 

δετομιδίνθ και θ κεταμίνθ) και άλλεσ ζχουν ομάδεσ που εμπίπτουν και ςτισ απαγορευμζνεσ 

και ςτισ ελεγχόμενεσ κατθγορίεσ ανάλογα με το κάκε φάρμακο (όπωσ οι βενηοδιαηεπίνεσ). 

Ομοίωσ, οι ταξινομιςεισ του ARCI είναι ζνα μίγμα κατθγοριϊν, με τθν πλειοψθφία να 

εμπίπτει είτε ςτθν κατθγορία 2 (όπωσ τα βαρβιτουρικά, οι βενηοδιαηεπίνεσ, θ κεταμίνθ και 

θ ρεηερπίνθ) είτε ςτθν κατθγορίασ 3 (όπωσ θ ακεπρομαηίνθ και θ ντετομιδίνθ).[14] 

 

1.5.7 Σοπικά αναιςκθτικά 

Τα τοπικά αναιςκθτικά παράγουν τοπικι αναιςκθςία μζςω αποκλειςμοφ των 

ταςεοελεγχόμενων διαφλων νατρίου. Ωςτόςο, προκαλοφν επίςθσ ποικίλεσ επιδράςεισ ςτθν 

καρδιά και διεγερτικι επίδραςθ ςτο κεντρικό νευρικό ςφςτθμα (ΚΝΣ). Ενϊ θ πλειοψθφία 

των τοπικϊν αναιςκθτικϊν αναφζρονται ωσ παράγοντεσ τθσ κατθγορίασ 3 ςφμφωνα με τθν 

ARCI, λόγω τθσ δυνατότθτάσ τουσ για χριςθ ωσ νεφροαναςταλτικοί παράγοντεσ, τα 

περιςςότερα από τα ενζςιμα τοπικά αναιςκθτικά, ςυμπεριλαμβανομζνων των 

βουπιβακαΐνθ, βουτανιλικαΐνθ, λιδοκαΐνθ, μεπιβακαΐνθ, πριλοκαΐνθ και ροπιβακαΐνθ 

παρατίκενται ωσ παράγοντεσ τθσ κλάςθσ 2. Εν όψει τθσ διεγερτικισ επίδραςθσ ςτο κεντρικό 

νευρικό ςφςτθμα, θ κοκαΐνθ κατθγοριοποιείται ωσ παράγοντασ ςτθν κατθγορία 1, ενϊ θ 

προκαΐνθ (θ οποία χρθςιμοποιείται επίςθσ ςε ςφμπλοκο με τθν πενικιλλίνθ) 

κατθγοριοποιείται ωσ παράγοντασ ςτθν κατθγορία 3. Ομοίωσ, οι ταξινομιςεισ τθσ FEI 

εξαρτϊνται από το φάρμακο και είναι ζνα μίγμα των απαγορευμζνων (δθλαδι 

βουτανιλικαΐνθ, κοκαΐνθ και ροπιβακαΐνθ) και ελεγχόμενων (δθλ βουπιβακαΐνθ, λιδοκαΐνθ, 

μεπιβακαΐνθ, πριλοκαΐνθ και προκαΐνθ) ουςιϊν.[14] 

 

1.5.8 Οπιοειδι αναλγθτικά 

Τα οπιοειδι παράγουν τισ φαρμακολογικζσ επιδράςεισ τουσ δρϊντασ ςε 

διαφορετικοφσ υπό τφπουσ υποδοχζων οπιοειδϊν και οι χθμικζσ δομζσ τουσ μποροφν να 

ταξινομθκοφν ευρζωσ ωσ ενδογενείσ (δθλ ενδορφινϊν και εγκεφαλινϊν), αλκαλοειδείσ 

οπίου (π.χ. κωδεΐνθ και μορφίνθ), θμιςυνκετικζσ (π.χ. οξυκωδόνθ και διακετυλομορφίνθ), ι 

ςυνκετικζσ (π.χ. μπουτορφανόλθ, δεξτρομοραμίδιο, ετορφίνθ, φαιντανφλθ, προποξυφαίνθ, 

ρεμιφεντανίλθ και τραμαδόλθ). Ανάλογα με τθ δόςθ και το εν λόγω φάρμακο, τα οπιοειδι 

αναλγθτικά μποροφν να προκαλζςουν αναλγθςία, καταςτολι, διζγερςθ του ΚΝΣ και 

ψυχολογικι εξάρτθςθ και, ωσ εκ τοφτου ζχουν τυπικά χαρακτθριςτεί από τθν αμερικανικι 

Υπθρεςία Δίωξθσ Ναρκωτικϊν ωσ ουςίεσ του παραρτιματοσ 2. Λόγω αυτϊν των 

επιδράςεων, τα οπιοειδι αναλγθτικά κεωροφνται επίςθσ ότι ζχουν υψθλι πικανότθτα 

κατάχρθςθσ ςτον ακλθτιςμό ιπποειδϊν. Αυτό αναγνωρίηεται από τθν ζνταξθ τθσ 

πλειοψθφίασ των οπιοειδϊν αναλγθτικϊν ςτο υψθλότερο επίπεδο τθσ ταξινόμθςθσ ςτο 
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πλαίςιο των κανόνων τόςο τθσ ARCI (κυρίωσ ουςίεσ τθσ κατθγορίασ 1) όςο και τθσ FEI 

(κυρίωσ απαγορευμζνων ουςιϊν).[14] 

 

1.5.9 Διουρθτικά 

Διουρθτικι είναι οποιαδιποτε ουςία προάγει τθν παραγωγι των οφρων. Αυτό 

περιλαμβάνει τθν πρόκλθςθ διοφρθςθσ. Υπάρχουν διάφορεσ κατθγορίεσ διουρθτικϊν. Πλα 

τα διουρθτικά αυξάνουν τθν απζκκριςθ του νεροφ από το ςϊμα, αν και κάκε τάξθ το κάνει 

με ζνα ξεχωριςτό τρόπο. Εναλλακτικά, ζνα αντιδιουρθτικό όπωσ θ βαςοπρεςίνθ, ι 

αντιδιουρθτικι ορμόνθ, είναι ζνασ παράγοντασ ι φάρμακο το οποίο μειϊνει τθν ζκκριςθ 

του νεροφ ςτα οφρα. 

Στθν ιατρικι, τα διουρθτικά χρθςιμοποιοφνται για τθ κεραπεία τθσ καρδιακισ 

ανεπάρκειασ, τθσ κίρρωςθσ του ιπατοσ, τθσ υπζρταςθσ, τθσ δθλθτθρίαςθσ από νερό και 

οριςμζνεσ αςκζνειεσ των νεφρϊν. Μερικά διουρθτικά, όπωσ ακεταηολαμίδθ, ςυμβάλουν 

ϊςτε να γίνουν τα οφρα πιο αλκαλικά και βοθκοφν ςτθν αφξθςθ τθσ ζκκριςθσ ουςιϊν, όπωσ 

θ αςπιρίνθ ςε περιπτϊςεισ υπερδοςολογίασ ι δθλθτθρίαςθσ. Συχνά γίνεται κατάχρθςθ των 

διουρθτικϊν από τουσ πάςχοντεσ με διαταραχζσ πρόςλθψθσ τροφισ, ειδικά τουσ 

βουλιμικοφσ, ςτισ προςπάκειεσ απϊλειασ βάρουσ. 

Μια ςυνθκιςμζνθ εφαρμογι των διουρθτικϊν ζχει ςα ςκοπό τθν ακφρωςθ τθσ 

δοκιμισ φαρμάκων. Τα διουρθτικά αυξάνουν τον όγκο των οφρων και αραιϊνουν τουσ 

παράγοντεσ ντόπινγκ και τουσ μεταβολίτεσ τουσ. Μια άλλθ χριςθ είναι για τθ γριγορθ 

απϊλεια βάρουσ ϊςτε να γίνει εφικτι θ ςυμμετοχι ςε ςυγκεκριμζνθ κατθγορία βάρουσ ςε 

ακλιματα όπωσ θ πυγμαχία, θ πάλθ και άλλα.[20] 

 

1.5.10 ΠΕΠΣΙΔΙΑ 

 

1.5.10.1 Ειςαγωγι[64] 

Τα πεπτίδια δθμιουργοφνται όταν θ α-καρβοξυλικι ομάδα ενόσ αμινοξζοσ κα 

ςυνδεκεί με τθν α-αμινικι ομάδα ενόσ άλλου αμινοξζοσ με ζναν πεπτιδικό δεςμό, που 

λζγεται και αμιδικόσ δεςμόσ. Μια ςειρά αμινοξζων που ενϊνονται με πεπτιδικοφσ δεςμοφσ 

δθμιουργοφν μια πολυπεπτιδικι αλυςίδα. Τα πεπτίδια που ζχουν μικρότερο αρικμό 

αμινοξζων ονομάηονται ολιγοπεπτίδια ι απλϊσ πεπτίδια. Ζνα πεπτίδιο που αποτελείται 

από δφο αμινοξζα ονομάηεται διπεπτίδιο. Μια πολυπεπτιδικι αλυςίδα αποτελείται από 

ζνα ςτακερά επαναλαμβανόμενο τμιμα, που ονομάηεται κφρια αλυςίδα ι κορμόσ, και ζνα 

μεταβλθτό τμιμα, που αποτελείται από τισ διαφορετικζσ πλευρικζσ αλυςίδεσ. 

Τα πεπτίδια διακρίνονται από τισ πρωτεΐνεσ με βάςθ το μζγεκοσ, και ωσ αυκαίρετο 

ςθμείο αναφοράσ μπορεί να γίνει κατανοθτό να περιζχουν περίπου 50 ι λιγότερα 

αμινοξζα.[21] 

Οι πεπτιδικζσ και πρωτεϊνικζσ ορμόνεσ είναι ορμόνεσ των οποίων τα μόρια είναι 

πεπτίδια ι πρωτεΐνεσ, αντίςτοιχα. Οι τελευταίεσ ζχουν μεγαλφτερα μικθ αλυςίδων 

αμινοξζων από τισ πρϊτεσ. Οι ορμόνεσ αυτζσ ζχουν επίδραςθ ςτο ενδοκρινικό ςφςτθμα των 

ηϊων, ςυμπεριλαμβανομζνων και των ανκρϊπων.[22] 
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Ρεπτίδια και πρωτεΐνεσ ςτόχοι με ιδιότθτεσ που προάγουν τθν ανάπτυξθ, 

αποτελοφν αντικείμενο κακισ χριςθσ από τουσ αγρότεσ, αφοφ απαγορεφονται από τθν 

κοινοτικι νομοκεςία, είναι πικανό να είναι παρόμοια με τισ ουςίεσ που εφαρμόηονται ςτθν 

ανάλυςθ ελζγχου του ακλθτικοφ ντόπινγκ. Ο Ραγκόςμιοσ Οργανιςμόσ Αντι-ντόπινγκ 

(WADA) απαγορεφει τθ χριςθ ενόσ αρικμοφ πεπτιδικϊν ορμονϊν και ςυναφϊν ουςιϊν, οι 

περιςςότερεσ εκ των οποίων εμφανίηονται φυςικά ςτο ςϊμα. Σφμφωνα με τον Κατάλογο 

Απαγορευμζνων Ουςιϊν του Ραγκόςμιου Οργανιςμοφ κατά του Ντόπινγκ, το 2015, μια 

ποικιλία από πεπτιδικά φάρμακα και υποψιφια φάρμακα απαγορεφονται ςτον ακλθτιςμό 

κακϊσ μπορεί να ζχουν άμεςεσ και ζμμεςεσ επιπτϊςεισ ςτθν ανάπτυξθ των μυϊν. Θ 

πλειοψθφία των ενϊςεων αυτϊν βρίςκεται ςτο τμιμα S2[4] (πεπτιδικζσ ορμόνεσ, αυξθτικοί 

παράγοντεσ, ςχετικζσ ουςίεσ και μιμθτικά), αλλά και ςε άλλεσ κατθγορίεσ, όπωσ «ορμόνεσ 

και ρυκμιςτζσ του μεταβολιςμοφ» (S4)[4] και «διουριτικά και παράγοντεσ ςυγκάλυψθσ» 

(S5)[4], πεπτίδια και πρωτεΐνεσ όπωσ ινςουλίνεσ, λευκωματίνθ, θ δεςμοπρεςςίνθ.[23,24] 

 

1.5.10.2 Κατθγορίεσ Πεπτιδίων 

 

1.5.10.2.1 Αυξθτικι Ορμόνθ (GH) 

Θ αυξθτικι ορμόνθ (GH) είναι ζνασ προαγωγόσ ανάπτυξθσ ιςτοφ ςε παιδιά, αλλά 

μετά τθν εφθβεία είναι κατά κφριο λόγο μια μεταβολικι ορμόνθ παρόλο που λανκάνοντα 

αυξθτικά αποτελζςματα ςε ιςτοφσ μπορεί να προκλθκοφν κάτω από μθ φυςιολογικζσ 

ςυνκικεσ, όπωσ κατά τθ διάρκεια ανάκαμψθσ ιςτοφ από βλάβθ.[25] 

Θ GH ι ςωματοτροπίνθ, είναι μία φυςικόσ ενυπάρχουςα πολυπεπτιδικι ορμόνθ 

που εκκρίνεται από τον πρόςκιο λοβό τθσ υπόφυςθσ. Θ υποφυςιακι ζκκριςθ GH ελζγχεται 

από ζνα διπλό μθχανιςμό υποκαλάμου, με μια διεγερτικι δράςθ από τθν GH-εκλυτικι 

ορμόνθ (GHRH) και ενόσ αναςταλτικοφ αποτελζςματοσ από ςωματοςτατίνθ. Θ αυξθτικι 

ορμόνθ επιταχφνει τθν ανάρρωςθ από ακλθτικοφσ τραυματιςμοφσ και διεγείρει τθν 

ανάπτυξθ των μυϊν. Εκτόσ από τα γνωςτά αποτελζςματά τθσ να αυξιςει τθν παραγωγι 

γάλακτοσ ςτισ αγελάδεσ γαλακτοπαραγωγισ, θ αναςυνδυαςμζνθ GH (rGH) μπορεί να είναι 

ιδιαίτερα ελκυςτικι για τουσ ακλθτζσ που αναηθτοφν ευκαιρίεσ για να ενιςχφςουν τθν 

ακλθτικι τουσ απόδοςθ, κακϊσ και για τουσ κτθνοτρόφουσ οι οποίοι αναηθτοφν ευκαιρίεσ 

για να ενιςχφςουν τθν ανάπτυξθ των μυϊν και / ι τθν παραγωγι γάλακτοσ. Θ χριςθ των 

αυξθτικϊν ορμονϊν ςε βοοειδι απαγορεφεται ςτθν Ευρωπαϊκι Ζνωςθ. Θ χριςθ 

αναςυνδυαςμζνθσ αυξθτικισ ορμόνθσ των βοοειδϊν (rBGH) ϊςτε να αυξθκεί θ παραγωγι 

γάλακτοσ ςτισ αγελάδεσ γαλακτοπαραγωγισ επιτρζπεται ςε πολλζσ άλλεσ χϊρεσ, όπωσ οι 

ΘΡΑ.[23,26] 

Λςχυριςμοί για τα οφζλθ τθσ GH ςτον ακλθτιςμό αφοροφν αυξιςεισ ςτθν μυϊκι 

μάηα και τθ δφναμθ, ιδιαίτερα ςε ςυνδυαςμό με ανδρογόνα, και / ι βελτιωμζνθ εποφλωςθ 

ιςτοφ με ταχφτερθ ανάρρωςθ είτε από ςοβαροφσ τραυματιςμοφσ ι ελάςςονα 

επαναλαμβανόμενεσ βλάβεσ, όπωσ από τθν ζντονθ φυςικι άςκθςθ επιτρζποντασ 

περιςςότερθ αποτελεςματικι άςκθςθ. Θ παράνομθ χριςθ τθσ GH και μζςο προαγωγισ τθσ 

GHS (Growth Hormone Secretagogues) από τουσ ακλθτζσ ζχει απαγορευτεί από τον 
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Ραγκόςμιο Οργανιςμό Αντι-Ντόπινγκ (WADA). Θ κατάχρθςθ τθσ GH μεταξφ των ακλθτϊν 

βαςίηεται ςτισ αναβολικζσ και λιπολυτικζσ επιδράςεισ που ζχει θ GH ςε αςκενείσ με 

ανεπάρκεια GH. Τα GHS ζχουν δφο ςθμαντικζσ επιπτϊςεισ, διεγείροντασ τόςο τθν ενδογενι 

ζκκριςθ GH και τθν ζναρξθ τθσ όρεξθσ, όπωσ και θ γκρελίνθ, και επίςθσ αναφζρεται ότι θ 

εξαρελίνθ ζχει επίδραςθ ςτθν καρδιά.[25,26] 

 

1.5.10.2.2 Εκκριματαγωγοί Αυξθτικισ Ορμόνθσ (GHS) 

Οι εκκριματαγωγοί τθσ αυξθτικισ ορμόνθσ (GHS) επάγουν ενδογενι παραγωγι και 

ζκκριςθ τθσ GH μζςω άμεςθσ δράςθσ ςτθν υπόφυςθ. Ραραδείγματα GHS περιλαμβάνουν 

τθν GH-εκλυτικι ορμόνθ (GHRH), GHRH ανάλογα, και πεπτιδίων απελευκζρωςθσ GH 

(GHRPs). Με τθν ενεργοποίθςθ τθσ πλιρουσ GH-αλλθλουχίασ και, ωσ εκ τοφτου, όλων των 

ςχετικϊν με τισ GH δραςτθριότθτεσ, είναι αυξθμζνεσ οι πικανότθτεσ κατάχρθςθσ των GHS 

ςτον ακλθτιςμό ι τα ηϊα εκτροφισ. Επιπλζον, οι GHS μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ 

παράγοντεσ ςυγκάλυψθσ ςτθν απαγορευμζνθ χοριγθςθ rGH διότι θ διεγερμζνθ ζκκριςθ 

όλων των φυςικϊν ιςομορφϊν τθσ υπόφυςθσ κα μειϊςει τθν αναλογία αναςυνδυαςμζνθσ / 

υποφυςικισ GH που χρθςιμοποιείται για τθν ταυτοποίθςθ τθσ GH. Ζνα άλλο "πλεονζκτθμα" 

τθσ χριςθσ GHS ςε ςυνδυαςμό με rGH είναι θ ςυνεχισ διζγερςθ τθσ ενδογενοφσ ζκκριςθσ 

τθσ GH που ξεπερνά το μθχανιςμό αρνθτικισ ανάδραςθσ που ςυνδζεται με τθ χοριγθςθ τθσ 

rGH μόνο. 

Θ GHRH είναι ζνα γραμμικό πεπτίδιο που αποτελείται από τα κατάλοιπα 40- ι 44-

αμινοξζων. Αρκετά ανάλογα τθσ GHRH (π.χ. Sermorelin, tesamorelin και CJC-1295) ζχουν 

αναπτυχκεί και διατίκενται ςτο εμπόριο για τθ κεραπεία και τθ διάγνωςθ τθσ ανεπάρκειασ 

τθσ GH ςτον άνκρωπο. Τα GHRPs, από τθν άλλθ πλευρά, είναι ςυνκετικά, μικρά (<1 kDa) 

πεπτίδια που αποτελοφνται από τζςςερα ζωσ επτά υπολείμματα αμινοξζων, 

ςυμπεριλαμβανομζνων των GHRP-1, -2 (pralmorelin) -4, -5, -6, αλεξαμορελίνθ 

(alexamorelin), ιπαμορελίνθ (Ipamorelin) και εξαρελίνθ (hexarelin).[23] 

 

1.5.10.2.3 GHRPs 

Τα πεπτίδια απελευκερϊςεωσ αυξθτικισ ορμόνθσ (GHRPs) ανικουν ςε μια 

κατθγορία πεπτιδικϊν ορμονϊν απελευκζρωςθσ που διεγείρουν ςθμαντικά τθν ζκκριςθ τθσ 

ανκρϊπινθσ αυξθτικισ ορμόνθσ (hGH) από τθν υπόφυςθ και απαγορεφονται ςφμφωνα με 

τουσ κανονιςμοφσ τθσ WADA ωσ “απελευκερωτικοί παράγοντεσ”. Αποτελοφν μια κατθγορία 

μικρϊν πεπτιδίων 4-7 αμινοξζα ςε μζγεκοσ τα οποία περιλαμβάνουν τα GHRP-1, 2, 4, 5, 6, 

εξαρελίνθ, αλεξαμορελίνθ και ιπαμορελίνθ. Εκτόσ από τθ γενικι ικανότθτά τουσ να 

αυξάνουν τθν hGH παρζχοντασ ζνα πλεονζκτθμα λόγω τθσ λίγο αυξθμζνθσ hGH ςτα 

επίπεδα του πλάςματοσ, τα GHRP φζρεται να διακζτουν το δυνατότθτα να ςυγκαλφψουν 

μια πρόςφατθ ζνεςθ αναςυνδυαςμζνθσ hGH (rhGH) αντιδρϊντασ ςτθν επίδραςθ 

καταςτολισ τθσ εγχεόμενθσ αυξθτικισ ορμόνθσ ςτθν φυςικι παραγωγι και ζκκριςθ τθσ 

hGH. Μποροφν, επίςθσ, και μιμοφνται τθ βιολογικι δράςθ τθσ ενδογενοφσ ορμόνθσ 

γκρελίνθσ (ghrelin) με αποτζλεςμα να επθρεάηουν τθν ζκκριςθ τθσ αυξθτικισ ορμόνθσ (GH) 

από τθν υπόφυςθ.[27] 
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Ρολλά από τα πεπτίδια, όπωσ τα GHRP-2 και GHRP-6, είναι ευρζωσ διακζςιμα ςε 

διάφορεσ ιςτοςελίδεσ του Διαδικτφου ςε ςκευάςματα για ενδοφλζβια ζνεςθ, λιψθ εκ του 

ςτόματοσ, και ενδο-ρινικι χοριγθςθ. Τα GHRP-2, GHRP-6, ιπαμορελίνθ και εξαρελίνθ ζχουν 

ανιχνευκεί ςε φιαλίδια που καταςχζκθκαν από ακλθτζσ ςτθ Γερμανία, το Βζλγιο και τθν 

Αυςτραλία. Στισ ΘΡΑ, τα GHRP-2, GHRP-6, και ιπαμορελίνθ ζχουν ανιχνευκεί ςε 

καταςχεμζνα φιαλίδια. Το GHRP-2 ζχει επίςθσ ανιχνευκεί ςε ςυμπλθρϊματα διατροφισ.[28] 

Τα πρϊτα ςυνκετικά GHRPs ανακαλφφκθκαν ςχεδόν πριν από 40 χρόνια, πολφ πριν 

από τα φυςικά ςυνδετικά GHRP, ζνα GHRP μικουσ 28 αμινοξζων που ονομάςτθκε γρελίνθ 

(ghrelin), ανακαλφφκθκε το 1999. Τα GHRP και GHRH ενεργοφν διαφορετικά ςτθν ζκκριςθ 

τθσ GH τθσ υπόφυςθσ. Τα GHRPs, για παράδειγμα, επιδεικνφουν μεγαλφτερθ δραςτικότθτα 

ςτθν ζκκριςθ τθσ GH, ενϊ ταυτόχρονθ χοριγθςθ GHRH και GHRPs δείχνει μια ςυνεργιςτικι 

αφξθςθ ςτθν ζκλυςθ τθσ GH. Θ προκφπτουςα απόκριςθ GH μετά τθ χοριγθςθ GHS 

εξαρτάται από τθν δραςτικότθτα των διαφόρων GHS.[23] 

 

1.5.10.2.4 Γοναδοτροπίνεσ (Gonadotropins) 

Οι γοναδοτροπίνεσ αποτελοφν μια οικογζνεια γλυκοπρωτεϊνικϊν ορμονϊν, και 

περιλαμβάνουν  τθν ωοκυλακιοτρόπο ορμόνθ (FSH), τθν ωχρινοτρόπο ορμόνθ (LH), και τθ 

χοριακι γοναδοτροπίνθ (CG). Οι CG και LH διεγείρουν τθν ενδογενι παραγωγι 

τεςτοςτερόνθσ και είναι, ωσ εκ τοφτου, μεγάλθ θ πικανότθτα κακισ χριςθσ τουσ, είτε απ' 

ευκείασ για τθν ενίςχυςθ τθσ μυϊκισ δφναμθσ ι ζμμεςα ομαλοποιϊντασ τθν καταςταλτικι 

ρφκμιςθ τθσ παραγωγισ τεςτοςτερόνθσ μετά από τθ χριςθ των αναβολικϊν ςτεροειδϊν. 

Επειδι μια ευεργετικι επίδραςθ τθσ CG ςτθ μυϊκι δφναμθ ςτισ γυναίκεσ δεν ζχει 

αποδειχκεί, και αυξθμζνα επίπεδα ςε γυναίκεσ κανονικά δθλϊνουν εγκυμοςφνθ, οι 

γοναδοτροπίνεσ απαγορεφεται μόνο ςε άντρεσ ακλθτζσ. Οι γοναδοτροπίνεσ εκκρίνεται από 

τθν υπόφυςθ και ρυκμίηονται από τθν εκλυτικι ορμόνθ των γοναδοτροπινϊν (GnRH), 

επίςθσ γνωςτισ ωσ ωχρινοτρόποσ ορμόνθ-απελευκερωτικι ορμόνθ (LH-RH) ι 

γοναδορελίνθ. Λόγω τθσ δραςτθριότθτάσ τθσ για τθν τόνωςθ τθσ γοναδοτροπίνθσ και τθν 

ζκκριςθ τεςτοςτερόνθσ, θ GnRH μπορεί επίςθσ να κεωρθκεί ωσ μια ουςία που προάγει τθν 

ανάπτυξθ. Επιπλζον, θ GnRH μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για να ςυγχρονίςει τον κφκλο 

οίςτρου ςε αγελάδεσ και μοςχίδεσ, κακϊσ και να ανοςοευνουχίςει ταφρουσ με ζνα εμβόλιο 

GnRH.[23] 

 

1.5.10.2.5 TB-500 

Ζνα άλλο παράδειγμα ενόσ πεπτιδίου με πικανότθτα κατάχρθςθσ ϊςτε να ενιςχφςει 

τθν ανάπτυξθ των μυϊν είναι το ςυνκετικό πεπτίδιο TB-500, το οποίο περιζχει τθν ενεργι 

κζςθ τθσ πρωτεΐνθσ βιτα-κυμοςίνθσ 4, και ζχει αναφερκεί ότι διεγείρει τθν ανάπτυξθ των 

μυϊν ςε άλογα.[23] 

Θ κυμοςίνθ 4 είναι το πιο άφκονο μζλοσ μιασ μεγάλθσ οικογζνειασ άκρωσ 

διατθρθμζνων, μικρό βιοενεργϊν πρωτεϊνϊν. Ζχει τθ δυνατότθτα να παίηει ζνα ςθμαντικό 

ρόλο ςτθν ανάπτυξθ, ςυντιρθςθ, επιςκευι και πακολογία του ιςτοφ. Ζχει αποδειχκεί ότι 

προάγει τθν κυτταρικι μετανάςτευςθ, τθν αγγειογζνεςθ, και προςτατεφει τα κφτταρα και 
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τουσ ιςτοφσ από οξειδωτικζσ βλάβεσ. Είναι κρίςιμθ για τθν επιςκευι και τθν αναγζννθςθ 

του ματιοφ, τθσ καρδιάσ, του δζρματοσ, των νεφρων και του εγκεφαλικοφ ιςτοφ μετά από 

τραυματιςμό. 

Το 2011, ζνα κτθνιατρικό ςκεφαςμα που ονομάςτθκε TB-500 διατίκεται ςτθν αγορά 

για χριςθ ςε ίππουσ ι ςκφλουσ αγϊνων. Το βαςικό ςυςτατικό του TB-500 είναι ζνα 

πεπτιδίο με τεχνθτι ακετυλίωςθ του Ν-τελικοφ άκρου. Αυτό το προϊόν φζρεται να προάγει 

τθ διαφοροποίθςθ των ενδοκθλιακϊν κυττάρων, αγγειογζνεςθ ςε δερματικοφσ ιςτοφσ, 

μετανάςτευςθ κερατινοκυττάρων, εναπόκεςθ κολλαγόνου και να μειϊνει τισ φλεγμονζσ. 

Λζγεται ότι βοικθςε ςτθν εποφλωςθ των πλθγϊν, ςτθν οικοδόμθςθ των μυϊν και ςτθν 

ανάκτθςθ των μυϊκϊν ινϊν και των κυττάρων. Υπιρξαν φιμεσ ότι κάποιοι από τουσ 

διάςθμουσ εκπαιδευτζσ του κόςμου είχαν βιϊςει τεράςτια ϊκθςθ ςτθν απόδοςθ μετά τθ 

χριςθ του εν λόγω παραςκευάςματοσ για τα ηϊα τουσ. Το TB-500 απαγορεφεται ρθτϊσ ςτισ 

ιπποδρομίεσ.[29] 

 

1.5.10.2.6 Δεςμοπρεςίνθ (Desmopressin) 

Θ δεςμοπρεςίνθ είναι ζνα ςυνκετικό παράγωγο τθσ φυςικισ πεπτιδικισ ορμόνθσ 

αργινίνθσ βαηοπρεςςίνθσ (AVP), θ οποία αναπτφχκθκε ϊςτε να ζχει μια πιο μακροχρόνια 

και πιο ιςχυρι αντιδιουρθτικι επίδραςθ από τθν AVP. Ρρόςφατα, ζχει καταδειχκεί ότι θ 

από του ςτόματοσ χοριγθςθ τθσ δεςμοπρεςίνθσ μετά τθν πρόςλθψθ ερυκροποιθτίνθσ 

(EPO) προκαλεί ταχεία αιμοδιάλυςθ, θ οποία προκαλεί τθ μείωςθ του αιματοκρίτθ. Σε 

ανάλυςθ ελζγχου ντόπινγκ, ο αιματοκρίτθσ είναι ζνασ ζμμεςοσ δείκτθσ κατάχρθςθσ τθσ ΕΟ 

και του ντόπινγκ αίματοσ.[30] 

Κεραπευτικά, θ δεςμοπρεςίνθ χρθςιμοποιείται για τθ κεραπεία τθσ νυκτερινισ 

ενοφρθςθσ ι του άποιου διαβιτθ, θ οποία χαρακτθρίηεται από εκτεταμζνθ πρόςλθψθ 

υγρϊν και δραματικά αυξθμζνο όγκο πολφ αραιωμζνων οφρων. Θ κακι χριςθ ςτον 

ακλθτιςμό περιγράφεται με ζνα φαινομενικό αιμοδιαλυτικό αποτζλεςμα και ςθμαντικι 

μείωςθ των κρίςιμων παραμζτρων του αίματοσ (αιματοκρίτθσ, αιμοςφαιρίνθ, κλπ), όταν θ 

δεςμοπρεςίνθ χρθςιμοποιείται ςε ςυνδυαςμό με τθν κατάποςθ του μεταλλικοφ νεροφ.[31] 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΣΕΧΝΙΚΘ ΤΓΡΟΧΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΙΑ – ΦΑΜΑΣΟΜΕΣΡΙΑ ΜΑΗΩΝ ΜΕ 
ΑΝΑΛΤΣΘ ΧΡΟΝΟΤ ΠΣΘΘ ΙΟΝΣΩΝ Ε ΕΙΡΑ ΜΕ ΣΕΣΡΑΠΟΛΟ 

(LC-QTOFMS) 

 

2.1 ΕΙΑΓΩΓΘ 

Στο Εργαςτιριο Ελζγχου Ντόπινγκ του Ο.Α.Κ.Α. εφαρμόηονται μζκοδοι ςάρωςθσ 

(screening procedures) και επιβεβαιωτικζσ διαδικαςίεσ (confirmation procedures). Θ 

αναλυτικι τεχνικι που χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ και τον προςδιοριςμό των 

απαγορευμζνων ουςιϊν επιλζγεται με βάςθ τθν κατθγορία ςτθν οποία ανικουν οι 

προςδιοριηόμενεσ ουςίεσ, τθν ςυγκζντρωςθ αυτϊν ςτο βιολογικό υγρό, το είδοσ του 

βιολογικοφ δείγματοσ (οφρα, αίμα), τθν πθγι προζλευςθσ του βιολογικοφ υγροφ (άνκρωποι 

ι άλογα) αλλά και τον αρικμό των μεταβολιτϊν που απεκκρίνονται. 

Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι τθσ υγροχρωματογραφίασ 

(liquid chromatography, LC) με αναλυτι χρόνου πτιςθσ ιόντων (time of flight, TOF) ςε ςειρά 

με τετράπολο (quadrupole, Q). Στο κεφάλαιο αυτό δίνονται οι βαςικζσ πλθροφορίεσ ςε 

ςχζςθ με τθν υγροχρωματογραφία, τθ φαςματομετρία μαηϊν (mass spectrometry, MS), 

τουσ αναφερκζντεσ αναλυτζσ (TOF, Q), τον τφπο ιοντιςμοφ που χρθςιμοποιικθκε 

(electrospray ionization, ESI), κακϊσ και τισ εφαρμογζσ και τα πλεονεκτιματα τθσ τεχνικισ 

αυτισ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ. 

 

2.2 ΤΓΡΟΧΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΙΑ [32-36] 

 

2.2.1 Γενικά 

Με τον όρο υγροχρωματογραφία εννοοφνται όλα τα είδθ χρωματογραφίασ, που 

χρθςιμοποιοφν ωσ κινθτι φάςθ ζνα υγρό, ζνα διαλφτθ. Θ ςτατικι φάςθ μπορεί να είναι 

ςτερεά ι υγρι ακινθτοποιθμζνθ πάνω ςε ζνα αδρανζσ υπόςτρωμα. Ο διαχωριςμόσ των 

ουςιϊν με τθν LC βαςίηεται ςτισ διαφορζσ τουσ ωσ προσ το μζγεκοσ, το ςχιμα, τθν 

πολικότθτά τουσ κ.α., διαφοροποιϊντασ τθ ςχετικι τουσ ςυγγζνεια ωσ προσ τθ ςτατικι και 

τθν κινθτι φάςθ. Ταχφτερα κα εκλοφεται θ ουςία που ςυγκρατείται αςκενζςτερα από τθ 

ςτατικι φάςθ. Στο τζλοσ τθσ δεκαετίασ του ’60 αναπτφςςεται θ χριςθ πλθρωτικϊν υλικϊν 

με ςωματίδια διαμζτρου λίγων μm, προσ βελτίωςθ τθσ απόδοςθσ των ςτθλϊν. Θ τεχνολογία 

αυτι απαιτοφςε τθ δυνατότθτα λειτουργίασ κάτω από υψθλζσ πιζςεισ. Ζτςι αναπτφςςεται θ 

υγροχρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ HPLC (high performance liquid chromatography), θ 

πλζον διαδεδομζνθ ζκτοτε αναλυτικι τεχνικι.  

 

2.2.2 Είδθ υγροχρωματογραφικοφ διαχωριςμοφ 

Οι κυριότεροι μθχανιςμοί διαχωριςμοφ που χρθςιμοποιοφνται ςτθν 

Υγροχρωματογραφία Υψθλισ Αποδόςεωσ είναι οι εξισ:[37-39]
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 Χρωματογραφία Ρροςρόφθςθσ  

 Χρωματογραφία Υγροφ-Υγροφ Διαχωριςμοφ  

 Χρωματογραφία Λονανταλλαγισ  

 Λοντικι Χρωματογραφία  

 Χρωματογραφία Μοριακοφ Αποκλειςμοφ κατά Μζγεκοσ  

 Χρωματογραφία Συγγζνειασ  

 Χρωματογραφία Αντίςτροφθσ Φάςθσ  

 Χρωματογραφία Χθμικϊσ Διαςυνδεδεμζνων Φάςεων  

 Χρωματογραφία Λοντικϊν Ηευγϊν  

 

Στα πλαίςια τθσ εργαςίασ εφαρμόςτθκε Yγροχρωματογραφία αντίςτροφθσ φάςθσ 

με βακμιδωτι ζκλουςθ. Θ ςτατικι φάςθ είναι ςχετικϊσ μθ πολικι, ενϊ θ κινθτι φάςθ, 

ςυνικωσ μεκανόλθ με νερό ι ακετονιτρίλιο με νερό, είναι πολικι. Ζτςι οι πολικότερεσ 

ουςίεσ εκλοφονται ταχφτερα από τισ περιςςότερο άπολεσ. 

 

2.2.3 Οργανολογία υγροχρωματογράφου[32-35] 

Τα κφρια μζρθ ενόσ χρωματογραφικοφ ςυςτιματοσ είναι (εικόνα 2.1): 

 Αντλία 

 Σφςτθμα ειςαγωγισ δείγματοσ 

 Κινθτι φάςθ 

 Στατικι φάςθ (ςτιλθ) 

 Ανιχνευτισ 

 

 
χιμα 2.1: Διάταξθ ενόσ τυπικοφ ςυςτιματοσ HPLC 

Μετά τον ανιχνευτι υπάρχει ςφςτθμα λιψεωσ και επεξεργαςίασ δεδομζνων 

(καταγραφζασ, ολοκλθρωτισ, υπολογιςτισ) 

 

2.2.3.1 Δοχεία Κινθτισ Φάςθσ 

Ο περιζκτθσ των διαλυτϊν, που ςυνιςτοφν τθν κινθτι φάςθ, είναι μζςο 

αποκικευςθσ φτιαγμζνο από υλικό ανκεκτικό ςε χθμικι προςβολι, ςυνικωσ γυαλί και 

ερμθτικά κλειςμζνο. Θ ςφνδεςι του με τθν αντλία επιτυγχάνεται με λεπτό ςωλθνάκι 

«feedline», το οποίο φζρει ςτο άκρο που βυκίηεται ςτο διαλφτθ ζνα φίλτρο διαμζτρου 

πόρων 0.4 μm, ϊςτε να αποφεφγεται θ είςοδοσ μικρϊν ςωματιδίων ςτθν αντλία. 
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2.2.3.2 Αντλία 

Θ αντλία κα πρζπει να επιτυγχάνει ςτακερζσ ταχφτθτεσ ροισ που κυμαίνονται από 

10 μl min-1 ζωσ 2 ml min-1. Μια αντλία κατάλλθλθ για HPLC οφείλει να εξαςφαλίηει ςτακερι 

πίεςθ, ςτακερι ταχφτθτα ροισ τθσ κινθτισ φάςθσ (χωρίσ παλμοφσ) από το χρωματογραφικό 

ςφςτθμα (ακρίβεια αντλίασ), να είναι καταςκευαςμζνθ από υλικά ανκεκτικά ςτθ κινθτι 

φάςθ και εφκολθ ςτθ ςυντιρθςθ. Μια αντλία HPLC λειτουργεί είτε με ιςοκρατικι είτε με 

βακμιδωτι ζκλουςθ. Στθν περίπτωςθ που κα χρθςιμοποιθκεί ιοντιςμόσ με 

θλεκτροψεκαςμό -όπωσ κα δοφμε ςτθ ςυνζχεια- και μικροπορϊδθ ςτιλθ, θ αντλία είναι 

προτιμότερο να λειτουργεί ςε χαμθλι ροι. Ρικανι αςτάκεια ςτθν ταχφτθτα ροισ μπορεί να 

επιφζρει μετατόπιςθ ςτουσ χρόνουσ ανάςχεςθσ των ουςιϊν. 

 

2.2.3.3 φςτθμα Ειςαγωγισ Δείγματοσ 

Το πλζον κοινό ςφςτθμα ειςαγωγισ δείγματοσ είναι ο «βρόχοσ» δειγματολθψίασ 

(loop injector). Ο βρόχοσ γεμίηει μζςω μιασ ςφριγγασ και θ κινθτι φάςθ ρζει από τθν αντλία 

προσ τθ ςτιλθ. Οι διατάξεισ αυτζσ μποροφν να ειςάγουν όγκουσ από 0,5 – 500 μl, ςε 

υψθλζσ πιζςεισ και με καλι επαναλθψιμότθτα. Σθμαντικό είναι ο βρόχοσ να γεμίηει 

επαναλαμβανόμενα και δίχωσ φυςαλίδεσ ζτςι ϊςτε να μθν παρατθρείται αςτάκεια ςτθν 

απόκριςθ του ανιχνευτι. 

 

2.2.3.4 Κινθτι Φάςθ 

Στθν HPLC, θ ςχετικι ςυγγζνεια του αναλφτθ, τόςο με τθν κινθτι, όςο και με τθ 

ςτατικι φάςθ, είναι εκείνθ που κακορίηει το χρόνο ανάςχεςισ τθσ (retention time, RT) και 

κατ’ επζκταςθ το εάν απομονϊνεται. Ραρακάτω δίνονται τα δφο άκρα όςον αφορά ςτθ 

ςυμπεριφορά των ουςιϊν ςτο χρωματογραφικό ςφςτθμα: 

 Πλοι οι αναλφτεσ παρουςιάηουν μεγάλθ ςυγγζνεια με τθν κινθτι φάςθ και καμία 

ςυγγζνεια με τθ ςτατικι φάςθ. Ζτςι όλοι οι αναλφτεσ κινοφνται με τθν ίδια 

ταχφτθτα με τθν κινθτι φάςθ, φκάνουν γριγορα ςτον ανιχνευτι με αποτζλεςμα να 

μθ διαχωρίηονται. 

 Πλοι οι αναλυτζσ παρουςιάηουν υψθλι ςυγγζνεια με τθ ςτατικι φάςθ και καμία 

ςυγγζνεια με τθν κινθτι φάςθ, με αποτζλεςμα να ςυγκρατοφνται ιςχυρά από τθ 

ςτατικι φάςθ και να μθ φτάνουν ποτζ ςτον ανιχνευτι. 

Είναι φανερό πωσ για να επιτευχκεί διαχωριςμόσ των αναλυτϊν ςε ζνα μίγμα, 

πρζπει θ ςυμπεριφορά τουσ να μθν ανικει ςε κανζνα από τα δφο άκρα που μόλισ 

περιγράφθκαν, αλλά να βρίςκεται κάπου ςτθ μζςθ. Στον Ρίνακα 2.1 δίδονται παραδείγματα 

τθσ επίδραςθσ των αλλαγϊν ςτθ χθμεία ενόσ ςτεροειδοφσ ςτο χρόνο ζκλουςισ του. 

Θ κινθτι φάςθ πρζπει να είναι ζνασ διαλφτθσ ςτον οποίο οι ουςίεσ να διαλφονται. 

Στουσ περιςςότερουσ διαχωριςμοφσ -όπωσ και ςτθν εν λόγω εργαςία- χρθςιμοποιείται 

ςφςτθμα χρωματογραφίασ αντιςτρόφου φάςεωσ: θ κινθτι φάςθ είναι πολικότερθ τθσ 

ςτατικισ κι ζτςι οι πολικότερεσ ουςίεσ εκλοφονται ταχφτερα από τισ περιςςότερο άπολεσ. 

Πμωσ δεν είναι πάντα εφκολο να επιτευχκεί διαχωριςμόσ με τθ χριςθ ενόσ και μόνο 

διαλφτθ. Συχνά – όπωσ και ςτθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία - χρθςιμοποιείται μίγμα διαλυτϊν, 
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κακϊσ και ςφςτθμα βακμιδωτισ ζκλουςθσ: κατά τθ διάρκεια τθσ χρωματογραφικισ 

ανάλυςθσ θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ φάςθσ διαφοροποιείται, αρχικά διοχετεφοντασ διαλφτθ 

που ευνοεί το διαχωριςμό των πιο πολικϊν ουςιϊν και ςτθ ςυνζχεια αυξάνοντασ το 

ποςοςτό του διαλφτθ που ευνοεί τθν ζκλουςθ των πιο άπολων ουςιϊν. 

 
Πίνακασ 2.1: Ρικανζσ μετατροπζσ ςτθ χθμεία ενόσ ςτεροειδοφσ και θ επίδραςθ τουσ ςτον χρόνο ανάςχεςθσ του (RΤ) κατά τθν 

εφαρμογι υνροχρωματονραφίασ αντιςτρόφου φάςθσ. 

Μετατροπζσ Αποτζλεςμα Μετατόπιςθ RΤ

Ρροςκικθ μεκυλίου πιο άπολο Αφξθςθ

Ρροςκικθ υδροξυλίου πιο πολικό Μείωςθ

Μετατροπι δπτλοφ δεςμοφ ςε απλό πιο άπολο αφξθςθ

Μετατροπι απλοφ δεςμοφ ςε διπλό πιο πολικό μείωςθ

Μετατροπι ΟΘ ςε =0 πιο άπολο αφξθςθ

Ρροςκικθ φκορίου πιο άπολο αφξθςθ

Αλλαγι ςτερεοχθμείασ (16αΜe -> 16βΜe) πιο πολικό μείωςθ  
 

Σθμειϊνεται ότι ςτθν κινθτι φάςθ προςτίκενται ςυχνά ανόργανα πτθτικά οξζα (π.χ. 

φορμικό οξφ) με ςκοπό τθν επίτευξθ του επικυμθτοφ ποςοςτοφ ιοντιςμοφ των αναλυτϊν. 

 

2.2.3.5 τατικι Φάςθ 

Ο διαχωριςμόσ των ςυςτατικϊν του δείγματοσ πραγματοποιείται ςτθ ςτιλθ. H 

φφςθ τθσ ςτατικισ φάςθσ ςε ςυνδυαςμό με τθ φφςθ τθσ κινθτισ φάςθσ κακορίηουν τθν 

απόδοςθ και τθν εκλεκτικότθτα του διαχωριςμοφ. Το πλζον διαδεδομζνο πλθρωτικό υλικό 

των ςτθλϊν αυτϊν είναι θ χθμικά προςδεδεμζνθ με αλκφλιο 18 ατόμων άνκρακα πθκτι 

διοξειδίου του πυριτίου (C18 silica gel). Τα ςωματίδια του πλθρωτικοφ υλικοφ ποικίλλουν 

ανάλογα με το είδοσ, το μζγεκοσ και το ςχιμα τουσ. Κυριαρχοφν οι ςτιλεσ με ςφαιρικά 

μικροπορϊδθ ςωματίδια διαμζτρου 2 μm ϊςτε να επιτυγχάνεται ομοιόμορφθ πλιρωςθ τθσ 

ςτιλθσ και ελαχιςτοποίθςθ τθσ τάςθσ ςχθματιςμοφ κενϊν μζςα ςε αυτι. Για τθν προςταςία 

τθσ ςτιλθσ γίνεται χριςθ και προςτιλθσ. Κα πρζπει να αποφεφγεται θ χριςθ κινθτισ 

φάςθσ με pH που προκαλεί καταςτροφι τθσ ςτιλθσ και ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν εμφάνιςθ 

ανεπικφμθτων κορυφϊν ςτο φάςμα των ουςιϊν που ανιχνεφονται. 

 

2.2.3.6 Ανιχνευτζσ 

Τα βαςικά επικυμθτά χαρακτθριςτικά που κα πρζπει να φζρει ζνασ ιδανικόσ 

υγροχρωματογραφικόσ ανιχνευτισ είναι τα εξισ: i) υψθλι ευαιςκθςία ςτθ ςυγκζντρωςθ ι 

ςτθ μάηα, ii) ειδικότθτα, iii) μειωμζνο κόρυβο, iv) θλεκτρονικι ευαιςκθςία, v) μικρι 

ολίςκθςθ, vi) μεγάλθ γραμμικι περιοχι, vii) να μθ ςυνειςφζρει ςτθ διεφρυνςθ των 

κορυφϊν, viii) να είναι αξιόπιςτοσ και εφκολοσ ςτθ χριςθ. 

Οι κυριότεροι τφποι ανιχνευτϊν που ζχουν αναπτυχκεί και χρθςιμοποιοφνται ςτθν 

υγροχρωματογραφία, είναι επιγραμματικά οι εξισ: 

 Φαςματομετρικόσ ανιχνευτισ ορατοφ-υπεριϊδουσ 

 Φκοριςμομετρικόσ ανιχνευτισ 
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 Διαφορικόσ ανιχνευτισ δείκτθ διάκλαςθσ 

 Θλεκτροχθμικόσ ανιχνευτισ 

 Αγωγιμετρικόσ και φωταγωγιμετρικόσ ανιχνευτισ 

 Ανιχνευτισ ραδιενζργειασ 

 Ανιχνευτισ φαςματομετρίασ μαηϊν 

Ο πλζον ςυνθκιςμζνοσ ανιχνευτισ ςτθν υγροχρωματογραφία είναι ο ανιχνευτισ 

υπεριϊδουσ (UV). Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε ανιχνευτισ φαςματομετρίασ 

μαηϊν, ο οποίοσ ςυνδυάηει, τόςο τισ ιδιότθτεσ ενόσ γενικοφ ανιχνευτι (απλό ΜS), όςο και 

τισ δυνατότθτεσ ενόσ ειδικοφ ανιχνευτι με τθ χριςθ τθσ ςυηευγμζνθσ φαςματομετρίασ 

μαηϊν (ΜS/ΜS). Άλλοι ςυχνά χρθςιμοποιοφμενοι ανιχνευτζσ είναι οι θλεκτροχθμικοί, 

φκοριςμοφ, δείκτθ διάκλαςθσ, απορρόφθςθσ κ.α. 

 

2.2.3.7 φςτθμα λιψεωσ και επεξεργαςίασ δεδομζνων 

Ο ανιχνευτισ παρζχει θλεκτρονικό ςιμα το οποίο ςχετίηεται με τθ ςυγκζντρωςθ του 

υπό προςδιοριςμό ςυςτατικοφ, ςτο ζκλουςμα από τθ ςτιλθ. Ο ρόλοσ του είναι να 

παρουςιάςει και να ποςοτικοποιιςει τισ λαμβανόμενεσ χρωματογραφικζσ κορυφζσ. Το 

χρωματογράφθμα λαμβάνεται με τθ βοικεια ενόσ καταγραφζα ο οποίοσ πρζπει να είναι 

ταχείασ απόκριςθσ και να διακζτει θλεκτρονικά υψθλοφ βακμοφ ςτακερότθτασ. Τα 

ςφγχρονα υγροχρωματογραφικά ςυςτιματα διακζτουν θλεκτρονικό υπολογιςτι με 

κατάλλθλο λογιςμικό για τθν θλεκτρονικι ολοκλιρωςθ, τθν ταχεία ςτατιςτικι επεξεργαςία 

των αποτελεςμάτων, τθ δυνατότθτα αποκικευςθσ των δεδομζνων και ελζγχου του 

αναλυτικοφ οργάνου από αυτό. 

 

2.3 ΦΑΜΑΣΟΜΕΣΡΙΑ ΜΑΗΩΝ[32-35] 

Θ φαςματομετρία μαηϊν είναι θ αναλυτικι τεχνικι με τθ μεγαλφτερθ άνκθςθ τα 

τελευταία χρόνια (1995-2015). Βρίςκει τθ μεγαλφτερθ ποικιλία εφαρμογϊν αφοφ παρζχει 

πλθροφορίεσ ςχετικά με: 1) τθ ςτοιχειακι ςφςταςθ του δείγματοσ, 2) τισ δομζσ ανόργανων, 

οργανικϊν και βιολογικϊν μορίων, 3) τθ δομι και ςφςταςθ ςτερεϊν επιφανειϊν, 4) τθν 

ποιοτικι και ποςοτικι ςφςταςθ μιγμάτων, 5) τθν αναλογία ιςοτόπων ατόμων ςε δείγματα. Θ 

πρϊτθ εφαρμογι τθσ ςε χθμικζσ αναλφςεισ ρουτίνασ πραγματοποιείται ςτισ αρχζσ τθσ 

δεκαετίασ 1940 ςτθ βιομθχανία αργοφ πετρελαίου, με τθν ποςοτικι ανάλυςθ μιγμάτων 

υδρογονανκράκων που παράγονται από καταλυτικι ςχάςθ. 

Θ τεχνικι αυτι βαςίηεται ςτον ιοντιςμό μιασ ουςίασ μζςω ποικίλων τρόπων. Στο 

βομβαρδιςμό με ρεφμα θλεκτρονίων (electron impact, EI) αποςπάται ζνα θλεκτρόνιο και 

ςχθματίηεται το μοριακό ιόν Μ+. Θ ςφγκρουςθ αυτι μεταφζρει αρκετι ενζργεια ςτα μόρια 

ϊςτε να τα αφιςει ςε διεγερμζνθ κατάςταςθ. Θ αποδιζγερςι τουσ ςυντελείται με 

κραυςματοποίθςθ μζρουσ των μοριακϊν ιόντων τουσ προσ ιόντα μικρότερθσ μάηασ (Σχιμα 
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2.2). Τα ιόντα που τελικά παράγονται ζλκονται μζςω τθσ ςχιςμισ του φαςματόμετρου μαηϊν, 

όπου διαχωρίηονται βάςει του λόγου μάηασ προσ φορτίο (m/z) και παρουςιάηονται ωσ 

φάςμα μαηϊν. Συγκεκριμζνα καταγράφεται ςε μορφι ραβδογράμματοσ ο λόγοσ m/z 

ςυναρτιςει τθσ ςχετικισ αφκονίασ τουσ. Στθ μεγαλφτερθ κορυφι του φάςματοσ (βαςικι 

κορυφι) δίνεται αυκαίρετα θ τιμι 100. Θ τιμι m/z λαμβάνεται με διαίρεςθ τα ατομικισ ι 

μοριακισ μάηασ ενόσ ιόντοσ με τον αρικμό (z) των φορτίων που φζρει. 

 
ΙΟΝΣΙΜΟ       Μ +e-    —► Μ·+ + 2e– 

 
ΜΟΡΙΑΚΟ ΙΟΝ 

 
 

                      EE+         +           R. 
                      EVEN ΙΟΝ          ΡΙΗΑ 

ΘΡΑΤΜΑΣΟΠΟΙΘΘ    Μ.+ 
                 ΟE·+      +         Ν 

                  ODD ION     ΜΟΡΙΟ 
 

χιμα 2.2: Αντιδράςεισ ιοντιςμοφ και κραυςματοποίθςθσ ενόσ αναλυτι Μ 

 

Θ μορφι του φάςματοσ μαηϊν είναι χαρακτθριςτικι τθσ αρχικισ ουςίασ και 

χρθςιμοποιείται για τον προςδιοριςμό τθσ ταυτότθτασ τθσ. 

Τα κυριότερα τμιματα ενόσ φαςματομζτρου μαηϊν που κα αναλυκοφν ςτθ ςυνζχεια 

είναι: θ πθγι ιοντιςμοφ, ο/οι αναλυτι(ζ)σ μαηϊν και ο ανιχνευτισ. Σθμειϊνεται ότι όλθ θ 

διάταξθ ενόσ φαςματομζτρου μαηϊν πρζπει να λειτουργεί υπό κενό, ϊςτε να αποφευχκεί θ 

ςφγκρουςθ των ιόντων με άλλα μόρια κατά τθ διάρκεια τθσ αλλθλεπίδραςισ τουσ με θλεκτρικά 

ι μαγνθτικά πεδία. Συνεπϊσ χρθςιμοποιείται ςφςτθμα δθμιουργίασ υψθλοφ κενοφ (10-5-10-9 

Torr). 

 

2.4 ΠΘΓΘ ΙΟΝΣΙΜΟΤ[32-34, 40-44] 

Το αρχικό ςτάδιο ςε μια μζτρθςθ με φαςματομετρία μαηϊν είναι ο ςχθματιςμόσ 

ιόντων του αναλφτθ, διαδικαςία κακοριςτικι για τθν ερμθνεία των αποτελεςμάτων. Οι 

πθγζσ ιοντιςμοφ διακρίνονται ςε πθγζσ αζριασ φάςθσ *πρόςκρουςθσ θλεκτρονίων (EI), 

χθμικοφ ιοντιςμοφ (CI)+ και ςε πθγζσ εκρόφθςθσ *ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό – 

electrospray ionization – (ESI), εκρόφθςθσ με τθ βοικεια υλικοφ μιτρασ (MALDI), κ.ά.+. Στθν 

παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε ιοντιςμόσ τφπου ESI. 

 

Ιοντιςμόσ με ηλεκτροψεκαςμό 

Θ αρχι τθσ τεχνικισ ςτθρίηεται ςτο ςχθματιςμό ιόντων ςε αζρια κατάςταςθ 

απευκείασ από ζνα υγρό διάλυμα. Για το ςκοπό αυτό, το διάλυμα του προσ ανάλυςθ 

δείγματοσ διζρχεται από τριχοειδζσ με μικρι ροι και με τθ βοικεια αερίου αποδιαλφτωςθσ 

και αερίου νεφελοποίθςθσ (ςυνικωσ αηϊτου) μετατρζπεται ςε αερόλυμα. Ραράλλθλα, με 
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τθν εφαρμογι διαφοράσ δυναμικοφ 3-6 kV μεταξφ του τριχοειδοφσ και ενόσ 

αντιθλεκτροδίου δθμιουργείται ιςχυρό θλεκτρικό πεδίο (ςχιμα 2.3). 

Διάφορεσ κεωρίεσ ζχουν προτακεί για το μθχανιςμό ςχθματιςμοφ των ιόντων κατά 

τον ιοντιςμό ESI. Ξθραντικό αζριο, κζρμανςθ ι και τα δφο εφαρμόηονται ςτα ςταγονίδια, ςε 

ςυνκικεσ ατμοςφαιρικισ πίεςθσ, προκαλϊντασ τθν εξάτμιςθ του διαλφτθ. Σφμφωνα με μια 

κεωρία, το θλεκτρικό πεδίο προκαλεί ςυςςϊρευςθ του φορτίου ςτθν επιφάνεια του υγροφ 

ςτθν άκρθ του τριχοειδοφσ, γεγονόσ που οδθγεί ςτο ςχθματιςμό φορτιςμζνων ςταγονιδίων 

(αερόλυμα φορτιςμζνων ςταγονιδίων). Θ εφαρμογι ξθραντικοφ αερίου ι/και κζρμανςθσ 

ςτα ςταγονίδια, ςε ςυνκικεσ ατμοςφαιρικισ πίεςθσ οδθγεί ςτθν εξάτμιςθ του διαλφτθ. 

Κακϊσ το μζγεκοσ των ςταγονιδίων μειϊνεται, αυξάνεται θ θλεκτρονιακι πυκνότθτα ςτθν 

επιφάνεια τουσ. Οι απωςτικζσ δυνάμεισ Coulomb υπερνικοφν τισ δυνάμεισ ςυνοχισ των 

ςταγονιδίων, με αποτζλεςμα τθ διάςπαςθ τουσ ςε ολοζνα και μικρότερα ςταγονίδια, από 

τα οποία τελικά εκροφϊνται τα ιόντα, που κατευκφνονται μζςω θλεκτροςτατικϊν φακϊν 

προσ τον αναλυτι μαηϊν. 

 

χιμα 2.3: Ρορεία ιοντιςμοφ των μορίων μιασ ουςίασ με ESI. Τα φορτιςμζνα ιόντα που τελικϊσ ςχθματίηονται 

κα κατευκυνκοφν προσ τον αναλυτι του φαςματομζτρου 

 

Ο ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμο προκαλεί το ςχθματιςμό μεμονωμζνων 

φορτιςμζνων μικρϊν μορίων, όπωσ επίςθσ και το ςχθματιςμό πολλαπλά φορτιςμζνων 

ιόντων ςε μεγαλομόρια. Στθν δεφτερθ περίπτωςθ, το φάςμα μαηϊν αντιςτοιχεί ςε 

ςτατιςτικι κατανομι διαδοχικϊν κορυφϊν χαρακτθριςτικϊν των πολλαπλά φορτιςμζνων 

μοριακϊν ιόντων που λαμβάνονται από πρωτονίωςθ *Μ+zΘ+Η+, χωρίσ να ςυμμετζχουν 

διαςτάςεισ και κραυςματοποιιςεισ. Λαμβάνοντασ πολλαπλά φορτιςμζνα ιόντα βελτιϊνεται 

θ ευαιςκθςία τθσ τεχνικισ και κακίςταται εφικτι θ ανάλυςθ μορίων υψθλοφ μοριακοφ 

βάρουσ με αναλυτζσ μαηϊν μικροφ εφρουσ μαηϊν, δεδομζνου ότι το φαςματόμετρο μετρά 

όχι τθν μάηα (m), αλλά τον λόγο μάηασ προσ φορτίο (m/z). 

Ο ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό επθρεάηεται από μια ποικιλία παραγόντων που 

ςχετίηονται τόςο με τθ γεωμετρία τθσ πθγισ, όςο και με τθ ςφςταςθ του προσ ανάλυςθ 
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δείγματοσ. Σε αυτοφσ περιλαμβάνονται: θ φφςθ του διαλφτθ τθσ κινθτισ φάςθσ, θ 

παρουςία ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων και το ρΘ τθσ κινθτισ φάςθσ, θ ταχφτθτα ροισ, θ φφςθ 

και θ δομι του αναλυτι και θ ςυγκζντρωςθ του ςτο δείγμα, θ πολυπλοκότθτα του 

δείγματοσ και θ πορεία προκατεργαςίασ, θ γεωμετρία τθσ πθγισ ιοντιςμοφ κ.λπ. 

 

Εικόνα 2.1: Βελόνα ιοντιςμοφ με ESI 

Θ τεχνικι ΕSΛ είναι ςχετικά ιπια τεχνικι ιονιςμοφ. Τα φάςματα μαηϊν περιζχουν 

κυρίωσ το πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν και μικρό ποςοςτό κραυςμάτων. Ο ςχθματιςμόσ 

πολλαπλά φορτιςμζνων ιόντων δίνει τθ δυνατότθτα υπολογιςμοφ του μοριακοφ βάρουσ 

ενϊςεων χωρίσ περιοριςμό και τθν ανάλυςθ πρωτεϊνϊν και άλλων βιομορίων. Μπορεί να 

εφαρμοςτεί για τθν ανάλυςθ πολικϊν μορίων μικροφ μοριακοφ βάρουσ και μεγαλομορίων 

με ιονιςμζνεσ ομάδεσ. Ο ιονιςμόσ των αναλυτϊν πραγματοποιείται ςε ςχετικά χαμθλζσ 

κερμοκραςίεσ, γεγονόσ που κακιςτά δυνατι τθν ανάλυςθ κερμοευαίςκθτων ουςιϊν. Θ 

τεχνικι χαρακτθρίηεται από υψθλι ευαιςκθςία και είναι κατάλλθλθ για ποςοτικοφσ 

προςδιοριςμοφσ. Ρρζπει να αναφερκεί ότι θ ιδανικι ροι κινθτισ φάςθσ για ιοντιςμό τφπου 

ESI είναι 0,001-1 ml min-1, ςυνεπϊσ και θ επιλογι τθσ ςτιλθσ πρζπει να είναι ανάλογθ. 

Τζλοσ, ςθμειϊνεται ότι υπάρχει δυνατότθτα εφαρμογισ κετικοφ ι αρνθτικοφ δυναμικοφ, 

λαμβάνοντασ κετικά ι αρνθτικά φορτιςμζνα ιόντα αντίςτοιχα (πίνακασ 2.2). 

 

 

Πίνακασ 2.2: Χαρακτθριςτικά ιόντα κατά τον ιοντιςμό με ESI 

Θετικόσ ιοντιςμόσ (+) Αρνθτικόσ ιοντιςμόσ (-)

Αναλφτθσ Κυρίωσ βάςεισ *-ΝΘ2+ Κυρίωσ οξζο (-COOH, -OH)

Ενδειτικά 

ςχθματιηόμενα ιόντα
[M+H]+ ,[M+Na]+ , *2Μ+H++ , 

[2M+Na]+ , *Μ+NH4++ , [M+K]+ , 

[M+H-H2O]+ , [M+MeOH+H]+ , 

[M+CH3CN+H]+

[M-H]-, [M+CH3COOH-H] - ,  

[M+HCOOH-H] -

ESI
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2.5 ΑΝΑΛΤΣΕ ΜΑΗΩΝ[32, 33, 40, 43] 

2.5.1 Ειςαγωγι 

Στθν παροφςα ερευνθτικι εργαςία χρθςιμοποιικθκαν ωσ αναλυτζσ μαηϊν ζνα 

τετράπολο (Q) και ζνασ αναλυτισ χρόνου πτιςθσ ιόντων (TOF) ςε ςειρά. Τα ιόντα που ζχουν 

δθμιουργθκεί από τον ιοντιςμό με θλεκτροψεκαςμό, ειςζρχονται ςτουσ δφο αναλυτζσ, 

διαχωρίηονται βάςει του λόγου m/z τουσ και ακολοφκωσ προςπίπτουν ςτον ανιχνευτι, 

δίνοντασ ζτςι τα φάςματα μαηϊν τουσ. Θ ικανότθτα ενόσ φαςματομζτρου μαηϊν να 

διαχωρίηει μάηεσ ςυνικωσ ορίηεται ωσ διακριτικι ικανότθτα R (resolution) και δίνεται από 

τθ γενικι ςχζςθ 2.1: 

R= m/Δm(2.1) 

όπου Δm είναι θ διαφορά μαηϊν μεταξφ δφο μόλισ διαχωριηόμενων κορυφϊν και m 

είναι θ τιμι τθσ μάηασ τθσ πρϊτθσ κορυφισ. Στθ ςυνζχεια παρατίκενται οι βαςικζσ αρχζσ 

λειτουργίασ των παραπάνω αναλυτϊν. 

 

2.5.2 Σετράπολο 

Το τετράπολο ι τετραπολικόσ αναλυτισ μαηϊν (quadrupole mass analyzer), είναι ο 

ςυχνότερα χρθςιμοποιοφμενοσ αναλυτισ εξαιτίασ του μικροφ του μεγζκουσ, του χαμθλοφ 

του κόςτουσ, τθσ ανκεκτικότθτάσ του και τθσ μεγάλθσ ταχφτθτασ ςάρωςισ του. Επιπλζον 

είναι ιδανικόσ για ςφηευξθ με χρωματογράφο LC ι GC, δεν ζχει υψθλζσ απαιτιςεισ κενοφ, 

ενϊ παρζχει δυνατότθτα χριςθσ ςυηευγμζνθσ φαςματομετρίασ MS/MS. 

Αποτελείται από τζςςερισ παράλλθλεσ ράβδουσ, οι οποίεσ δρουν ωσ θλεκτρόδια. Οι 

διαγϊνιεσ ράβδοι ςυνδζονται θλεκτρικά μεταξφ τουσ (ςχιμα 2.4). Το κάκε ηεφγοσ ςυνδζεται 

με το κετικό και τον αρνθτικό πόλο, αντίςτοιχα, μιασ πθγισ μεταβλθτισ τάςθσ DC. Επιπλζον 

ςε κάκε ηεφγοσ εφαρμόηονται μεταβλθτζσ τάςεισ AC που μεταξφ τουσ βρίςκονται ςε 

διαφορά φάςθσ 180ο. Τα ιόντα επιταχφνονται ανάμεςα ςτισ ράβδουσ με ζνα δυναμικό 5-10 

V. Τα εναλλαςςόμενα και ςυνεχι δυναμικά των ράβδων αυξάνουν, διατθρϊντασ όμωσ το 

λόγο τουσ ςτακερό. Σε κάποια ςτιγμι όλα τα ιόντα, εκτόσ αυτϊν που ζχουν μια 

ςυγκεκριμζνθ τιμι m/z, προςπίπτουν ςτισ ράβδουσ και μετατρζπονται ςε ουδζτερα μόρια. 

Ζτςι εξζρχονται από το τετράπολο μόνον ιόντα των οποίων οι τιμζσ m/z βρίςκονται ςε μια 

ςτενι περιοχι τιμϊν. Με τα τετράπολα μποροφν να διακρικοφν ιόντα που διαφζρουν κατά 

μία μονάδα μάηασ (χαμθλι διακριτικι ικανότθτα) και ωσ εκ τοφτου είναι εφικτό να γίνει 

ταυτοποίθςθ μιασ ζνωςθσ. Τα τετράπολα ορκότερα μποροφν να χαρακτθριςτοφν ωσ 

‘φίλτρα’ μαηϊν παρά ωσ φαςματόμετρα μαηϊν. 
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χιμα 2.4: Σχθματικι απεικόνιςθ του τετραπολικοφ φαςματομζτρου μαηϊν
 

 

2.5.3 Αναλυτισ Μαηϊν Χρόνου Πτιςθσ (Time Of Flight, TOF)[32, 33, 40, 43, 45-48] 

 

2.5.3.1. Ειςαγωγι 

Το πρϊτο φαςματόμετρο χρόνου πτιςθσ (Time Of Flight, TOF) καταςκευάςτθκε ςτα 

τζλθ τθσ δεκαετίασ του 1940, άρχιςε όμωσ να χρθςιμοποιείται ευρζωσ τα τελευταία μόνο 

χρόνια (δεκαετία του 1990). Αιτία ιταν θ απουςία διακζςιμων τεχνολογιϊν καταγραφισ και 

επεξεργαςίασ φαςμάτων ςε χρονικό εφροσ τθσ τάξθσ των μsec. Τϊρα πια οι τεχνικζσ αυτζσ 

είναι διακζςιμεσ και, ςε ςυνδυαςμό με τθ χριςθ τεχνικϊν ιονιςμοφ τφπου ΕSΛ και ΜΑLDΛ, θ 

χριςθ των αναλυτϊν ΤΟF ζχει αποκτιςει μεγάλθ εφαρμογι ιδιαίτερα ςτθν ανάλυςθ 

βιομορίων. Ραράλλθλα, θ ειςαγωγι τεχνολογιϊν, όπωσ τα ανακλαςτικά κάτοπτρα μζςα 

ςτουσ αναλυτζσ ΤΟF – όπωσ κα δοφμε ςτθ ςυνζχεια – ζχει ςυμβάλλει ςθμαντικά ςτθν 

αφξθςθ τθσ διαχωριςτικισ τουσ ικανότθτασ. 

 

2.5.3.2. Αρχι λειτουργίασ 

Θ λειτουργία του φαςματόμετρου μαηϊν με αναλυτι χρόνου πτιςθσ (TOF-MS) 

βαςίηεται ςτθν αρχι ότι ζνα πλικοσ ιόντων με διαφορετικι τιμι λόγου m/z που κινοφνται 

προσ τθν ίδια κατεφκυνςθ με τθν ίδια κινθτικι ενζργεια, κα ζχουν αντίςτοιχα και 

διαφορετικι ταχφτθτα, θ οποία κα είναι αντιςτρόφωσ ανάλογθ τθσ τετραγωνικισ ρίηασ του 

λόγου m/z. Ζτςι, ςτο φαςματόμετρο ΤΟF τα ςχθματιηόμενα ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ιόντα με 

τθν εφαρμογι κακοριςμζνου δυναμικοφ από θλεκτροςτατικό πεδίο επιταχφνονται και 

αποκτοφν υψθλι κινθτικι ενζργεια, οπότε μετράται ο χρόνοσ που απαιτείται για να 

διανφςουν κακοριςμζνθ απόςταςθ απουςία εφαρμοηόμενου πεδίου και οι χρόνοι πτιςθσ 

που καταγράφονται, χρθςιμοποιοφνται για τον υπολογιςμό των λόγων m/z των αντίςτοιχων 

ιόντων. 
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2.5.3.3. Σεχνικι TOF 

Ο διαχωριςμόσ των ιόντων, όπωσ ζχει αναφερκεί γίνεται με βάςθ τθν τιμι m/z 

τουσ. Θ αρχι ςτθν οποία βαςίηεται θ λειτουργία του ΤΟF, όπωσ προαναφζρκθκε, είναι ότι 

ιόντα ςτα οποία δίνεται θ ίδια αρχικι ενζργεια, κα ζχουν ταχφτθτεσ αντιςτρόφωσ ανάλογεσ 

των τιμϊν m/z τουσ. Συνεπϊσ και ο χρόνοσ που κα κάνουν τα ιόντα αυτά να διαςχίςουν μια 

περιοχι απαλλαγμζνθ από πεδία (το ςωλινα πτιςθσ του ΤΟF), κα ςχετίηεται άμεςα με τον 

λόγο m/z τουσ. 

Ανεξαρτιτωσ τθσ μεκόδου ιοντιςμοφ που ζχει εφαρμοςτεί προθγουμζνωσ, είναι 

απαραίτθτο όλα τα ςχθματιςκζντα ιόντα να 

ειςζλκουν ςτο ΤΟF ςτον ίδιο αρχικό χρόνο ζτςι, 

ϊςτε οι «χρόνοι πτιςθσ» τουσ – άρα και οι λόγοι 

m/z τουσ-, να μποροφν να μετρθκοφν με 

ακρίβεια. Για αυτό το λόγο χρθςιμοποιείται 

θλεκτρικόσ παλμόσ 103 – 104 V, o οποίοσ ςε 

δεδομζνο χρόνο t δθμιουργεί ζναν «πακζτο» 

ιόντων τα οποία είναι τόςο κοντά μεταξφ τουσ 

ςαν να είχαν προζλκει από ακτινοβολία laser. Θ 

εφαρμογι του θλεκτρικοφ παλμοφ που 

δθμιουργεί τα «πακζτα» ιόντων ορίηεται ωσ 

χρόνοσ ζναρξθσ τθσ πτιςεισ t=0.  Μετά τον ςχθματιςμό 

τουσ τα «πακζτα» ιόντων επιταχφνονται με τθ βοικεια 

υψθλοφ δυναμικοφ ζτςι, ϊςτε να αποκτιςουν τθν επικυμθτι ενζργεια και να μπορζςουν 

να ειςζλκουν μζςα ςτο ςωλινα πτιςθσ του TOF. 

Ο ςωλινασ πτιςθσ ζχει δεδομζνο μικοσ (ζωσ και 4 m), είναι ελεφκεροσ πεδίων και 

ορίηεται ωσ θ απόςταςθ μεταξφ πθγισ ιόντων και ανιχνευτι. Τα ιόντα ειςζρχονται ςε αυτόν 

με τθν κατάλλθλθ ενζργεια και κατεφκυνςθ ϊςτε να φκάςουν ςτον ανιχνευτι. Ο ςωλινασ 

πτιςθσ λειτουργεί ςτθ μζγιςτθ επιτρεπόμενθ για τον ανιχνευτι πίεςθ, θ οποία ςυνικωσ 

δεν πρζπει να υπερβαίνει τα 10-5 Torr. Για δεδομζνθ κινθτικι ενζργεια, τα ιόντα που ζχουν 

μικρι μάηα, κα κινοφνται με μεγαλφτερθ ταχφτθτα μζςα ςτο ςωλινα πτιςθσ, ενϊ αυτά που 

ζχουν μεγαλφτερθ μάηα κα κινοφνται με μικρότερθ ταχφτθτα. Συνεπϊσ μετά από κάποιο 

χρονικό διάςτθμα πτιςθσ, τα ιόντα που βρίςκονταν ςτο ίδιο αρχικό ‘πακζτο’ κα 

διαχωριςτοφν ςε μικρότερα ‘πακζτα’ βάςει του λόγου m/z τουσ και ζτςι κα φκάνουν ςτον 

ανιχνευτι (ςχιμα 2.5). 

Είναι ςθμαντικό ο χρόνοσ μεταξφ διαδοχικϊν παλμϊν κατά τθ δθμιουργία των 

‘πακζτων’ ιόντων να είναι μεγαλφτεροσ από το χρόνο πτιςθσ του ιόντοσ με το μεγαλφτερο 

m/z, αλλιϊσ κα υπάρχει αςάφεια ςτθ μζτρθςθ των χρόνων πτιςθσ. Σθμαντικό επίςθσ είναι 

να διατθρείται χαμθλι θ πίεςθ ςτο εςωτερικό του ‘ςωλινα πτιςθσ’, ϊςτε να αποφεφγονται 

ςυγκροφςεισ των ιόντων με υπολείμματα αερίου, κάτι που μειϊνει τθν ταχφτθτα τουσ και 

ςυνεπϊσ επθρεάηει τθν ακρίβεια του ανιχνευτι. 

Εικόνα 2.2: Φαςματόμετρο Q-TOF 
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χιμα 2.5: Ραρουςίαςθ του εςωτερικοφ ενόσ αναλυτι TOF. Τα ελαφρφτερα ιόντα κα φκάνουν νωρίτερα ςτον 

ανιχνευτι. 

Θ μακθματικι προςζγγιςθ τθσ παραπάνω τεχνικισ είναι ςχετικά απλι. Αρχικά 

εφαρμόηεται ςτα ιόντα ζνα δυναμικό V ϊςτε να εξζλκουν από τθν πθγι. Εάν το φορτίο του 

ιόντοσ είναι z, θ αρχικι του ενζργεια κα δίνεται από τθ ςχζςθ 2.2 

Aρχικι ενζργεια = zV                                               (2.2) 

Θ ενζργεια αυτι, κακϊσ το ιόν κινείται μζςα ςτο ςωλινα πτιςθσ κα μετατρζπεται 

ςε κινθτικι και τελικά κα ιςοδυναμεί με τθν κινθτικι ενζργεια του ιόντοσ όταν αυτό κα 

φτάςει ςτον ανιχνευτι (ςχζςθ 2.3) 

zV = ½ mv2                                                        (2.3) 

Για το χρόνο πτιςθσ t και για απόςταςθ που ιςοδυναμεί με το μικοσ του ςωλινα 

πτιςθσ D, λαμβάνεται θ ςχζςθ 2.4 

zV = ½ m (D / t)2                                                  (2.4) 

Εάν λυκεί θ παραπάνω ςχζςθ ωσ προσ m/z κα προκφψει θ ςχζςθ 2.5 που αποτελεί 

και τθ βάςθ τθσ λειτουργίασ του φαςματομζτρου   

m/z = 2 Vt2 / D2                                                      (2.5) 

Είναι φανερό ότι για ςτακερζσ τιμζσ D και V ο λόγοσ m/z είναι ανάλογοσ του 

τετραγϊνου του χρόνου t ςτον οποίο δεδομζνο ιόν φκάνει ςτον ανιχνευτι. 

Εάν διαφορίςουμε τθ ςχζςθ 2.5 κα προκφψει θ παρακάτω ςχζςθ 

m / dm = t / 2 dt                                                      (2.6) 

Ο αναλυτισ ΤΟF ςυνδυάηει απλότθτα, υψθλι διακριτικι ικανότθτα R=20.000 (με τθ 

χριςθ των τεχνικϊν που κα αναφερκοφν παρακάτω), κακϊσ και τθ μεγαλφτερθ ταχφτθτα 

ςάρωςθσ ςε ςχζςθ με κάκε άλλο ανιχνευτι (ν = 106 m/z s-1). Ειδικά θ μεγάλθ ταχφτθτα 

ςάρωςθσ οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι για κάκε εφαρμογι παλμοφ καταγράφεται ζνα φάςμα, 
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χωρίσ – να χρειάηεται ςάρωςθ κάποιου δυναμικοφ ι ρεφματοσ όπωσ ςε άλλουσ αναλυτζσ. 

Το μεγαλφτερο πλεονζκτθμα του αναλυτι ΤΟF είναι το απεριόριςτο εφροσ μαηϊν που 

μπορεί να ανιχνεφει, αφοφ ςτον ανιχνευτι του φκάνουν τελικά όλα τα ιόντα που 

ςχθματίηονται ςε κάκε παλμό. Το απεριόριςτο αυτό εφροσ μαηϊν ευνοεί τθν ανάλυςθ 

βιομορίων και πρωτεϊνϊν. Στα πλεονεκτιματα του αναλυτι ΤΟF ςυγκαταλζγονται επίςθσ θ 

μθχανικι του ανκεκτικότθτα, θ εφκολθ πρόςβαςθ ςτθν πθγι ιόντων, θ επίτευξθ χαμθλϊν 

ορίων ανίχνευςθσ τθσ τάξθσ των picogram και fmol, κακϊσ και θ υψθλι του ακρίβεια. 

Στα μειονεκτιματα τθσ τεχνικισ ΤΟF ςυγκαταλζγονται το υψθλό κόςτοσ των 

θλεκτρονικϊν που απαιτοφνται για τόςο υψθλζσ ταχφτθτεσ ςάρωςθσ, οι ψθλζσ απαιτιςεισ 

κενοφ και θ περιοριςμζνθ χριςθ ςτθν ποςοτικι ανάλυςθ.  

 

Διαχωριςτικι ικανότθτα (resolution) 

Θ διαχωριςτικι ικανότθτα R του αναλυτι TOF κα δίνεται από τθ ςχζςθ 

R = m /Δm – t/2 Δt – L/2 Δx                                     (2.7) 

όπου Δm και Δt είναι τα πλάτθ των κορυφϊν ςτο 50% του φψουσ τθσ  

χρωματογραφικισ κορυφισ και Δχ το  πάχοσ του πακζτου ιόντων που προςπίπτουν ςτον 

ανιχνευτι. Εφόςον θ διαχωριςτικι ικανότθτα είναι ανάλογθ του χρόνου πτιςθσ και του 

μικουσ που διανφουν τα ιόντα, ζνασ τρόποσ για να αυξθκεί θ διαχωριςτικι ικανότθτα είναι 

να αυξθκεί το μικοσ του ςωλινα πτιςθσ. Πμωσ υπερβολικι αφξθςθ του ςωλινα πτιςθσ, 

δεν κάνει το όργανο μόνο δφςχρθςτο, αλλά παράλλθλα μειϊνει τθν απόδοςθ του, αφοφ 

αυξάνει τισ ςυγκροφςεισ των ιόντων ςτο εςωτερικό του ςωλινα πτιςθσ. Ζνασ άλλοσ τρόποσ 

αφξθςθσ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ μπορεί να επιτευχκεί με αφξθςθ του χρόνου πτιςθσ 

των ιόντων, μειϊνοντασ το δυναμικό επιτάχυνςθσ. Αυτό όμωσ επιδρά αρνθτικά ςτθν 

ευαιςκθςία του οργάνου. Ο μόνοσ τρόποσ να επιτευχκεί ταυτοχρόνωσ καλι διαχωριςτικι 

ικανότθτα και ευαιςκθςία είναι θ χρθςιμοποίθςθ ενόσ ςωλινα μικουσ 1-2 m και ενόσ 

δυναμικοφ τουλάχιςτον 20 kV. 

Θ διαχωριςτικι ικανότθτα του αναλυτι ΤΟF επθρεάηεται από πολλοφσ παράγοντεσ, 

όπωσ θ διαςπορά ςχθματιςμοφ ιόντων ςτθν πθγι, θ διαςπορά ταχυτιτων, θ ανομοιόμορφθ 

επιτάχυνςθ, θ διαςπορά ςτο χϊρο κλπ. Αποτζλεςμα των παραπάνω είναι θ εμφάνιςθ 

διαςποράσ ςτισ κινθτικζσ ενζργειεσ των ιόντων ζτςι, ϊςτε ιόντα που ζχουν ίδιεσ μάηεσ να 

φκάνουν ςτον ανιχνευτι ςε ελαφρά διαφορετικοφσ χρόνουσ. Κάτι τζτοιο οδθγεί ςτθ 

διεφρυνςθ των κορυφϊν των λαμβανομζνων φαςμάτων και ςε μείωςθ τθσ διαχωριςτικισ 

ικανότθτασ του αναλυτι. Δφο από τισ κυριότερεσ τεχνικζσ που εφαρμόηονται προσ 

ελαχιςτοποίθςθ των παραπάνω παραγόντων που κα εξεταςτοφν ςτθ ςυνζχεια είναι: 

• Θ χριςθ του ανακλαςτικοφ κατόπτρου (reflectron) 

• Θ χριςθ ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ ιόντων (orthogonal acceleration)  
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Άλλοι παράγοντεσ που επιδροφν ςτθ διαχωριςτικι ικανότθτα είναι ο χρόνοσ 

απόκριςθσ του ανιχνευτι, θ ςτακερότθτα τθσ παροχισ ιςχφοσ ςτο όργανο, τα θλεκτρονικά 

του οργάνου και ςυγκεκριμζνα οι διατάξεισ ψθφιοποίθςθσ, κ.α. 

Πςον αφορά ςτθν ευαιςκθςία, το βζλτιςτο αποτζλεςμα λαμβάνεται όταν 

εξαςφαλίηεται ότι  τα ιόντα με χαμθλό m/z κάκε νζου ‘πακζτου’ ιόντων δεν κα φκάνουν 

ςτον ανιχνευτι τθν ίδια χρονικι ςτιγμι με τα βαρφτερα ιόντα του προθγοφμενου ‘πακζτου’.  

Γενικά, όπωσ αναφζρκθκε και πρωτφτερα, απαιτείται χριςθ τεχνικϊν που 

επιτυγχάνουν ζνα ςυμβιβαςμό μεταξφ ευαιςκθςίασ και διαχωριςτικισ ικανότθτασ. 

 

2.5.3.4. Ανακλαςτικό κάτοπτρο (reflecton) 

Βαςικόσ ςκοπόσ του ανακλαςτικοφ κατόπτρου (ςχιμα 2.6) είναι θ αφξθςθ του 

χρόνου πτιςθσ των ιόντων, χωρίσ αφξθςθ του μικουσ του ςωλινα πτιςθσ του οργάνου. 

Ραράλλθλα επιτυγχάνεται μείωςθ τθσ διαςποράσ ταχυτιτων για ιόντα με το ίδιο m/z. Πλα 

τα παραπάνω ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθ βελτίωςθ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ του 

οργάνου. 

 

χιμα 2.6: Μθχανιςμόσ λειτουργίασ ανακλαςτικοφ κατόπτρου. m και Ε οι μάηεσ και οι ενζργειεσ των ιόντων 

αντίςτοιχα. Τα ιόντα με μεγαλφτερθ ενζργεια, διειςδφουν βακφτερα ςτο κάτοπτρο και τελικά φκάνουν ςτον 

ανιχνευτι ςτον ίδιο χρόνο με τα ιόντα που είχαν μικρότερθ ενζργεια 

Θ διάταξθ αυτι θ οποία χρθςιμοποιικθκε και ςτθν παροφςα εργαςία λειτουργεί ωσ 

εξισ: Το ανακλαςτικό κάτοπτρο τοποκετείται απζναντι από τθν παλμικι πθγι ιόντων και ο 

ανιχνευτισ ςτθν ίδια πλευρά και παράλλθλα προσ αυτιν. Στα ιόντα, λίγο αφότου ειςζλκουν 

ςτο ςωλινα πτιςθσ, εφαρμόηεται ζνα δυναμικό 25% μικρότερο από αυτό τθσ πθγισ. Με 

αυτόν τον τρόπο τα ιόντα υφίςτανται μια επιβράδυνςθ τθσ τάξθσ του 25% περίπου τθσ 
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ταχφτθτάσ τουσ. Στθ ςυνζχεια τα ιόντα υφίςτανται τθν εφαρμογι ενόσ δεφτερου δυναμικοφ 

το οποίο είναι ελαφρά μεγαλφτερο από αυτό τθσ πθγισ, με αποτζλεςμα να διειςδφουν ςτο 

ανακλαςτικό κάτοπτρο και ςχεδόν να ςταματοφν. Ακολοφκωσ με εφαρμογι του ίδιου 

δυναμικοφ που αρχικά τα επιβράδυνε, τα ιόντα κα επιταχυνκοφν ξανά και κα φτάςουν ςτον 

ανιχνευτι με τθν ίδια ταχφτθτα (και αντίκετθ κατεφκυνςθ) που αρχικά ειςιλκαν ςτο 

ςωλινα πτιςθσ. 

Τα ιόντα που ζχουν μεγαλφτερθ κινθτικι ενζργεια, άρα και μεγαλφτερθ ταχφτθτα, 

κα διειςδφςουν βακφτερα ςτθν περιοχι του ανακλαςτικοφ κατόπτρου από ότι τα ιόντα με 

μικρότερθ κινθτικι ενζργεια. Επομζνωσ τα ταχφτερα ιόντα κα περνοφν περιςςότερθ ϊρα 

μζςα ςτθν περιοχι του κατόπτρου και κα φτάνουν ςτον ανιχνευτι ςχεδόν τθν ίδια ςτιγμι 

με τα βραδφτερα ιόντα ομοίου m/z. 

Θ ικανότθτα του ανακλαςτικοφ κατόπτρου να διορκϊνει τθ διαςπορά μζχρι και 20 

eV ςτισ κινθτικζσ ενζργειεσ ιόντων με ίδιο m/z, είναι ςθμαντικότερθ από τθν αφξθςθ του 

χρόνου πτιςθσ που επίςθσ επιτυγχάνεται. 

Ρρζπει να ςθμειωκεί ότι πολλά ςφγχρονα όργανα ΤΟF ζχουν πάνω από ζνα 

ανακλαςτικά κάτοπτρα. Άλλωςτε το ολοζνα αυξανόμενο ενδιαφζρον για μελζτθ ιόντων με 

λόγο m/z πάνω και από 50000, απαιτεί τθν επίτευξθ όςο το δυνατόν καλφτερθσ 

διαχωριςτικισ ικανότθτασ. 

 

2.5.3.5. Ορκογϊνια επιτάχυνςθ ιόντων (orthogonal acceleration) 

Θ τεχνικι αυτι ζχει ωσ ςκοπό να βελτιϊςει τθν ευαιςκθςία του οργάνου χωρίσ να 

μειϊςει τθν διαχωριςτικι του ικανότθτα. Θ αρχι λειτουργίασ τθσ βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι 

ιόντα με αρχικζσ ταχφτθτεσ κάκετεσ ςτο ςωλινα πτιςθσ παρουςιάηουν μικρότερθ 

διαςπορά χρόνων πτιςθσ. Στθ διάταξθ αυτι υπάρχει ζνασ πρόςκετοσ χϊροσ, ελεφκεροσ 

πεδίου, όπου ‘μαηεφονται’ τα ιόντα που προιλκαν από τθν πθγι ιοντιςμοφ. Σε αυτόν τον 

χϊρο εφαρμόηεται ταχφσ παλμόσ δυναμικοφ ζτςι, ϊςτε τα ιόντα να ειςζλκουν ςε δεφτερο 

χϊρο. Εκεί τα ιόντα υφίςτανται επιτάχυνςθ με φορά κάκετθ προσ τθν αρχικι τουσ 

κατεφκυνςθ και ειςζρχονται ςτο ςωλινα πτιςθσ. 

 

2.6. ΑΝΙΧΝΕΤΣΘ[33, 34, 43, 47] 

Θ ανίχνευςθ ιόντων ςε εφαρμογζσ TOF είναι απαιτθτικι λόγω τθσ μικρισ κλίμακασ 

χρόνου ςτθν οποία γίνεται θ άφιξθ των ιόντων. Ο ανιχνευτισ ενόσ αναλυτι TOF μπορεί να 

είναι ζνασ θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτισ (electron multiplier) ι – όπωσ ςτθν παροφςα 

εργαςία – ζνασ ανιχνευτισ πλακϊν πολλαπλισ διζλευςθσ (multi-channel plate detector, 

MCP). Κάκε ‘πακζτο’ ιόντων που φκάνει ςτον ανιχνευτι μετατρζπεται ςε μια κορυφι m/z 

ςτο λαμβανόμενο φάςμα. 

Στθν περίπτωςθ του ΜC (Σχιμα 2.7), όταν ζνα ιόν ολοκλθρϊςει τθν ‘πτιςθ’ του, 

προςπίπτει πάνω ςε μια λεπτι επιφάνεια που δεν είναι παρά μια πλάκα από πλικοσ 

μικροςκοπικϊν ςωλινων (multi-channels). 
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χιμα 2.7: Ανιχνευτισ φαςματομζτρου τφπου MCP
 

Με τθν πρόςκρουςθ του, απελευκερϊνεται ζνα ι περιςςότερα θλεκτρόνια τα 

οποία προςκροφουν ςτα τοιχϊματα των ‘multi-channels’ και με τθ ςειρά τουσ παράγουν 

ζνα ‘καταρράκτθ’ θλεκτρονίων. Συγκεκριμζνα, ςε κάκε ειςερχόμενο ιόν αντιςτοιχοφν 10 

παραγόμενα θλεκτρόνια, τα οποία μετά τθν ζξοδο τουσ από τον ΜC, προςκροφουν ςε 

ταλαντωτι που με τθ ςειρά του εκπζμπει φωτόνια. Θ ακτινοβολία αυτι, μζςω ενόσ 

φωτοπολλαπλαςιαςτι (photomultiplier tube, PMT), μετατρζπεται ςε θλεκτρικό ςιμα. Το 

θλεκτρικό αυτό ςιμα εκφράηεται ωσ ςυνάρτθςθ του χρόνου πτιςθσ t και ςτθ ςυνζχεια ωσ 

ςυνάρτθςθ των λόγων m/z. 

Το ςιμα που λαμβάνεται από τον ανιχνευτι, ςε χρονικά διαςτιματα τθσ τάξθσ των 

nsec, πρζπει να ψθφιοποιθκεί με κατάλλθλα και απαιτθτικά ςυςτιματα που επιτρζπουν 

τθν καταγραφι χιλιάδων φαςμάτων ανά sec. Τζτοια ςυςτιματα είναι τα ITRs (Intergrating 

Transient Records) και τα TDCs (Τime-to-Digital Converters). 

 

2.7 ΤΗΕΤΓΜΕΝΘ ΦΑΜΑΣΟΜΕΣΡΙΑ ΜΑΗΩΝ (MS/MS)[33-35] 

Οι πλθροφορίεσ που λαμβάνονται με τθ χριςθ απλισ φαςματομετρίασ μαηϊν (ΜS) 

είναι πολλζσ φορζσ ανεπαρκείσ, ειδικά όταν αυτι ςυνδυάηεται με μαλακό ιοντιςμό, ο 

οποίοσ παράγει μικρό αρικμό κραυςμάτων. Για τθν ταυτοποίθςθ ενϊςεων ςε πολφπλοκα 

μίγματα χρειάηονται πρόςκετεσ πλθροφορίεσ που λαμβάνονται με τθν εφαρμογι 

ςυηευγμζνθσ ι δίδυμθσ φαςματομετρίασ μαηϊν (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS). 

Θ ςυηευγμζνθ φαςματομετρία μαηϊν (tandem mass spectrometry) βαςίηεται ςτθν 

απομόνωςθ ενόσ ςυγκεκριμζνου ιόντοσ λόγου m/z (πρόδρομο ιόν) το οποίο ςτθ ςυνζχεια 

υφίςταται κραυςματοποίθςθ προσ κυγατρικά ιόντα και περιλαμβάνει δφο ι περιςςότερα 

ςτάδια φαςματομετρικισ ανάλυςθσ. Για να επιτευχκεί ο παραπάνω ςτόχοσ γίνεται ςφνδεςθ 
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πολλϊν αναλυτϊν ςτθ ςειρά (υβριδικά φαςματόμετρα). Θ πλζον δθμοφιλισ τεχνικι για 

επίτευξθ MS/MS είναι αυτι του τριπλοφ τετραπόλου. Στθν παροφςα εργαςία 

χρθςιμοποιικθκε ςφνδεςθ τετραπόλου (Q) με αναλυτι TOF. 

Στθ δίδυμθ φαςματομετρία μαηϊν, τα ιόντα, ενϊ ζχουν αποκτιςει αρκετι 

εςωτερικι ενζργεια, δφναται να κραυςματοποιθκοφν ϊςτε να δϊςουν παραγόμενα ιόντα - 

τα κραφςματα – και ουδζτερα κραφςματα. Αυτά τα κραφςματα μποροφν να διακρικοφν 

ςφμφωνα με το χϊρο όπου ζγιναν οι κραυςματοποιιςεισ. Εάν ο χρόνοσ ηωισ του ιόντοσ 

είναι μεγαλφτεροσ από το χρόνο πτιςθσ, τότε το ιόν φτάνει ςτον ανιχνευτι χωρίσ να 

πραγματοποιθκεί κραυςματοποίθςθ. Ενϊ, εάν ο χρόνοσ ηωισ του ιόντοσ είναι μικρότεροσ 

από το χρόνο που ξοδεφει το ιόν πριν τθν επιτάχυνςθ, το ιόν κραυςματοποιείται πριν να 

εκδιωχκεί από τθν πθγι. Οι κραυςματοποιιςεισ διαχωρίηονται ςτισ κραυςματοποιιςεισ 

εντόσ τθσ πθγισ (In Source Decay, ESD) και εκτόσ τθσ πθγισ (Post Source Decay, PSD). Το 

πρόδρομο ιόν και τα κραφςματα ιόντων ζχουν τθν ίδια κινθτικι ενζργεια μετά τθν 

επιτάχυνςθ κι ζτςι φτάνουν ςτον ανιχνευτι ξεχωριςτά, ανάλογα με το λόγο m/z. Ο χρόνοσ 

ηωισ ενόσ ιόντοσ μπορεί να είναι ενδιάμεςοσ του χρόνου που ξοδεφει ςτθν πθγι και ςτο 

χρόνο πτιςθσ του. Τα ςυγκεκριμζνα αυτά ιόντα είναι αρκετά ςτακερά ϊςτε να «αφιςουν» 

τθν πθγι αλλά περιζχουν αρκετι περίςςεια ενζργεια ϊςτε να επιτρζψουν τθ 

κραυςματοποίθςι τουσ ςτθν ελεφκερθ περιοχι του ςωλινα πτιςθσ, πριν να φτάςουν ςτον 

ανιχνευτι. Αυτό αντιςτοιχεί ςτθ κραυςματοποίθςθ μεταςτακϊν ιόντων. 

Σε ζνα ςφςτθμα MS/MS το μίγμα ςτόχοσ ιοντίηεται επιλεκτικά και τα 

χαρακτθριςτικά του ιόντα διαχωρίηονται από τ’ άλλα του μίγματοσ. Τα επιλεγμζνα 

πρωταρχικϊσ ιόντα ςυγκροφονται κατόπιν με μόρια ενόσ αδρανοφσ αζριου ςε μια 

ενδιάμεςθ περιοχι αντιδράςεων (collision cell), ϊςτε να παραχκοφν κραφςματα τα οποία 

χωρίηονται και ταυτοποιοφνται ςτο δεφτερο φαςματόμετρο. Κάκε αναλυτισ μαηϊν 

ςαρϊνει, και επιτρζπει τθ δίοδο ενόσ μόνο ιόντοσ ι όλων των διερχομζνων ιόντων. Στo 

ενδιάμεςο δφο φαςματομετριςεων τα ιόντα υποβάλλονται ςε οριςμζνεσ από τισ παρακάτω 

διαδικαςίεσ: ςυγκροφςεισ με ουδζτερα ι αδρανι αζρια (π.χ. He), ςυγκροφςεισ με 

επιφάνειεσ, αλλθλεπίδραςθ με φωτόνια, θλεκτρόνια ι άλλα ιόντα, επιτάχυνςθ ι 

επιβράδυνςθ, εξουδετζρωςθ, αποςφνκεςθ – διάςπαςθ.  

Θ πολλαπλότθτα των επιλογϊν αυτϊν επιτρζπει απεριόριςτεσ επιλογζσ ωσ προσ τον 

τρόπο λιψθσ των φαςμάτων δίδυμθσ φαςματομετρίασ μαηϊν. Ενδεικτικά οι κυριότερεσ 

είναι οι εξισ: 

 Σάρωςθ του κυγατρικοφ ιόντοσ. Αποτελεί τθν πιο διαδεδομζνθ μζκοδο 

ςάρωςθσ ςε MS/MS. Επιλζγεται ςυγκεκριμζνο ιόν ςτον πρϊτο αναλυτι και 

διοχετεφεται υψθλι ι χαμθλι ενζργεια ςε αυτό. Ακολουκεί 

κραυςματοποίθςθ ςτθν ενδιάμεςθ περιοχι αντιδράςεων και τα 

παραγόμενα ιόντα οδθγοφνται ςτο δεφτερο αναλυτι, όπου διαχωρίηονται 

ςφμφωνα με το λόγο m/z. Λαμβάνεται ζτςι το φάςμα των παραγόμενων 

ιόντων. 

 Σάρωςθ του πρόδρομου ιόντοσ. 
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 Ραρακολοφκθςθ προεπιλεγμζνου ιόντοσ/ιόντων (Single/Multiple Reaction 

Monitoring- SRM/MRM). Ρροεπιλζγεται ςυγκεκριμζνο ιόν με λόγο m/z ςτον 

πρϊτο αναλυτι, οπότε αυξάνει εντυπωςιακά το ςιμα των ιόντων που μασ 

ενδιαφζρει. Ακολουκεί κραυςματοποίθςθ ςτθν ενδιάμεςθ περιοχι 

αντιδράςεων. Κατόπιν επιλζγεται ςυγκεκριμζνο ιόν. Τα παραγόμενα ιόντα 

οδθγοφνται ςτο δεφτερο αναλυτι, απ’ όπου εξζρχεται ιόν προεπιλεγμζνου 

λόγου m/z. 

 Σάρωςθ ςτακερισ απϊλειασ ι ςτακερισ προςκικθσ ουδζτερου 

κραφςματοσ. 

 

Θ ςφνδεςθ Q-TOF (ςχιμα 2.8) περιγράφθκε για πρϊτθ φορά το 1996 ωσ μια τεχνικι 

που ςυνδυάηει τθν ικανότθτα ςάρωςθσ ενόσ τετραπόλου με τθ διαχωριςτικι ικανότθτα του 

αναλυτι TOF και μπορεί να παράγει απλά και καλισ ποιότθτασ φάςματα, τόςο MS, όςο και 

MS/MS. Ζνα τετράπολο Q1 ςυνδζεται με ζνα δεφτερο αναλυτι q2 ο οποίοσ καλείται 

κυψελίδα ςυγκροφςεων *ςτθν παροφςα εργαςία θ κυψελίδα ςυγκροφςεων (collision cell) 

ιταν ζνα εξάπολο+. 

 

χιμα 2.8: Διάταξθ αναλυτι Q-TOF με διπλό ανακλαςτικό κάτοπτρο 

Ο q2 ςυνδζεται με τον αναλυτι TOF ςε ορκογϊνια διάταξθ. Στο Q1 γίνεται θ 

επιλογι του επικυμθτοφ πρόδρομου ιόντοσ, το οποίο οδθγείται ςτο q2 όπου ςυγκροφεται 

με περίςςεια αδρανοφσ αερίου παράγοντασ κυγατρικά ιόντα. Ο διαχωριςμόσ και θ μζτρθςθ 

των κυγατρικϊν ιόντων γίνεται ςτον αναλυτι TOF. Θ ςφγκρουςθ του πρόδρομου ιόντοσ με 

αδρανζσ αζριο (collision induced dissociation, CID) ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ ζγινε με 

χαμθλι ενζργεια μικρότερθ των 100 eV. 
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Σθμειϊνεται ότι ςτα περιςςότερα ςυςτιματα Q-TOF υπάρχει ζνα πρόςκετο 

τετράπολο ι οκτάπολο πριν το Q1, το οποίο βοθκά τθν εςτίαςθ των ιόντων ςτο χϊρο. 

 
2.8 ΤΗΕΤΞΘ ΤΓΡΟΧΡΩΜΑΣΟΓΡΑΦΙΑ ΜΕ ΦΑΜΑΣΟΜΕΣΡΟ ΜΑΗΩΝ[32-34] 

Μζχρι ςτιγμισ παρουςιάςτθκαν τα βαςικά ςτοιχεία, τόςο τθσ 

υγροχρωματογραφίασ, όςο και του φαςματομζτρου μαηϊν. Βαςικό πρόβλθμα ςτθ ςφνδεςθ 

LC-MS είναι θ αςυμβατότθτα μεταξφ των ςχετικά μεγάλων όγκων διαλυτϊν που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθν υγροχρωματογραφία και ςτο κενό που απαιτείται ςτθ 

φαςματομετρία. Για τθν επίλυςθ του προβλιματοσ αυτοφ ζχουν προτακεί διάφορα 

ςχιματα διαςφνδεςθσ, ζνα από τα οποία είναι ο ιοντιςμόσ με ESI που περιγράφθκε ςτο 

υποκεφάλαιο 2.4. Στον πίνακα 2.3 που ακολουκεί δίνονται ςυνοπτικά τα προβλιματα 

ςφηευξθσ LC-MS, οι τρόποι επίλυςισ τουσ, κακϊσ και τα πλεονεκτιματα τθσ χριςθσ ενόσ 

ςυςτιματοσ LC-MS ςτθν ανάλυςθ. 

 

Πίνακασ 2.3: Χαρακτθριςτικά ςφηευξθσ LC-MS 

Πλεονεκτιματα 
φηευξθσ LC-MS 

Προβλιματα 
φηευξθσ LC-MS 

Επίλυςθ Προβλθμάτων 
φηευξθσ LC-MS 

Ρροςδιοριςμόσ μθ πτθτικϊν 
(αποφυγι ςταδίου 

παραγωγοποίθςθσ) και 
κερμοευαίςκθτων ουςιϊν 

Αςυμβατότθτα μεγάλων 
όγκων διαλυτϊν τθσ LC και 
του κενοφ που απαιτεί το 

MS 

Χριςθ τεχνικϊν ιοντιςμοφ, 
όπωσ ESI, APCI, MALDI 

Mελζτθ αναλυτϊν με 
μεγάλο εφροσ μοριακϊν 

βαρϊν (<1000 Da: φάρμακα 
και μεταβολίτεσ τουσ, 

>100000 Da : βιοπολυμερι) 

Αςυμβατότθτα με τα μθ 
πτθτικά ρυκμιςτικά 

διαλφματα τθσ κινθτισ 
φάςθσ 

Χριςθ πτθτικϊν 
ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων 
και ρυκμιςτικϊν pH τθσ 

κινθτισ φάςθσ. 

Το MS(MS) είναι ο πιο 
αξιόπιςτοσ ανιχνευτισ για 
τθν ταυτοποίθςθ ενϊςεων 
(προςδιοριςμόσ μοριακοφ 

βάρουσ, δομισ) 

 

Διαχωριςμόσ ροισ κινθτισ 
φάςθσ ϊςτε να ειςάγεται 
μικρό κλάςμα ςτθν πθγι 

ιοντιςμοφ 

Υψθλι εκλεκτικότθτα και 
ευαιςκθςία 

 

Χριςθ ςτθλϊν μικρισ 
διαμζτρου με 

μικροςωματιδιακό 
πλθρωτικό υλικό 

Χριςθ ιςοτοπικά 
επιςθμαςμζνων εςωτερικϊν 

προτφπων προσ επίτευξθ 
ποςοτικϊν προςδιοριςμϊν 

με υψθλι ακρίβεια 
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2.9 ΕΦΑΡΜΟΓΘ ΣΘ ΣΕΧΝΙΚΘ LC-QTOFMS(MS) ΣΟΝ ΕΛΕΓΧΟ ΝΣΟΠΙΝΓΚ[49-54] 

Θ τεχνικι LC-MS(MS) ζχει επθρεάςει αποφαςιςτικά τθν ανάλυςθ ςτον ζλεγχο 

ντόπινγκ. Κερμοευαίςκθτεσ, μθ πτθτικζσ ι μεγάλου μοριακοφ βάρουσ ουςίεσ, ςτισ οποίεσ 

δεν μποροφν να εφαρμοςτοφν τεχνικζσ όπωσ θ GC-MS ι ανοςοχθμικζσ μζκοδοι, μποροφν 

πλζον και ανιχνεφονται με μεγάλθ ευαιςκθςία και ειδικότθτα, χωρίσ επιπλζον τθ 

μεςολάβθςθ ςταδίου παραγωγοποίθςθσ (π.χ. τα αςτακι προϊόντα παραγωγοποίθςθσ των 

γλυκοκορτικοςτεροειδϊν). Ειδικότερα με τθ χριςθ του αναλυτι TOF, θ ταχεία ταυτόχρονθ 

ςάρωςθ εκατοντάδων ουςιϊν με αξιοπιςτία και ακρίβεια για ζνα τεράςτιο εφροσ μαηϊν 

βοθκά ςθμαντικά τισ αναλφςεισ ςε επίπεδο ρουτίνασ. Θ δυνατότθτα εφαρμογισ MS/MS και 

θ καλι διαχωριςτικι ικανότθτα του Q-TOF επιτρζπει τθν ταυτοποίθςθ ουςιϊν ςε δείγματα 

πολφπλοκθσ μιτρασ, όπωσ τα οφρα. Θ τεχνικι QTOFMS μπορεί να ςυνδυαςτεί, τόςο με 

κετικό, όςο και με αρνθτικό ιοντιςμό αυξάνοντασ ζτςι το πεδίο των ουςιϊν που 

ανιχνεφονται. Ραράδειγμα αποτελεί θ ανίχνευςθ κειικϊν εςτζρων των ουςιϊν. 

Σε ότι αφορά ςτθν ανάλυςθ βιολογικϊν δειγμάτων, θ τεχνικι LC-QTOFMS(MS) 

επιτρζπει τον προςδιοριςμό τθσ δομισ, ακόμθ και αγνϊςτων ουςιϊν, χωρίσ τθ χριςθ 

προτφπων διαλυμάτων, με ςυνδυαςμό των πλθροφοριϊν που δίνει για τα ακριβι μοριακά 

βάρθ των ανιχνευόμενων ουςιϊν με βιβλιογραφικά δεδομζνα μεταβολιςμοφ. Θ 

δυνατότθτα αποκάλυψθσ αγνϊςτων ςυνκετικϊν ουςιϊν ςε χρονικό διάςτθμα πολφ 

μεταγενζςτερο του αρχικοφ χρόνου ανάλυςθσ των βιολογικϊν δειγμάτων, με απλό 

επανζλεγχο των ιδθ αποκθκευμζνων αναλυτικϊν δεδομζνων, αποτελεί ςθμαντικό 

πλεονζκτθμα τθσ τεχνολογίασ TOF. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΕΞΟΠΛΙΜΟ – ΑΝΣΙΔΡΑΣΘΡΙΑ – ΠΡΟΕΣΟΙΜΑΙΑ ΔΕΙΓΜΑΣΩΝ 

 

3.1 ΕΡΓΑΣΘΡΙΑΚΟ ΕΞΟΠΛΙΜΟ 

3.1.1 Εργαςτθριακζσ ςυςκευζσ 

 Αυτόματεσ πιπζττεσ τφπου Finipipette – Thermo Lab systems μεταβλθτοφ όγκου 2-

20 μl, 20-200 μl, 200-1000 μl, 1-5 ml. 

 Αυτόματεσ πιπζττεσ τφπου Eppedorf μεταβλθτοφ όγκου 2-20 μl, 20-200 μl, 200-1000 

μl, 1-5 ml. 

 Αυτόματθ επαναλθπτικι πιπζττα τφπου Finipipette – Thermo Lab systems 

μεταβλθτοφ όγκου 10-5000 μl. 

 Αυτόματοσ αναδευτιρασ περιδίνθςθσ τφπου Vortex, για τθν ανάδευςθ διαλυμάτων 

και δειγμάτων. 

 Διακριβωμζνοσ αναλυτικόσ ηυγόσ τφπου AND, GR-200, τεςςάρων δεκαδικϊν 

ψθφίων, μζγιςτου φορτίου ηφγιςθσ 210 g. 

 Εργαςτθριακζσ μεταλλικζσ ςπάτουλεσ τφπου Roth. 

 Εργαςτθριακά κερμόμετρα. 

 Κάκετοι και οριηόντιοι ανακινθτιρεσ για τθν ανακίνθςθ των δειγμάτων πριν τθ 

φυγοκζντρθςθ. 

 Κλίβανοσ τφπου Shimaden SR30 με εφροσ λειτουργίασ 0-400 οC για τθν ενηυμικι 

υδρόλυςθ των δειγμάτων. 

 Μεταλλόλουτρα (hot block) τφπου Techne Drib-lock DB3 για τθν εξάτμιςθ τθσ 

οργανικισ ςτοιβάδασ, αποτελοφμενα από κερμαντικι πλάκα κατάλλθλων οπϊν για 

τθν υποδοχι εςμυριςμζνων κωνικϊν ςωλινων και με δυνατότθτα 

παρακολοφκθςθσ τθσ κακοριςμζνθσ και πραγματικισ τιμισ τθσ κερμοκραςίασ. 

 Συςκευι εξάτμιςθσ αποτελοφμενθ από ςφςτθμα διανεμθτι αερίου αηϊτου (N2), 27 

κζςεων και μεταλλόλουτρο. 

 Συςκευι παραγωγισ νεροφ υψθλισ κακαρότθτασ τφπου Milli-Q Academic (MS2), 

Millipore. 

 Φαρμακευτικόσ ηυγόσ τφπου CASBEE, MW 1200, αναγνωςιμότθτασ 0,1 g, για τθν 

ιςοβάρυνςθ των δοκιμαςτικϊν ςωλινων πριν τθ φυγοκζντρθςθ. 

 Φυγόκεντροσ τφπου Z510 BHG, HERMLE, 30 κζςεων με μζγιςτθ επιτρεπόμενθ 

διαφορά βάρουσ των αντιδιαμετρικϊν ομάδων 0,5 g. 

 Χρονόμετρα 

 Ψαλίδι ανοίγματοσ και κλειςίματοσ φιαλιδίων αυτόματου ειςαγωγζα. 

3.1.2 Τάλινα ςκεφθ και αναλϊςιμα 

 Διακριβωμζνεσ ογκομετρικζσ φιάλεσ όγκου 1, 2, 5, 10, 20, 50 και 100 ml. 

 Ογκομετρικζσ φιάλεσ όγκου 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50 ml. 

 Ρλαςτικά πϊματα ογκομετρικϊν φιαλϊν. 

 Ογκομετρικοί κφλινδροι 10, 50, 100, 500 και 1000 ml. 
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 Υάλινοι εςμυριςμζνοι κωνικοί δοκιμαςτικοί ςωλινεσ όγκου 10 ml. 

 Υάλινα εςμυριςμζνα πϊματα. 

 Υάλινοι ψθλοί βιδωτοί δοκιμαςτικοί ςωλινεσ, όγκου 15 ml. 

 Υάλινα διαφανι φιαλίδια (vials) αυτόματου ειςαγωγζα χωρθτικότθτασ 2 ml. 

 Μικροφιαλίδια (micro-insert), διαφανι με κωνικό πυκμζνα, χωρθτικότθτασ 200 μl. 

 Καπάκια υάλινων διάφανων φιαλιδίων πάχουσ 1mm. 

 Ρλαςτικά ρφγχθ (tips) αυτόματων πιπετϊν και επαναλθπτικισ πιπζτασ. 

 Υάλινεσ πιπζτεσ Pasteur 230 mm. 

 Φφαςμα για τον κακαριςμό του καλάμου ψεκαςμοφ. 

 
3.2 ΑΝΣΙΔΡΑΣΘΡΙΑ ΚΑΙ ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΕΡΓΑΙΑ 

Οι διαλφτεσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ HPLC 

grade ι analytical ι υψθλότερου βακμοφ: 

 Ακετονιτρίλιο, (ACN), βακμοφ κακαρότθτασ LC/MS (Scharlau, Scharlab, Spain). 

 Νερό (H2O), διςαπεςταγμζνο και περαιτζρω κακαριςμζνο με ςυςκευι Millipore, 

βακμοφ κακαρότθτασ HPLC. 

 Διάλυμα ιςοπροπανόλθσ – νεροφ αναλογίασ 50/50 (v/v) για τον κακαριςμό του 

καλάμου ψεκαςμοφ. 

 Μεκανόλθ, CH3OH, κακαρότθτασ 99,8% (Merck, Darmstadt, Germany). 

 Φορμικό οξφ (HCCOH), κακαρότθτασ 98,0%(Riedel-de Haen). 

 Φορμικό αμμϊνιο (HCOONH4), κακαρότθτασ 97,0% (Sigma-Aldrich). 

 Διάλυμα βακμονόμθςθσ και ρφκμιςθσ φαςματομζτρου TOF-MS (ESI-Low 

Concentration Tuning Mix, P/NG1969-85000, Agilent Technologies, Santa Clara, 

California, USA). Ρρόκειται για μίγμα 13 ουςιϊν (βεταίνθ, αμμωνιακό άλασ 

τριφκοροξικοφ οξζοσ, εξαμεκοξυ-φωςφαηίνθ και πολυφκοριωμζνα παράγωγα 

φωςφαηίνθσ και τριαηίνθσ) διαλυμζνεσ ςε μίγμα ακετονιτριλίου/νεροφ 95/5 (v/v). 

 Ρακζτο παραςκευισ διαλφματοσ διόρκωςθσ και βακμονόμθςθσ φαςματομζτρου 

TOF (API-TOF Reference Mass Solution Kit, P/NG1969085001, Agilent Technologies) 

που αποτελείται από δφο αμποφλεσ (2,2 ml) διαλφματοσ εξάκισ-(1H,1H,3H-

τετραφλουοροπροποξυ)-φωςφαηίνθσ (HP-0921) 2,5 mM ςε ακετονιτρίλιο. 

 Διαλφτθσ αναςφςταςθσ LC/TOF-MS με απλι ανάμιξθ διαλυτϊν κινθτισ φάςθσ με 

αναλογία Α/Β 80/20 (v/v). 

 

3.3 ΔΙΑΛΤΣΕ ΚΙΝΘΣΘ ΦΑΘ LC-QTOF 

Θ κινθτι φάςθ περιλαμβάνει το διαλφτθ Α και το διαλφτθ Β. Θ παραςκευι τουσ ζχει 

ωσ ακολοφκωσ: 

 Διαλφτθσ Α: Υδατικό διάλυμα φορμικοφ αμμωνίου (HCOONH4) 5 mM και φορμικοφ 

οξζοσ (HCOOH) 0,01% (v/v). Ηυγίηονται 0,315 g φορμικοφ αμμωνίου και 

μεταφζρονται ςε υάλινθ φιάλθ 1 L με βιδωτό πϊμα. Ακολουκεί διάλυςθ με 1L 

διςαπεςταγμζνο νερό και προςκικθ 100 μl φορμικοφ οξζοσ. Θ φιάλθ πωματίηεται 

και αναδεφεται καλά. 

 Διαλφτθσ Β: Διάλυμα φορμικοφ αμμωνίου (HCOONH4) 5 mM και φορμικοφ οξζοσ 

(HCOOH) 0,01% (v/v) ςε μίγμα ακετονιτριλίου/νεροφ 90/10 (v/v): Ηυγίηονται 0.315 g 
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φορμικοφ αμμωνίου και μεταφζρονται ςε υάλινθ φιάλθ 1L με βιδωτό πϊμα και 

διαλφονται προςεκτικά με 100 ml διςαπεςταγμζνο νερό. Ακολουκεί προςκικθ 100 

μl φορμικοφ οξζοσ και 900 ml ακετονιτριλίου LC-MS, πωματιςμόσ τθσ φιάλθσ και 

καλι ανάδευςθ του μίγματοσ. 

 Διαλφτθσ Ζκπλυςθσ: Διάλυμα ακετονιτριλίου-νεροφ με αναλογία ACN/H2O 80/20 

(v/v) για τθν ζκπλυςθ του ςυςτιματοσ ειςαγωγισ δείγματοσ του 

υγροχρωματογράφου. 

 

3.4 ΔΙΑΛΤΣΘ ΑΝΑΤΣΑΘ (ΔΑ) 

Για τθν αναςφςταςθ των αναλυόμενων δειγμάτων παραςκευάςτθκε διαλφτθσ (ΔΑ) 

ωσ εξισ: Λιψθ 800 ml Διαλφτθ Α κινθτισ φάςθσ LC-QTOF με ογκομετρικό κφλινδρο 1 L και 

απόχυςι τουσ ςε υάλινθ φιάλθ. Λιψθ 200 ml Διαλφτθ Β κινθτισ φάςθσ LC-QTOF με 

ογκομετρικό κφλινδρο 1 L και απόχυςι τουσ ςτθν ίδια υάλινθ φιάλθ. Ρροκφπτει ο διαλφτθσ 

αναςφςταςθσ H2O/ACN ςε αναλογία 80/20 (v/v). 

 

3.5 ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΠΑΡΑΚΑΣΑΘΘΚΘ 

Ρρόκειται για διαλφματα παρακατακικθσ του εργαςτθρίου για τισ υπό 

προςδιοριςμό ουςίεσ, παραςκευαςμζνα, είτε με ηφγιςθ κατάλλθλθσ ποςότθτασ ςτερεοφ και 

διάλυςθ, είτε με διάλυςθ προηυγιςμζνθσ ποςότθτασ ουςίασ ςε αμποφλα, είτε με κατάλλθλθ 

αραίωςθ υλικοφ αναφοράσ ςε μορφι διαλφματοσ χρθςιμοποιϊντασ τον κατάλλθλο διαλφτθ 

(ςυνικωσ μεκανόλθ ι νερό), είτε με κονιοποίθςθ υλικϊν αναφοράσ ςε μορφι διςκίου, 

ηφγιςθ, διάλυςθ ςε κατάλλθλο διαλφτθ υποβοθκοφμενθ από λουτρό υπεριχων και 

διζλευςθ του διαλφματοσ από φίλτρα. Πλα τα διαλφματα παρακατακικθσ των αναλυτϊν 

φυλάςςονται ςε ςκουρόχρωμα φιαλίδια και ςε καταψφκτεσ ςτουσ -20οC. 

 

3.6 ΠΟΛΤΤΣΑΣΙΚΑ ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ 

Στο εργαςτιριο υπάρχουν 7 πολυςυςτατικά διαλφματα απαγορευμζνων ουςιϊν, τα 

οποία φυλάςςονται ςε ογκομετρικζσ φιάλεσ ςε κερμοκραςία -8-0οC. Για τισ ανάγκεσ τθσ 

παροφςασ ερευνθτικισ εργαςίασ αναλφκθκαν 3 πολυςυςτατικά διαλφματα ουςιϊν (CALH1-

CALH3) κακϊσ επίςθσ για τα πειράματα επικφρωςθσ, παραςκευάςτθκε πολυςυςτατικό 

διαλφμα. Τα πολυςυςτατικά διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν παρουςιάηονται ςτουσ 

Ρίνακεσ 3.1-3.3. 

 

3.6.1 Πολυςυςτατικό διάλυμα ελζγχου calb1 

Ωσ calb1 ορίηεται το πολυςυςτατικό διάλυμα το οποίο παραςκευάςτθκε για τα 

πειράματα επικφρωςθσ και του οποίου θ ςφςταςθ παρουςιάηεται ςτον πίνακα 3.8. 

Για τθν παραςκευι του αραιωμζνου διαλφματοσ ελζγχου επικφρωςθσ calb1, 

μεταφζρκθκαν κατάλλθλοι όγκοι προτφπων διαλυμάτων παρακατακικθσ και ζγινε 

αραίωςθ με μεκανόλθ ςε διακριβωμζνεσ ογκομετρικζσ φιάλεσ. Μετά τισ απαραίτθτεσ 

αραιϊςεισ, μεταφζρκθκαν κατάλλθλοι όγκοι του κάκε διαλφματοσ ςε μια ογκομετρικι των 

5 ml και ζγινε αραίωςθ μζχρι τθ χαραγι με μεκανόλθ αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ, 
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ζτςι ϊςτε να ζχουμε τελικι ςυγκζντρωςθ ίςθ με το MRPL, 0,1 μg/mL (ppm). Το 

πολυςυςτατικό διάλυμα μετά τθν παραςκευι του μεταφζρκθκε ςε ογκομετρικι φιάλθ και 

φυλάχκθκε ςε κερμοκραςία 0-4ο C. Δόκθκε προςοχι ςτο να παραςκευαςκεί το 

πολυςυςτατικό διάλυμα με τζτοιο τρόπο ζτςι, ϊςτε να μθν περιζχονται ςτο διάλυμα ουςίεσ 

που παρζχουν ίδια χαρακτθριςτικά ιόντα ςε κοντινοφσ χρόνουσ ανάςχεςθσ. 

 

3.6.2 Πολυςυςτατικά διαλφματα εργαςίασ 

Στθν επικφρωςθ των μεκόδων επιβεβαίωςθσ των διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν 

ουςιϊν περιλαμβάνεται και θ αξιολόγθςθ τθσ ειδικότθτασ (specificity) τθσ μεκόδου να 

ανιχνεφει μόνο τισ επιλεγμζνεσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ. Τοφτο αποδεικνφεται με τθ 

διάκριςθ μεταξφ ουςιϊν παρόμοιασ δομισ ι άλλων απαγορευμζνων ουςιϊν. Στα πλαίςια 

λοιπόν αυτά ελιφκθ κατάλλθλοσ όγκοσ από μια ςειρά πρότυπων μεκανολικϊν 

πολυςυςτατικϊν διαλυμάτων ελζγχου του εργαςτθρίου με κωδικοφσ CALH4-CALH7 

(πίνακεσ 3.4-3.7), τα οποία περιζχουν μια ςειρά από απαγορευμζνεσ διεγερτικζσ και 

ναρκωτικζσ ουςίεσ, χωρίσ ωςτόςο να περιζχουν τισ υπό ζλεγχο ουςίεσ του calb1. 

Το πολυςυςτατικό διάλυμα επικφρωςθσ παρουςιάηεται ςτον Ρίνακα 3.8. 
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Πίνακασ 3.1: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH1 

α/α Ουσία Θέση C(vial), ppm

1 4-DIMETHYLAMINOANTIPYRINE 018J06 5280

2 7- AMINO-FLUNITRAZEPAM 013H08 1740

3 ALPRAZOLAM 034 J01 1980

4 AMBROXOL HCl 018J03 4500

5 AMINEPTINE 013I08 17052

6 AMPYRONE 018H05 6540

7 APOMORPHINE HCl. HEMIHYDRATE 018I01 3820

8 AZAPERONE 018I09 1100

9 BENZBROMARONE 013F09 4478

10 BROMAZEPAM 018H04 2700

11 BROMHEXINE HCl 018G07 2300

12 BUSPIRONE HCl 013D08 2240

13 CHLORPHENIRAMINE MALEATE SALT 020B10 2767

14 CHLORPHENTERMINE HCl 020B03 2070

15 CHLORPROPAMIDE 020A04 2233

16 CLOBAZAM 020E01 3135

17 BEMEGRIDE 018I10 2780

18 BAMETHANE SULFATE SALT 018J09 2540

19 DIMEFLINE 020E10 2695

20 CARISOPRODOL 042E09 2040

21 PIROXICAM 042F01 2080

22 GLIMEPIRIDE 042F04 2040

23 OXAPROZIN 042F07 1000

24 ACETOHEXAMIDE 042G07 2040  
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Πίνακασ 3.2: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH2 

α/α Ουσία Θέση C(vial), ppm

1 1,7 - DIMETHYLXANTHINE 037E02 1978

2 CHLORDIAZEPOXIDE HCl 037E04 2033

3 CLONIDINE HCl 037E07 1966

4 CLORANOLOL HCl 037F01 2240

5 CYCLOBENZAPRINE HCl 037F04 1836

6 CYPROTERONE ACETATE 037F07 2520

7 DANTROLENE SODIUM SALT 037D10 1552

8 DIMETINDENE MALEATE 020D09 1324

9 DIPHENHYDRAMINE HCl 037G04 2149

10 DIPHENOXYLATE HCl 037G07 1567

11 DIPROPHYLLINE 037H01 2091

12 DOBUTAMINE 037H04 2000

13 DOXAPRAM HCl 037H07 2153

14 DOXEPIN HCl 037I01 2017

15 DOXYLAMINE SUCCINATE SALT 037I04 2380

16 DROFENINE HCl 037I07 1977

17 ETHOEPTAZINE CITRATE 037H10 2513

18 ETODOLAC 037J01 1100

19 FENSPIRIDE  HCl 037J04 1945

20 FLUNITRAZEPAM 037J07 2240  
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Πίνακασ 3.3: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH3 

α/α Ουσία Θέση C(vial), ppm

1 FLUOXETINE  HCl 021A03 1560

2 FLUPHENAZINE 2HCl 021D08 2100

3 GLAFENINE 021E03 2360

4 GUANABENZ ACETATE 022B10 1857

5 HALOPERIDOL 021D06 3880

6 HYDROXYZINE 2HCl 021D03 1800

7 HYOSCINE HCl 021B06 1920

8 ISOETHARINE MESYLATE 021C09 1660

9 ISOPROTERENOL HCl 021C06 2720

10 ISOPYRIN HCl 021C03 4400

11 LEVALLORPHAN 022C10 1503

12 LOBELINE HCl 021B09 2420

13 MAZINDOL 023H09-1 658

14 MEBEVERINE HCl 018G01 2434

15 MEPHENESIN 020I09 2220

16 METARAMINOL (+) BITARTRATE SALT 021I07 2150

17 METHAPYRILENE HCl 021H01 7354

18 METHOTREXATE HYDRATE 018G10 2578

19 METHOTRIMEPRAZINE MALEATE SALT 020H01 3518
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Πίνακασ 3.4: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH4 

α/α Ουσία Θέση C(vial), ppm

1 METHOXAMINE HCl 020G02 2097

2 MIDODRINE HCl 022A07 2239

3 MORAZON 022D04 2500

4 NAFRONYL OXALATE SALT 021H07 2592

5 NAPHAZOLINE HCl 021F07 2420

6 NICARDIPINE HCl 021G04 3178

7 NICOTINE 022D01 2240

8 NIFENAZONE 019C01 1780

9 ORPHENADRINE HCl 021G07 1867

10 OXYMETAZOLINE HCl 020H04 2473

11 PENTOXIFYLLINE 021F04 4540

12 PHENYTOIN SODIUM SALT 021G01 4102

13 PHOLCODINE 023I02 2410

14 PICROTOXIN 013I01 2060

15 PIRACETAM 023A10 2200

16 PRILOCAINE HCl 013C02 1939

17 PROCAINAMIDE HCl 022F08 2026

18 PROCAINE HCl 013A05-2 1923

19 PROMETHAZINE HCl 022G04 2003
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Πίνακασ 3.5: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH5 

α/α Ουσία Θέση C(vial), ppm

1 PROPOFOL 023B03 2000

2 PROPOXYCAINE 022I01 2140

3 PYRILAMINE MALEATE 022J05 1975

4 PYROVALERONE HCl 023B06 2973

5 RANITIDINE HCl 018G05 1989

6 SULPHAMETHOXAZOLE 016H01 2000

7 TEMAZEPAM 022I03 1880

8 THIORIDAZINE HCl 022D10 1930

9 TRIFLUOPERAZINE 2HCl 023A04 2680

10 TRIMEPRAZINE . 1/2  TARTRATE 022I09 2045

11 TRIMETHOPRIM 022F02 2040

12 TRIPELENNAMINE CITRATE 022H07 2009

13 COTININE 022C07 3526

14 DESIPRAMINE HCl 023D01 2076

15 CLOMIPRAMINE HCl 023C08 2522

16 MEDAZEPAM 023I05 2100

17 VERAPAMIL HCl 043B09 2037

18 TENOXICAM 042G04 2070

19 ISOXICAM 042G01 2040

20 SULINDAC 042H01 2020

21 FLUOCINOLONE ACETONIDE 042H04 2060

22 FLUOROMETHOLONE 042H07 2068

23 LORNOXICAM 042G10 2014

24 IRBESARTAN 042I01 2301
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Πίνακασ 3.6: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH6 

α/α Ουσία Θέση C(vial), ppm

1 NITRAZEPAM 023G10 2940

2 LORAZEPAM 023G07 2360

3 ERGONOVINE MALEATE 590

4 METANEPHRINE HCl 040F07 1888

5 DEXTROMETHORPHAN.HBr.H2O 018B07 1840

6 DIPYRONE 023F02 4060

7 NOREPINEPHRINE HCl 023E03 2089

8 PHACETOPERAN HCl 040G07 1985

9 MEPROBAMATE 023J04 2020

10 ACETOPROMAZINE MALEATE 

(ACEPROMAZINE MALEATE)

018A02 1549

11 ATROPINE SULFATE 018A08 1864

12 BENZOCAINE 018D01 2740

13 BUPIVACAINE. HCl 016I08 2440

14 DIAZEPAM 018E07 2120

15 ETHYLMORPHINE 018E03 2180

16 IMIPRAMINE.HCl 018A03 3200

17 ISOXSUPRINE. HCl 016I05 2600

18 KETAMINE. HCl 018C05 2120

19 GUAIFENESIN 018F07 2640

20 ETHOSUXIMIDE 043D01 2140

21 CAPSAICIN 029F01 2140
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Πίνακασ 3.7: Ρολυςυςτατικό Διάλυμα CALH7 

α/α Ουσία VIAL C(vial), ppm

1 YOHIMBINE HCl 022F05 2049

2 NALBUPHINE.HCl.. 2H2O 018C02 1840

3 NEFOPAM. HCl 018D07 2420

4 NORTRIPTYLINE HCL 041I07 1915

5 NYLIDRIN HCL 018B01 2014

6 PHENOTHIAZINE 018C08 3140

7 PROMAZINE HCL 018D10 3040

8 PROPIONYL PROMAZINE HCL 013B03-1 2006

9 PROPOXYPHENE 010G05 37500

10 TETRACAINE. HCl 016H08 3840

11 THEOPHYLLINE. H2O 010G10 3420

12 XYLAZINE 013B06 2100

13 ALLANTOIN 028G05 2500

14 AMITRIPTYLINE HCL 013A09 2050

15 CHLORPROMAZINE HCL 033B01 2860

16 LIDOCAINE. HCl 033B07 1832

17 MEPIVACAINE.HCL 033D02 2269

18 METHOCARBAMOL 033D05 2360

19 NORDIAZEPAM 033B10 4000

20 OXAZEPAM 033C09 4000

21 ANTIPYRINE 033E01 2440

22 HYDROCODONE BITARTATE SALT 018D04 1480

23 ROMIFIDINE 025C08 1752

24 RACTOPAMINE 029E02 2926
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Πίνακασ 3.8: Ρολυςυςτατικό διάλυμα επικφρωςθσ calb1 

 

α/α 
ΟΥΣΙΑ 

1 ISOETHARINE 

2 BAMETHAN SULFATE SALT 

3 4-DIMETHYLAMINOANTIPYRINE 

4 GLAFENINE ART 

5 AZAPERONE 

6 LOBELINE 

7 FLUOXETINE 

8 BROMHEXINE HCl 

9 DIPHENOXYLATE 

10 CYPROTERONE ACETATE 

 

3.7 ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΕΩΣΕΡΙΚΟΤ ΠΡΟΣΤΠΟΤ (ISTD) 

Θ παρουςία εςωτερικοφ προτφπου (ISTD) κακίςταται αναγκαία κατά τθν ανάλυςθ 

ουςιϊν ςε βιολογικά δείγματα, προκειμζνου να αντιςτακμιςτοφν απϊλειεσ κατά το ςτάδιο 

τθσ προκατεργαςίασ, για να αποκλειςτοφν ςφάλματα κατά τον ιοντιςμό και τθν αναλυτικι 

μζτρθςθ και γενικά για να εξαςφαλιςτεί θ κατά το δυνατό πιο αξιόπιςτθ ποςοτικοποίθςθ 

των προςδιοριηόμενων ουςιϊν. Το εςωτερικό πρότυπο προςτίκεται ςε γνωςτι 

ςυγκζντρωςθ, τόςο ςτα προσ ανάλυςθ δείγματα, όςο και ςτα πρότυπα δείγματα 

βακμονόμθςθσ και δείγματα ελζγχου. Θ επιλογι ενόσ ιςοτοπικά επιςθμαςμζνου αναλόγου 

του αναλφτθ ωσ εςωτερικό πρότυπο, αποτελεί επιλογι πρϊτθσ εκλογισ ςε βιοαναλυτικζσ 

μεκόδουσ ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ με τθν τεχνικι LC/MS επειδι μποροφν να διορκϊςουν 

διακυμάνςεισ ςτθν απόκριςθ του αναλφτθ που ςχετίηονται με τθ μζκοδο προκατεργαςίασ 

των δειγμάτων, ενϊ ταυτόχρονα οι ουςίεσ αυτζσ επθρεάηονται ςε διακυμάνςεισ του 

ςυςτιματοσ ανίχνευςθσ και τθσ απόδοςθσ ιοντιςμοφ ςε ιςοδφναμο βακμό με τον αναλφτθ, 

κακϊσ παρουςιάηουν πανομοιότυπεσ με αυτόν φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ. Κακϊσ 

αναμζνεται οι ουςίεσ αυτζσ να ςυνεκλοφονται με τον αναλφτθ, κα πρζπει να διαφζρουν 

κατά τουλάχιςτον τρεισ μονάδεσ μάηασ, διαφορετικά οι ιςοτοπικζσ κορυφζσ του αναλφτθ κα 

επθρεάςουν το ςιμα του εςωτερικοφ προτφπου. Ωσ εςωτερικό πρότυπο ςτθν επεξεργαςία 

των αποτελεςμάτων χρθςιμοποιικθκε θ ουςία μεκυλοτεςτοςτερόνθ (methyltestosterone). 

Θ μεκυλτεςτοςτερόνθ αποτελεί ιδθ χρθςιμοποιοφμενο πρότυπο ςτισ εφαρμοηόμενεσ 

διαδικαςίεσ ςάρωςθσ για τθν ανίχνευςθ των απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα αλόγων. 

 

3.8 ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΣΑ 

Για τθ διεξαγωγι των πειραμάτων επικφρωςθσ χρθςιμοποιικθκαν οφρα αλόγων, τα 

οποία ιταν αρνθτικά ωσ προσ το ςφνολο των ουςιϊν που εξετάςκθκαν. 
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3.9 ΑΝΑΛΤΣΙΚΟ ΕΞΟΠΛΙΜΟ[39] 

Θ ανάλυςθ των δειγμάτων πραγματοποιικθκε με υγροχρωματογραφικό ςφςτθμα 

υπερυψθλισ απόδοςθσ (UHPLC) τθσ εταιρίασ Agilent Technologies (1200 LC) ςε ςυνδυαςμό 

με το φαςματόμετρο μαηϊν 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA). 

Το χρωματογραφικό ςφςτθμα αποτελείτο από ςφςτθμα απαζρωςθσ διαλυτϊν 

(vacuum degasser), δυαδικι αντλία υψθλισ πίεςθσ (binary pump), αυτόματο 

δειγματολιπτθ (auto sampler) με ψυχόμενθ πλάκα τοποκζτθςθσ των δειγμάτων (tray) και 

κερμοςτάτθ τθσ χρωματογραφικισ ςτιλθσ.  

Το φαςματόμετρο μαηϊν που αναφζρκθκε ιταν φαςματόμετρο ορκογϊνιασ 

επιτάχυνςθσ ςυηευγμζνο με τετράπολο αναλυτι (quadrupole) και αναλυτι χρόνου πτιςθσ 

ιόντων (Time Of Flight). Ωσ πθγι ιοντιςμοφ χρθςιμοποιικθκε πθγι θλεκτροψεκαςμοφ 

(Electrospray Ionization, ESI) κετικισ πολικότθτασ, ενϊ το αζριο νεφελοποίθςθσ (nebulizer 

gas) και ξιρανςθσ (drying gas) ιταν το αζριο άηωτο N2, κακαρότθτασ 99,9%. Για τθν 

καταγραφι των φαςμάτων χρθςιμοποιικθκε αναλογικόσ ψθφιοποιθτισ τφπου ADC 

(Analogue-to-digital converter) λειτουργίασ ςτα 2 GHz. Ο διαχωριςμόσ των ενϊςεων 

επιτυγχανόταν με ςτιλθ αντιςτρόφου φάςεωσ με μεταβαλλόμενθ ςφςταςθ των διαλυτϊν 

κατά τθ διάρκεια του χρόνου ανάλυςθσ (βακμιδωτι ζκλουςθ). 

Θ λιψθ, επεξεργαςία και καταγραφι των χρωματογραφθμάτων ζγινε με τθ 

βοικεια τριϊν επιμζρουσ λογιςμικϊν Mass Hunter Workstation τθσ εταιρίασ Agilent 

Technologies: Mass Hunter Data Acquisition for TOF/QTOF, Mass Hunter Qualitive Analysis, 

Mass Hunter Quantitive Analysis. 

Οι παράμετροι τθσ χρωματογραφικισ ανάλυςθσ, τθσ λειτουργίασ του 

φαςματομζτρου παρουςιάηονται ςτουσ ακόλουκουσ Ρίνακεσ 3.9, και 3.10, αντίςτοιχα. 

 
Πίνακασ 3.9: Ραράμετροι Χρωματογραφικισ ανάλυςθσ 

Ενζςιμοσ όγκοσ δείγματοσ 5 μL 

Κερμοκραςία ςτιλθσ 35οC (+/- 0,8) 

οι κινθτισ φάςθσ 0,3 mL/min 

Χρόνοσ ανάλυςθσ 13,5 min 

Χρόνοσ εξιςορρόπθςθσ 3,5 min 

Διαλφτθσ Α (t = 0 min) 90% 

Διαλφτθσ Β (t = 0 min) 10% 

Πρια πίεςθσ 0-550 bar 

 
Πίνακασ 3.10: Ραράμετροι λειτουργίασ φαςματομζτρου μαηϊν 

Ρολικότθτα ESI (+) Skimmer: 65 V 

Gas Temperature: 330οC Fragmentor: 140 V 

Drying Gas: 10 l/min CID: 25eV 

Nebulizer: 40 psi Oct1 RF: 750 Vpp 

Capillary: 3500 V Scan range: 87-1100 m/z 

Cycle: 1 scan/sec  
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3.10 ΠΡΟΕΣΟΙΜΑΙΑ ΟΡΓΑΝΟΤ[47] 

Βακμονόμθςθ (calibration) 

Είναι θ διαδικαςία κατά τθν οποία γίνεται βακμονόμθςθ του ςυςτιματοσ ωσ προσ 

τισ τιμζσ m/z γνωςτϊν προτφπων ουςιϊν που ειςάγονται ςτο φαςματόμετρο μαηϊν πριν 

τθν ανάλυςθ ενόσ δείγματοσ ι μιασ ςειράσ δειγμάτων. Θ βακμονόμθςθ του ςυςτιματοσ ωσ 

προσ τισ τιμζσ m/z (με ακρίβεια μζτρθςθσ 4 δεκαδικϊν ψθφίων) πραγματοποιείται 

κακθμερινά πριν τθν ανάλυςθ των δειγμάτων με βάςθ τισ τιμζσ m/z γνωςτϊν προτφπων 

ουςιϊν, ςφμφωνα με τισ προδιαγραφζσ και τισ υποδείξεισ του καταςκευαςτι του οργάνου 

(Agilent Technologies). Για το ςκοπό αυτό ειςάγεται με απευκείασ ζγχυςθ ςτθν πθγι 

ιοντιςμοφ του φαςματομζτρου μάηασ διάλυμα βακμονόμθςθσ (calibrant mix) μίγματοσ 13 

ουςιϊν (ESI-Low concentration tuning mix, Agilent Technologies) που ςτθν περίπτωςθ 

κετικοφ ιοντιςμοφ ςχθματίηουν 10 πρωτονιωμζνα ιόντα με τιμζσ m/z που κυμαίνονται από 

118,0863 ζωσ 2721,8950. Θ βακμονόμθςθ του άξονα των τιμϊν m/z πραγματοποιείται 

αυτόματα από το λογιςμικό του οργάνου με τθ βοικεια πολυωνυμικισ εξίςωςθσ και 

υπολογίηονται οι ακριβείσ τιμζσ m/z για τα ιόντα αναφοράσ, κακϊσ και τα ςφάλματα 

αυτϊν. Κριτιριο αποδοχισ τθσ βακμονόμθςθσ είναι εμφάνιςθ τυχαία κατανεμθμζνων 

κετικϊν και αρνθτικϊν ςφαλμάτων για τα 10 ιόντα, ενϊ θ απόλυτθ τιμι του ςφάλματοσ δε 

κα πρζπει ςε καμία περίπτωςθ να υπερβαίνει το 0,5. 

 

Βελτιςτοποίςθ των παραμζτρων τθσ μάηασ (Tuning) 

Με τον όρο ‘tuning’ εννοείται θ αυτοματοποιθμζνθ διαδικαςία κατά τθν οποία όλεσ 

οι παράμετροι του φαςματομζτρου μαηϊν ρυκμίηονται ζτςι, ϊςτε να επιτευχκεί θ μζγιςτθ 

δυνατι απόκριςθ διατθρϊντασ ταυτόχρονα ικανοποιθτικι διαχωριςτικότθτα και το 

αντίςτροφο. Θ διαδικαςία αυτι πραγματοποιείται για τθν περίπτωςθ του αναλυτι χρόνου 

πτιςθσ μία ζωσ δφο φορζσ μθνιαίωσ και ανά εξάμθνο για το τετράπολο, αλλά και κατόπιν 

ςυντιρθςθσ του ςυςτιματοσ ι διορκωτικϊν επεμβάςεων ςε αυτό, οπότε και ανάλογα με 

τθν περίπτωςθ διαφοροποιείται για τον αναλυτι TOF ο αρικμόσ των προσ βελτιςτοποίθςθ 

παραμζτρων, κακϊσ και το εφροσ των εξεταηόμενων τιμϊν κάκε παραμζτρου (διαδικαςίεσ 

quick tune, standard tune και initial tune). Κριτιρια αποδοχισ τθσ διαδικαςίασ είναι θ 

εμφάνιςθ ςφαλμάτων μάηασ μικρότερων από 2 ppm ςε όλα τα ιόντα αναφοράσ, θ λιψθ 

ικανοποιθτικισ μορφισ κορυφϊν για τα ιόντα με τιμζσ m/z 118,0862, 1521,9714 και 

2721,8948 και των ιςοτοπικϊν κορυφϊν αυτϊν, θ επίτευξθ ικανοποιθτικοφ διαχωριςμοφ 

τθσ κορυφισ που αντιςτοιχεί ςτο ιόν με τιμι m/z 2721,8948 από τισ κορυφζσ των 

ιςοτοπικϊν ιόντων και θ επίτευξθ διαχωριςτικισ ικανότθτασ του οργάνου ςε ςυνκικεσ 

λειτουργίασ 4 GHz μεγαλφτερθσ από 10000 και 18000 για τα ιόντα με τιμζσ m/z 118,0863 

και 1521,9715, αντίςτοιχα. 

 

Διαδικαςία Διόρκωςθσ Μάηασ Αναφοράσ 

Για τθν επίτευξθ υψθλισ ακρίβειασ μετριςεων τιμϊν m/z εκτόσ από τθ 

βακμονόμθςθ του ςυςτιματοσ TOF που προθγείται πριν τθν ανάλυςθ των δειγμάτων 

υπάρχει θ δυνατότθτα τθσ ςυνεχοφσ διόρκωςθσ τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ κακ’ όλθ τθ 
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διάρκεια τθσ ανάλυςθσ (reference mass correction). Αυτό πραγματοποιείται με ςυνεχι 

ειςαγωγι ςτο φαςματόμετρο μάηασ διαλφματοσ αναφοράσ (reference mix) που περιζχει 

εξάκισ-(1H,1H,3H-τετραφλουοροπροποξυ)-φωςφαηίνθ. Θ διοχζτευςθ του διαλφματοσ 

διόρκωςθσ γίνεται αυτόματα από το ςφςτθμα και ενεργοποιείται από το χειριςτι του 

οργάνου λίγα λεπτά πριν τθν ζναρξθ τθσ ανάλυςθσ.  

 

Λοιπζσ διαδικαςίεσ θμεριςιασ και περιοδικισ ςυντιρθςθσ 

Κακθμερινά και πριν τθν ζναρξθ τθσ ανάλυςθσ ελζγχονται οι φιάλεσ των διαλυτϊν 

τθσ κινθτισ φάςθσ ζτςι, ϊςτε να περιζχουν ικανι ποςότθτα για τα προσ ανάλυςθ δείγματα. 

Σε διαφορετικι περίπτωςθ γίνεται αντικατάςταςι τουσ με νζουσ διαλφτεσ και 

ενθμερϊνεται το λογιςμικό του οργάνου για τθν πραγματικι ποςότθτα διαλφτθ (solvent 

levels). Ελζγχονται τα επίπεδα των ‘calibrant mix’ και ‘reference mix’. Γίνεται βακμονόμθςθ 

και ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ και τθσ διαδρομισ του δείγματοσ. 

Θ διαδικαςία πραγματοποιείται κακθμερινά. Συγκεκριμζνα θ ςτιλθ και θ διαδρομι 

του δείγματοσ ξεπλζνονται με μίγμα ACN/H2O (90:10) για 30 min με ροι 0,3 ml/min. Σε 

περίπτωςθ τροφοδότθςθσ του ςυςτιματοσ με νζουσ διαλφτεσ κινθτισ φάςθσ, οι διαδρομζσ 

ξεπλζνονται εναλλάξ και με τουσ δφο διαλφτεσ (100% Α, 100% Β) με ροι ςταδιακά 

αυξανόμενθ από 0 ζωσ 5 ml/min και ςτθ ςυνζχεια ςταδιακά μειοφμενθ από 5 ζωσ 0 ml/min. 

Στθ ςυνζχεια πραγματοποιείται φόρτωςθ τθσ μεκόδου λιψθσ δεδομζνων και 

ελζγχεται θ πίεςθ του χρωματογραφικοφ ςυςτιματοσ (κα πρζπει να είναι μικρότερθ από 

400 bar) θ οποία καταγράφεται. Στθ ςυνζχεια ελζγχεται θ ζνταςθ του εςωτερικοφ 

προτφπου του πρϊτου προσ ανάλυςθ δείγματοσ θ οποία κα πρζπει να είναι μεγαλφτερθ 

από 104 counts. 

Θ κερμοκραςία του χϊρου όπου βρίςκεται εγκατεςτθμζνο το αναλυτικό όργανο δε 

κα πρζπει να υπερβαίνει τουσ 22ο C. 

Ρεριοδικά – ανάλογα με τον αρικμό των δειγμάτων που αναλφονται – κα πρζπει να 

γίνεται κακαριςμόσ του καλάμου spray (spray chamber), ζλεγχοσ του επιπζδου λαδιϊν τθσ 

αντλίασ και άδειαςμα αυτϊν, κακαριςμόσ του τριχοειδοφσ και αλλαγι τθσ ςτιλθσ και του 

φίλτρου που βρίςκεται πίςω από αυτιν. Σθμαντικό τζλοσ είναι να ελζγχεται θ τυχόν φπαρξθ 

διαρροισ ςτο υγροχρωματογραφικό ςφςτθμα. 
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ΚΟΠΟ ΣΘ ΕΡΓΑΙΑ 

Στο Εργαςτιριο Ελζγχου Ντόπινγκ του Ο.Α.Κ.Α. εφαρμόηονται μζκοδοι ςάρωςθσ 

(screening procedures) και επιβεβαιωτικζσ διαδικαςίεσ (confirmation procedures). Μετά το 

πρϊτο ςτάδιο του ελζγχου των δειγμάτων οφρων για τθν πικανι φπαρξθ κάποιασ 

απαγορευμζνθσ ουςίασ, δθλαδι τισ αναλφςεισ ςάρωςθσ (screening analysis), το φποπτο 

δείγμα υπόκειται ςε διαδικαςίεσ επιβεβαίωςθσ. 

 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ ανάπτυξθ και επικφρωςθ επιβεβαιωτικϊν 

μεκόδων προςδιοριςμοφ απαγορευμζνων ουςιϊν με τθν τεχνικι Υγροχρωματογραφία – 

Φαςματομετρία Μαηϊν με αναλυτι χρόνου πτιςθσ (LC-QTOF/MS). Ρραγματοποιικθκε 

ανάπτυξθ μεκόδων επιβεβαίωςθσ για 90 απαγορευμζνεσ ουςίεσ, με ςυνζπεια τθν 

εξοικονόμθςθ χρόνου ςτθν ανάλυςθ πλθκϊρασ δειγμάτων και αξιολόγθςθ των 

αποτελεςμάτων. Σφμφωνα με τισ προδιαγραφζσ του AORC (Association of Official Racing 

Chemists), απαιτοφνται τουλάχιςτον 3 μεταπτϊςεισ για τθν επιβεβαίωςθ (confirmation) 

κάκε απαγορευμζνθσ ουςίασ. 

 

Θ καταλλθλότθτα και θ εφαρμογι των μεκόδων επιβεβαίωςθσ, αξιολογικθκε μζςα 

από εκτενι πειράματα επικφρωςθσ μίασ ομάδασ ουςιϊν, αντιπροςωπευτικισ του ςυνόλου 

των ουςιϊν που μελετικθκαν, τα οποία διενεργικθκαν βάςει των προδιαγραφϊν του 

τρζχοντοσ Διεκνοφσ Ρροτφπου (International Standard for Laboratories, ISL).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 

ΑΝΑΠΣΤΞΘ ΜΕΘΟΔΟΤ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟΤ ΑΠΑΓΟΡΕΤΜΕΝΩΝ 
ΟΤΙΩΝ ΜΕ LC-QTOF 

 

4.1 ΕΙΑΓΩΓΘ 

Στο παρόν κεφάλαιο παρουςιάηεται θ μελζτθ που ζγινε ωσ προσ διάφορεσ 

παραμζτρουσ με ςκοπό τθν επίτευξθ των βζλτιςτων ςυνκθκϊν για τον προςδιοριςμό μιασ 

μεγάλθσ ςειράσ απαγορευμζνων ουςιϊν με υγροχρωματογραφία και αναλυτι χρόνου 

πτιςθσ ιόντων (LC-QTOF). Οι παράμετροι που εξετάςτθκαν αφοροφν ςτο αναλυτικό τμιμα 

τθσ μεκόδου. 

Τα αποτελζςματα ςυγκρίνονται με τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ προτφπου 

δείγματοσ εμβολιαςμζνου με τθν ουςία που ελζγχεται αν πλθροφνται τα κριτιρια που ζχει 

κζςει ο AORC για τθν ταυτοποίθςθ απαγορευμζνων ουςιϊν. 

 

4.2 ΕΤΡΕΘ ΔΙΑΓΝΩΣΙΚΩΝ ΙΟΝΣΩΝ ΚΑΙ ΧΡΟΝΩΝ ΑΝΑΧΕΘ 

Ζνα από τα βαςικότερα ςθμεία ςτθν ανάπτυξθ τθσ μεκόδου ιταν ο προςδιοριςμόσ 

των ιόντων για κάκε ουςία. Μζςω των προγραμμάτων Isotopic Mass Distribution, του 

MSCpro και τθσ ιςτοςελίδασ Pubchem, προςδιορίςτθκαν τα ιόντα τθσ κάκε ουςίασ τα οποία 

παρουςιάηονται ςτουσ πίνακεσ 4.1-4.3. Με τθ βοικεια του προγράμματοσ MSCpro 

ςχεδιάςτθκαν και επιβεβαιϊκθκαν τα κραφςματα των ουςιϊν. 

Σε επόμενο βιμα πραγματοποιικθκε θ εφρεςθ των χρόνων ανάςχεςθσ (RT) και των 

ςχετικϊν χρόνων ανάςχεςθσ (RRT, το πθλίκο δθλαδι του χρόνου ανάςχεςθσ κάκε ουςίασ 

προσ το χρόνο ανάςχεςθσ του εςωτερικοφ προτφπου) των ουςιϊν. Για το ςκοπό αυτό 

εξετάςτθκε το ςφνολο των ουςιϊν ςε μορφι πολυςυςτατικϊν διαλυμάτων (CALH1-3). 

Συγκεκριμζνα παραλιφκθκαν 100 μl πολυςυςτατικοφ διαλφματοσ, κάκε φορά. Ο όγκοσ 

αυτόσ, μεταφζρκθκε ςε κωνικι φιάλθ, προςτζκθκε ίςοσ όγκοσ διαλφματοσ 

μεκυλτεςτοςτερόνθσ (εςωτερικό πρότυπο, ISTD), το μίγμα εξατμίςτθκε, με διοχζτευςθ 

ρεφματοσ αηϊτου ςε κερμοκραςία 50οC, το υπόλειμμα αναςυςτάκθκε με 200 μl διαλφτθ 

αναςφςταςθσ (παρ. 3.4) και αναλφκθκε με LC-QTOF. 

Στουσ πίνακεσ 4.1-4.4 παρουςιάηονται οι χρόνοι ανάςχεςθσ και οι ςχετικοί χρόνοι 

ανάςχεςθσ, τθσ κάκε ουςίασ, ωσ προσ το χρόνο ανάςχεςθσ του εςωτερικοφ προτφπου, 

κακϊσ και οι ακριβείσ μάηεσ των ιόντων και τα ςχετικά φψθ τουσ ςτο χρωματογράφθμα. Σε 

περίπτωςθ ανίχνευςθσ άλλων ιόντων, π.χ. διμερι, επιλζχκθκε το υψθλότερο ςε αφκονία 

ιόν. 

 

4.3 ΟΤΙΕ ΠΟΤ ΠΡΟΔΙΟΡΙΘΘΚΑΝ 

Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκαν 67 ουςίεσ (8 διεγερτικά, 3 διουρθτικά, 1 β-

παρεμποδιςτι, 2 ναρκωτικά, 2 β2-αγωνιςτζσ, 2 βρογχοδιαςταλτικά, 5 αναλγθτικά, 5 μθ 

ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ, 5 καταςταλτικά, 1 αντιυπερταςικό, 4 μυοχαλαρωτικά, 7 

αγχολυτικά, 3 αντικατακλιπτικά, 4 αντιιςταμινικά, 2 αντιςπαςμωδικά, 2 αντιψυχωςικά, 1 
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αγγειοδιαςταλτικό, 1 ανοςοκαταςταλτικό και 9 αναβολικά) και 23 πεπτίδια. Σε όλεσ τισ 

ουςίεσ πραγματοποιικθκαν μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ του δυναμικοφ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ 

(ion source fragmentor) με ςτόχο τθ μεγιςτοποίθςθ τθσ αφκονίασ του μοριακοφ ιόντοσ και 

με δεδομζνθ αυτι τθν παράμετρο προχωριςαμε ςε μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ παραμζτρων 

για τθ βελτιςτοποίθςθ τθσ μάηασ για τισ MS/MS μεκόδουσ. 

 
4.4 ΑΝΑΠΣΤΞΘ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΙΚΩΝ ΜΕΘΟΔΩΝ ΓΙΑ ΣΙ ΟΤΙΕ ΑΛΟΓΩΝ 

4.4.1 Μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ των δυναμικϊν τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor) 

με LC-QTOF/MS 

Οι μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ του fragmentor πραγματοποιικθκαν με ςκοπό τθ 

βελτιςτοποίθςθ του ςιματοσ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό των 67 αναλυτϊν με τθν ιδθ 

υπάρχουςα μεκοδολογία. Για τθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ, επιλζχκθκαν τα 3 πρϊτα διαλφματα 

παρακατακικθσ-πολυςυςτατικά διαλφματα (CALH1-3, πίνακεσ 3.1-3.3). Τα δείγματα 

αναλφονται ςτο ςφςτθμα LC-QTOF-MS ςφμφωνα με τισ ςυνκικεσ που ζχουν αναφερκεί ςτο 

κεφάλαιο 3. Κατά τθ διάρκεια των μελετϊν βελτιςτοποίθςθσ του ςιματοσ ςτθ μζκοδο LC-

QTOF/MS πραγματοποιικθκαν χρωματογραφικζσ αναλφςεισ των CALH ςε εφαρμοηόμενθ 

περιοχι δυναμικοφ πθγισ από 80-300 V, με βιμα 20 V. Ωσ βζλτιςτο δυναμικό κακορίηεται 

το δυναμικό ςτο οποίο θ υπό προςδιοριςμό ουςία εμφανίηει το βζλτιςτο ςιμα (εμβαδόν 

χρωματογραφικϊν κορυφϊν).Τα χρωματογραφιματα όλων των ουςιϊν που αναλφκθκαν 

παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 1. 

 

 

 

 
 

Εικόνα 4.1: Επιλογι βζλτιςτου δυναμικοφ για τθν ουςία Benzbromarone (200 V) 
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Εικόνα 4.2: Επιλογι βζλτιςτου δυναμικοφ για τθν ουςία Alprazolam (240 V) 

 

Τγροχρωματογραφικζσ ςυνκικεσ 

Το ςφςτθμα LC-QTOFMS διζκετε υγροχρωματογραφικό ςφςτθμα υπερυψθλισ 

απόδοςθσ (UHPLC) τθσ εταιρίασ Agilent Technologies (1200 LC Series).Οι παράμετροι τθσ 

χρωματογραφικισ ανάλυςθσ παρουςιάηονται ςτον πίνακα 3.9. 

 

υνκικεσ φαςματομετρίασ μαηϊν 

Το φαςματόμετρο μαηϊν που χρθςιμοποιικθκε ωσ ςφςτθμα ανίχνευςθσ (6520 

Accurate-Mass Q-TOF LC/MS, Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) διακζτει 

τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτι χρόνου 

πτιςθσ (QTOF-MS) και ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό, θ οποία 

ρυκμίςτθκε ςτθν παραγωγι κετικϊν ιόντων (ESI+). Οι παράμετροι λειτουργίασ του 

φαςματομζτρου, αναφζρονται ςτον πίνακα 3.10. 

 

4.4.2 Μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ ενζργειασ ςφγκρουςθσ (collision energy) με LC-

QTOF/MS 

Στόχοσ των μελετϊν αυτϊν, ιταν θ επιλογι τθσ ενζργειασ ςφγκρουςθσ που δίνει τθ 

χαμθλότερθ (αλλά όχι απόλυτα μθδενικι) απόδοςθ του πρωτονιομζνου μοριακοφ ιόντοσ 

κάκε ουςίασ ςε ςυνδυαςμό με το πλουςιότερο φάςμα και τθ μεγαλφτερθ απόδοςθ 

κραυςμάτων (κυγατρικϊν ιόντων). Για τθ βελτιςτοποίθςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ παραμζτρου, 

παραςκευάςτθκαν διαλφματα για τθν κάκε υπό προςδιοριςμό ουςία, ξεχωριςτά. 

Συγκεκριμζνα, χρθςιμοποιικθκε επαρκισ ποςότθτα από τθν κάκε ουςία, θ οποία 

μεταφζρκθκε ςε vial με insert μαηί με διάλυμα εςωτερικοφ προτφπου. Στα διαλφματα αυτά 

εφαρμόςτθκε απευκείασ ζγχυςθ ςτο φαςματόμετρο μάηασ με τθ χριςθ τθσ μεκόδου FIA 

(Flow Injection Analysis) θ οποία είναι μια ειδικι χρωματογραφικι μζκοδοσ που επιτρζπει 

τθν ανάμειξθ του δείγματοσ με τθν κινθτι φάςθ και τθ μεταφορά τθσ ροισ τθσ κινθτισ 
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φάςθσ απευκείασ ςτο φαςματόμετρο μάηασ, χωρίσ να περάςει από τθ χρωματογραφικι 

ςτιλθ. Ο όγκοσ ζνεςθσ δείγματοσ, για τισ μελζτεσ αυτζσ ιταν 2 μl. 

Χρθςιμοποιϊντασ το βζλτιςτο δυναμικό για κάκε ουςία, ελζγκθκαν οι τιμζσ 

ενζργειασ ςφγκρουςθσ από 5-40 eV με βιμα 5 eV ςε κάκε δοκιμι. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ, 

που το πρωτονιομζνο μοριακό ιόν είχε μεγάλθ διαφορά απόδοςθσ ςτθν αλλαγι κλίμακασ 

ανά 5 eV χρθςιμοποιικθκε βιμα μικρότερο του 5 eV ανάμεςα ςτισ εφαρμοηόμενεσ τιμζσ. 

Με βάςθ τισ απαιτιςεισ του AORC απαιτείται θ φπαρξθ τουλάχιςτον 3 

μεταπτϊςεων για τθν ζκδοςθ κετικοφ αποτελζςματοσ. Τα φάςματα όλων των ουςιϊν που 

αναλφκθκαν παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 2. 

 

 

 
Εικόνα 4.3: Φάςμα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για τθν ουςία Chlophentermine (7.5 eV) 

 

 

Εικόνα 4.4: Φάςμα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για τθν ουςία 7-Amino-Flunitrazepam (35 eV) 
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4.4.3 Δθμιουργία μεκόδων 

Μετά τθν εφρεςθ των βζλτιςτων παραμζτρων, δθμιουργικθκαν μζκοδοι ςτο 

φαςματόμετρο μαηϊν (Acquisition) και μζκοδοι επεξεργαςίασ (Data Analysis). Για τθ 

δθμιουργία των μεκόδων επεξεργαςίασ χρθςιμοποιικθκε κατάλλθλο λογιςμικό (Qualitative 

Analysis). Ρραγματοποιικθκε εφρεςθ των κεωρθτικϊν μαηϊν που περιλαμβάνει 

τουλάχιςτον 3 μεταπτϊςεισ κακϊσ και το πρόδρομο ιόν, όπωσ φαίνεται ςτο παράδειγμα 

(εικόνα 4.3). 

Για τισ ουςίεσ Amineptine, Chlorpheniramine Maleate Salt, Clobazam, 

Diphenhydramine και Etodolac δεν ιταν δυνατι θ διάςπαςθ του πρόδρομου ιόντοσ ςε 

περιςςότερα από ζνα κυγατρικά ιόντα, μζςα ςτο εφροσ τιμϊν του δυναμικοφ τθσ πθγισ 

που είχαμε ορίςει. Για το λόγο αυτό πραγματοποιικθκε διάςπαςθ του κυγατρικοφ ιόντοσ, 

για τισ ουςίεσ αυτζσ, με τθ διαδικαςία που περιγράφθκε ςτισ παραγράφουσ 4.4.1 και 4.4.2, 

ενϊ ακολοφκωσ δθμιουργικθκαν μζκοδοι διπλισ φαςματομετρίασ μάηασ (MS/MS) για το 

κυγατρικό ιόν. 

 

4.4.4 Καταχϊρθςθ φαςμάτων 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ των μεκόδων, πραγματοποιικθκε καταχϊρθςθ των 

φαςμάτων ςτθν θλεκτρονικι βιβλιοκικθ του μθχανιματοσ. Θ δθμιουργία βιβλιοκικθσ 

φαςμάτων αναφοράσ είναι ιδιαίτερα ςθμαντικι για τθν ταυτοποίθςθ των απαγορευμζνων 

ουςιϊν που προςδιορίςτθκαν. 

 

4.5 ΑΝΑΠΣΤΞΘ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΙΚΩΝ ΜΕΘΟΔΩΝ ΓΙΑ ΣΑ ΠΕΠΣΙΔΙΑ 

 

4.5.1 Μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ των δυναμικϊν τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor) 

με LC-QTOF/MS 

Θ διαδικαςία που ακολουκικθκε ςτισ παραγράφουσ 4.3.1-4.3.3 εφαρμόςτθκε και 

για τα πεπτίδια. Δθμιουργικθκαν 3 πολυςυςτατικά διαλφματα. Τα δείγματα αναλφκθκαν 

ςτο ςφςτθμα LC-QTOF-MS ςφμφωνα με τισ ςυνκικεσ που αναφζρκθκαν ςτο κεφάλαιο 3. 

Κατά τθ διάρκεια των μελετϊν βελτιςτοποίθςθσ του ςιματοσ ςτθ μζκοδο LC-QTOF/MS 

πραγματοποιικθκαν χρωματογραφικζσ αναλφςεισ των πολυςυςτατικϊν μειγμάτων ςε 

διαφορετικζσ τιμζσ του δυναμικοφ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor voltage, τιμζσ 80-300 

V) και ο κακοριςμόσ του βζλτιςτου δυναμικοφ για κάκε αναλφτθ υπολογίηεται με βάςθ τα 

εμβαδά των χρωματογραφικϊν κορυφϊν. 

Από τα 23 πεπτίδια, μόνο 5 ιταν μονοϊονιςμζνα και κατ’ επζκταςθ εμφάνιηαν ζνα 

κφριο ιόν. Πλα τα υπόλοιπα ιταν δισ-ιονιςμζνα οπότε υπιρχε και θ παρουςία ενόσ 

δεφτερου ιόντοσ. Για το λόγο αυτό ζγιναν περαιτζρω αναλφςεισ για να αποφαςιςτεί ποιο 

ιόν κα χρθςιμοποιθκεί, αλλά δεν βγικε κάποιο ςυμπζραςμα. Γι’ αυτό χρθςιμοποιικθκαν 

και τα δφο ιόντα, ςτα 18 αυτά πεπτίδια. 
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Τγροχρωματογραφικζσ ςυνκικεσ 

Το ςφςτθμα LC-QTOFMS διζκετε υγροχρωματογραφικό ςφςτθμα υπερυψθλισ 

απόδοςθσ (UHPLC) τθσ εταιρίασ Agilent Technologies (1200 LC Series).Οι παράμετροι τθσ 

χρωματογραφικισ ανάλυςθσ παρουςιάηονται ςτον πίνακα 3.9. 

 

υνκικεσ φαςματομετρίασ μαηϊν 

Το φαςματόμετρο μαηϊν που χρθςιμοποιικθκε ωσ ςφςτθμα ανίχνευςθσ (6520 

Accurate-Mass Q-TOF LC/MS, Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) διακζτει 

τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτι χρόνου 

πτιςθσ (QTOF-MS) και ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό, θ οποία 

ρυκμίςτθκε ςτθν παραγωγι κετικϊν ιόντων (ESI+). Οι παράμετροι λειτουργίασ του 

φαςματομζτρου, αναφζρονται ςτον πίνακα 3.10. 

 

4.5.2 Μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ ενζργειασ ςφγκρουςθσ (collision energy) με LC-

QTOF/MS 

Στόχοσ των μελετϊν αυτϊν, ιταν θ επιλογι τθσ ενζργειασ ςφγκρουςθσ που δίνει τθ 

χαμθλότερθ (αλλά όχι απόλυτα μθδενικι) απόδοςθ του πρωτονιομζνου μοριακοφ ιόντοσ 

κάκε πεπτιδίου ςε ςυνδυαςμό με το πλουςιότερο φάςμα και τθ μεγαλφτερθ απόδοςθ 

κραυςμάτων (κυγατρικϊν ιόντων). Για τθ βελτιςτοποίθςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ παραμζτρου, 

παραςκευάςτθκαν διαλφματα για το κάκε υπό προςδιοριςμό πεπτίδιο, ξεχωριςτά. 

Συγκεκριμζνα, χρθςιμοποιικθκε επαρκισ ποςότθτα από το κάκε πεπτίδιο, θ οποία 

μεταφζρκθκε ςε vial με insert μαηί με διάλυμα εςωτερικοφ προτφπου. Στα διαλφματα αυτά 

εφαρμόςτθκε απευκείασ ζγχυςθ ςτο φαςματόμετρο μάηασ με τθ χριςθ τθσ μεκόδου FIA 

(Flow Injection Analysis) θ οποία είναι μια ειδικι χρωματογραφικι μζκοδοσ που επιτρζπει 

τθν ανάμειξθ του δείγματοσ με τθν κινθτι φάςθ και τθ μεταφορά τθσ ροισ τθσ κινθτισ 

φάςθσ απευκείασ ςτο φαςματόμετρο μάηασ, χωρίσ να περάςει από τθ χρωματογραφικι 

ςτιλθ. Ο όγκοσ ζνεςθσ δείγματοσ, για τισ μελζτεσ αυτζσ ιταν 2 μl. 

Χρθςιμοποιϊντασ το βζλτιςτο δυναμικό για κάκε ουςία, ελζγξαμε τισ τιμζσ 

ενζργειασ ςφγκρουςθσ από 5-80 eV με βιμα 5 eV ςε κάκε δοκιμι. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ, 

που το πρωτονιομζνο μοριακό ιόν είχε μεγάλθ διαφορά απόδοςθσ ςτθν αλλαγι κλίμακασ 

ανά 5 eV χρθςιμοποιικθκε βιμα μικρότερο του 5 eV ανάμεςα ςτισ εφαρμοηόμενεσ τιμζσ. 

Με βάςθ τισ απαιτιςεισ του AORC απαιτείται θ φπαρξθ τουλάχιςτον 3 

μεταπτϊςεων για τθν ζκδοςθ κετικοφ αποτελζςματοσ. 
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Εικόνα 4.5: Φάςμα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για το πεπτίδιο GHRP-1 για το ιόν 955.4964 (47.5 eV) 

 

Εικόνα 4.6: Φάςμα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για το πεπτίδιο GHRP-1 για το ιόν 478.2524 (25.0 eV) 

 

4.5.3 Δθμιουργία μεκόδων 

Μετά τθν εφρεςθ των βζλτιςτων παραμζτρων, δθμιουργικθκαν μζκοδοι διπλισ 

φαςματομετρίασ μαηϊν (MS/MS) για το μθτρικό ιόν του κάκε πεπτιδίου. 

Για τα πεπτίδια GHRP-4, GHRP-5, GHRP-6 (2-5), Hexarelin (2-5) και Narfarelin 

υπιρχε μόνο ζνα πρόδρομο ιόν. Για τα υπόλοιπα πεπτίδια πραγματοποιικθκε διάςπαςθ 

και για τα δφο ιόντα και κατά ςυνζπεια δθμιουργικθκαν μζκοδοι διπλισ φαςματομετρίασ 

μάηασ (MS/MS) για το κάκε ζνα από τα δφο πρόδρομα ιόντα του κάκε πεπτιδίου. 
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Πίνακασ 4.1: Χαρακτθριςτικά πρωτεφοντα ιόντα, χρόνοι ανάςχεςθσ και μοριακοί τφποι απαγορευμζνων ουςιϊν, CALH1 

m / z M + adduct  rel.height % m / z M + adduct  rel.height %

1 4-DIMETHYLAMINOANTIPYRINE C13H17N3O 4.257 9.282 0.46 140 15 232.1444 [M+H]
+

100

2 7-AMINO-FLUNITRAZEPAM C16H14FN3O 5.960 9.282 0.64 200 35 284.1194 [M+H]
+

30 324.1623 [M+K]
+ 100

3 ACETOHEXAMIDE C15H20N2O4S 8.224 9.282 0.89 140 17.5 325.1217 [M+H]
+

100 671.2222 [2M+Na]
+ 25

4 ALPRAZOLAM C17H13ClN4 7.860 9.282 0.85 240 32.5 309.0901 [M+H]
+

100 617.1777 [2M+H]
+ 25

5 AMBROXOL HCl C13H18Br2N2O 5.480 9.282 0.59 140 12 376.9859 (378.9839) [M+H]
+

50 (100)

6 AMINEPTINE C22H27NO2 6.968 9.282 0.75 100 338.2115 [M+H]
+

75

AMINEPTINE C15H13 200 22.5 193.1012

7 AMPYRONE C11H13N3O 4.472 9.282 0.48 140 10 204.1131 [M+H]
+

100

8 APOMORPHINE HCl HEMIHYDRATE C17H17NO2 4.208 9.282 0.45 200 20 268.1332 [M+H]
+

100

9 AZAPERONE C19H22FN3O 6.026 9.282 0.65 200 22.5 328.1820 [M+H]
+

100

10 BAMETHAN SULFATE SALT C12H19NO2 3.199 9.282 0.34 120 17.5 210.1489 [M+H]
+

100

11 BEMEGRIDE C8H13NO2 4.968 9.282 0.54 140 15 156.1019 [M+H]
+

100 304.3001 ; 25

12 BENZBROMARONE C17H12Br2O3 11.546 9.282 1.24 200 25 422,9226 (424,9206) [M+H]
+

50 (100)

13 BROMAZEPAM C14H10BrN3O 6.819 9.282 0.73 200 32.5 316.0080 [M+H]
+

100

14 BROMHEXINE HCl C14H20Br2N2 9.183 9.282 0.99 160 12.5 375.0066 (377.0073) [M+H]
+

50 (100)

15 BUSPIRONE HCl C21H31N5O2 6.059 9.282 0.65 220 32.5 386.2551 [M+H]
+

100

16 CARISOPRODOL C12H24N2O4 7.926 9.282 0.85 100 7.5 261.1809 [M+H]
+

100 309.0914 [M+2Na]
+ 60

17 CHLORPHENIRAMINE MALEATE SALT C16H19ClN2 6.141 9.282 0.66 140 275.1310 [M+H]
+

100

CHLORPHENIRAMINE MALEATE SALT C14H13ClN 240 35.0 230.0731

18 CHLORPHENTERMINE HCl C10H14ClN 5.315 9.282 0.57 120 7.5 184.0888 [M+H]
+

100

19 CHLORPROPAMIDE C10H13ClN2O3S 7.811 9.282 0.84 140 12.5 277.0408 (279.0579) [M+H]
+

100 299.0440 [M+Na]
+ 20

20 CLOBAZAM C16H13ClN2O2 8.654 9.282 0.93 200 301.0738 [M+H]
+

100

CLOBAZAM C14H12ClN2O 280 33 259.0633

21 DIMEFLINE C20H21NO3 5.960 9.282 0.64 160 12.5 324.1594 [M+H]
+

100

22 GLIMEPIRIDE C24H34N4O5S 10.439 9.282 1.12 160 15 491.2323 [M+H]
+

100

23 OXAPROZIN C18H15NO3 9.381 9.282 1.01 160 294.1125 [M+H]
+

100

24 PIROXICAM C15H13N3O4S 7.662 9.282 0.83 160 17.5 332.0700 [M+H]
+

100

RRT (min) COL. ENERGY
ION 1 ION 2

RT(ISTD) FRAGMENTORα/α ΟΥΣΙΑ Μ.Τ. RT (min)
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Πίνακασ 4.2: Χαρακτθριςτικά πρωτεφοντα ιόντα, χρόνοι ανάςχεςθσ και μοριακοί τφποι απαγορευμζνων ουςιϊν, CALH2 

m / z M + adduct  rel.height % m / z M + adduct  rel.height %

1 1,7 - DIMETHYLXANTHINE C7H8N4O2 2.566 9.177 0.28 160 27.5 181.0720 [M+H]
+

100

2 CHLORDIAZEPOXIDE C16H14ClN3O 7.310 9.177 0.80 160 20 300.0898 [M+H]
+

100

3 CLONIDINE C9H9Cl2N3 3.227 9.177 0.35 180 35 230.0246 [M+H]
+

100 232.0217 [M+H]
+

67

4 CLORANOLOL C13H19Cl2NO2 6.500 9.177 0.71 140 20 292.0866 [M+H]
+

100 294.0838 [M+H]
+

67

5 CYCLOBENZAPRINE C20H21N 7.442 9.177 0.81 180 22.5 276.1747 [M+H]
+

100

6 CYPROTERONE ACETATE C24H29ClO4 10.781 9.177 1.17 200 27.5 417.1827 [M+H]
+

100 419.1808 [M+H]
+

20

7 DANTROLENE C14H10N4O5 8.334 9.177 0.91 200 25 315.0724 [M+H]
+

100 377.1701 [M+H]
+

20

8 DIMETINDENE C20H24N2 6.615 9.177 0.72 160 22.5 293.2012 [M+H]
+

100

9 DIPHENHYDRAMINE C17H21NO 6.682 9.177 0.73 100 256.1696 [M+H]
+

100 293.2026 [M+K]
+

80

DIPHENHYDRAMINE C13H11 200 27.5 167.0855 [M+H]
+

10 DIPHENOXYLATE C30H32N2O2 9.822 9.177 1.07 240 32.5 453.2537 [M+H]
+

100

11 DIPROPHYLLINE C10H14N4O4 2.715 9.177 0.30 160 20 255.1088 [M+H]
+

100 277.0907 [M+Na]
+

50

12 DOBUTAMINE C18H23NO3 4.450 9.177 0.48 160 302.1751 [M+H]
+

100

13 DOXAPRAM C24H30N2O2 5.954 9.177 0.65 200 27.5 379.2380 [M+H]
+

100

14 DOXEPIN C19H21NO 6.880 9.177 0.75 160 25 280.1696 [M+H]
+

100

15 DOXYLAMINE C17H22N2O 5.376 9.177 0.59 120 10 271.1805 [M+H]
+

100

16 DROFENINE C20H31NO2 8.533 9.177 0.93 160 25 318.2428 [M+H]
+

100

17 ETHOΗEPTAZINE C16H23NO2 5.756 9.177 0.63 180 30 262.1802 [M+H]
+

100

18 ETODOLAC C17H21NO3 9.706 9.177 1.06 120 10 288.1594 [M+H]
+

100 309.1420 [M+Na]
+

23

ETODOLAC C12H14N 200 25 172.1121 [M+H]
+

19 FENSPIRIDE C15H20N2O2 3.789 9.177 0.41 180 25 261.1598 [M+H]
+

100

20 FLUNITRAZEPAM C16H12FN3O3 8.334 9.177 0.91 200 35 314.0935 [M+H]
+

100

RTnew (min) RT(ISTD)
ION 2

α/α ΟΥΣΙΑ Μ.Τ. RRT (min)
ION 1

FRAGMENTOR COL. ENERGY
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Πίνακασ 4.3: Χαρακτθριςτικά πρωτεφοντα ιόντα, χρόνοι ανάςχεςθσ και μοριακοί τφποι απαγορευμζνων ουςιϊν, CALH3 

m / z M + adduct  rel.height % m / z M + adduct  rel.height %

1 FLUOXETINE C17H18F3NO 7.889 9.228 0.85 100 10 310.1413 [M+H]
+

100 329.1685 [M+NH4]
+

70

2 FLUPHENAZINE C22H26F3N3OS 8.518 9.228 0.92 200 35 438.1821 [M+H]
+

100

3 GLAFENINE C19H17ClN2O4 5.311 9.228 0.58 200 − 373.0950 [M+H]
+

100 375.0928 [M+H]
+

35

GLAFENINE ART C16H11ClN2O2 5.247 9.228 0.57 200 20 299.0582 [M+H]
+

100

4 GUANABENZ C8H8Cl2N4
5.410 9.228 0.59 200 22.5 231.0199 [M+H]

+
100 233.0170 [M+H]

+
50

5 HALOPERIDOL C21H23ClFNO2 7.179 9.228 0.78 200 25 376.1474 [M+H]
+

80 378.1453 [M+H]
+

39

6 HYDROXYZINE C21H27ClN2O2 7.493 9.228 0.81 200 15 375.1834 [M+H]
+

100 377.1812 [M+H]
+

41

7 HYOSCINE C17H21NO4 3.658 9.228 0.40 200 25 304.1543 [M+H]
+

100

8 ISOETHARINE C13H21NO3 2.105 9.228 0.23 120 15 240.1594 [M+H]
+

100

9 ISOPROTERENOL C11H17NO3 1.328 9.228 0.14 100 10 212.1281 [M+H]
+

100

10 ISOPYRIN C14H19N3O 4.633 9.228 0.50 200 15 246.1601 [M+H]
+

100

11 LEVALLORPHAN C19H25NO 5.509 9.228 0.60 200 35 284.2009 [M+H]
+

100 373.0962 ; 5

12 LOBELINE C22H27NO2 7.030 9.228 0.76 200 20 338.2115 [M+H]
+

100

13 MAZINDOL C16H13ClN2O 5.840 9.228 0.63 200 30 285.0789 [M+H]
+

100 287.0764 [M+H]
+

40

14 MEBEVERINE C25H35NO5 7.592 9.228 0.82 200 17.5 430.2588 [M+H]
+

100

15 MEPHENESIN C10H14O3 6.022 9.228 0.65 100 2.5 183.1016 [M+H]
+

0 200.1294 [M+NH4]
+

100

16 METARAMINOL (+) C9H13NO2 1.361 9.228 0.15 100 10 168.1019 [M+H]
+

30

17 METHAPYRILENE C14H19N3S 5.972 9.228 0.65 100 15 262.1372 [M+H]
+

100 285.0807 [M+Na]
+

10

18 METHOTRIMEPRAZINE C19H24N2OS 7.757 9.228 0.84 200 22.5 329.1682 [M+H]
+

100

19 ROMIFIDINE C9H9N3BrF 2.832 9.228 0.31 200 − 258.0037 [M+H]
+

100 260.0028 [M+H]
+

100

ION 2ION 1
FRAGMENTOR COL. ENERGYRRT (min)RT(min)α/α ΟΥΣΙΑ Μ.Τ. RT(ISTD)
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Πίνακασ 4.4: Χαρακτθριςτικά πρωτεφοντα ιόντα, χρόνοι ανάςχεςθσ και μοριακοί τφποι απαγορευμζνων πεπτιδίων

FRAG1 FRAG2 CE1 CE2

1 ALEXAMORELIN C50H64N13O7 958.5051 958.5068 479.7587 3/2 5.203 160 160 47.5 20

2 DESMOPRESIN C46H64N14O12S2 1069.4347 1069.4342 535.2207 3/1 5.05

3 ghrp-1 C51H62N12O7 955.4943 955.4964 478.2524 3/2 5.672 160 160 47.5 25

4 ghrp-2 C45H55N9O6 818.4354 818.438 409.7235 3/1 6.204 160 150 42.5 12.5

5 ghrp-2_(1-3) C20H23N3O4 358.1767 358.1761 715.3463 1/1 5.119 150 150 12.5 12.5

6 ghrp-4 C34H37N7O4 608.2985 608.2996 6.809 160 20

7 ghrp-5 C43H46N8O6 771.3619 771.3633 7.222 160 32.5

8 ghrp-6 C46H56N12O6 873.4525 873.4519 437.2296 5.538 150 150 45 17.5

9 ghrp-6 free acid C46H55N11O7 874.4363 874.4374 437.7230 5/4 5.891 150 150 47.5 20

10 ghrp-6-(2-5) C34H36N6O5 609.2825 609.2820 6.873 140 20

11 ghrp-6-(2-6 ) C40H49N9O5 736.3935 736.3940 368.7021 3/1 5.701 150 150 35 12.5

12 ghrp-6-(2-6 free acid) C40H48N8O6 737.3775 737.3784 369.1941 4/1 6.273 160 150 37.5 12.5

13 HEXARELIN C47H58N12O6 887.4681 444.2403 887.4710 4/1 5.632 150 150 17.5 47.5

14 HEXARELIN (1-3) C21H26N6O4 427.2094 427.2100 853.4105 4/1 3.615 160 160 20

15 HEXARELIN (2-5) C41H51N9O5 750,4092(623) 623.3005 6.995 150 20

16 HEXARELIN (3-6) C26H34N6O3 479.2771 479.2778 957.5481 4/1 4.484 150 150 25

HEXARELIN (4-6_FREE ACID) C26H34N5O4 480.2611

17 IPAMORELIN C38H49N9O5 712.3935 712.3954 356.7017 5/4 4.541 160 160 32.5 15

18 LHRH (2-10) C50H70N16O11 1071.5488 1071.5504 536.2799 4/5 4.289 160 160 75 25

19 NARFARELIN C66H83N17O13 1322.5328 661.8288 6.496 150 25

NARFARELIN FREE ACID C66H82N16O14 1323.6274

20 NARFARELIN METAB (5-10) C41H56N10O7 801.4412 801.4429 401.2264 3/2 6.134 160 150 55 12.5

NARFARELIN METAB (5-10) FREE ACID C41H56N9O8 802.4252

21 TB-500 MET 1 (AA1-2) C19H27NO2 302.2115 302.2104 603.4087 5/1 2.355 150 150 20 5

22 TB-500 MET 2 (AA1-3) C21H35N9O 430.3037 430.3043 859.5992 4/1 1.682 150 150 25 10

23 TB-500 MET 3 (AA1-5) C30H49N11O6 660.394 660.3942 330.7013 5/4 1.965 160 150 32.5 17.5

24 TB-500 C38H68N10O14 889.4995 889.4989 445.2531 1/4 2.009

25 VASOPRESIN ARGININE C46H65N15O12S2 1084.4495 1084.4457 542.7267 1/1 3.852

26 VASOPRESIN LYSSINE C46H65N13O12S2 1056.4396 1056.4389 528.7231 4/5 3.805

ESI CONDITIONS
α/α Peptide RTCOMPOSITION M+H_THEORITICAL ION  FOUND 1 ION FOUND 2 IONS RATIO
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
 

ΕΠΙΚΤΡΩΘ ΜΕΘΟΔΟΤ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟΤ ΑΠΑΓΟΡΕΤΜΕΝΩΝ 
ΟΤΙΩΝ ΜΕ LC-QTOF 

 
5.1 ΕΙΑΓΩΓΘ[55-61] 

Θ διαδικαςία επικφρωςθσ τθσ παροφςασ μεκόδου προςδιοριςμοφ απαγορευμζνων 

ουςιϊν ζγινε αξιολογϊντασ μια ςειρά χαρακτθριςτικϊν ποιότθτασ μζςω πειραματικισ 

τεκμθρίωςθσ. Οι παράμετροι που εξετάςτθκαν ιταν οι ακόλουκεσ: 

 Λκανότθτα προςδιοριςμοφ (Identification Capability) απαγορευμζνων 

ουςιϊν 

 Ειδικότθτα (Specificity) 

 Ραρεμποδίςεισ Μιτρασ (Matrix Interferences) 

 Ζλεγχοσ Επιμόλυνςθσ (Carryover) 

 Επίδραςθ από το υπόςτρωμα (Matrix effects) 

 Ανάκτθςθ (Recovery) 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου μελετικθκαν 10 αντιπροςωπευτικζσ ουςίεσ, 1 β2 

ανδρενεργικόσ αγωνιςτισ υποδοχζασ (beta 2 adrenergic receptor agonist), 1 

αγγειοδιαςταλτικόσ παράγοντασ (vasodilator agent), 2 αντιφλεγμονϊδεισ μθ ςτεροειδείσ 

παράγοντεσ (anti-inflammatory agent non-steroidal), 1 καταπραχντικό (sedative), 1 

αναπνευςτικό διεγερτικό (respiratory stimulant), 1 αντικατακλιπτικό (antidepressant), 1 

μυκολυτικό (mycolytic), 1 οπιοφχοσ αγωνιςτισ (opioid agonist) κι 1 ανταγωνιςτι 

ανδρογόνων (androgen antagonist). Με τισ ουςίεσ αυτζσ δθμιουργικθκε ζνα 

πολυςυςτατικό διάλυμα ελζγχου το οποίο παρουςιάηεται ςτον παρακάτω πίνακα. 
 

Πίνακασ 5.1: Οι υπό ζλεγχο ουςίεσ 

α/α Ουςία 
Μοριακόσ 

Σφποσ 

1 ISOETHARINE C13H21NO3 

2 BAMETHAN SULFATE SALT C12H19NO2 

3 4-DIMETHYLAMINOANTIPYRINE C13H17N3O 

4 GLAFENINE ART C19H17ClN2O4 

5 AZAPERONE C19H22FN3O 

6 LOBELINE C22H27NO2 

7 FLUOXETINE C17H18F3NO 

8 BROMHEXINE HCl C14H20Br2N2 

9 DIPHENOXYLATE C30H32N2O2 

10 CYPROTERONE ACETATE C24H29ClO4 
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Θ πορεία που ακολουκικθκε, κακϊσ και τα αποτελζςματα των πειραμάτων 

επικφρωςθσ για κακεμία από τισ παραπάνω παραμζτρουσ, περιγράφεται ςτα υπoκεφάλαια 

που ακολουκοφν. 

 

5.2 ΕΠΕΞΕΡΓΑΙΑ – ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 

Θ παραςκευαςτικι πορεία που ακολουκικθκε για τα πειράματα είναι θ ίδια για 

όλεσ τισ παραμζτρουσ που εξετάςτθκαν. Υπάρχει διαφοροποίθςθ ςτον αρικμό των 

δειγμάτων που αναλφκθκαν για κάκε παράμετρο, κακϊσ και ςε ποια ςτιγμι προςτζκθκε το 

πρότυπο πολυςυςτατικό calb1. 

 

Ακολουκοφν αναλυτικά τα ςτάδια τθσ παραςκευαςτικισ πορείασ: 

1. Επιλογι δειγμάτων οφρων προσ ανάλυςθ. Αναμονι 30min ςε κερμοκραςία 

περιβάλλοντοσ για απόψυξθ. 

2. Ρροετοιμαςία λευκϊν δειγμάτων (blank), με μετάγγιςθ 5 ml οφρων ςτουσ 

αντίςτοιχουσ ψθλοφσ δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ. 

3. Ρροετοιμαςία δειγμάτων, με μετάγγιςθ 5 ml οφρων ςτουσ αντίςτοιχουσ ψθλοφσ 

δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ με εμβολιαςμό αυτϊν (spiking) με 50 μL αραιωμζνου 

πρότυπου πολυςυςτατικοφ διαλφματοσ των εξεταηομζνων ουςιϊν calb1, ϊςτε 

να ζχουμε τθν απαιτοφμενθ ςυγκζντρωςθ (MRPL). 

4. Ρροςκικθ 2 ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ οξικϊν 1 Μ pH 5,2 με επαναλθπτικι 

πιπζτα και ανάδευςθ (vortex). 

5. Ρροςκικθ 100 ml πρότυπου διαλφματοσ εςωτερικοφ προτφπου, με 

επαναλθπτικι πιπζτα και ανάδευςθ (vortex). 

6. Ρροςκικθ 3 g ςτερεοφ ρυκμιςτικοφ μίγματοσ ανκρακικϊν (NaHCO3/Na2CO3), 

10/1 w/w, ζλεγχοσ του pH ςτθν περιοχι 9-10 με πεχαμετρικό χάρτθ και 

ανάδευςθ. 

7. Ρροςκικθ 7 ml διαικυλαικζρα:οξικοφ αικυλεςτζρα:διχλωρομεκανίου 4:3:3,5. 

8. Ρροςκικθ 3 g άνυδρου Na2SO4 και ανάδευςθ (vortex). 

9. Κάλυψθ κάκε δείγματοσ με αλουμινόχαρτο, πωματιςμόσ και ανάδευςθ ςτουσ 

ανακινθτιρεσ για 20 min. 

10. Λςοβάρυνςθ των ςωλινων, με μζγιςτθ επιτρεπόμενθ διαφορά βάρουσ τα 0,5 g. 

11. Φυγοκζντρθςθ ςτισ 2100 rpm για 10 min. 

12. Συλλογι 3,5 ml τθσ οργανικισ ςτιβάδασ ςε κωνικοφσ ςωλινεσ. 

13. Ρροςκικθ 50 μL CH3COOH 3M. 

14. Εξάτμιςθ ςε ρεφμα αηϊτου (N2) μζχρι ξθροφ, ςε μεταλλόλουτρο των 50ο C. 

15. Κακαρά ρφγχθ ςτισ απολιξεισ του διανεμθτι αερίου αηϊτου, αρχικά μικρι ροι 

N2, με προοδευτικι αφξθςθ αυτισ. 

16. Ζλεγχοσ ξθροφ υπολείμματοσ ςε κάκε κωνικό ςωλινα, “φφςθμα” με ρεφμα N2 

ζνα – ζνα αν χρειάηεται. 

17. Ρροςκικθ 100 μL διαλφτθ αναςφςταςθσ με πιπζτα 20-200 μl. 

18. Καλι ανάδευςθ για 15 s. 
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19. Μεταφορά του αναςυςταμζνου δείγματοσ, ςε επιςθμαςμζνο με ετικζτα, 

φιαλίδιο (vial) των 2 ml με insert, με πιπζτα των 20-200 μl. 

20. Ερμθτικόσ πωματιςμόσ των φιαλιδίων και ζλεγχοσ ότι δεν περιςτρζφονται τα 

καπάκια. 

 

5.2.1 Ικανότθτα προςδιοριςμοφ (identification capability) απαγορευμζνων 

ουςιϊν 

Θ ικανότθτα προςδιοριςμοφ ελζγχκθκε με τθν παραςκευι 10 διαφορετικϊν 

δειγμάτων οφρων ςτα οποία προςτζκθκε ςυγκεκριμζνθ ποςότθτα από το πρότυπο 

πολυςυςτατικό διάλυμα calb1. Δθμιουργικθκαν επίςθσ και 10 λευκά δείγματα (blank). Θ 

παραςκευαςτικι πορεία πραγματοποιικθκε όπωσ περιγράφεται ςτθν παράγραφο 5.2. 

Ππωσ μποροφμε να δοφμε ςτα ςχιματα 5.1 και 5.2, θ μζκοδοσ που δθμιουργιςαμε 

μπορεί να ανιχνεφςει όλεσ τισ ουςίεσ. 

 

5.2.2 Ειδικότθτα (Specificity) 

Με τον όρο ειδικότθτα καλείτε θ ικανότθτα τθσ μεκόδου να ανιχνεφει μόνο τθν 

επιλεγμζνθ απαγορευμζνθ ουςία που αποδεικνφεται με το διαχωριςμό των ουςιϊν 

παρόμοιασ δομισ. 

Σε ζνα δοκιμαςτικό ςωλινα προςτζκθκαν 5 ml οφρα αλόγου και ζγιναν spike τα 

υπόλοιπα CALH (CALH4-7). Στθ ςυνζχεια ακολουκικθκε θ πειραματικι πορεία (5.2) από το 

βιμα 4. 

Θ αξιολόγθςθ των αποτελεςμάτων, μετά τθν ανάλυςθ των 10 αρνθτικϊν δειγμάτων 

οφρων (ςχιμα 5.3) ζδειξε ότι θ μζκοδοσ κρίνεται ειδικι για όλεσ τισ ουςίεσ. 

 

5.2.3 Παρεμποδίςεισ από τθ Μιτρα (Matrix Interferences) 

Στθν κατθγορία αυτι ανικουν οι ουςίεσ, ςτο χρόνο ζκλουςθσ των οποίων, 

εμφανίηονται παρεμποδίηουςεσ κορυφζσ από το μθτρικό υλικό (οφρα). Το φαινόμενο 

μπορεί να οδθγιςει ςε ψευδϊσ κετικά αποτελζςματα κατά τθν αξιολόγθςθ των 

αποτελεςμάτων. 

Θ απουςία παρεμποδίςεων από το υπόςτρωμα του δείγματοσ αποδεικνφεται 

χρθςιμοποιϊντασ 10 χρωματογραφιματα διαφορετικϊν «λευκϊν δειγμάτων» οφρων 

(blank) κι ενόσ εμβολιαςμζνου δείγματοσ οφρων που περιζχει τισ προςδιοριηόμενεσ ουςίεσ 

ςε ςυγκζντρωςθ ίςθ με το Ελαχίςτο Απαιτοφμενο Επιπζδο Απόδοςθσ(MRPL). 

Από τθν παρατιρθςθ των χρωματογραφιμάτων ςυμπεραίνουμε ότι δεν υπάρχουν 

παρεμποδίςεισ υποςτρϊματοσ (ςχιμα 5.1 και 5.2). 

 

5.2.4 Ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ (Carryover) 

Με τον όρο επιμόλυνςθ (carry over contamination) καλοφμε το φαινόμενο κατά το 

οποίο θ παρουςία μιασ ουςίασ ςε ζνα δείγμα ενδζχεται να εμφανίηεται ςτο επόμενο κατά 

ςειρά αναλυόμενο – ελεφκερο ουςιϊν – δείγμα. 
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Ο ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ πραγματοποιικθκε με χρωματογραφικι ανάλυςθ «λευκοφ 

δείγματοσ» μετά από εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων που περιείχε τισ προςδιοριηόμενεσ 

ουςίεσ ςε δεκαπλάςια ςυγκζντρωςθ (εικόνα 5.4).  

Συμπεραςματικά, όπωσ φαίνεται και ςτθν εικόνα 5.5 δεν παρατθρικθκε 

επιμόλυνςθ ςτα «λευκά δείγματα» με τθ χριςθ του ςυγκεκριμζνου χρωματογραφικοφ 

ςυςτιματοσ. 
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χιμα 5.1: Λκανότθτα προςδιοριςμοφ και παρεμποδίςεισ μιτρασ για το 1

ο
 ιόν τθσ ουςίασ Glafenine 
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Qualifier RatioCompound Glafenine_Art ion 2 Acq Method File ILECTRA_HORSES_RRLC_MSMS_TARGETED.m

+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…

Acquisition Time (min)
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C
o

u
n

ts 4x10
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0.5

1

1.5
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5.259
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…

Acquisition Time (min)

5 5.2 5.4 5.6 5.8
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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1.5
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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χιμα 5.2: Λκανότθτα προςδιοριςμοφ και παρεμποδίςεισ μιτρασ για το 2
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4-Dimethylaminoantipyrine ion 1 4-Dimethylaminoantipyrine ion 2 Azaperone ion 1 Azaperone ion 2

RT 4.20 RT 4.20 RT 6.20 RT 6.20

Bamethan ion 1 Bamethan ion 2 Bromhexine ion 1 Bromhexine ion 2

RT 3.34 RT 3.34 RT 9.07 RT 9.07

Cyproterone Acetate ion 1 Cyproterone Acetate ion 2 Diphenoxylate ion 1 Diphenoxylate ion 2

RT 10.90 RT 10.90 RT 9.98 RT 9.98

Fluoxetine ion 1 Fluoxetine ion 2 Glafenine_Art ion 1 Glafenine_Art ion 2

RT 7.98 RT 7.98 RT 5.30 RT 5.30

Isoetharine ion 1 Isoetharine ion 2 Lobeline ion 1 Lobeline ion 2

RT 2.26 RT 2.26 RT 7.20 RT 7.20

+ EIC Product Ion (232.1444[z=1] -> 113.…

Acquisition Time (min)

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6

C
o

u
n

ts 1x10

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

+ EIC Product Ion (232.1444[z=1] -> 111.…
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+ EIC Product Ion (328.1820[z=1] -> 165.…

Acquisition Time (min)

6 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2
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+ EIC Product Ion (328.1820[z=1] -> 121.…
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0.6

0.8
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+ EIC Product Ion (210.1489[z=1] -> 192.…

Acquisition Time (min)
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1

2

3

4

5

6

7

+ EIC Product Ion (210.1489[z=1] -> 136.…

Acquisition Time (min)

3 3.2 3.4 3.6
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2

3

4

5

6

7

+ EIC Product Ion (375.0066[z=1] -> 114.…

Acquisition Time (min)

9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5
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1

2

3
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5

+ EIC Product Ion (375.0066[z=1] -> 377.…
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0.6

0.8

1
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+ EIC Product Ion (417.1827[z=1] -> 279.…

Acquisition Time (min)
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4
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+ EIC Product Ion (417.1827[z=1] -> 147.…
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3
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+ EIC Product Ion (453.2537[z=1] -> 57.0…

Acquisition Time (min)
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0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

+ EIC Product Ion (453.2537[z=1] -> 425.…

Acquisition Time (min)
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o
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n
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0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

+ EIC Product Ion (310.1413[z=1] -> 44.0…

Acquisition Time (min)

7.8 7.9 8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5
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o

u
n
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0

1

2

3

4

+ EIC Product Ion (310.1413[z=1] -> 148.…
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o

u
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1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 281.…

Acquisition Time (min)

5 5.2 5.4 5.6 5.8

C
o

u
n
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0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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+ EIC Product Ion (240.1594[z=1] -> 222.…
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+ EIC Product Ion (240.1594[z=1] -> 180.…
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1
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+ EIC Product Ion (338.2115[z=1] -> 96.0…

Acquisition Time (min)
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5

+ EIC Product Ion (338.2115[z=1] -> 216.…

Acquisition Time (min)
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1

χιμα 5.3: Χρωματογραφιματα ουςιϊν για τθν Ειδικότθτα τθσ μεκόδου 
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4-Dimethylaminoantipyrine ion 1 4-Dimethylaminoantipyrine ion 2 Azaperone ion 1 Azaperone ion 2

RT 4.20 RT 4.20 RT 6.20 RT 6.20

Bamethan ion 1 Bamethan ion 2 Bromhexine ion 1 Bromhexine ion 2

RT 3.34 RT 3.34 RT 9.07 RT 9.07

Cyproterone Acetate ion 1 Cyproterone Acetate ion 2 Diphenoxylate ion 1 Diphenoxylate ion 2

RT 10.90 RT 10.90 RT 9.98 RT 9.98

Fluoxetine ion 1 Fluoxetine ion 2 Glafenine_Art ion 1 Glafenine_Art ion 2

RT 7.98 RT 7.98 RT 5.30 RT 5.30

Isoetharine ion 1 Isoetharine ion 2 Lobeline ion 1 Lobeline ion 2

RT 2.26 RT 2.26 RT 7.20 RT 7.20

+ EIC Product Ion (232.1444[z=1] -> 113.…

Acquisition Time (min)

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6

C
o

u
n

ts 5x10

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

4.196
1338139

+ EIC Product Ion (232.1444[z=1] -> 111.…

Acquisition Time (min)

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6

C
o

u
n

ts 5x10

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

4.196
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+ EIC Product Ion (328.1820[z=1] -> 165.…

Acquisition Time (min)
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0
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1
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1.4
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6.121
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+ EIC Product Ion (328.1820[z=1] -> 121.…
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0
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0.6

0.8

1
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6.121
19767840

+ EIC Product Ion (210.1489[z=1] -> 192.…

Acquisition Time (min)

3 3.2 3.4 3.6
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ts 5x10

0
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0.4

0.6

0.8

1

1.2

3.331
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+ EIC Product Ion (210.1489[z=1] -> 136.…

Acquisition Time (min)

3 3.2 3.4 3.6

C
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1
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3

4

5

6

3.331
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+ EIC Product Ion (375.0066[z=1] -> 114.…

Acquisition Time (min)

9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5
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o

u
n

ts 6x10

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

9.060
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+ EIC Product Ion (375.0066[z=1] -> 377.…

Acquisition Time (min)
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0

0.5

1

1.5

2

2.5
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+ EIC Product Ion (417.1827[z=1] -> 279.…

Acquisition Time (min)
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ts 4x10
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0.6

0.8

1

10.859
66801

+ EIC Product Ion (417.1827[z=1] -> 147.…

Acquisition Time (min)
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C
o
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n

ts 4x10

0

0.1

0.2

0.3
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0.5

0.6

0.7

0.8

10.859
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+ EIC Product Ion (453.2537[z=1] -> 57.0…

Acquisition Time (min)
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o
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n
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4

5

10.058
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+ EIC Product Ion (453.2537[z=1] -> 425.…
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3

3.5

4
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+ EIC Product Ion (310.1413[z=1] -> 44.0…

Acquisition Time (min)
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+ EIC Product Ion (310.1413[z=1] -> 148.…

Acquisition Time (min)
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C
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u
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1

7.960
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 281.…

Acquisition Time (min)
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C
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…

Acquisition Time (min)
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+ EIC Product Ion (240.1594[z=1] -> 222.…

Acquisition Time (min)
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2.261
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+ EIC Product Ion (240.1594[z=1] -> 180.…

Acquisition Time (min)
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ts 4x10
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0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

2.261
403796

+ EIC Product Ion (338.2115[z=1] -> 96.0…

Acquisition Time (min)

6.8 7 7.2 7.4
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ts 6x10

0

0.2

0.4
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1
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+ EIC Product Ion (338.2115[z=1] -> 216.…

Acquisition Time (min)
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χιμα 5.4: Χρωματογραφιματα δειγμάτων δεκαπλάςιασ ςυγκζντρωςθσ (ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ) 
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4-Dimethylaminoantipyrine ion 1 4-Dimethylaminoantipyrine ion 2 Azaperone ion 1 Azaperone ion 2

RT 4.20 RT 4.20 RT 6.20 RT 6.20

Bamethan ion 1 Bamethan ion 2 Bromhexine ion 1 Bromhexine ion 2

RT 3.34 RT 3.34 RT 9.07 RT 9.07

Cyproterone Acetate ion 1 Cyproterone Acetate ion 2 Diphenoxylate ion 1 Diphenoxylate ion 2

RT 10.90 RT 10.90 RT 9.98 RT 9.98

Fluoxetine ion 1 Fluoxetine ion 2 Glafenine_Art ion 1 Glafenine_Art ion 2

RT 7.98 RT 7.98 RT 5.30 RT 5.30

Isoetharine ion 1 Isoetharine ion 2 Lobeline ion 1 Lobeline ion 2

RT 2.26 RT 2.26 RT 7.20 RT 7.20

+ EIC Product Ion (232.1444[z=1] -> 113.…

Acquisition Time (min)

4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6
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+ EIC Product Ion (232.1444[z=1] -> 111.…
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+ EIC Product Ion (328.1820[z=1] -> 165.…
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+ EIC Product Ion (210.1489[z=1] -> 136.…
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+ EIC Product Ion (375.0066[z=1] -> 114.…
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+ EIC Product Ion (417.1827[z=1] -> 279.…
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+ EIC Product Ion (453.2537[z=1] -> 425.…
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+ EIC Product Ion (310.1413[z=1] -> 148.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 281.…
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+ EIC Product Ion (299.0582[z=1] -> 283.…
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χιμα 5.5: Χρωματογραφιματα λευκοφ δείγματοσ (ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ) 
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5.2.5 Επίδραςθ από το υπόςτρωμα (Matrix Effects)[62, 63] 

Θ εκατοςτιαία επίδραςθ από το υπόςτρωμα (% matrix effect, %ME) για κάκε ουςία 

υπολογίςτθκε με ςφγκριςθ του εμβαδοφ κορυφισ 3 διαφορετικϊν δειγμάτων οφρων που 

εμβολιάςτθκαν μετά τθν εκχφλιςθ και του εμβαδοφ κορυφισ 3 δειγμάτων νεροφ που 

εμβολιάςτθκαν επίςθσ μετά τθν εκχφλιςθ. Θ ςυγκζντρωςθ των δειγμάτων που παραςκευάςτθκαν 

είναι ίςθ με το MRPL. Οι υπολογιςμοί ζγιναν βάςει του ακόλουκου τφπου: 

 
%ΜΕ= *Επιφάνεια κορυφισ (A)/Επιφάνεια κορυφισ (B) ] x100  
 
όπου,  
Επιφάνεια κορυφισ (A) = Επιφάνεια κορυφισ ιόντοσ ςτο δείγμα οφρων όπου ο εμβολιαςμόσ ζγινε 
μετά τθν εκχφλιςθ  

Επιφάνεια κορυφισ (B) = Επιφάνεια κορυφισ ιόντοσ ςτο δείγμα νεροφ όπου ο εμβολιαςμόσ ζγινε 

μετά τθν εκχφλιςθ 

 

Κα πρζπει να ςθμειωκεί εδϊ, ότι με τον όρο matrix effect (%ME), υπολογιςμζνο όπωσ 

αναφζρκθκε, εννοείται το απόλυτο %ME[62] (absolute matrix effect) που ςτθ βιβλιογραφία 

αναφζρεται ωσ «επίδραςθ από το υπόςτρωμα». Θ παράμετροσ υπολογιςμζνθ με αυτό τον τρόπο, 

είναι θ κοινϊσ αναφερόμενθ ςτθν βιβλιογραφία και εμπεριζχει τόςο τθν “ion suppression” 

(καταςτολι ςιματοσ), όςο και τθν “ion enhancement” (ενίςχυςθ ςιματοσ). H “ion suppression” κα 

μποροφςε να υπολογιςτεί βάςει τθσ ςχζςθσ *100 - %ΜΕ+. Σε αυτι τθν περίπτωςθ, αρνθτικι τιμι κα 

υποδιλωνε φπαρξθ “ion enhancement”. Με τουσ όρουσ “ion suppression” και “ion enhancement”, 

εννοοφμε τθν «καταςτολι του ςιματοσ» και τθν «ενίςχυςθ του ςιματοσ» του ιόντοσ, αντίςτοιχα, 

ανάλογα με το πωσ επιδρά το υπόςτρωμα ςτον προςδιοριςμό μιασ ουςίασ.  

Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτουσ Πίνακεσ 5.2 και 5.3 

Ππωσ διαπιςτϊνεται από τουσ πίνακεσ οι ουςίεσ εμφανίηουν τιμζσ %ΜΕ πολφ κοντά ςτο 

100%. Αρκετζσ ουςίεσ παρουςιάηουν τιμζσ μεγαλφτερεσ του 100. Αυτό ςθμαίνει ότι επθρεάηονται 

κετικά από το υπόςτρωμα και κατά ςυνζπεια υπάρχει ενίςχυςθ του ςιματοσ. Οι υπόλοιπεσ ουςίεσ 

που παρουςιάηουν τιμζσ μικρότερεσ του 100 επθρεάηονται αρνθτικά από το υπόςτρωμα κι ζτςι 

υπάρχει μείωςθ του ςιματοσ. 
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Πίνακασ 5.2: Αποτελζςματα τθσ % επίδραςθσ από το υπόςτρωμα για το 1
ο
 ιόν τθσ κάκε ουςίασ 

Ουςία Ιόν RT

Επιφάνεια 

δείγματοσ 1 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 1 

οφρων (Β) **

% ΜΕ δείγματοσ 

1

Επιφάνεια 

δείγματοσ 2 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 2 

οφρων (Β) **

% ΜΕ δείγματοσ 

2

Επιφάνεια 

δείγματοσ 3 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 3 

οφρων (Β) **

% ΜΕ δείγματοσ 

3

Μζςοσ 

όροσ

Isoetharine 222 2.105 16634 1208 >>100 61645 4594 >>100 26267 3078 >>100 >>100

Bamethan Sulfate Salt 192 3.199 207144 210939 98.2 235190 178503 131.8 230736 230663 100.0 110

4-Dimethylaminoantipyrine 113 4.257 136725 185325 73.8 138223 173791 79.5 175339 184118 95.2 83

Glafenine Art 281 5.247 2145507 2576241 83.3 1971259 1859329 106.0 2889801 3373367 85.7 92

Azaperone 165 6.026 2800661 3372591 83.0 2134557 2428006 87.9 3123136 3707543 84.2 85

Lobeline 96 7.030 1907204 2065215 92.3 1531801 1522911 100.6 1884697 2065329 91.3 95

Fluoxetine 44 7.889 408713 412574 99.1 306188 174751 175.2 309710 281229 110.1 128

Bromhexine HCl 114 9.183 995838 1052279 94.6 737460 376415 195.9 1034724 1179657 87.7 126

Diphenoxylate 57 9.822 233457 236536 98.7 85095 90276 94.3 275709 284981 96.7 97

Cyproterone Acetate 279 10.781 4455 4898 91.0 2716 2983 91.0 7116 7331 97.1 93

 
Πίνακασ 5.3: Αποτελζςματα τθσ % επίδραςθσ από το υπόςτρωμα για το 2

ο
 ιόν τθσ κάκε ουςίασ 

Ουςία Ιόν RT

Επιφάνεια 

δείγματοσ 1 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 1 

οφρων (Β) **

% ΜΕ δείγματοσ 

1

Επιφάνεια 

δείγματοσ 2 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 2 

οφρων (Β) **

% ΜΕ δείγματοσ 

2

Επιφάνεια 

δείγματοσ 3 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 3 

οφρων (Β) **

% ΜΕ δείγματοσ 

3

Μζςοσ 

όροσ

Isoetharine 180 2.105 9576 543 >>100 33652 2545 >>100 14736 1737 >>100 >>100

Bamethan Sulfate Salt 136 3.199 103740 115782 89.6 113909 96582 117.9 121745 123035 99.0 102

4-Dimethylaminoantipyrine 111 4.257 109020 125064 87.2 110792 117744 94.1 114579 122014 93.9 92

Glafenine Art 283 5.247 658706 720366 91.4 528427 503934 104.9 776968 904317 85.9 94

Azaperone 121 6.026 2108936 2549314 82.7 1572350 1811837 86.8 2339021 2790418 83.8 84

Lobeline 216 7.030 711979 819336 86.9 600552 597468 100.5 724013 805429 89.9 92

Fluoxetine 148 7.889 9510 9690 98.1 8830 3955 223.3 9503 8820 107.7 143

Bromhexine HCl 377 9.183 117985 206311 57.2 149154 77325 192.9 194166 229001 84.8 112

Diphenoxylate 425 9.822 40639 42562 95.5 15304 15968 95.8 49584 51594 96.1 96

Cyproterone Acetate 147 10.781 4005 4324 92.6 1346 1394 96.6 5408 6479 83.5 91

 

Ππου, 
* Επιφάνεια (Α): Επιφάνεια κορυφισ του μεγαλφτερου ςε αναλογία ιόντοσ ςτα δείγματα οφρων όπου θ προςκικθ του προτφπου πολυςυςτατικοφ διαλφματοσ 

calb1 και του εςωτερικοφ προτφπου ζγινε μετά το ςτάδιο τθσ εκχφλιςθσ.  

** Επιφάνεια (Β): Επιφάνεια κορυφισ του μεγαλφτερου ςε αναλογία ιόντοσ ςτα δείγματα νεροφ όπου θ προςκικθ του προτφπου πολυςυςτατικοφ διαλφματοσ 

calb1 και του εςωτερικοφ προτφπου ζγινε μετά το ςτάδιο τθσ εκχφλιςθσ. 

%ΜΕ: Θ % επίδραςθ από το υπόςτρωμα.   
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5.2.6 Ανάκτθςθ (Recovery)[62] 

Το ποςοςτό ανάκτθςθσ των μεκόδων για κάκε ανιχνευόμενθ ουςία ελζγχκθκε με 

παράλλθλθ, ςυγκριτικι ανάλυςθ ενόσ προτφπου δείγματοσ των ουςιϊν, το οποίο προζκυψε 

μετά από ζγχυςθ (spiked) προτφπου διαλφματοσ των ουςιϊν ςε αρνθτικό δείγμα οφρων 

πριν τθν εκχφλιςθ, το οποίο ςτθ ςυνζχεια ακολοφκθςε όλθ τθν παραςκευαςτικι πορεία 

(5.2), με δείγμα το οποίο προζκυψε μετά από ζγχυςθ ίδιου όγκου του προτφπου 

διαλφματοσ των ουςιϊν ςε οργανικό υπόςτρωμα οφρων, το οποίο ιδθ είχε υποςτεί τθν 

εκχφλιςθ τθσ παραςκευαςτικισ πορείασ. Θ διαδικαςία αυτι ακολουκικθκε για 2 

διαφορετικά δείγματα οφρων. Το ποςοςτό ανάκτθςθσ υπολογίηεται από το λόγο τθσ 

επιφάνειασ τθσ κορυφισ, ςυνικωσ του ιόντοσ με τθν μεγαλφτερθ ζνταςθ, του δείγματοσ 

ςτο οποίο ζχει πραγματοποιθκεί ζγχυςθ προτφπου διαλφματοσ ουςιϊν πριν το ςτάδιο τθσ 

εκχφλιςθσ, προσ τθν επιφάνεια τθσ κορυφισ του ίδιου ιόντοσ τθσ ουςίασ, του δείγματοσ ςτο 

οποίο ζχει πραγματοποιθκεί ζγχυςθ μετά τθν εκχφλιςθ, βάςει τθσ ακόλουκθσ ςχζςθσ:  

 

% Ανάκτθςθ= *(Επιφάνεια κορυφισ) ζγχυςθ προ τθσ εκχφλιςθσ/(Επιφάνεια 

κορυφισ) ζγχυςθ μετά τθν εκχφλιςθ+ x 100  

 

Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 5.4. 

Από τθ μελζτθ των αποτελεςμάτων, παρατθρικθκε ότι θ ανάκτθςθ κυμαίνεται 

μεταξφ 5-41 %. Αυτό οφείλεται ςτο ότι θ μζκοδοσ που χρθςιμοποιικθκε ςτθρίηεται ςτθ 

γενικι μζκοδο του εργαςτθρίου, θ οποία απευκφνεται ςε πλικοσ ουςιϊν. Θ ουςία 

Isoetharine, για τθν οποία παρατθρείται θ μικρότερθ ανάκτθςθ, είναι πολφ πολικι με 

αποτζλεςμα να εκλοφεται πολφ γριγορα. Επίςθσ το Bromhexine είναι πολφ βαςικό. 

 Καλό κα ιταν μελλοντικά το εργαςτιριο να ελζγξει τθν παραςκευαςτικι πορεία 

των ουςιϊν για τθ διόρκωςθ αυτοφ του αποτελζςματοσ. 

 

Θ προετοιμαςία των δειγμάτων πραγματοποιικθκε από προχπάρχουςεσ 

παραςκευαςτικζσ πορείεσ του εργαςτθρίου και δεν ακολοφκθςε βελτιςτοποίθςθ. 
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Πίνακασ 5.4: % ανάκτθςθ για το 1
ο
 ιόν τθσ κάκε ουςίασ 

Ουςία Ιόν

Επιφάνεια 

δείγματοσ 1 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 1 

οφρων (Β) **

% Ανάκτθςθ 

δείγματοσ 1 ***

Επιφάνεια 

δείγματοσ 2 

οφρων (Α) *

Επιφάνεια 

δείγματοσ 2 

οφρων (Β) **

% Ανάκτθςθ 

δείγματοσ 2 ***

Μζςοσ 

όροσ

Isoetharine 222 4797 69772 6.9 1741 71470 2.4 4.7

Bamethan Sulfate Salt 192 92239 229115 40.3 102014 242451 42.1 41.2

4-Dimethylaminoantipyrine 113 49693 150108 33.1 62059 160117 38.8 35.9

Glafenine Art 281 712654 2135063 33.4 667221 2864469 23.3 28.3

Azaperone 165 833675 2748962 30.3 542883 3874800 14.0 22.2

Lobeline 96 486390 1335184 36.4 338087 1674135 20.2 28.3

Fluoxetine 44 125346 351796 35.6 77523 409154 18.9 27.3

Bromhexine HCl 114 105220 943520 11.2 116694 1217689 9.6 10.4

Diphenoxylate 57 17310 59033 29.3 2406 224143 1.1 15.2

Cyproterone Acetate 279 1225 2889 42.4 254 5674 4.5 23.4

 

 

Όποσ, 

* Επιθάνεια (Α): Επιθάνεια κορσθής ηοσ μεγαλύηεροσ ζε αναλογία ιόνηος ζηα δείγμαηα ούρων όποσ η προζθήκη ηοσ calb1 έγινε πριν από ηο 

ζηάδιο ηης εκτύλιζης 

** Επιθάνεια (Β): Επιθάνεια κορσθής ηοσ μεγαλύηεροσ ζε αναλογία ιόνηος ζηα δείγμαηα ούρων όποσ η προζθήκη ηοσ calb1 έγινε μεηά ηο 

ζηάδιο ηης εκτύλιζης 

*** Ανάκηηζη %: Επιθάνεια (Α) / Επιθάνεια (Β) 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

 
ΤΜΠΕΡΑΜΑΣΑ 

 

ΟΤΙΕ ΑΛΟΓΩΝ 

Στθν παροφςα εργαςία ζγινε προςπάκεια ανάπτυξθσ μεκόδων επιβεβαίωςθσ 

διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν ουςιϊν με τθν τεχνικι τθσ υγροχρωμοταγραφίασ-

φαςματομετρίασ μαηϊν και αναλυτι χρόνου πτιςθσ ςε ςειρά με τετράπολο (LC-QTOF). Ο 

ιοντιςμόσ ζγινε με θλεκτροψεκαςμό κετικισ πολικότθτασ *(+)ESI+. Θ προςπάκεια αυτι 

αποςκοποφςε ςτθν εφρεςθ βζλτιςτων ςυνκθκϊν ζτςι ϊςτε να ζχουμε δφο τουλάχιςτον 

διαγνωςτικά κραφςματα ςε κάκε επιβεβαιωτικι μζκοδο. Θ εργαςία αυτι, οδιγθςε ςτθν 

ανάπτυξθ 67 νζων μεκόδων για διαδικαςίεσ επιβεβαίωςθσ διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν 

ουςιϊν (μία για κάκε εξεταηόμενθ ουςία). 

Για τθν επικφρωςθ των μεκόδων, εξετάςτθκε μια ςειρά παραμζτρων για 10 

αντιπροςωπευτικζσ ουςίεσ. Θ αξιολόγθςθ των μεκόδων επιβεβαίωςθσ, ζδειξε ότι οι 

μζκοδοι αυτζσ εμφανίηουν ειδικότθτα για το ςφνολο των ουςιϊν που εξετάςτθκαν. Επίςθσ, 

δεν παρατθρικθκαν επιμολφνςεισ, οφτε και παρεμποδίςεισ υποςτρϊματοσ. Τζλοσ, οι 

ουςίεσ εμφάνιςαν χαμθλζσ τιμζσ, όςον αφορά ςτθν επίδραςθ από το υπόςτωμα (%ME). 

Στθν πλειοψθφία τουσ οι ουςίεσ παρουςίαςαν %RE 5 - 41%. Θ χαμθλότερθ ανάκτθςθ που 

παρουςίαςαν κάποιεσ ουςίεσ δεν αποτελεί αναςταλτικό παράγοντα για τθν εφαρμογι των 

μεκόδων κακϊσ είναι δυνατι θ ανίχνευςθ των ουςιϊν ςτο επίπεδο του MRPL. 

Ππωσ προκφπτει από τα παραπάνω, θ μζκοδοσ κρίνεται κατάλλθλθ για τθ 

διαδικαςία επιβεβαίωςθσ (confirmation) όλων των ουςιϊν που μελετικθκαν.  

 

ΠΕΠΣΙΔΙΑ 

Ρραγματοποιικθκε ανάπτυξθσ μεκόδων επιβεβαίωςθσ πεπτιδίων με τθν τεχνικι 

τθσ υγροχρωμοταγραφίασ-φαςματομετρίασ μαηϊν και αναλυτι χρόνου πτιςθσ ςε ςειρά με 

τετράπολο (LC-QTOF). Ο ιοντιςμόσ ζγινε με θλεκτροψεκαςμό κετικισ πολικότθτασ *(+)ESI]. 

Θ προςπάκεια αυτι αποςκοποφςε ςτθν εφρεςθ βζλτιςτων ςυνκθκϊν ζτςι ϊςτε να 

υπάρχουν δφο τουλάχιςτον διαγνωςτικά κραφςματα ςε κάκε επιβεβαιωτικι μζκοδο. Θ 

εργαςία αυτι, οδιγθςε ςτθν ανάπτυξθ 23 νζων μεκόδων για διαδικαςίεσ επιβεβαίωςθσ 

πεπτιδίων (μία για 5 πεπτίδια και δφο για 18 πεπτίδια). 

Το δυναμικό τθσ πθγισ ιοντιςμοφ είναι περίπου ίδιο για όλα τα πεπτίδια και 

κυμαίνεται από 140 ζωσ 160 V. Αυτό πικανότατα οφείλεται ςτθν παρόμοια δομι που ζχουν 

όλα τα πεπτίδια, κακότι αποτελοφνται από μια πολυπεπτιδικι αλυςίδα, ίδια για όλα τα 

πεπτίδια και το μόνο που αλλάηει είναι οι πλευρικζσ ομάδεσ. Αξιοςθμείωτο ιταν ότι πολλά 

κραφςματα ιταν κοινά, ςε διαφορετικά πεπτίδια. Για το λόγο αυτό ςε πολλά πεπτίδια 

επιλζξαμε δυναμικό 150 V, κυρίωσ ςε εκείνα που ζχουν πολλοφσ μεταβολίτεσ. 

Επιπρόςκετα, παρατθρικθκε ότι ςε δυναμικό μεγαλφτερο από 200 V δεν υπάρχει κακόλου 

ςιμα. 
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Ραρατθρικθκε, επιπλζον, ότι ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ το μονοϊονιςμζνο ιόν 

χρειάςτθκε περιςςότερθ ενζργεια ςφγκρουςθσ για τθ διάςπαςι του ςε ςχζςθ με το δισ-

ιονιςμζνο ιόν. 

 

Τζλοσ, για τα πεπτίδια με μεγάλο m/z οι ενζργειεσ ςφγκρουςθσ κυμαίνονται ςε 

υψθλά επίπεδα (ζωσ και 75 eV) για κάποια πεπτίδια, ςε ςχζςθ με τισ υπόλοιπεσ ουςίεσ που 

είχαν χαμθλότερα m/z και παρουςίαηαν τιμζσ ενζργειασ ςφγκρουςθσ μζχρι 40 eV. Αυτό 

πικανότατα οφείλεται ςτο μζγεκοσ των μορίων των πεπτιδίων κακϊσ και ςτθν φπαρξθ του 

πεπτιδικοφ δεςμοφ, ο οποίοσ ζχει εν μζρει χαρακτιρα διπλοφ δεςμοφ. [64] 
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ΠΙΝΑΚΑ ΟΡΟΛΟΓΙΑ 

Πίνακασ Α:Ρίνακασ ορολογίασ με τισ αντιςτοιχίεσ των ελλθνικϊν και ξενόγλωςςων όρων

Ξενόγλωςςοσ όροσ Ελλθνικόσ όροσ

Abundance Ζνταςθ

Analogue-to-digital converter Αναλογικόσ ψθφιοποιθτισ

Artifact Τεχνθτι ζνωςθ που ςχθματίηει θ ουςία

Atmospheric Pressure Chemical Ionization Χθμικόσ Ιοντιςμόσ Ατμοςφαιρικισ Ρίεςθσ

Autosampler Αυτόματοσ Δειγματολιπτθσ

Binary pump Δυαδικι αντλία υψθλισ πίεςθσ

Blank Λευκό δείγμα

Calibrant mix Διάλυμα βακμονόμθςθσ

Calibration Βακμονόμθςθ

Carryover Ζλεγχοσ Επιμόλυνςθσ

Chemical Ionization Χθμικόσ Ιοντιςμόσ

Collision cell Κυψελίδα ςυγκροφςεων

Collision Induced Dissociation Σφγκρουςθ του πρόδρομου ιόντοσ με αδρανζσ αζριο

Controlled Medication Regulations Κανονιςμοί για Ελεγχόμενθ Φαρμακευτικι Αγωγι

Doping Ντόπινγκ (Φαρμακοδιζγερςθ)

Drying gas Αζριο ξιρανςθσ

Electron Impact Ιοντιςμόσ με πρόςκρουςθ θλεκτρονίων

Electron multiplier Ηλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτισ

Electrospray Ionization Ηλεκτροςπρζυ

Equine Anti-Doping Αντί-Ντόπινγκ Ιπποειδϊν

Fédération Equestre Internationale Διεκνισ Ιππικι Ομοςπονδία

Flow Injection Analysis Ανάλυςθ οισ Ζγχυςθσ

Gonadotropins Γοναδοτροπίνεσ

Growth Hormone Αυξθτικι Ορμόνθ

Growth Hormone Releasing Peptides Ρεπτίδια Απελευκζρωςθσ Αυξθτικισ Ορμόνθσ

Growth Hormone Secretagogues Εκκριταγωγοί Αυξθτικισ Ορμόνθσ

Growth Hormone-Releasing Hormone Αυξθτικι Ορμόνθ-Εκλυτικι Ορμόνθ

High Performance Liquid Chromatography Χρωματογραφία Υψθλισ Απόδοςθσ

Hot block Μεταλλόλουτρο

human Growth Hormone Ανκρϊπινθ Αυξθτικι Ορμόνθ

Identification capability Ικανότθτα προςδιοριςμοφ

IFHA Διεκνισ Ομοςπονδία Ιπποδρομιακϊν Αρχϊν

Internal Standard Εςωτερικό Ρρότυπο

International Standard for Laboratories Διεκνζσ Ρρότυπο Εργαςτθρίων

Ion enhancement Ενίςχυςθ ςιματοσ

Ion suppression Καταςτολι ςιματοσ

Liquid Chromatography Υγροχρωματογραφία

Loop injector Βρόχοσ δειγματολθψίασ

M+adduct Ιόν προςκικθσ

Masking agent Ραράγων ςυγκάλυψθσ

Mass accurasy Ικανότθτα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Ιοντιςμόσ με τθ βοικεια εκρόφθςθσ μιτρασ

Matrix effect Επίδραςθ από το υπόςτρωμα

Matrix interferences Ραρεμποδίςεισ από τθ μιτρα
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Ξενόγλωςςοσ όροσ Ελλθνικόσ όροσ

Metabolite Μεταβολίτθσ

Micro-insert Μικροφιαλίδιο

Minimun Required Performance Limit Ελάχιςτο Απαιτοφμενο Πριο Απόδοςθσ

Multi-channel Μικροςκοπικόσ ςωλινασ

Multi-channel plate detector Ανιχνευτισ πλακϊν πολλαπλισ διζλευςθσ

Narcotics Ναρκωτικά

Nebulizer gas Αζριο νεφελοποίθςθσ

Orthogonal Acceleration Ορκογϊνια Επιτάχυνςθ

Peak area Εμβαδόν χρωματογραφικισ κορυφισ

Peak split Σχάςθ κορυφισ

Photomultiplier tube Φωτοπολλαπλαςιαςτισ

Precursor ion Μθτρικό ιόν

Proficiency Tests Ζλεγχοι Ικανότθτασ

Quadrupole Τετράπολο

recombinant Bovine Growth Hormone Αναςυνδυαςμζνθ Αυξθτικι Ορμόνθ Βοοειδϊν

recombinant Growth Hormone Αναςυνδυαςμζνθ Αυξθτικι Ορμόνθ

recombinant human Growth Hormone Αναςυνδυαμζνθ Ανκρϊπινθ Αυξθτικι Ορμόνθ

Recovery Ανάκτθςθ

Reference mix Διάλυμα ελζγχου

Reflectron Ανακλαςτικό Κάτοπτρο

Relative Retention Time Σχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ

Resolution Διαχωριςτικι Ικανότθτα

Retention Time Χρόνοσ Ανάςχεςθσ

Screening Σάρωςθ

Signal-to-noise Σιμα λόγου προσ κόρυβο

Solid phase extraction Εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ

Solvent level Επίπεδο διαλφτθ

Specificity Ειδικότθτα

Spiking Εμβολιαςμόσ

Spray Chamber Θάλαμοσ Ψεκαςμοφ

Tandem Mass Spectrometry Συηευγμζνθ Φαςματομετρία Μαηϊν

Time Of Flight Χρόνοσ πτιςθσ

Tip Ρλαςτικό ρφγχοσ

Tray Ψυχόμενθ πλάκα τοποκζτθςθσ δειγμάτων

Tuning φκμιςθ

Vacuum Degasser Σφςτθμα Απαζρωςθσ Διαλυτϊν

Validation Επικφρωςθ

Vial Διαφανζσ φιαλίδιο

Vortex Ανάδευςθ

World Anti-Doping Agency Ραγκόςμιοσ Οργανιςμόσ Αντιντόπινγκ

World Anti-Doping Code Ραγκόςμιοσ Κϊδικασ Αντιντόπινγκ
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ΤΝΣΜΘΕΙ – ΑΡΚΣΙΚΟΛΕΞΑ - ΑΚΡΩΝΤΜΙΑ 

Πίνακασ Β: Ακρωνφμια και θ ανάπτυξι τουσ

Ακρωνφμιο Ανάπτυξθ

ΑΑΣ Αναβολικά Ανδρογόνα Στεδοεϊδι

AAS Androgenic Anabolic Steroids

ADC Analogue-to-digital converter

AORC Association of Official Racing Chemists

ARCI Association of Racing Commissioners International

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization

CI Chemical Ionization

CID Collision Induced Dissociation

CMR Controlled Medication Regulations

ΔΑ Διαλφτθσ Αναςφςταςθσ

DEA Drug Enforcement Administration

EAD Equine Anti-Doping

EI Electron Impact

Ε.Κ.Ρ.Α. Εκνικό Καποδιςτριακό Ρανεπιςτιμιο Ακθνϊν

ESI Electrospray Ionization

Ε.ΣΥ.Δ. Εκνικό Σφςτθμα Διαπίςτευςθσ

EPO Erythropoetin

FEI Fédération Equestre Internationale

FIA Flow Injection Analysis

GC Gas Chromatography

GH Growth Hormone

GHRPs Growth Hormone Releasing Peptides

GHS Growth Hormone Secretagogues

GHRH Growth Hormone-Releasing Hormone

GnRH Gonadotropins Releasing Hormones

hGH human Growth Hormone

HPLC High Performance Liquid Chromatography

IFHA International Federation of Horseracing Authorities

ISL International Standard for Laboratories

ISO International Organisation of Standardization

ISTD International Standard

ITR Intergrating Transient Records

ΚΝΣ Κεντρικό Νευρικό Σφςτθμα

LC Liquid Chromatography

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionization

MCP Multi-channel Plate Detector

ME Matrix Effects

ΜΣΑΦ Μθ Στεροεϊδι Αντιφλεγμονϊδθ Φάρμακα

MRPL Minimun Required Performance Limit

MS Mass Spectrometry  
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Ακρωνφμιο Ανάπτυξθ

MS/MS Mass Spectrometry/Mass Spectrometry

Μ.Τ. Μοριακόσ Τφποσ

NSAIAs Non Steroidal Anti Inflammatory Agents/Analgesics

NSAIDs Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs

NSAIMs Non Steroidal Anti Inflammatory Medicines

Ο.Α.Κ.Α. Ολυμπιακό Ακλθτικό Κζντρο Ακθνϊν

PMT Photomultiplier tube

Q, q Quadrupole

R Resolution

RE Recovery

rBGH recombinant Bovine Growth Hormone

rGH recombinant Growth Hormone

rhGH recombinant human Growth Hormone

RRT Relative Retantion Time

RT Retention Time

S/N Signal-to-Noise

TDC Τime-to-Digital Converters

TOF Time Of Flight

UHPLC Ultra High Performance Liquid Chromatography

WADA World Anti Doping Agency
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ΠΑΡΑΡΣΘΜΑ 1 

 

Διαγράμματα επιλογισ βζλτιςτου δυναμικοφ (fragmentor) για τισ ουςίεσ του CALH1 

 

 

 



  

91 
 

 

 

 

 

 

 



  

92 
 

 

 

 
  



  

93 
 

Διαγράμματα επιλογισ βζλτιςτου δυναμικοφ (fragmentor) για τισ ουςίεσ του CALH2 
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Διαγράμματα επιλογισ βζλτιςτου δυναμικοφ (fragmentor) για τισ ουςίεσ του CALH3 
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Διαγράμματα επιλογισ βζλτιςτου δυναμικοφ (fragmentor) για τα Ρεπτίδια 

 

 

 

 



  

100 
 

 

 

 



  

101 
 

 

 

 



  

102 
 

 

 

 



  

103 
 

 
  



  

104 
 

ΠΑΡΑΡΣΘΜΑ 2 

Φάςματα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για το CALH1 
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Φάςματα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για το CALH2 

 

 

 

 



  

111 
 

 

 

 



  

112 
 

 

 

 



  

113 
 

 

 

 



  

114 
 

 

 

 
  



  

115 
 

Φάςματα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για το CALH3 
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Φάςματα επιλογισ βζλτιςτθσ ενζργειασ ςυγκροφςεωσ για τα Ρεπτίδια 
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