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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

Γελεζηνπξγέο αηηίεο γηα ηελ ελαζρφιεζε θαη ηελ εθπφλεζε ηνπ ζέκαηνο ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο 

απνηέιεζαλ αθελφο κελ ην ζπλερέο ελδηαθέξνλ γηα ηελ αλάπηπμε λέσλ κεζφδσλ πξνζδηνξηζκνχ 

αληηβηνηηθψλ ελψζεσλ πεληθηιίλεο πνπ πξνθχπηεη απφ ηε ζεκαληηθφηεηα ηεο ρξήζεο θαη ηεο δξάζεο 

ηνπο έλαληηα ζηηο βαθηεξηαθέο κνιχλζεηο, αθεηέξνπ δε ε αλάγθε γηα εθαξκνγή λέσλ, θαηλνηφκσλ, 

νηθνλνκηθψλ, θηιηθψλ πξνο ην πεξηβάιινλ, απιψλ θαη αμηφπηζησλ ηερληθψλ κηθξνεθρχιηζεο θαη 

πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο, νη νπνίεο ελαξκνλίδνληαη κε ηηο αξρέο ηεο πξάζηλεο αλαιπηηθήο ρεκείαο. 

 Τπφ απηφ ην πξίζκα κειεηήζεθαλ ηέζζεξα αληηβηνηηθά, ηεο θαηεγνξίαο ησλ β-ιαθηακψλ θαη 

ζπγθεθξηκέλα ηέζζεξηο πεληθηιίλεο, ε βελδπινπεληθηιίλε, ε νμαθηιίλε, ε θινμαθηιίλε θαη ε 

δηθινμαθηιίλε. Ο ζηφρνο ηεο εξγαζίαο ήηαλ ε αλάπηπμε θαη επηθχξσζε κηαο απιήο θαη γξήγνξεο 

κεζφδνπ γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ησλ ηεζζάξσλ απηψλ ελψζεσλ ζε νξφ αλζξψπηλνπ 

αίκαηνο, κε κηα λέα ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο: ηελ Fabric Phase Sorptive Extraction. 

Σν πθαζκάηηλν κέζν FPSE απνηεινχκελν απφ ππφζηξσκα πθάζκαηνο θεινπιφδεο επηθαιπκκέλν κε 

θνιινεηδέο δηάιπκα πνιπηεηξαυδξνθνπξάληνπ (PTHF) απέδσζε ηε βέιηηζηε επαηζζεζία εθρχιηζεο 

γηα ηα επηιεγκέλα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο θαη ζπλεπψο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ εθρχιηζε 

ηεζζάξσλ πεληθηιηλψλ απφ αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο, ρσξίο πξνεγνχκελε θαηαβχζηζε πξσηετλψλ θαη 

ρσξίο εμάηκηζε δηαιχηε θαη επαλαζχζηαζε ηνπ δείγκαηνο κεηά ηελ εθρχιηζε. Σν δείγκα νξνχ 

αίκαηνο, αθνχ εθρπιίζηεθε κε ηε κέζνδν FPSE πνπ αλαπηχρζεθε θαη βειηηζηνπνηήζεθε, αθνινχζσο 

αλαιχζεθε κε ηελ ηερληθή ηεο Τγξήο Υξσκαηνγξαθίαο Τςειήο Πίεζεο (HPLC) θαη νη ηέζζεξηο 

ελψζεηο αληρλεχζεθαλ θαη ηαπηνπνηήζεθαλ κε αληρλεπηή παξάηαμεο θσηνδηφδσλ. 

Ζ παξνχζα εξγαζία εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Αλαιπηηθήο Υεκείαο ηνπ Σκήκαηνο Υεκείαο ηνπ 

Αξηζηνηειείνπ Παλεπηζηεκίνπ Θεζζαινλίθεο, ππφ ηελ επίβιεςε ηνπ Καζεγεηή θ. Ησάλλε 

Παπαδνγηάλλε, ηνλ νπνίν επραξηζηψ ζεξκά, γηα ηελ θαζνδήγεζε ηνπ θαζ’ φιε ηε δηάξθεηα ηεο 

εθπφλεζεο ηεο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο, ηηο γλψζεηο θαη ηελ εκπεηξία πνπ κνπ κεηαιακπάδεπζε θαη 

ηηο πνιχηηκεο ζπκβνπιέο ηνπ. Δπίζεο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ Καζεγήηξηα Βηθησξία 

΢ακαλίδνπ γηα ηε ζπλεξγαζία πνπ είρακε ζην πιαίζην ηεο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο, γηα ηελ ακέξηζηε 

ππνζηήξημε ηεο, ηε ζπκβνιή ηεο, θαζψο θαη γηα ηηο ρξήζηκεο ππνδείμεηο ηεο, θαηά ην ζηάδην 

ζπγγξαθήο ηεο εξγαζίαο σο κέινο ηεο ηξηκεινχο επηηξνπήο. Δπίζεο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ην 

έηεξν κέινο ηεο ηξηκεινχο επηηξνπήο, ηνλ Καζεγεηή θ. Γεψξγην Θενδσξίδε, γηα ηηο εχζηνρεο 

παξαηεξήζεηο θαη ππνδείμεηο ηνπ θαηά ηε ζπγγξαθή ηεο παξνχζαο εξγαζίαο.Σέινο, ζα ήζεια λα 

επραξηζηήζσ ηελ νηθνγέλεηά κνπ θαη ηνπο δηθνχο κνπ αλζξψπνπο γηα ηελ αγάπε θαη ηε ζηήξημή 

ηνπο. 

Αιακπάλνο Γ. Βαζίιεηνο 

Θεζζαινλίθε, Ηνχιηνο 1019 
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Α. ΘΔΧΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

1. ΠΔΝΙΚΙΛΙΝΔ΢ 

1.1.  Ιζηνξηθά ΢ηνηρεία 

Οη πεληθηιίλεο είλαη κία απφ ηηο παιαηφηεξεο θαη πην ζεκαληηθέο νκάδεο αληηβηνηηθψλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη επξέσο γηα ηε ζεξαπεία ινηκψμεσλ. Δίλαη γλσζηφ απφ ηζηνξηθά αξρεία φηη ε 

βαθηεξηνζηαηηθή δξάζε ηνπ Penicillium, ελφο γέλνπο κπθήησλ (κνχριαο, mould), νη νπνίνη αλήθνπλ 

ζηελ θαηεγνξία ησλ αζθνκπθήησλ, ήηαλ γλσζηή ήδε απφ ηελ αξραηφηεηα (αξραία Διιάδα, αξραία 

Αίγππηνο, αξραία Ηλδία). Ζ ρξήζε ηνπ κνπριηαζκέλνπ ςσκηνχ, ζην νπνίν έρεη αλαπηπρζεί έλα είδνο 

θπαλήο κνχριαο, σο κέζνπ γηα ηελ αληηκεηψπηζε ππσδψλ πιεγψλ ήηαλ ήδε γλψξηκε ιατθή ηαηξηθή 

πξαθηηθή ζηελ Δπξψπε απφ ην Μεζαίσλα.  Σνλ 15ν αηψλα απφ ηε κνλαρή Hildegarde von Bingen, ε 

νπνία παξαηήξεζε φηη ζηνπο θνξκνχο ησλ δέληξσλ ππήξρε έλα είδνο κνχριαο, ην νπνίν κπνξνχζε 

λα ζεξαπεχζεη ηξαχκαηα.[1-3] Πνιινί επηζηήκνλεο, είραλ δηαπηζηψζεη ηελ αληηβαθηεξηαθή δξάζε 

ηεο κνχριαο θαη αξθεηνί ηελ είραλ ρξεζηκνπνηήζεη γηα ζεξαπεπηηθνχο ζθνπνχο, αξθεηά ρξφληα πξηλ 

απφ ηελ αλαθάιπςε ηεο πεληθηιίλεο θαη ζπζηεκαηηθή κειέηε ηεο (1928) απφ ηνλ Alexander 

Fleming. 

Ο βαθηεξηνιφγνο Alexander Fleming, θαηάθεξε λα αλαθαιχςεη θαη λα απνκνλψζεη ηπραία ην πξψην 

κέινο απηήο ηεο νκάδαο αληηβηνηηθψλ, ηε βελδπινπεληθηιίλε. Γνπιεχνληαο θάπνηα πεηξάκαηά ηνπ, 

άθεζε θαηά ιάζνο κηα θαιιηέξγεηα ζηαθπιφθνθθνπ αθάιππηε γηα κεξηθέο εκέξεο. ΢ην ηέινο ησλ 

πεηξακάησλ θαη ελψ εηνηκαδφηαλ λα πεηάμεη ην ηξηβιίν κε ηελ θαιιηέξγεηα, δηαπίζησζε φηη ζε 

νξηζκέλα ζεκεία ηεο είραλ αλαπηπρζεί κχθεηεο (κνχρια). ΢ε κηθξή αθηίλα γχξσ απφ ηνπο κχθεηεο 

δελ ππήξραλ πηα βαθηήξηα. Όζα βαθηήξηα ππήξραλ, είραλ δηαιπζεί, ελψ δελ είραλ αλαπηπρζεί λέα. Ο 

Fleming απνκφλσζε ην κχθεηα απηφ, ην κειέηεζε θαη δηαπίζησζε φηη πξφθεηηαη γηα ην Penicillium 

notatum. Καηέιεμε ζην ζπκπέξαζκα φηη ν κχθεηαο απειεπζεξψλεη θάπνηα έλσζε, ε νπνία 

παξεκπνδίδεη ηελ αλάπηπμε ησλ βαθηεξίσλ. Έηζη ινηπφλ νλφκαζε ηελ έλσζε απηή πεληθηιίλε, κε 

κνξηαθφ ηχπν M.T.= C16H18N2O4S,  ε δνκή ηεο νπνίαο παξνπζηάδεηαη ζην ζρήκα 1.1. 

 

΢ρήκα 1.1 ΢πληαθηηθόο ηύπνο ηεο πεληθηιίλεο (βελδπινπεληθηιίλεο) 
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Ωζηφζν, ζπλεηδεηνπνίεζε φηη ε θαιιηέξγεηά ηεο  ήηαλ αξθεηά δχζθνιε θαη φηη ζηε ζπλέρεηα ήηαλ 

αθφκα δπζθνιφηεξν λα απνκνλψζεη ηελ αληηβηνηηθή νπζία. Ζ πξνζσπηθή ηνπ εληχπσζε ήηαλ φηη 

εμαηηίαο ηνπ πξνβιήκαηνο ηεο παξαγσγήο ηεο ζε κεγάιε πνζφηεηα θαη ηεο θαηλνκεληθά βξαδείαο 

δξάζεο ηεο, ε πεληθηιίλε δε ζα ήηαλ ζεκαληηθή ζηελ θαηαπνιέκεζε ησλ κνιχλζεσλ, ελψ 

παξαηήξεζε πεηξακαηηθά πσο ε πεληθηιίλε δε κπνξνχζε λα κείλεη ζηαζεξή ζην αλζξψπηλν ζψκα γηα 

ην απαξαίηεην ρξνληθφ δηάζηεκα. Δπίζεο, πνιιέο θιηληθέο δνθηκέο δελ έδσζαλ ζαθή απνηειέζκαηα, 

ίζσο επεηδή ηε ρξεζηκνπνηνχζαλ σο επηθαλεηαθφ αληηζεπηηθφ.  Γηα ηνπο ιφγνπο απηνχο ζηακάηεζε 

ηελ πεξαηηέξσ έξεπλα. Ο Fleming ζεσξείηαη σο ν "παηέξαο ηεο πεληθηιίλεο", επεηδή ππήξμε ν 

πξψηνο, ν νπνίνο νξζά ππέζεζε ηελ χπαξμή ηεο, φπσο θαη ηελ παξαγσγή ηεο απφ κχθεηεο. Ωζηφζν, 

ε πξαγκαηηθή έξεπλα πάλσ ζηελ πεληθηιίλε μεθίλεζε πεξίπνπ 10 ρξφληα κεηά ηηο πξψηεο 

παξαηεξήζεηο ηνπ Fleming απφ ηελ νλνκαδφκελε "νκάδα ηεο Ομθφξδεο". 

Σν 1939, νη Dr. Howard Florey θαη Dr. Ernst Chain θαη νη εξεπλεηηθέο ηνπο νκάδεο, πέηπραλ λα 

παξαζθεπάζνπλ κε επηηπρία θάξκαθν απφ ην πγξφ πεξηβάιινλ-ππφζηξσκα, φπνπ ε πεληθηιίλε 

αλαπηχζζεηαη, θαη επηηπρψο λα ην εθαξκφζνπλ ζε θιηληθή δνθηκή. Υάξηο ζην βηνρεκηθφ ηεο νκάδαο 

Norman Heatley, ν νπνίνο είλαη ν  αθαλήο ήξσαο ηεο παξαθεπήο ηεο πεληθηιίλεο θαη ρσξίο ηνλ 

νπνίν, ε απνκφλσζε ηεο θαζαξήο πεληθηιίλεο ζα αξγνχζε πνιχ, ιχζεθαλ δχν βαζηθά πξνβιήκαηα: 

(α) ην πξφβιεκα ηεο κέηξεζεο ηεο δξαζηηθφηεηαο ελφο δηαιχκαηνο πεληθηιίλεο, αθνχ κε ηηο 

κεηξήζεηο απηέο κπνξνχζαλ νη εξεπλεηέο λα δηαπηζηψλνπλ ηε ζπγθέληξσζε ηνπ αληηβηνηηθνχ ζηα 

δηάθνξα ζηάδηα θαζαξηζκνχ, ειέγρνληαο έηζη αλ επέξρεηαη εκπινπηηζκφο ή φρη θαη (β) ε απνκφλσζε 

ηεο πεληθηιίλεο κε επαλεθρχιηζε (back-extraction) -αξρηθά κε δηαηζπιαηζέξα-, ηελ νπνία ν Heatley 

θαηάθεξε ζρεδφλ λα απηνκαηνπνηήζεη, ρξεζηκνπνηψληαο απηνζρέδηεο δηαηάμεηο. Με απηφλ ηνλ 

ηξφπν, δεκηνπξγήζεθε ε βάζε γηα λέα αληηβηνηηθά θάξκαθα, ηα νπνία ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηε 

δηάξθεηα ηνπ 2νπ Παγθνζκίνπ Πνιέκνπ ζηελ επνχισζε ησλ ηξαπκάησλ. Ζ πεληθηιίλε εηζήρζε ζηελ 

αγνξά κεηά ην 2ν Παγθφζκην Πφιεκν ην 1946 θαη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε ζεξαπεία βαθηεξηαθψλ 

ινηκψμεσλ, ηδηαίηεξα απηψλ πνπ πξνθαινχληαη απφ ζηαθπιφθνθθνπο θαη ζηξεπηφθνθθνπο. ΢ε 

θιηληθέο εθαξκνγέο, βξέζεθε λα παξνπζηάδεη πεξηνξηζκνχο, φπσο ζρεηηθή αζηάζεηα ζην γαζηξηθφ 

νμχ, επαηζζεζία έσο θαη αδξαλνπνίεζε απφ β-ιαθηακάζεο (πεληθηιηλάζεο) θαη ζρεηηθή αδξάλεηα 

ελάληηα ζηα gram-αξλεηηθά βαθηήξηα. Απηφ βξέζεθε λα πξνθχπηεη απφ ηελ αδπλακία λα εηζρσξήζεη 

ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ, ιφγσ ηεο έιιεηςεο δηαζέζηκσλ ζέζεσλ 

δέζκεπζεο (ζε πξσηεΐλεο), ή απφ ελδπκαηηθή αδξαλνπνίεζε.[1-3] 

Ωζηφζν, ε ρεκηθή ηξνπνπνίεζε ηεο θπζηθήο πεληθηιίλεο παξείρε αθφκε πην απνηειεζκαηηθά 

αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο, κε έλα επξχηεξν θάζκα δξάζεο θαη ρξήζεο. Ο Fleming αλαθάιπςε επίζεο 

απφ πνιχ λσξίο φηη ηα βαθηήξηα αλέπηπζζαλ αληνρή ζηα αληηβηνηηθά θαη γηα ην ιφγν απηφ 

ζπληζηνχζε πξνζνρή ζηε ρξήζε ηεο πεληθηιίλεο. Πξνεηδνπνηνχζε λα κε ρξεζηκνπνηείηαη ην 

http://news.bbc.co.uk/local/oxford/hi/people_and_places/history/newsid_8828000/8828836.stm
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αληηβηνηηθφ, παξά κφλν φηαλ ππήξρε νξζά δηαγλσζκέλε αηηία, θαη φηαλ ρξεζηκνπνηείηαη λα 

ρνξεγείηαη ζε αξθεηή πνζφηεηα θαη επί αξθεηφ ρξνληθφ δηάζηεκα, γηαηί αιιηψο δίλεηαη ε επθαηξία 

ζηα βαθηεξίδηα λα αλαπηχμνπλ αλζεθηηθά ζηειέρε ηνπο σο πξνο ην ζπγθεθξηκέλν θάξκαθν. 

Αδηακθηζβήηεηα, ε πεληθηιίλε απνδείρζεθε κηα επαλαζηαηηθή αλαθάιπςε πνπ άιιαμε ηε ζχγρξνλε 

ηαηξηθή θαη ζεκάδεςε ηελ έλαξμε κηαο λέαο επνρήο ζηελ Ηαηξηθή, ηεο επνρήο ησλ αληηβηνηηθψλ.  [4] 

Οη Fleming, Florey θαη Chain ηηκήζεθαλ κε ην Βξαβείν Νφκπει Ηαηξηθήο θαη Φπζηνινγίαο ην 

1945.[5] 

 

“Υσξίο ηνλ Fleming, δε ζα ππήξρε ν Chain. Υσξίο ηνλ Chain δε ζα ππήξρε ν Florey. Υσξίο ηνλ 

Florey δε ζα ππήξρε ν Heatley. Υσξίο ηνλ Heatley δε ζα ππήξρε ε πεληθηιίλε” 

Sir Henry Harris, 1998 

 

1.2 Γνκή ησλ πεληθηιηλώλ  

Μεηά απφ εθηελείο έξεπλεο, απνκνλψζεθε ην δξαζηηθφ ηκήκα ηνπ κνξίνπ ηεο βελδπινπεληθηιίλεο 

(θπζηθήο πεληθηιίλεο), ην 6-ακηλνπεληθηιαληθφ νμχ, ην νπνίν θαίλεηαη ζην ζρήκα 1.2 θαη ην νπνίν 

απνηέιεζε ηε βαζηθή κνξηαθή δνκή γηα ρεκηθή ηξνπνπνίεζε θαη παξαζθεπή πιήζνπο αληηβηνηηθψλ 

πεληθηιίλεο κε δηαθνξεηηθή δξαζηηθφηεηα, μεπεξλψληαο ηνπο δηαθφξνπο πεξηνξηζκνχο ηεο θπζηθήο 

πεληθηιίλεο.  

 

΢ρήκα 1.2 Γνκή ηνπ 6-ακηλνπεληθηιαληθνύ νμένο, Γεληθόο ηύπνο πεληθηιηλώλ θαη αξίζκεζε ησλ 

ζέζεσλ ησλ δαθηπιίσλ ζηελ θαηά IUPAC νλνκαηνινγία (ζε παξελζέζεηο:  ε "παξαδνζηαθή" αξίζκεζε 

πνπ αθνινπζείηαη γηα ηηο πεληθηιίλεο ζηε θαξκαθεπηηθή ρεκεία) 

 

Όπσο πξνθχπηεη θαη απφ ην ζρήκα 1.2, θχξην ραξαθηεξηζηηθφ ησλ ελψζεσλ πνπ αλήθνπλ ζηελ 

νκάδα ησλ πεληθηιηλψλ είλαη ε παξνπζία ελφο ηεηξακεινχο β-ιαθηακηθνχ  δαθηπιίνπ, ν νπνίνο είλαη 

ζπκππθλσκέλνο κε έλα δαθηχιην ζεηαδνιηδίλεο. ΢ηε ζέζε ζχλδεζεο ηνπ ππνθαηαζηάηε R ηεο 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%99%CE%B1%CF%84%CF%81%CE%B9%CE%BA%CE%AE
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%BD%CF%84%CE%B9%CE%B2%CE%B9%CE%BF%CF%84%CE%B9%CE%BA%CF%8C
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αθπινκάδαο R, ζπλδένληαη νη δηαθνξεηηθέο ππννκάδεο, δίλνληαο κηα ζεκαληηθή πνηθηιία 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο. ΢ην ζρήκα 1.3 απεηθνλίδνληαη νη δνκέο ησλ θπξηφηεξσλ ππνθαηαζηαηψλ 

R, θαζψο θαη ην φλνκα ηεο αληίζηνηρεο πεληθηιίλεο. 

 

΢ρήκα 1.3: Πεληθηιιίλε G (θπζηθή πεληθηιιίλε) θαη αληηβηνηηθά - παξαιιαγέο ηεο πνπ δηαθέξνπλ κόλν 

σο πξνο ηε θύζε ηεο νκάδαο R ηεο ακηδηθήο νκάδαο. 

 

΢ην ζρήκα 1.4 θαίλνληαη ηέζζεξηο αθφκε πεληθηιίλεο πνπ ππάξρνπλ θαη είλαη ε κπαθακπηθηιίλε, ε 

θαξκπεληθηιίλε, ε κεδινθηιίλε, ε πεληθηιίλε V, ε ηηξθαθηιίλε θαη ε αδινθηιίλε. Παξαηεξείηαη πσο 

είλαη δπλαηφλ λα παξαζθεπαζηνχλ ηξνπνπνηεκέλα κφξηα πεληθηιίλεο κε ππνθαηάζηαζε θαη ζην 

ζεαδνιηδηληθφ δαθηχιην, φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο κπαθακπηθηιίλεο.[6-8] 

 

 

΢ρήκα 1.4: (1) κπαθακπηθηιίλε, (2) κεδινθηιίλε, (3) πεληθηιίλε V θαη (4) ηηξθαθηιίλε. 
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1.3. Μεραληζκόο δξάζεο πεληθηιηλώλ 

Οη πεληθηιίλεο, φπσο ήδε αλαθέξζεθε, αλήθνπλ ζηηο β-ιαθηάκεο. Σα αληηβηνηηθά απηνχ ηνπ είδνπο 

δξνπλ εκπνδίδνληαο ην ζρεκαηηζκφ ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ βαθηεξίνπ, παξεκβαίλνληαο ζην 

ηειηθφ ζηάδην ηεο ζχλζεζεο ηεο πεπηηδνγιπθάλεο. Καηά ηε δξάζε ηνπο, ινηπφλ, νη πεληθηιίλεο 

δηακέζνπ ηνπ ηεηξακεινχο β-ιαθηακηθνχ δαθηπιίνπ δεζκεχνπλ ηε  DD-trans-πεπηηδάζε θαη άιια 

έλδπκα θαη πξσηεΐλεο (penicillin-binding proteins, PBPs), νη νπνίεο θπζηνινγηθά θαηαιχνπλ ηε 

δηαζηαπξνχκελε ζχλδεζε γιπθνπεπηηδίσλ κε πνιπκεξείο κνλάδεο απφ ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα. Καηά 

απηφλ ηνλ ηξφπν, ε  βηνζχλζεζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο παξεκπνδίδεηαη, πξνθαιψληαο ηνλ 

πξφσξν ζάλαην ησλ θπηηάξσλ. Σα θάξκαθα απηά, εθθξάδνπλ βαθηεξηνζηαηηθή δξάζε 

πξνθαιψληαο, φκσο ιχζε, κφλν ζε αλαπηπζζφκελα θχηηαξα, δειαδή ζε θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη 

ζην ζηάδην ηεο αλάπηπμεο ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο. 

Ζ δηαθνξνπνίεζε ζηε δξαζηηθφηεηα ησλ δηάθνξσλ β-ιαθηακψλ, πξνθχπηεη απφ ηε δηαθνξά ζηε 

ζπγγέλεηα ησλ θαξκάθσλ κε ηα PBPs. Ο ζηφρνο φισλ ησλ β-ιαθηακψλ είλαη νη PBPs πνπ 

βξίζθνληαη ζην εμσηεξηθφ κέξνο ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο. Απηέο νη πξσηεΐλεο, 

ζπκκεηέρνπλ ζηε ζχλζεζε θαη αλάπιαζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο. Ζ επαηζζεζία πνπ 

παξνπζηάδεη έλα βαθηήξην ζηελ πεληθηιίλε εμαξηάηαη απφ έλα ζπλδπαζκφ παξαγφλησλ, φπσο ε 

ζπγγέλεηα ηεο πεληθηιίλεο κε ηελ PBP, ε ηθαλφηεηα εηζρψξεζεο ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα θαη ε 

ηθαλφηεηα αληίζηαζεο ζηηο β-ιαθηακάζεο. ΢ηα βαθηήξηα ππάξρνπλ ζπλήζσο 4 κε 7 PBPs, νη νπνίεο 

είλαη νη ζηφρνη ησλ πεληθηιηλψλ. Ζ βαθηεξηνζηαηηθή δξάζε ζηα Gram-αξλεηηθά βαθηήξηα πξνθχπηεη 

απφ σζκσηηθή ιχζε ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ εμαζζελήζεη απφ ηελ απψιεηα ηνπ ζηξψκαηνο 

πεπηηδνγιπθάλεο. ΢ηα Gram-ζεηηθά βαθηήξηα, ηα νπνία έρνπλ κεγαιχηεξεο πνζφηεηεο 

πεπηηδνγιπθάλεο ζηα θπηηαξηθά ηνπο ηνηρψκαηα, ε δξάζε ησλ β-ιαθηακψλ είλαη γηα πξφιεςε ηεο 

ηειηθήο δηαζηαπξνχκελεο ζχλδεζεο ηεο πεπηηδνγιπθάλεο. Σέινο, ελδπκηθή ξήμε ηνπ β-ιαθηακηθνχ 

δαθηπιίνπ απφ ηηο β-ιαθηακάζεο, ζα έρεη σο απνηέιεζκα ηελ απψιεηα ηεο αληηβαθηεξηδηαθήο 

δξάζεο.[6-9] ΢ην ζρήκα 1.5 (αξηζηεξά) δίλεηαη παξαζηαηηθά ν γεληθφο κεραληζκφο ζρεκαηηζκνχ ηνπ 

ηνηρψκαηνο πεπηηδνγιπθάλεο ησλ βαθηεξίσλ θαη ν ηξφπνο, κε ηνλ νπνίν ε πεληθηιίλε θαη ηα άιια 

αληηβηνηηθά ηχπνπ β-ιαθηάκεο παξεκπνδίδνπλ ηελ αλάπηπμε ηνπ δηθηχνπ ηεο πεπηηδνγιπθάλεο κε 

απνηέιεζκα ην ζάλαην ηνπ βαθηεξίνπ.  Σν δξαζηηθφ θέληξν ηεο πεληθηιίλεο, φπσο θαη θάζε άιινπ 

αληηβηνηηθνχ β-ιαθηάκεο, ν ηεηξακειήο ιαθηακηθφο δαθηχιηνο δηαζέηεη ζεκαληηθά απνζέκαηα 

ελέξγεηαο, ιφγσ ηεο δηάηαζεο ησλ δεζκψλ C-C θαη C-N. Απνηέιεζκα απηνχ ηνπ ελεξγεηαθνχ 

απνζέκαηνο είλαη λα θαζίζηαηαη ηδηαίηεξα δξαζηηθφο θαηά ηε δηάλνημή ηνπ (ζαλ "ζπκπηεζκέλν 

ειαηήξην" πνπ μαθληθά ειεπζεξψλεηαη) θαη λα αληηδξά αληηδξά εχθνια κε ην ειεχζεξν πδξνμχιην 

κηαο ζεξίλεο ηεο πεπηηδηθήο αιπζίδαο ηεο DD-ηξαλζπεπηηδάζεο ζρεκαηίδνληαο εζηεξηθφ δεζκφ, 
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φπσο θαίλεηαη ζην ζρήκα 1.5 (δεμηά). 'Δηζη, ην ζχδεπγκα DD-ηξαλζπεπηηδάζεο - πεληθηιίλεο είλαη 

ζηαζεξφ θαη ε ελδπκαηηθή δξάζε ηεο DD-ηξαλζπεπηηδάζεο παχεη πιένλ λα πθίζηαηαη. [6-9] 

 

΢ρήκα 1.5: Aξηζηεξά: Μεραληζκόο ζύλζεζεο ηνπ ηνηρώκαηνο πεπηηδνγιπθάλεο: α) νη αιπζίδεο 

πνιπζαθραξηηώλ ελώλνληαη κε πεπηηδηθέο αιπζίδεο κέζσ ηνπ ελδύκνπ DD-ηξαλζπεπηηδάζε. β) ΢ηάδηα 

ηνπ κεραληζκνύ. γ) ε πεληθηιιίλε ζπλδέεηαη ζηαζεξά κε ην έλδπκν DD-ηξαλζπεπηηδάζε, θαζηζηώληαο 

αδύλαηε ηε ζύλζεζε ηεο πεπηηδνγιπθάλεο. Γεμηά: Αληίδξαζε πεληθηιιίλεο κεηά ηε δηάλνημε ηνπ β-

ιαθηακηθνύ δαθηπιίνπ κε ην πδξνμύιην ηνπ ακηλνμένο ζεξίλε ηεο πεπηηδηθήο αιπζίδαο ηεο DD-

ηξαλζπεπηηδάζεο. 

 

1.4 Γηαθνξνπνίεζε θαη ππννκάδεο ή γεληέο πεληθηιηλώλ 

Ζ πιένλ θνηλή θπζηθή πεληθηιίλε είλαη γλσζηή θαη σο πεληθηιίλε G (ην G πξνέξρεηαη απφ ην gold: 

ρξπζφο, gold standard penicillin: ρξπζή πξφηππε πεληθηιίλε) θαη ε θαηά IUPAC νλνκαζία ηεο είλαη: 

(2S,5R,6R)-3,3-δηκεζπιν-7-νμν-6-(2-θαηλπιαθεηακηδν)-4-ζεηα-1-αδα-δηθπθιν[3.2.0]επηαλν-2θαξβν-

μπιηθφ νμχ. Ωζηφζν, ζα πξέπεη λα ζεκεησζεί ε χπαξμε κηαο επηπιένλ κνξθήο θπζηθήο πεληθηιιίλεο, 

γλσζηήο σο πεληθηιίλεο F (ην F απφ ην first: ε πξψηε πεληθηιίλε), ζηελ νπνία ε νκάδα R είλαη ην 2-

πεληελχιην (CH3CH2CH=CHCH2-). Ζ πεληθηιίλε F ήηαλ θαη ε πξψηε πνπ κειεηήζεθε (ζε δηάιπκα 

ζην πγξφ θαιιηέξγεηαο) αξρηθά απφ ηνλ Fleming θαη απνκνλψζεθε αξγφηεξα απφ ηελ νκάδα ηεο 

Ομθφξδεο, αιιά ε πεληθηιιίλε G ήηαλ ε εθείλε πνπ πξνέθπςε, φηαλ άξρηζε ε καδηθή ηεο παξαγσγή 

κε ηε κέζνδν ηεο "βπζηζκέλεο θαιιηέξγεηαο". Ζ θχζε ηεο νκάδαο R δελ επηδξά ζεκαληηθά ζηηο 

αληηβηνηηθέο ηδηφηεηεο ηεο πεληθηιιίλεο, φπνπ ε "νκάδα-θιεηδί" είλαη ν β-ιαθηακηθφο δαθηχιηνο. 

Ωζηφζν, νη πεληθηιίλεο κε δηαθνξεηηθέο πιεπξηθέο νκάδεο εκθαλίδνπλ δηαθνξεηηθέο ηδηφηεηεο, φπσο 

ε ζηαζεξφηεηα έλαληη ησλ νμέσλ θαη ηεο πεληθηιηλάζεο, έλδπκν, ην νπνίν ππάξρεη ζε νξηζκέλα 

βαθηήξηα, θαηαζηξέθεη ηελ πεληθηιίλε θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζεξαπεία αιιεξγηθψλ 

αληηδξάζεσλ πνπ νθείινληαη ζηελ πεληθηιίλε. ΢πλεπψο, ε πιεπξηθή αιπζίδα (R), ε νπνία είλαη 
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ελσκέλε κε ηελ ακηλνκάδα ηνπ 6-ακηλνπεληθηιαληθνχ νμένο (ζρήκα 1.2), πξνθαζνξίδεη ηελ 

επαηζζεζία ηεο πξνθχπηνπζαο πεληθηιίλεο ζε πδξνιπηηθή δηάζπαζε ή ελδπκαηηθή απελεξγνπνίεζε 

απφ βαθηεξηαθέο β-ιαθηακάζεο. Ζ αιιαγή ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο επεξεάδεη επίζεο θαη ην 

αληηβαθηεξηδηαθφ θάζκα ησλ πεληθηιηλψλ. Ζ δξαζηηθφηεηα ζηελ θιηληθή ρξήζε, θαζνξίδεηαη απφ 

ηνπο πην πάλσ παξάγνληεο, θαζψο θαη ηε ζπγθέληξσζε ηνπ θαξκάθνπ ζην ζεκείν ηεο κφιπλζεο. Ζ 

θχζε ησλ ππνθαηαζηαηψλ R έρεη κηθξή επίδξαζε ζην ξπζκφ εμάιεηςεο (elimination) ησλ 

πεληθηιηλψλ, αιιά θαζνξίδεη ηελ έθηαζε ηεο δέζκεπζεο πιάζκαηνο κε ηελ αιβνπκίλε θαη ζε 

κηθξφηεξν βαζκφ, ηελ ηθαλφηεηα εηζρψξεζεο ζηε κεκβξάλε. 

΢πλήζσο, νη πεληθηιίλεο ρσξίδνληαη ζε έμη ππνθαηεγνξίεο ή γεληέο, κε πξσηεχνλ θξηηήξην ην ρξφλν 

πνπ άξρηζαλ λα ρξεζηκνπνηνχληαη θιηληθά. Γεπηεξεπφλησο, θαηεγνξηνπνηνχληαη αλάινγα κε ηε 

ρεκηθή ηνπο δνκή, ην θάζκα (ζηελφ, επξχ ή εθηεηακέλν), ηελ πεγή (θπζηθή, εκηζπλζεηηθή ή 

ζπλζεηηθή) θαη ηελ επαηζζεζία ζηελ θαηαζηξνθή απφ ηε β-ιαθηακάζε. Οη νκάδεο απηέο 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 1.1. Ζ νκάδα 1 κε ηε βελδπιν-πεληθηιίλε θαη ηηο κεγάιεο δηάξθεηαο 

παξεληεξηθέο κνξθέο ηεο, ε νκάδα 2 κε ηηο πεληθηιίλεο πνπ απνξξνθψληαη ζηνκαηηθά θαη είλαη 

παξφκνηεο κε ηε βελδπιν-πεληθηιίλε, ε νκάδα 3 κε ηηο αλζεθηηθέο ζε ζηαθπινθνθθηθέο 

πεληθηιηλάζεο, ηζνμαδνιηθέο πεληθηιίλεο, ε νκάδα 4 κε ηηο επξέσο θάζκαηνο πεληθηιίλεο, ε νκάδα 5 

κε ηηο αληηςεπδνκνλαδηθέο πεληθηιίλεο θαη ε νκάδα 6 κε ηηο πεληθηιίλεο αλζεθηηθέο ζηηο β-

ιαθηακάζεο. Απφ ην 1940, ε ζηαδηαθή αλάπηπμε ησλ πεληθηιηλψλ γηα θιηληθή ρξήζε είρε σο 

απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία παξαγψγσλ κε παξφκνηα δξαζηηθφηεηα κε ηε βελδπιν-πεληθηιίλε, αιιά 

κπνξνχζαλ λα ρνξεγεζνχλ δηα ηνπ ζηφκαηνο ή θαη ήηαλ αλζεθηηθά ζηηο β-ιαθηακάζεο 

(πεληθηιηλάζεο) ηνπ S. Aureus. Ωο εθ ηνχηνπ, αλαπηχρζεθαλ νη εθ ηνπ ζηφκαηνο ρνξεγνχκελεο 

πεληθηιίλεο κε πην επξχ θάζκα δξάζεο έλαληη ζηα gram-αξλεηηθά βαθηήξηα θαη νη πεληθηιίλεο κε 

δξάζε έλαληη ζην P.aeruginosa. [6-9] 
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Πίλαθαο 1.1. Καηεγνξηνπνίεζε ησλ πεληθηιηλώλ ζηηο 6 ππννκάδεο ή γεληέο. 

Τπννκάδα ή Γεληά Αληηπξνζσπεπηηθά 

Παξάγσγα 

Αληηκηθξνβηαθή Γξάζε 

1. Βελδπινπεληθηιίλεο ή πεληθηιίλεο 

ηεο νκάδαο G 

Πξνθατλε (καθξάο 

δηάξθεηαο) 

Gram-ζεηηθά βαθηήξηα, 

΢ε πςειέο ζπγθεληξψ-ζεηο 

θαη θαηά Gram-αξλεηηθψλ 

2. ΢ηνκαηηθήο πξόζιεςεο βέλδπιν-

πεληθηιίλεο ή πεληθηιίλεο ηεο 

νκάδαο V 

Φαηλνμπκεζπιν πεληθηιίλε 

Gram-ζεηηθά βαθηήξηα, 

΢ε κηθξφ βαζκφ θαηά Gram-

αξλεηηθψλ 

3. Αληηζηαθπινθνθθηθέο ηζνμαδνιηθέο 

πεληθηιίλεο ή 

πεληθηιίλεο ηεο νκάδαο Μ 

Κινμαθηιίλε, 

Γηθινμαθηιίλε, νμαθηιίλε, 

κεζπθηιίλε, λαθθηιίλε 

Καηά νξγαληζκψλ πνπ 

παξάγνπλ πεληθηιηλάζεο 

S.aureus θαη 

S.pseudintermedius 

4. Δπξέσο θάζκαηνο πεληθηιίλεο ή  

πεληθηιίλεο ηεο νκάδαο Α 

Ακηλνβελδπιν πεληθηιίλεο 

(ακπηθηιίλε, εηαθηιίλε, 

ακνμηθηιίλε) 

Γξνπλ θαηά ησλ Gram- 

ζεηηθψλ θαη Gram-

αξλεηηθψλ 

κηθξννξγαληζκψλ, 

αιιά επαίζζεηεο ζηηο β-

ιαθηακάζεο 

5. Αληηςεπδνκνλαδηθή πεληθηιίλε 

 

Οπξετδνπεληθηιίλεο 

(πηπεξαθηιίλε), 

θαξβνμππεληθηιίλεο 

(θαξβεληθηιίλε, 

ηηθαξθηιίλε) 

Καηά P.aeruginosa, 

ιηγφηεξν θαηά Gram-ζεηηθά 

βαθηήξηα 

6. Πεληθηιίλεο αλζεθηηθέο ζηηο β-

ιαθηακάζεο 

Σεκνθηιίλε Αλζεθηηθφηεηα ζηηο β-

ιαθηακάζεο (αιιά φρη ζηε 

κεζηθηιίλε) 
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1.5 Φαξκαθνθηλεηηθή ησλ Πεληθηιηλώλ 

Οη πεληθηιίλεο είλαη νξγαληθά νμέα πνπ είλαη δηαζέζηκα σο ην αληίζηνηρν άιαο λαηξίνπ ή θαιίνπ ηνπ 

ειεχζεξνπ νμένο. ΢ε μεξή θξπζηαιιηθή κνξθή, νη πεληθηιίλεο είλαη ζηαζεξέο, αιιά ράλνπλ ηε 

δξαζηηθφηεηά ηνπο, φηαλ είλαη δηαιπκέλεο. Πέξα απφ ηηο ηζνμαδνιηθέο πεληθηιίλεο (θινμαθηιίλε, 

δηθινμαθηιίλε, νμαθηιίλε) θαη ηελ πεληθηιίλε V, ε φμηλε πδξφιπζε ζην ζηνκάρη, πεξηνξίδεη ηε 

δηαζεζηκφηεηα ησλ πεξηζζφηεξσλ πεληθηιηλψλ. Οη πεληθηιίλεο κε pKa 2.7 ηνλίδνληαη ζην πιάζκα θαη 

έρνπλ κηθξφ φγθν θαηαλνκήο (0.2-0.3 L/kg), κηθξνχο ρξφλνπο εκηδσήο (0.5-1.2 h). Μεηά ηελ 

απνξξφθεζε, θαηαλέκνληαη ζε εμσθπηηάξηα πγξά, αιιά δε δηαπεξλνχλ εχθνια κεκβξάλεο, ιφγσ ηνπ 

φηη βξίζθνληαη ζε ηνληηθή κνξθή θαη δελ είλαη δηαιπηέο ζε ιηπίδηα. Ζ είζνδνο δηακέζνπ βηνινγηθψλ 

κεκβξαλψλ ή αίκαηνο θαη εγθεθαινλσηηαίνπ πγξνχ ή ζηνλ αηκαηεγθεθαιηθφ θξαγκφ εληζρχεηαη απφ 

ηελ παξνπζία θιεγκνλήο. Αθνινχζσο κπνξνχλ λα επηηεπρζνχλ αλαζηαιηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηνπ 

θαξκάθνπ ζε απηά ηα πγξά, ηα νπνία δελ είλαη θαλνληθά πξνζβάζηκα απφ ηελ πεληθηιίλε. Οη 

πεληθηιίλεο απνκαθξχλνληαη νινθιεξσηηθά απφ ηα λεθξά θαη άξα πξνθχπηνπλ ζε κεγάιεο 

ζπγθεληξψζεηο ζηα νχξα θαη κφλν έλα πνζνζηφ ηεο ηάμεο ηνπ 10% βηνκεηαηξέπεηαη απφ άγλσζηνπο 

κεραληζκνχο.[9] 

 

1.6  Υξήζε ησλ πεληθηιηλώλ ζηελ Ιαηξηθή θαη Φαξκαθεπηηθή 

Σα αληηβηνηηθά ηηο πεληθηιιίλεο έρνπλ κεγάιε ζεξαπεπηηθή, αιιά θαη ηζηνξηθή ζεκαζία γηα ηνλ 

ηνκέα ηηο θαξκαθεπηηθήο θαη ησλ ηαηξηθψλ επεκβάζεσλ γηα ηε ζεξαπεία λφζσλ, νη νπνίεο 

απνδεθάηηζαλ εθαηνκκχξηα αλζξψπνπο ηηο πξνεγνχκελνπο αηψλεο, ε ζχθηιε, ε γνλφξξνηα θαη 

πιήζνο άιισλ κνιπζκαηηθψλ αζζελεηψλ, πνπ πξνθαινχληαλ απφ ζηαθπιφθνθθνπο θαη 

ζηξεπηνθφθθνπο. Οη πεληθηιίλεο απνηεινχλ ηα πιένλ δηαδεδνκέλα αληηβηνηηθά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

επξχηαηα κέρξη ζήκεξα θαη ζπλερήο είλαη ε έξεπλα γηα λέα βειηησκέλα παξάγσγά ηηο. Τπάξρνπλ 

δηάθνξεο κνξθέο πεληθηιηλψλ, ε θάζε κία απφ ηηο νπνίεο ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ θαηαπνιέκεζε 

δηαθνξεηηθψλ κνξθψλ αζζελεηψλ, ηηο κνιχλζεηο ηνπ δέξκαηνο, ησλ δνληηψλ, ησλ απηηψλ, ηνπ 

αλαπλεπζηηθνχ θαη ηνπ νπξνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο, αιιά θαη ζηε ζεξαπεία θαηά βαθηεξηαθψλ 

κνιχλζεσλ. Δληνχηνηο, νη πεληθηιίλεο είλαη αλαπνηειεζκαηηθέο ζηε ζεξαπεία θαηά ηηο γξίπεο, ηνπ 

θνηλνχ θξπνινγήκαηνο θαη άιισλ ηνγελψλ αζζελεηψλ. Ο ξφινο ησλ πεληθηιηλψλ είλαη λα 

θαηαζηξέθνπλ ή λα παξεκπνδίδνπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ βαθηεξίσλ πνπ κνιχλνπλ δηάθνξα 

κέξε ηνπ αλζξψπηλνπ ζψκαηνο. Όια ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα πεξηθιείνληαη απφ ην θπηηαξηθφ ηνπο 

ηνίρσκα, ην νπνίν θαη ηα πξνζηαηεχεη. Οη πεληθηιίλεο εκπνδίδνπλ ηε δεκηνπξγία απηνχ ηνπ 

ηνηρψκαηνο, δξψληαο ελάληηα ζηα ζεηηθά θαη αξλεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα, πξνθαιψληαο θαηά 

απηφ ηνλ ηξφπν ην ζάλαην ηνπ βαθηεξίνπ. 
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΢ε θάπνηεο πεξηπηψζεηο ηα βαθηήξηα αλαπηχζζνπλ κηα «αληίζηαζε» θαηά ησλ αληηβηνηηθψλ απηψλ. 

Κπξηφηεξε αηηία ηεο αληίζηαζεο είλαη ε ηθαλφηεηα ησλ βαθηεξίσλ λα δεκηνπξγνχλ ηα έλδπκα β-

ιαθηακάζεο (ππάξρνπλ πεξίπνπ 50 δηαθνξεηηθνί ηχπνη β-ιαθηακάζεο), ηα νπνία πδξνιχνπλ ην β-

ιαθηακηθφ δαθηχιην, αρξεζηεχνληαο έηζη ην δξαζηηθφ θέληξν ηνπ αληηβηνηηθνχ, πξηλ πξνιάβεη λα 

δξάζεη επί ηεο DD-ηξαλζπεπηηδάζεο. Γειαδή, ηα βαθηήξηα φηαλ (θαηά θάπνην ηξφπν) αηζζαλζνχλ 

ηελ «επίζεζε» ηηο πεληθηιιίλεο, «αληεπηηίζεηαη» εθιχνληαο β-ιαθηακάζεο. Γηα ηελ αληηκεηψπηζε 

απηνχ ηνπ είδνπο ηεο αληίζηαζεο, νη πεληθηιίλεο κπνξνχλ λα ρνξεγεζνχλ κε αλαζηνιείο (inhibitors) 

ηηο β-ιαθηακάζεο ή (ζπλεζέζηεξα) ρνξεγνχληαη σο ηξνπνπνηεκέλεο κνξθέο ηηο πεληθηιίλεο, πνπ 

είλαη αλζεθηηθέο ζηε δξάζε ηεο β-ιαθηακάζεο, νπφηε παξαθάκπηεηαη ην πξφβιεκα απηφ. 

Σππηθφ παξάδεηγκα θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο, ην νπνίν ζπλδπάδεη αληηβηνηηθφ θαη αλαζηνιέα, 

είλαη ην ζθεχαζκα κε ηελ εκπνξηθή νλνκαζία Augmentin, πνπ απνηειείηαη απφ ηελ εκηζπλζεηηθή 

πεληθηιιίλε ακνμπθηιιίλε (Αmoxicillin) θαη ηνλ αλαζηνιέα ηηο β-ιαθηακάζεο θιαβνπιαληθφ νμχ 

(clavulanic acid). Oη κέρξη ζήκεξα γλσζηνί αλαζηνιείο ησλ πεληθηιηλψλ είλαη ηξεηο, ην 

θιαβνπιαληθφ νμχ, ε ζνπικπαθηάκε θαη ε ηαδνκπαθηάκε. Έρνπλ πνιχ κηθξή αληηκηθξνβηαθή 

δξάζε, αιιά ηηο δηαθξίλεη ε ηθαλφηεηα λα αλαζηέινπλ ηηο β-ιαθηακάζεο, ηηο νπνίεο δεζκεχνπλ 

ζηαζεξά, γη΄ απηφ θαη απνθαινχληαη κε αλαζηξέςηκνη αλαζηνιείο. Oη νπζίεο απηέο ζπλδπαδφκελεο 

κε ηελ ακνμπθηιίλε θαη ηελ ηηθαξθηιίλε –φζνλ αθνξά ζην θιαβνπιαληθφ νμχ- ή κε ηελ ακπηθηιίλε – 

φζνλ αθνξά ζηε ζνπικπαθηάκε, ή κε ηελ ηαδνκπαθηάκε-φζνλ αθνξά ζηελ πηπεξαθηιίλε, δξνπλ 

αλαζηέιινληαο ηε δξάζε ησλ ζηαθπινθνθθηθψλ θαη πνιιψλ πιαζκηδηαθψλ ιαθηακαζψλ, 

θαζηζηψληαο έηζη επαίζζεηα ηα κηθξφβηα πνπ πξνεγνπκέλσο ήηαλ αλζεθηηθά ζηα ππφ ρνξήγεζε 

θάξκαθα. Ζ πξνζζήθε θαη άιισλ παξφκνησλ ζπζηαηηθψλ, δίλεη ηε δπλαηφηεηα ζην αληηβηνηηθφ λα 

είλαη αθφκα πην απνηειεζκαηηθφ έλαληη ησλ βαθηεξίσλ, ηα νπνία κπνξεί λα έρνπλ αλαπηχμεη έλα 

είδνο αλζεθηηθφηεηαο ζε θάπνηα αληηβηνηηθά.[2,3,6,8] 

 

1.7 ΢πζρέηηζε δνκήο θαη θαξκαθεπηηθήο δξάζεο 

Ζ θαξκαθεπηηθή δξάζε ηεο πεληθηιίλεο έρεη κειεηεζεί δηεμνδηθά θαη έρεη εμεηαζζεί ε ρξεζηκφηεηα 

θαη επίδξαζε θάζε ππνθαηαζηάηε ζην βαζηθφ ζθειεηφ ηεο, φπσο απνηππψλεηαη ζην ζρήκα 1.6. ΢ε 

πνιχ γεληθέο γξακκέο ηα ζπκπεξάζκαηα ησλ κειεηψλ απηψλ ζπλνςίδνληαη ζηα εμήο 

(ρξεζηκνπνηείηαη ε θαηά IUPAC αξίζκεζε ησλ ζέζεσλ): 

- Θέζε 1: Σν άηνκν αδψηνπ είλαη απαξαίηεην θαη κε αληηθαηαζηάζηκν. 

- Θέζε 2: Ζ θαξβνμπιηθή νκάδα είλαη απαξαίηεηε. Δάλ ε νκάδα απηή εζηεξνπνηεζεί, ε αληηβηνηηθή 

δξάζε κεηψλεηαη. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-lactamase
http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-lactamase
http://en.wikipedia.org/wiki/Amoxicillin/clavulanic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Amoxicillin/clavulanic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Clavulanic_acid
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- Θέζε 3: Γελ επηηξέπνληαη αληηθαηαζηάζεηο ζηε ζέζε απηή. Κάζε αιιαγή κεηψλεη ηελ αληηβηνηηθή 

δξάζε. Σα δχν κεζχιηα είλαη απαξαίηεηα. 

- Θέζε 4: ‘Οηαλ ην άηνκν ζείνπ (-S-) ηνπ ζεηαδνιηληθνχ δαθηπιίνπ νμεηδσζεί πξνο ζνπιθνμεηδηθή (-

SO-) ή ζνπιθνληθή (-SO2-) νκάδα, ην κφξην ζηαζεξνπνηείηαη ρεκηθψο, αιιά ε αληηβηνηηθή δξάζε 

κεηψλεηαη. 

- Θέζε 5: Γελ επηηξέπνληαη πξνζζήθεο νκάδσλ ζηε ζέζε απηή. 

- Θέζε 6: Αληηθαηαζηάζεηο ηεο νκάδαο C6H5CH2- ζηελ πιεπξηθή αιπζίδα ηεο ακηδηθήο νκάδαο 

επηηξέπνληαη. 

- Θέζε 7: Ζ θαξβνλπιηθή νκάδα ηνπ β-ιαθηακηθνχ δαθηπιίνπ είλαη απαξαίηεηε. 

 

 

 

΢ρήκα 1.6. Βαζηθόο ζθειεηόο πεληθηιίλεο 

 

 

1.8 Αληηζηαθπινθνθθηθέο Πεληθηιίλεο 

Oη πεξηζζφηεξνη ζηαθπιφθνθθνη έρνπλ γίλεη αλζεθηηθνί ζηε βελδπινπεληθηιίλε επεηδή παξάγνπλ 

πεληθηιηλάζεο πνπ ηε δηαζπνχλ. Mεξηθέο απφ ηηο πεληθηιίλεο φκσο δε δηαζπψληαη απφ ηηο 

ζηαθπινθνθθηθέο πεληθηιηλάζεο. ΢ηελ νκάδα απηή αλήθνπλ ε κεζηθηιίλε θαη νη ηζνμαδνιηθέο 

πεληθηιίλεο (νμαθηιίλε, θινμαθηιίλε, δηθινμαθηιίλε, θινπθινμαθηιίλε) H κνλαδηθή ηνπο θιηληθή 

έλδεημε είλαη ε ζεξαπεία θαηά ησλ ινηκψμεσλ απφ αλζεθηηθνχο ζηε βελδπινπεληθηιίλε 

ζηαθπιφθνθθνπο θαη ε ρεηξνπξγηθή πξφιεςε (θαξδηνρεηξνπξγηθή, νξζνπεδηθή) ζε ρψξεο, φπνπ ε 

αλζεθηηθφηεηα ζηε κεζηθηιίλε δελ είλαη ζπρλή. Oη ηζνμαδνιηθέο πεληθηιίλεο εκθαλίδνπλ κέηξηα 

απνξξφθεζε ρνξεγνχκελεο απφ ην ζηφκα (30-60%). H απνξξφθεζε επεξεάδεηαη απφ ηελ 

ηαπηφρξνλε ιήςε ηξνθήο, γη' απηφ θαη πξέπεη λα ρνξεγνχληαη ζε θελφ ζηνκάρη (1 ψξα πξν ηνπ 

γεχκαηνο ή 2 ψξεο κεηά). Γεζκεχνληαη ζηηο πξσηεΐλεο ηνπ νξνχ ζε πςειά πνζνζηά (90-95%). Γελ 

ππάξρνπλ κεγάιεο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ θαξκάθσλ ηεο νκάδαο φζνλ αθνξά ζηε 

θαξκαθνθηλεηηθή θαη ζηε δξαζηηθφηεηα. H απνξξφθεζε ηεο θινπθινμαθηιίλεο θαη ηεο 

δηθινμαθηιίλεο είλαη ειαθξψο κεγαιχηεξε ησλ ππνινίπσλ. 
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Γξνπλ κε ηε δέζκεπζε ζε ζπγθεθξηκέλεο πεληθηιηλν-δεζκεπηηθέο πξσηεΐλεο (PBPs) πνπ βξίζθνληαη 

ζην εζσηεξηθφ ηνπ βαθηεξηαθνχ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο θαη αλαζηέιινπλ ην ηξίην θαη ηειεπηαίν 

ζηάδην ηεο ζχλζεζεο ηνπ βαθηεξηαθνχ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα επέξρεηαη ε θπηηαξηθή 

ιχζε κε ηε κεζνιάβεζε βαθηεξηαθψλ ελδχκσλ ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο, φπσο νη απηνιπζίλεο. 

΢ηνλ πίλαθα 1.2 δίλνληαη νη ζπληαθηηθνί ηχπνη ηεο δηθινμαθηιίλεο, ηεο θινμαθηιίλεο, ηεο νμαθηιίλεο 

θαη ηεο βελδπιπεληθηιίλεο θαζψο θαη ζρεηηθέο ηηκέο θπζηθνρεκηθψλ κεγεζψλ γηα ηηο εμεηαδφκελεο 

ηέζζεξηο πεληθηιίλεο. 

 

Πίλαθαο 1.2: Υεκηθέο δνκέο θαη ηηκέο θπζηθνρεκηθώλ ηδηνηήησλ εμεηαδόκελσλ αληηβηνηηθώλ 

πεληθηιιίλεο 

Έλσζε Αθξσλύκην Μνξηαθό 

βάξνο 

(g/mole) 

LogKow pKa ΢πληαθηηθόο Σύπνο 

Βελδπινπεληθηιίλε PENG 334.39 1.83 2.74 

N

H

S

O

O

OH

HN
C

O

 

Ομαθηιίλε OXA 401.44 2.38 2.72 

N

H
S

O

O

OH

N

O CH3

CONH

 

Κινμαθηιίλε CLO 435.88 2.44 3.75 

N

H
S

O

O

OH

N

O CH3

CONH

Cl

 

Γηθινμαθηιίλε DICLO 470.33 2.91 3.75 

N

H
S

O

O

OH

N

O CH3

CONH

Cl

Cl

 

 

 H δηθινμαθηιίλε είλαη πεξηζζφηεξν δξαζηηθή έλαληη ησλ ζηαθπιφθνθθσλ. Ζ δηθινμαθηιίλε δελ 

πξέπεη λα ρνξεγείηαη ζπγρξφλσο κε β-ιαθηάκεο θαη ακηλνγιπθνζίδεο. Δπίζεο δελ πξέπεη λα 
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ρνξεγείηαη ζε λενγλά. Ζ θινμαθηιίλε ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζεξαπεία ινηκψμεσλ απφ ζηειέρε 

ζηαθπιφθνθθνπ, αλζεθηηθά ζηελ πεληθηιίλε θαη επαίζζεηα ζηε κεζηθηιίλε. Σν κηθξφβην ηνπ 

ζηαθπιφθνθθνπ, ην νπνίν ππάξρεη θαη θπζηνινγηθά ζηε κηθξνβηαθή ρισξίδα ηνπ αλζξψπνπ, κεξηθέο 

θνξέο δηεηζδχεη ζηνπο ηζηνχο θαη πξνθαιεί απνζηήκαηα. Παξνπζηάδνληαη ζπρλά πλεπκνλίεο απφ 

ζηαθπιφθνθθν κεηά απφ επηδεκίεο γξίπεο. Δπίζεο είλαη αξθεηά ζπρλή ζηνπο λνζνθνκεηαθνχο 

αξξψζηνπο, ζε δηαζσιελσκέλνπο αζζελείο θαη ζε αζζελείο κε θπζηηθή ίλσζε. Γηα ηε ζεξαπεία φισλ 

απηψλ ησλ ινηκσδψλ αζζελεηψλ γίλεηαη ελδνθιέβηα ρνξήγεζε νμαθηιίλεο. [2,3,6,8] 
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2. ΠΡΟ΢ΓΙΟΡΙ΢ΜΟ΢ ΠΔΝΙΚΙΛΙΝΧΝ 

2.1. ΢εκαζία αλάπηπμεο λέσλ κεζόδσλ πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ πεληθηιηλώλ 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζηνλ νξφ ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο, θαζψο 

θαη ε αλάπηπμε λέσλ κεζφδσλ είλαη δηαξθψο ζην επίθεληξν ηνπ ελδηαθέξνληνο γηα πνηθίινπο ιφγνπο. 

Δίλαη γλσζηφ φηη νη πεληθηιίλεο είλαη απνηειεζκαηηθέο έλαληη ζνβαξψλ ινηκψμεσλ πνπ ζρεηίδνληαη 

αθφκε θαη κε ηε ζήςε, ελψ παξάιιεια ηα αληηβηνηηθά β-ιαθηάκεο απνηεινχλ ηνλ αθξνγσληαίν ιίζν 

ηεο ζεξαπείαο ησλ εμαηξεηηθά επηθίλδπλσλ κνιχλζεσλ πνπ απεηινχλ ηε δσή ελφο αζζελνχο, ν νπνίνο 

βξίζθεηαη ζε θξίζηκε θαηάζηαζε ζηε Μνλάδα Δληαηηθήο Θεξαπείαο (ΜΔΘ). Γεληθά, ε θαηαι-

ιειφηεηα ηεο έθζεζεο ζην αληηβηνηηθφ είλαη κηα θξίζηκε παξάκεηξνο ηεο ζεξαπείαο. Έηζη, ε 

βειηηζηνπνίεζε ηεο ρνξήγεζεο αληηβηνηηθψλ γηα αζζελείο ζε θξίζηκε θαηάζηαζε (ΜΔΘ) ζεσξείηαη 

βαζηθή πξνυπφζεζε πξνθεηκέλνπ λα βειηησζνχλ ηα θιηληθά απνηειέζκαηα θαη λα εμαιεηθζεί ε 

δεκηνπξγία αλζεθηηθψλ κεηαιιάμεσλ ηνπ κνιπζκαηηθνχ κηθξννξγαληζκνχ. Απηή ε δήισζε 

ζεκειηψλεηαη έγθπξα θαη ηεθκεξησκέλα απφ κειέηεο πνπ δειψλνπλ ηε ζεκαζία ηεο ξχζκηζεο ηεο 

δφζεο (dose adjustment). Ζ δηαδηθαζία βειηηζηνπνίεζεο απαηηεί ηελ πξφβιεςε θαη γλψζε ηεο 

θαξκαθνθηλεηηθήο ησλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο, θάηη πνπ θαζίζηαηαη εθηθηφ κε ηελ αμηφπηζηε θαη 

γξήγνξε κέηξεζεο ηεο ζπγθέληξσζεο. Ζ θαξκαθνθηλεηηθή αθνξά ηε ρξνληθή εμέιημε ηεο 

ζπγθέληξσζεο ησλ αληηβηνηηθψλ ζηνπο ηζηνχο θαη ηα βηνινγηθά πγξά, φπσο ν νξφο ηνπ αλζξψπηλνπ 

αίκαηνο.  

Απηή ε αλαγθαηφηεηα αληηκεησπίδεηαη κε ηε δηαδηθαζία ηεο ζεξαπεπηηθήο παξαθνινχζεζεο 

θαξκάθσλ (Therapeutic Drug Monitoring), θαηά ηελ νπνία δηεξεπλάηαη δηεμνδηθά ε ζεξαπεπηηθή 

απνηειεζκαηηθφηεηα ησλ αληηβηνηηθψλ. ΢χκθσλα κε απηή ηελ πξνζέγγηζε, ε θχξηα πξνζπάζεηα 

εζηηάδεηαη ζηνλ ππνινγηζκφ ηνπ ιφγνπ θαξκαθνθηλεηηθήο (ΡΚ) / θαξκαθνδπλακηθήο (PD), ν νπνίνο 

ζπζρεηίδεηαη κε ηε ζεξαπεπηηθή απνηειεζκαηηθφηεηα θαη πεξηγξάθεηαη σο ην πνζνζηφ ηνπ ρξνληθνχ 

δηαζηήκαηνο, θαηά ην νπνίν ε ζπγθέληξσζε ηνπ θαξκάθνπ (fT) είλαη κεγαιχηεξε απφ ηελ ειάρηζηε  

δξαζηηθή ζπγθέληξσζε ηνπ θαξκάθνπ (MIC) πνπ έρεη ηε δπλαηφηεηα λα αλαζηέιεη ηελ αλάπηπμε 

ελφο παζνγφλνπ κηθξννξγαληζκνχ (fT> MIC). Έρεη απνδεηρζεί φηη ην βαθηεξηνζηαηηθφ απνηέιεζκα 

ησλ αληηβηνηηθψλ ηεο πεληθηιίλεο παξαηεξείηαη, φηαλ ην fT>MIC δηαηεξείηαη γηα ην 30% ηνπ 

δηαζηήκαηνο δνζνινγίαο γηα ηηο πεληθηιίλεο, ελψ ε κέγηζηε ζαλάησζε βαθηεξίσλ θαη ε βέιηηζηε 

θιηληθή απνηειεζκαηηθφηεηα εκθαλίδνληαη γηα ην 40-50% ηνπ δηαζηήκαηνο. Καηά ζπλέπεηα, ν 

πξνζδηνξηζκφο πεληθηιηλψλ ζηνλ νξφ ηνπ αίκαηνο είλαη πνιχ ζεκαληηθφο γηα ηελ εμαηνκίθεπζε ηεο 

αληηκηθξνβηαθήο ζεξαπείαο. [10-13] 

Ωο εθ ηνχηνπ, φπσο ζα παξνπζηαζηεί αλαιπηηθφηεξα ζε επφκελα θεθάιαηα, ππάξρεη κηα 

αμηνζεκείσηε πνηθηιία κεζφδσλ θαη αλαζθνπήζεσλ ζηε βηβιηνγξαθία πνπ αζρνιείηαη κε απηφ ην 



 
 

21 

ζέκα θαη θαιχπηεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ πεληθηιίλεο θαη άιισλ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο ζηνλ νξφ ηνπ 

αλζξψπηλνπ αίκαηνο θαη ζε πνηθίια βηνινγηθά ππνζηξψκαηα. Αλακθηζβήηεηα, νη κέζνδνη πνπ 

ζηεξίδνληαη ζηελ ηερληθή ηεο HPLC θαη γεληθφηεξα ζηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία, απνηεινχλ ηε βάζε  

γηα ηνλ αμηφπηζην πξνζδηνξηζκφ ππνιεηκκάησλ αληηβηνηηθψλ. Οη κέζνδνη απηέο ζπλήζσο 

δηαθνξνπνηνχληαη απφ ηε ζηαηηθή θάζε, απφ ηελ θηλεηή θάζε κε ή ρσξίο ξπζκηζηηθφ δηάιπκα, ηνλ 

ηξφπν αλίρλεπζεο, ηε ρξήζε παξαγσγνπνίεζεο, ηε δηαδηθαζία παξαζθεπήο δείγκαηνο θ.η.ι. ΢ε φιεο 

απηέο ηηο αλαθνξέο, είλαη πξνθαλέο φηη ε πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο πξαγκαηνπνηείηαη, θπξίσο κε 

παξφκνηνπο ηξφπνπο, ρσξίο ζεκαληηθέο απνθιίζεηο θαη κε ηηο ζπκβαηηθέο ηερληθέο πξνεηνηκαζίαο 

δεηγκάησλ. Ζ δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη θαηαβχζηζε πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηψληαο νξγαληθφ δηαιχηε, 

σο επί ην πιείζηνλ αθεηνληηξίιην (ACN), κε ή ρσξίο θπγνθέληξεζε. ΢ηε ζπλέρεηα, ζε νξηζκέλεο 

πεξηπηψζεηο αθνινπζεί άκεζε αλάιπζε, ελψ ζε άιιεο παξαηεξείηαη κηα πην επίπνλε δηαδηθαζία, ε 

νπνία πεξηιακβάλεη ηελ εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε θαη ηελ επαθφινπζε επαλαζχζηαζε ηνπ δείγκαηνο. 

Δπηπιένλ, κεξηθέο κέζνδνη επσθεινχληαη απφ ηα πιενλεθηήκαηα ηεο εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο 

(SPE) σο ηερληθήο πξνζπγθέληξσζεο θαη πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο.[14-20] 

 

 2.2 ΢εκαζία πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο θαη βηνινγηθό ππόζηξσκα 

Ζ πξνθαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ είλαη έλα απφ ηα πην θξίζηκα θαη θαζνξηζηηθά βήκαηα ζηελ 

αλάπηπμε κηαο βηναλαιπηηθήο κεζφδνπ, θαζψο επεξεάδεη νιφθιεξε ηε δηαδηθαζία. Ο νξφο 

αλζξψπηλνπ αίκαηνο είλαη έλα βηνινγηθφ ππφζηξσκα αθαηάιιειν γηα άκεζε αλάιπζε, εμαηηίαο ηεο 

πνιχπινθεο ζχζηαζήο ηνπ. Απνηειείηαη θπξίσο απφ λεξφ (92% θαη 'φγθν) θαη πεξηέρεη επίζεο 

πξσηεΐλεο, κεηαιιηθά άιαηα, νξκφλεο, δηνμείδην ηνπ άλζξαθα, γιπθφδε θαη αηκνζθαίξηα (θπξίσο 

εξπζξά αηκνζθαίξηα). ΢πλεπψο, ε ζεκαζία ηεο πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο θαη ηεο 

πξνζπγθέληξσζεο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ είλαη πξνθαλήο, εηδηθά αλ ιεθζεί ππφςε φηη ζηα 

βηνινγηθά πγξά νη ελψζεηο απηέο βξίζθνληαη ζε ρακειέο ηηκέο ζπγθέληξσζεο. Ζ επηιεγφκελε 

ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο πξέπεη λα εγγπάηαη ηελ πνζνηηθή αλάθηεζε ησλ ζηνρεπφκελσλ 

ελψζεσλ, λα θαζαξίδεη ην δείγκα απνθεχγνληαο ηελ επηκφιπλζή ηνπ θαη λα εμαζθαιίδεη ηε κείσζε 

ησλ παξεκπνδίζεσλ θαη ησλ επηδξάζεσλ ηνπ ππνζηξψκαηνο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο 

κέηξεζεο. Δπηπξνζζέησο, απηή ε κεζνδνινγία ζα πξέπεη λα παξέρεη αμηφπηζηα απνηειέζκαηα, ελψ 

παξάιιεια νθείιεη λα βειηηψλεη ηηο αλαιπηηθέο παξακέηξνπο κηαο αλαπηπζζφκελεο κεζφδνπ, φπσο 

είλαη  ε αθξίβεηα, ε επαλαιεςηκφηεηα, ε αλαπαξαγσγηκφηεηα, ε επξσζηία, ε επηιεθηηθφηεηα θαη ε 

επαηζζεζία. Όπσο είλαη πξνθαλέο, νη δηάθνξεο ζηξαηεγηθέο πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ πξέπεη λα 

βειηηζηνπνηνχληαη, λα εθζπγρξνλίδνληαη δηαξθψο, λα απνηεινχλ αληηθείκελν έξεπλαο θαη  λα 

ζπκκνξθψλεηαη κε ηηο λέεο ηάζεηο πνπ απνξξένπλ απφ ηε ξαγδαία επηζηεκνληθή θαη ηερλνινγηθή 
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εμέιημε. Απφ ηα πξναλαθεξζέληα εξεπλεηηθά άξζξα θαη αλαζθνπήζεηο, πξνέθπςε φηη νη ζπκβαηηθέο 

ηερληθέο πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ, νη νπνίεο ζα αλαθεξζνχλ ζηε ζπλέρεηα, εμαθνινπζνχλ λα 

πξνηηκψληαη ζηελ πεξίπησζε πξνζδηνξηζκνχ ησλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζηνλ νξφ ηνπ αίκαηνο. 

Παξαδφμσο, ε απνπξσηεΐλσζε θαίλεηαη λα απνηειεί αλαπφζπαζην κέξνο απηψλ ησλ ηερληθψλ, παξά 

ην γεγνλφο φηη θαηά ηε δηάξθεηα απηήο ηεο εξγαζίαο ππάξρεη απμεκέλνο θίλδπλνο γηα  απψιεηα 

πνζφηεηαο εθρπιηδφκελσλ ελψζεσλ, εηδηθά ζηελ πεξίπησζε πνπ αθνινπζεί  εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε 

θαη επαλαζχζηαζε ηνπ δείγκαηνο. Μειεηψληαο, φιεο απηέο ηηο αλαθνξέο, είλαη πξνθαλέο φηη ε 

πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο πξαγκαηνπνηείηαη θπξίσο κε παξφκνηνπο ηξφπνπο, ρσξίο ζεκαληηθέο 

απνθιίζεηο θαη κε ηηο ζπκβαηηθέο ηερληθέο πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ. [14-22] 

 

 2.3 Πξάζηλε Αλαιπηηθή Υεκεία θαη Πξνθαηεξγαζία δείγκαηνο 

Σηο ηειεπηαίεο δχν δεθαεηίεο, ε Πξάζηλε Αλαιπηηθή Υεκεία (Green Analytical Chemistry - GAC), ε 

νπνία πξνέθπςε απφ ηηο αξρέο πνπ πιαηζηψλνπλ ηελ Πξάζηλε Υεκεία θαη δηαηππψζεθαλ γηα πξψηε 

θνξά ην 2000, αλαπηχζζεηαη ζπλερψο, θαη θαίλεηαη πσο ζα θεξδίδεη νινέλα θαη πεξηζζφηεξν έδαθνο  

ζηνλ ηνκέα ηεο βηναλάιπζεο ηα επφκελα ρξφληα. Λακβάλνληαο ζνβαξά ππφςε ηηο αξρέο ηεο 

Πξάζηλεο Αλαιπηηθήο Υεκείαο, κηα λέα ηάζε,  ε αλάπηπμε πξάζηλσλ κεζφδσλ, είλαη γεγνλφο. 

Σν ζηάδην ηεο πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο, θαηέρεη θεληξηθφ ξφιν θαη απνηειεί ιπδία ιίζν γηα ηελ 

ελαξκφληζε κηαο κεζφδνπ κε ηε θηινζνθία ηεο Πξάζηλεο Αλαιπηηθήο Υεκείαο, ε επίδξαζε ηεο 

νπνίαο έζεζε ηα ζεκέιηα γηα ηελ αλάπηπμε ησλ αληίζηνηρσλ θξηηεξίσλ, κε βάζε ηα νπνία κηα 

ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο κπνξεί λα ζεσξείηαη «πξάζηλε», θαη ζπλεπψο νδεγεί ζηελ 

αλάπηπμε «πξάζηλσλ» κεζφδσλ. Με βάζε ηα θξηηήξηα απηά, κηα ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο 

ελαξκνλίδεηαη κε ηελ GAC, εθφζνλ ειαρηζηνπνηεί ηα ζπλνιηθά ζηάδηα ηεο δηαδηθαζίαο, κεηψλεη 

αμηνζεκείσηα ην κέγεζνο ηνπ ρξεζηκνπνηνχκελνπ δείγκαηνο ζε ζχγθξηζε κε ηηο ζπκβαηηθέο 

ηερληθέο, ρξεζηκνπνηεί ζεκαληηθά κηθξφηεξεο πνζφηεηεο πξνζξνθεηηθψλ πιηθψλ, εμαζθαιίδεη ηε 

ζεκαληηθά ρακειφηεξε θαηαλάισζε επηθίλδπλσλ αληηδξαζηεξίσλ, νξγαληθψλ δηαιπηψλ θαη 

ελέξγεηαο, κεγηζηνπνηεί ηελ αζθάιεηα θαη απμάλεη ηε θηιηθφηεηα ηεο κεζφδνπ κε ην πεξηβάιινλ 

θαζηζηψληαο ηελ νηθνινγηθή.  

Ωο εθ ηνχηνπ, ν θχξηνο ζηφρνο είλαη ε αλάπηπμε θαη ε εθαξκνγή θηιηθψλ πξνο ην πεξηβάιινλ θαη 

νηθνλνκηθψλ κεζνδνινγηψλ κε ηε ζκχθξηλζε ησλ ηερληθψλ εθρχιηζεο θαη ηελ αλάπηπμε λέσλ 

πξνζξνθεηηθψλ πιηθψλ. Πξνθαλψο, φια απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά ζα πξέπεη λα πξνζηεζνχλ ζηηο 

θιαζηθέο αξρέο πνπ πξέπεη λα ραξαθηεξίδνπλ κηα ηερληθή ή κέζνδν πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο, 

φπσο είλαη νη πςειέο ηηκέο αλάθηεζεο, ν εχθνινο ρεηξηζκφο θαη ε ηαρχηεηα. Όπσο θαίλεηαη ζηε 

ζπλέρεηα θαη πξνθχπηεη απφ ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία, κηα αμηνζεκείσηε πνηθηιία ηερληθψλ 

πξνεηνηκαζίαο δείγκαηνο πνπ ηθαλνπνηνχλ φια ηα επηζπκεηά θξηηήξηα, βαζίδνληαη ζηελ Δθρχιηζε 
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΢ηεξεάο Φάζεο (Solid Phase Exraction) θαη πξνέθπςαλ απφ ηε ζκχθξηλζε, ηελ ηξνπνπνίεζε θαη ηελ 

απινχζηεπζε ηεο θχξηαο αξρήο ηεο SPE, δειαδή ηελ εθιεθηηθή πξνζξφθεζε ηεο έλσζεο ζηφρνπ 

ζηελ επηθάλεηα ελφο θαηάιιεινπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ θαη ηελ επαθφινπζε εθξφθεζε / εθρχιηζε 

απηνχ κε ηνλ θαηάιιειν δηαιχηε έθινπζεο. [23-25] 

 

2.4  Οξόο αίκαηνο 

Ο νξφο αίκαηνο, φπσο θαίλεηαη ζην ζρήκα 2.1, είλαη έλα δηαπγέο, ππνθίηξηλν πγξφ, ην νπνίν είλαη 

κέξνο ηνπ αίκαηνο. Γελ πεξηέρεη ιεπθά ή εξπζξά αηκνζθαίξηα ή παξάγνληεο πήμεο. Οπζηαζηηθά είλαη 

ην πιάζκα ρσξίο ηα ηλσδνγφλα, δειαδή ηνπο παξάγνληεο πήμεο. Ο νξφο πεξηιακβάλεη φιεο ηηο 

πξσηεΐλεο πνπ δε ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ πήμε ηνπ αίκαηνο θαη φινπο ηνπο ειεθηξνιχηεο, 

αληηζψκαηα, αληηγφλα, νξκφλεο, θαη νπνηεζδήπνηε άιιεο νπζίεο, φπσο θάξκαθα θαη 

κηθξννξγαληζκνχο. Τπάξρεη μερσξηζηφο επηζηεκνληθφο θιάδνο (serology) πνπ κειεηά ηνλ νξφ 

αίκαηνο (blood serum). Ο νξφο ρξεζηκνπνηείηαη ζε πνιιέο ηαηξηθέο δηαγλσζηηθέο εμεηάζεηο. 

Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ νξνχ ζπιιέγεηαη ην νιηθφ αίκα ζε έλα θαιπκκέλν δνθηκαζηηθφ ζσιήλα 

θαη αθήλεηαη λα πήμεη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15-30min. ΢ηε ζπλέρεηα, γίλεηαη θπγνθέληξεζε 

γηα 15 min ζηηο 3500 rpm. Σν ππεξθείκελν είλαη νξφο αίκαηνο, ν νπνίνο θαηαλέκεηαη ζε κηθξά 

θιάζκαηα θαη απνζεθεχεηαη ζε ζεξκνθξαζία -18 ° C γηα λα ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ αλάπηπμε 

κεζφδνπ. Δίλαη ζεκαληηθφ λα απνθεχγνληαη νη θχθινη ςχμεο-απφςπμεο, ρσξίο πξνεγνχκελε 

δηεξεχλεζε ηεο ζηαζεξφηεηαο θαηά ηε δηάξθεηα απηψλ, θαζψο απηφ κπνξεί λα είλαη επηδήκην γηα 

πνιιά ζπζηαηηθά ηνπ νξνχ.[26-27] 

 

΢ρήκα 2.1: Οξόο αίκαηνο 
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3. ΠΡΟΚΑΣΔΡΓΑ΢ΙΑ ΓΔΙΓΜΑΣΟ΢ 

3.1 Γεληθά Υαξαθηεξηζηηθά 

΢΄ έλα εξγαζηήξην, ε πιεηνςεθία ησλ δεηγκάησλ απαηηεί θάπνηα ηδηαίηεξε πξνθαηεξγαζία πξηλ ηελ 

αλάιπζή ηνπο. Ζ πξνθαηεξγαζία έρεη ζθνπφ ηελ απνκάθξπλζε ησλ ελψζεσλ πνπ παξεκπνδίδνπλ θαη 

δεκηνπξγνχλ πξφβιεκα κφιπλζεο ή απφθξαμεο ηεο ζηήιεο, ηελ απνκφλσζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ζπζηαηηθψλ ρσξίο ηελ παξακηθξή αιινίσζε ηεο ζχζηαζήο ηνπο θαη ηελ πξνζπγθέληξσζή ηνπο, φηαλ 

απηά βξίζθνληαη ζε κεγάιν φγθν δείγκαηνο. Δίλαη ην πην πνιχπινθν θαη ρξνλνβφξν ζηάδην ηεο 

ζπλνιηθήο αλαιπηηθήο κεζνδνινγίαο θαη απνηειεί ηα δπν ηξίηα ηνπ ζπλνιηθνχ ρξφλνπ αλάιπζεο. Ο 

ζηφρνο ηεο πξνθαηεξγαζίαο ησλ δεηγκάησλ είλαη ε κεγαιχηεξε επαηζζεζία, ε εθιεθηηθφηεηα, ε 

αθξίβεηα θαη ε επαλαιεςηκφηεηα ηεο κεζφδνπ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη. Σν πξαθηηθφ απνηέιεζκα ηεο 

πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο είλαη: 

 Σξνπνπνίεζε ηνπ ππνζηξψκαηνο  

 Καζαξηζκφο ηνπ δείγκαηνο  

 Δκπινπηηζκφο / πξνζπγθέληξσζε  

 Απνκφλσζε ζπζηαηηθψλ πνπ ελδηαθέξνπλ  

Γηα λα είλαη κηα κέζνδνο πξνθαηεξγαζίαο απνηειεζκαηηθή, ζα πξέπεη: 

1) Να είλαη εθιεθηηθή, φζνλ αθνξά ζηηο ελψζεηο πνπ ελδηαθέξνπλ ηε αλάιπζε. 

2) Να είλαη επαλαιήςηκε, φζνλ αθνξά ζηελ αλάθηεζε ηεο έλσζεο ή ησλ ελψζεσλ, εθφζνλ νη 

ζπλζήθεο ηεο αλάιπζεο παξακέλνπλ ακεηάβιεηεο. 

3) Να είλαη γξήγνξε. 

4) Να είλαη απιή ζηνπο ρεηξηζκνχο πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο. 

5) Να είλαη νηθνλνκηθή. 

6) Να κπνξεί λα απηνκαηνπνηεζεί. 

7) Να κελ θαηαζηξέθεη ή αιινηψλεη ην δείγκα. 

Σέινο, γηα ηελ αλάπηπμε ηεο θαηαιιειφηεξεο κεζφδνπ πξνθαηεξγαζίαο πξέπεη λα ιακβάλνληαη 

ππφςε νη  εμήο παξάκεηξνη: 

 Οη θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο ηνπ δείγκαηνο 

 Ζ ρεκηθή ζχλζεζε ηνπ δείγκαηνο 

 Σν ππφζηξσκα θαη νη παξεκπνδίζεηο απφ ηα ελδνγελή ζπζηαηηθά 

 Ζ ζηαζεξφηεηα ηεο πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο. 

 Ζ αλάθηεζε, ε νπνία πξέπεη λα είλαη πνζνηηθή. 

 Ζ δηαδηθαζία, ε νπνία πξέπεη λα είλαη απιή 

 Ζ επαλαιεςηκφηεηα θαη ε αθξίβεηα 
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Γεδνκέλνπ φκσο φηη θακία ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο, είηε θιαζηθή είηε ζχγρξνλε, δελ πιεξνί φιεο 

ηηο παξαπάλσ πξνυπνζέζεηο, ζα πξέπεη λα επηιέγεηαη θάζε θνξά ε θαηαιιειφηεξε, αλάινγα κε ην 

είδνο ηνπ δείγκαηνο πνπ πξφθεηηαη λα αλαιπζεί, ηα θπζηθνρεκηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ, ηελ αλαιπηηθή ηερληθή, ηελ επηζπκεηή αθξίβεηα ησλ πξνζδηνξη-

ζκψλ, αιιά θαη ηηο δπλαηφηεηεο ηνπ εθάζηνηε εξγαζηεξίνπ κε βάζε ηνλ εμνπιηζκφ ηνπ.[28-29] 

3.2 Κιαζηθέο ηερληθέο πξνθαηεξγαζίαο πγξώλ θαη ζηεξεώλ δεηγκάησλ 

Ζ κεηαθνξά ελφο ζπγθεθξηκέλνπ ζπζηαηηθνχ απφ κία θάζε (δηάιπκα ή αηψξεκα) ζε κία άιιε 

(πγξή) ιέγεηαη εθρχιηζε θαη είλαη ε δηαδηθαζία πνπ ρξεζηκνπνηείηαη, θπξίσο γηα ην δηαρσξηζκφ, ηελ 

απνκφλσζε θαη ηελ παξαιαβή ελφο ζπζηαηηθνχ απφ έλα ρεκηθφ ζχζηεκα. ΢ηηο θιαζηθέο ηερληθέο 

πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο πεξηιακβάλνληαη ε εθρχιηζε ζηεξενχ-πγξνχ θαη ε εθρχιηζε Soxhlet, νη 

νπνίεο ππήξμαλ απφ ηηο πξψηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ πξνθαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ ζηε 

ρεκηθή αλάιπζε. Βαζηθή αξρή, ζηελ νπνία ζηεξίδνληαη νη δχν παξαπάλσ ηερληθέο, είλαη ε επαθή 

ηνπ κίγκαηνο πνπ πεξηέρεη ην πξνζδηνξηδφκελν ζπζηαηηθφ κε θαηάιιειν δηαιπηηθφ κέζν, ην νπνίν 

δηαιχεη εθιεθηηθά ην ζπγθεθξηκέλν ζπζηαηηθφ. 

3.2.1 Δθρύιηζε πγξνύ-πγξνύ 

Ζ ηερληθή απηή πεξηιακβάλεη ζπλήζσο ηε κίμε ελφο δείγκαηνο πδαηηθνχ δηαιχκαηνο κε έλα κε-

αλακίμηκν νξγαληθφ δηαιχηε γηα κηα ρξνληθή πεξίνδν, θαη έπεηηα επηηξέπεη ζε απηέο ηηο δχν πγξέο 

θάζεηο λα αιιειεπηδξάζνπλ, έηζη ψζηε νη ελψζεηο πνπ καο ελδηαθέξνπλ λα εθρπιίδνληαη απφ ηελ 

πδαηηθή ζηελ νξγαληθή ζηηβάδα, θαζψο ν νξγαληθφο δηαιχηεο έρεη κεγαιχηεξε ζπγγέλεηα κε απηνχο.  

Αθνχ δηαρσξηζηνχλ ηα κε αλακίμηκα πγξά, ε νξγαληθή ζηηβάδα πνπ πεξηέρεη ηελ εθρπιηζκέλε 

έλσζε απνκαθξχλεηαη, εμαηκίδεηαη κέρξη μεξνχ, θαη επαλαδηαιχεηαη ζε έλαλ θαηάιιειν δηαιχηε 

ζπκβαηφ κε ην ζχζηεκα αλάιπζεο.[29] 

3.2.2 Δθρύιηζε soxhlet 

Ζ εθρχιηζε νξγαληθψλ ζηεξεψλ απφ κίγκαηα ζηεξεψλ απνηειεί ηνλ θχξην ηξφπν παξαιαβήο ησλ 

δηαθφξσλ θπζηθψλ πξντφλησλ απφ ηηο πξσηνγελείο πεγέο ηνπο. ΢εκεηψλεηαη φηη ε εθρχιηζε είλαη 

ζπλήζσο ε θχξηα δηαδηθαζία παξαιαβήο ησλ αιθαινεηδψλ απφ ηα θπηά (θχιια, ξίδεο, θαξπνχο θιπ), 

ησλ γεπζηηθψλ ζπζηαηηθψλ απφ δηάθνξνπο ζπφξνπο, ησλ αξσκάησλ απφ άλζε θιπ. Μηα απιή 

εθρχιηζε ελφο ζηεξενχ κπνξεί λα γίλεη κε ζέξκαλζε ηεο έλσζεο κε έλα δηαιχηε θαη ζηε ζπλέρεηα 

απφρπζε ή δηήζεζε ηνπ ζεξκνχ κίγκαηνο. Γηα κηθξέο πνζφηεηεο έλσζεο, ε δηαδηθαζία απηή κπνξεί 

λα γίλεη ζε έλα δνθηκαζηηθφ ζσιήλα κε πξνζαξκνζκέλν έλα καθξχ γπάιηλν ζσιήλα σο θάζεην 

ςπθηήξα θαη ε εξγαζία απηή λα επαλαιεθζεί πνιιέο θνξέο. Έλαο αθφκα απινχζηεξνο ηξφπνο είλαη 
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λα αθεζεί γηα εθρχιηζε έλα ζηεξεφ ζε επαθή κε έλα θαηάιιειν δηαιχηε ζε κηα πσκαηηζκέλε θηάιε 

γηα θάπνην ρξνληθφ δηάζηεκα. 

΢ην εξγαζηεξηαθφ επίπεδν, ε εθρχιηζε απφ ζηεξεά κίγκαηα γίλεηαη ζπλήζσο κε ηελ εθρπιηζηηθή 

ζπζθεπή Soxhlet, ε νπνία δίλεηαη ζην ζρήκα 3.1. Σν πξνο εθρχιηζε ζηεξεφ ηνπνζεηείηαη ζε εηδηθφ 

πνξψδε ράξηηλν ππνδνρέα ζην επίζεκα ηεο ζπζθεπήο. Οη αηκνί ηνπ δένληνο δηαιχηε δηέξρνληαη απφ 

ηνλ πιεπξηθφ πάιηλν ζσιήλα ηνπ επηζέκαηνο, ζπκππθλψλνληαη ζηνλ ςπθηήξα θαη επαλαξξένπλ επί 

ηνπ ράξηηλνπ ή πάιηλνπ ππνδνρέα ηνπ ζηεξενχ κίγκαηνο. Όηαλ ν ρψξνο ηνπ επηζέκαηνο πιεξσζεί κε 

δηαιχηε κέρξη ηνπ χςνπο ηνπ θεθθακέλνπ πιεπξηθνχ απαγσγνχ ζσιήλα, γίλεηαη απηφκαηνο 

ζηθσληζκφο θαη ν δηαιχηεο (εθρχιηζκα) επαλαξξέεη ζηε θηάιε θαη ν θχθινο επαλαιακβάλεηαη. Ζ 

ηερληθή απηή κε παξαηεηακέλε ιεηηνπξγία είλαη θαηάιιειε γηα ηελ παξαιαβή αθφκε θαη ειάρηζηα 

δηαιπηψλ ελψζεσλ.[30] 

 

΢ρήκα 3.1: ΢πζθεπή εθρύιηζεο Soxhlet. 

 

3.3 ΢ύγρξνλεο ηερληθέο πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο 

Σα ζεκαληηθά κεηνλεθηήκαηα ησλ θιαζηθψλ ηερληθψλ πξνθαηεξγαζίαο αλάγθαζαλ ηνπο επηζηήκνλεο 

λα αλαδεηήζνπλ λέεο κεζφδνπο θαη ηερληθέο απαιιαγκέλεο απφ ηα κεηνλεθηήκαηα απηά, νη νπνίεο ζα 

είλαη ζε ζέζε λα παξέρνπλ αμηφπηζηα, εθιεθηηθά θαη επαλαιήςηκα απνηειέζκαηα. Δπίζεο, κε ηελ 

θαηαζθεπή αλαιπηηθψλ νξγάλσλ, ηα νπνία πξνζθέξνπλ κεγάιε επαηζζεζία, ε πξνθαηεξγαζία ησλ 

δεηγκάησλ έρεη γίλεη ηδηαηηέξσο απαηηεηηθή, κε απνηέιεζκα νη θιαζηθέο ηερληθέο πξνθαηεξγαζίαο 

δείγκαηνο λα κελ είλαη επαξθείο. Απφ ηελ εμέιημε ηεο θιαζηθήο ηερληθήο εθρχιηζεο πξνέθπςε κηα 

ζεηξά ηερληθψλ πξνθαηεξγαζίαο κε εθρχιηζε κε ηε ρξήζε ζηεξενχ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ, φπσο ε 
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εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο-πγξνχ, ε εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο-πγξνχ ζε ζηήιε, ε ππεξθξίζηκε ξεπζηή 

εθρχιηζε, ε δηαζπνξά ζηεξεάο θάζεο ππνζηξψκαηνο, ε εθρχιηζε κε ρξήζε κηθξνθπκάησλ θ.ά. 

3.3.1 Δθρύιηζε ζηεξεάο θάζεο-Solid Phase Extraction (SPE)  

Ζ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (Solid Phase Extraction, SPE) απνηειεί κηα επξχηαηα ρξεζηκνπνηνχκελε 

ηερληθή πξνεηνηκαζίαο ηνπ πξνο αλάιπζε δείγκαηνο. Ζ αξρή ηεο εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο (solid 

phase extraction-SPE), πεξηιακβάλεη ηελ θαηαλνκή ησλ εθρπιηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ αλάκεζα ζε δχν 

θάζεηο: ηε ζηεξεή, πνπ είλαη ην πξνζξνθεηηθφ πιηθφ, θαη ηελ πγξή, ην νπνίν είλαη ην πγξφ 

ππφζηξσκα πνπ πεξηέρεη ηηο ελψζεηο πνπ πξφθεηηαη λα πξνζδηνξίζηνπλ θαη ηπρφλ παξεκπνδίζεηο. Σα 

πξνζδηνξηδφκελα ζπζηαηηθά, ζα πξέπεη λα έρνπλ ζπγγέλεηα πξνο ηε ζηεξεή θάζε κεγαιχηεξε απ’ φηη 

έρνπλ κε ην ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο, έηζη ψζηε λα γίλεη ε ζπγθξάηεζή ηνπο ζην πξνζξνθεηηθφ. Σα 

πξνζδηνξηδφκελα ζπζηαηηθά αθνινχζσο, κε ηε βνήζεηα δηαιχηε κε κεγάιε ζπγγέλεηα κ’ απηά, ζα 

απνκαθξπλζνχλ κε έθινπζε. Οη δηάθνξνη κεραληζκνί ζπγθξάηεζεο θαη έθινπζεο, είλαη απνηέιεζκα 

δηακνξηαθψλ αιιειεπηδξάζεσλ πνπ ιακβάλνπλ ρψξα αλάκεζα: ζηα πξνζδηνξηδφκελα ζπζηαηηθά, 

ζηηο ελεξγέο νκάδεο ζηελ επηθάλεηα ηνπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ θαη ζηελ πγξή θάζε ηνπ 

ππνζηξψκαηνο ηνπ δείγκαηνο θαη ζηελ πγξή θάζε ηνπ δηαιχηε έθινπζεο.[29] 

Ζ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηηο αθφινπζεο αλαιπηηθέο δηαδηθαζίεο: 

 Πξνζπγθέληξσζε (pre-concentration) ηεο πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο απφ κεγάινπο φγθνπο 

δεηγκάησλ. ΢ε πνιιέο πεξηπηψζεηο ε επαηζζεζία ησλ δηάθνξσλ αλαιπηηθψλ κεζφδσλ δελ 

επαξθεί γηα κεηξήζεηο ζε πνιιά δείγκαηα, ζηα νπνία ε πξνζδηνξηδφκελε έλσζε βξίζθεηαη ζε 

εμαηξεηηθά ρακειέο ζπγθεληξψζεηο. Δπηπιένλ ε παξνπζία δηάθνξσλ ελψζεσλ ζην αξρηθφ 

δείγκα είλαη πνιχ πηζαλφ λα παξεκπνδίδεη ηελ απεπζείαο κέηξεζε (άκεζε εηζαγσγή ηνπ 

δείγκαηνο ζηελ αλαιπηηθή ζπζθεπή). ΢ηηο πεξηπηψζεηο απηέο κεγάινη φγθνη δεηγκάησλ 

(αεξίσλ ή πγξψλ) ππφθεηληαη ζε εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο έηζη, ψζηε ε ζπλνιηθή πνζφηεηα 

ηεο πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο λα "παγηδεπζεί" ζην κηθξφ φγθν ηεο ζηεξεάο θάζεο, απφ ηελ 

νπνία κπνξεί λα παξαιεθζεί εχθνια κε κηθξφ φγθν δηαιχηε, ζπγρξφλσο απαιιαγκέλε απφ 

άιια ζπζηαηηθά πνπ ζα παξεκπφδηδαλ ηε κέηξεζε. 

 Καζαξηζκόο δείγκαηνο. Με ηε δηαδηθαζία ηεο εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο ζπρλά επηδηψθεηαη 

ε δέζκεπζε νπζηψλ απφ ηα δείγκαηα, νη νπνίεο παξεκπνδίδνπλ κηα δηαδηθαζία κέηξεζεο. 

 Ιθαλνπνηεηηθή απνκάθξπλζε ησλ παξεκπνδίζεσλ  

 Πξνζπγθέληξσζε ησλ πξνζδηνξηδόκελσλ ελώζεσλ κε απνηέιεζκα ηελ απμεκέλε 

επαηζζεζία θαηά ηε ρεκηθή αλάιπζε. 
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Ζ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο είλαη θαηά πνιχ απνηειεζκαηηθφηεξε ηερληθή απφ απηήλ ηεο 

πγξήο/πγξήο εθρχιηζεο, θαζψο κε απηή επηηπγράλνληαη εχθνια πνζνηηθνί δηαρσξηζκνί, είλαη 

ηαρχηαηε ζηελ εθαξκνγή ηεο θαη κπνξεί εχθνια λα απηνκαηνπνηεζεί. 

Με ηελ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο επηιχνληαη πνιιά πξνβιήκαηα ηεο πγξήο/πγξήο εθρχιηζεο, φπσο 

π.ρ. ν αηειήο δηαρσξηζκφο θάζεσλ, ε κε πνζνηηθή αλάθηεζε ησλ δηαρσξηδφκελσλ ελψζεσλ, ε 

ρξήζε αθξηβνχ θαη εχζξαπζηνπ εμνπιηζκνχ (δηαρσξηζηηθέο ρνάλεο), ε ρξήζε θαη απφξξηςε κεγάισλ 

πνζνηήησλ δαπαλεξψλ θαη θαηά θαλφλα εχθιεθησλ ή/θαη ηνμηθψλ νξγαληθψλ δηαιπηψλ. 

H εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηελ επεμεξγαζία πγξψλ δεηγκάησλ θαη ηελ 

δέζκεπζε απφ απηά εκηπηεηηθψλ ή κε πηεηηθψλ ελψζεσλ. Δπίζεο, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη γηα 

ζηεξεά, εκηζηεξεά ή θξεκψδε δείγκαηα, ηα νπνία πξνεγνπκέλσο ζα έρνπλ ππνζηεί εθρχιηζε κε 

θαηάιιειν δηαιχηε. ΢ην ζρήκα 3.2 παξνπζηάδεηαη κία ζπζθεπή ηαπηφρξνλνπ ρεηξηζκνχ πνιιψλ 

κηθξνζηειψλ εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο. 

 

 

΢ρήκα 3.2: Γηάηαμε Δθρύιηζεο ΢ηεξεάο Φάζεο 

 

Γηα ηελ εθαξκνγή ηεο SPE, ππάξρνπλ δχν πξνζεγγίζεηο. Ζ πξψηε είλαη κε ζπγθξάηεζε ησλ 

επηζπκεηψλ ζπζηαηηθψλ ζην πξνζξνθεηηθφ, έθπιπζε γηα απνκάθξπλζε παξεκπνδίζεσλ θαη 

παξαιαβή ησλ ζπζηαηηθψλ κε έθινπζε. Δλψ ε δεχηεξε, κε ζπγθξάηεζε ησλ παξεκπνδίζεσλ, θαη 

δηέιεπζε ησλ επηζπκεηψλ ζπζηαηηθψλ ρσξίο λα ζπγθξαηεζνχλ  

Ζ SPE εθαξκφδεηαη ζχκθσλα κε ηα αθφινπζα ζηάδηα, ηα νπνία δηαθξίλνληαη πην παξαζηαηηθά ζην 

ζρήκα 3.3: 

1. Δλεξγνπνίεζε ηνπ πξνζξνθεηηθνύ. Απηή πεξηιακβάλεη ηελ επηδηαιχησζε ησλ δξαζηηθψλ 

νκάδσλ ηνπ πξνζξνθεηηθνχ θαη ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ λα αιιειεπηδξάζεη κε ην δείγκα. 
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2. Φόξησζε δείγκαηνο. ΢ην ζηάδην απηφ, ην δείγκα, ην νπνίν κπνξεί λα πεξηέρεη θαη ην εζσηεξηθφ 

πξφηππν, σζείηαη κέζα απφ ην πξνζξνθεηηθφ ηεο κηθξνζηήιεο. Σα επηζπκεηά ζπζηαηηθά 

δεζκεχνληαη ζην πξνζξνθεηηθφ. Γηα λα απμεζεί ε δέζκεπζε ην δείγκα αξαηψλεηαη κε λεξφ, ψζηε λα 

απμεζεί ε πνιηθφηεηα ηνπ πεξηβάιινληνο ησλ ζπζηαηηθψλ. 

3. Έθπιπζε. ΢ην ζηάδην απηφ απνκαθξχλνληαη ηα αλεπηζχκαηα ζπζηαηηθά ηνπ ππνζηξψκαηνο. Ο 

δηαιχηεο πνπ επηιέγεηαη γηα ηελ έθπιπζε πξέπεη λα είλαη αζζελήο (λεξφ ε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα), 

ψζηε ηα επηζπκεηά ζπζηαηηθά λα κελ εθξνθεζνχλ απφ ην πξνζξνθεηηθφ. 

4. Ξήξαλζε ηνπ πξνζξνθεηηθνχ, εάλ πξέπεη λα απνκαθξπλζεί ην λεξφ ζε πεξίπησζε πνπ ν δηαιχηεο 

έθινπζεο είλαη κε αλακίμηκνο. Ζ μήξαλζε κπνξεί λα επηηεπρζεί κε ηελ εθαξκνγή θελνχ, δηαβίβαζε 

ξεχκαηνο αδψηνπ ή κε θπγνθέληξεζε. Σα επηζπκεηά ζπζηαηηθά βξίζθνληαη ζηε θάζε απηή 

δεζκεπκέλα ζηε κηθξνζηήιε θαη ζε θαζαξή θαηάζηαζε. 

5. Έθινπζε γηα ηελ πνζνηηθή παξαιαβή ησλ επηζπκεηψλ ζπζηαηηθψλ, κε ρξήζε ηνπ θαηάιιεινπ 

δηαιχηε. Γηα ηελ έθινπζε κηαο πξνζξνθεκέλεο έλσζεο απφ κία κηθξνζηήιε SPE αληίζηξνθεο 

θάζεο, ρξεζηκνπνηείηαη έλαο κε πνιηθφο δηαιχηεο ηα κφξηα ηνπ νπνίνπ, αληαγσλίδνληαη ηα κφξηα 

ηεο πξνζξνθεκέλεο έλσζεο θαη ιφγσ ηεο κεγάιεο πεξίζζεηάο ηνπο, ηε "δηψρλνπλ" απφ ην 

ππφζηξσκα. 

6. Δμάηκηζε ηνπ δηαιύηε, ζε ήπην ξεχκα αδψηνπ θαη πηζαλή επαλαδηάιπζε ηνπ ζηεξενχ 

ππνιείκκαηνο ζηνλ επηζπκεηφ δηαιχηε φπσο π.ρ. ζηελ θηλεηή θάζε, κε πηζαλή πξνζζήθε ηνπ 

εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ. 

 

΢ρήκα 3.2: ΢ηάδηα εθαξκνγήο εθρύιηζεο ζηεξεάο θάζεο 

 

΢πκπεξαζκαηηθά, ε ηερληθή ηεο SPE είλαη κηα ειθπζηηθή, ηαρεία θαη απνηειεζκαηηθή ηερληθή πνπ 

εθαξκφδεηαη γηα ηελ εθιεθηηθή απνκφλσζε, παξαιαβή θαη πξνζπγθέληξσζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ζπζηαηηθψλ, ελψ παξάιιεια, αληηθαζηζηά ηελ εθρχιηζε πγξνχ-πγξνχ, θαζψο πεξηνξίδεη πνιιά απφ 

ηα κεηνλεθηήκαηά ηεο. Δπηπξφζζεηα, φια ηα δείγκαηα κπνξνχλ λα ππνζηνχλ θαηεξγαζία κε ηελ 

ηερληθή ηεο SPE, φπσο ζηεξεά, πγξά, εκηζηεξεά, θξεκψδε θιπ. Δίλαη κηα γξήγνξε ηερληθή, αζθαιήο 
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θαη θαηάιιειε γηα ζπλδπαζκφ κε ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο. Σν θπξηφηεξν φκσο πιενλέθηεκα ηεο 

ηερληθήο είλαη φηη ρξεζηκνπνηεί κηθξφηεξνπο φγθνπο δηαιχηε απφ ηελ εθρχιηζε πγξνχ-πγξνχ, έρεη 

ηθαλνπνηεηηθή απνκάθξπλζε ησλ παξεκπνδίζεσλ θαη νη πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο πξνζπγθελη-

ξψλνληαη κε απνηέιεζκα ηελ απμεκέλε επαηζζεζία θαηά ηε ρεκηθή αλάιπζε. Σέινο, κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί, είηε ζε ζχδεπμε κε ηελ ηερληθή αλάιπζεο (on-line), είηε αλεμάξηεηα (νff-line). 

 

3.3.2 Αλάπηπμε ηερληθώλ κηθξνεθρύιηζεο θαη ζύγρξνλσλ πξνεγκέλσλ πξνζξνθε-

ηηθώλ πιηθώλ. 

Οη ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο έρνπλ πξνηαζεί σο ελαιιαθηηθή ιχζε έλαληη ησλ θιαζηθψλ κεζφδσλ 

πξνθαηεξγαζίαο δεηγκάησλ, απφ ηε ζηηγκή πνπ ε κηθξνεθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (SPME) 

αλαπηχρζεθε θαη παξνπζηάζηεθε απφ ηνλ Pawliszyn θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ θαηά ηε δεθαεηία ηνπ 

1990.[31] Σελ ίδηα ρξνληθή πεξίνδν, ην ελδηαθέξνλ ησλ αλαιπηηθψλ ρεκηθψλ επηθεληξψζεθε ζηε 

ρξήζε κηθξψλ φγθσλ πγξψλ δηαιπηψλ γηα εθρπιίζεηο, νδεγψληαο ζηελ αλάπηπμε ηεο 

κηθξνεθρχιηζεο πγξήο θάζεο (LPME). Πην ζπγθεθξηκέλα, ε ηερληθή απηή εηζήρζε ην 1996 κε ηε 

ρξήζε νξγαληθψλ ζηαγνληδίσλ αησξνχκελσλ απφ ηελ άθξε κίαο κηθξνζχξξηγγαο.[32] Ζ 

αληηθαηάζηαζε ησλ θιαζηθψλ δηαδηθαζηψλ εθρχιηζεο κε ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο είλαη κηα λέα ηδέα, 

θαηά ηελ νπνία κεηψλεηαη ζεκαληηθά ε πνζφηεηα ηνπ δείγκαηνο θαη ησλ αληηδξαζηεξίσλ, ελψ 

ηαπηφρξνλα, ε βησζηκφηεηα θαη ε ηαρχηεηα ησλ κεζφδσλ βειηηψλνληαη. Οη ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο 

έρνπλ ζεκαληηθά πιενλεθηήκαηα έλαληη ησλ θιαζηθψλ ηερληθψλ (LLE ή SPE), ζπκπεξηιακ-

βαλνκέλεο ηεο ρξήζεο κηθξφηεξεο πνζφηεηαο δηαιπηψλ, ηεο ειαρηζηνπνίεζεο ηνπ αξηζκνχ θαη ηνπ 

κεγέζνπο ηνπ δείγκαηνο, ηεο κείσζεο ησλ ζηαδίσλ πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο, ηεο κείσζεο ηεο 

θαηαλάισζεο επηθίλδπλσλ αληηδξαζηεξίσλ θαη ελέξγεηαο, ηεο κεγηζηνπνίεζεο ηεο αζθάιεηαο γηα 

ηνπο ρεηξηζηέο θαη ην πεξηβάιινλ θαη ηεο παξαγσγήο κηθξφηεξεο πνζφηεηαο απνβιήησλ.[33] 

Δπηπιένλ, ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξάζηλσλ ηερληθψλ εθρχιηζεο είλαη ε ζκίθξπλζε ησλ δηαηάμεσλ, 

αιιά θαη ε απηνκαηνπνίεζε. 

Μέζα ζε δχν δεθαεηίεο απφ ηε ζχιιεςε ηεο SPME, αλαπηχρζεθαλ λέεο ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο, 

φπσο: 

 H εθρχιηζε κε καγλεηηθφ αλαδεπηήξα (stir-bar sorptive extraction, SBSE).[34] 

 Ζ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο ζε κηθξνθιίκαθα (micro-solid phase extraction, κ-SPE).[35] 

 Ζ κηθξνεθρχιηζε δηαζπνξάο ζηεξεάο θάζεο (Dispersive micro-solid-phase extraction, DMSPE). 

[36] 

 Ζ καγλεηηθή εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (Magnetic solid-phase extraction, MSPE).[37] 
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 Ζ κηθξνεθρχιηζε κε ρξήζε ζπζθεπαζκέλνπ πξνζξνθεηηθνχ (Microextraction by packed sorbent, 

MEPS).[38] 

 Ζ κνξηαθψο απνηππσκέλε εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (Molecularly imprinted solid-phase 

extraction, MISPE).[39] 

 Ζ κνξηαθψο απνηππσκέλε κηθξνεθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (Molecularly imprinted solid-phase 

micro-extraction, MI-SPME).[39] 

 Ζ εθρχιηζεο πεξηζηξεθφκελεο ζηήιεο (Spin Column Extraction, SCE).[40] 

 Καζψο θαη ε ηερληθή ηεο εθρχιηζεο κε ρξήζε πθαζκάηηλνπ πξνζξνθεηηθνχ (fabric phase 

sorptive extraction, FPSE) ε νπνία εμεηάδεηαη ζηελ παξνχζα εξγαζία.[41] 

Όιεο απηέο νη ηερληθέο αλήθνπλ ζε κηα επξχηεξε θαηεγνξία θαη βαζίδνληαη ζηε κηθξνεθρχιηζε κε 

ρξήζε ξνθεηηθψλ πιηθψλ (sorbent-based sorptive microextraction). Ζ ηζνξξνπία θαηαλνκήο ηεο 

πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο αλάκεζα ζην πξνζξνθεηηθφ πιηθφ θαη ζην δείγκα είλαη θαη ε αξρή 

ιεηηνπξγίαο ησλ ηερληθψλ πνπ πξναλαθέξζεθαλ. Καηά ηελ απνκάθξπλζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ελψζεσλ απφ ην ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο, ιακβάλεη ρψξα ξφθεζε θαη πξνζξφθεζε, ην θαζέλα 

απφ ηα θαηλφκελα, λα πξαγκαηνπνηείηαη κε αληίζηνηρα πιηθά. 

Έηζη, ηα θαηλφκελα ηεο ξφθεζεο, θαζψο θαη ηεο πξνζξφθεζεο παίδνπλ ξφιν ζηελ εθρχιηζε θαη ζηε 

πξνζπγθέληξσζε ησλ ελψζεσλ πνπ ελδηαθέξνπλ ζε κηα αλαιπηηθή πνξεία. Απηνχ ηνπ είδνπο ηα 

ζπζηήκαηα εθρχιηζεο κε ξνθεηηθά πιηθά, έρνπλ κεηψζεη ζεκαληηθά ηε ρξήζε ηνμηθψλ θαη 

επηθίλδπλσλ νξγαληθψλ δηαιπηψλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο θαη θαη' 

επέθηαζε ζεσξείηαη φηη έρνπλ ραξαθηεξηζηηθά «πξάζηλσλ» ηερληθψλ. Πέξα απφ ηε ζεκαληηθή 

κείσζε ησλ νξγαληθψλ δηαιπηψλ, ηα ζπζηήκαηα κηθξνεθρχιηζεο κε ξνθεηηθά πιηθά, 

ζπκπεξηιακβάλνπλ ηε δεηγκαηνιεςία, ηελ εθρχιηζε θαη ηελ πξνζπγθέληξσζε ηεο έλσζεο-ζηφρνπ ζε 

έλα βήκα. Σν απνηέιεζκα είλαη κηα απιή θαη γξήγνξε ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο. 

 

3.3.3 Αξρέο ιεηηνπξγίαο ηερληθώλ κηθξνεθρύιηζεο 

Όιεο νη ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο, νη νπνίεο βαζίδνληαη ζε ξνθεηηθά πιηθά, αλεμαξηήησο είδνπο, 

αθνινπζνχλ ηελ αξρή ηεο εθρχιηζεο κε επίηεπμε ηζνξξνπίαο (equilibrium extraction). Σα ξνθεηηθά 

πιηθά, ηα νπνία πξαγκαηνπνηνχλ ηελ εθρχιηζε αθηλεηνπνηνχληαη είηε ζε κηα εμσηεξηθή επηθάλεηα 

ελφο πιηθνχ (fiber-SPME, SBSE, FPSE), ή ζην εζσηεξηθφ κηαο ηξηρνεηδνχο ίλαο ππξηηίνπ (fused 

silca capillary, in tube-SPME ή CME) ή ζην εζσηεξηθφ κηαο θνίιεο ίλαο (hollow fiber, HF-SPME). 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο εθρχιηζεο, ε ζπζθεπή κηθξνεθρχιηζεο κπνξεί λα εθηεζεί θαηεπζείαλ κέζα ζην 

δείγκα πνπ πεξηέρεη ηηο ελψζεηο πνπ πξφθεηηαη λα πξνζδηνξηζηνχλ (direct immersion mode) ή κπνξεί 

λα εθηεζεί ζηνλ θελφ ρψξν πνπ δεκηνπξγείηαη, φηαλ ην δείγκα βξίζθεηαη ζε έλα εξκεηηθά θιεηζηφ 
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δνρείν (headspace mode). Καηά ηελ εθρχιηζε, ε επίζηξσζε πνιπκεξνχο πνπ βξίζθεηαη πάλσ ζην 

πιηθφ, εθηίζεηαη άκεζα ή έκκεζα ζην ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο, ην νπνίν πεξηέρεη ηηο ελψζεηο πνπ 

ζα πξνζδηνξηζηνχλ. Σν πιηθφ αθήλεηαη γηα έλα ρξνληθφ δηάζηεκα κέρξη λα επέιζεη ε ηζνξξνπία 

αλάκεζα ζην ξνθεηηθφ θαη ην ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο. Όηαλ επέιζεη ε ηζνξξνπία εθρχιηζεο, 

νπνηαδήπνηε πεξαηηέξσ έθζεζε ηνπ ξνθεηηθνχ πιηθνχ ζην δείγκα δε ζα ζπζζσξεχζεη κεγαιχηεξε 

πνζφηεηα ησλ ελψζεσλ πνπ ελδηαθέξνπλ.  

Ο ρξφλνο, ζηνλ νπνίν επέξρεηαη ε ηζνξξνπία απηή εμαξηάηαη απφ πνιινχο παξάγνληεο, φπσο ε θχζε 

ηεο επηθάιπςεο ηνπ πιηθνχ, ν ηχπνο ηεο έλσζεο πνπ πξφθεηηαη λα πξνζδηνξηζηεί, ε ππθλφηεηα θαη ε 

ζεξκνθξαζία ηνπ ππνζηξψκαηνο ηνπ δείγκαηνο, ην πάρνο ηνπ ξνθεηηθνχ πιηθνχ. Ο ρξφλνο 

ηζνξξνπίαο, κπνξεί λα κεησζεί κε αλάδεπζε κε καγλεηηθφ αλαδεπηήξα ή κε δηνρέηεπζε ηνπ πγξνχ 

δείγκαηνο κέζα ζηνλ ηξηρνεηδή, δειαδή κε αχμεζε ηεο δηάρπζεο ηνπ δείγκαηνο, πξάγκα ην νπνίν 

πξνθχπηεη απφ ηελ θηλεηηθή εμίζσζε ηεο ηζνξξνπίαο. Μεηά ην ηέινο ηεο εθρχιηζεο, ε ζπζθεπή 

κηθξνεθρχιηζεο αθαηξείηαη απφ ην ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο, θαη νη ελψζεηο πνπ εθρπιίζηεθαλ, 

εθξνθψληαη απφ ην ξνθεηηθφ πιηθφ γηα λα γίλεη ε εηζαγσγή ηνπ ζε θάπνην αλαιπηηθφ φξγαλν. 

΢πλήζσο, αθνινπζεί αλάιπζε κε αέξηα ρξσκαηνγξαθία (gas chromatography, GC), πγξή 

ρξσκαηνγξαθία πςειήο πίεζεο (HPLC), ηξηρνεηδή ειεθηξνθφξεζε (capillary electrophoresis, CE) ή 

έλα ζχζηεκα ρξσκαηνγξαθίαο ππεξθξίζηκνπ ξεπζηνχ (Supercritical fluid chromatography, SFC).  

Οη ελψζεηο πνπ πξνζδηνξίδνληαη κπνξνχλ επίζεο λα εθξνθεζνχλ ζεξκηθά κε ηελ εηζαγσγή ηεο 

ζπζθεπήο κηθξνεθρχιηζεο ζε ζεξκαηλφκελν ππνδνρέα δείγκαηνο ζε έλα φξγαλν GC.  

Δηζαγσγή ηνπ δείγκαηνο ζε πγξή κνξθή κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε έθπιπζε ηεο επηθαιπκκέλεο 

ζπζθεπήο κηθξνεθρχιηζεο κε θαηάιιειν δηαιχηε θαη αθνινχζσο εηζαγσγή ηνπ δείγκαηνο ζην 

αλάινγν αλαιπηηθφ φξγαλν.  

Φαίλεηαη, νη ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο πνπ βαζίδνληαη ζε ξνθεηηθά πιηθά λα δηέπνληαη απφ δχν 

αξρέο-θξηηήξηα: (1) ζεξκνδπλακηθέο θαη (2) θηλεηηθέο. Οη ηδηφηεηεο ηεο ζεξκνδπλακηθήο θαζνξίδνπλ 

ηελ πνζφηεηα ησλ ελψζεσλ, νη νπνίεο κπνξνχλ λα εθρπιηζηνχλ απφ κηα ζπγθεθξηκέλε κάδα 

ξνθεηηθνχ ππφ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο. Δθφζνλ κεγαιχηεξε πνζφηεηα ξνθεηηθνχ επηηξέπεη ηελ 

εθρχιηζε ησλ ελψζεσλ ζε κεγαιχηεξν βαζκφ, φηαλ παξέρεηαη επαξθήο ρξφλνο γηα ηελ επίηεπμε 

ηζνξξνπίαο, ηφηε πξνθχπηεη φηη ε πνζφηεηα ηνπ ξνθεηηθνχ είλαη επζέσο αλάινγε κε ηελ ηθαλφηεηα 

εθρχιηζεο. Απελαληίαο, ε θηλεηηθή ειέγρεη ην ξπζκφ, κε ηνλ νπνίν πξαγκαηνπνηείηαη ε εθρχιηζε θαη 

θαη' επέθηαζε ην ρξφλν πνπ απαηηείηαη γηα λα επηηεπρζεί ε ηζνξξνπία.[42] 
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3.3.4 Πεξηνξηζκνί ησλ εκπνξηθά δηαζέζηκσλ ηερληθώλ κηθξνεθρύιηζεο. 

Παξά ηα πιενλεθηήκαηα πνπ παξνπζηάδνπλ νη ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο κε ξνθεηηθά πιηθά σο πξνο 

ηηο ζπκβαηηθέο ηερληθέο πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο, ραξαθηεξίδνληαη θαη απφ κεξηθά κεηνλεθηήκαηα. 

Απηνί νη πεξηνξηζκνί πξνθχπηνπλ απφ (1) ηε θπζηθή δηάηαμε ηεο ζπζθεπήο κηθξνεθρχιηζεο θαη (2) 

ηε ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε δεκηνπξγία ηεο πνιπκεξηθήο επίζηξσζεο γηα ηελ 

αθηλεηνπνίεζε ηνπ νξγαληθνχ ξνθεηηθνχ πιηθνχ. Οη ειιείςεηο πξνθχπηνπλ απφ ηε θπζηθή δηάηαμε 

ηεο ζπζθεπήο πεξηιακβάλνπλ: 

 Σελ εχζξαπζηε θχζε ηεο ίλαο SPME.  

 Σνλ θίλδπλν θάκςεο ηεο βειφλαο ηεο ζχξηγγαο ηεο ίλαο SPME θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ρξήζεο.  

 Σε ρακειή πνζφηεηα ξνθεηηθνχ πιηθνχ ζηηο ίλεο SPME πνπ έρεη σο απνηέιεζκα ηε ρακειή 

ηθαλφηεηα εθρχιηζεο.  

 Σελ θαηαζηξνθή ηεο επηθάιπςεο ησλ καγλεηηθψλ αλαδεπηήξσλ ζηελ ηερληθή ηεο SBSE, 

φηαλ απηνί ρξεζηκνπνηνχληαη ζε αλάδεπζε κε κεγάιεο ηαρχηεηεο.  

Ζ θπζηθή απφζεζε ηνπ νξγαληθνχ πνιπκεξνχο κε δηαζηαπξνχκελε ζχλδεζε κε ειεχζεξεο ξίδεο, 

είλαη ε ηερληθή πνπ επηιέγεηαη πην ζπρλά γηα δεκηνπξγία επίζηξσζεο, ζηηο δηαζέζηκεο ζην εκπφξην 

ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο κε ξνθεηηθά πιηθά. Απηή ε δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο επίζηξσζεο, 

ζπλνδεχεηαη κε θάπνηα κεηνλεθηήκαηα φπσο: 

 Σν νξγαληθφ πνιπκεξέο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο ην ξνθεηηθφ πιηθφ, είλαη ε κνλαδηθή πεγή 

πνπ νξίδεη ηελ εθιεθηηθφηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο κηθξνεθρχιηζεο 

 Παξνπζηάδεη κηθξφ εχξνο σο πξνο ηε ζεξκνθξαζηαθή αλνρή, κηθξή αληνρή σο πξνο ηνπο 

δηαιχηεο, πεξηνξηζκέλε ζηαζεξφηεηα σο πξνο ην pH, εμαηηίαο ηεο θπζηθήο απφζεζεο ηνπ 

πνιπκεξνχο πάλσ ζηελ επηθάλεηα ηνπ ππνζηξψκαηνο ηεο ζπζθεπήο. 

 Αζηάζεηα θαη δηαζηνιή ηεο πνιπκεξηθήο επίζηξσζεο, φηαλ απηή βξίζθεηαη ζε νξγαληθνχο 

δηαιχηεο. 

 Έληνλε δηαθνξνπνίεζε ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ αλάκεζα ζε παξηίδεο πξντφληνο. 

 Ημψδε θαη θνιιψδε νξγαληθά πνιπκεξή δελ επηηξέπνπλ ηε δηάρπζε ηεο πξνζδηνξηδφκελεο 

έλσζεο, θάηη πνπ νδεγεί ζε κεγάινπο ρξφλνπο επίηεπμεο ηζνξξνπίαο. 

 Απνπζία ρεκηθνχ δεζκνχ αλάκεζα ζην ππφζηξσκα θαη ζην ξνθεηηθφ πιηθφ δειψλεη 

ηαπηφρξνλα κηθξφ ρξφλν δσήο ηεο επηθάιπςεο. 

 Μηθξή πνζφηεηα ξνθεηηθνχ πιηθνχ ζηηο ίλεο SPMΔ, ην νπνίν πεξηνξίδεη ηελ επαηζζεζία ηεο 

ζπζθεπήο. Απηφ ήηαλ πνπ νδήγεζε ζηε δεκηνπξγία ηεο ηερληθήο SBSE, φπνπ ππήξρε 

κεγαιχηεξε πνζφηεηα ξνθεηηθνχ πιηθνχ. Ωζηφζν, ν κηθξφο ξπζκφο δηάρπζεο ησλ ελψζεσλ-

ζηφρσλ αλάκεζα ζηε ζπκπαγή επίζηξσζε νξγαληθνχ ξνθεηηθνχ δελ πξνζθέξεη θέξδνο ζηελ 
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εθρπιηζηηθή ηθαλφηεηα, εθηφο αλ αθεζεί παξαηεηακέλα γηα λα επηηεπρζεί ε εθρπιηζηηθή 

ηζνξξνπία. 

Ζ εθηεηακέλε αμηνιφγεζε ησλ κεηνλεθηεκάησλ πνπ παξνπζίαδαλ ηα ζπζηήκαηα κηθξνεθρχιηζεο, 

απνθάιπςαλ φηη ε βηψζηκε αλάπηπμε ησλ ηερληθψλ κηθξνεθρχιηζεο εμαξηάηαη θπξίσο απφ ηελ 

αλάπηπμε λέσλ ηερλνινγηψλ επίζηξσζεο. Απηέο ζα πξνζέθεξαλ πην γξήγνξε θηλεηηθή εθρχιηζεο, 

κεγαιχηεξε εθιεθηηθφηεηα θαη επαηζζεζία, κεγαιχηεξε ζεξκηθή αληνρή θαη ζηαζεξφηεηα σο πξνο 

ηε ρξήζε δηαιπηψλ θαη άιισλ ρεκηθψλ. ΢ηα πεξηζζφηεξα απφ απηά ηα πξνβιήκαηα απεπζχλζεθε ε 

εηζαγσγή κηαο λέαο ηερλνινγίαο δεκηνπξγίαο επηζηξψζεσλ, απηήο ηεο sol-gel, ε νπνία αλαπηχρζεθε 

απφ ηνλ Malik θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ.[43] 

3.4  Σερλνινγία sol-gel 

Ζ δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο επίζηξσζεο ζε επηθάλεηεο κε ηελ ηερλνινγία sol-gel, παξέρεη έλαλ 

εχθνιν, βνιηθφ θαη νηθνλνκηθφ ηξφπν ζηε δεκηνπξγία πβξηδηθψλ νξγαληθψλ-αλφξγαλσλ πιηθψλ. Σα 

πιηθά πνπ ιακβάλνληαη, κπνξνχλ λα είλαη ζε δηαθνξεηηθφ βαζκφ εθιεθηηθά, λα ξπζκηζηεί ην 

πνξψδεο ηνπο θαη παξάιιεια λα έρνπλ πςειή ζεξκηθή θαη ρεκηθή αληνρή, αιιά θαη ζηαζεξφηεηα ζε 

πνηθηιία δηαιπηψλ. Δμαηηίαο απηήο ηεο απιφηεηαο ζηε δεκηνπξγία πνηθίισλ πιηθψλ, έρεη 

δεκηνπξγεζεί έλαο κεγάινο αξηζκφο ξνθεηηθψλ πιηθψλ κηθξνεθρχιηζεο. Ζ ηερλνινγία sol – gel 

πεξηιακβάλεη ηα εμήο βήκαηα: 

1. Πξνθαηεξγαζία ηνπ πιηθνχ πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί σο ην ππφζηξσκα γηα αχμεζε ησλ δηαζέζηκσλ   

πδξνμπινκάδσλ (-ΟΖ). Ο ζθνπφο απηνχ ηνπ ζηαδίνπ είλαη ν θαζαξηζκφο ηεο επηθάλεηαο ηνπ 

ππνζηξψκαηνο, θαζψο θαη ε αχμεζε ηεο δηαζεζηκφηεηαο ησλ ελεξγψλ νκάδσλ. Σν δηάιπκα ηνπ sol 

ζα αιιειεπηδξάζεη κε απηέο ηηο ελεξγέο νκάδεο θαη ζα ηηο εηζάγεη κέζα ζην ηξηζδηάζηαην θαη νινέλα 

αλαπηπζζφκελν δίθηπν ηνπ sol-gel, έηζη ψζηε λα ζρεκαηηζηεί έλα ξνθεηηθφ πιηθφ, ην νπνίν ζα είλαη 

θαιά δεζκεπκέλν ζηελ επηθάλεηα ηνπ ππνζηξψκαηνο. Αλάινγα κε ην πιηθφ ηνπ ππνζηξψκαηνο, 

ελδέρεηαη λα ρξεηάδεηαη θάπνηα άιινπ είδνπο πξνθαηεξγαζία, έηζη ψζηε λα εηζαρζνχλ νκάδεο, νη 

νπνίεο ζα ιεηηνπξγήζνπλ ζπλδεηηθά δεκηνπξγψληαο γέθπξεο αλάκεζα ζην ππφζηξσκα θαη ζην 

δίθηπν ηνπ sol-gel. 

2. ΢ρεδηαζκφο θαη πξνεηνηκαζία ηνπ sol δηαιχκαηνο. Σν πην βαζηθφ θαη απαηηεηηθφ ζηάδην ζηελ 

ηερλνινγία επίζηξσζεο κε sol-gel, είλαη ε δηαδηθαζία παξαγσγήο ηνπ sol δηαιχκαηνο. Απηφ 

πεξηιακβάλεη θαηάιιειε επηινγή ηνπ εθθηλεηή (precursor), ηνπ πξνζαξκνδφκελνπ κνξίνπ (ligand), 

ηνπ αληηδξαζηεξίνπ απελεξγνπνίεζεο (deactivating reagent), ηνπ δηαιχηε, ηνπ θαηαιχηε θαη ησλ 

πνξνγνληθψλ αληηδξαζηεξίσλ (porogenic reagents). Απφ απηά θαη ηνλ θαηάιιειν ζρεδηαζκφ ηνπ sol 

δηαιχκαηνο εμαξηάηαη θαη ε θαιχηεξε επίδνζε ησλ ξνθεηηθψλ πιηθψλ. Παξάγνληεο, φπσο ε 
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εθιεθηηθφηεηα, ην πνξψδεο, ην πάρνο ηεο επίζηξσζεο, ε αληνρή ζε ζεξκηθή επεμεξγαζία θαη ζε 

κεγάιν αξηζκφ δηαιπηψλ παίδνπλ επίζεο, ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ παξαγσγή ηνπ δηαιχκαηνο. 

3. ΢ρεκαηηζκφο ηεο επίζηξσζεο sol-gel πάλσ ζην ππφζηξσκα. Μεηά ηελ παξαγσγή ηνπ sol 

δηαιχκαηνο, αθνινπζεί ε δηαδηθαζία ηεο δεκηνπξγίαο ηεο επίζηξσζεο. Σα ζπζηαηηθά ηνπ δηαιχκαηνο 

sol αλακηγλχνληαη, έηζη ψζηε λα είλαη νκνγελέο. Πνιιέο θνξέο ε αλάδεπζε γίλεηαη είηε κε ζπζθεπή 

vortex, είηε κε ππέξερνπο. Σν νκνγελέο sol δηάιπκα έπεηηα θπγνθεληξείηαη γηα ηελ απνκάθξπλζε 

ζσκαηηδίσλ. Σν ππεξθείκελν πγξφ ηφηε ρξεζηκνπνηείηαη, γηα ηε δεκηνπξγία ηεο επίζηξσζεο sol-gel 

πάλσ ζηελ επηζπκεηή επηθάλεηα. 

4. Δλεξγνπνίεζε ηνπ ξνθεηηθνχ (conditioning). Ο ζθνπφο απηνχ ηνπ ζηαδίνπ είλαη λα νινθιεξσζεί 

ε αληίδξαζε ζηαζεξνπνίεζεο, ε απνκάθξπλζε ησλ δηαιπηψλ, θαζψο θαη νπνηνλδήπνηε 

ππνιεηκκάησλ ελψζεσλ πνπ δελ αληέδξαζαλ. Σν ζηάδην ηεο ελεξγνπνίεζεο, εμαζθαιίδεη κηα 

θαζαξή επηθάλεηα, ε νπνία είλαη θαιά ζρεκαηηζκέλε, ρσξίο δνκηθέο παξακνξθψζεηο. Δίλαη ζχλεζεο, 

ην πιέγκα sol-gel λα ζεξκαίλεηαη πνιχ αξγά ππφ ζπλερφκελε ξνή αδξαλνχο αεξίνπ. Ζ κέγηζηε 

ζεξκνθξαζία επεμεξγαζίαο επηιέγεηαη αλάινγα κε ηελ ηειηθή ρξήζε ηνπ ξνθεηηθνχ πιηθνχ. Γηα 

εθξφθεζε ελψζεσλ κε δηαιχηεο, δελ απαηηείηαη ηειηθή επεμεξγαζία κε πςειή ζεξκνθξαζία. 

Αληηζέησο, γηα ζεξκηθή εθξφθεζε ελψζεσλ, ε επίζηξσζε πξέπεη λα εθηεζεί ζε πςειέο 

ζεξκνθξαζίεο, θαηά ην ηειεπηαίν ζηάδην δηακφξθσζεο. [42-43] 
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4. FABRIC PHASE SORPTIVE EXTRACTION (FPSE) 

 4.1 Σερληθή πξνθαηεξγαζίαο FPSE 

Ζ ηερλνινγία sol-gel, ε νπνία, φπσο αλαθέξεηαη θαη ζηελ παξάγξαθν 3.3.4., αλαπηχρζεθε απφ ηνλ 

Malik θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ, έπαημε ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δεκηνπξγία πνιπάξηζκσλ πιηθψλ. 

Μεηαμχ απηψλ είλαη θαη ε επηθάιπςε εχθακπησλ επηθαλεηψλ (π.ρ. πθαζκάησλ θεινπιφδεο ή 

πνιπεζηέξα) κε δηάθνξα είδε πνιπκεξψλ κε ηελ ηερληθή sol-gel. Ζ πιεηνςεθία ησλ κεηνλεθηεκάησλ 

πνπ παξνπζηάδνληαη θαηά ηηο θιαζηθέο ηερληθέο πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο, κπνξνχλ λα 

μεπεξαζηνχλ κε ηε ρξήζε ηεο ηερληθήο Fabric Phase Sorptive Extraction (FPSE). Ζ ηερληθή απηή 

βαζίδεηαη ζηηο αξρέο θαη ηα θπζηθνρεκηθά θαηλφκελα ηεο θπζηθήο θαη ρεκηθήο πξνζξφθεζεο θαη 

αλαπηχρζεθε απφ ηνλ Kabir θαη ην Furton ην 2014 [41], ελψ κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί σο θαηλνηφκα 

θαη απνδνηηθή.  

Ζ FPSE εθπιεξψλεη ηελ έληνλε αλάγθε γηα κηα «πξάζηλε», ζχγρξνλε, θαηλνηφκα, ξνθεηηθή ηερληθή 

κηθξνεθρχιηζεο πνπ μεπεξλά φιεο ηηο αδπλακίεο ησλ θιαζηθψλ, ζπκπεξηιακβάλνληαο πξφζζεηα  

πιενλεθηήκαηα, φπσο είλαη ν νηθνινγηθφο ραξαθηήξαο, ε νηθνλνκηθή ιεηηνπξγία, ε απιφηεηα θαη ε 

απνθπγή ρξνλνβφξσλ θαη επηζθαιψλ ζηαδίσλ, φπσο είλαη ε εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε πνπ αθνινπζείηαη 

απφ επαλαδηαιπηνπνίεζε ηνπ δείγκαηνο. Ζ νιηζηηθή πξνζέγγηζε θαη νη αξρέο ηεο FPSE έρνπλ 

αλαθεξζεί εθηελψο ζηε βηβιηνγξαθία. Παξφιν πνπ πξφθεηηαη γηα κηα λέα ηερληθή, έρεη ήδε 

εθαξκνζηεί κε αμηνζεκείσηα απνηειέζκαηα ζε δηάθνξα δείγκαηα, φπσο πεξηβαιινληηθά, 

θαξκαθεπηηθά, δείγκαηα ηξνθίκσλ θαη βηνινγηθά φπσο παξαηεξείηαη απφ δηάθνξεο βηβιηνγξαθηθέο 

πεγέο.[44-45] 

Με απηή ηελ ηερληθή, δελ απαηηείηαη θάπνηα ηερληθή ηξνπνπνίεζε ηνπ ππνζηξψκαηνο ηνπ δείγκαηνο, 

φπσο ε θαηαβχζηζε πξσηετλψλ, αιιά νχηε θαη θάπνην ζηάδην θαζαξηζκνχ (clean-up). Ζ ηερληθή 

FPSE, ζπλδπάδεη ηα πιενλεθηήκαηα ηεο θιαζηθήο κηθξνεθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο (solid-phase 

microextraction, SPME) πνπ πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ επίηεπμε ηζνξξνπίαο, θαη ηεο εθρχιηζεο 

ζηεξεάο θάζεο, ε νπνία πξαγκαηνπνηείηαη κε πιήξε εθρχιηζε. Σν ξνθεηηθφ πιηθφ ζηελ FPSE, είλαη 

δεζκεπκέλν κε νκνηνπνιηθνχο δεζκνχο ζηελ επηθάλεηα ηνπ ππνζηξψκαηνο θαη έηζη, έρεη κεγάιε 

ρεκηθή, ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα, θαζψο θαη αληνρή ζε πνηθηιία δηαιπηψλ. Ζ αλνηρηή γεσκεηξία ηνπ 

FPSE δηεπθνιχλεη ηε ξφθεζε θαη ηελ εθξφθεζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ. ΢ε αληίζεζε κε 

άιια κέζα κηθξνεθρχιηζεο, ην ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ FPSE δελ είλαη αδξαλέο, 

αληηζέησο, ζπκβάιιεη ζηε γεληθφηεξε πνιηθφηεηα ηνπ FPSE.  

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο, ην πιηθφ ηεο FPSE κπνξεί λα εηζαρζεί 

θαηεπζείαλ ζην δνρείν πνπ πεξηέρεη ην αξρηθφ δείγκα, φπνπ ζα πξαγκαηνπνηεζεί ε ξφθεζε ησλ 

ελψζεσλ πνπ ελδηαθέξνπλ. Αθνινχζσο, ζα βπζηζηεί ζε έλα δνρείν κε ην δηαιχηε έθινπζεο γηα έλα 
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ρξνληθφ δηάζηεκα. Απηφ ζηε ζπλέρεηα ζα εηζαρζεί ζε νπνηνδήπνηε αλαιπηηθφ φξγαλν, φπσο αέξην 

ρξσκαηνγξάθν, πγξφ ρξσκαηνγξάθν, ηξηρνεηδή ειεθηξνθφξεζε ή νπνηνδήπνηε άιιν ζπκβαηφ 

αλαιπηηθφ φξγαλν. Έηζη, κε ηελ ηερληθή ηεο FPSE εμαζθαιίδεηαη ε γξήγνξε θαη ρσξίο 

παξεκπνδίζεηο ξφθεζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ νπζηψλ, ρσξίο ηελ αλάγθε εμάηκηζεο ηνπ δηαιχηε, ε 

ειαρηζηνπνίεζε ησλ βεκάησλ πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο, θαζψο θαη ε ξφθεζε ησλ αξρηθψλ 

ελψζεσλ απφ ην δείγκα. Απηά ηα πιενλεθηήκαηα νδεγνχλ ζηελ εμάιεηςε ζθαικάησλ πνπ 

εκθαλίδνληαη θαηά ηελ πξνθαηεξγαζία ηνπ δείγκαηνο. Δπίζεο εμαζθαιίδεη ηαρχηεηα, θαζαξφηεηα, 

πςειή πξνζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο ηεο νπζίαο ζηφρνπ, ρσξίο ηελ μήξαλζε ηνπ δηαιχηε θαη ηελ 

επαλαδηαιχησζε ηεο δηαδηθαζίαο, έηνηκν απεπζείαο γηα αλάιπζε. Σέινο ειαρηζηνπνηεί ηα βήκαηα 

ηεο πξνθαηεξγαζίαο, κεηψλνληαο έηζη ηηο πηζαλέο πεγέο ζθαικάησλ. 

Ζ FPSE εθκεηαιιεχεηαη ηα αμηνζεκείσηα νθέιε απφ ηε ρξήζε θαη ηηο ηδηφηεηεο ηεο ζπζθεπήο 

εμαγσγήο FPSE, ή αιιηψο ηεο κεκβξάλεο FPSE. Απηή πξνέθπςε απφ ην ζπλδπαζκφ δηαθφξσλ 

θπζηθψλ ή ζπλζεηηθψλ πθαζκάησλ σο ην πθαζκάηηλν ππφζηξσκα, ρεκηθψο επηθαιπκκέλσλ κε ηε 

κνξθή εμαηξεηηθά ιεπηήο επίζηξσζεο πβξηδηθνχ νξγαληθνχ-αλφξγαλνπ πξνζξνθεηηθνχ πνπ 

παξάγεηαη κε ηελ ηερληθή sol-gel θνιινεηδoχο πεθηήο. Οη ηειηθέο κεκβξάλεο FPSE ραξαθηεξίδνληαη 

απφ επθακςία, δηαπεξαηφηεηα θαη εληππσζηαθά επαπμεκέλε επηθάλεηα πξσηνγελνχο επαθήο. Απηά 

ηα ραξαθηεξηζηηθά νδεγνχλ θαη εμαζθαιίδνπλ ηε γξήγνξε θαη άκεζε εθρχιηζε ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ νπζηψλ. Όπσο αλαθέξζεθε ήδε, ηα ππνζηξψκαηα πθάζκαηνο κπνξνχλ λα είλαη 

είηε πδξφθηια, είηε πδξφθνβα, ρξεζηκνπνηψληαο θεινπιφδε (θπηηαξίλε) ή πνιπεζηέξα αληίζηνηρα. 

Δπηπξνζζέησο, κπνξεί επίζεο λα παξαρζεί έλα κηθηφ ππφζηξσκα κε θαηάιιειν ζπλδπαζκφ 

θπηηαξίλεο ή πνιπεζηέξα ζε επηζπκεηή αλαινγία, αλάινγα κε ηελ πνιηθφηεηα ηεο κεκβξάλεο FPSE. 

Γεληθά, ε θχζε ηνπ ππνζηξψκαηνο επεξεάδεη ζεκαληηθά ηελ επηιεθηηθφηεηα θαη ηελ πνιηθφηεηα ηεο 

κεκβξάλεο FPSE. Δπηπιένλ, άιια ρξήζηκα ραξαθηεξηζηηθά, φπσο ε ρεκηθή, ε ζεξκηθή θαη ε 

ζηαζεξφηεηα δηαιχηε εμαζθαιίδνληαη απφ ηνλ ηζρπξφ νκνηνπνιηθφ ρεκηθφ δεζκφ κεηαμχ ηνπ 

δηαπεξαηνχ πθάζκαηνο θαη ηνπ πνξψδνπο πξνζξνθεηηθνχ δηαιχκαηνο sol-gel πνπ επηηξέπεη ηε 

ρξήζε νπνηνπδήπνηε κίγκαηνο δηαιπηψλ έθινπζεο ή ρεκηθνχ πεξηβάιινληνο (pH), ελψ ζπγρξφλσο ε 

κεκβξάλε FPSE κπνξεί λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί γηα αξθεηέο θνξέο. Βεβαίσο, φια απηά είλαη εθηθηά 

ρσξίο ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε ηεο ηθαλφηεηαο πξνζξφθεζεο.  

Ζ ηεξάζηηα ηθαλφηεηα ζπγθξάηεζεο θαη ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο βαζίδνληαη ηφζν ζην 

εγγελέο πνξψδεο ηνπ ππνζηξψκαηνο πθάζκαηνο, θπξίσο ζηελ θπηηαξίλε θαη ζηνλ πνιπεζηέξα, φζν 

θαη ζηηο πξνεγκέλεο ηδηφηεηεο ηνπ πιηθνχ ηνπ θνιινεηδνχο πήγκαηνο θαη ηνπ πνξψδνπο δηθηχνπ πνπ 

δεκηνπξγεί. Απηή ε αλνηρηή δνκηθή ζηεξενρεκεία επηηξέπεη ηελ απνκίκεζε ηεο δηαδηθαζίαο SPME. 

Έηζη, ε κεκβξάλε FPSE κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ζε άκεζε επαθή κε ηo δείγκα, ην νπνίν 

εκπεξηέρεη ηηο πξνζδηνξηδφκελεο νπζίεο. ΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε, δεκηνπξγείηαη κηα ηζνξξνπία 
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κεηαθνξάο κάδαο κεηαμχ ηνπ πξνξνθεηηθνχ θαη ηνπ δείγκαηνο, θαζηζηψληαο ηελ FPSE θαηάιιειε 

γηα εθρχιηζε ηζνξξνπίαο, ε νπνία ζπκβαίλεη θαη ρξεζηκνπνηείηαη απφ ηελ παξνχζα εξγαζία. Λφγσ 

απηήο ηεο πνξψδνπο αξρηηεθηνληθήο, επηηξέπεηαη ε ηαρεία ξφθεζε θαη ε εθξφθεζε ησλ 

αλαιπηψλ.[44-45] 

 

4.2 Γηαδηθαζία ηεο  FPSE     

Λακβάλνληαο κία πην πξνζεθηηθή εηθφλα ηεο δηαδηθαζίαο FPSE θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθρχιηζεο 

ηζνξξνπίαο, ην θχξην βήκα μεθηλά κε ηελ εκβάπηηζε ηεο κεκβξάλεο απεπζείαο ζην δηάιπκα ηνπ 

δείγκαηνο πνπ πεξηέρεη ηηο ελψζεηο ζηφρνπο. Δίλαη γλσζηφ απφ ηελ θηλεηηθή ζεσξία ηεο εθρχιηζεο 

ηζνξξνπίαο φηη ε αχμεζε ηεο δηάρπζεο ησλ αλαιπηψλ πξνάγεη ηελ ηαρχηεξε εθρχιηζε. Δπνκέλσο, κε 

ηε ρξήζε εμσηεξηθψλ δηαηάμεσλ, φπσο καγλεηηθή αλάδεπζε, εθαξκνγή ππεξήρσλ θαη αλαθίλεζε 

ηξνρηάο, κπνξεί λα δεκηνπξγεζεί κηα ζηαζεξή ξνή ηνπ δείγκαηνο, κέζσ ηεο δηαπεξαηήο ζπζθεπήο 

κηθξνεθρχιηζεο. Τπφ απηέο ηηο ζπλζήθεο ιακβάλνπλ ρψξα αιιειεπηδξάζεηο, νη νπνίεο έρνπλ σο 

απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία δηακνξηαθψλ δεζκψλ, φπσο νη δπλάκεηο London, νη δεζκνί πδξνγφλνπ, νη 

αιιειεπηδξάζεηο δηπφινπ-δηπφινπ, νη αιιειεπηδξάζεηο π-π ηξνρηαθψλ θιπ. ΢πλεπψο επηηπγράλεηαη 

ε πςειφηεξε επαηζζεζία θαη απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο δηαδηθαζίαο ηεο εθρχιηζεο. Όηαλ ε ηζνξξνπία 

θζάζεη ζην ζεκείν, φπνπ νη αλαθηήζεηο ησλ εθρπιηδφκελσλ ελψζεσλ είλαη βέιηηζηεο, ε κεκβξάλε 

FPSE απνκαθξχλεηαη απφ ην δείγκα θαη αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη. 

΢ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε εκβαπηίδεηαη ζε κηθξφ φγθν δηαιχηε έθινπζεο απνηεινχκελν θπξίσο απφ 

έλα κίγκα νξγαληθψλ δηαιχησλ, ζην νπνίν ιακβάλεη ρψξα ε έθινπζε ή αιιηψο ε αληίζηξνθε 

εθρχιηζε. Σν έθινπζκα πεξηέρεη ηηο ελψζεηο ζηφρνπο ζε κηθξφ φγθν κε πςειφ παξάγνληα 

πξνζπγθέληξσζεο, εμαιείθνληαο ηαπηφρξνλα ηελ αλάγθε γηα εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε θαη αλαζχζηαζε 

ηνπ δείγκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα, αλ απνδεηρζεί απαξαίηεην, θπγνθεληξείηαη ην έθινπζκα ή ελαιιαθηηθά 

δηεζείηαη γηα λα εγρπζεί ζην αλαιπηηθφ φξγαλν. Πξηλ απφ ην θχξην ζηάδην, ηππηθά, θάζε δηαδηθαζία 

FPSE μεθηλά κε ηελ εκβάπηηζε ηεο κεκβξάλεο γηα 5 min ζε έλα κίγκα δηαιπηψλ, απνηεινχκελν 

ζπλήζσο απφ MeOH:ΑCN, ζε αλαινγία 50:50 v/v, πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζνχλ φια ηα 

αλεπηζχκεηα ππνιείκκαηα. Έπεηηα αθνινπζεί πιχζε κε απηνληζκέλν λεξφ ή βχζηζε ζε θηαιίδην κε 

απηνληζκέλν λεξφ γηα αθφκε 5 min  γηα ηελ απνκάθξπλζε φισλ ησλ ππνιεηκκαηηθψλ νξγαληθψλ 

δηαιπηψλ. Σέινο, ην κέζν FPSE κπνξεί λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί πνιιέο θνξέο ρσξίο κείσζε ηεο 

απνηειεζκαηηθφηεηαο πξνζξφθεζεο θαη εθρχιηζεο εάλ πιπζεί κε ην θαηάιιειν ζχζηεκα νξγαληθνχ 

δηαιχηε (ζπλήζσο απφ MeOH:ΑCN, ζε αλαινγία 50:50 v/v). Καηφπηλ, αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη θαη 

απνζεθεχεηαη ζε γπάιηλν αεξνζηεγέο θηαιίδην. [44-45] 
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Αλαθεθαιαηψλνληαο φια ηα παξαπάλσ, ην πξσηφθνιιν ηεο ηερληθήο FPSE πεξηιακβάλεη ηα εμήο 

ζηάδηα: 

Σν πξσηφθνιιν ηεο ηερληθήο FPSE πεξηιακβάλεη ηα εμήο ζηάδηα, ηα νπνία απεηθνλίδνληαη θαη ζην 

ζρήκα 4.1: 

Καζαξηζκόο ηνπ κέζνπ FPSE 

 Πξηλ ηελ εθρχιηζε, εκβαπηίδεηαη ην κέζν FPSE ζε 2 mL κίγκαηνο MeOH:ΑCN (50:50 v/v) 

γηα 5 min (δε ρξεηάδεηαη αλαθίλεζε/vortex/αλάδεπζε). Γηα ην ρεηξηζκφ ηεο κεκβξάλεο 

ρξεζηκνπνηείηαη  εηδηθή ιαβίδα. 

 Ζ κεκβξάλε FPSE εκβαπηίδεηαη ζε 2 mL απηνληζκέλν λεξφ γηα ηελ απνκάθξπλζε 

ππνιεηκκάησλ νξγαληθψλ δηαιπηψλ. 

Δθρύιηζε (10-40 min) 

 Μεηαθέξεηαη έλα αληηπξνζσπεπηηθφ θιάζκα ηνπ δείγκαηνο ζε γπάιηλν θηαιίδην.  

 Σνπνζεηείηαη ζην θηαιίδην κηα θαζαξή καγλεηηθή ξάβδνο επηθαιπκκέλε κε Teflon.   

 Δηζάγεηαη έλα θαζαξφ κέζν FPSE.  

 Ρπζκίδεηαη ν καγλεηηθφο αλαδεπηήξαο ζην θαηάιιειν επίπεδν πνπ πξνθχπηεη κεηά απφ ηε 

δηαδηθαζία βειηηζηνπνίεζεο, ψζηε λα εμαζθαιηζηεί ε βέιηηζηε δηάρπζε. 

 Δθρπιίδεηαη ην δείγκα γηα 10-40 min, ζε ρξφλν πνπ θαζνξίδεηαη κεηά απφ ηε δηαδηθαζία 

βειηηζηνπνίεζεο πνπ πξέπεη λα εθαξκφδεηαη θάζε θνξά γηα ηηο δηάθνξεο πξνζδηνξηδφκελεο 

νπζίεο θαη ππνζηξψκαηα. 

 

Έθινπζε (5-10 min). 

 ΢ε φκνην γπάιηλν θηαιίδην πξνζηίζεληαη 500 κL δηαιχηε έθινπζεο  

 To κέζν FPSE εκβαπηίδεηαη ζε απηφ. 

 Αθήλεηαη γηα 5-10 min γηα ηελ πιήξε έθινπζε (δε ρξεηάδεηαη ζηξνβηιηζκφο, θπγνθέληξεζε 

ή ππέξερνη)  

 Με ηε ρξήζε πηπέηαο, κεηαθέξεηαη ην έθινπζκα ζε θηαιίδην Eppendorf γηα  ηε 

ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε.  
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΢ρήκα 4.1: Απεηθόληζε ζηαδίσλ FPSE 

 

4.3 Θεσξεηηθέο αξρέο FPSE 

Ζ αξρή ηεο FPSE, παξνκνίσο κε ηελ SPME θαη ηηο ζπλαθείο ηερληθέο ξνθεηηθήο κηθξνεθρχιηζεο 

πνπ αθνινπζνχλ ηηο αξρέο ηεο εθρχιηζεο ηζνξξνπίαο, βαζίδεηαη ζηηο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ νπζηψλ θαη ηνπ πξνζξνθεηηθνχ εθρπιίζεο. Τπφ ζπλζήθεο εθρχιηζεο ηζνξξνπίαο, 

ε πνζφηεηα ηεο εθρπιηδφκελεο έλσζεο (n) απφ ην κέζν FPSE είλαη αλάινγε ηνπ ζπληειεζηή 

θαηαλνκήο (Kes) κεηαμχ ηεο θάζεο εθρχιηζεο θαη ηνπ ππνζηξψκαηνο ηνπ δείγκαηνο, ηνπ φγθνπ ηεο 

θάζεο εθρχιηζεο (Ve), ηνπ φγθνπ ηνπ δείγκαηνο (Vs) θαη ηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ησλ ελψζεσλ 

(Cν), φπσο εθθξάδεηαη ζηελ εμίζσζε (4.1): 

(4.1) 

Όηαλ ν φγθνο ηνπ δείγκαηνο είλαη ζεκαληηθά πνιχ κεγάινο ζε ζχγθξηζε κε ηνλ φγθν ηνπ 

πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ εθρχιηζεο, δειαδή ε KesVe << Vs, ε εμίζσζε (4.1) κπνξεί λα απινπνηεζεί 

σο εμήο: 

  

(4.2) 

Όπσο ππνδειψλεη ε απινπνηεκέλε εμίζσζε (4.2), ε πνζφηεηα ηεο εθρπιηζκέλεο έλσζεο ή ησλ 

εθρπιηζκέλσλ ελψζεσλ είλαη αλάινγε κε ηνλ φγθν ηνπ πξνζξνθεηηθνχ εθρχιηζεο θαη ζπλεπψο 

κπνξεί λα απμεζεί κε ηελ αχμεζε ηνπ φγθνπ απηνχ, εάλ ε ζπγθέληξσζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 



 
 

41 

νπζηψλ δηαηεξεζεί ζηαζεξή. Ωζηφζν, ζχκθσλα κε ηελ θηλεηηθή ζεσξία ηεο εθρχιηζεο, ε αχμεζε 

ηνπ φγθνπ ηνπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ εθρχιηζεο, απμάλνληαο ην πάρνο ηεο επίζηξσζεο ηνπ 

πξνθεηηθνχ κπνξεί λα νδεγήζεη ζε ρξφλν ηζνξξνπίαο πην κεγάιν, φπσο εθθξάδεηαη ζηελ εμίζσζε 

(4.3). Όηαλ ην πξνζξνθεηηθφ πιηθφ εθρχιηζεο επηθαιχπηεη σο ιεπηφ θηικ ην ππφζηξσκα, ε δηάρπζε 

ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ νπζηψλ κέζσ ηνπ νξηαθνχ ζηξψκαηνο, ειέγρεη ηελ θηλεηηθή ηεο εθρχιηζεο 

(ξπζκφο εθρχιηζεο). Ωο εθ ηνχηνπ, ν απαηηνχκελνο ρξφλνο γηα ηελ εθρχιηζε ηνπ 95% ηεο πνζφηεηαο 

εθρχιηζεο ηζνξξνπίαο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ νπζηψλ, κπνξεί λα ππνινγηζηεί σο: 

(4.3) 

φπνπ ην b είλαη ην πάρνο ηνπ πξνζθεηηθνχ, ην d είλαη ην πάρνο ηεο νξηαθήο ζηηβάδαο, ην Kes είλαη ε 

ζηαζεξά θαηαλνκήο ηεο πξνζδηνξηδφκελεο νπζίαο κεηαμχ ηνπ πξνζξνθεηηθνχ ηεο εθρχιηζεο θαη ηνπ 

ππνζηξψκαηνο ηνπ δείγκαηνο, ην Ds είλαη ν ζπληειεζηήο δηάρπζεο ηνπ αλαιχηε ζην 

ππφζηξσκα/δηάιπκα ηνπ δείγκαηνο θαη ην Β είλαη έλαο γεσκεηξηθφο παξάγνληαο αλαθεξφκελνο ζηε 

γεσκεηξία ηεο επηθάλεηαο, ηελ νπνία επηθαιχπηεη ην πξνζξνθεηηθφ sol-gel πιηθφ. Όπσο πξνθχπηεη 

απφ ηελ εμίζσζε (4.3), ν ρξφλνο εθρχιηζεο ηζνξξνπίαο κπνξεί λα κεησζεί, πεξηνξίδνληαο ην πάρνο 

επηθάιπςεο (b), απμάλνληαο ηελ επηθάλεηα πξσηαξρηθήο επαθήο ηνπ κέζνπ εθρχιηζεο (κηθξφηεξε 

ηηκή Β) ή απμάλνληαο ηε δηάρπζε ηνπ αλαιχηε ζην δηάιπκα ηνπ δείγκαηνο κε ηελ εθαξκνγή 

εμσηεξηθψλ δηαηάμεσλ, φπσο καγλεηηθή αλάδεπζε, θαηεξγαζία κε ππεξήρνπο θιπ. 

 Ο ξπζκφο εθρχιηζεο δελ είλαη γξακκηθφο. Ο ξπζκφο είλαη πνιχ γξήγνξνο ζηελ αξρή ηεο δηαδηθαζίαο 

εθρχιηζεο θαη επηβξαδχλεηαη, θαζψο ε εθρχιηζε εμειίζζεηαη πξνο ηζνξξνπία. Ο αξρηθφο ξπζκφο 

(dn/dt) ηεο εθρχιηζεο είλαη αλάινγνο πξνο ηελ επηθάλεηα ηεο θάζεο εθρχιηζεο Α, φπσο θαίλεηαη 

ζηελ εμίζσζε (4.4): 

(4.4) 

Δπνκέλσο, είλαη πξνθαλέο φηη γηα λα απμεζεί ε επαηζζεζία ηνπ ζπζηήκαηνο κηθξνεθρχιηζεο, πξέπεη 

λα απμεζεί ε πνζφηεηα θφξησζεο ηνπ πξνζξνθεηηθνχ. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, γηα λα κεησζεί ν 

ρξφλνο εμηζνξξφπεζεο ηεο εθρχιηζεο, ε επηθάλεηα ηεο κεκβξάλεο FPSE πξέπεη λα απμεζεί.[45] 

 

4.4 Ο ξόινο ηνπ πνξώδνπο πθαζκάηηλνπ ππνζηξώκαηνο 

Ζ δηαπεξαηφηεηα ηνπ ππνζηξψκαηνο παίδεη έλαλ θεληξηθφ ξφιν ζηελ ηαρχηεηα κεηαθνξάο κάδαο 

απφ ην ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο ζην κέζν κηθξνεθρχιηζεο FPSE. Έλα αμηφπηζην κνληέιν πνπ 

εμεγεί ηα γεγνλφηα πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο εθρχιηζεο ηφζν γηα ην 

δηαπεξαηφ ππφζηξσκα, φζν θαη γηα ην κε δηαπεξαηφ παξνπζηάδεηαη ζην ζρήκα 4.2. Αμίδεη λα 
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αλαθεξζεί φηη κεηαμχ φισλ ησλ ζχγρξνλσλ ηερληθψλ πξνζξνθεηηθήο κηθξνεθρχιηζεο, ε FPSE είλαη 

ε κφλε ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηεί δηαπεξαηφ ππφζηξσκα γηα λα επηηαρχλεη ηελ ηζνξξνπία εθρχιηζεο. 

 

΢ρήκα 4.2: Από αξηζηεξά: δηαπεξαηό θαη κε δηαπεξαηό ππόζηξσκα επηθάιπςεο 

΢ηελ πεξίπησζε ηεο δηαπεξαηήο επηθάλεηαο, ιφγσ ηεο εχθνιεο δηείζδπζεο ηεο εηζεξρφκελεο ξνήο 

κέζα απφ ηνπο πφξνπο ηεο επηθάλεηαο εθρχιηζεο, θαλέλα ξεχκα δελ αληηζηξέθεηαη πξνο ηελ 

αληίζεηε θαηεχζπλζε. Καηά ζπλέπεηα, επλνείηαη ν πςειφο ξπζκφο κεηαθνξάο κάδαο απφ ην 

ππφζηξσκα ηνπ δείγκαηνο πξνο ην κέζν εθρχιηζεο FPSE, θάηη πνπ ζπλεπάγεηαη κηθξφ ρξφλν 

επίηεπμεο ηεο εθρχιηζεο ηζνξξνπίαο. ΢ηε δεχηεξε πεξίπησζε, κφλν έλα θιάζκα ηεο εηζεξρφκελεο 

ξνήο πξνο ην κέζν εθρχιηζεο, έξρεηαη επηηπρψο ζε επαθή κε ηελ επηθάλεηα εθρχιηζεο, εμαηηίαο ηεο 

ζχγθξνπζεο κεηαμχ ηνπ εηζεξρφκελνπ θαη ηνπ εμεξρφκελνπ ξεχκαηνο. Ωο απνηέιεζκα, ν ρξφλνο 

επίηεπμεο ηεο εθρχιηζεο ηζνξξνπίαο είλαη ζεκαληηθά πςειφηεξνο. 

Τπφ ηελ επίδξαζε εμσηεξηθψλ δηαηάμεσλ (αλάδεπζε, ππεξήρνη θιπ.), κηα ζπλερήο ξνή ηνπ 

δείγκαηνο θηλείηαη πξνο ην ππφζηξσκα πνπ θξαηάεη ην πξνζξνθεηηθφ πιηθφ κηθξνεθρχιηζεο θαη  

ζπκβαίλεη αιιειεπίδξαζε. Όηαλ ρξεζηκνπνηείηαη έλα κε δηαπεξαηφ ππφζηξσκα, φπσο ίλεο silica gel, 

ε ξνή αλαπεδά θαη ζπγθξνχεηαη κε ηελ εηζεξρφκελε ξνή, ζπξψρλνληαο κέξνο ηεο εηζεξρφκελεο 

ξνήο καθξηά απφ ηελ επηθάλεηα ηνπ ππνζηξψκαηνο. Ωο ζπλέπεηα, κφλν έλα θιάζκα ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ νπζηψλ κπνξεί λα αιιειεπηδξά κε ην πξνζξνθεηηθφ. Αληίζεηα, φηαλ ην 

ππφζηξσκα είλαη δηαπεξαηφ, ε πιεηνλφηεηα ηεο εηζεξρφκελεο ξνήο ηνπ δείγκαηνο δηεηζδχεη ζηελ 

επηθάλεηα ηνπ κέζνπ. Ωο απνηέιεζκα, ε κεηαθνξά κάδαο κεηαμχ ηνπ πξνθεηηθνχ θαη ηνπ δείγκαηνο 

ιακβάλεη ρψξα ηαρέσο, κέζα ζε έλα θιάζκα ηνπ ρξφλνπ πνπ απαηηείηαη γηα παξφκνηεο 

αιιειεπηδξάζεηο κε κε δηαπεξαηά ππνζηξψκαηα. Κάηη ηέηνην επηβεβαηψλεηαη κε ην πεηξακαηηθφ 

απνηέιεζκα πνπ ειήθζε απφ ηνλ Alcudia-León θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ.[46] ΢ε απηήλ ηε κειέηε, νη 

ζπγγξαθείο ζπλέθξηλαλ ηε ζπκπεξηθνξά εθρχιηζεο ησλ ξάβδσλ αλάδεπζεο επηθαιπκκέλσλ κε κε 

δηαπεξαηφ PTFE δηαθφξσλ επηθαλεηαθψλ πεξηνρψλ, κε κία πνξψδε κεκβξάλε αλάδεπζεο PTFE, 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ηερληθή  ηεο κηθξνεθρχιηζεο κε καγλεηηθφ αλαδεπηήξα (stir-bar sorptive 

extraction, SBSE). Ζ πςειφηεξε επαηζζεζία εθρχιηζεο πξνέθπςε απφ ηελ πνξψδε κεκβξάλε 
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αλάδεπζεο κεηαμχ φισλ ησλ κέζσλ δνθηκήο, παξ' φιν πνπ είρε κηθξή επηθάλεηα ζπγθξηλφκελε κε ηηο 

κε δηαπέξαηεο ξάβδνπο. Απηή ε παξαηήξεζε ήηαλ κηα ζαθήο δήισζε ηνπ ξφινπ ησλ πνξσδψλ 

ππνζηξσκάησλ. 

 

4.5 Γεκηνπξγία ηνπ κέζνπ FPSE 

Έλα ηδαληθφ ππφζηξσκα γηα ηε δεκηνπξγία ελφο πνιηθνχ FPSE ζα πξέπεη λα πιεξνί ηα εμήο 

θξηηήξηα:  

1. Να είλαη εχθακπην θαη λα κπνξεί λα κπεη ζε πνιινχο ηχπνπο θηαιηδίσλ γηα ηελ εθρχιηζε ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ.  

2. Να έρεη ιεηηνπξγηθέο νκάδεο πνπ κπνξνχλ λα πξνζδέζνπλ επαξθψο ζην πβξηδηθφ νξγαληθφ-

αλφξγαλν sol-gel κέζσ πνιπζπκπχθλσζεο.  

3. Να έρεη πφξνπο (καθξνζθνπηθά), έηζη ψζηε λα επηηξέπεη ηελ εηζρψξεζε ηνπ ππνζηξψκαηνο ηνπ 

δείγκαηνο θαη ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ κέζα ζε απηνχο γηα κηθξφηεξν ρξφλν ηζνξξνπίαο εθρχιηζεο.  

4. Να εληζρχεη ηελ αιιειεπίδξαζε πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο-ξνθεηηθνχ κέζσ ηεο πδξνθηιηθφηεηάο 

ηνπ. 

Ζ δηεξγαζία επηθάιπςεο Sol-gel γηα ηε δεκηνπξγία ηεο επίζηξσζεο πξνζξφθεζεο ζε ππφζηξσκα 

θεινπιφδεο πεξηιακβάλεη ηηο αθφινπζεο αληηδξάζεηο: 

(i) Καηαιπηηθή πδξφιπζε ηνπ πξνδξφκνπ ηνπ θνιινεηδνχο πήγκαηνο. 

(ii) Πνιπζπκπχθλσζε πδξνιπκέλσλ πξνδξφκσλ πνπ νδεγνχλ ζε έλα αλαπηπζζφκελν δίθηπν sol-gel. 

(iii) Σπραία ελζσκάησζε ηνπ ελεξγνχ νξγαληθνχ πνιπκεξνχο ζην αλαπηπζζφκελν δίθηπν sol-gel. 

(iv) Αθηλεηνπνίεζε ηνπ αλαπηπζζφκελνπ δηθηχνπ sol-gel ζηελ επηθάλεηα ηνπ ππνζηξψκαηνο κέζσ 

πνιπζπκπχθλσζεο. 

 

4.6 Δίδε πξνζξνθεηηθώλ ζηελ FPSE 

΢ηνλ πίλαθα 4.1 παξνπζηάδνληαη ηα δηάθνξα είδε κεκβξαλψλ FPSE θαζψο θαη νξηζκέλα 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπο.[50] 
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Πίλαθαο 4.1: Μεκβξάλεο FPSE [50] 

Sol-gel Δπηθάιπςε 

Πνζόηεηα 

πξνζξνθεηηθνύ 

(mg/cm²) 

Τθαζκάηηλν 

ππόζηξσκα 
Πνιηθόηεηα 

PDMDPS 5,02 Κεινπιφδε Με πνιηθφ 

PDMDPS 1,93 Πνιπεζηέξαο Με πνιηθφ 

C18 2,4 Κεινπιφδε Με πνιηθφ 

PDMS 4,56 Κεινπιφδε Με πνιηθφ 

PDMS - Πνιπεζηέξαο Με πνιηθφ 

PTHF 3,96 Κεινπιφδε Μέηξηα πνιηθφ 

PEO-PPO-PEO 5,68 Κεινπιφδε Πνιηθφ 

PEG-PPG-PEG 5,68 Κεινπιφδε Πνιηθφ 

CHITOSAN Τπφ αλάπηπμε Κεινπιφδε - 

PDPS - Κεινπιφδε Με πνιηθφ 

PDPS - Πνιπεζηέξαο Με πνιηθφ 

PCAP-DMS-CAP 6.14 Κεινπιφδε Με πνιηθφ 

PCAP-DMS-CAP - Πνιπεζηέξαο Με πνιηθφ 

C8 2.32 Κεινπιφδε Με πνιηθφ 

Negatively Charged - Κεινπιφδε Πνιχ πνιηθφ 

 

 

4.7 Τιηθό πνιπ-ηεηξαπδξνθνπξαλίνπ (PTHF) σο κέζν FPSE 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία, κεηά απφ δηεμνδηθέο πεηξακαηηθέο δνθηκέο γηα ηα πξνζδηνξηδφκελα 

αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο, επηιέρζεθε ην χθαζκα θεινπιφδεο σο ππφζηξσκα γηα ηελ επηθάιπςε ηνπ 

κε PΣHF κε ηελ ηερλνινγία sol-gel. Δλ ζπληνκία, απηνχ ηνπ είδνπο ην κέζν FPSE παξάρζεθε σο 

εμήο: 

Αξρηθά ζπκβαίλεη πξνθαηεξγαζία πιηθνύ ππνζηξώκαηνο θεινπιόδεο. Τθαζκάηηλν κέζν 

θεινπιφδεο, επηθάλεηαο 50 cm
2 

πιέλεηαη κε απηνληζκέλν λεξφ γηα 15 min, γηα ηελ απνκάθξπλζε 

δηαιπηψλ ζσκαηηδίσλ θαη ρεκηθψλ επεμεξγαζίαο. Έπεηηα, ην πθαζκάηηλν κέζν δηαβξέρεηαη αξρηθά 

κε NaOH 1 Μ, γηα κηα ψξα ζε ινπηξφ ππεξήρσλ. Αθνινχζσο πιέλεηαη κε απηνληζκέλν λεξφ θαη 

ηνπνζεηείηαη εθ λένπ ζε ινπηξφ ππεξήρσλ γηα κηα ψξα κε δηάιπκα HCl 0,1 Μ. Σα θαηεξγαζκέλν 

χθαζκα πιέλεηαη κε απηνληζκέλν λεξφ θαη αθήλεηαη ζε αδξαλή αηκφζθαηξα γηα μήξαλζε. Σν ζηεγλφ 
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πιένλ πθαζκάηηλν κέζν θπιάζζεηαη ζε θαζαξφ αεξνζηεγέο ζθεχνο, κέρξη ηελ ψξα πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε δηαδηθαζία επίζηξσζεο κε sol-gel. 

΢ηε ζπλέρεηα, αθνινπζεί ε πξνεηνηκαζία ηνπ θνιινεηδνύο δηαιύκαηνο θαη ε ζύλζεζε ηνπ 

πξνξνθεηηθνύ πιηθνύ PTHF. Tν θνιινεηδέο δηάιπκα παξαζθεπάζηεθε δηαιχνληαο 10 g 

πνιπκεξνχο πνιπ-ΣΖF, 10 mL πξνδξφκνπ κεζπινηξηκεζνμπζηιαλίνπ (MTMS), 20 mL κίγκαηνο 

ρισξηνχρνπ κεζπιελίνπ/αθεηνληηξηιίνπ ζε αλαινγία φγθσλ (50:50 λ/λ) σο ζχζηεκα νξγαληθνχ 

δηαιχηε, 4 mL ηξηθζνξνμηθνχ νμένο (πνπ πεξηέρεη 5% λεξφ) σο ηνλ θαηαιχηε. Σν κίγκα 

ζηξνβηιίζηεθε γηα 3 min, θπγνθεληξήζεθε γηα 5 min, ππνβιήζεθε ζε επεμεξγαζία κε ππεξήρνπο γηα 

2 min θαη ηειηθά ην δηαπγέο ππεξθείκελν ηκήκα ηνπ θνιινεηδνχο δηαιχκαηνο κεηαθέξζεθε ζε 

θαζαξή γπάιηλε ζθνπξφρξσκε θηάιε αληίδξαζεο. Σν πξνεπεμεξγαζκέλν ππφζηξσκα θεινπιφδεο 

βπζίζηεθε γηα πξνθαζνξηζκέλν ρξφλν ζην δηάιπκα απηφ, γηα λα ζρεκαηηζηεί ε επηθάιπςε sol-gel. 

Μεηά ηελ επηθάιπςε κε PΣΖΡ-θνιινεηδνχο δηαιχκαηνο επί ηνπ ππνζηξψκαηνο θπηηαξίλεο,  ην 

παξαγφκελν επηθαιπκκέλν ππφζηξσκα απνκαθξχλζεθε απφ ην δηάιπκα θαη δηαηεξήζεθε ζηνλ 

μεξαληήξα φιε ηε λχθηα γηα ηελ εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε θαη γηα ηελ ελεξγνπνίεζε θαη ζηαζεξνπνίεζε 

ηνπ λένπ απηνχ πιηθνχ. Σν επηθαιπκκέλν κέζν FPSE ζηε ζπλέρεηα μεπιχζεθε κε ρισξηνχρν 

κεζπιέλην: αθεηνληηξίιην (50:50 v/v) ππφ ππεξήρνπο γηα 30 min γηα λα απνκαθξπλζνχλ ηα 

ζπζηαηηθά ηνπ δηαιχκαηνο πνπ δελ αληέδξαζαλ. Σν κέζν FPSE ζηε ζπλέρεηα θφπεθε ζε 2.5 cm x 2.0 

cm γηα κειινληηθή ρξήζε θαη απνζεθεχηεθε ζε αεξνζηεγή δνρεία γηα λα απνθεπρζεί ε ζπζζψξεπζε 

αλεπηζχκεησλ νπζηψλ απφ ην πεξηβάιινλ. Ζ πεξηγξαθφκελε δηαδηθαζία θαη νη 

ζπκπεξηιακβαλφκελεο αληηδξάζεηο απεηθνλίδνληαη ζην ζρήκα 4.3, ελψ ζην ζρήκα 4.4 παξνπζηάδεηαη 

ε δηακφξθσζε ηνπ παξαγφκελνπ κέζνπ. ΢ην ζρήκα 4.5, δηαθξίλνληαη δηάθνξεο εηθφλεο απφ 

ειεθηξνληθφ κηθξνζθφπην  ζάξσζεο  κε (αξηζηεξή πιεπξά) ππφζηξσκα πθάζκαηνο θεινπιφδεο κε 

επηθαιπκκέλν, φπνπ δηαθξίλνληαη ίλεο θαη πφξνη ηεο επηθάλεηαο ηνπ πθάζκαηνο θαη (δεμηά πιεπξά) 

νκνηφκνξθα επηθαιπκκέλν κέζν εθρχιηζεο FPSE κε PΣΖF. 

 Σέινο, ζηνλ πίλαθα 4.1 παξνπζηάδνληαη ηα νλφκαηα, νη ιεηηνπξγίεο θαη νη ρεκηθέο δνκέο ησλ 

ζπζηαηηθψλ γηα ηελ παξαζθεπή PΣΖF δηαιχκαηνο επηθάιπςεο sol-gel. [47-48] 
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΢ρήκα 4.3: Υεκηθέο αληηδξάζεηο γηα ηε δεκηνπξγία  PTHF κέζνπ FPSE. 

 

΢ρήκα 4.4: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κέζνπ FPSE επηθαιπκκέλνπ κε PTHF-θνιινεηδέο δηάιπκα. 
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΢ρήκα 4.5: Δηθόλεο από ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην ζάξσζεο  κε (αξηζηεξή πιεπξά) ππόζηξσκα 

πθάζκαηνο θεινπιόδεο κε επηθαιπκκέλν όπνπ δηαθξίλνληαη ίλεο θαη πόξνη ηεο επηθάλεηαο ηνπ 

πθάζκαηνο.  (δεμηά πιεπξά) νκνηόκνξθα επηθαιπκκέλν κέζν εθρύιηζεο FPSE κε PΣΗF. 
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Πίλαθαο 4.2: Ολόκαηα, ιεηηνπξγίεο θαη ρεκηθέο δνκέο ησλ ζπζηαηηθώλ γηα ηελ παξαζθεπή PΣΗF 

δηαιύκαηνο επηθάιπςεο sol-gel.[47] 

 

4.8 Πιενλεθηήκαηα FPSE θαη ζύγθξηζε κε άιιεο ηερληθέο 

Σα πιενλεθηήκαηα πνπ παξνπζηάδεη ε FPSE, παξνπζηάδνληαη παξαθάησ: 

 Δπειημία ππνζηξώκαηνο: ην εχθακπην ππφζηξσκα επηηξέπεη ηε ζπζηξνθή, θάκςε, ζπκπίεζε 

ηνπ ππφ εθρχιηζε κέζνπ θαη επνκέλσο είλαη ζπκβαηφ κε νπνηνδήπνηε ηχπν πεξηέθηε. 

 Πξνζβάζηκε επηθάλεηα επαθήο: ε πςειή πξφζβαζε ζηελ επηθάλεηα επαθήο γηα ηελ άκεζε 

αιιειεπίδξαζε δηαιχηε-έλσζεο εμαζθαιίδεη γξήγνξε ηζνξξνπία εθρχιηζεο. 

 Λεηηνπξγία εθρύιηζεο: ηθαλφηεηα εθρχιηζεο ηεο πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο θαη κε πιήξε 

εθρχιηζε θαη κε εθρχιηζε ηζνξξνπίαο. 

 Γηαιύηεο έθινπζεο: εμαηηίαο ησλ ηζρπξψλ νκνηνπνιηθψλ δεζκψλ κεηαμχ ηνπ ππνζηξψκαηνο 

θαη ηεο επίζηξσζεο ηνπ πξνζξνθεηηθνχ, δελ ππάξρεη πεξηνξηζκφο ζηελ επηινγή ηνπ δηαιχηε 

έθινπζεο. 

 Όγθνο ηνπ δηαιύηε έθινπζεο: απαηηείηαη πνιχ κηθξή πνζφηεηα δηαιχηε έθινπζεο (500 κL). 

Γελ απαηηείηαη εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε ή αλαζχζηαζε ηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ. 

 Δπηινγή δηαιύηε: κεγάιε πνηθηιία δηαιπηψλ.  

 ΢ηαζεξόηεηα pH: πςειή ζηαζεξφηεηα pH (pH 1-13) 

 Πνιύπινθα δείγκαηα: κπνξεί λα εθρπιίζεη ελψζεηο ζηφρνπο απφ πνιχπινθα δείγκαηα. Γε 

ρξεηάδεηαη θαζαξηζκφο ηνπ ππνζηξψκαηνο. 

 Πεδίν εθαξκνγήο: εμίζνπ απνηειεζκαηηθή ηφζν ζην εξγαζηήξην, φζν θαη ζηνλ ηνκέα 

εθαξκνγψλ 

 Υξόλνο εθρύιηζεο ηζνξξνπίαο: εμαηηίαο ηεο κεγάιεο πξφζβαζεο ζηελ επηθάλεηα γηα ηελ 

αιιειεπίδξαζε δηαιχηε-έλσζεο, ε FPSE είλαη ηθαλή γηα πξνζπγθέληξσζε ηεο πξνζδηνξηδφκελεο 

έλσζεο ζε πνιχ κηθξφ ρξνληθφ δηάζηεκα (10-30 min). 

Ολφκαηα Δλψζεσλ               Λεηηνπξγία                                Γνκή 
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 Η έθπιπζε / Δπαλεθρύιηζε: Ηθαλή ηφζν γηα ζεξκηθή εθξφθεζε θαη εθξφθεζε ηνπ δηαιχηε, 

αλάινγα κε ηελ αλάγθε αλάιπζεο.  

 Δπαλαιεςηκόηεηα: δηαδηθαζία επίζηξσζεο sol-gel (κέζσ ρεκηθψλ αληηδξάζεσλ), ε νπνία 

δηαζθαιίδεη πνιχ θαιή αλαπαξαγσγηκφηεηα ζηελ επηθάιπςε απφ παξηίδα ζε παξηίδα, 

εμαηξεηηθή επαλαιεςηκφηεηα εθρχιηζεο κεηαμχ εκεξψλ θαη κέζα ζηελ εκέξα.  

 Πξνζαξκνζκέλν πξνζξνθεηηθό: Έρεη αλαπηπρηεί έλαο απιφο ηξφπνο γηα ην ζρεδηαζκφ θαη ηε 

ζχλζεζε πξνζξνθεηηθψλ πιηθψλ γηα θάζε νξγαληθφ ζπζηαηηθφ. 

 Δπαηζζεζία: Γπλαηφηεηα αλάθηεζεο ζπζηαηηθψλ ζε ζπγθεληξψζεηο ppt / ppb. 

 Υξόλνο εθξόθεζεο: ε αλνηθηή γεσκεηξία ηεο FPSE δηεπθνιχλεη ηε γξήγνξε εθξφθεζε ηνπ 

πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ (~ 5 min).  

 Δμεηδίθεπζε tune-up: Ζ δηαζεζηκφηεηα ελφο κεγάινπ αξηζκνχ sol-gel αλφξγαλσλ πξφδξνκσλ 

νπζηψλ θαη νξγαληθψλ πνιπκεξψλ επηηξέπεη ηελ αιιαγή ηεο επηιεθηηθφηεηαο ηνπ 

πξνζξνθεηηθνχ εχθνια.  

  Μνξηαθή απνηύπσζε: έρεη αλαπηπρζεί επίζεο κία εχθνιε δηαδηθαζία γηα ηε κνξηαθή 

απνηχπσζε κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηνπ κέγηζηνπ αξηζκνχ κνξηαθψλ ιεηηνπξγηψλ θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ. [49] 

Όπσο θαίλεηαη ζην πίλαθα 4.2 αθνινπζεί ζχγθξηζε ηεο ηερληθήο FPSE κε άιιεο, φπσο ε Solid Phase 

Microextraction (SPME) θαη ε Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE). ΢ηελ FPSE ε επηθάλεηα επαθήο 

πξνζξνθεηηθνχ-έλσζεο ζηφρνπ είλαη πεξίπνπ 100 θαη 10 θνξέο κεγαιχηεξε απφ ηηο ηερληθέο SPE 

θαη SBSE αληίζηνηρα. 

 

Πίλαθαο 4.3: ΢ύγθξηζε επηθάλεηαο πξνζξνθεηηθνύ-έλσζεο ζε δηάθνξεο ηερληθέο [49] 

 

 

    Δπίζεο απφ ζρεηηθέο έξεπλεο πνπ έρνπλ γίλεη βξέζεθε φηη ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο 

ζηελ FPSE είλαη ζεκαληηθά κεγαιχηεξε, ζε ζρέζε κε ηελ SBSE (ζρήκα 4.6). 
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΢ρήκα 4.6: ΢ύγθξηζε απνηειεζκαηηθόηεηαο εθρύιηζεο κεηαμύ FPSE θαη SBSE 

Σέινο είλαη θαλεξφ φηη θαη ηα ζηάδηα ηεο FPSE είλαη πνιχ ιηγφηεξα απφ άιιεο ηερληθέο φπσο είλαη ε 

SPE (ζρήκα 4.7) [49]. 

 

 

΢ρήκα 4.7: ΢ύγθξηζε ζηαδίσλ SPE (αξηζηεξά) θαη FPSE (δεμηά). 
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5. ΤΓΡΗ ΥΡΧΜΑΣΟΓΡΑΦΙΑ ΤΦΗΛΗ΢ ΠΙΔ΢Η΢ (HPLC) 

5.1 Δηζαγσγηθά ΢ηνηρεία 

Υξσκαηνγξαθηθή ηερληθή είλαη εθείλε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη πξσηαξρηθά γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ 

ζπζηαηηθψλ ελφο δείγκαηνο, ηα νπνία θαηαλέκνληαη αλάκεζα ζε δχν θάζεηο, ε κία απφ ηηο νπνίεο 

είλαη ζηαηηθή, ελψ ε άιιε θηλείηαη. Ζ ζηαηηθή θάζε κπνξεί λα είλαη ζηεξεή ή πγξή, ππνζηεξηδφκελε 

απφ έλα ζηεξεφ ή κηα πεθηή θαη λα βξίζθεηαη παθησκέλε ζε ζηήιε, ηνπνζεηεκέλε σο ζηηβάδα ή σο 

πκέλην. Ζ θηλεηή θάζε κπνξεί λα είλαη πγξή ή αέξηα ή ππεξθξίζηκν ξεπζηφ. Όηαλ ε θηλεηή θάζε 

είλαη έλα πγξφ θαη ε ζηαηηθή θάζε είλαη ζηεξεφ ή πγξφ θαη βξίζθεηαη θαιά παθησκέλε κέζα ζε κηα 

ζηήιε, ηφηε πξφθεηηαη γηα ηελ Τγξή Υξσκαηνγξαθία ΢ηήιεο (Liquid Chromatography: LC). 

Ζ Τγξή Υξσκαηνγξαθία Τςειήο Πίεζεο (High Pressure Liquid Chromatography: HPLC) απνηειεί 

κηα ζχγρξνλε ηερληθή θαη κπνξεί λα ζεσξεζεί σο επέθηαζε ηεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο ζηήιεο, κε 

εθαξκνγή πςειψλ πηέζεσλ. ΢ηελ ηερληθή απηή ρξεζηκνπνηνχληαη κηθξφηεξνπ κεγέζνπο θφθθνη γηα 

ην πιηθφ πιήξσζεο θαη θαιχηεξα ζπζηήκαηα αλίρλεπζεο, κε απνηέιεζκα λα επηηπγράλεηαη πςειή 

απφδνζε ησλ ζηειψλ, θαζψο επίζεο θαη πςειή ηαρχηεηα δηαρσξηζκνχ, ζε ζρέζε κε ηελ απιή 

ηερληθή. 

Αλ θαη ε ρξσκαηνγξαθία είλαη γλσζηή απφ ην 1903, φηαλ ν Tswett δηαρψξηζε θαξνηέληα θαη 

ρισξνθχιιε, ρξεζηκνπνηψληαο αλζξαθηθφ αζβέζηην σο ζηαηηθή θάζε, ε πγξή ρξσκαηνγξαθία 

αλαπηχρζεθε πνιχ αξγφηεξα. Οη Martin θαη Synge ην 1941, ρξεζηκνπνηψληαο ζηήιεο 

ρξσκαηνγξαθίαο, κέζα ζηηο νπνίεο είραλ ηνπνζεηήζεη ρνλδξφθνθθα πιηθά, θαηφξζσζαλ κε ρακειέο 

ηαρχηεηεο ξνήο ηνπ εθινπζηηθνχ ζπζηήκαηνο θαη ρακειέο πηέζεηο, λα πεηχρνπλ ηθαλνπνηεηηθά 

απνηειέζκαηα, αλ θαη είλαη ζήκεξα γλσζηφ, φηη θαιχηεξα απνηειέζκαηα επηηπγράλνληαη 

ρξεζηκνπνηψληαο πςειέο πηέζεηο θαη ιεπηφθνθθα πιηθά. Σν 1950, φηαλ ε αέξηα ρξσκαηνγξαθία 

(Gas Chromatography: GC) αλαπηχρζεθε απφηνκα κε ηελ αλαθάιπςε ηεο ηερληθήο αλίρλεπζεο 

ηνληζκνχ θιφγαο, δφζεθε παξάιιειε πξνζνρή ζηελ αλάπηπμε ραιχβδηλσλ ζηειψλ γηα ηελ πγξή 

ρξσκαηνγξαθία. Έηζη ινηπφλ, έρνληαο ζηήιεο απφ αλνμείδσην ράιπβα, νη νπνίεο κπνξνχζαλ λα 

αληέμνπλ ζε πςειέο πηέζεηο, αλαπηχρζεθαλ θαη αληιίεο πςειήο πίεζεο κε ζηαζεξή παξνρή.  

Ζ HPLC κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη λα δψζεη αμηφπηζηα απνηειέζκαηα, ηφζν ζηνλ πξνζδηνξηζκφ 

δηαθφξσλ ηφλησλ, φζν θαη ζηνλ πξνζδηνξηζκφ νξγαληθψλ κνξίσλ θαη πιένλ ζεσξείηαη ε πην 

θαηάιιειε γηα ηνλ αθξηβή θαη επαλαιήςηκν πξνζδηνξηζκφ κεγάινπ θάζκαηνο ρεκηθψλ ελψζεσλ, 

ηφζν νξγαληθψλ, φζν θαη αλφξγαλσλ. Ζ HPLC αλήθεη ζηηο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο, άξα ν 

δηαρσξηζκφο είλαη απνηέιεζκα ηεο ζπλδπαζηηθήο δξάζεο κηαο ζηαηηθήο θαη κηαο θηλεηήο θάζεο. 

΢ηελ HPLC, ην δείγκα εηζάγεηαη ζηελ θνξπθή ηεο ζηήιεο θαη κε ηε βνήζεηα ηεο θηλεηήο θάζεο, ηα 

ζπζηαηηθά ηνπ κεηαθηλνχληαη κε ηε κνξθή δσλψλ θαη ηειηθά εθινχνληαη ην έλα κεηά ην άιιν. Οη 
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πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο θαηαλέκνληαη κεηαμχ ηεο ζηαηηθήο θαη ηεο θηλεηήο θάζεο κε απνηέιεζκα 

λα κεηαθηλνχληαη κε δηαθνξεηηθέο ηαρχηεηεο θαηά κήθνο ηεο ζηήιεο. ΢ηελ HPLC, είλαη δπλαηή ε 

ρξήζε κίγκαηνο δηαιπηψλ, θαζψο θαη ε βαζκηαία κεηαβνιή ηεο ζχζηαζεο ηεο θηλεηήο θάζεο. Σέινο, 

είλαη δπλαηή ε ρξήζε αλαιπηηθψλ ζηειψλ ζε ζεηξά, έηζη ψζηε λα επηηπγράλεηαη ν θαιχηεξνο 

δηαρσξηζκφο ζπζηαηηθψλ ελφο κίγκαηνο. Ο ρξφλνο αλάιπζεο κε ηελ ηερληθή ηεο HPLC είλαη 

ζπλήζσο κηθξφο, ηεο ηάμεο ησλ κεξηθψλ min, ελψ έρεη πνιχ θαιή αθξίβεηα θαη επαλαιεςηκφηεηα. 

Γεληθά, ε HPLC είλαη κηα επαίζζεηε αλαιπηηθή ηερληθή πνπ ππεξέρεη ζε ζρέζε κε ηηο ππφινηπεο 

ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο. Γη’απηφ ην ιφγν ρξεζηκνπνηείηαη ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ελφο κεγάινπ 

εχξνπο ελψζεσλ.  

Ζ HPLC έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα δηάθνξνπο ζθνπνχο, φπσο: ηαηξηθνχο (π.ρ. αλίρλεπζε ησλ επηπέδσλ 

ηεο βηηακίλεο D ζε νξφ αίκαηνο), λνκηθνχο (π.ρ. αλίρλεπζε αλαβνιηθψλ ζηα νχξα), έξεπλα (π.ρ. 

δηαρσξηζκφο ζπζηαηηθψλ ελφο πνιχπινθνπ βηνινγηθνχ δείγκαηνο), θαη ηελ θαηαζθεπή (π.ρ. θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο παξαγσγήο θαξκαθεπηηθψλ θαη βηνινγηθψλ πξντφλησλ). [28,29] 

  

5.2  Δίδε Τγξήο Υξσκαηνγξαθίαο Τςειήο Πίεζεο 

΢ηελ HPLC κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ φια ηα είδε ησλ κεραληζκψλ πνπ ιακβάλνπλ ρψξα ζηνπο 

ρξσκαηνγξαθηθνχο δηαρσξηζκνχο, κε ηελ επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ πιηθνχ πιήξσζεο ηεο ζηήιεο θαη 

ηνπ δηαιχηε έθινπζεο.  

Απηά ηα είδε αλαθέξνληαη ζπλνπηηθά:  

 Υξσκαηνγξαθία Καηαλνκήο (partition chromatography): είλαη ν πεξηζζφηεξν ρξεζηκνπνηνχ-

κελνο ηχπνο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο. Γηαηξείηαη ζε δχν ππνκνλάδεο ηε ρξσκαηνγξαθία πγξνχ-

πγξνχ θαη ηε ρξσκαηνγξαθία ζπλδεδεκέλεο θάζεο. Οη δχν ηερληθέο δηαθέξνπλ σο πξνο ηνλ 

ηξφπν, κε ηνλ νπνίν ε ζηαηηθή θάζε ζπγθξαηείηαη ζηα ζσκαηίδηα ηνπ πιηθνχ ζηήξημεο. ΢ηελ 

ρξσκαηνγξαθία θαηαλνκήο πγξνχ-πγξνχ, ε πγξή ζηαηηθή θάζε ζπγθξαηείηαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ 

πιηθνχ πιήξσζεο κε θπζηθή πξνζξφθεζε. ΢ηε ρξσκαηνγξαθία ζπλδεδεκέλεο θάζεο ε ζηαηηθή 

θάζε δεζκεχεηαη ρεκηθά ζηελ επηθάλεηα ηνπ πιηθνχ ζηήξημεο. Αξρηθά, ε ρξσκαηνγξαθία 

θαηαλνκήο ήηαλ απνθιεηζηηθά ηχπνπ πγξνχ-πγξνχ, ηψξα φκσο ππεξηζρχεη ε κέζνδνο ηεο 

δεζκεπκέλεο θάζεο. 

  Υξσκαηνγξαθία Πξνζξόθεζεο (Αληίζηξνθεο θαη Καλνληθήο Φάζεο). Ο δηαρσξηζκφο ησλ 

δηαθφξσλ ελψζεσλ βαζίδεηαη ζην δηαθνξεηηθφ βαζκφ πξνζξφθεζεο ζηε ζηαηηθή θάζε. Οη 

θπξηφηεξεο αιιειεπηδξάζεηο πνπ ιακβάλνπλ ρψξα, είλαη ειεθηξνζηαηηθήο θχζεο. Ζ ρξσκαην-

γξαθία πξνζξφθεζεο βξίζθεη εθαξκνγή ζην δηαρσξηζκφ ελψζεσλ κε παξφκνηα δνκή, αιιά 
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δηαθνξεηηθή πνιηθφηεηα. Αλάινγα κε ηε ζρέζε πνιηθφηεηαο κεηαμχ ηεο ζηαηηθήο θαη ηεο 

θηλεηήο θάζεο δηαθξίλνληαη δχν είδε ρξσκαηνγξαθίαο πξνζξφθεζεο:     

Ζ Υξσκαηνγξαθία Καλνληθήο Φάζεο, ζηελ νπνία ε ζηαηηθή θάζε (ζπλήζσο SiO2 ή Al2O3) είλαη 

πνιηθφηεξε απφ ηελ θηλεηή, ε νπνία απνηειείηαη απφ κε πνιηθνχο δηαιπηέο, φπσο εμάλην, 

ρισξνθφξκην θ.α. 

Ζ Υξσκαηνγξαθία Αληίζηξνθεο Φάζεο, ε νπνία απνηειεί ηελ πην δηαδεδνκέλε ηερληθή πγξήο 

ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο πίεζεο, αθνχ ρξεζηκνπνηείηαη ζην 80% πεξίπνπ ησλ αλαιπηηθψλ 

εθαξκνγψλ. Ζ ζηαηηθή θάζε, ε νπνία είλαη ιηγφηεξν πνιηθή ηεο θηλεηήο, απνηειείηαη απφ 

δηνμείδην ηνπ ππξηηίνπ, ζπδεπγκέλν κε δηάθνξεο νκάδεο (bonded phase), φπσο αιθχιηα 

(αθεηχιην, δεθανθηχιην) θαηλχιην, δηφιεο, ακηλνκάδεο, θπαλνκάδεο θ.α., ελψ ε θηλεηή θάζε 

απνηειείηαη απφ κίγκαηα νξγαληθψλ δηαιπηψλ (κεζαλφιε, αθεηνληηξίιην) κε πδαηηθά ξπζκηζηηθά 

δηαιχκαηα ή λεξφ. Σα πιηθά ζπδεπγκέλεο θάζεο πιενλεθηνχλ σο πξνο ηε ζηαζεξφηεηα, αιιά θαη 

ηε ζπκβαηφηεηα κε κεγάιε πνηθηιία εθινπζηηθψλ ζπζηεκάησλ 

  Υξσκαηνγξαθία Ινληναληαιιαγήο. Ο δηαρσξηζκφο ζηεξίδεηαη ζηηο ειεθηξνζηαηηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ηφλησλ θαη ησλ θνξηηζκέλσλ νκάδσλ ηεο 

ζηαηηθήο θάζεο. Οη θπξηφηεξεο παξάκεηξνη πνπ θαζνξίδνπλ ηε ζπγθξάηεζε ζηε ρξσκαηνγξαθία 

ηνληναληαιιαγήο, είλαη ην αληίζεην ηφλ ηεο ζηαηηθήο νκάδαο, ε ηνληθή ηζρχο, ην pH, ν 

ηξνπνπνηεηήο ηεο θηλεηήο θάζεο θαη ε ζεξκνθξαζία. 

  Υξσκαηνγξαθία Απνθιεηζκνύ Μεγέζνπο. Ζ Υξσκαηνγξαθία απνθιεηζκνχ κεγέζνπο (size-

exclusion chromatography), ε νπνία νλνκάδεηαη θαη ρξσκαηνγξαθία δηήζεζεο κε πεθηή, είλαη 

κηα ρξσκαηνγξαθηθή ηερληθή ζηελ νπνία ηα κφξηα ζε έλα δηάιπκα δηαρσξίδνληαη αλάινγα κε ην 

κέγεζφο ηνπο, θαη ζε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο αλάινγα κε ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Δθαξκφδεηαη 

ζπλήζσο ζε κεγάια κφξηα ή καθξνκνξηαθά ζχκπινθα, φπσο είλαη νη πξσηεΐλεο θαη ηα πνιπκεξή. 

Σα πιηθά πιήξσζεο, γηα ηε ρξσκαηνγξαθία απνθιεηζκνχ κεγεζψλ απνηεινχληαη απφ κηθξά (≈10 

κm) ζσκαηίδηα ππξίηηαο ή πνιπκεξνχο, πνπ πεξηέρνπλ έλα δίθηπν νκνηνκφξθσλ πφξσλ, κέζα 

απφ ηνπο νπνίνπο κπνξνχλ λα δηαρένληαη ηα κφξηα ηνπ δηαιχηε θαη ησλ δηαιπκέλσλ ζσκαηηδίσλ. 

Μφξηα, ηα νπνία είλαη κεγαιχηεξα απφ ην κέζν κέγεζνο ησλ πφξσλ ηνπ πιηθνχ πιήξσζεο, 

απνβάιινληαη θαη δελ πθίζηαληαη θακηά ζπγθξάηεζε. Σα κφξηα απηά εθινχνληαη πξψηα απφ ηε 

ζηήιε. Μφξηα κε δηάκεηξν ζεκαληηθά κηθξφηεξε απφ ηνπο πφξνπο κπνξνχλ λα δηεηζδχζνπλ ζ΄  

απηνχο θαη έηζη παγηδεχνληαη γηα κεγαιχηεξν ρξφλν. Σα κφξηα απηά εθινχνληαη ηειεπηαία απφ 

ηε ζηήιε. Μεηαμχ απηψλ ησλ δχν πεξηπηψζεσλ ππάξρνπλ κφξηα ελδηάκεζνπ κεγέζνπο, ησλ 

νπνίσλ ν κέζνο φξνο δηείζδπζεο ζηνπο πφξνπο ηνπ πιηθνχ πιήξσζεο ηεο ζηήιεο εμαξηάηαη απφ 

ηε δηάκεηξφ ηνπο. 
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  Υξσκαηνγξαθία Δθιεθηηθήο ΢πγγέλεηαο, φπνπ νη πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο δεζκεχνληαη 

εθιεθηηθά ζε ππνθαηαζηάηεο (ligand), νη νπνίνη είλαη ζπλδεδεκέλνη ζηελ επηθάλεηα ηνπ SiO2. 

΢ηελ θαηεγνξία απηή αλήθεη ε Υξσκαηνγξαθία Δλαληηνκεξψλ. [28,29] 

 

5.3 Οξγαλνινγία ηεο HPLC 

Με ηελ ηερληθή ηεο HPLC επηηπγράλεηαη ν δηαρσξηζκφο ησλ ζπζηαηηθψλ ελφο πγξνχ κίγκαηνο, 

πεξλψληαο ην κέζα απφ κηα ρξσκαηνγξαθηθή ζηήιε, κε ηε βνήζεηα αληιηψλ πςειήο πίεζεο. Ζ 

HPLC ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ πνιχπινθσλ αλφξγαλσλ θαη νξγαληθψλ κηγκάησλ, θαζψο 

θαη ζηελ πνηνηηθή θαη πνζνηηθή αλάιπζε. Δίλαη ηδηαίηεξα ρξήζηκε γηα ην δηαρσξηζκφ κηγκάησλ 

κνξηαθψλ ή ηνληηθψλ ελψζεσλ κε ρακειέο ηάζεηο αηκψλ θαζψο θαη ζεξκηθά αζηαζψλ ελψζεσλ, πνπ 

δε κπνξνχλ λα εμαεξσζνχλ ρσξίο λα δηαζπαζηνχλ. ΢ε αληίζεζε κε ηελ αέξηα ρξσκαηνγξαθία, 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ κηγκάησλ ελψζεσλ κεγάινπ κνξηαθνχ βάξνπο θαη πνιηθφηεηαο, 

πξνζδηνξίδνληαο ζε ηφληα πνζφηεηεο ηεο ηάμεο ησλ κεξψλ αλά δηζεθαηνκκχξην (ppb). Ζ ηερληθή ηεο 

πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο πίεζεο έρεη πνιχ κεγάιε εθαξκνγή ζηελ αλάιπζε βηνινγηθψλ θαη 

θαξκαθεπηηθψλ κηγκάησλ, θαζψο θαη ησλ κεηαβνιηηψλ ηνπο. Γηα λα επηηεπρζνχλ νη ηαρχηεηεο ξνήο 

έθινπζεο, κέζα ζε ζηήιε, φπνπ ηα ζσκαηίδηα ηνπ πιηθνχ πιήξσζεο έρνπλ κέγεζνο 2 έσο 10 κm, νη 

απαηηνχκελεο πηέζεηο απφ ηηο αληιίεο ζα πξέπεη λα θηάλνπλ ηηο κεξηθέο ρηιηάδεο psi. ΢πλεπψο, ε 

νξγαλνινγία ηεο HPLC, είλαη πην πνιχπινθε θαη πην δαπαλεξή απφ άιια είδε ρξσκαηνγξαθίαο. Ζ 

HPLC απνηειείηαη απφ ηα εμήο ηκήκαηα, φπσο παξνπζηάδνληαη ζην ζρήκα 5.1 : 

1. ζχζηεκα παξνρήο δηαιπηψλ 

2. αληιία 

3. ζχζηεκα εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο ζηε 

ζηήιε 

4. ζηήιε θαη πξνζηήιε 

5. ζχζηεκα αλίρλεπζεο, ελίζρπζεο θαη 

θαηαγξαθήο ηνπ ζήκαηνο 
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΢ρήκα 5.1: Γηάηαμε ελόο πγξνύ ρξσκαηνγξάθνπ πςειήο πίεζεο. 

 

Α. ΢ύζηεκα παξνρήο δηαιπηώλ 

Σν ζχζηεκα παξνρήο δηαιπηψλ κηαο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο πίεζεο πεξηιακβάλεη ην ή ηα 

δνρείν/α ηνπ δηαιχηε θαη πηζαλφλ θάπνηα δηάηαμε απαέξσζεο ησλ δηαιπηψλ. Σν δνρείν ηνπ δηαιχηε 

είλαη ζπλήζσο γπάιηλε θηάιε γηα ηελ ηζνθξαηηθή έθινπζε (isocratic), ή θηάιεο κέρξη ηέζζεξηο ζηε 

βαζκσηή έθινπζε (gradient), φπνπ ηνπνζεηνχληαη νη δηαιχηεο θαη απαεξψλνληαη. Έλα ζχζηεκα 

HPLC κπνξεί λα αλακίμεη δηαιχηεο, απφ δχν έσο ηέζζεξα δνρεία δηαιπηψλ, κε ηελ πξνυπφζεζε φηη 

δε ζρεκαηίδεηαη γαιάθησκα ή ίδεκα θαηά ηελ αλάκημή ηνπο, κπνξεί φκσο λα αληιεί δηαιχηε 

πξνθαζνξηζκέλεο ζχζηαζεο απφ κία θηάιε. Ζ απαέξσζε είλαη απαξαίηεηε, πξνθεηκέλνπ λα 

απνκαθξπλζνχλ φια ηα δηαιπκέλα αέξηα, θπξίσο ην νμπγφλν, πνπ κπνξεί λα δεκηνπξγνχλ θπζαιίδεο 

ζηελ θπςειίδα, κε ζηαζεξή πίεζε ζην θχθισκα ξνήο, θαζψο επίζεο θαη αζηάζεηα ζηε βαζηθή 

γξακκή ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο, αλ εγθισβηζηνχλ θπζαιίδεο ζηελ θπςειίδα ηνπ αληρλεπηή 

πεξλψληαο ηνπο δηαιχηεο κέζα απφ ζπζθεπή κε εηδηθέο κεκβξάλεο πνπ θαηαθξαηνχλ φια ηα 

δηαιπκέλα αέξηα, ή κε ππεξήρνπο, είηε ηέινο θαη κε ζπλδπαζκφ φισλ ησλ παξαπάλσ κεζφδσλ. Οη 

δηαιχηεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πξέπεη λα είλαη πςειήο θαζαξφηεηαο, εηδηθνί γηα ρξσκαηνγξαθηθέο 

αλαιχζεηο θαη λα ζπλνδεχνληαη απφ πηζηνπνηεηηθφ απνξξφθεζεο ζην ππεξηψδεο, απαξαίηεην γηα ηελ 

πεξίπησζε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαζκαηνθσηνκεηξηθφο αληρλεπηήο ππεξηψδνπο-νξαηνχ (UV-Vis). 
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Αξθεηέο θνξέο είλαη απαξαίηεηε ε δηήζεζε ησλ δηαιπηψλ πξηλ ηε ρξεζηκνπνίεζή ηνπο κέζα απφ 

θαηάιιεινπο εζκνχο, ψζηε λα απνκαθξπλζνχλ ηπρφλ ζηεξεά πνπ κπνξεί λα θξάμνπλ ηε βαιβίδα 

εηζαγσγήο, ηα έκβνια ηεο αληιίαο θαη λα πξνθιεζνχλ βιάβεο ζην ζχζηεκα ηεο αλάιπζεο. 

Σν ζχζηεκα ησλ δηαιπηψλ επηιέγεηαη θαηάιιεια, ψζηε λα επηηπγράλεηαη ηθαλνπνηεηηθφο 

δηαρσξηζκφο ησλ ελψζεσλ πνπ πξνζδηνξίδνληαη θαη λα έρνπλ κηθξφ ρξφλν ζπγθξάηεζεο. Οη δχν 

εθαξκνδφκελεο ηερληθέο αλάιπζεο είλαη ε «ηζνθξαηηθή έθινπζε» (isocratic elution), ζηελ νπνία ε 

θηλεηή θάζε έρεη ζηαζεξή ζχζηαζε, θαζ΄ φιε ηελ αλάιπζε θαη ε «βαζκσηή έθινπζε» (gradient 

elution), ζηελ νπνία ε θηλεηή θάζε κεηαβάιιεηαη βαζκηαία ή θαηά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα βάζεη 

πξνγξακκαηηζκνχ. Αξρηθά εθινχνληαη ηα ζπζηαηηθά πνπ ζπγθξαηνχληαη αζζελέζηεξα απφ έλα 

δηαιχηε Α κε κηθξή ηζρχ έθινπζεο. ΢ηε ζπλέρεηα, παξεκβάιιεηαη έλαο δεχηεξνο δηαιχηεο Β (ή 

πεξηζζφηεξνη Γ θαη Γ) κε κεγαιχηεξε ηζρχ έθινπζεο θαη αλακηγλχεηαη κε ηνλ Α, είηε ζε μερσξηζηά 

ζηάδηα, είηε ζπλερψο, νπφηε απμάλεηαη ε εθινπζηηθή ηθαλφηεηα ηνπ κίγκαηνο θαη επηηπγράλεηαη έηζη 

ζηαδηαθή έθινπζε φισλ ησλ ζπζηαηηθψλ. Ζ κεγάιε πίεζε απαηηείηαη πξνθεηκέλνπ ην δείγκα λα 

πεξάζεη κε κηα ινγηθή ηαρχηεηα ξνήο κέζα απφ ηε ζηήιε πνπ είλαη γεκάηε κε κηθξά ζσκαηίδηα. 

Β. Αληιία 

Με ηελ αληιία πςειήο πίεζεο επηηξέπεηαη ζην ζχζηεκα ησλ δηαιπηψλ λα πεξάζεη κέζα απφ ηε 

ζηήιε, έηζη ψζηε λα παξαζχξεη ην δείγκα θαη λα δηαρσξίζεη ηα δηάθνξα ζπζηαηηθά ηνπ αλάινγα κε 

ηελ πνιηθφηεηά ηνπο θαη ζε ζρέζε κε ην εθινπζηηθφ ζχζηεκα. Τπάξρνπλ πνιινί ηχπνη αληιηψλ, ελψ 

ηδαληθή είλαη εθείλε ε αληιία πνπ κπνξεί λα δψζεη πίεζε κέρξη 5000 psi, κέζα απφ κηα ζηήιε. 

Αλάινγα κε ηε ζηαζεξφηεηα ηεο πίεζεο πνπ εμαζθαιίδνπλ απμάλεη θαη ε ηηκή ηνπο. Ζ ζηαζεξή ξνή 

επεξεάδεηαη απφ ηνλ θηλεηήξα ηεο αληιίαο, ηηο θιάληδεο ζηεγαλνπνίεζεο θαη ηε βαιβίδα εηζαγσγήο 

ηνπ δείγκαηνο. Σν ζχζηεκα ηεο αληιίαο πεξηιακβάλεη ηα δηάθνξα θίιηξα, θαζψο θαη ηηο δηαηάμεηο 

πίεζεο θαη κέηξεζεο ηεο ξνήο. Σν έξγν ηεο αληιίαο είλαη ε άζθεζε πςειήο πίεζεο ζην εθινπζηηθφ 

ζχζηεκα, ψζηε απηφ λα πεξάζεη κε ζηαζεξή ξνή κέζα απφ ηνπο πφξνπο ηνπ πιηθνχ πιήξσζεο ηεο 

ζηήιεο. Ζ πςειή πίεζε είλαη απαξαίηεηε γηα λα μεπεξαζηεί ε αληίζηαζε ζηε ξνή ηεο θηλεηήο 

θάζεο, ε νπνία νθείιεηαη ζηε ζηαηηθή θάζε. Σν πιηθφ, απφ ην νπνίν είλαη θαηαζθεπαζκέλε ε 

αληιία είλαη ζπλήζσο αλνμείδσηνο ράιπβαο, ψζηε λα κελ ππφθεηηαη θακία δηάβξσζε απφ ηηο 

δηάθνξεο ελψζεηο θαη ηνπο δηαιχηεο. ΢ηελ πεξίπησζε απηή, επηηπγράλεηαη πίεζε κέρξη θαη 8.000-

10.000 psi, ελψ κε αληιίεο απφ αδξαλή πνιπκεξή, γηα παξάδεηγκα απφ πνιπαηζεξηθή θεηφλε: PEEK, 

κπνξεί λα θηάζεη κέρξη θαη ηα 5.000 psi ην αλψηεξν. ΢πλήζσο ρξεζηκνπνηείηαη ε αληιία 

παιηλδξνκηθήο θίλεζεο κε δχν έκβνια, φπσο ζην ζρήκα 5.2, ψζηε ε άληιεζε ηνπ εθινπζηηθνχ 

ζπζηήκαηνο λα γίλεηαη νκαιά θαη λα δηαηεξείηαη ζηαζεξή ε ξνή θαη ε πίεζε ηνπ ζπζηήκαηνο. 
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΢ρήκα 5.2: Παιηλδξνκηθή αληιία κε απόζβεζε παικώλ. 

 

Γ. ΢ύζηεκα εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο ζηε ζηήιε 

Ζ εηζαγσγή ηνπ πγξνχ δείγκαηνο γίλεηαη κε κηθξνζχξηγγα θαηεπζείαλ ζηε ζηήιε ή ζπλήζσο 

δηακέζνπ βαιβίδαο εηζαγσγήο πςειήο πίεζεο κε βξφρν ή κε απηφκαην δεηγκαηνιήπηε. Ζ πνζφηεηα 

ηνπ δείγκαηνο θπκαίλεηαη ζπλήζσο απφ 5 - 50 κL. Ζ εηζαγσγή ηνπ δείγκαηνο κε εηδηθή βαιβίδα 

εηζαγσγήο, θσηνγξαθία, ηεο νπνίαο θαίλεηαη ζην ζρήκα 5.3, γίλεηαη ζε δπν ζηάδηα. 

 

΢ρήκα 5.3: Βαιβίδα εηζαγσγήο δείγκαηνο. 

Αξρηθά, φηαλ ε βαιβίδα βξίζθεηαη ζηε ζέζε πιήξσζεο «load» ηεο θπςειίδαο, γεκίδεη ε 

πξνθαζνξηζκέλνπ φγθνπ θπςειίδα, ελψ φ,ηη πεξηζζεχεη απνβάιιεηαη απφ ηελ εηδηθή έμνδν. ΢ηε 

ζπλέρεηα, ε βαιβίδα ζηξέθεηαη ζηε ζέζε ηεο έγρπζεο, «inject», θη έηζη ην δείγκα ζπκπαξαζχξεηαη 

απφ ην εθινπζηηθφ ζχζηεκα θαη δηαβηβάδεηαη ζηε ζηήιε. ΢ην ζρήκα 5.4 δίλεηαη ε δνκή ηνπ 

εζσηεξηθνχ κίαο βαιβίδαο εηζαγσγήο δείγκαηνο, θαζψο θαη ηα δχν ζηάδηα εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο. 

 

΢ρήκα 5.4 Βαιβίδα εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο, κε 1: Θέζε πιήξσζεο ηεο θπςειίδαο θαη 2: Θέζε 

εηζαγσγήο ηνπ δείγκαηνο ζηε ζηήιε 
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Οη βαιβίδεο εηζαγσγήο δείγκαηνο είλαη θαηαζθεπαζκέλεο απφ εηδηθφ αλνμείδσην ράιπβα ή απφ 

θεξακηθά πιηθά πςειήο αληνρήο ή απφ αδξαλή πνιπκεξή. Έρνπλ ην πιενλέθηεκα φηη δε ρξεηάδεηαη 

λα δηαθνπεί ε ξνή ηνπ εθινπζηηθνχ θαη επνκέλσο λα δηαηαξαρζεί ε ηζνξξνπία ηνπ ζπζηήκαηνο. 

Τπάξρεη επίζεο θαη ε δπλαηφηεηα απηφκαηεο ζχλδεζεο κε ηνλ νινθιεξσηή ζε νξηζκέλνπο ηχπνπο 

βαιβίδσλ εηζαγσγήο. Δθηφο απφ ηηο βαιβίδεο εηζαγσγήο δείγκαηνο κε πίεζε, ππάξρνπλ θαη βαι-

βίδεο, ζηηο νπνίεο ε εηζαγσγή ηνπ δείγκαηνο γίλεηαη κε αλαξξφθεζε. 

 

Γ. ΢ηήιε θαη πξνζηήιε 

Ζ θαξδηά ηνπ ρξσκαηνγξαθηθνχ ζπζηήκαηνο είλαη ε ζηήιε, αθνχ ζ΄ απηήλ επηηπγράλεηαη ν 

δηαρσξηζκφο ησλ νπζηψλ. Πξέπεη λα είλαη πςειήο πνηφηεηαο, ψζηε λα κπνξεί λα δίλεη αθξηβή θαη 

επαλαιήςηκα απνηειέζκαηα. Σν εμσηεξηθφ πεξίβιεκα είλαη ζπλήζσο θαηαζθεπαζκέλν απφ 

αλνμείδσην ράιπβα, ψζηε λα αληέρεη ζηηο πνιχ πςειέο πηέζεηο, ηεο ηάμεο ησλ 10.000 psi, θάηη ην 

νπνίν δε κπνξεί λα επηηεπρζεί κε ηε ρξήζε γπάιηλσλ ζηειψλ. Δζσηεξηθά, ε ζηήιε πεξηέρεη ηε 

ζηαηηθή θάζε θαιά παθησκέλε, ψζηε λα κελ ππάξρνπλ θελά πνπ λα νδεγνχλ ζε ειάηησζε ηεο 

απφδνζεο ή λα δεκηνπξγνχλ θαλάιηα θαηά κήθνο ηεο ζηήιεο. Σν κέγεζνο ησλ θφθθσλ ηνπ πιηθνχ 

πιήξσζεο θπκαίλεηαη απφ 3 έσο θαη 10 κm. Οη ζηήιεο κε κηθξή δηάκεηξν θφθθσλ έρνπλ κεγαιχηεξε 

δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα, έρνπλ φκσο κηθξφηεξε δηάξθεηα δσήο, κεγαιχηεξν θφζηνο θαη επηπιένλ 

αλαπηχζζνληαη πςειφηεξεο πηέζεηο επαλαθνξάο. Οη θφθθνη ηνπ πιηθνχ πιήξσζεο κπνξεί λα είλαη 

ζθαηξηθνί ή αθαλφληζηνπ ζρήκαηνο. Οη πξψηνη δηαπνηίδνληαη επθνιφηεξα κε ην εθινπζηηθφ ζχζηεκα 

θαη έρνπλ κεγαιχηεξε δηάξθεηα δσήο, ελψ νη δεχηεξνη έρνπλ κεγαιχηεξε εηδηθή επηθάλεηα, πνπ 

επλνεί ηελ πξνζξφθεζε. Ζ ζηήιε βξίζθεηαη ζπλήζσο ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο, αιιά κπνξεί 

θαη λα ζεξκνζηαηείηαη κε καλδχα, φηαλ πξφθεηηαη γηα εηδηθέο εθαξκνγέο. ΢ην ζρήκα 5.5 δίλνληαη 

ελδεηθηηθά δηάθνξεο ζηήιεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο. 

 

΢ρήκα 8.5: ΢ηήιεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο πίεζεο. 

Σν πεξηζζφηεξν δηαδεδνκέλν πιηθφ πιήξσζεο είλαη ε πεθηή ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ ππξηηίνπ (silica gel) 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ θαλνληθήο-αδέζκεπηεο θάζεο HPLC. Ο θχξηνο κεραληζκφο δηαρσξηζκνχ 

νθείιεηαη ζε αιιειεπηδξάζεηο ησλ κνξίσλ ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ δείγκαηνο κε ηηο πνιηθέο νκάδεο Si-
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OH ηεο επηθάλεηαο ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ ππξηηίνπ. Γηα πεξηζζφηεξν εθιεθηηθνχο δηαρσξηζκνχο 

ρξεζηκνπνηείηαη ε δεζκεπκέλεο θάζεο HPLC, ζηελ νπνία δεζκεχνληαη δηάθνξεο νκάδεο ζηελ 

επηθάλεηα ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ ππξηηίνπ. 

Οη νκάδεο απηέο κπνξεί λα είλαη κε πνιηθέο, γηα παξάδεηγκα αιθχιηα κε 8 ή 18 άηνκα άλζξαθα, 

αληίζηνηρα (–C8H17) C8 ή (-C18H37) C18, ή ιηγφηεξν πνιηθέο νκάδεο απ΄ φ,ηη ην αδέζκεπην δηνμείδην 

ηνπ ππξηηίνπ, π.ρ. θαηλχιηα Ρh, νκάδεο θπαλίνπ -CN, δηφιεο -2ΟΖ, ακηλνπξνππιηθέο νκάδεο –ΝΖ2, 

θαζψο επίζεο κπνξνχλ λα δξάζνπλ θαη σο ηνληναληαιιάθηεο. ΢ηε ρξσκαηνγξαθία αληίζηξνθεο 

θάζεο, ηα ιηγφηεξν πνιηθά ζπζηαηηθά αιιειεπηδξνχλ κε ηε κε πνιηθή επηθάλεηα ηεο ζηαηηθήο 

θάζεο θαη έηζη εθινχνληαη αξγφηεξα απφ ηα πνιηθά ζπζηαηηθά ηνπ δείγκαηνο. Ζ επηινγή ησλ 

πιηθψλ πιήξσζεο ηεο ζηήιεο γηα ηε ρξσκαηνγξαθία αληίζηξνθεο θάζεο γίλεηαη κε βάζε ην είδνο 

ησλ ζπζηαηηθψλ πνπ πξφθεηηαη λα πξνζδηνξηζηνχλ, ηε δηαιπηφηεηά ηνπο ζε δηάθνξα εθινπζηηθά 

ζπζηήκαηα, ηελ ηθαλφηεηα, ηελ εθιεθηηθφηεηα θαη ηε ρσξεηηθφηεηα πνπ απαηηείηαη γηα ην 

ζπγθεθξηκέλν δηαρσξηζκφ. Κξίζηκνο παξάγνληαο γηα ηε δηαηήξεζε ηεο απφδνζεο θαη ηε δηαηήξεζε 

ηνπ πξνθαζνξηζκέλνπ ρξφλνπ δσήο ηεο ζηήιεο, είλαη ν θαζαξηζκφο ηεο κε ηνπο δηαιχηεο πνπ νξίδεη 

ν θαηαζθεπαζηήο ηεο πξηλ θαη κεηά ηελ αλάιπζε. Απηφ επηηπγράλεη απνκάθξπλζε ηζρπξά 

πξνζξνθεκέλσλ ελψζεσλ ζην πιηθφ πιήξσζεο, θαζψο θαη απνκάθξπλζε ηεο θηλεηήο θάζεο 

 

Δ. ΢ύζηεκα αλίρλεπζεο, ελίζρπζεο θαη θαηαγξαθήο ηνπ ζήκαηνο 

Ο αληρλεπηήο είλαη έλα φξγαλν, ην νπνίν έρεη σο ζθνπφ λα δίλεη κηα απφθξηζε, ε νπνία λα είλαη 

αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο ή ηεο πνζφηεηαο ελφο ζπζηαηηθνχ πνπ πεξλά κέζα απφ απηφλ θαη ε 

απφθξηζε απηή ζα πξέπεη λα έρεη ηε κνξθή ελφο ηέηνηνπ ζήκαηνο, ην νπνίν λα κπνξεί λα κεηξεζεί. 

Κάπνηα απφ ηα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά ελφο αληρλεπηή είλαη ε επαηζζεζία, ε γξακκηθφηεηα, ε 

εθιεθηηθφηεηα θαη ε ηθαλφηεηα λα αληρλεχεη ηελ ειάρηζηε δπλαηή πνζφηεηα ελφο ζπζηαηηθνχ κέζα 

ζην δηάιπκα. Κάζε αληρλεπηήο ΖΡLC αλεμάξηεηα απφ ηελ αξρή, ζηελ νπνία βαζίδεηαη ε ιεηηνπξγία 

ηνπ, πξέπεη λα πιεξνί νξηζκέλεο πξνυπνζέζεηο, φπσο: 

 ρακειφ επίπεδν ζνξχβνπ, 

 πςειή επαηζζεζία θαη κεγάιν εχξνο 

γξακκηθήο πεξηνρήο, 

 κηθξφ ρξφλν απφθξηζεο, 

 κηθξφ λεθξφ φγθν, 

 αλεμαξηεζία ζηηο κεηαβνιέο ηεο 

ζεξκνθξαζίαο θαη ηεο ξνήο, 

 επειημία ζε κεηαβνιέο ηεο ζχζηαζεο 

ηεο θηλεηήο θάζεο, 

 αμηνπηζηία θαη επθνιία ζηε ρξήζε, 

 δπλαηφηεηα αλίρλεπζεο δηαθνξεηηθψλ 

ελψζεσλ θαη παξνρή ζηνηρείσλ γηα 

ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο, 

 κε θαηαζηξνθή ηνπ πξνζδηνξηδφ-

κελνπ ζπζηαηηθνχ. 
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Οη αληρλεπηέο θαηαηάζζνληαη ζε δχν θαηεγνξίεο: 

α) ζηνπο γεληθνχο, νη νπνίνη κεηξάλε ηελ αιιαγή κηαο ηδηφηεηαο ηεο θηλεηήο θάζεο (αληρλεπηέο 

δείθηε δηάζιαζεο θαη αγσγηκφηεηαο) 

β) ζηνπο εηδηθνχο, πνπ κεηξάλε ηελ αιιαγή κηαο θπζηθνρεκηθήο ηδηφηεηαο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ζπζηαηηθψλ (αληρλεπηέο νξαηνχ - ππεξηψδνπο). 

Οη αληρλεπηέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ HPLC είλαη θαη ησλ δχν θαηεγνξηψλ, γηα παξάδεηγκα 

αληρλεπηέο ππεξηψδνπο-νξαηνχ, παξάηαμεο θσηνδηφδσλ, αγσγηκνκεηξηθνί, δείθηε δηάζιαζεο, 

ειεθηξνρεκηθνί, θαζκαηνγξάθνη κάδαο, θζνξηζκνκεηξηθνί, ξαδηελέξγεηαο θ.ά.  Σα δηάθνξα είδε ησλ 

αληρλεπηψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία δίλνληαη ζηνλ πίλαθα 5.1: 

Παξνπζηάδεηαη ζηε ζπλέρεηα κηα πην ιεπηνκεξήο πεξηγξαθή ηνπ αληρλεπηή παξάηαμεο θσηνδηφδσλ, 

θαζψο είλαη ην είδνο ηνπ αληρλεπηή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αλάπηπμε ηεο κεζφδνπ ηεο παξνχζαο 

εξγαζίαο. 

Πίλαθαο 2.1: Δίδε αληρλεπηώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηελ HPLC  

Αληρλεπηήο 

Όξην αλίρλεπζεο κάδαο 

(LOD) 

(εκπνξηθνί αληρλεπηέο) 

Όξην αλίρλεπζεο κάδαο 

(LOD) 

(ππάξρνπζα θαηάζηαζε) 

Απνξξφθεζεο 100 pg - 1 ng 1 pg 

Φζνξηζκνχ 1-10 pg 10 fg 

Ζιεθηξνρεκηθφο 10 pg - 1 ng 100 fg 

Γείθηε δηάζιαζεο 100 ng - 1 κg 10 ng 

Αγσγηκφηεηαο 500 pg - 1 ng 500 pg 

Φαζκαηνκεηξία καδψλ 100 pg - 1 ng 1 pg 

FT-IR 1 κg 100 ng 

΢θέδαζε θσηφο 10 κg 500 ng 

Οπηηθήο ελεξγφηεηαο - 1 ng 

Δπηινγήο ζηνηρείνπ - 10 ng 

Φσηντνληζκνχ - 1 pg -1 ng 

 

Αληρλεπηήο παξάηαμεο θσηνδηόδσλ (Photodiode Array Detector) 

Πξφθεηηαη γηα έλαλ αληρλεπηή νξαηνχ-ππεξηψδνπο, ν νπνίνο ζπιιέγεη ηα δεδνκέλα ηεο απνξξφθεζεο 

ηεο πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο ζε φιν ην θάζκα. Ζ αξρή ιεηηνπξγίαο ελφο θαζκαηνθσηφκεηξνπ 

παξάηαμεο θσηνδηφδσλ είλαη φηη ην ιεπθφ θσο (κε φια ηα κήθε θχκαηνο) πεξλά κέζα απφ ην δείγκα. 

΢ηε ζπλέρεηα ην θσο εηζέξρεηαη ζε πνιπρξσκάηνξα, ν νπνίνο δηαρσξίδεη ην θσο ζηα ζπζηαηηθά ηνπ, 
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αλάινγα κε ην κήθνο θχκαηνο θαη θαηεπζχλεη ην θσο ζηελ παξάηαμε δηφδσλ. Μηα δηαθνξεηηθνχ 

κήθνπο θχκαηνο δέζκε πέθηεη ζε θάζε δίνδν θαη ε αλάιπζε εμαξηάηαη απφ ην πφζν θνληά είλαη 

παξαηεηαγκέλεο νη δίνδνη θαη πφζε δηαζπνξά πξνθαιείηαη απφ ηνλ πνιπρξσκάηνξα. ΢ηελ παξνχζα 

εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε αληρλεπηήο παξάηαμεο θσηνδηφδσλ, ν νπνίνο απνηειείηαη απφ 512 

δηφδνπο. ΢ην ζρήκα 5.7 δίλεηαη ε δνκή ελφο ηέηνηνπ αληρλεπηή. Με ην θαζκαηνθσηφκεηξν 

παξάηαμεο θσηνδηφδσλ δίλεηαη ε δπλαηφηεηα λα παξαηεξείηαη ηαπηφρξνλα φιν ην θάζκα θάζε 

έλσζεο. Ζ παξάηαμε απνηειείηαη απφ κεξηθέο εθαηνληάδεο έσο θαη κεξηθέο ρηιηάδεο δηφδνπο, νη 

νπνίεο κπνξνχλ λα αλαγλσξηζηνχλ κέζα ζε θιάζκαηα δεπηεξνιέπηνπ. Ζ πιεξνθνξία θάζε δηφδνπ 

κεηαηξέπεηαη ζε ςεθηαθφ ζήκα θαη απνζεθεχεηαη ζηνλ ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή. Ζ αλίρλεπζε κε 

παξάηαμε θσηνδηφδσλ παξνπζηάδεη ηα εμήο πιενλεθηήκαηα: 

 Σαπηφρξνλε αλίρλεπζε ζε δηάθνξα κήθε θχκαηνο. 

 Γπλαηφηεηα ηαπηνπνίεζεο ηεο θνξπθήο. 

 Πξνζδηνξηζκφο ηεο θαζαξφηεηαο ηεο θνξπθήο. 

Μεηνλεθηεί ζην φηη έρεη κηθξφηεξε επαηζζεζία απφ ηνλ θιαζηθφ αληρλεπηή, θάηη ην νπνίν κπνξεί λα 

δηνξζσζεί κε ρξήζε θπςειίδαο κε ηνηρψκαηα ρακεινχ δείθηε δηάζιαζεο, φγθνπ 10 κL θαη κήθνπο 

50 mm.[28,29]  

 

 

 

 

 

΢ρήκα 5.7: Αληρλεπηήο παξάηαμεο θσηνδηόδσλ. 
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5.4 Γηαιύηεο θηλεηήο θάζεο  

Ζ θηλεηή θάζε ζηελ HPLC είλαη ζπλήζσο κίγκα, ελφο ε πεξηζζφηεξσλ  νξγαληθψλ δηαιπηψλ θαη 

λεξνχ ή ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο κε ζπγθεθξηκέλε ηηκή pH, ζηελ πεξίπησζε ηεο HPLC αληίζηξνθεο 

θάζεο, ή κίγκα κε πνιηθψλ δηαιπηψλ ζηελ πεξίπησζε ηεο HPLC θαλνληθήο θάζεο.  

    Γηα λα κπνξεί έλαο νξγαληθφο δηαιχηεο λα ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία πςειήο 

πίεζεο πξέπεη λα πιεξνί νξηζκέλεο πξνυπνζέζεηο:  

• Να είλαη πςειήο θαζαξφηεηαο θαη εηδηθφο γηα ρξσκαηνγξαθία  

• Να είλαη ζρεηηθά θζελφο. 

• Να έρεη ρακειή ηνμηθφηεηα.  

• Να είλαη δξαζηηθφο ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο.  

• Να κελ θαηαζηξέθεη ην δείγκα.  

• Να κελ απνζπληίζεηαη εχθνια.  

• Να κελ είλαη πηεηηθφο.  

• Να έρεη ρακειφ ημψδεο, ρακειή πίεζε επαλαθνξάο θαη κεγαιχηεξε ηθαλφηεηα δηαρσξηζκνχ.  

    Οη νξγαληθνί δηαιχηεο πνπ ζπλήζσο πξνηηκψληαη είλαη ε κεζαλφιε θαη ην αθεηνληηξίιην. Όηαλ 

ιακβάλεη ρψξα αλάκημε δηαιπηψλ ή φηαλ ρξεζηκνπνηνχληαη κίγκαηα δηαιπηψλ, θπξίσο πδαηηθά, 

είλαη απαξαίηεηε ε απαέξσζή ηνπο, γηαηί δεκηνπξγνχληαη θπζαιίδεο αέξα απφ ην δηαιπκέλν 

νμπγφλν θαη άδσην ηνπ αέξα. [28-29] 

 

5.5 Δπηινγή θηλεηήο θάζεο  

    Ζ επηινγή θηλεηήο θάζεο απνηειεί κηα πνιχ ζεκαληηθή παξάκεηξν, φζνλ αθνξά ζηελ αλάπηπμε 

αλαιπηηθψλ κεζφδσλ. Δίλαη γλσζηφ, απφ ηε ρξσκαηνγξαθηθή ζεσξία, φηη ε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα 

Rs εμαξηάηαη απφ ηνλ αξηζκφ ησλ ζεσξεηηθψλ πιαθψλ Ν, ηνλ παξάγνληα ζπγθξάηεζεο k΄, θαη ηνλ 

παξάγνληα δηαρσξηζκνχ α. Ζ βειηηζηνπνίεζε ησλ παξακέηξσλ k΄ θαη α γίλεηαη, θπξίσο, κε αιιαγέο 

ζηε ζχζηαζε ηεο θηλεηήο θάζεο. Έηζη κεηά ηελ επηινγή ηεο ζηαηηθήο θάζεο (βειηηζηνπνίεζε ηνπ 

Ν), ε νπνία πξέπεη λα έρεη παξφκνηα πνιηθφηεηα κε ηηο πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο, επηιέγεηαη ε 

θηλεηή θάζε, έηζη ψζηε -1< k΄<1. Ζ βειηηζηνπνίεζε ηεο ζχζηαζεο ηεο θηλεηήο θάζεο απνηειεί 

επίπνλε θαη ρξνλνβφξα δηαδηθαζία. Οη ηδηφηεηεο ηεο θηλεηήο θάζεο πνπ εμεηάδνληαη είλαη:  

• Πνιηθφηεηα  

• Δινπνηξνπηθή ηζρχο  

• Βαζηθφηεηα ή δπλαηφηεηα δηπνιηθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ  

• Σνμηθφηεηα  

• ΢πκβαηφηεηα κε ην ρξεζηκνπνηνχκελν 

αληρλεπηή θαη  

• Κφζηνο 
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Ζ έθινπζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ κπνξεί λα είλαη ηζνθξαηηθή ή βαζκσηή.  

Ιζνθξαηηθή Έθινπζε: Ολνκάδεηαη ε έθινπζε, θαηά ηελ νπνία δηαηεξείηαη ζηαζεξή ε ζχζηαζε ηεο 

θηλεηήο θάζεο ζε φιε ηε δηάξθεηα ηεο αλάιπζεο. Ζ ηζνθξαηηθή έθινπζε επηηξέπεη ηε γξήγνξε 

αλάιπζε κεγάινπ αξηζκνχ δεηγκάησλ, έρεη ρακειφηεξν θφζηνο, ζε ζρέζε κε ηε βαζκσηή, θαη 

παξέρεη ζηαζεξφηεξε βαζηθή γξακκή. Σν θχξην κεηνλέθηεκά ηεο είλαη φηη δελ εμαζθαιίδεη ην 

δηαρσξηζκφ ελψζεσλ κε παξφκνηεο ηδηφηεηεο θαη παξφκνηα δνκή.  

Βαζκσηή έθινπζε: Υαξαθηεξίδεηαη απφ κεηαβνιή ηεο ζχζηαζεο ηεο θηλεηήο θάζεο κε ην ρξφλν, 

γηα ην δηαρσξηζκφ κηγκάησλ ελψζεσλ, νη νπνίεο ζπλήζσο παξνπζηάδνπλ παξφκνηα δνκή θαη 

ηδηφηεηεο. Γεληθφηεξα ζθνπφο ηεο βαζκσηήο έθινπζεο είλαη ε ηαρχηεξε κεηαθίλεζε ησλ ζπζηαηηθψλ 

πνπ ζπγθξαηνχληαη ηζρπξά ζηε ζηήιε θαη ν ηθαλνπνηεηηθφο δηαρσξηζκφο απηψλ πνπ ζπγθξαηνχληαη 

ειάρηζηα. ΢πλήζσο, ε αξρηθή ζχζηαζε ηεο θηλεηήο θάζεο ραξαθηεξίδεηαη απφ κηθξφ πνζνζηφ 

νξγαληθνχ δηαιχηε, γεγνλφο πνπ επηηξέπεη ην δηαρσξηζκφ ησλ ζπζηαηηθψλ πνπ δε ζπγθξαηνχληαη 

ηζρπξά ζηε ζηαηηθή θάζε. Σα ζπζηαηηθά πνπ ζπγθξαηνχληαη ηζρπξφηεξα, δε κεηαθηλνχληαη, παξά 

κφλν, φηαλ αξρίζεη λα απμάλεηαη ην πνζνζηφ ηνπ νξγαληθνχ δηαιχηε (αθεηνληηξίιην, κεζαλφιε) ζηελ 

θηλεηή θάζε, ιφγσ ησλ αληαγσληζηηθψλ δξάζεσλ πνπ ιακβάλνπλ ρψξα.  Ζ κεηαβνιή ηεο ζχζηαζεο 

ηεο θηλεηήο θάζεο κπνξεί λα επηηεπρζεί αλακηγλχνληαο δχν ή πεξηζζφηεξνπο δηαιχηεο, ζχκθσλα κε 

πξνθαζνξηζκέλν πξφγξακκα.[28-29] 

 

5.6 Πιενλεθηήκαηα ηεο HPLC 

Ζ Τγξή Υξσκαηνγξαθία Τςειήο Πίεζεο είλαη κηα επαίζζεηε πνηνηηθή θαη πνζνηηθή αλαιπηηθή 

ηερληθή, ε νπνία εκθαλίδεη κηα ζεηξά απφ πιενλεθηήκαηα, ηα νπνία ηελ θαζηζηνχλ ζήκεξα κηα απφ 

ηηο πιένλ εθαξκνδφκελεο δηαρσξηζηηθέο ηερληθέο πνπ ππεξέρεη ζαθψο έλαληη ησλ ππνινίπσλ. Απηά 

είλαη: 

 Πνιχ θαιή αθξίβεηα θαη επαλαιεςηκφηεηα. 

 Τςειή επαηζζεζία θαη εθιεθηηθφηεηα. 

 Υακειά φξηα αλίρλεπζεο θαη κηθξνί ρξφλνη αλάιπζεο, ηεο ηάμεο ησλ κεξηθψλ ιεπηψλ. 

 Απιφηεηα θαη επθνιία εθαξκνγήο. 

 Γπλαηφηεηα εθαξκνγήο ζε έλα επξχ θάζκα ελψζεσλ ηφζν γηα αλαιχζεηο ξνπηίλαο, φζν θαη 

γηα εξεπλεηηθνχο ζθνπνχο.[28-29] 
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6. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑ΢ΚΟΠΗ΢Η 

Όπσο αλαθέξζεθε εθηελέζηεξα ζην θεθάιαην 2.1, ν πξνζδηνξηζκφο ησλ πεληθηιηλψλ ζε αλζξψπηλν 

νξφ αίκαηνο θξίλεηαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθφο θαη ζπλεπψο ε αλάπηπμε λέσλ κεζφδσλ είλαη δηαξθψο 

ζην επίθεληξν ηνπ ελδηαθέξνληνο γηα πνηθίινπο ιφγνπο, φπσο γηα παξάδεηγκα γηα θαξκαθνθηλεηηθέο 

κειέηεο, ή κειέηεο βειηηζηνπνίεζεο ηεο δφζεο αληηβηνηηθψλ θ.η.ι. Ωο εθ ηνχηνπ, ππάξρεη κηα 

αμηνζεκείσηε πνηθηιία κεζφδσλ θαη αλαζθνπήζεσλ ζηε βηβιηνγξαθία πνπ αζρνιείηαη κε απηφ ην 

ζέκα θαη θαιχπηεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο πεληθηιίλεο θαη άιισλ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο ζηνλ νξφ 

ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο. Αλακθηζβήηεηα, νη κέζνδνη πνπ ζηεξίδνληαη ζηελ ηερληθή ηεο HPLC θαη 

γεληθφηεξα ζηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία απνηεινχλ ηε βάζε γηα ηνλ αμηφπηζην πξνζδηνξηζκφ ησλ 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο. Οη κέζνδνη απηέο ζπλήζσο δηαθνξνπνηνχληαη απφ ηε ζηαηηθή θάζε, απφ 

ηελ θηλεηή θάζε κε ή ρσξίο ξπζκηζηηθφ δηάιπκα, ηνλ ηξφπν αλίρλεπζεο, ηε ρξήζε 

παξαγσγνπνίεζεο, ηε δηαδηθαζία παξαζθεπήο δείγκαηνο θ.η.ι. ΢ε φιεο απηέο ηηο αλαθνξέο, είλαη 

πξνθαλέο φηη ε πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο πξαγκαηνπνηείηαη θπξίσο κε παξφκνηνπο ηξφπνπο, ρσξίο 

ζεκαληηθέο απνθιίζεηο θαη κε ηηο ζπκβαηηθέο ηερληθέο πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ. Ζ δηαδηθαζία 

πεξηιακβάλεη απνκάθξπλζε πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηψληαο νξγαληθφ δηαιχηε, σο επί ην πιείζηνλ, 

αθεηνληηξίιην (ACN), κε ή ρσξίο θπγνθέληξεζε. ΢ηε ζπλέρεηα, ζε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο αθνινπζεί 

άκεζε αλάιπζε, ελψ ζε άιιεο παξαηεξείηαη κία πην επίπνλε δηαδηθαζία, ε νπνία πεξηιακβάλεη ηελ 

εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε θαη ηελ επαθφινπζε επαλαζχζηαζε ηνπ δείγκαηνο. Δπηπιένλ, κεξηθέο κέζνδνη 

επσθεινχληαη απφ ηα πιενλεθηήκαηα ηεο εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο (SPE) σο ηερληθήο 

πξνζπγθέληξσζεο θαη πξνεηνηκαζίαο ηνπο δείγκαηνο. ΢ε απηφ ην θεθάιαην ζα πεξηγξαθνχλ 

αληηπξνζσπεπηηθά, θάπνηεο βηβιηνγξαθηθέο πεγέο, νη νπνίεο παξνπζηάδνπλ κεζφδνπο πξνζδηνξηζκνχ 

πεληθηιηλψλ ζε αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο θαη πεξηιακβάλνπλ θάπνηεο απφ ηηο ελψζεηο πνπ κειεηψληαη 

ζηελ παξνχζα εξγαζία. Έκθαζε δίλεηαη θπξίσο ζηελ ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ θάζε βηβιηνγξαθηθή πεγή θαη ζπλεπψο ζηελ πεξηγξαθφκελε κέζνδν 

πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο. Οη εξγαζίεο απηέο πνπ αλαθέξνληαη πεξηιεπηηθά,  παξνπζηάδνληαη θαη 

ζηνλ πίλαθα 14.1, ζπγθξηηηθά κε ηε κέζνδν πνπ αλαπηχρζεθε θαη επηθπξψζεθε απφ ηελ εξγαζία 

απηή.   

Σν 2010 παξνπζηάζηεθε κηα επηθπξσκέλε κέζνδνο  HPLC-DAD πξνζδηνξηζκνχ 12 αληηβηνηηθψλ 

ελψζεσλ β-ιαθηάκεο ζε 200 κL αλζξψπηλνπ νξνχ αίκαηνο. Μεηαμχ ησλ αληηβηνηηθψλ ελψζεσλ ήηαλ 

θαη δηάθνξεο πεληθηιίλεο, φπσο ε Βελδπινπεληθηιίλε, ε Γηθινμαθηιίλε, ε Ακπηθηιίλε, ε 

Φινπθινμαθηιίλε, ε Πηπεξαθηιίλε θαη ε Σηξθαθηιίλε. Τπήξρε κηα θνηλή πξνζέγγηζε πξνεηνηκαζίαο 

δείγκαηνο πνπ πεξηειάκβαλε θαζίδεζε πξσηετλψλ κε αθεηνληηξίιην θαη ηελ απνκάθξπλζε ησλ 
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ιηπνδηαιπηψλ ζπζηαηηθψλ κε πιχζε κε ρισξνθφξκην. Γηα θάζε δείγκα, 200 κL νξνχ αίκαηνο 

αλακίρζεθαλ ζε έλα ζσιήλα κηθξνθπγνθέληξεζεο πνιππξνππιελίνπ 1,8 mL κε 100 κL εζσηεξηθνχ 

πξνηχπνπ θαη 600 κL αθεηνληηξηιίνπ γηα λα θαηαβπζηζηνχλ νη πξσηεΐλεο. Σν δείγκα απηφ 

ζηξνβηιίζηεθε γηα 30 s κε ζπζθεπή vortex. Οη πξσηεΐλεο δηαρσξίζηεθαλ κε θπγνθέληξεζε γηα 5 min 

ζε 14.000 x g. Σν ππεξθείκελν πγξφ, κεηαγγίδεηαη ζε άιιν θηαιίδην πνιππξνππιελίνπ, ζην νπνίν 

πξνζηέζεθαλ 600 κL ρισξνθνξκίνπ. Αθνινπζήζεθε θαη πάιη ζηξνβηιηζκφο γηα 30 s, γηα λα 

εθρπιηζηνχλ απφ ην αθεηνληηξίιην ζηελ νξγαληθή θάζε ηνπ ρισξνθνξκίνπ ηα ιηπνδηαιπηά 

ζπζηαηηθά ηνπ πιάζκαηνο θαη ζηε ζπλέρεηα έιαβε ρψξα  θπγνθέληξεζε γηα 5 min ζε 1700 x g γηα 

λα δηαρσξηζηνχλ νη ζηηβάδεο. Έλα θιάζκα (100 κL) ηεο αλψηεξεο πδαηηθήο θάζεο κεηαθέξζεθε ζε 

θηαιίδην γηα ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε. Ο ρξσκαηνγξαθηθφο δηαρσξηζκφο έγηλε κε ρξσκαηνγξαθία 

αληίζηξνθεο θάζεο, ζε αλαιπηηθή ζηήιε Waters X-bridge C18 (30 mm × 4,6 mm, 2,5 κm silica). Ζ 

αλίρλεπζε έγηλε ζηα 210, 260 θαη 304 nm. Ζ επηθχξσζε έδεημε φηη ε κέζνδνο εκθαλίδεη 

ηθαλνπνηεηηθή γξακκηθφηεηα, είλαη αθξηβήο θαη επαλαιήςηκε. Σν φξην πνηνηηθήο αλίρλεπζεο ήηαλ 5 

κg/mL. Ζ κέζνδνο ρξεζηκνπνηήζεθε ζε εξγαζηήξην παζνινγίαο γηα ηελ παξαθνινχζεζε 

ζεξαπεπηηθψλ θαξκάθσλ (TDM) ησλ β-ιαθηακψλ, ζε αζζελείο ζηε ΜΔΘ. [14] 

΢ε κηα άιιε κειέηε ην 2014, παξνπζηάδεηαη κηα κέζνδνο πξνζδηνξηζκνχ πεληθηιηλψλ θαη άιισλ 

αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο ζε αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο, ε νπνία ζηεξίδεηαη ζηε ρξσκαηνγξαθηθή 

ηερληθή LC-MS/MS (πγξή ρξσκαηνγξαθία-δηαδνρηθή θαζκαηνκεηξία καδψλ). ΢ε απηή ηελ έξεπλα, 

νη κειεηνχκελεο πεληθηιίλεο είλαη ε Πηπεξαθηιίλε, Βελδπινπεληθηιίλε, ε Φινπθινμαθηιίλε θαη ε 

Γηθινμαθηιίλε. Ζ πξνθαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ πεξηιακβάλεη θαηαβχζηζε πξσηεΐλψλ κε 

αθεηνληηξίιην πνπ πεξηέρεη 0,1% πδαηηθφ δηάιπκα κπξκεθηθνχ νμένο. Πην ζπγθεθξηκέλα, θαηά ηε 

δηάξθεηα ηνπ ζηαδίνπ απηνχ, πξνζηέζεθαλ 15 κL εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ Φινπθνλαδφιεο 

(Fluconazole) ζπγθέληξσζεο 5 κg/mL ζε θάζε πξφηππν ησλ 300 κL θαη ηα δείγκαηα ειέγρνπ 

πνηφηεηαο ηνπνζεηήζεθαλ ζε θηαιίδην κηθξνθπγνθέληξεζεο ησλ 1,5 mL θαη ζηε ζπλέρεηα 

ζηξνβηιίζηεθαλ κε vortex γηα 20 s. Οη πξσηεΐλεο θαηφπηλ θαηαβπζίζηεθαλ πξνζζέηνληαο 600 κL 

αθεηνληηξηιίνπ πνπ πεξηείρε 0,1% πδαηηθφ δηάιπκα κπξκεθηθνχ νμένο. Σν κίγκα απηφ ζηξνβηιίζηεθε 

κε vortex γηα 30 s. Ο ηειηθφο δηαρσξηζκφο επηηεχρζεθε κε θπγνθέληξεζε ζηα 12.000 × g γηα 6 min 

ζηνπο 4˚C. Έπεηηα, 400 κL ηνπ θαζαξνχ ππεξθείκελνπ κεηαθέξζεθαλ ζε άιιν θηαιίδην ησλ 1.5 mL 

θαη αξαηψζεθαλ ζε αλαινγία φγθσλ 1:1 κε 400 κL λεξνχ πνπ πεξηείρε 0.1% κπξκεθηθφ νμχ. Μεηά 

απφ vortex γηα 20 s, 300 κL κεηαθέξζεθαλ ζε θηαιίδην απηφκαηνπ δεηγκαηνιήπηε γηα λα ιάβεη ρψξα 

ε ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε. Ο ρξσκαηνγξαθηθφο δηαρσξηζκφο επηηεχρζεθε ζε ζηήιε αληίζηξνθεο 

θάζεο (C18, 2,6 mm, 2,1 x 50 mm) κε βαζκσηή έθινπζε, ρξεζηκνπνηψληαο σο θηλεηή θάζε 

απηνληζκέλν λεξφ θαη αθεηνληηξίιην, θαζέλα απφ ηα νπνία πεξηείρε 0,1% πδαηηθφ δηάιπκα 

κπξκεθηθνχ νμένο. Ζ κέζνδνο είλαη αθξηβήο θαη επαλαιήςηκε, κε ηελ αθξίβεηα λα εθθξάδεηαη κε 
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ηελ % ζρεηηθή αλάθηεζε ησλ ελψζεσλ ησλ δεηγκάησλ ειέγρνπ πνηφηεηαο (QCs), ε νπνία κέζα ζηελ 

ίδηα κέξα (intra-day) θπκάλζεθε απφ 95 έσο 107% θαη ζε δηάζηεκα πέληε δηαθνξεηηθψλ εκεξψλ 

(inter-day) θπκάλζεθε απφ 95 έσο 108%. Ζ επαλαιεςηκφηεηα, εθθξαζκέλε κε ην ζπληειεζηή 

δηαθχκαλζεο RSD% θπκάλζεθε απφ 4 έσο 12% γηα ηελ ίδηα κέξα (intra-day) θαη απφ 5 έσο 14% γηα 

πέληε δηαθνξεηηθέο κέξεο (inter-day). Σν φξην πνηνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ LOD ήηαλ 0,1 κg/mL γηα 

θάζε αληηβηνηηθφ εθηφο απφ ηελ Φινπθινμαθηιίλε (0,25 κg / mL). Οη ελψζεηο ήηαλ ζηαζεξέο ζε 

ηξεηο θχθινπο ςχμεο-απφςπμεο. Απηή ε κέζνδνο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο δηαδνρηθήο 

θαζκαηνκεηξίαο κάδαο απνδείρζεθε εθαξκφζηκε γηα ηελ παξαθνινχζεζε ζεξαπεπηηθψλ θαξκάθσλ 

θαη θαξκαθνθηλεηηθψλ κειεηψλ ησλ επηιεγκέλσλ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο.[15] 

Σν 2011, απφ κηα άιιε νκάδα εξεπλεηψλ, δεκνζηεχηεθε κηα εξγαζία πνπ πεξηέγξαθε κηα ηαρεία 

κέζνδν HPLC-DAD γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ 12 αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο  ζε δείγκαηα 

αλζξψπηλνπ νξνχ αίκαηνο. Μεηαμχ ησλ 12 ελψζεσλ, πεξηιακβάλνληαλ νξηζκέλεο πεληθηιίλεο θαη πην 

ζπγθεθξηκέλα  ε  Ακνμηθηιίλε, ε  Κινμαθηιιίλε, ε Ομαθηιιίλε, ε Βελδπινπεληθηιίλε, ε  

Πηπεξαθηιίλε θαη ε Σηθαξθηιιίλε. Ζ εθρχιηζε ησλ ελψζεσλ απφ ηνλ νξφ αίκαηνο έγηλε κε βάζε ηελ 

θαηαβχζηζε ησλ πξσηετλψλ θαη ηελ ελ ζπλερεία  πξνζζήθε αθεηνληηξηιίνπ, πξνθεηκέλνπ λα 

αθνινπζήζεη ε θιαζηθή εθρχιηζε πγξνχ-πγξνχ. Αλαιπηηθφηεξα, θαηά ην ζηάδην πξνθαηεξγαζίαο 

ηνπ δείγκαηνο θαη γηα ηε δηαδηθαζία ηεο εθρχιηζεο, 200 κL απηνληζκέλνπ λεξνχ θαη 700 κL 

αθεηνληηξηιίνπ αλακίρζεθαλ κε 100 κL νξνχ αίκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα, θάζε δείγκα ζηξνβηιίζηεθε κε 

vortex θαη θπγνθεληξήζεθε κε ηαρχηεηα 3.000 × g γηα 10 min ζηνπο 4 ° C. Έπεηηα 100 κL ηνπ 

ππεξθείκελνπ δηαιχκαηνο αξαηψζεθαλ κε 900 κL λεξνχ. Με ηε ρξήζε ζχξηγγαο, 20 κL απφ ην 

ηειηθφ δηάιπκα εγρχζεθαλ ζην ζχζηεκα HPLC-DAD. Ζ αλίρλεπζε ησλ ελψζεσλ έγηλε ζηα 210 nm, 

ζηα 230 nm, ή ζηα 298 nm. Απηή ε κέζνδνο απνδείρζεθε αθξηβήο θαη επαλαιήςηκε κε ζπληειεζηή 

δηαθχκαλζεο κηθξφηεξν απφ 8%. Σν φξην αλίρλεπζεο LOD ήηαλ 2 κg/mL. Οη κέζεο ηηκέο αλάθηεζεο 

ήηαλ κεγαιχηεξεο απφ 90% γηα ηηο δηάθνξεο ελψζεηο. Ζ κέζνδνο πεξηγξάθεηαη σο εχθνιε ζηε 

ρξήζε, επηηξέπνληαο ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο θαη ζπλεπψο ησλ 

πεληθηιηλψλ απφ 5 έσο 250 κg/mL, ρσξίο παξεκπφδηζε απφ άιια θνηλά θάξκαθα. Απηή ε ηερληθή 

είλαη ρξήζηκε ζηελ ηαθηηθή ζεξαπεπηηθήο παξαθνινχζεζεο θαξκάθσλ θαη αληηβηνηηθψλ.[16] 

Δπίζεο ην 2011 θαηαγξάθεθε κηα αθφκε εξγαζία, φπνπ πεξηγξαθφηαλ κηα κέζνδνο γηα ηνλ 

ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ νθηψ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο, κεηαμχ απηψλ θαη ελψζεσλ πεληθηιίλεο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο Ακπηθηιίλεο θαη ηεο Πηπεξαθηιίλεο, ζε αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο, 

ζηεξηδφκελε απηή ηε θνξά ζηε ρξσκαηνγξαθηθή ηερληθή  LC-MS/MS. Ζ πξνθαηεξγαζία δείγκαηνο 

ζηεξίρζεθε ζηελ ηερληθή ηεο SPE. Όια ηα δείγκαηα ππνβιήζεθαλ ζε εθρχιηζε κε SPE, 

ρξεζηκνπνηψληαο κηθξνζηήιε HLB Waters Oasis® (30 mg). Δλ ζπληνκία, 50 κL νξνχ πξνζηίζεληαη 

ζε 20 κL δηαιχκαηνο ηζνπξνπαλφιεο (10 κg/mL ζε κεζαλφιε) θαη 280 κL κπξκεθηθνχ ακκσλίνπ 
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ζπγθέληξσζεο 10 mM θαη ην κίγκα ζηξνβηιίδεηαη κε vortex γηα 20 s. Σα δείγκαηα ζηε ζπλέρεηα 

θνξηψζεθαλ ζηε κηθξνζηήιε, ε νπνία είρε πξνεγνπκέλσο ελεξγνπνηεζεί κε 1 mL κεζαλφιε θαη ελ 

ζπλερεία 1 mL λεξφ. Αθνινχζσο πιχζεθε κε 1 mL δηαιχκαηνο κπξκεθηθνχ ακκσλίνπ 10 mM 

κπξκεθηθφ ακκψλην θαη ζηε ζπλέρεηα έιαβε ρψξα ε έθινπζε κε 1 mL κεζαλφιε. Σν έθινπζκα 

εμαηκίδεηαη ππφ ξεχκα αδψηνπ ζηνπο 50 °C. Σν ππφιεηκκα αλαζπζηάζεθε κε 200 κL κίγκαηνο  

κπξκεθηθνχ ακκσλίνπ θαη κεζαλφιεο ζε αλαινγία 95:5 v/v θαη κεηαθέξζεθε ζε θηαιίδην κηθξνχ 

φγθνπ. Όια ηα δείγκαηα νξνχ αίκαηνο θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 5000 rpm γηα 10 min ζηνπο 4 ° C. ΢ηε 

ζπλέρεηα θαηαςχρζεθαλ ζηνπο -70 ° C κέρξη ηελ αλάιπζε. Ζ κέζνδνο επηθπξψζεθε θαη βξέζεθε 

πσο ε γξακκηθφηεηα ήηαλ ηθαλνπνηεηηθή, ζε έλα εχξνο απφ 0.1-50 κg/mL. Σν LOD θαη ην LOQ 

θάζε έλσζεο θπκαίλνληαλ απφ 0,001 έσο 0,1 κg/mL θαη απφ 0,005 έσο 0,5 κg/mL αληίζηνηρα. Ζ 

κέζνδνο ζεσξήζεθε αθξηβήο θαη επαλαιήςηκε. Οη ηηκέο RSD% εληφο ηεο ίδηαο εκέξαο θπκαηλφηαλ 

απφ 1,1 έσο 14,3% θαη νη κέζεο ηηκέο αλάθηεζεο θπκαίλνληαλ απφ 86,4 έσο 106,3%. Οη ηηκέο RSD% 

ζε κεηξήζεηο δηαθνξεηηθψλ εκεξψλ θαη ε κέζε αθξίβεηα θπκάλζεθαλ απφ 3,7% έσο 14,8% θαη απφ 

90,0% έσο 112,3% αληίζηνηρα. Σειηθά θαη ε παξνχζα κέζνδνο είλαη εθαξκφζηκε ζηελ ηαθηηθή 

ζεξαπεπηηθή παξαθνινχζεζε ησλ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο θαη ησλ πεληθηιηλψλ.[17] 

Σέινο, απφ ην εξγαζηήξηφ καο αλαπηχρζεθε, επηθπξψζεθε θαη παξνπζηάζηεθε ην 2006 κηα πνζνηηθή 

κέζνδνο γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο, ηεο ακνμηθηιίλεο 

(AMO), ηεο νμαθηιίλεο (OXA), ηεο θινμαθηιίλεο (CLO) θαη ηεο δηθινμαθηιίλεο (DICLO) ζε 

βηνινγηθά αλζξψπηλα πγξά. Ζ εθιεθηηθή εθρχιηζε ησλ ελψζεσλ απφ ην βηνινγηθφ ππφζηξσκα 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ ηερληθή SPE. Ζ βέιηηζηε αλάθηεζε επηηεχρζεθε κε κηθξνζηήιε RP-

Adsorbex (Merck), ε νπνία είρε πξνεγνπκέλσο ελεξγνπνηεζεί δηαδνρηθά κε 2 mL κεζαλφιεο θαη 2 

mL λεξνχ. Μεηά ηε θφξησζε ηνπ δείγκαηνο, ηα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο εθινχζηεθαλ κε 2 mL 

κεζαλφιεο. Σα εθινχζκαηα εμαηκίζηεθαλ κέρξη μεξνχ ππφ ήπην ξεχκα Ν2 ζηνπο 30 ° C. Σα μεξά 

ππνιείκκαηα αλαζπζηάζεθαλ κε κεζαλφιε. Πξηλ απφ ηελ SPE, ηα βηνινγηθά πγξά ππνβιήζεθαλ ζε 

δηαδηθαζία απνκάθξπλζεο ησλ πξσηετλψλ. Γηα ηελ θαηαβχζηζε ησλ πξσηετλψλ, πνζφηεηα 500 κL 

ACN πξνζηέζεθε ζε θιάζκαηα 50 κL νξνχ αίκαηνο ή νιηθνχ αίκαηνο πνπ πεξηείραλ 100 κL λεξνχ 

ζηελ πεξίπησζε ησλ ιεπθψλ δεηγκάησλ ή πξφηππν πδαηηθφ κίγκα ησλ ελψζεσλ πνζφηεηαο 100 κL 

(ζε πέληε επίπεδα ζπγθέληξσζεο 1, 2, 4, 5 θαη 6 ng/κL) ζηελ πεξίπησζε ησλ εκβνιηαζκέλσλ 

δεηγκάησλ. Μεηά απφ θπγνθέληξεζε γηα 5 min ζηηο 4000 rpm, ην ππεξθείκελν αξαηψζεθε κε λεξφ 

θαη ζηε ζπλέρεηα θνξηψζεθε ζηελ ελεξγνπνηεκέλε κηθξνζηήιε. Ο δηαρσξηζκφο επηηεχρζεθε ζε 

ζηήιε Inertsil ODS-3 (250   4 mm, 5 κm). Υξεζηκνπνηήζεθε ζαιηθπιηθφ νμχ (5 ng/κL) σο 

εζσηεξηθφ πξφηππν. Ζ αλαπηπρζείζα κέζνδνο επηθπξψζεθε πιήξσο σο πξνο ηελ επηιεθηηθφηεηα, ηε 

γξακκηθφηεηα, ηελ αθξίβεηα, ηελ επαλαιεςηκφηεηα, ηε ζηαζεξφηεηα θαη ηελ επαηζζεζία. Ζ 

γξακκηθφηεηα ησλ θακππιψλ αλαθνξάο θξίζεθε πνιχ θαιή κε ηηο ηηκέο ησλ γξακκηθψλ 
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ζπληειεζηψλ ζπζρέηηζεο λα είλαη κεγαιχηεξεο απφ 0.990. Σν φξην αλίρλεπζεο LOD ηεο κεζφδνπ 

εθηηκήζεθε σο 3,3 ng/κL γηα ηηο AMO, OXA θαη CLO θαη 6,6 ng/κL γηα ηε DICLO. Ζ αθξίβεηα 

εθηηκήζεθε κε βάζε ην πνζνζηφ αλάθηεζεο ησλ πεληθηιηλψλ, κε νθηψ πξνζδηνξηζκνχο ζε δείγκαηα 

πνπ έρνπλ εκβνιηαζηεί ζε ηξία επίπεδα ζπγθέληξσζεο. Όια ηα απνηειέζκαηα θπκαίλνληαλ κεηαμχ 

90,3 έσο 102,8%. Ζ επαλαιεςηκφηεηα γηα κεηξήζεηο ηεο ίδηαο κέξαο (intra-day) αμηνινγήζεθε κε 

βάζε ηηο ηηκέο RSD% ηξηψλ πξνζδηνξηζκψλ ζε δείγκαηα πνπ εκβνιηαζηεί  ζε ηξία επίπεδα 

ζπγθέληξσζεο. Οη ηηκέο RSD% γηα ηηο ηέζζεξηο πεληθηιίλεο ήηαλ ρακειφηεξεο απφ 5,4%. Ζ 

επαλαιεςηκφηεηα γηα κεηξήζεηο δηαθνξεηηθψλ εκεξψλ (inter-day precision), εθηηκήζεθε θαη πάιη κε 

βάζε ηηο ηηκέο RSD%, νη νπνίεο θαη ζε απηή ηελ πεξίπησζε ήηαλ ρακειφηεξεο απφ 8%. Ζ 

εθιεθηηθφηεηα εθηηκήζεθε κε ηελ απνπζία παξεκβνιήο ζηνπο ίδηνπο ρξφλνπο ζπγθξάηεζεο κε ηηο 

εμεηαδφκελεο πεληθηιίλεο. Σέινο, ηα δείγκαηα θξίζεθαλ ζηαζεξά γηα ηξεηο ζπλερφκελνπο θχθινπο 

ςχμεο-απφςπμεο. Ζ βξαρππξφζεζκε ζηαζεξφηεηα αμηνινγήζεθε κεηά απφ 12 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη 24 ψξεο απνζήθεπζεο.  Ζ καθξνπξφζεζκε ζηαζεξφηεηα αμηνινγήζεθε κεηά απφ 1, 1,5 

θαη 2 κήλεο απνζήθεπζεο ζε θαηαςχθηε ζηνπο -18˚C. Ζ κέζνδνο εθαξκφζηεθε ζε εκπνξηθά 

δηαζέζηκα θαξκαθεπηηθά ζθεπάζκαηα πνπ πεξηέρνπλ AMO θαη ζε βηνινγηθά ππνζηξψκαηα. Ζ 

κέζνδνο εθαξκφζηεθε επίζεο ζε βηνινγηθά δείγκαηα κεηά ηελ απφ ηνπ ζηφκαηνο ρνξήγεζε ΑΜΟ, 

φπνπ ην θάξκαθν ηαπηνπνηήζεθε θαη πνζνηηθνπνηήζεθε επηηπρψο. Ζ αλίρλεπζε κε PDA θαη ε 

παξαθνινχζεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα 240 nm.[63] 

΢ε φιεο ηηο πεξηγξαθφκελεο κεζφδνπο, ην ζηάδην ηεο θαηαβχζηζεο ησλ πξσηετλψλ πξηλ ηελ εθρχιηζε 

απνηειεί αλαπφζπαζην θαη αλακθηζβήηεην θνκκάηη ηεο δηαδηθαζίαο πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο. 

Όπσο ζα απνδεηρζεί ζηε ζπλέρεηα, ε κέζνδνο πνπ αλαπηχρζεθε θαη παξνπζηάδεηαη απφ απηήλ ηελ 

εξγαζία δελ πεξηιακβάλεη ην ζηάδην απηφ θάηη πνπ είλαη πνιχ ζεκαληηθφ πιενλέθηεκα, θαζψο 

ζεκαίλεη εμνηθνλφκεζε ρξφλνπ θαη κείσζε ηνπ θφζηνπο, δίλνληαο σζηφζν απνηειέζκαηα 

αλαθνξηθά κε ηηο αλαιπηηθέο παξακέηξνπο θαη ηελ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ απνιχησο ζπγθξίζηκα κε 

ηηο παξαπάλσ κεζφδνπο, έρνληαο θαη αθφκε έλα πιενλέθηεκα, απηφ ηεο ελαξκφληζεο κε ηηο αξρέο ηηο 

πξάζηλεο αλαιπηηθήο ρεκείαο.  
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7. ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΗ΢ ΔΡΓΑ΢ΙΑ΢ 

Ζ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε κε αληηθεηκεληθφ ζθνπφ ηελ αλάπηπμε κηαο 

θαηλνηφκνπ, «πξάζηλεο» κεζφδνπ πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο, ζηεξηδνκέλε ζηελ ηερληθή ηεο Fabric 

Phase Sorptive Extraction, γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζε 

νξφ αλζξσπίλνπ αίκαηνο, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ρξσκαηνγξαθηθή ηερληθή ηεο Τγξήο 

Υξσκαηνγξαθίαο Τςειήο Πίεζεο (HPLC) θαη αληρλεπηή παξάηαμεο θσηνδηφδσλ (photodiode array 

detector, DAD).  

Οη ηέζζεξηο πεληθηιίλεο, ε βελδπινπεληθηιίλε, ε δηθινμαθηιίλε, ε θινμαθηιίλε θαη ε νμαθηιίλε θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο αλάιπζεο παξαθνινπζνχληαλ ζε κήθνο θχκαηνο 265 nm, ελψ ε αλίρλεπζε, ε 

δηάθξηζε, ε πνζνηηθνπνίεζε θαη ν ππνινγηζκφο ηνπ εκβαδνχ ησλ θνξπθψλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηα 

290 nm γηα ηε βελδπινπεληθηιίλε θαη ζηα 240 nm γηα ηε δηθινμαθηιίλε, ηελ θινμαθηιίλε θαη ηελ 

νμαθηιίλε. Ωο θηλεηή θάζε, ρξεζηκνπνηήζεθε βαζκσηή έθινπζε κε αθεηνληηξίιην θαη πδαηηθφ 

δηάιπκα νμηθνχ ακκσλίνπ ζπγθέληξσζεο 0.05M. Ο νιηθφο ρξφλνο αλάιπζεο ήηαλ ηα 7,8 min, γη’ 

απηφ θαη κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί σο ηαρεία κέζνδνο αλάιπζεο. 

Ζ κέζνδνο αλαπηχρζεθε θαη επηθπξψζεθε ζε εκβνιηαζκέλα δείγκαηα πνπ παξαζθεπάζηεθαλ, φπσο 

ζα πεξηγξάθεη ζηε ζπλέρεηα απφ αίκα πγηνχο αζζελνχο, ν νπνίνο δε ιάκβαλε θάπνηα θαξκαθεπηηθή 

ζπληαγή ή δελ αθνινπζνχζε θάπνηνπ είδνπο ζεξαπεία. Ωο κέζν FPSE, επηιέρζεθε αλάκεζα ζε άιια 

κε βάζε πεηξακαηηθά δεδνκέλα, φπσο πεξηγξάθεηαη ζην αληίζηνηρν θεθάιαην, ην πθαζκάηηλν κέζν 

θεινπιφδεο κε επίζηξσζε πνιπηεηξάπδξνθνπξαλίνπ (PTHF), ε νπνία επηηεχρζεθε κε ηελ 

ηερλνινγία sol-gel. Μεγάιε βαξχηεηα δφζεθε ζην πεηξακαηηθφ ζρεδηαζκφ ηεο βειηηζηνπνίεζεο ησλ 

ζηαδίσλ ηεο πξνθαηεξγαζίαο σο πξνο έλα ζεκαληηθφ πιήζνο παξαγφλησλ. 

Δπίζεο, πξαγκαηνπνηήζεθε ζπγθξηηηθή κειέηε γηα ηελ επαιήζεπζε ζπγθεθξηκέλνπ καζεκαηηθνχ 

κνληέινπ πξφβιεςεο ηεο απνδνηηθφηεηαο ηεο εθρχιηζεο κε ην κέζν PTHF FPSE. Ζ κέζνδνο 

ειέγρζεθε σο πξνο ηε γξακκηθφηεηα, ηελ επαηζζεζία, ηελ εθιεθηηθφηεηα, ηελ επαλαιεςηκφηεηα θαη 

ηελ αλζεθηηθφηεηα κε ηε κέζνδν Youden.[51-52]Σέινο, πξαγκαηνπνηήζεθε ζχγθξηζε κε ήδε 

ππάξρνπζεο κεζφδνπο πξνζδηνξηζκνχ ησλ εμεηαδφκελσλ ελψζεσλ σο πξνο ζπγθεθξηκέλεο 

αλαιπηηθέο παξακέηξνπο. 
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Β. ΠΔΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

8. ΤΛΙΚΟ΢ ΔΞΟΠΛΙ΢ΜΟ΢ ΚΑΙ ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΑ 

8.1 Οξγαλνινγία ρξσκαηνγξαθηθνύ ζπζηήκαηνο HPLC 

 Αληιία LC-10AD ηεο εηαηξείαο Shimadzu (Kyoto, Japan). 

 Βαιβίδα εηζαγσγήο δείγκαηνο Rheodyne 7725i, κε βξφρν ρσξεηηθφηεηαο 20 κL, (Rheodyne, 

Cotati, GA, USA). 

 ΢χζηεκα αλάκημεο θηλεηψλ θάζεσλ FCV-10AL. 

 Αληρλεπηήο παξάηαμεο θσηνδηφδσλ SPD-M10A. 

 ΢χζηεκα ειέγρνπ ζπζηήκαηνο SCL-10AL. 

 Λνγηζκηθφ ειέγρνπ ζπζηήκαηνο Lab Solutions, LC Solution. 

 ΢πζθεπή απαέξσζεο δηαιπηψλ DGU-10B. 

 Αλαιπηηθή ζηήιε, LiChroCART-LiChrospher®100 RP-18e (5 κm, 250 х 4 mm) Merck 

(Darmstadt, Germany). 

 Φηάιεο απνζήθεπζεο δηαιπηψλ. 

 Φηάιε Ζιίνπ θαη κνλάδα απαέξσζεο δηαιπηψλ  

 

8.2 Όξγαλα, ζπζθεπέο θαη αλαιώζηκα 

 Γπάιηλε ζπζθεπή δηήζεζεο δηαιπηψλ απφ ηελ Alltech Associates (Deerfield, IL USA). 

 Γηεζεηηθνί εζκνί WHATMAN ληηξηθήο θπηηαξίλεο, 0,2 κm (Maidstone, England). 

 Φίιηξα ζχξηγγαο 13 mm, 0,2 κm, Supelco (Bellefonte, PA, USA). 

 Αλαιπηηθφο δπγφο SHIMADZU AUX 120, αθξίβεηαο ±0,0001g. 

 Φπγφθεληξνο Hermle Z 230 (Gosheim, Germany). 

 ΢πζθεπή ππεξήρσλ, Transonic 460/h (Elma, Germany). 

 Aλαδεπηήξαο Small Vortexer Glass-col (Terre Haute, USA). 

 ΢πζθεπή εμάηκηζεο κε ξεχκα αδψηνπ κε ελλέα θαλάιηα ReactiVap (model 18780), Pierce 

(Rockford, IL, USA). 

 Πηπέηηεο, ISOLAB Laborgerate GmbH (20-200 κL). 

 Θεξκαηλφκελνο Μαγλεηηθφο Αλαδεπηήξαο Gerhardt (Bonn, Germany).  

  ΢χζηεκα θαζαξηζκνχ θαη παξαγσγήο απηνληζκέλνπ λεξνχ Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, 

ΜΑ, USA). 
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8.3 Αληηδξαζηήξηα θαη δηαιύηεο 

Σα αληηδξαζηήξηα θαη νη δηαιχηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο, ηα νπνία ήηαλ φια αλαιπηηθψο θαζαξά, ήηαλ ηα εμήο: 

 Μεζαλφιε γηα HPLC, LiChrosolv  Merck (Darmstadt, Germany) 

 Αθεηνληηξίιην γηα HPLC, Fisher Scientific (Loughborough, Leicestershire, UK).  

 Ομηθφ ακκψλην, Merck. 

 Νεξφ πςειήο θαζαξφηεηαο απφ ζχζηεκα θαζαξηζκνχ Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, ΜΑ, 

USA). 

 Βελδπινπεληθηιίλε (Benzyl Penicillin Procain), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

 Ομαθηιίλε, Oxacillin sodium salt Sigma-Aldrich. 

 Κινμαθηιίλε, Cloxacillin sodium salt, Sigma-Aldrich.  

 Γηθινμαθηιίλε, Dicloxacillin sodium salt, Sigma-Aldrich.  

 

8.4 Παξαζθεπή Πξνηύπσλ Γηαιπκάησλ 

Επγίζηεθαλ 5 mg απφ ηε βελδπινπεληθηιίλε, ηελ νμαθηιίλε (Oxacillin sodium salt), ηελ θινμαθηιίλε 

(Cloxacillin sodium salt) θαη ηε δηθινμαθηιίλε (Dicloxacillin sodium salt) θαη παξαζθεπάζηεθαλ 

ππθλά πδαηηθά πξφηππα δηαιχκαηα ησλ 100 ng/κL κε δηάιπζε θαη αξαίσζε κε απηνληζκέλν λεξφ ηε 

πνζφηεηαο πνπ δπγίζηεθε γηα θάζε έλσζε ζε θηάιε ησλ 50 mL. Σα ππθλά πδαηηθά δηαιχκαηα 

βξέζεθαλ λα είλαη ζηαζεξά γηα έλα κήλα, φηαλ θπιάζζνληαλ ζηνπο +4 
o
C. Σα αξαηά πδαηηθά 

δηαιχκαηα, πξνήιζαλ απφ ηα ππθλά κε ηηο θαηάιιειεο αξαηψζεηο ζε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο, νη 

νπνίεο θάιππηαλ φιν ην εχξνο ηεο γξακκηθήο πεξηνρήο, απφ 0,5 έσο 15 ng/κL. Σα αξαηά πξφηππα, 

παξαζθεπάδνληαλ μαλά θάζε πέληε εκέξεο απφ ηα ππθλά ηνπο δηαιχκαηα. Καζεκεξηλά 

πξαγκαηνπνηνχληαλ κεηξήζεηο γηα ηνλ έιεγρν ησλ πξνηχπσλ θαη ηελ απφθξηζε ζε ζχγθξηζε κε ηα 

αξρηθά. 

8.5 Παξαζθεπή δεηγκάησλ νξνύ αίκαηνο 

Ο ρξεζηκνπνηεκέλνο νξφο αλζξψπηλνπ αίκαηνο πξνπαξαζθεπάζηεθε σο εμήο. Αξρηθά, ην πιήξεο 

αίκα ζπιιέρζεθε ζε έλα θαιπκκέλν δνθηκαζηηθφ ζσιήλα απφ έλαλ πγηή εζεινληή πνπ δε ιάκβαλε 

θαλελφο είδνπο θαξκαθεπηηθή αγσγή. ΢ηε ζπλέρεηα, αθέζεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 20 min. 

Έπεηηα, έγηλε θπγνθέληξεζε γηα 15 min ζηηο 3500 rpm. Σν ππεξθείκελν ππνθίηξηλν πγξφ είλαη νξφο 

αίκαηνο, ν νπνίνο θαηαλέκεηαη ζε κηθξά θιάζκαηα θαη απνζεθεχεηαη ζε ζεξκνθξαζία -18 ° C γηα λα 

ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ αλάπηπμε κεζφδνπ. Δίλαη ζεκαληηθφ λα απνθεχγνληαη νη θχθινη ςχμεο-

απφςπμεο ρσξίο πξνεγνχκελε δηεξεχλεζε ησλ επηπηψζεσλ πνπ κπνξεί λα επηθέξνπλ ζηελ πνηφηεηα 

ησλ ρξεζηκνπνηνχκελσλ δεηγκάησλ, θαζψο απηφ κπνξεί λα είλαη επηδήκην γηα πνιιά ζπζηαηηθά ηνπ 
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νξνχ. Ζ δηεξεχλεζε απηή πξαγκαηνπνηήζεθε θαη παξνπζηάδεηαη ζηε ζπρέρεηα. Σα εκβνιηαζκέλα 

δείγκαηα παξαζθεπάζηεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ηα θιάζκαηα νξνχ αίκαηνο θαη ηα πξφηππα αξαηά 

κίγκαηα ζπγθέληξσζεο απφ 0,5 έσο 15 ng/κL.  

 

8.6 Δπηινγή κήθνπο θύκαηνο αλίρλεπζεο 

Ωο ζχζηεκα αλίρλεπζεο ζηελ ΖΡLC ρξεζηκνπνηήζεθε αληρλεπηήο παξάηαμεο θσηνδηφδσλ. Γηα ηελ 

επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ κήθνπο θχκαηνο αλίρλεπζεο, φπνπ νη πεληθηιίλεο παξνπζηάδνπλ κέγηζην 

απνξξφθεζεο ηεο ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο, ειήθζεζαλ ηα UV θάζκαηά ηνπο ζε πδαηηθά 

δηαιχκαηα ζπγθέληξσζεο 5 ng/κL, απφ ηα 190 κέρξη θαη ηα 400 nm. Σα θάζκαηα απνξξφθεζεο UV 

αθηηλνβνιίαο δίλνληαη ζην ζρήκα 8.1. 

 

 

 

΢ρήκα 8.1.: Φάζκαηα απνξξόθεζεο αθηηλνβνιίαο UV πξόηππσλ δηαιύκαησλ βελδπιν-

πεληθηιίλεο(PG), νμαθηιίλεο(OXA), θινμαθηιίλεο (CLO), δηθινμαθηιίλεο(DICLO).

  

Ωο κήθνο θχκαηνο παξαθνινχζεζεο ηεο ρξνληθήο πνξείαο ηνπ δηαρσξηζκνχ θαηά ηε 

ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε επηιέρζεθαλ ηα 265 nm, φπνπ παξαηεξήζεθε κεγάιε έληαζε ηνπ ζήκα-

ηνο γηα ηηο ελψζεηο, ελψ ηαπηφρξνλα ε βαζηθή γξακκή δηαηεξνχληαλ ζηαζεξή. Γηα ηελ αλίρλεπζε, 

ηαπηνπνίεζε θαη πνζνηηθφ ππνινγηζκφ ηνπ εκβαδνχ ησλ θνξπθψλ επηιέρζεθαλ ηα κήθε θχκαηνο, 

ζηα νπνία νη πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο εκθάληδαλ ηηο κέγηζηεο εληάζεηο θνξπθψλ. Απηά ήηαλ ηα 240 

nm γηα ηελ νμαθηιίλε, ηελ θινμαθηιίλε θαη ηε δηθινμαθηιίλε θαη ηα 290 nm γηα ηε βελδπιν-

πεληθηιίλε. 
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9. ΥΡΧΜΑΣΟΓΡΑΦΙΚΗ ΜΔΘΟΓΟ΢ 

9.1 Αλάπηπμε θαη βειηηζηνπνίεζε ηεο ρξσκαηνγξαθηθήο κεζόδνπ 

Ζ επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ εθινπζηηθνχ ζπζηήκαηνο θαη ηεο θαηάιιειεο ζηήιεο είλαη έλα πνιχ 

ζεκαληηθφ βήκα γηα ηελ επίηεπμε ηνπ βέιηηζηνπ δηαρσξηζκνχ ησλ ελψζεσλ, ζε ζρεηηθά ζχληνκν 

ρξνληθφ δηάζηεκα. Καη απηφ γηαηί ε βειηηζηνπνίεζε ησλ παξακέηξσλ Ν (αξηζκφο ζεσξεηηθψλ 

πιαθψλ), k' (παξάγνληαο ζπγθξάηεζεο) θαη α (παξάγνληαο δηαρσξηζκνχ), απφ ηηο νπνίεο εμαξηάηαη 

ε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα Rs, θαζνξίδεηαη απφ ηελ επηινγή ηεο θαηάιιειεο ζηήιεο θαη ηνπ 

εθινπζηηθνχ ζπζηήκαηνο αληίζηνηρα. Ζ ζηήιε πνπ επηιέρζεθε, φπσο πξναλαθέξζεθε ήηαλ ε 

αλαιπηηθή ζηήιε, LiChroCART-LiChrospher®100 RP-18e (5 κm, 250   4 mm) ηεο Merck, ιφγσ 

πξνεγνχκελεο θαιήο απφδνζεο ζε πεληθηιίλεο κε ζηήιε απηνχ ηνπ ηχπνπ. Ο ρξσκαηνγξαθηθφο 

δηαρσξηζκφο θαη ε ιεηηνπξγία ηεο ζηήιεο έγηλαλ ζε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο. 

Με βάζε ηε βηβιηνγξαθία, ηα πδαηηθά δηαιχκαηα ησλ ελψζεσλ, PENG, OXA, CLO θαη DICLO 

είλαη ζηαζεξά θαη δελ επεξεάδνληαη απφ ηελ νμχηεηα ηνπ δηαιπηηθνχ κέζνπ. Έηζη, αξρηθά έγηλαλ 

δνθηκέο κε ην δπαδηθφ εθινπζηηθφ ζχζηεκα πδαηηθφ δηάιπκα νμηθνχ νμένο 0,05Μ (pH=7,0)/αθεηνλη-

ηξίιην ή κεζαλφιε ή ζπλδπαζκφ θαη ησλ δχν απηψλ νξγαληθψλ δηαιπηψλ, κε βαζκσηή έθινπζε. 

Απφ ηα απνηειέζκαηα παξαηεξήζεθε φηη ε πξνζζήθε ηεο κεζαλφιεο δε βειηηψλεη ην δηαρσξηζκφ 

θαη γη΄ απηφλ ην ιφγν ρξεζηκνπνηήζεθε ηειηθά σο νξγαληθφο δηαιχηεο ζηελ θηλεηή θάζε κφλν ην 

αθεηνληηξίιην (CH3CN). Όπσο πξνθχπηεη απφ ηε ρεκηθή ηνπο δνκή, νη ηέζζεξηο πεληθηιίλεο 

παξνπζηάδνπλ κηθξέο δηαθνξέο ζηε δνκή ηνπο, κε ζπλέπεηα λα κε δηαρσξίδνληαη εχθνια, θαη γηα ην 

ιφγν απηφ λα είλαη απαξαίηεηε ε ρξήζε ηεο βαζκσηήο έθινπζεο. 

Έπεηηα, δνθηκάζηεθε ε αληηθαηάζηαζε ηνπ δηαιχκαηνο νμηθνχ ακκσλίνπ 0,05 M απφ δηάιπκα 

νμηθνχ νμένο CH3COOH 0,1%, απφ πδαηηθφ δηάιπκα κπξκεθηθνχ νμένο HCOOH 0,1% θαη απφ 

πδαηηθφ δηάιπκα ηξηθζνξννμηθνχ νμένο CF3COOH 0,1 % (TFA), κε δηάθνξα πξνγξάκκαηα 

βαζκσηήο έθινπζεο, αιιά θαη ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ηα απνηειέζκαηα ζε φ,ηη αθνξά ζηηο θνξπθέο 

πνπ ειήθζεζαλ θαη ζην δηαρσξηζκφ δελ ήηαλ θαζφινπ ηθαλνπνηεηηθά. Έηζη, ινηπφλ, ε θηλεηή θάζε 

πνπ επηιέρηεθε ήηαλ πδαηηθφ δηάιπκα νμηθνχ νμένο 0,05Μ (pH=7,0)/αθεηνληηξίιην. Με απηφ ην 

εθινπζηηθφ ζχζηεκα πξαγκαηνπνηήζεθαλ αξθεηέο δνθηκέο ζε δηάθνξεο αλαινγίεο φγθσλ θαη κε 

δηάθνξα πξνγξάκκαηα βαζκσηήο έθινπζεο. Οη ελψζεηο εθινχνληαη κε ηελ εμήο ζεηξά: PΔΝG, 

OXA, CLO θαη DICLO, δειαδή απφ ηελ πεξηζζφηεξν πνιηθή ζηε ιηγφηεξν.  

 ΢ηε ζπλέρεηα, έγηλε πξνζπάζεηα βειηίσζεο ηνπ δηαρσξηζκνχ ησλ ελψζεσλ σο πξνο ηελ παξάκεηξν 

ηνπ ρξφλνπ, ρσξίο φκσο λα ειαηηψλεηαη ε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο. Γηα ην ζθνπφ 

απηφ δνθηκάζηεθαλ δηάθνξα πξνγξάκκαηα βαζκσηήο έθινπζεο, αιιάδνληαο είηε ην ρξφλν 

κεηαβνιήο ηνπ πνζνζηνχ ηνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο νμηθνχ ακκσλίνπ 0,05Μ, είηε ηε ξνή ηνπ 
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εθινπζηηθνχ ζπζηήκαηνο, είηε θαη ηνπο δχν παξάγνληεο ηαπηφρξνλα. Σν πξφγξακκα, κε ην νπνίν 

επηηεχρζεθε ν θαιχηεξνο θαη ηαρχηεξνο δηαρσξηζκφο θαη ηειηθά επηιέρζεθε λα ρξεζηκνπνηεζεί 

δίλεηαη ζηνλ πίλαθα 9.1. Ο ζπλνιηθφο ρξφλνο έθινπζεο θαη αλάιπζεο ήηαλ 7,8 min. Ζ δπαδηθή 

θηλεηή θάζε απνηεινχκελε απφ νμηθφ ακκψλην 0,05 Μ θαη αθεηνληηξίιην κεηαβιήζεθε απφ ηελ 

αξρηθή αλαινγία 80:20 (v/v) ζηελ ηειηθή ησλ 40:60 (v/v) . Γηα ην βέιηηζην δηαρσξηζκφ ησλ ελψζεσλ 

θαη ηε κείσζε ηνπ ρξφλνπ αλάιπζεο, ν ξπζκφο ξνήο αθνινπζνχζε έλαλ ζηαδηαθφ ξπζκφ αχμεζεο, 

μεθηλψληαο απφ ηα 1.2 mL/min θαη θζάλνληαο κέρξη ηα 1.3 mL/min ζην έβδνκν ιεπηφ ηηκή ε νπνία 

παξέκελε ζηαζεξή κέρξη θαη ην ηέινο ηνπ δηαρσξηζκνχ ζηα 7,8 min. Πξηλ απφ ηελ έγρπζε ηνπ 

επφκελνπ δείγκαηνο, ε θηλεηή θάζε επαλεξρφηαλ ζηελ αξρηθή ζχζηαζε. Ζ παξαηεξνχκελε πίεζε 

θπκάλζεθε απφ 190   10
5
 Ρa (έλαξμε) έσο 115   10

5
 Ρa (ιήμε). Ο φγθνο έγρπζεο είλαη 20 κL. Οη 

ρξφλνη ζπγθξάηεζεο ήηαλ 4.976 min γηα ηελ PENG, 5.738 min γηα ηελ ΟΥΑ, 6.169 min γηα ηελ 

CLO θαη 6.733 min γηα ηελ DICLO. Σν κήθνο θχκαηνο ξπζκίζηεθε ζηα 265 nm γηα 

παξαθνινχζεζε, ελψ ε πνζνηηθνπνίεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα 290 nm γηα ηελ PENG θαη ζηα 240 

nm γηα ΟΥΑ, CLO θαη DICLO.  

Πίλαθαο 9.1: ΢ύζηαζε ηεο θηλεηήο θάζεο θαη πξόγξακκα βαζκσηήο έθινπζεο γηα ην 

βέιηηζην δηαρσξηζκό ησλ ελώζεσλ 

t (min) 
CH3COONH4 0,05M 

% v/v 

CH3CN 

% v/v 

Ρνή εθινπζηηθνύ 

ζπζηήκαηνο (mL/min) 

0,01 80 20 1,2 

7,00 - - 1,3 

7,8 40 60 1,3 

7,81 80 20 1,2 

 

 

9.2 Υξσκαηνγξαθηθέο ΢πλζήθεο  

΢ηνλ πίλαθα 9.1 δίλνληαη ζπγθεληξσηηθά νη ρξσκαηνγξαθηθέο ζπλζήθεο ηεο κεζφδνπ, νη νπνίεο 

επηιέρζεθαλ ηειηθά πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ν δηαρσξηζκφο ησλ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ ελψζεσλ. 
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Πίλαθαο 9.2: Βέιηηζηεο ρξσκαηνγξαθηθέο ζπλζήθεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ην δηαρσξηζκό ησλ 

ηεζζάξσλ πεληθηιηλώλ 

  

΢ηήιε LiChroCART-LiChrospher®100 RP-18e (5κm, 250 4 mm) Merck 

Δθινπζηηθφ ζχζηεκα CH3COONH4 0,05M (pH=7,00)/ CH3CN 

Αληρλεπηήο DAD κε αλίρλεπζε ζε κήθε θχκαηνο  240 nm θαη 290 nm 

Πίεζε 190   10
5
 Ρa (έλαξμε) έσο 115   10

5
 Ρa (ιήμε) 

Ρνή Απφ 1.2 mL/min (έλαξμε) ζε 1.3 mL/min (7
ν
 ιεπηφ) 

Θεξκνθξαζία ΢ηήιεο πεξηβάιινληνο 

Δηζαγφκελνο φγθνο 20 κL 

 

΢ην ζρήκα 9.1 δίλεηαη απφ έλα ηππηθφ ρξσκαηνγξάθεκα δηαρσξηζκνχ απηψλ ησλ ελψζεσλ ζε έλα 

πξφηππν πδαηηθφ δηάιπκά ηνπο, ζπγθέληξσζεο 10 ng/κL ζηα 290 nm γηα ηελ PENG θαη ζηα 240 nm 

γηα ηελ OXA, ηελ CLOXA θαη ηελ DICLO, ελψ ζηνλ πίλαθα 9.3 δίλνληαη νη ρξφλνη ζπγθξάηεζεο 

ησλ ηεζζάξσλ δηαρσξηδνκέλσλ αληηβηνηηθψλ ελψζεσλ.  

 

 

΢ρήκα 9.1: Υξσκαηνγξάθεκα πξόηππνπ δηαιύκαηνο ησλ ελώζεσλ, ζπγθέληξσζεο 10 ng/κL, ζηα 290 

nm (επάλσ) γηα ηελ PENG θαη ζηα 240 nm (θάησ) γηα ηηο OXA, CLOXA θαη DICLO. 

 

 

 

 

 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 min

0

5
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mAU
280nm,1nm (1.00)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 min

0
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20
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Πίλαθαο 9.3: Υξόλνη ζπγθξάηεζεο ησλ ηεζζάξσλ ελώζεσλ πεληθηιίλεο 

Έλσζε 
Υξόλνο ζπγθξάηεζεο 

(min) 

PENG 4.976 

OXA 5.738 

CLOXA 6.169 

DICLO 6.733 

 

9.3 Τπνινγηζκόο Γηαρσξηζηηθήο Ιθαλόηεηαο 

Ζ δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα R (Resolution) κηαο ζηήιεο είλαη ε ηθαλφηεηα πνπ έρεη ε ζηήιε λα 

δηαρσξίδεη δχν ε πεξηζζφηεξα ζπζηαηηθά θαη εθθξάδεηαη ζηε κνλάδα ζπγθξάηεζεο δηα ηνπ κέζνπ 

εχξνπο ηεο θνξπθήο. Ο ππνινγηζκφο ηεο δηαρσξηζηηθήο ηθαλφηεηαο ησλ θνξπθψλ ησλ 

ρξσκαηνγξαθεκάησλ γίλεηαη κε βάζε ηε ζρέζε: 

 

Όπνπ t1 θαη t2 νη ρξφλνη ζπγθξάηεζεο ησλ ζπγθξηλφκελσλ θνξπθψλ θαη tw1 θαη tw2 ηα εχξε ησλ 

ζπγθξηλφκελσλ θνξπθψλ εθθξαζκέλα ζηε κνλάδα ηνπ ρξφλνπ. Σα δεχγε, πξνέθπςαλ απφ ηε ζεηξά 

έθινπζεο απφ ηε ζηήιε, ζχκθσλα κε ην βέιηηζην πξφγξακκα βαζκσηήο έθινπζεο. Σα 

απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 9.3. 

 

Πίλαθαο 9.3. Γηαρσξηζηηθή ηθαλόηεηα ηνπ εθινπζηηθνύ ζπζηήκαηνο 

Ηεφγθ Ενϊςεων 
Διαχωριςτικι 
Ικανότθτα, Rs 

PENG-OXA 2,0 

OXA-CLO 1,5 

CLOXA-DICLO 2,0 
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9.4 Δμηζώζεηο θακππιώλ αλαθνξάο ησλ πξόηππσλ δηαιπκάησλ 

Γηα ηε ράξαμε θακππιψλ αλαθνξάο ησλ πξνηχπσλ δηαιπκάησλ πνπ αλαθέξνληαη ζηελ παξάγξαθν 

8.4. πξαγκαηνπνηήζεθαλ 3 κεηξήζεηο ζε θάζε επίπεδν ζπγθέληξσζεο. Ζ πνζνηηθή απνηίκεζε ησλ 

απνηειεζκάησλ έγηλε κε βάζε ην εκβαδφλ ηεο θνξπθήο ηεο πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο. Με ηνλ 

ηξφπν απηφ θαηαζθεπάζηεθαλ νη θακπχιεο αλαθνξάο θαη ππνινγίζηεθαλ νη εμηζψζεηο ησλ επζεηψλ 

ησλ ειαρίζησλ ηεηξαγψλσλ κε ηε βνήζεηα ηεο κεζφδνπ ηεο παιηλδξφκεζεο γηα ζηάζκε 

εκπηζηνζχλεο 95%. Οη εμηζψζεηο πνπ πξνέθπςαλ είλαη ηνπ ηχπνπ y = ax+b, φπνπ y o κέζνο φξνο 

(ηξηψλ κεηξήζεσλ) ηνπ εκβαδνχ ηεο θνξπθήο ηεο θάζε πεληθηιίλεο θαη x ε ζπγθέληξσζή ηεο ζε 

ng/mL, a ε θιίζε ηεο επζείαο θαη b ε ηεηαγκέλε επί ηελ αξρή. Ο ζπληειεζηήο πξνζδηνξηζκνχ 

επηιέρζεθε σο κέηξν ηεο γξακκηθφηεηαο. Οη ηηκέο ησλ κεγεζψλ απηψλ, θαζψο θαη ησλ ζπληειεζηψλ 

γξακκηθήο ζπζρέηηζεο δίλνληαη ζηνλ πίλαθα 9.4. 

 

Πίλαθαο 9.4: Δμηζώζεηο Παιηλδξόκεζεο πδαηηθώλ πξνηύπσλ δηαιπκάησλ ησλ ηεζζάξσλ πεληθηιηλώλ. 

Πξνζδηνξηδφκελε Έλσζε ΢ηαηηζηηθά ΢ηνηρεία 
 

r
2
 

PENG Τ= 24376 Υ + 12775 0,9994 

OXA Τ= 25520 Υ – 1127,4 0,999 

CLOXA Τ= 13958 Υ + 6068,7 0,9993 

DICLO Τ= 14710 Υ + 418,45 1 
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10. ΔΛΔΓΥΟ΢ ΑΠΟΓΟ΢Η΢ ΣΗ΢ ΔΚΥΤΛΙ΢Η΢ ΣΧΝ ΜΔ΢ΧΝ FPSE 

10.1 Γηαδηθαζία πξαθαηεξγαζίαο FPSE. 

΢ε απηφ ην ζηάδην ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο, νη δεθαηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο κεκβξάλεο FPSE 

πνπ δίλνληαη ζηνλ πίλαθα 4.3 θαη ζα παξνπζηάζνπλ καδί κε γεληθά θπζηθνρεκηθά ραξαθηεξηζηηθά 

ηνπο θαη ηηο απφιπηεο αλαθηήζεηο ηνπο ζηε ζπλέρεηα, δηεξεπλήζεθαλ θαη δνθηκάζηεθαλ, 

πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί πνην είδνο κεκβξάλεο είλαη πην απνηειεζκαηηθφ ζηελ εθρχιηζε θαη 

ζηελ αθνινπζνχκελε εθξφθεζε ησλ ελψζεσλ πνπ εμεηάδνληαη. Απηέο νη κεκβξάλεο θάιπςαλ έλα 

επξχ θάζκα πνιηθφηεηαο. Δθαξκφζηεθε αθξηβψο ε ίδηα αιιεινπρία ζηαδίσλ FPSE γηα λα ππάξρεη ε 

δπλαηφηεηα ζχγθξηζεο ησλ απνηειεζκάησλ ρσξίο πηζαλφηεηα εζθαικέλσλ εθηηκήζεσλ. Ζ 

δηαδηθαζία αθνξά πδαηηθά δηαιχκαηα ηνπ πξφηππνπ κίγκαηνο ησλ ηεζζάξσλ πεληθηιηλψλ ζε 

ζπγθέληξσζε 10 ng/κL. Όια ηα παλάθηα FPSE θφβνληαη ζε δηαζηάζεηο 1.5 cm × 1 cm ζπλνιηθνχ 

εκβαδνχ 1.5 cm
2
. Σν πξσηφθνιιν FPSE πνπ εθαξκφζηεθε πεξηιακβάλεη ηα έμεο ζηάδηα: 

 

 Δλεξγνπνίεζε θαη θαζαξηζκόο FPSE: 

 ΢ε θηαιίδην πξνζηίζεληαη 2 mL δηαιχκαηνο ACN/MeOH ζε αλαινγία φγθσλ 1:1. Σν θάζε 

πθαζκάηηλν κέζν FPSE εκβαπηίζηεθε ζην κίγκα ησλ δηαιπηψλ γηα 5 min. Με απηφ ηνλ ηξφπν 

θαζαξίδεηαη ην κέζν απφ πηζαλά αλεπηζχκεηα ππνιείκκαηα νπζηψλ θαη ελεξγνπνηνχληαη νη 

επηθαλεηαθέο νκάδεο. 

 ΢ε δεχηεξν θηαιίδην πξνζηέζεθαλ 2 mL απηνληζκέλν λεξφ. Σν πθαζκάηηλν κέζν αθέζεθε ζην 

λεξφ γηα 5 min. Καη’ απηφλ ηνλ ηξφπν, απνκαθξχλνληαη ηα ππνιείκκαηα νξγαληθψλ δηαιπηψλ 

θαη ην κέζν είλαη έηνηκν γηα ην θχξην ζηάδην ηεο δηαδηθαζίαο, απηφ ηεο εθρχιηζεο.  

 

΢ρήκα 9.1: ΢ηάδην ελεξγνπνίεζεο θαη θαζαξηζκνύ FPSE. 

΢ηάδην εθρύιηζεο ή πξόζξνθεζεο: 

 ΢ε ηξίην θηαιίδην πξνζηέζεθαλ 500 κL πξφηππνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο ησλ εμεηαδφκελσλ 

ελψζεσλ ζπγθέληξσζεο 10 ng/κL, ζην νπνίν πξνζηέζεθαλ 500 κL απηνληζκέλνπ λεξνχ, ψζηε ν 

ηειηθφο φγθνο ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ζηαδίνπ λα είλαη 1 mL. Σν παλάθη εκβαπηίζηεθε ζην δείγκα 
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θαη ηνπνζεηήζεθε ζε καγλεηηθφ αλαδεπηήξα ζε κέγηζηε ηαρχηεηα αλάδεπζεο γηα 20 min ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ΢ε απηφ ην ζηάδην ιακβάλεη ρψξα ε εθρχιηζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ελψζεσλ κέζσ ηεο αλάπηπμεο δηακνξηαθψλ αιιειεπηδξάζεσλ θαη δεζκψλ. 

Έθινπζε – Δθξόθεζε: 

 ΢ε ηέηαξην θηαιίδην, πξνζηίζεληαη 500 κL ACN. Σν χθαζκα αθήλεηαη ζηνλ νξγαληθφ δηαιχηε 

έθινπζεο  γηα 10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 

Σέινο, θάζε δνθηκαζκέλν κέζν FPSE, ην νπνίν κπνξεί λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί πνιιέο θνξέο ρσξίο 

κείσζε ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο πξνζξφθεζεο θαη εθρχιηζεο, πιέλεηαη κε ην θαηάιιειν ζχζηεκα 

νξγαληθνχ δηαιχηε, ην νπνίν είλαη 2 mL δηαιχκαηνο ACN/MeOH ζε αλαινγία φγθσλ 1:1. Καηφπηλ 

αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη θαη απνζεθεχεηαη ζε γπάιηλν αεξνζηεγέο δνρείν.  

΢ην ηέινο θάζε δηαδηθαζίαο δνθηκήο θαη ειέγρνπ ηεο απφδνζεο εθρχιηζεο ησλ κέζσλ αθνινπζεί 

ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε, κε ηε δηαδηθαζία ηνπ πεξηγξάθεθε ζην πξνεγνχκελν θεθάιαην. 

 

10.2 Δπηινγή ηνπ θαηαιιειόηεξνπ κέζνπ FPSE 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, έλαο πνιχ θαζνξηζηηθφο παξάγνληαο ηεο δηαδηθαζίαο FPSE είλαη νη 

δηακνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο, νη νπνίεο εμαξηψληαη απφ ηελ πνιηθφηεηα ηφζν ησλ αληηβηνηηθψλ 

πεληθηιίλεο, φζν θαη ηνπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ θαη ζπλεπψο ηνπ κέζνπ FPSE. Σα ζηνρεπφκελα 

αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο ήηαλ πςειήο έσο κέζεο πνιηθφηεηαο, φπσο θαζνξίζηεθαλ απφ ηηο ηηκέο 

logKow ηνπο, νη νπνίεο είλαη 1,83 γηα βελδπιν-πεληθηιίλε, 2,38 γηα ηελ oμαθηιίλε, 2,44 γηα ηελ 

θινμαθηιιίλε θαη 2,91 γηα ηελ δηθινμαθηιίλε.[53-54] ΢πλεπψο, ε πνιηθφηεηα ηνπ πξνζξνθεηηθνχ 

θαη άξα ηνπ κέζνπ αλακέλεηαη λα είλαη απφ κεζαία έσο πςειή. 

Ωζηφζν, ε ηειηθή επηινγή ηνπ θαηαιιειφηεξνπ κέζνπ επηθαζνξίζηεθε απφ ηα πεηξακαηηθά 

δεδνκέλα. Καηά ηε δηάξθεηα απηνχ ηνπ ζηαδίνπ, δνθηκάζηεθαλ 15 δηαθνξεηηθά πθαζκάηηλα κέζα 

FPSE, ηα νπνία παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 10.1. Όιεο νη επηθαιχςεηο κε πξνζξνθεηηθφ πιηθφ 

παξαζθεπάζηεθαλ κε ηε κέζνδν επηθάιπςεο sol-gel είηε ζε χθαζκα πδξφθηιεο θεινπιφδεο, είηε ζε 

χθαζκα πδξφθνβνπ πνιπεζηέξα.  

Σν θαζνξηζηηθφ θξηηήξην ήηαλ ε απφιπηε αλάθηεζε ησλ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο, ε 

νπνία ππνινγίζηεθε κε νινθιήξσζε ησλ θνξπθψλ ησλ ηεζζάξσλ ελψζεσλ θαηφπηλ ηεο αλσηέξσ 

πεξηγξαθφκελεο δηαδηθαζίαο FPSE θαη ζχγθξηζεο ηνπ εκβαδνχ απηνχ κε ην εκβαδφλ ησλ θνξπθψλ 

πνπ πξνθχπηνπλ κεηά απφ ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε πξφηππνπ δείγκαηνο ησλ ελψζεσλ ζε 

ζπγθέληξσζε 10 ng/κL. Σν απνηέιεζκα εθθξάδεηαη σο πνζνζηφ επί ηνηο εθαηφ. Γειαδή: 
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Απφιπηε αλάθηεζε (Absolute recovery)=100    
                             

                                   
 

 

Σα δεδνκέλα, φπσο παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 10.1 έδεημαλ φηη ην PΣΖF FPSE κέζν κε 

ππφζηξσκα χθαζκα πδξφθηιεο θεινπιφδεο, ην νπνίν είλαη κέζν FPSE κέζεο πνιηθφηεηαο, ήηαλ ε 

θαηάιιειε ζπζθεπή κηθξνεθρχιηζεο, θαζψο απέδσζε ηηο πςειφηεξεο ηηκέο απφιπηεο αλάθηεζεο θαη 

γηα ηηο ηέζζεξηο ελψζεηο. Ωο εθ ηνχηνπ, ρξεζηκνπνηήζεθε γηα πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε θαη 

βειηηζηνπνίεζε ηεο κεζφδνπ FPSE αλαθνξηθά κε ηηο εμεηαδφκελεο ζπλζήθεο ζηελ ηξέρνπζα κειέηε, 

θπζηθά  θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο. 

 

Πίλαθαο 10.1: Μεκβξάλεο FPSE θαη απόιπηεο αλαθηήζεηο κε πξόηππν κίγκα 10 ng/κL. 

Sol-gel 
Επικάλυψθ 

Ποςότθτα 
προςροφθτικοφ 

(mg/cm²) 

Τφαςμάτινο 
υπόςτρωμα 

Πολικότθτα Απόλυτθ Ανάκτθςθ Ενϊςεων 

      PENG OXA CLOXA DICLO 

PDMDPS 5,02 Κελουλόηθ Μθ πολικό 9.9 1.2 3.6 4.2 

PDMDPS 1,93 Πολυεςτζρασ Μθ πολικό 0.5 1.1 1.5 1.8 

C18 2,4 Κελουλόηθ Μθ πολικό 4.9 1.6 3.5 3.8 

PDMS 4,56 Κελουλόηθ Μθ πολικό 1.3 0.9 2.2 2.2 

PDMS - Πολυεςτζρασ Μθ πολικό 0 1.3 3.5 2.9 

PTHF 3,96 Κελουλόηθ Μζτρια πολικό 10.8 39.2 52.2 65.5 

PEO-PPO-PEO 5,68 Κελουλόηθ Πολικό 3.1 2.1 7.8 13.4 

PEG-PPG-PEG 5,68 Κελουλόηθ Πολικό 7.6 9.4 15.41 25.9 

CHITOSAN Υπό ανάπτυξθ Κελουλόηθ - 2.2 36.7 42.3 58.6 

PDPS - Κελουλόηθ Μθ πολικό 10.9 1.1 2.5 3.7 

PDPS - Πολυεςτζρασ Μθ πολικό 0.6 0.7 1.7 1.6 

PCAP-DMS-CAP 6.14 Κελουλόηθ Μθ πολικό 7.5 0.8 1.6 3.6 

PCAP-DMS-CAP - Πολυεςτζρασ Μθ πολικό 0 0.5 0.7 1.8 

C8 2.32 Κελουλόηθ Μθ πολικό 12.1 4.9 6.3 5.9 

Negatively 
Charged 

- Κελουλόηθ Πολφ πολικό 1.8 1.6 3.2 3.4 

 

Απηφ ην κέζν εθρχιηζεο FPSE κέζεο πνιηθφηεηαο, έρεη ρξεζηκνπνηεζεί επαλεηιεκκέλσο  γηα ηελ 

ηαπηφρξνλε εθρχιηζε θαη πξνδηνξηζκφ δηαθφξσλ αλαιπηψλ, φπσο γηα παξάδεηγκα:  

νηζηξνγφλα απφ ην έδαθνο θαη ην λεξφ πνηακνχ, ζε πφζηκν λεξφ, λνζνθνκεηαθά ιχκαηα θαη νχξα 

[55], αιθπινθαηλφιεο απφ ηα ππφγεηα χδαηα θιπ.[56], νη ζηεξνεηδείο νξκφλεο, ηα αλδξνγφλα θαη ηα 

πξνγεζηαγφλα απφ ηα ιχκαηα ησλ λνζνθνκείσλ, ην λεξφ ηεο βξχζεο θαη ηα νχξα [57], ηα ηφληα 

βαξέσλ κεηάιισλ απφ βηνκεραληθά χδαηα θ.ιπ. [58-59] θαη κε πηεηηθά πξφζζεηα ζε ηξφθηκα [60]. 
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11. ΒΔΛΣΙ΢ΣΟΠΟΙΗ΢Η ΓΙΑΓΙΚΑ΢ΊΑ΢ FPSE 

11.1 Παξάγνληεο πξνο βειηηζηνπνίεζε θαη δηεξεύλεζε 

Δθφζνλ ε κεκβξάλε PTHF έδεημε ηελ θαιχηεξε επαηζζεζία θαη απνηειεζκαηηθφηεηα ζηελ εθρχιηζε 

ησλ ηεζζάξσλ πεληθηιηλψλ, φπσο απνδείρζεθε εθηηκψληαο ηηο ηηκέο απφιπηεο αλάθηεζεο, 

επηιέρζεθε γηα πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε θαη βειηηζηνπνίεζε. Πξνθεηκέλνπ λα κεγηζηνπνηεζεί ε 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο ηνπ κέζνπ PTHF FPSE, εθηηκήζεθαλ θαη βειηηζηνπνηήζεθαλ 

αξθεηνί παξάγνληεο πνπ κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ηελ απφδνζε ηεο εθρχιηζεο, ζπκπεξηιακ-

βαλνκέλνπ (α) ηνπ δηαιχηε εθξφθεζεο/έθινπζεο, (β) ηνπ ρξφλνπ έθινπζεο, (γ) ηεο εθαξκνγήο 

αλάδεπζεο θαηά ηελ έθινπζε (δ) ην ρξφλν εθρχιηζεο/πξνζξφθεζεο, (ε) θαη ηελ ηαρχηεηα αλάδεπζεο 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθρχιηζεο. Μεηά ηε βειηηζηνπνίεζε ησλ παξακέηξσλ απηψλ, ε κέζνδνο 

πξνθαηεξγαζίαο εθαξκφζηεθε ζε δείγκαηα νξνχ αίκαηνο, θάηη πνπ πεξηγξάθεηαη εθηελψο ζην 

θεθάιαην 12. Να ζεκεησζεί πσο ην πξσηφθνιιν ηεο δηαδηθαζίαο FPSE, ην νπνίν βειηηζηνπνηήζεθε 

θαη ηξνπνπνηήζεθε είλαη απηφ πνπ πεξηγξάθεθε ζην ππνθεθάιαην 10.1. Σα πεηξάκαηα 

βειηηζηνπνίεζεο δηεμήρζεζαλ ρξεζηκνπνηψληαο πξφηππν πδαηηθφ κίγκα ησλ κειεηψκελσλ ελψζεσλ 

ζε ζπγθέληξσζε 10 ng/κL. 

 

11.2  Δπίδξαζε ηνπ δηαιύηε έθινπζεο / εθξόθεζεο 

Δμαηηίαο ησλ δηαθνξψλ πνιηθφηεηαο κεηαμχ ησλ επηιεγκέλσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο (logKow 

1.83-2.91), έπξεπε λα δηεξεπλεζεί θαη κε βάζε πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα λα επηιεγεί ν θαηάιιεινο 

δηαιχηεο ή ην θαηάιιειν ζχζηεκα δηαιπηψλ γηα ηελ έθινπζε ησλ νπζηψλ θαηά ην ηειεπηαίν ζηάδην 

ηεο δηαδηθαζίαο FPSE. Ωο θξηηήξην επηινγήο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηηκέο απφιπηεο αλάθηεζεο ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ. Λακβάλνληαο ππφςε ηα πξναλαθεξζέληα, 500 κL δηαθφξσλ δηαιπηψλ 

ή κηγκάησλ δηαιπηψλ, φπσο αθεηνληηξίιην (ACN) (ζρεηηθή πνιηθφηεηα 0,46), κεζαλφιε (MeOH) 

(ζρεηηθή πνιηθφηεηα 0,762), κίγκα κεζαλφιεο-αθεηνληηξηιίνπ (MeOH:ACN) (50:50 v/v) θαη άιινη 

ζπλδπαζκνί δηαιπηψλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ έθινπζε ησλ ηεζζάξσλ επηιεγκέλσλ αληηβηνηηθψλ 

πεληθηιίλεο απφ ην κέζν εθρχιηζεο πνπ επηιέρζεθε. Όια ηα κίγκαηα πνπ δνθηκάζηεθαλ θαη νη 

πξνθχπηνπζεο ηηκέο αλάθηεζεο παξνπζηάδνληαη θαη αλαπαξηζηψληαη γξαθηθά ζην ζρήκα 11.1. Ζ 

PENG θαίλεηαη λα έρεη δηαθνξεηηθή ρεκηθή ζπκπεξηθνξά απφ ηα άιια ηξία αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο. 

Έλα κίγκα δηαιπηψλ απνηεινχκελν απφ 90% ΑCΝ: 10% νμηθφ ακκψλην απνδείρζεθε φηη είλαη πην 

απνηειεζκαηηθφ θαηά κέζν φξν γηα ηηο ηέζζεξηο ελψζεηο σο εθινπζηηθφ ζχζηεκα απφ ην κέζν 
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PTHF. Απφ εδψ θαη ζην εμήο, απηφ ην ζχζηεκα δηαιπηψλ ζεσξείηαη σο βέιηηζην θαη γηα ηηο ηέζζεξηο 

ελψζεηο σο ζχλνιν θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα έθινπζε ζε φια ηα επαθφινπζα πεηξάκαηα.  

 

 

΢ρήκα 11.1: Απνηειέζκαηα βειηηζηνπνίεζεο σο πξνο ην δηαιύηε έθινπζεο 

 

11.3  Βειηηζηνπνίεζε ηνπ ρξόλνπ έθινπζεο / εθξόθεζεο 

Σέζζεξηο ρξφλνη εθινπζεο, ηα 5 min, ηα 10 min, ηα 15 min θαη ηα 20 min δηεξεπλήζεθαλ κε ην 

επηιερζέλ κίγκα. Όπσο απεηθνλίδεηαη ζην ζρήκα 11.2, ν ρξφλνο έθινπζεο ησλ 10 min βξέζεθε λα 

απνδίδεη θαηά κέζνλ φξν ηε κέγηζηε αλάθηεζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ απφ ηε κεκβξάλε 

FPSE θαη ρξεζηκνπνηήζεθε σο ν βέιηηζηνο ρξφλνο εθξφθεζεο ζε φια ηα επαθφινπζα πεηξάκαηα. 

Να ζεκεησζεί πσο θαη ζε απηή ηε δηαδηθαζία βειηηζηνπνίεζεο, ε βελδπινπεληθηιίλε παξνπζίαζε 

δηαθνξεηηθή ηάζε απφ ηηο ππφινηπεο ηξεηο ελψζεηο.  

 

 

 

ACΝ MeOH
50:50 

(ΑCΝ:MeOH) 
30:70 

(ΑCΝ:MeOH) 
70:30 (ΑCΝ: 
CH₃COONH₄) 

70:30            
(ΑCΝ:TFA) 

80:20 (ΑCΝ: 
CH₃COONH₄) 

90:10 (ΑCΝ: 
CH₃COONH₄) 

PENG 13,3 1,5 13,9 11,8 31,2 32,4 32,7 22,5

OXA 32,6 35,8 24,4 24,4 20,5 18,6 17,3 37,8

CLOXA 44,3 44,2 35,7 36,2 33,2 30,3 27,01 46,6

DICLO 52,7 55,9 45,8 49,2 47,3 43,9 36,8 52,1

0

10

20

30

40

50

60

70

%
 Α

Π
Ο

Λ
Τ

ΣΘ
 Α

Ν
Α

Κ
ΣΘ

΢Θ
 

PENG OXA CLOXA DICLO



 
 

83 

 

΢ρήκα 11.2: Γνθηκέο επηινγήο ηνπ βέιηηζηνπ ρξόλνπ έθινπζεο 

 

11.4  Δπίδξαζε ηεο αλάδεπζεο θαηά ηελ έθινπζε / εθξόθεζε 

Σα απνηειέζκαηα απηψλ ησλ δνθηκψλ παξνπζηάδνληαη ζην ζρήκα 11.3 αλαθνξηθά κε ηηο απφιπηεο 

αλαθηήζεηο ησλ εμεηαδφκελσλ ελψζεσλ. Όπσο θαίλεηαη, ε αλάδεπζε θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

δηαδηθαζίαο έθινπζεο απνδείρζεθε φηη δελ έρεη θάπνηα αμηνζεκείσηε επίδξαζε ζηηο ηηκέο 

αλάθηεζεο, πηζαλφηαηα ιφγσ ηνπ πνιχ κηθξνχ φγθνπ νξγαληθνχ δηαιχηε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαηά 

ηε δηάξθεηα ηνπ ζηαδίνπ απηνχ, ζε ζπλδπαζκφ βεβαίσο κε ηελ ηζρπξή ηξηρνεηδή δξάζε πνπ 

πξνθαιείηαη απφ ην ππφζηξσκα ηνπ κέζνπ FPSE. ΢πκπεξαζκαηηθά, ε καγλεηηθή αλάδεπζε θξίζεθε  

νπζηαζηηθά κε πξαθηηθή θαη ζπλεπψο δε ρξεζηκνπνηήζεθε ζην ζηάδην ηεο έθινπζεο ζε φια ηα 

επαθφινπζα πεηξάκαηα. 

 

 

 

 

 

 

 

5 min 10 min 15 min 20 min

PENG 11,5 22,5 34,8 23,8

OXA 19,5 37,8 15,3 6,3

CLOXA 22,7 46,6 26,1 12,2

DICLO 26,8 52,1 38,7 21,3
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΢ρήκα 11.3: Έιεγρνο εθαξκνγήο αλάδεπζεο θαηά ηελ έθινπζε. 

 

 11.5 Βειηηζηνπνίεζε ηνπ ρξόλνπ εθρύιηζεο ηζνξξνπίαο ππό ζπλερή καγλεηηθή 

αλάδεπζε 

Ο ρξφλνο εθρχιηζεο είλαη έλαο απφ ηνπο ζεκαληηθφηεξνπο παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ απφδνζε 

ηεο εθρχιηζεο θαη ζπλεπψο ηελ απνδνηηθφηεηα θαη απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο ηερληθήο 

πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο. Ζ επίδξαζε ηνπ ρξφλνπ εθρχιηζεο ζηα εμεηαδφκελα αληηβηνηηθά 

πεληθηιίλεο δηεξεπλήζεθε γηα ηξία ρξνληθά δηαζηήκαηα, ησλ 15 min, ησλ 20 min θαη ησλ 25 min. Σα 

πεηξακαηηθά δεδνκέλα πνπ απεηθνλίδνληαη ζην ζρήκα 11.4 θαη ζηνλ πίλαθα 11.1 θαηαδεηθλχνπλ φηη 

νη ηηκέο απφιπησλ αλαθηήζεσλ γηα ηελ νμαθηιίλε, ηελ θινμαθηιίλε θαη ηε δηθινμαθηιίλε απμάλνληαη 

κε αχμεζε ηνπ ρξφλνπ ηνπ ζηαδίνπ ηεο εθρχιηζεο, δειαδή κε αχμεζε ηνπ ρξφλνπ έθζεζε ηνπ κέζνπ 

FPSE ζην δηάιπκα, ην νπνίν πεξηέρεη ηηο ελψζεηο. Γηα αθφκε κία θνξά, ε βέλδπινπεληθηιηλε 

εκθαλίδεη δηαθνξεηηθή ηάζε. Λακβάλνληαο φια απηά ππφςε, ην ρξνληθφ δηάζηεκα ησλ 25 min 

ζεσξήζεθε θαηά κέζν φξν σο ν πιένλ θαηάιιεινο ρξφλνο εθρχιηζεο θαη επνκέλσο 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά ηα επφκελα πεηξάκαηα. 

 

 

 

 

350 rpm 150 rpm Υσξίο αλάδεπζε 

PENG 22,4 29,1 22,5

OXA 37,1 29,8 37,8

CLOXA 46,4 34,3 46,6

DICLO 56,4 51,3 53,1
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Πίλαθαο 11.1: Απνηειέζκαηα ηηκώλ απόιπησλ αλαθηήζεσλ κεηά από δνθηκέο βειηηζηνπνίεζεο ηνπ 

ρξόλνπ εθρύιηζεο  

  % Απόλυτθ Ανάκτθςθ  

χρόνοσ (min) PENG OXA CLOXA DICLO 

15 45,6 18,5 29,6 54,1 

20 22,5 37,8 46,6 53,1 

25 21,3 42,1 49,8 60,1 

 

΢ρήκα 11.4: Γηάγξακκα απεηθόληζεο ησλ δνθηκώλ βειηηζηνπνίεζεο ηνπ ρξόλνπ εθρύιηζεο. ΢ρέζε 

ρξόλνπ εθρύιηζεο θαη ηηκώλ απόιπησλ αλαθηήζεσλ ησλ ηεζζάξσλ ελώζεσλ. 

 

 

11.6  Μειέηε ηεο επίδξαζεο ηεο ηαρύηεηαο αλάδεπζεο θαηά ην ζηάδην ηεο εθρύιηζεο 

ππό ζπλερή καγλεηηθή αλάδεπζε  

Όπσο είλαη γλσζηφ θαη έρεη αλαθεξζεί ζηελ ελφηεηα 4, κε βάζε ηελ θηλεηηθή ζεσξία ηεο εθρχιηζεο 

ηζνξξνπίαο, αχμεζε ηεο δηάρπζεο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ ηνπ δείγκαηνο απμάλεη ηελ 

ηαρχηεηα κεηαθνξάο ηεο κάδαο κεηαμχ δείγκαηνο θαη πξνζξνθεηηθνχ (πθαζκάηηλν κέζν PTHF) ζηε 

θάζε ηεο εθρχιηζεο θαη κεηψλεη ηνλ απαηηνχκελν ρξφλν γηα ηελ επίηεπμε ηζνξξνπίαο, απμάλνληαο 

ζεκαληηθά ηε ζπλνιηθή θηλεηηθή ηεο εθρχιηζεο. Δπνκέλσο, αλακέλεηαη ε πςειφηεξε ηαρχηεηα 

αλάδεπζεο λα νδεγεί ζε πςειφηεξεο ηηκέο αλάθηεζεο θαη άξα ζε θαιχηεξε θαη πην απνδνηηθή 

εθρχιηζε ηελ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ. Γχν δηαθνξεηηθέο ηαρχηεηεο αλάδεπζεο, ε πνιχ γξήγνξε 

κε ηαρχηεηα 350 rpm θαη ε κέηξηα ζηα 150 rpm, κειεηήζεθαλ γηα λα πξνζδηνξηζηεί ε επίδξαζε ηεο 

αλάδεπζεο ζηελ επαηζζεζία εθρχιηζεο. Απνδείρζεθε πσο ε επαηζζεζία εθρχιηζεο ησλ OXA, 
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CLOXA θαη DICLO είλαη πςειφηεξε, κε ηε κεγαιχηεξε ηαρχηεηα αλάδεπζεο. Ωζηφζν, ε ηαρχηεηα 

αλάδεπζεο είρε ηελ αληίζεηε επίδξαζε ζηε PENG. Σα απνηειέζκαηα ηεο δνθηκήο απηήο 

παξνπζηάδνληαη ζην ζρήκα 11.5. Με βάζε ηα ιεθζέληα απνηειέζκαηα, ε ηαρχηεηα αλάδεπζεο ησλ 

350 rpm επηιέρζεθε σο βέιηηζηε. 

 

 

΢ρήκα 11.5: Δπίδξαζε ηαρύηεηαο καγλεηηθήο αλάδεπζεο 

 

11.7  Σειηθό βειηηζηνπνηεκέλν πξσηόθνιιν πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο FPSE 

Δλ θαηαθιείδη, πξαγκαηνπνηήζεθε βειηηζηνπνίεζε ηνπ αξρηθνχ πξσηνθφιινπ, φπσο απηφ 

παξνπζηάζηεθε ζηελ ελφηεηα 10.1 σο πξνο ζπγθεθξηκέλνπο παξάγνληεο πνπ αλακθηζβήηεηα 

επηδξνχλ θαη θαζνξίδνπλ ηελ απνδνηηθφηεηα ηεο κηθξνεθρχιηζεο θαη ζπλεπψο θαζνξίδνπλ φιεο ηηο 

αλαιπηηθέο παξακέηξνπο ηεο αλαπηπζζφκελεο κεζφδνπ. Απηνί νη παξάγνληεο είλαη: 

(α) ην είδνο ηνπ δηαιχηε εθξφθεζεο/έθινπζεο, (β) ν ρξφλνο έθινπζεο, (γ) ε εθαξκνγή αλάδεπζεο 

θαηά ηελ έθινπζε (δ) ν ρξφλνο εθρχιηζεο/πξνζξφθεζεο, (ε) θαη ε ηαρχηεηα αλάδεπζεο θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο εθρχιηζεο. ΢ηνλ πίλαθα 11.2 δίλνληαη ηα ζπγθεληξσηηθά απνηειέζκαηα ηεο δηαδηθαζίαο 

βειηηζηνπνίεζεο ηνπ πξσηνθφιινπ ηεο ηερληθήο πξνθαηεξγαζίαο FPSE, ζε ζχγθξηζε κε ην αξρηθφ 

πξσηφθνιιν, θαζψο επίζεο θαη ηηο αξρηθέο ηηκέο ησλ εμεηαδφκελσλ παξακέηξσλ. 

 

 

 



 
 

87 

Πίλαθαο 11.2: ΢πγθεληξσηηθόο πίλαθαο δηαδηθαζίαο βειηηζηνπνίεζεο ησλ ζηαδίσλ ηεο ηερληθήο 

πξνθαηεξγαζίαο FPSE. 

 Αξρηθό 

Πξσηόθνιιν 
Δμεηαδόκελεο παξάκεηξνη 

Βειηηζηνπνηεκέλν 

Πξσηόθνιιν 

Γηαιύηεο έθινπζεο ΑCN 
8 ζπζηήκαηα δηαιπηψλ 

(ζρήκα 11.1) 

90:10 (v/v) 

ΑCN:CH3COONH4 

Υξόλνο έθινπζεο 10 min 
5 min, 10 min,  

15 min, 20 min 
10 min 

Δθαξκνγή αλάδεπζεο θαηά 

ηελ έθινπζε 
Όρη Όρη, 150 rpm, 350 rpm Όρη 

Υξόλνο 

εθρύιηζεο/πξνζξόθεζεο 
20 min 15 min, 20 min, 25 min 25 min 

Σαρύηεηα αλάδεπζεο θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο εθρύιηζεο. 

 

350 rpm 350 rpm, 150 rpm 350 rpm 
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12. ΔΦΑΡΜΟΓΗ ΣΗ΢ ΜΔΘΟΓΟΤ ΢ΣΟΝ ΠΡΟ΢ΓΙΟΡΙ΢ΜΟ ΣΧΝ ΣΔ΢΢ΑΡΧΝ 

ΑΝΣΙΒΙΟΣΙΚΧΝ ΠΔΝΙΚΙΛΙΝΗ΢ ΢Δ ΑΝΘΡΧΠΙΝΟ ΟΡΟ ΑΙΜΑΣΟ΢ 

12.1.  Γηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο νξνύ αλζξώπηλνπ αίκαηνο κε ηελ ηερληθή 

ηεο FPSE 

Σα βήκαηα ηεο δηαδηθαζίαο απνξξένπλ απφ ην πξσηφθνιιν πνπ πεξηγξάθεθε ζηελ ελφηεηα 10.1, 

αθνχ ιήθζεθαλ ππφςε ηα απνηειέζκαηα ηεο δηαδηθαζίαο βειηηζηνπνίεζεο θαη ελζσκαηψζεθαλ ζην 

αξρηθφ πξσηφθνιιν. Δπίζεο, ιακβάλεη ρψξα αληηθαηάζηαζε ηνπ απηνληζκέλνπ λεξνχ κε δείγκα 

νξνχ αίκαηνο θαη ε ζπλνιηθή δηαδηθαζία πξνρσξάεη σο εμήο:  

Πξηλ απφ ηε θάζε εθρχιηζεο, ην κέζν PTHF FPSE κε επηθάλεηα 1,5 cm
2
 ζηελ θάζε πιεπξά (1,5 cm 

  1 cm) εκβαπηίζζεθε ζε 2 mL δηαιχκαηνο αθεηνληηξηιίνπ:κεζαλφιεο (50:50 v/v) γηα 5 min γηα λα 

απνκαθξπλζνχλ ηπρφλ αλεπηζχκεηα θαηάινηπα πνπ κπνξεί λα έρνπλ επηθαζίζεη ζηελ επηθάλεηά ηνπ 

θαηά ηελ απνζήθεπζε ησλ κεκβξαλψλ PTHF FPSE θαη γηα λα ελεξγνπνηεζνχλ. Ο ρεηξηζκφο ησλ 

πθαζκάηηλσλ κέζσλ γίλεηαη κε ηε ρξήζε θαζαξήο ιαβίδαο, πξνθεηκέλνπ λα απνθεπρζεί ε 

επηκφιπλζε απφ ηελ επαθή κε ηα ρέξηα ή κε κνιπζκέλε επηθάλεηα. Γελ θξίζεθε απαξαίηεηε ε 

αλαθίλεζε, ε πεξηδίλεζε ή ε αλάδεπζε, θαζψο ην κίγκα νξγαληθψλ δηαιπηψλ κπνξεί εχθνια λα 

δηαρέεηαη ζηελ επίζηξσζε ηνπ πνξψδνπο sol-gel πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ θαη ζην δηαπεξαηφ 

ππφζηξσκα πθάζκαηνο θεινπιφδεο. Ζ θαζαξή κεκβξάλε FPSE ζηε ζπλέρεηα εκβαπηίζηεθε ζε 2 mL 

απηνληζκέλνπ λεξφ γηα άιια 5 min, γηα λα απνκαθξπλζνχλ φια ηα ππνιείκκαηα νξγαληθψλ 

δηαιπηψλ.  

΢ηε ζπλέρεηα, ζε άιιν φκνην γπάιηλν θηαιίδην κεηαθέξνληαη 50 κL νξνχ αλζξψπηλνπ αίκαηνο, 450 

κL απηνληζκέλνπ λεξνχ θαη 500 κL πξφηππνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο πνπ πεξηείρε ηα ηέζζεξα 

αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο Βελδπιν-πεληθηιίλε, Ομαθηιίλε, Κινμαθηιίλε θαη Γηθινμαθηιίλε ζε 

ζπγθέληξσζε 10 ng/κL γηα ηελ θάζε κία έλσζε. Μία κηθξή θαζαξή καγλεηηθή ξάβδνο αλάδεπζεο 

επηθαιπκκέλε κε Teflon εηζήρζε εληφο ηνπ θηαιηδίνπ, ην νπνίν ηνπνζεηείηαη ζε καγλεηηθφ 

αλαδεπηήξα, ν νπνίνο ξπζκίζηεθε ζηα 350 rpm (πςειφηεξε ηαρχηεηα) γηα λα εμαζθαιηζηεί ε 

αλαγθαία δηάρπζε ησλ αλαιπηψλ κέζα ζην δείγκα γηα 25 min. Απηφ ήηαλ ην ζηάδην ηεο εθρχιηζεο-

πξνζξφθεζεο. 

Έπεηηα, γηα ην ζηάδην ηεο έθινπζεο, ε κεκβξάλε PTHF FPSE ζηελ νπνία έρνπλ πξνζξνθεζεί νη 

πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο, εηζήρζε ζε θαζαξφ θηαιίδην κε 500 κL κίγκαηνο 90:10 v/v 

ΑCN:CH3COONH4 θαη ε έθινπζε αθήλεηαη λα δηαξθέζεη 10 min ρσξίο καγλεηηθή αλάδεπζε. 

Σέινο, ην έθινπζκα κπνξεί λα εγρπζεί απεπζείαο ζην ζχζηεκα HPLC γηα ρξσκαηνγξαθηθή 

αλάιπζε. Δάλ θξηζεί απαξαίηεην, ην έθινπζκα κπνξεί λα δηεζεζεί πξηλ απφ ηελ εηζαγσγή ζην 

ζχζηεκα HPLC γηα λα απνκαθξπλζνχλ ηπρφλ ζσκαηηδηαθά θαη ζηεξεά ππνιείκκαηα (πξσηεΐλεο).  



 
 

89 

Δλαιιαθηηθά, γηα επίηεπμε κεγαιχηεξνπ βαζκνχ πξνζπγθέληξσζεο δηνρεηεχεηαη κε πηπέηα ζε 

θηαιίδην Eppendorf θαη θπγνθεληξείηαη γηα 15 min, ελψ ζε απηή ηελ πεξίπησζε αθνινπζεί εμάηκηζε 

κέρξη μεξνχ ππφ ξεχκα αδψηνπ θαη αλαζχζηαζε ηνπ δείγκαηνο ρξεζηκνπνηψληαο κηθξφηεξν φγθν 

αθεηνληηξηιίνπ (π.ρ. 50 κL). Όπσο απνδείρζεθε απφ ηα απνηειέζκαηα ησλ δνθηκψλ, απηφ ην βήκα 

δελ ήηαλ απαξαίηεην γηα ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα θαη ηελ απφδνζε ηεο κεζφδνπ πνπ αλαπηχρζεθε 

ζε απηή ηελ εξγαζία θαη επνκέλσο δε ζπκπεξηιήθζεθε ζηε ξνή εξγαζίαο ηεο δηαδηθαζίαο 

πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο. Ζ απφξξηςε απηνχ ηνπ ρξνλνβφξνπ βήκαηνο είλαη έλα κεγάιν 

πιενλέθηεκα ηεο αλαπηπρζείζαο κεζφδνπ, ε νπνία ηαπηφρξνλα κε απηφ ηνλ ηξφπν εμάιεηςε ηνλ 

θίλδπλν απψιεηαο πνζφηεηαο πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ πνπ θξίλεηαη ζπλήζσο εμαηξεηηθά πηζαλή 

θαηά ηε δηάξθεηα απηνχ ηνπ επηξξεπνχο ζε ζθάικαηα ζηαδίνπ.  

Δλ θαηαθιείδη, ε κεκβξάλε FPSE κπνξεί λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί. Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο 

βπζίδεηαη πξνθεηκέλνπ λα πιπζεί γηα 5 min ζε θηαιίδην, ην νπνίν πεξηέρεη 2 mL ACN:MeOH (50:50 

λ/λ). ΢ηε ζπλέρεηα, αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη ζε χαιν ξνινγηνχ θαη απνζεθεχεηαη ζε αεξνζηεγέο 

γπάιηλν θηαιίδην κέρξη ηελ επφκελε ρξήζε. ΢ην πιαίζην ησλ δνθηκψλ ηεο παξνχζαο εξγαζίαο, 

απνδείρηεθε πσο ε κεκβξάλε PTHF FPSE  κπνξεί λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί έσο θαη 35 θνξέο ζηελ 

απνκφλσζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ηεζζάξσλ πεληθηιηλψλ απφ αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο, ρσξίο 

πηζαλφηεηα επηκφιπλζεο θαη ρσξίο εκθαλή απψιεηα ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο, κε βάζε ην 

θξηηήξην απψιεηαο ηεο αλάθηεζεο 10%. ΢ην ζρήκα 12.1, απεηθνλίδεηαη ζπλνπηηθά ε δηαδηθαζία 

FPSE πνπ αλαπηχρζεθε. 
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Καζαξηζκόο ηνπ κέζνπ sol-gel PTHF FPSE  

1. Ζ κεκβξάλε sol–gel PTHF (1.5 cm
2
) βπζίδεηαη ζε 2 mL ACΝ:MeOH (50:50 

v/v) γηα 5 min.  

2. ΢ηε ζπλέρεηα εκβαπηίδεηαη ζε 2 mL απηνληζκέλν λεξφ γηα 5 min. 
 

 

Γηαδηθαζία εθρύιηζεο FPSE 

1. Έλαο καγλήηεο επηθαιπκκέλνο κε Teflon ηνπνζεηείηαη κέζα ζε θηαιίδην, ην 

νπνίν πεξηέρεη ην εκβνιηαζκέλν δείγκα πνπ απνηειείηαη απφ 50 κL νξφ 

αίκαηνο, 450 κL απηνληζκέλν λεξφ θαη 500 κL πδαηηθνχ πξφηππνπ κίγκαηνο 

ησλ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο. 

2. Αλάδεπζε γηα 25 min ζηηο 350 rpm (κέγηζηε ηαρχηεηα). 

 

΢ηάδην ηεο έθινπζεο 
H κεκβξάλε PTHF κεηαθηλείηαη ζε θηαιίδην πνπ πεξηέρεη 500 κL ηνπ κίγκαηνο 

δηαιπηψλ έθινπζεο απνηεινχκελν απφ 90:10 v/v ΑCN:CH3COONH4 (πδαηηθφ δ/κά 

0,05Μ). 

 

Μεηά ηελ εθρύιηζε 

1. Γηήζεζε πξηλ ηελ έλεζε ηνπ δηαιχκαηνο έθινπζεο. 

2. Δηζαγσγή 20 κL απφ ην δηάιπκα έθινπζεο ζην ρξσκαηνγξαθηθφ ζχζηεκα 

HPLC-DAD  θαη αλάιπζε. 
 

 

 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 12.1: ΢ηάδηα δηαδηθαζίαο πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο FPSE 

 

 12.2. Απνηειέζκαηα εθαξκνγήο ηεο κεζόδνπ – Δπίδξαζε ππνζηξώκαηνο 

Σα απνηειέζκαηα ηεο εθαξκνγήο ηεο κεζφδνπ ζε εκβνιηαζκέλα δείγκαηα νξνχ αίκαηνο, ηα νπνία 

πεξηιακβάλνπλ ηηο πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο ζε ζπγθέληξσζε 10 ng/κL ζε ζχγθξηζε κε ηα ζηνηρεία 

απφ ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ζε πδαηηθφ ππφζηξσκα πξνηχπσλ, κε βάζε ην θξηηήξην ησλ 

απφιπησλ αλαθηήζεσλ θαίλνληαη ζην ζρήκα 12.2. ΢πλεπψο, θαη’ απηφλ ηνλ ηξφπν δίλεηαη ε 

δπλαηφηεηα λα παξαηεξεζεί θαη λα εθηηκεζεί θαη ε επίδξαζε ηνπ ππνζηξψκαηνο. Σα απνηειέζκαηα 

Αλίρλεπζε, 

πνζνηηθνπνίεζε θαη 

απνηίκεζε αλαιπηηθώλ 

δεδνκέλσλ. 
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απνθαιχπηνπλ ηελ πνιππινθφηεηα ηνπ νξνχ αίκαηνο σο ππφζηξσκα δείγκαηνο, θάηη πνπ πξνθαιεί 

κία απψιεηα πεξίπνπ 50% ησλ απφιπησλ ηηκψλ αλάθηεζεο ζε ζχγθξηζε κε ηηο ηηκέο πνπ 

ιακβάλνληαη απφ εκβνιηαζκέλν πδαηηθφ δηάιπκα.  

 

 

΢ρήκα 12.2: Δθαξκνγή ηεο κεζόδνπ ζε νξό αίκαηνο θαη επίδξαζε ππνζηξώκαηνο ζηηο ηηκέο ησλ 

απόιπησλ αλαθηήζεσλ ησλ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθώλ πεληθηιίλεο. 

 

΢ηα ζρήκαηα 12.2 έσο 12.6 παξνπζηάδνληαη ρξσκαηνγξαθήκαηα ηνπ ιεπθνχ (blank) δείγκαηνο 

αλζξψπηλνπ νξνχ αίκαηνο θαη ηνπ εκβνιηαζκέλνπ δείγκαηνο νξνχ αίκαηνο κε ηηο ηέζζεξηο ελψζεηο, 

ηε βελδπινπεληθηιίλε ηελ νμαθηιίλε, ηελ θινμαθηιίλε θαη ηε δηθινμαθηιίλε ζε ζπγθέληξσζε 10 

ng/κL γηα θάζε έλσζε, ζηα 290 nm θαη ζηα 240 nm. 

PENG OXA CLOXA DICLO

υδατικό δ/μα  31,5 50,8 62,3 70,7

ορόσ αίματοσ 17,5 25,3 29,1 35,8
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΢ρήκα 12.3: Υξσκαηνγξάθεκα εθρπιηζκέλνπ blank (ιεπθνύ) δείγκαηνο νξνύ αίκαηνο ζηα 290 nm 

 

 

΢ρήκα 12.4: Υξσκαηνγξάθεκα εθρπιηζκέλνπ blank (ιεπθνύ) δείγκαηνο νξνύ αίκαηνο ζηα 240 nm 
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΢ρήκα 12.5: Υξσκαηνγξάθεκα εκβνιηαζκέλνπ εθρπιηζκέλνπ δείγκαηνο νξνύ αίκαηνο (10 ng/κL) ζηα 

290 nm.  

 

΢ρήκα 12.6: Υξσκαηνγξάθεκα εκβνιηαζκέλνπ εθρπιηζκέλνπ δείγκαηνο νξνύ αίκαηνο (10 ng/κL) ζηα 

240nm. Οη δηαδνρηθέο θνξπθέο είλαη: 1:OXA, 2:CLOX, 3:DICLO. 

 

Οη θνξπθέο πνπ παξαηεξήζεθαλ ζηα πξψηα 2,7 min δελ παξεκπφδηζαλ ηηο θνξπθέο ελδηαθέξνληνο, 

νη νπνίεο εκθαλίζηεθαλ αξγφηεξα. Οη ρξφλνη ζπγθξάηεζεο ήηαλ 4,776 min γηα PENG, 5,738 min γηα 

ΟΥΑ, 6,169 min γηα CLO θαη 6,733 min γηα DICLO.  
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12.3. Έιεγρνο ηεο επίδξαζεο ηεο απνπξσηεΐλσζεο ζηελ απόδνζε ηεο εθρύιηζεο 

FPSE 

Πξνθεηκέλνπ λα εθηηκεζεί ε επίδξαζε ηεο θαηαβχζηζεο ησλ πξσηετλψλ πξηλ ηελ εθρχιηζε θαη αλ 

ηειηθά ππάξρεη αλάγθε εθαξκνγήο ηνπ βήκαηνο απηνχ ζηα ζηάδηα ηεο δηαδηθαζίαο πξνθαηεξγαζίαο 

ηνπ δείγκαηνο, ε βειηηζηνπνηεκέλε δηαδηθαζία FPSE εθαξκφζηεθε επίζεο ζηνλ απνπξσηετλσκέλν 

νξφ αίκαηνο. Σν ζηάδην απηφ, αθνχ απνδεηρζεί πσο κπνξεί λα παξαιεηθζεί κεηψλεη ζεκαληηθά ην 

ρξφλν ηεο πξνθαηεξγαζίαο θαη ζπλεπψο ην ρξφλν ηεο αλάιπζεο, ελψ ηαπηνρξφλσο ειαηηψλεη ηε 

πηζαλφηεηα  γηα απψιεηα πνζφηεηαο πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ, αθνχ παξαιείπνληαη ζηάδηα πνπ 

ζπλήζσο είλαη επηδήκηα.  

 Ζ θαηαβχζηζε πξσηετλψλ δηεμήρζε θαη δνθηκάζηεθε κε δχν ειαθξψο δηαθνξεηηθέο πξνζεγγίζεηο.  

Σν πξψην κέξνο ήηαλ αθξηβψο ην ίδην ζηηο δχν πεξηπηψζεηο. Πνζφηεηα 500 κL πδαηηθνχ πξφηππνπ 

ζε νλνκαζηηθή ζπγθέληξσζε 10 ng/κL γηα θάζε πξνζδηνξηδφκελε έλσζε αλακίρζεθε ζε θηαιίδην 

Eppendorf κε 50 κL νξνχ αλζξψπηλνπ αίκαηνο θαη 200 κL ACN. ΢ηε ζπλέρεηα, ην κίγκα 

ζηξνβηιίζηεθε (vortex), έσο φηνπ παξαηεξήζεθε ζξφκβσζε. Έπεηηα, πξαγκαηνπνηήζεθε 

θπγνθέληξεζε γηα 15 min. ΢ην ζεκείν απηφ εθαξκφζηεθε δηαθνξεηηθή ζπλέρεηα κεηαμχ ησλ δχν 

δηαθνξεηηθψλ πξνζεγγίζεσλ.  

΢ηελ πξώηε πεξίπησζε, ην ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε άιιν θηαιίδην Eppendorf θαη αξαηψζεθε 

κε απηνληζκέλν λεξφ κέρξηο φηνπ λα πξνθχςεη ε αλαινγία 1:4 v/v. ΢ηε ζπλέρεηα, ην πξνθχπηνλ 

δηάιπκα ππνβιήζεθε ζηε βέιηηζηε ξνή εξγαζίαο πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο FPSE.  

΢ηε δεύηεξε πεξίπησζε, ην ππεξθείκελν ππνβιήζεθε ζε εμάηκηζε ππφ ξεχκα αδψηνπ, κέρξηο φηνπ 

κεηψζεθε ν φγθνο ηνπ  200 κL. ΢ηε ζπλέρεηα, έιαβε ρψξα ε δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο 

FPSE. Σα απνηειέζκαηα πνπ ειήθζεζαλ παξνπζηάδνληαη ζην ζρήκα 12.7 ζπγθξηηηθά πάληνηε κε ηηο 

ηηκέο απφιπησλ αλαθηήζεσλ ησλ ηεζζάξσλ ελψζεσλ. Παξαηεξείηαη πσο κφλν ε εθρχιηζε ηεο 

βελδπιν-πεληθηιίλεο επλνείηαη ζηα φξηα ηνπ ζηαηηζηηθνχ ιάζνπο, κε ηελ θαηαβχζηζε αθνινπζνχκελε 

απφ εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε. Ωζηφζν, κε βάζε ηε ζπλνιηθή εηθφλα ησλ  απνηειεζκάησλ, ε 

θαηαβχζηζε πξσηετλψλ εθηηκήζεθε σο κε πξαθηηθή, επηξξεπήο ζε νπζηαζηηθή απψιεηα πνζφηεηαο 

πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ θαη ρξνλνβφξα, θαζψο απμάλεη ην ρξφλν ηεο ζπλνιηθήο δηαδηθαζία 

πξνθαηεξγαζίαο θαη άξα ην ρξφλν ηεο κεζφδνπ θαηά ηνπιάρηζηνλ 30 min. ΢πλεπψο δε βειηηψλεη ηελ 

απνδνηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο θαη έηζη δε ζπκπεξηειήθζεθε ζηε δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο ηνπ 

δείγκαηνο FPSE. Αδηακθηζβήηεηα, απηφ είλαη έλα αμηνζεκείσην ζπγθξηηηθφ πιενλέθηεκα ηεο 

κεζφδνπ πνπ αλαπηχζζεηαη θαη εθαξκφδεηαη ζηελ παξνχζα εξγαζία, ζε αληηπαξαβνιή κε ηηο 

δεκνζηεπκέλεο εξγαζίεο θαη πεξηιήςεηο ππάξρνπζαο θαη αλαθεξφκελεο εξγαζίαο βηβιηνγξαθίαο γηα 

ηε βηναλάιπζε αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζε αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο. 
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΢ρήκα 12.7: Δπίδξαζε ηεο θαηαβύζηζεο πξσηετλώλ πξηλ ηελ εθρύιηζε FPSE ζηηο ηηκέο απόιπησλ 

αλαθηήζεσλ ησλ ελώζεσλ θαη ζηελ απνδνηηθόηεηα ηεο εθρύιηζεο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

χωρίσ  καταβφθιςθ και αραίωςθ καταβφθιςθ και εξάτμιςθ 

PENG 17,5 10,2 18,2

OXA 25,3 7,9 11,3

CLOXA 29,1 9,8 12,7

DICLO 35,8 11,7 14,1
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13. ΔΠΙΚΤΡΧ΢Η ΣΗ΢ ΜΔΘΌΓΟΤ 

13.1. Κακπύιεο αλαθνξάο εκβνιηαζκέλσλ δεηγκάησλ νξνύ αίκαηνο θαη 

γξακκηθόηεηα 

Οη θακπχιεο αλαθνξάο θαη ζπλεπψο νη εμηζψζεηο παιηλδξφκεζεο πνπ αληηζηνηρνχλ ζε εκβνιηζκέλα 

δείγκαηα αλζξψπηλνπ νξνχ αίκαηνο κε ηηο ηέζζεξηο εμεηαδφκελεο πεληθηιίλεο, θαηαζθεπάζηεθαλ κε 

δείγκαηα νξνχ αίκαηνο, ηα νπνία παξαζθεπάζηεθαλ κε ηνλ ηξφπν πνπ πεξηγξάθεθε ζηελ ελφηεηα 

8.5, ζε ζπλδπαζκφ κε ηα πξφηππα πδαηηθά κίγκαηα ηνπ πίλαθα 8.1. Πξνθαλψο, ππνβιήζεθαλ ζηε 

βέιηηζηε δηαδηθαζία FPSE. Οη κειέηεο γξακκηθφηεηαο ηεο εθρχιηζεο δηεμήρζεζαλ θαιχπηνληαο 

νιφθιεξν ην εχξνο εξγαζίαο αλαθνξηθά κε ηηο ρξεζηκνπνηνχκελεο ηηκέο ζπγθέληξσζεο ησλ 

ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο. Ο εκβνιηαζκφο ησλ δεηγκάησλ ηνπ νξνχ, έιαβε ρψξα ζε έμη 

επίπεδα ζπγθεληξψζεσλ απφ 0,5 – 15 ng/κL.  Σα δεδνκέλα ππνβιήζεθαλ ζε επεμεξγαζία κε 

αλάιπζε γξακκηθήο παιηλδξφκεζεο ειαρίζησλ ηεηξαγψλσλ ζπζρεηίδνληαο ην εκβαδφλ ηεο πεξηνρήο 

ηεο θάζε  θνξπθήο κε ηελ ζπγθέληξσζε ηεο αλαιπφκελεο νπζίαο ζε ng/κL. Οη θακπχιεο 

βαζκνλφκεζεο ήηαλ γξακκηθέο έσο ηε ζπγθέληξσζε ησλ 15 ng/κL, κε ζπληειεζηέο πξνζδηνξηζκνχ 

(r
2
) κεγαιχηεξνπο απφ 0.997, ζηνηρείν ην νπνίν απνηειεί κέηξν ηεο γξακκηθφηεηα ηεο κεζφδνπ. Αλ ν 

ζπληειεζηήο απηφο είλαη κεγαιχηεξνο απφ 0,99 ζεσξείηαη πσο ε θακπχιε παξνπζηάδεη θαιή 

γξακκηθφηεηα,  ελψ ζε πεξίπησζε πνπ είλαη κεγαιχηεξνο απφ 0,999, ζεσξείηαη πσο ε γξακκηθφηεηα 

είλαη εμαηξεηηθή. ΢πλεπψο, νη θακπχιεο αλαθνξάο γηα ηε PENG θαη ηε DCLO παξνπζηάδνπλ θαιή 

γξακκηθφηεηα, ελψ γηα ηελ OXA θαη ηε CLOXA εμαηξεηηθή. Όια ηα αλαθεξφκελα δεδνκέλα 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 13.1 

 

Πίλαθα 13.1: Δμηζώζεηο θακπύισλ αλαθνξάο γηα ηελ θάζε έλσζε θαη ζπληειεζηήο πξνζδηνξηζκνύ r
2
. 

Όπνπ Τ, ην εκβαδό ηεο θνξπθήο ηεο πξνζδηνξηδόκελεο έλσζεο θαη Υ ε ζπγθέληξσζε ηεο 

πξνζδηνξηδόκελεο έλσζεο ζε ng/κL. 

ΔΝΧ΢Η Δμίζσζε Παιηλδξόκεζεο ΢πληειεζηήο Πξνζδηνξηζκνύ, r
2 

Βελδπινπεληθηιίλε (PENG) Τ = 2894,39 X – 593,85 0.9982 

Ομαθηιίλε (OXA) Y = 2279,78 X + 1297,1 1,000 

Κινμαθηιίλε (CLOXA) Y = 2696,77 X + 865,39 0.9993 

Γηθινμαθηιίλε (DICLO) Y = 2287,63 X – 212,85 0.9979 
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13.2 Όξην αλίρλεπζεο (LOD), όξην πνζνηηθήο απνηίκεζεο (LOQ) θαη 

εθιεθηηθόηεηα (selectivity). 

Σν όξην αλίρλεπζεο (LOD - Level of Detection) είλαη ε ρακειφηεξε ζπγθέληξσζε ζπζηαηηθνχ, ε 

νπνία κπνξεί λα αληρλεπζεί πάλσ απφ ηε βαζηθή γξακκή ζνξχβνπ ηνπ αληρλεπηή ζηελ πην επαίζζεηε 

ξχζκηζε ηνπ νξγάλνπ, αιιά φρη απαξαίηεηα λα πξνζδηνξηζηεί πνζνηηθά, κε βεβαηφηεηα 95%.  ΢ηελ 

πξάμε, ην φξην αλίρλεπζεο είλαη ε εηζαγφκελε πνζφηεηα, πνπ παξέρεη θνξπθή κε χςνο δηπιάζην ή 

ηξηπιάζην ηνπ χςνπο ζνξχβνπ ηεο βαζηθήο γξακκήο. Σν LOD δίλεηαη απφ ηε ζρέζε: LOD=3,3*S/N, 

φπνπ S=signal θαη N=noise. ΢ε απηή ηελ εξγαζία ην LOD ππνινγίζηεθε σο ε κηθξφηεξε 

ζπγθέληξσζε (ην LOQ) πνπ πνζνηηθνπνηήζεθε δηά ηνπ 3,3 θαη βξέζεθε 0,15 ng/κL θαη γηα ηηο 

ηέζζεξηο ελψζεηο. 

Σν όξην πνζνηηθήο απνηίκεζεο (LOQ – Limit Of Quantification) είλαη ε ρακειφηεξε ζπγθέληξσζε 

πνπ κπνξεί λα ππνινγηζηεί πνζνηηθά κε αθξίβεηα θαη πηζηφηεηα.  Δλαιιαθηηθά, ην LOQ είλαη ε 

ρακειφηεξε πνζφηεηα εηζαγφκελνπ ζπζηαηηθνχ πάλσ απφ ην ζφξπβν ηεο βαζηθήο γξακκήο πνπ 

παξέρεη επαλαιήςηκα εκβαδά θνξπθήο θαη κπνξεί λα πξνζδηνξηζηεί πνζνηηθά, κε βεβαηφηεηα 95%. 

Σν φξην πνζνηηθήο απνηίκεζεο ζπλεπάγεηαη φηη ε κέηξεζε παξέρεη αθξίβεηα θαη επαλαιεςηκφηεηα. 

Καη ην LOQ απφ ηε ζρέζε: LOQ=10*S/N, φπνπ S=signal θαη N=noise. ΢ε απηή ηελ εξγαζία σο 

LOQ ζεσξείηαη ε κηθξφηεξε ζπγθέληξσζε πνπ πνζνηηθνπνηήζεθε. Καη γηα ηηο ηέζζεξηο 

εμεηαδφκελεο ελψζεηο, ε ηηκή LOQ είλαη 0,5 ng/κL.  

Ζ εθιεθηηθφηεηα θαη ε πςειή δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα κεηαμχ ησλ ρξσκαηνγξαθηθψλ θνξπθψλ ησλ 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιιίλεο πξνέθπςαλ κε αλάιπζε πέληε ιεπθψλ δεηγκάησλ (blank) θαη έιεγρν ηπρφλ 

παξεκπνδίζεσλ ζην ίδην ρξσκαηνγξαθηθφ παξάζπξν κε ηηο εμεηαδφκελεο ελψζεηο. Ζ εθαξκνγή ηεο 

αλαιπηηθήο δηαδηθαζίαο ζηα ιεπθά δείγκαηα νξνχ αίκαηνο απνθάιπςε φηη δελ αληρλεχζεθαλ 

παξεκπνδίζεηο ζην ίδην ρξσκαηνγξαθηθφ παξάζπξν κε ηηο εμεηαδφκελεο ελψζεηο, φπσο 

απνδεηθλχεηαη ζην θεθάιαην 12.2. Ζ ηαπηνπνίεζε ηεο θάζε θνξπθήο έγηλε ηφζν κε βάζε ηνπο 

ρξφλνπο ζπγθξάηεζεο, φζν θαη κε θαζκαηηθέο πιεξνθνξίεο πνπ παξέρνληαη απφ ηνλ αληρλεπηή. 

Καηά ζπλέπεηα, ε αλαπηπγκέλε κέζνδνο είλαη ζε ζέζε λα κεηξήζεη κε αθξίβεηα θαη εθιεθηηθφηεηα 

ηηο ηέζζεξηο ελψζεηο ζε ππφζηξσκα νξνχ αίκαηνο.  

 

13.3 Αθξίβεηα θαη Δπαλαιεςηκόηεηα ηεο κεζόδνπ (intra-day repeatability) 

  Ζ αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ δείρλεη ην βαζκφ ηεο απφθιηζεο ηνπ απνηειέζκαηνο ελφο πξνζδηνξηζκνχ 

απφ ηελ πξαγκαηηθή ή απνδεθηή σο αιεζή ηηκή (true ή correct), ή κε άιια ιφγηα ην βαζκφ 

ζπκθσλίαο ηεο πξνζδηνξηδφκελεο θαη ηεο πξαγκαηηθήο ηηκήο. Όζν πην κηθξή ε απφθιηζε, ηφζν πην 

κεγάιε ε αθξίβεηα. Ζ αθξίβεηα κπνξεί λα εθηηκεζεί, εθαξκφδνληαο ηελ αλαιπηηθή κέζνδν ζε 



 
 

98 

κίγκαηα ηνπ ζπζηαηηθνχ θαη ηνπ ππνζηξψκαηνο, ζην νπνίν πξνζηέζεθαλ γλσζηέο ζπγθεληξψζεηο 

πνζφηεηαο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, ε αθξίβεηα εθηηκήζεθε κε 

βάζε ηελ %  ζρεηηθή αλάθηεζε θαη ππνινγίζηεθε κε βάζε ηε κεηξνχκελε ηηκή ζπγθέληξσζεο, φηαλ 

βεβαίσο είλαη γλσζηή ε ηηκή ηεο πξαγκαηηθήο θάηη πνπ ζπκβαίλεη κε ηνλ εκβνιηαζκφ κε πξφηππν 

κίγκα ησλ ηεζζάξσλ ελψζεσλ. Πνζνηηθά ππνινγίδεηαη κε ηε ζρέζε 13.1. Δθθξάδεηαη σο πνζνζηφ 

επί ηνηο εθαηφ (%), θαη ε δηαθνξά ηεο ππνινγηζζείζαο ηηκήο απφ ην 100% απνηειεί ηε εθηίκεζε ηεο 

αθξίβεηαο θαηά ηε δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο θαη αλάιπζεο ηνπ δείγκαηνο.  

 

                 ( )  
                            

                             
       

(13.1) 

 

Η πηζηόηεηα (precision) κηαο αλαιπηηθήο κεζφδνπ εθθξάδεη ην βαζκφ ζπκθσλίαο κεηαμχ ησλ 

απνηειεζκάησλ, φηαλ ε δηαδηθαζία εθαξκφδεηαη ζε πνιιαπιά δείγκαηα θαη δηαθξίλεηαη 

ζηελ  επαλαιεςηκόηεηα (repeatability), ζηελ ελδηάκεζε επαλαιεςηκόηεηα (intermediate precision) 

θαη ζηελ αλαπαξαγσγηκόηεηα (reproducibility). Όια απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά, πεξηγξάθνληαη θαη 

ζεσξνχληαη ζπλνιηθά σο αβεβαηφηεηα ηνπ πξνζδηνξηζκνχ (uncertainity) ή πηζηφηεηα (precision). 

Ζ επαλαιεςηκφηεηα (within-day ή intra day precision), ε νπνία εμαζθαιίδεηαη φηαλ ε αλάιπζε 

εθηειείηαη ζε έλα εξγαζηήξην, απφ έλα ρεηξηζηή πνπ ρξεζηκνπνηεί ην ίδην φξγαλν, ζε ζρεηηθά κηθξφ 

ρξνληθφ δηάζηεκα θαη αληαλαθιά ηηο δηαθπκάλζεηο ησλ πνιιαπιψλ αλαιχζεσλ πνπ δηεμάγνληαη 

εληφο κηα κηθξήο ρξνληθήο πεξηφδνπ κε ηηο ίδηεο ζπλζήθεο ιεηηνπξγίαο.  

Μαζεκαηηθά εθθξάδεηαη απφ ηε ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε RSD (Relative Standard Deviation ή ην 

ζπληειεζηή δηαθχκαλζεο (Coefficient of Variance CV%) κε ηε ζρέζε: 

    (   )   
        

 ̅
 

Ζ Σππηθή Απφθιηζε (Standard Deviation) ππνινγίδεηαη απφ ηελ εμίζσζε: 

    √
∑(   ̅) 

   
            

Όπνπ  είλαη ε κέζε ηηκή ησλ κεηξήζεσλ. 

Πεηξακαηηθά, ε πηζηφηεηα εθθξάδεηαη σο intra-day (within-day precision), φηαλ ππνινγίδεηαη εληφο 

ηεο ίδηαο εκέξαο θαη αθνξά ηελ επαλαιεςηκφηεηα θαη σο inter-day (between-day precision), φηαλ 

ππνινγίδεηαη ζε δηάζηεκα θάπνησλ εκεξψλ θαη αθνξά ηελ αλαπαξαγσγηκφηεηα. 

 Γηα ηνλ έιεγρν ηεο επαλαιεςηκφηεηαο, έγηλε αλάιπζε ησλ εθρπιηζκέλσλ κε FPSE δεηγκάησλ νξνχ 

αίκαηνο ζε ηξεηο ζπγθεληξψζεηο 1, 2, θαη 10 ng/κL. Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ intra-day ιήθζεθαλ 
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ηξεηο κεηξήζεηο ηεο θάζε ζπγθέληξσζεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ίδηαο κέξαο, ελψ ν πξνζδηνξηζκφο ηεο 

αθξίβεηαο inter-day πεξηειάκβαλε δχν κεηξήζεηο ζε ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο κέξεο. 

Σα ζπκπεξάζκαηα πνπ πξνέθπςαλ κεηά απφ ηε ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ 

δίλνληαη ζηνλ πίλαθα 13.2, φπνπ παξνπζηάδνληαη ε κέζε επξεζείζα ζπγθέληξσζε ζε θάζε δείγκα, ε 

ηππηθή απφθιηζε (SD) ηεο κέηξεζεο, ε ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε (RSD), θαζψο θαη ε % αλάθηεζε 

ηεο θάζε έλσζεο ζε εκβνιηαζκέλα δείγκαηα νξνχ αίκαηνο, κε κίγκαηα ησλ ελψζεσλ ζε 

ζπγθεληξψζεηο ησλ 1, ησλ 2 θαη ησλ 10 ng/κL γηα 3 κεηξήζεηο, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ίδηαο 

εκέξαο. Tφζν ε επαλαιεςηκφηεηα, φζν θαη ε αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο, θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο ίδηαο εκέξαο, ήηαλ πνιχ θαιέο. Ζ ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε RSD, ε νπνία εθθξάδεη 

ηελ επαλαιεςηκφηεηα ησλ κεηξήζεσλ, δελ μεπεξλάεη γηα θακία έλσζε ην 11,7%, ελψ νη αλαθηήζεηο 

ηεο κεζφδνπ θπκαίλνληαη απφ 88,3 έσο 109,1%. 

 

Πίλαθαο 13.2: Αθξίβεηα θαη επαλαιεςηκόηεηα ηεο κεζόδνπ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ εμεηαδόκελσλ 

αληηβηνηηθώλ πεληθηιίλεο ζε εκβνιηαζκέλα δείγκαηα νξνύ αίκαηνο (n=3) 

Έλσζε 
Πνζόηεηα πνπ πξνζηέζεθε 

(ng/κL) 

Πνζόηεηα πνπ βξέζεθε  ±  SD 

(ng/κL) 
RSD% R% 

PENG 

1 1,07 ± 0,07 6,4 106,5 

2 1,77 ± 0,03 1,4 88,7 

10 10,45 ± 0,53 5,1 104,5 

OXA 

1 0,93 ± 0,08 9,0 92,7 

2 2,03 ± 0,14 7,1 101,5 

10 10,83 ± 0,28 2,6 104,5 

CLOXA 

1 0,88 ± 0,01 1,7 88,3 

2 2,14 ± 0,12 6,7 102,5 

10 10,59 ± 0,3 2,8 105,9 

DICLO 

1 0,94 ± 0,11 11,7 94,2 

2 1,81 ± 0,05 2,5 90,3 

10 10,91 ± 0,32 2,9 109,1 

 

13.4 Αθξίβεηα θαη πηζηόηεηα ηεο κεζόδνπ ζε δηάξθεηα ηεζζάξσλ εκεξώλ (inter-day 

precision) 

Ο έιεγρνο ηεο αθξίβεηαο θαη ηεο πηζηφηεηαο ηεο κεζφδνπ ζε δηαθνξεηηθέο εκέξεο έγηλε κε ηε 

κέηξεζε ηξηψλ εκβνιηαζκέλσλ δεηγκάησλ νξνχ αίκαηνο ζε ηξεηο δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο γηα 

ηέζζεξηο εκέξεο. Κάζε κέξα, ιακβάλνληαλ δχν δηαθνξεηηθέο κεηξήζεηο γηα θάζε επίπεδν 
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ζπγθέληξσζεο. ΢ηνλ πίλαθα 13.3 παξνπζηάδεηαη ε αθξίβεηα σο ηππηθή απφθιηζε SD, ε 

επαλαιεςηκφηεηα σο ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε RSD, ε % αλάθηεζε ηνπ θάζε ζπζηαηηθνχ θαη ε 

κέζε επξεζείζα ζπγθέληξσζε. Όπσο θαίλεηαη, ηφζν ε αθξίβεηα, φζν θαη ε πηζηφηεηα ηεο κεζφδνπ, 

θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο ζε δείγκαηα νξνχ αίκαηνο θαηά ηε δηάξθεηα 4 εκεξψλ, ήηαλ πνιχ θαιέο. Ζ 

ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε RSD, ε νπνία εθθξάδεη ηελ επαλαιεςηκφηεηα ησλ κεηξήζεσλ, δελ 

μεπεξλάεη γηα θακία έλσζε ην 11,7%, ελψ νη αλαθηήζεηο ηεο κεζφδνπ θπκαίλνληαη απφ 89,6 έσο 

110,3%. 

 

Πίλαθαο 13.3: Πηζηόηεηα θαη αθξίβεηα κεζόδνπ θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο ζε εκβνιηαζκέλα δείγκαηα 

νξνύ αίκαηνο θαηά ηε δηάξθεηα ηεζζάξσλ εκεξώλ γηα δύν κεηξήζεηο εκεξεζίσο. (n=4 2) 

Έλσζε 
Πνζόηεηα πνπ πξνζηέζεθε 

(ng/κL) 

Πνζόηεηα πνπ βξέζεθε  ±  SD 

(ng/κL) 
RSD% R% 

PENG 

1 1,04 ± 0,08 7,4 103,9 

2 1,79 ± 0,05 2,8 89,6 

10 10,39 ± 0,45 4,3 103,9 

OXA 

1 0,98 ± 0,12 12,1 92,7 

2 2,1 ± 0,14 6,9 105,1 

10 10,59 ± 0,53 5,00 105,9 

CLOXA 

1 0,94 ± 0,11 11,7 93,8 

2 2,11 ± 0,12 5,5 105,3 

10 10,32 ±0,6 5,8 103,2 

DICLO 

1 0,96 ± 0,11 10,4 96,4 

2 1,96 ± 0,05 2,3 97,8 

10 11,03 ± 0,34 3,1 110,3 

 

13.5 Αλζεθηηθόηεηα ηεο κεζόδνπ – Γνθηκαζία Youden and Steiner 

Ζ αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ αμηνινγήζεθε γηα κηθξέο αιιαγέο κέζσ ηνπ πεηξακαηηθνχ ζρεδηαζκνχ  

"επηά παξακέηξνη / νθηψ πεηξάκαηα", γλσζηνχ σο δνθηκαζία Youden θαη Steiner.[61-62] Ζ βαζηθή 

ηδέα είλαη φηη εηζάγνληαη πνιιέο κεηαβνιέο ηαπηφρξνλα, αληί λα κειεηάηαη κία κεηαβνιή θάζε θνξά. 

Δπηιέρζεθαλ επηά δηαθνξεηηθνί παξάγνληεο απφ ηε δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο, νη 

νπνίνη έρνπλ θξίζηκε επίδξαζε ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο θαη ηεο κεζφδνπ ζπλνιηθφηεξα. 

Σα δείγκαηα αλζξψπηλνπ νξνχ αίκαηνο εκβνιηάζηεθαλ κε ην θαηάιιειν πδαηηθνχ πξφηππν κίγκα 

ησλ ηεζζάξσλ ελψζεσλ ζε ζπγθέληξσζε 10 ng/κL. Όπσο πξναλαθέξζεθε, ε κεηαβνιή ησλ επηά 
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παξακέηξσλ έγηλε ηαπηφρξνλα. Ζ πεηξακαηηθή ζηξαηεγηθή, νη παξάγνληεο πνπ δηεξεπλψληαη θαη 

κεηαβάινληαη, θαζψο επίζεο θαη ηα επίπεδα δηαθχκαλζήο ηνπο αλαθέξνληαη ζηνλ πίλαθα 13.4. Σα 

θεθαιαία Α, Β, C, D, E, F θαη G δείρλνπλ ηνπο επηιεγκέλνπο επηά παξάγνληεο ζην νλνκαζηηθφ ηνπο  

επίπεδν. Αλ νη ηηκέο απηψλ ησλ παξαγφλησλ αιιάμνπλ ειαθξά, ζθφπηκα ή ηπραία, ζα κπνξνχζαλ 

ελδερνκέλσο λα επεξεάζνπλ ηα απνηειέζκαηα. 

Οη ελαιιαθηηθέο ηηκέο (πνπ ζθφπηκα αιιάδνπλ απφ ηηο νλνκαζηηθέο ηηκέο) δίλνληαη απφ ηα 

αληίζηνηρα κηθξά γξάκκαηα a, b, c, d, e, f θαη g. Σα απνηειέζκαηα απφ απηά ηα νθηψ πεηξάκαηα 

παξνπζηάδνληαη, νλνκαδφκελα σο s, t, u, v, w, x, y, z αληίζηνηρα. Δμεηάζηεθε ε επίδξαζε ησλ 

αθφινπζσλ παξακέηξσλ ζηελ επαηζζεζία εθρχιηζεο:  

(1) ε ηαρχηεηα ηεο καγλεηηθήο αλάδεπζεο θαηά ην ζηάδην ηεο εθρχιηζεο – πξνζξφθεζεο, (2) ν 

ρξφλνο εθρχιηζεο, (3) ν ρξφλνο έθινπζεο, (4) ν δηαιχηεο έθινπζεο, (5) φγθνο δηαιχηε έθινπζεο,  

(6) ην κέγεζνο (εκβαδφλ) ηνπ κέζνπ FPSE θαη (7) ε ρξεζηκνπνίεζε δηαθνξεηηθνχ κέζνπ FPSE 

(δηαθνξεηηθή sol-gel επηθάιπςε). Παξαηεξείηαη επίζεο ε δηαθχκαλζε ηνπ παξάγνληα, ζχκθσλα κε 

ηνλ αξηζκφ ηνπ πεηξάκαηνο θαη ηα επίπεδα κεηαβνιήο. 

Οη ηππηθέο απνθιίζεηο ηνπ θάζε παξάγνληα ππνινγίδνληαη ζχκθσλα κε ηελ εμίζσζε: 

     √    ∑(
   

 
)  

Όηαλ ε SDi είλαη ζεκαληηθά κεγαιχηεξε απφ ηελ ηππηθή απφθιηζε SD ηεο κεζφδνπ γηα ηε 

κειεηεκέλε ηηκή ζπγθέληξσζεο θαη θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ ειέγρνπ ηεο επαλαιεςηκφηεηαο, ηφηε 

ζεσξείηαη φηη επεξεάδεη ηε κέζνδν, έζησ θαη αλ απηφο ν παξάγνληαο απφ κφλνο ηνπ δε ηελ 

επεξεάδεη ηε κέζνδν, θαη φηη ε κέζνδνο δελ είλαη επαξθψο αλζεθηηθή έλαληη ησλ επηιεγκέλσλ 

ηξνπνπνηήζεσλ. 
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Πίλαθαο 13.4: Πεηξακαηηθόο ζρεδηαζκόο γηα ην ηεζη αλζεθηηθόηεηαο Youden and Steiner  

Μεηαβαιιόκελνη 

Παξάγνληεο 
Μνλάδεο 

Σηκέο 

κεηαβνιώλ – 

Μηθξά 

γξάκκαηα 

Ολνκαζηηθέο ή 

βέιηηζηεο ηηκέο – 

Κεθαιαία 

Γξάκκαηα 

Αξηζκόο Πεηξάκαηνο 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A= Σαρχηεηα 

αλάδεπζεο θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο 

εθρχιηζεο 

350/150 

rpm 
150 rpm 350 rpm 

A A A A a a a a 

Β= Υξφλνο 

εθρχιηζεο 
min 20 25 

B B b b B B b b 

C= Υξφλνο 

έθινπζεο 
min 5 10 

C c C c C c C c 

D= Γηαιχηεο 

έθινπζεο 
είδνο ΑCΝ 

90% ΑCΝ : 10% 

CH3COONH4 D D d d d d D D 

E= Όγθνο δ/ηε 

έθινπζεο 
κL 750 500 

E e E e e E e E 

F= Μέγεζνο κέζνπ 

FPSE 
cm² 0.75 1.5 

F f f F F f f F 

G= Δίδνο κέζνπ 

FPSE 
είδνο CHITOSAN PTHF 

G g g G g G G g 

Results       s t u v w x y z 

 

Σα απνηειέζκαηα απφ ηε δνθηκαζία Youden θαη Steiner ησλ νθηψ πεηξακάησλ αλζεθηηθφηεηαο ηεο 

κεζφδνπ αλαθέξνληαη ζηνλ πίλαθα 13.5. Καη ζε απηή ηελ πεξίπησζε, θξηηήξην απνηίκεζεο ησλ 

δεδνκέλσλ, απνηέιεζε ε ηηκή απφιπηεο αλάθηεζεο γηα ηελ θάζε έλσζε ζε θάζε έλα απφ ηα νθηψ 

πεηξάκαηα. Απφ ηελ αμηνιφγεζε ησλ δεδνκέλσλ, είλαη πξνθαλέο φηη ε PENG ήηαλ ε έλσζε, ηεο 

νπνίαο ε εθρχιηζε θάλεθε λα επεξεάζηεθε θαηά κέζν φξν πεξηζζφηεξν απφ φιεο ηηο κεηαβνιέο, ελψ 

γηα ηηο άιιεο ηξεηο, OXA, CLOXA θαη DICLO, ε επίδξαζε ησλ κεηαβνιψλ ζηελ απνδνηηθφηεηα ηεο 

εθρχιηζεο ήηαλ παξφκνηα θαη ζε κέηξηα έθηαζε. Σν επηιεγκέλν βέιηηζην κέζν FPSE επηθαιπκκέλν 

κε sol-gel PTHF, σο κεηαβιεηφο παξάγνληαο ηεο δνθηκαζίαο Youden είρε ηε κεγαιχηεξε ζεηηθή 

επίδξαζε. Δπηπιένλ, ην κέγεζνο (εκβαδφλ) ηνπ κέζνπ FPSE είρε έληνλε ζεηηθή επίδξαζε. Ζ 

ηαρχηεηα αλάδεπζεο θαηά ηελ πξνζξφθεζε ηεο εθρπιηδφκελεο έλσζεο ζηε κεκβξάλε FPSE, ν 
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ρξφλνο εθρχιηζεο, ν ρξφλνο έθινπζεο, ν δηαιχηεο έθινπζεο θαη ν φγθνο ηνπ δηαιχηε έθινπζεο 

εθηηκήζεθε φηη έρεη κηθξφ ζεηηθφ ή αξλεηηθφ αληίθηππν. Ζ εθρχιηζε ηεο OXA θάλεθε πην ζηαζεξή 

ζε ζρέζε κε φιεο ηηο κεηαβνιέο πνπ αμηνινγήζεθαλ, κε κηθξή δηαθνξά απφ CLOXA θαη DICLO, νη 

νπνίεο εκθάληζαλ παξφκνηα ζηαζεξφηεηα. Γεληθά, εμάγεηαη ην ζπκπέξαζκα φηη ε κέζνδνο είλαη 

αλζεθηηθή, θαζψο φιεο νη ηηκέο ηππηθήο απφθιηζεο ησλ παξαγφλησλ ήηαλ θνληά ζηελ SD ηεο 

κεζφδνπ γηα ην ζπγθεθξηκέλν επίπεδν ζπγθέληξσζεο. Δπηπιένλ, απνδείρζεθε ε απνηειεζκαηηθφηεηα 

ηεο επηιεγκέλεο κεκβξάλεο FPSE θαη ζπλεπψο επηβεβαηψζεθε γηα κία αθφκε θνξά ε ζσζηή επηινγή 

κέζνπ, δεδνκέλνπ φηη ε ελαιιαθηηθή κεκβξάλε πνπ επηιέρζεθε σο παξάγνληαο κεηαβνιήο ζηε 

δνθηκαζία απηή, ην κέζν FPSE επηθαιπκκέλν κε sol-gel CHITOSAN, ήηαλ απηφ πνπ ήξζε δεχηεξν, 

θαηά κέζν φξν σο πξνο ηηο ηηκέο απφιπηεο αλάθηεζεο ησλ ηεζζάξσλ ελψζεσλ, θαηά ηε δηαδηθαζία 

επηινγήο ηνπ θαηαιιειφηεξνπ κέζνπ γηα ηα ηέζζεξα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο, φπσο παξνπζηάζηεθαλ 

ζηνλ πίλαθα 10.1 θαη ηελ παξάγξαθν 10.2. 

 

Πίλαθαο 13.5: Απνηειέζκαηα πεηξάκαηνο αλζεθηηθόηεηαο Youden θαη Steiner 

Ζνωςθ SD μεκόδου SDi Da Db Dc Dd De Df Dg 

PENG 0.53 5.59 0.6 0.09 0.25 -0.01 -0.28 1.04 10.38 

OXA 0.28 2.59 -1.6 -0.40 -0.99 -1.19 -1.23 0.75 4.04 

CLOXA 0.3 2.86 -1.2 -0.24 -1.07 -1.27 0.08 0.56 4.90 

DICLO 0.32 2.54 -0.6 0.46 -0.45 -0.75 -0.56 1.43 4.35 

 

13.6 Μειέηε ζηαζεξόηεηαο ησλ ελώζεσλ ζηνλ νξό αίκαηνο ζε ζεξκνθξαζία -18 ° C 

θαηά ηε δηάξθεηα έμη θύθισλ ςπμεο-απόςπμεο 

Ζ κειέηε ζηαζεξφηεηαο είλαη κηα ζεκαληηθή παξάκεηξνο, επεηδή πνιιέο θνξέο ηα δείγκαηα δελ 

αλαιχνληαη ακέζσο. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε ζηαζεξφηεηα απνηειεί ζεκαληηθή πξνυπφζεζε γηα ηελ 

επηθχξσζε κηαο βηναλαιπηηθήο κεζφδνπ θαη ε γλψζε ηεο έρεη πξαθηηθή ζεκαζία ζηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ελψζεσλ θαη εηδηθφηεξα αληηβηνηηθψλ ζε νξφ αίκαηνο. ΢πγρξφλσο, ε γλψζε ηεο ζηαζεξφηεηαο είλαη 

έλα ρξήζηκν εξγαιείν γηα ηελ απνθπγή ζθαικάησλ ζην βηναλαιπηηθφ εξγαζηήξην θαη δηαζθαιίδεη 

ηελ απνηειεζκαηηθφηεξε δηαρείξηζε ελφο αζζελνχο, ηελ έγθαηξε θαη έγθπξε επηινγή θαη εθαξκνγή 

ηεο ζεξαπείαο ηεο λφζνπ, ηελ θαιχηεξε θιηληθή παξαθνινχζεζε θαη ηελ πξφιεςε ησλ αζζελεηψλ. 

Δπηπιένλ, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε κείσζε ηνπ θφζηνπο ηνπ πξνγξάκκαηνο βηναλαιπηηθήο 

επηθχξσζεο θαη γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο ζπκπεξηθνξάο ησλ θαξκάθσλ θαη αληηβηνηηθψλ ζε 

βηνινγηθά ππνζηξψκαηα, θαζψο είλαη επίζεο βαζηθφ εξγαιείν κειέηεο ηνπ ηξφπνπ απνδφκεζεο 
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ηνπο. Έλαο ηξφπνο γηα λα δηεξεπλεζεί ε ζηαζεξφηεηα, είλαη λα εθηηκεζεί πεηξακαηηθά ε επίδξαζε 

ησλ θχθισλ ςχμεο-απφςπμεο ζηε ζηαζεξφηεηα ελφο δείγκαηνο. Ζ ζηαζεξφηεηα ησλ ηεζζάξσλ 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζε δείγκαηα νξνχ αίκαηνο δνθηκάζηεθε θαη απνηηκήζεθε κεηά απφ έμη 

δηαδνρηθνχο θχθινπο ςχμεο-απφςπμεο. 

Πξνο απηή ηελ θαηεχζπλζε, ε δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε έρεη σο εμήο. ¨Έλα δείγκα νξνχ 

αίκαηνο εκβνιηάζηεθε κε πξφηππν πδαηηθφ κίγκα ησλ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζε 

ζπγθέληξσζε 10 ng/κL γηα ηελ θάζε έλσζε. Σν δείγκα απηφ, αξρηθά ππνβιήζεθε ζηε βέιηηζηε 

δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο FPSE θαη έπεηηα αλαιχζεθε ακέζσο κεηά ηελ πξνθαηεξγαζία.  

Ζ πεηξακαηηθή ξνή εξγαζίαο αθνινχζεζε απφ εθεί θαη έπεηηα πεξηιακβάλεη ηα επφκελα ζηάδηα:  

(α) 50 κL νξνχ αίκαηνο αλακίρζεθαλ ζε θηαιίδην Eppendorf κε 450 κL απηνληζκέλνπ λεξνχ θαη 500 

κL πξφηππνπ κείγκαηνο ζε ηηκή ζπγθέληξσζεο 10 ng/κL αλά πεληθηιίλε. Ζ δηαδηθαζία απηή 

επαλαιακβάλεηαη έμη θνξέο ζε έμη θηαιίδηα Eppendorf.  

(β) Αθνινχζσο, ηα θηαιίδηα ηνπνζεηήζεθαλ ζηελ θαηάςπμε ζηνπο -18 ° C.  

(γ) Γηαδνρηθά, ηα θηαιίδηα απνςχρζεθαλ θαη έλα απφ απηά ππνβιήζεθε ζε δηαδηθαζία 

πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο FPSE, ελψ ηα ππφινηπα πέληε θηαιίδηα απνζεθεχηεθαλ θαη πάιη ζηελ 

θαηάςπμε ζηνπο -18 ° C.  

(δ) Απηφ ην ζηάδην επαλαιήθζεθε γηα άιιεο πέληε θνξέο, έσο φηνπ νινθιεξσζνχλ νη έμη θχθινη.  

 

Ωο θξηηήξην γηα ηνλ έιεγρν ηεο ζηαζεξφηεηαο νξίζηεθε ε επξεζείζα ζπγθέληξσζε ηνπ 

απνζεθεπκέλνπ δείγκαηνο λα βξίζθεηαη ζην -10% ηεο αξρηθήο ζπγθέληξσζεο ηνπ θξέζθνπ 

δείγκαηνο. Σν πνζνζηφ ηεο θάζε έλσζεο ππνινγίζηεθε κε βάζε ηε ζρέζε: 

 

΢πγθέληξσζε έλσζεο  πνπ παξακέλεη (%) ή % ΢ΣΑΘΔΡΟΣΗΣΑ = Ci × 100/Cfresh, 

φπνπ Ci = ζπγθέληξσζε (ζε κg/kg) ηε ρξνληθή ζηηγκή i θαη 

Cfresh= ζπγθέληξσζε (ζε κg/kg) ηνπ θξέζθνπ δηαιχκαηνο 

Σα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζην ζρήκα 13.1 θαη ζηνλ πίλαθα 13.6. Ζ αμηνιφγεζε 

ησλ  θχθισλ ςχμεο θαη απφςπμεο έδεημε φηη ε νμαθηιίλε, ε θινμαθηιίλε θαη ε δηθινμαθηιίλε ήηαλ 

ζηαζεξέο γηα ηέζζεξηο δηαδνρηθνχο θχθινπο, ελψ ε βελδπινπεληθηιίλε παξέκεηλε ζηαζεξή κφλν γηα 

έλαλ θχθιν.  
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΢ρήκα 13.1:Γηάγξακκα ζηαζεξόηεηαο εκβνιηαζκέλσλ δεηγκάησλ νξνύ αίκαηνο κεηά από 6 θύθινπο 

θαηάςπμεο-απόςπμεο. 

 

Πίλαθαο 13.6: Μειέηε ζηαζεξόηεηαο εκβνιηαζκέλσλ δεηγκάησλ ζε 6  θύθινπο ςύμεο-απόςπμεο. 

Αρικμόσ Κφκλου % ΠΟ΢ΟΣΘΣΑ ΕΝΩ΢Θ΢ ΠΟΤ ΠΑΡΑΜΕΝΕΙ ΢ΣΑΘΕΡΘ 

 PENG OXA CLOXA DICLO 

1 94,6 105,6 101,6 104,3 

2 13,5 93,6 93,9 97,4 

3 5,4 91,5 92,1 93,2 

4 4,1 90,4 91,0 90,1 

5 1,4 86,1 86,5 76,3 

6 0,0 78,2 83,8 64,2 

 

Τπφ απηφ ην πξίζκα θαη κε κία παξφκνηα δηαδηθαζία παξαζθεπήο ηνπ εκβνιηαζκέλνπ δείγκαηνο, 

εμεηάζηεθε ε ζηαζεξφηεηα ησλ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζε δείγκα νξνχ αίκαηνο, φηαλ 

απηφ απνζεθεχεηαη ζηελ θαηάςπμε ζηνπο -18 ° C γηα κεγάιν  ρξνληθφ δηάζηεκα. Μεηά απφ 35 

εκέξεο, ην απνζεθεπκέλν κίγκα απνςχρζεθε, ππέζηε ηε βέιηηζηε δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο 

δείγκαηνο FPSE αθνινπζνπκέλε απφ ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε. Με βάζε ην θξηηήξην ηεο 10% 

απνηθνδφκεζεο θαη ρξεζηκνπνηψληαο ηε καζεκαηηθή ζρέζε ηεο % ΢ΣΑΘΔΡΟΣΖΣΑ΢, βγαίλεη ην 

ζπκπέξαζκα πσο νη ελψζεηο παξέκεηλαλ ζηαζεξέο, θαη ζπλεπψο ην δείγκα ραξαθηεξίδεηαη απφ 

ζηαζεξφηεηα γηα ηνπιάρηζηνλ 35 εκέξεο. 
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Σέινο, ειέγρζεθε ε ζηαζεξφηεηα ησλ ελψζεσλ ησλ ππθλψλ πδαηηθψλ πξνηχπσλ (100 ng/κL). Με 

βάζε ηε βηβιηνγξαθία θαη πξνεγνχκελεο εξγαζίεο ηνπ εξγαζηεξίνπ, ε ζηαζεξφηεηα είρε βξεζεί θαη 

ήηαλ ην ρξνληθφ δηάζηεκα ηνπ ελφο κήλα. Δπαιεζεχζεθε, ινηπφλ, φηη  ε ζηαζεξφηεηα ησλ 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο ζε πδαηηθά ππθλά δηαιχκαηα είλαη εθηθηή γηα ηνπιάρηζηνλ έλα κήλα, φηαλ 

απνζεθεχνληαη ζηνπο 4 ° C, απνπζία θσηφο. 

 

13.7  Μειέηε επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηνπ κέζνπ FPSE 

Ζ κειέηε επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηνπ κέζνπ FPSE επηθαιπκκέλνπ κε PTHF (πνιπηεηξά-

πδξνθνπξάλην) κε ηελ ηερληθή sol-gel, δηεμήρζε ρξεζηκνπνηψληαο ην ίδην πθαζκάηηλν κέζν, θαη 

πξαγκαηνπνηψληαο ηε βέιηηζηε κέζνδν πξνθαηεξγαζίαο FPSE αθνινπζνχκελε απφ 

ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε. Σν ππφ αλάιπζε θαη πξνθαηεξγαζία δείγκα ζε θάζε δηαδηθαζία ήηαλ 

δείγκα νξνχ αίκαηνο εκβνιηαζκέλν κε 10 ng/κL γηα ηελ θάζε έλσζε, ην νπνίν παξαζθεπάδεηαη, 

φπσο πεξηγξάθεθε θαη ζηηο πξναλαθεξζείζεο κειέηεο θαη δνθηκέο πνπ παξνπζηάζηεθαλ ζηελ 

παξνχζα εξγαζία. Ζ ηθαλφηεηα επαλαρξεζηκνπνήζεο ηνπ κέζνπ θαζνξίδεηαη απφ ηε δπλαηφηεηα 

πνπ έρεη λα δηαηεξεί ηελ εθρπιηζηηθή ηνπ ηθαλφηεηα θαη λα δίλεη απνδνηηθέο εθρπιίζεηο θαη ζπλεπψο 

πςειέο ηηκέο αλάθηεζεο, παξάγνληα εκπινπηηζκνχ ή πξνζπγθέληξσζεο.  

Ωο θξηηήξην γηα ηνλ έιεγρν ηεο δπλαηφηεηαο επαλαρξεζηκνπνίεζεο, νξίζηεθε ε επξεζείζα 

ζπγθέληξσζε ηνπ αλαιπφκελνπ εθρπιηζκέλνπ δείγκαηνο λα βξίζθεηαη ζην -10% ηεο ζπγθέληξσζεο 

ηνπ πξψηνπ ζε ζεηξά δείγκαηνο, ην νπνίν παξαζθεπάζηεθε θαη πξνθαηεξγάζηεθε κε ηνλ ίδην 

αθξηβψο ηξφπν θαη κε ην ίδην αθξηβψο πθαζκάηηλν κέζν FPSE κε ην εμεηαδφκελν. Σν πνζνζηφ ηεο 

θάζε έλσζεο ππνινγίζηεθε κε βάζε ηε ζρέζε: 

% ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΔΣΙΚΟΣΗΣΑ ΣΗ΢ ΔΚΥΤΛΙ΢Η΢  = Ci × 100/CΑΡΥΙΚΌ, 

φπνπ Ci = ζπγθέληξσζε (ζε ng/κL) ηε θνξά επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηνπ κέζνπ ( i=1,2,…..35) 

CΑΡΥΗΚΟ= ζπγθέληξσζε (ζε ng/κL) ηνπ πξψηνπ δείγκαηνο πνπ εθρπιίζηεθε κε ην ζπγθεθξηκέλν 

κέζν FPSE. 

Ζ κειέηε επαλαρξεζηκoπνίεζεο έδεημε φηη ην επηιεγκέλν κέζν FPSE κπνξεί λα 

επαλαρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνπιάρηζηνλ 35 θνξέο, ρσξίο απψιεηα ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο 

εθρχιηζεο, φπσο παξνπζηάδεηαη ζην ζρήκα 13.2, ρξεζηκνπνηψληαο ην θξηηήξην ηεο 10% απψιεηαο 

ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο εθρχιηζεο. Σν ζπκπέξαζκα απηφ είλαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθφ, θαζψο 

αλακθηζβήηεηα θαζηζηά ηελ αλεπηπγκέλε κέζνδν πξνθαηεξγαζίαο νηθνλνκηθή θαη «πξάζηλε». 
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΢ρήκα 13.2: Ραβδόγξακκα ηεο κειέηεο επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηνπ ίδηνπ κέζνπ sol-gel PTHF FPSE. 
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14. ΜΑΘΗΜΑΣΙΚΟ ΜΟΝΣΔΛΟ ΠΡΟΒΛΔΦΗ΢ ΣΗ΢ ΑΠΟΓΟΣΙΚΟΣΗΣΑ΢ ΣΗ΢ 

ΔΚΥΤΛΙ΢Η΢ FPSE 

 

14.1 Πεξηγξαθή ηνπ κνληέινπ – Η εμίζσζε ηνπ κέζνπ sol-gel PTHF 

Ζ ηερληθή ηεο FPSE, σο κηα ζχγρξνλε «πξάζηλε» πξνζέγγηζε πξνεηνηκαζίαο δείγκαηνο, έρεη ηε 

δπλαηφηεηα λα απινπνηήζεη αμηνζεκείσηα ηε δηαδηθαζία επηινγήο ηνπ θαηαιιειφηεξνπ κέζνπ 

επηθαιπκκέλνπ κε ηελ ηερλνινγία sol-gel κε ην πην ζπκθέξνλ θαη απνηειεζκαηηθφ πξνζξνθεηηθφ 

πιηθφ, γηα έλα δεδνκέλν ζχλνιν ή κηα νκάδα ελψζεσλ, κε γλσζηέο θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο. Γεληθά, 

φπσο ζπκβαίλεη ζηηο πεξηζζφηεξεο ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο, νη νπνίεο ζηεξίδνληαη ζηελ 

πξνζξφθεζε, ε αμηνιφγεζε ηεο επαηζζεζίαο ηεο εθρχιηζεο ησλ κέζσλ FPSE γηα κηα δεδνκέλε 

νκάδα ελψζεσλ, φπσο είλαη ηα εμεηαδφκελα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο βαζίδεηαη ζηε ζπκβαηηθή 

ζηξαηεγηθή επηινγήο, ε νπνία ζηεξίδεηαη ζηε κέζνδν πεηξακαηηθήο δνθηκήο θαη απνηίκεζεο ηνπ 

απνηειέζκαηνο, ππφ ην πξίζκα ελφο θνηλνχ θξηηεξίνπ, ην νπνίν είλαη νη ηηκέο απφιπηεο αλάθηεζεο. 

Αλαληίιεθηα, ε δηαδηθαζία απηή είλαη δαπαλεξή, επίπνλε, ρξνλνβφξα θαη εμαξηάηαη ζε κεγάιν 

βαζκφ απφ ηελ εκπεηξία θαη ηηο γλψζεηο ηνπ αλαιπηή. 

 Ωζηφζν, ζε αληίζεζε κε άιιεο ηερληθέο κηθξνεθρχιηζεο, φπσο ε SPME, ε SPE θαη νη δηάθνξεο 

παξαιιαγέο θαη πξνζεγγίζεηο ηνπο, ε FPSE πξνζθέξεη κηα πξνεγκέλε θαη ρξήζηκε ζεσξεηηθή 

καζεκαηηθή ελαιιαθηηθή ιχζε γηα λα απνθεπρζεί ε ρξνλνβφξα θαη δαπαλεξή πεηξακαηηθή 

πξνζέγγηζε θαη λα απμεζεί ν «πξάζηλνο» ραξαθηήξαο ηεο λέαο απηήο ηερληθήο κηθξνεθρχιηζεο θαη 

ζπλεπψο ηεο νπνηαζδήπνηε αλαπηπζζφκελεο κεζφδνπ. Απηή ε πξνεγκέλε ζηξαηεγηθή επηινγήο 

βαζηζκέλε ζε έλα ήδε ππάξρνλ καζεκαηηθφ κνληέιν επηηξέπεη ηελ επηινγή ηνπ θαηαιιειφηεξνπ 

κέζνπ, απφ έλαλ αξθεηά κεγάιν αξηζκφ δηαζέζηκσλ κέζσλ FPSE (πίλαθαο 4.1). [50] 

Γηα θάζε κεκβξάλε FPSE έρεη αλαπηπρζεί κία εμίζσζε ππνινγηζκνχ ηεο % απφιπηεο αλάθηεζεο, ε 

νπνία αλαπαξηζηά καζεκαηηθά ην απνηέιεζκα ηνπ ζπλδπαζκνχ ηνπ ππνζηξψκαηνο θαη ηνπ 

ξνθεηηθνχ θνιινεηδνχο δηαιχκαηνο sol-gel, θαζψο ακθφηεξα ζπκβάιινπλ ζηε ζπλνιηθή 

επηιεθηηθφηεηα θαη ζπλεπψο ζηελ επαηζζεζία ηεο εθρχιηζεο ηεο κεκβξάλεο FPSE. Απηή ε εμίζσζε 

πξνέθπςε θαη ππνινγίζηεθε πεηξακαηηθά νκνίσο γηα φια ηα κέζα κε ζρεδίαζε δηαγξάκκαηνο 

ζπζρέηηζεο ησλ  ινγαξηζκηθψλ ηηκψλ ηνπ ζπληειεζηή θαηαλνκήο νθηαλφιεο/λεξνχ (logKow) γηα 10 

δνθηκαζηηθέο αληηπξνζσπεπηηθέο ελψζεηο, έλαληη ησλ αληίζηνηρσλ ηηκψλ απφιπηεο αλάθηεζεο πνπ 

ιακβάλνληαη ππφ βέιηηζηεο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο, ρξεζηκνπνηψληαο σο ππφζηξσκα δείγκαηνο ην 

απηνληζκέλν λεξφ. Οη ηηκέο logKow ησλ ελψζεσλ απηψλ πνηθίινπλ, θπκαίλνληαη κεηαμχ 0,3 θαη 5,07 

θαη θαιχπηνπλ έλα πνιχ κεγάιν θάζκα πνιηθφηεηαο θαη γηα απηφλ ην ιφγν ζεσξνχληαη 

αληηπξνζσπεπηηθέο ηνπ εχξνπο πνιηθφηεηαο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ πνπ κπνξεί λα 
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ζπλαληήζεη θαλείο ζε αλαιχζεηο ηέηνηνπ ηχπνπ. Οη ελψζεηο απηέο, θαζψο θαη νξηζκέλα 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπο, παξνπζηάδνληαη ζηνλ πίλαθα 14.1.[50] 

 

Πίλαθαο 14.1:  Οη δέθα ελώζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ καζεκαηηθνύ κνληέινπ 

γηα ηε κεκβξάλε FPSE επηθαιπκκέλε κε PTHF.  

ΕΝΩ΢Θ ( ΔΙΕΘΝΘ΢ ΟΝΟΜΑ΢ΙΑ) ΢ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΙΑ 
ΜΟΡΙΑΚΟ ΒΑΡΟ΢ 

(g/mol) 
Log Kow 

Furfuryl Alcohol (FA) 98.10 0.3 

Piperonal (PIP) 150.13 1.05 

Phenol (PHE) 94.11 1.5 

Benzodioxole (BDO) 122.12 2.08 

4-Νitrotoluene (4NT) 137.14 2.45 

9-Αnthracene methano (9AM) 208.26 3.04 

Naphthalene (NAPH) 128.17 3.35 

1,2,4,5-tetramethyl benzene (TMB) 134.22 4,00 

Triclosan (TCL) 289.54 4.53 

Diethylstilbestrol (DESB) 268.35 5.07 

 

Έηζη ινηπφλ, ε ράξαμε ηεο θακπχιεο ηεο ηηκήο αλάθηεζεο κηαο κεκνλσκέλεο έλσζεο απφ ηηο 

παξαπάλσ, ε νπνία έρεη εθρπιηζηεί κε FPSE, έλαληη ηεο αληίζηνηρεο αμίαο logKow, απνδίδεη κηα 

δεπηεξνβάζκηα εμίζσζε, ζπζρεηίδνληαο ηελ απφιπηε ηηκή αλάθηεζεο κε ηελ logKow ηηκή κηαο 

νπνηαζδήπνηε έλσζεο. Απηή ε καζεκαηηθή εμίζσζε δεχηεξνπ βαζκνχ γηα ην κέζν sol-gel PTHF 

επηθαιπκκέλν ζε πθαζκάηηλν κέζν θεινπιφδεο 100%, ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε απφ ηελ παξνχζα 

εξγαζία, απεηθνλίδεηαη ζην ζρήκα 14.1 θαη κπνξεί λα εθθξαζηεί σο: 

 

ΑΠΟΛΤΣΗ ΑΝΑΚΣΗ΢Η %= 12,40054 + 17,848979*Log Kow – 5,9644673*(Log Kow-2,737)
2
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΢ρήκα 14.1: Γηάγξακκα καζεκαηηθήο εμίζσζεο πξόβιεςεο ηεο % απόιπηεο αλάθηεζεο θαηά ηελ 

εθρύιηζεο κε κέζν FPSE ππνζηξώκαηνο πθάζκαηνο θεινπιόδεο επηθαιπκκέλεο κε sol-gel PTHF. 

  

Απηή ε εμίζσζε κπνξεί εχθνια λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα λα πξνβιεθζεί ε % απφιπηε αλάθηεζε κηαο 

πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο εάλ είλαη γλσζηή ε ηηκή logKow. Δπηπιένλ, απηή ε απινπνηεκέλε 

πξνζέγγηζε επηινγήο πξνζξνθεηηθνχ φρη κφλν ζπκβάιιεη ζηελ αλαγλψξηζε ηνπ θαιχηεξνπ κέζνπ 

FPSE, φηαλ είλαη δηαζέζηκε κία πνηθηιία ζπλδπαζκψλ πξζξνθεηηθνχ/ππνζηξψκαηνο, αιιά επίζεο 

κεηξηάδεη ηνλ θίλδπλν πεηξαηηθνχ ζθάικαηνο πνπ ζπλδέεηαη κε ηε ζπκβαηηθή ζηξαηεγηθή επηινγήο, 

εμαιείθνληαο ηελ πηζαλφηεηα εζθαικέλεο εθηίκεζεο. 

 

14.2 ΢ύγθξηζε δεδνκέλσλ ζεσξεηηθνύ καζεκαηηθνύ κνληέινπ θαη πεηξακαηηθώλ 

δνθηκώλ 

Ζ εμίζσζε ζπζρέηηζεο απφιπηεο αλάθηεζεο θαη ηηκήο logKow ηνπ κεζνπ sol-gel PTHF FPSE 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ζεσξεηηθά αλακελφκελεο % απφιπηεο αλάθηεζεο γηα ηα 

εμεηαδφκελα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο. Ζ ζχγθξηζε κεηαμχ ησλ ζεσξεηηθά αλακελφκελσλ ηηκψλ 

αλάθηεζεο, ησλ πξαγκαηηθψλ ηηκψλ αλάθηεζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα δείγκαηα πξνηχπσλ ζε 

απηνληζκέλν λεξφ θαη ησλ πξαγκαηηθψλ ηηκψλ αλάθηεζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ εκβνιηαζκέλα 

δείγκαηα νξνχ αίκαηνο ζε ζπγθέληξσζε  10 ng / κL δίλνληαη ζηνλ ζρήκα 14.2.  
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΢ρήκα 14.2: ΢ύγθξηζε ησλ ηηκώλ απόιπηεο αλάθηεζε καζεκαηηθνύ κνληέινπ, εκβνιηαζκέλσλ 

δεηγκάησλ απηνληζκέλνπ λεξνύ θαη εκβνιηαζκέλσλ δεηγκάησλ νξνύ αίκαηνο. Ολνκαζηηθή ηηκή 

ζπγθέληξσζε 10 ng/κL. 

 

Οη πεηξακαηηθέο ηηκέο αλάθηεζεο θαη ζπλεπψο απνδνηηθφηεηαο ηεο εθρχιηζεο ησλ εκβνιηαζκέλσλ 

δεηγκάησλ νξνχ αίκαηνο γηα φια ηα εμεηαδφκελα αληηβηνηηθά βξέζεθαλ λα είλαη πεξίπνπ ζην ήκηζπ 

ησλ ηηκψλ πνπ πξνβιέθζεθαλ κε ην κνληέιν. Ωζηφζν, νη πεηξακαηηθέο ηηκέο % απφιπηεο αλάθηεζεο 

πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα εκβνιηαζκέλα δείγκαηα ζε ππφζηξσκα απηνληζκέλνπ λεξνχ απνθιίλνπλ 

αηζζεηά ιηγφηεξν απφ ηελ εμίζσζε ζπζρέηηζεο.  

Οη παξαηεξήζεηο απηέο αλαδεηθλχνπλ γηα αθφκε κηα θνξά ηελ πνιππινθφηεηα ηνπ νξνχ αίκαηνο σο 

ππνζηξψκαηνο, θαη απνηεινχλ επηβεβαίσζε ησλ ζπκπεξαζκάησλ πνπ αλαδείρζεθαλ ζηελ 

παξάγξαθν 12.2 γηα ηελ επίδξαζε ηνπ ππνζηξψκαηνο. Οη πξσηεΐλεο θαη άιια ζπζηαηηθά ηνπ 

ππνζηξψκαηνο ελεξγνχλ ζαλ κηθξέο παγίδεο θαη ζπγθξαηνχλ ζεκαληηθφ ηκήκα ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ θάηη πνπ ζηελ πεξίπησζε ηνπ απηνληζκέλνπ λεξνχ δε ζπκβαίλεη. Ζ 

απψιεηα πνζφηεηαο ησλ ελψζεσλ είλαη αθφκε πην ζεκαληηθή, φηαλ είλαη είηε νξγαληθά νμέα, είηε 

βάζεηο, θαζψο ηα πξσηετληθά κφξηα είλαη ακθνιχηεο θαη ηείλνπλ λα απνξξνθνχλ άιια θνξηηζκέλα 
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είδε, θαηηφληα ή αληφληα, κέζσ ειεθηξνζηαηηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ. ΢πλεπψο, κπνξεί λα ζεσξεζεί 

απνιχησο δηθαηνινγεκέλα, φηη νη ρακειέο πξαγκαηηθέο ηηκέο αλάθηεζεο ησλ αληηβηνηηθψλ 

πεληθηιίλεο, ζε ζχγθξηζε κε ηηο ζεσξεηηθά αλακελφκελεο απφ ηε δεπηεξνβάζκηα εμίζσζε, 

νθείινληαη ζηνλ πνιχπινθν ραξαθηήξα ηνπ νξνχ αίκαηνο σο ππφζηξσκα δείγκαηνο θαη θαηά απηφλ 

ηνλ ηξφπν πξνθχπηεη ε απφθιηζε, ε νπνία είλαη πεξίπνπ 50%. 

Απηή ε επίδξαζε δελ ππήξρε θαη ζπλεπψο δελ παξαηεξείηαη, φηαλ ρξεζηκνπνηνχληαη πδαηηθά 

πξφηππα δηαιχκαηα ζε απηνληζκέλν λεξφ. Παξαηεξψληαο ηα πεηξακαηηθά δεδνκέλα ζε απηή ηελ 

πεξίπησζε θαη αμηνινγψληαο ηηο ηηκέο αλάθηεζεο πνπ πξνέθπςαλ, είλαη θαλεξφ φηη νη πεηξακαηηθέο 

ηηκέο γηα ηελ PENG θαη ηελ OXA βξέζεθαλ ρακειφηεξεο απφ ηηο πξνβιεπφκελεο ηηκέο πνπ 

ειήθζεζαλ κε ην κνληέιν, ελψ γηα ηελ CLO θαη ηελ DICLO ήηαλ ειαθξψο κεγαιχηεξεο ζε 

ζχγθξηζε κε ηηο πξνβιεπφκελεο ηηκέο ηνπ κνληέινπ. Απηή ε πεηξακαηηθή παξαηήξεζε κπνξεί λα 

δηθαηνινγεζεί, αθνχ ιεθζνχλ ππφςε ηφζν νη ηηκέο pka ησλ κνξίσλ φζν θαη νη ζπλζήθεο pH θαηά ηε 

δηάξθεηα ηνπ ζηαδίνπ ηεο εθρχιηζεο FPSE, ε νπνία ιακβάλεη ρψξα θάησ απφ νπδέηεξεο ζπλζήθεο 

(pH 7). Ζ PENG θαη ε OXA έρνπλ ζρεηηθά πςειή πνιηθφηεηα, θαζψο επίζεο θαη ρακειέο ηηκέο pka. 

Απφ ηελ άιιε πιεπξά, νη CLO θαη DICLO έρνπλ πςειφηεξεο ηηκέο pKa, θαηά κέζν φξν γηα πεξίπνπ 

1,01. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο θάζεο εθρχιηζεο, ε PENG θαη ε OXA δηαηεξνχληαη ζε ηνληζκέλε 

(απνπξσηνλησκέλε) κνξθή θαηά ηνπιάρηζηνλ δέθα θνξέο πεξηζζφηεξν απφ ηηο CLO θαη DICLO. 

Τπφ απηέο ηηο ζπλζήθεο, νη ελψζεηο απηέο δε κπνξνχλ λα εθρπιηζηνχλ πιήξσο απνηειεζκαηηθά κε 

ηελ επίδξαζε ησλ ζπλεζέζηεξσλ αλαπηπζζφκελσλ ελδνκνξηαθψλ αιιειεπηδξάζεσλ, φπσο δπλάκεηο 

London, νη δεζκνί πδξνγφλνπ, νη αιιειεπηδξάζεηο δηπφινπ-δηπφινπ, νη π-π αιιειεπηδξάζεηο θ.η.ι.. 

Δλαληηζέησο, ζρεηηθά ρακειφηεξε πνιηθφηεηα θαη νη πςειφηεξεο ηηκέο pka γηα ηε CLO θαη ηε 

DICLO ζπληεινχλ ζηελ πην απνηειεζκαηηθή εθρχιηζε θαη ζπλεπψο ζηηο απμεκέλεο ηηκέο % 

απφιπηεο αλάθηεζεο. 
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15. ΢ΤΓΚΡΙ΢Η ΜΔ ΑΛΛΔ΢ ΑΝΑΦΔΡΟΜΔΝΔ΢ ΜΔΘΟΓΟΤ΢ 

Μηα ζπλνπηηθή βηβιηνγξαθηθή αλαζθφπεζε επηιεγκέλσλ κεζφδσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ησλ πεληθηιηλψλ θαη άιισλ αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο παξνπζηάδεηαη ζηνλ πίλαθα 15.1 

ζε ζχγθξηζε κε ηελ αλεπηπγκέλε κέζνδν πνπ παξνπζηάζηεθε απφ ηελ εξγαζία απηή. 

Αλακθηζβήηεηα, ε λέα κέζνδνο FPSE έρεη επηδείμεη εμαηξεηηθή επαηζζεζία εθρχιηζεο, 

απνηειεζκαηηθή ηθαλφηεηα πξνζπγθέλησζεο, αθξίβεηα, επαλαιεςηκφηεηα θαη απιφηεηα. Δηδηθφ-

ηεξα, ην ζεκαληηθφηεξν πιενλέθηεκα ηεο αλαπηπρζείζαο κεζφδνπ έλαληη φισλ ησλ άιισλ είλαη ε 

πεηξακαηηθά απνδεδεηγκέλε απαινηθή σο κε πξαθηηθνχ, ηνπ ζηαδίνπ ηεο θαηαβχζηζεο ησλ 

πξσηετλψλ πξηλ ην ζηάδην ηεο εθρχιηζεο, κεηψλνληαο ηα ζηάδηα ηεο πξνθαηεξγαζίαο, ην 

ρξεζηκνπνηνχκελν φγθν θαη ην ζπλνιηθφ ρξφλν ηεο αλάιπζεο. Δπηπιένλ, κεηά ην ζηάδην ηεο 

έθινπζεο δελ απαηηείηαη εμάηκηζε ηνπ δηαιχηε θαη επαλαζχζηαζε ηνπ δείγκαηνο, θάηη πνπ είλαη 

εμίζνπ ζεκαληηθφ γηα ηε κείσζε ηνπ ρξφλνπ θαη ηελ νηθνλνκία, αιιά θαη γηα ηνλ πεξηνξηζκφ ηεο 

πηζαλφηεηαο απψιεηαο πνζφηεηαο πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ εμαηηίαο απηψλ ησλ ζηαδίσλ. Όια 

απηά επηηπγράλνληαη ρσξίο θακία αξλεηηθή επίπησζε ζηελ απφδνζε ηεο αλαιπηηθήο κεζφδνπ. 
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Πίλαθαο 15.1: ΢πλνπηηθή παξνπζίαζε επηιεγκέλσλ κεζόδσλ πξνζδηνξηζκνύ αληηβηνηηθώλ πεληθηιίλεο 

ζε αλζξώπηλν νξό αίκαηνο. 

Αλαιπηηθή 

Σερληθή 

Μέζνδνο 

Πξνθαηεξγαζίαο 

Γείγκαηνο 

Καηαβύζηζε 

Πξσηετλώλ 

PP (protein 

precipitation) 

% ΢ρεηηθή 

Αλάθηεζε RSD% LOD 
Βηβιηνγξαθηθή 

Πεγή 

HPLC-UV 
LLE κε 700 κL 

ACΝ 

ACΝ θαη 

θπγνθέληξεζε  

ζηηο 3.000   g 

γηα 10 min 

ζηνπο 4°C 

> 90% <8% 
2 

κg/mL 
[16] 

LC-

MS/MS 

PP κε ACΝ ην 

νπνίν πεξηέρεη 

0.1% HCOOH 

ACΝ πνπ 

πεξηέρεη 0.1% 

HCOOH θαη 

θπγνθέληξεζε 

ζηηο 12.000   

g γηα 6 min 

ζηνπο  4
◦

C 

>96% <14% 
0,1 

κg/mL 
[15] 

HPLC-UV 

PP κε ACΝ, LLE 

κε CHCl
3
 θαη 

θπγνθέληξεζε 

ACΝ 

αλαθίλεζε γηα 

30s θαη 

θπγνθέληξεζε 

ζηηο 14.000   

g γηα 5 min, 

Γ/Α <7,9% 
5 

κg/mL 
[14] 

LC–

MS/MS 

Solid Phase 

Extraction (SPE) 

Φπγνθέληξεζε 

ζηηο 5000 rpm 

γηα 10 min 

ζηνπο       4 ◦C 

80,2 εσο 

98,6% 
<14,3 

0,001 

εσο 

0,1 

κg/mL 

[17] 

HPLC-

DAD 

SPE, εμάηκηζε 

κέρξη μεξνχ ππφ 

ξεχκαηνο αεξίνπ 

N
2 
ζηνπο 30˚C 

θαη 

επαλαζχζηαζε 

δείγκαηνο κε 

MeOH 

ACΝ θαη 

θπγνθέληξεζε 

ζηηο 4.000 rpm 

γηα 5 min 

91 έσο 103% <10%. 
3,3 

ng/κL 
[63] 

HPLC-

DAD 

FPSE κε κέζν 

sol-gel PTHF 
Όρη > 88,3% <11,7% 

0,15 

ng/κL 

Πξνηεηλόκελε 

Μέζνδνο 
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16. ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ-ΑΝΑΚΔΦΑΛΑΙΧ΢Η 

΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία αλαπηχρζεθε θαη επηθπξψζεθε κηα λέα κέζνδνο FPSE-HPLC-

DAD γηα ηε ζχγρξνλε εθρχιηζε θαη ηνλ ηαπηφρξνλν δηαρσξηζκφ θαη πξνζδηνξηζκφ   ηεζζάξσλ 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο, ηεο βελδπινπεληθηιίλεο, ηεο νμαθηιίλεο, ηεο θινμαθηιίλεο θαη ηεο 

δηθινμαθηιίλεο απφ νξφ αλζξψπηλνπ αίκαηνο. Οη ελψζεηο απηέο εκθαλίδνπλ αληηβηνηηθή δξάζε θαη 

εμαηηίαο ηεο δνκήο ηνπο αλήθνπλ ζηελ επξχηεξε θαηεγνξία αληηβηνηηθψλ β-ιαθηάκεο. Ζ ηερληθή πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην δηαρσξηζκφ θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ αληηβηνηηθψλ απηψλ ζε ππφζηξσκα 

νξνχ αίκαηνο, ήηαλ ε Τγξή Υξσκαηνγξαθία Τςειήο Πίεζεο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ ηερληθή 

πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο Fabric Phase Sorptive Extraction, ε νπνία εθαξκφδεηαη γηα πξψηε θνξά 

ζε απηή ηελ θαηεγνξία ελψζεσλ.  

Ζ ζηήιε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ αληηβηνηηθψλ ελψζεσλ 

ζηνλ νξφ αίκαηνο ήηαλ LiChroCART-LiChrospher®100 RP-18e (5 κm, 250   4 mm) ηεο Merck. Ο 

ζπλνιηθφο ρξφλνο έθινπζεο θαη αλάιπζεο ήηαλ 7,8 min. Ζ δπαδηθή θηλεηή θάζε απνηεινχκελε απφ 

νμηθφ ακκψλην 0,05 Μ θαη CH3CN κεηαβιήζεθε απφ ηελ αξρηθή αλαινγία 80:20 (v/v) ζηελ ηειηθή 

ησλ 40:60 (v/v). Γηα ην βέιηηζην δηαρσξηζκφ ησλ ελψζεσλ θαη ηε κείσζε ηνπ ρξφλνπ αλάιπζεο, ε 

ξνή αθνινχζεζε έλαλ ζηαδηαθφ ξπζκφ αχμεζεο, μεθηλψληαο απφ ηα 1.2 mL/min θαη θζάλνληαο 

κέρξη ηα 1.3 mL/min ζην έβδνκν ιεπηφ ηηκή ε νπνία παξέκελε ζηαζεξή κέρξη θαη ην ηέινο ηνπ 

δηαρσξηζκνχ ζηα 7,8 min. Ζ παξαηεξνχκελε πίεζε θπκάλζεθε απφ 190   10
5 

Ρa (έλαξμε) έσο 115 

  10
5
 Ρa (ιήμε). Ο φγθνο έγρπζεο ήηαλ 20 κL. Οη ρξφλνη ζπγθξάηεζεο ήηαλ 4.976 min γηα ηελ 

PENG, 5.738 min γηα ηελ ΟΥΑ, 6.169 min γηα ηελ CLO θαη min γηα ηελ DICLO. Ζ αλίρλεπζε ησλ 

ελψζεσλ θαη ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε αληρλεπηή παξάηαμεο 

θσηνδηφδσλ. Σν κήθνο θχκαηνο ξπζκίζηεθε ζηα 265 nm γηα παξαθνινχζεζε, ελψ ε 

πνζνηηθνπνίεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα 290 nm γηα ηελ PENG θαη ζηα 240 nm γηα ΟΥΑ, CLO θαη 

DICLO.  

Ζ ηερληθή πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο πνπ επηιέρζεθε ήηαλ ε Fabric Phase Sorptive Extraction, κηα 

λέα ηερληθή, ε νπνία ρξεζηκνπνηεί ηελ επηθάιπςε επηθαλεηψλ κε ηελ ηερλνινγία ιχκαηνο-πεθηήο 

(sol-gel) θαη δεκηνπξγεί λέα πξνζξνθεηηθά πιηθά κηθξνεθρχιηζεο. Ζ ηερληθή απηή εθαξκφδεηαη γηα 

πξψηε θνξά γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ απηψλ ησλ ελψζεσλ ζε νξφ αίκαηνο. Μεηά απφ πεηξακαηηθή 

δνθηκή δεθαηεζζάξσλ (14) δηαθνξεηηθψλ κέζσλ FPSE, ηα νπνία δηαθνξνπνηνχληαλ σο πξνο ην 

ζπλδπαζκφ πθαζκάηηλνπ ππνζηξψκαηνο θαη πιηθνχ sol-gel επηθάιπςεο, επηιέρζεθε ην πιένλ 

θαηάιιειν, ην νπνίν ήηαλ ην κέζν sol-gel PTHF. Γεκηνπξγείηαη κε  επίζηξσζε sol-gel πνιπ-

ηεηξαπδξνθνπξαλίνπ ζε πθαζκάηηλν ππφζηξσκα θεινπιφδεο. Όια ηα εηδηθά ραξαθηεξηζηηθά θαη νη 

ηδηφηεηεο ηνπ κέζνπ sol-gel PTHF FPSE, φπσο ε δηαπεξαηφηεηα, ιφγσ ηνπ εγγελνχο πνξψδνπο ηνπ 
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πθάζκαηνο θεινπιφδεο, νη πξνεγκέλεο ηδηφηεηεο ηνπ πιηθνχ θαη ην πνξψδεο δίθηπν, εμαηηίαο ηεο 

επηθάιπςεο κε PTHF κε ηελ ηερληθή sol-gel, ε θαηάιιειε πνιηθφηεηα, δξνπλ ζπλεξγηζηηθά γηα ηελ 

πξνψζεζε ηεο ηαρείαο αιιειεπίδξαζεο, κεηαμχ ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ θαη ηνπ sol-gel 

πξνζξνθεηηθνχ, κε απνηέιεζκα έλα πνιχ βξαρχ ρξφλν εθρχιηζεο πςειήο απφδνζεο.  

Πξνθεηκέλνπ λα κεγηζηνπνηεζεί ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο ηνπ κέζνπ sol-gel PTHF 

FPSE, εθηηκήζεθαλ θαη βειηηζηνπνηήζεθαλ αξθεηνί παξάγνληεο πνπ κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ηελ 

απφδνζε ηεο εθρχιηζεο, ην εκβαδφλ ησλ θνξπθψλ πνπ πξνέθππηαλ ζηα ρξσκαηνγξαθήκαηα θαη άξα 

ηελ απφιπηε αλάθηεζε. Απηέο νη παξάκεηξνη ήηαλ (α) ν δηαιχηεο έθινπζεο, (β) ν ρξφλνο έθινπζεο, 

(γ) ε εθαξκνγή αλάδεπζεο θαηά ηελ έθινπζε (δ) ν ρξφλνο εθρχιηζεο / πξνζξφθεζεο, (ε) θαη ε 

ηαρχηεηα αλάδεπζεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθρχιηζεο. Δπηπξνζζέησο, αμηνινγήζεθε κέζα απφ 

θαηάιιειν πεηξακαηηθφ ζρεδηαζκφ, ε δπλαηφηεηα δηθαηνινγεκέλεο παξάιεηςεο ησλ ζηαδίσλ ηεο 

θαηαβχζηζεο ησλ πξσηετλψλ πξηλ ην ζηάδην ηεο εθρχιηζεο θαη ηεο εμάηκηζεο ηνπ δηαιχηε θαη 

επαλαζχζηαζεο ηνπ δείγκαηνο κεηά ηελ εθρχιηζε. Απνδείρζεθε πσο θαη νη δπν δηαδηθαζίεο, φρη 

κφλν κπνξνχλ λα παξαιεηθζνχλ, αιιά ηπρφλ εθαξκνγή ηνπο ζα πξνθαιέζεη κείσζε ηεο απφιπηεο 

αλάθηεζεο γηα ηελ θάζε έλσζε. Ζ παξάιεηςε απηψλ ησλ ζηαδίσλ είλαη αμηνζεκείσηε 

δηαθνξνπνίεζε ζε ζρέζε κε ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία θαη κεηψλεη ζεκαληηθά ην ρξφλν ηεο 

πξνθαηεξγαζίαο θαη ζπλεπψο ην ρξφλν ηεο αλάιπζεο, ελψ ηαπηνρξφλσο ειαηηψλεη ηελ πηζαλφηεηα  

γηα απψιεηα πνζφηεηαο αλαιπηψλ, αθνχ παξαιείπνληαη ζηάδηα πνπ ζπλήζσο είλαη επηδήκηα. Σέινο, 

αμηνινγήζεθε ε επίδξαζε ηνπ ππνζηξψκαηνο νξνχ αίκαηνο, ελψ δηεμήρζε κηα κειέηε 

επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηεο κεκβξάλεο FPSE. Σα πεηξάκαηα βειηηζηνπνίεζεο δηεμήρζεζαλ 

ρξεζηκνπνηψληαο πξφηππν πδαηηθφ κίγκα ησλ εθρπιηδφκελσλ ελψζεσλ ζε ζπγθέληξσζε 10 ng/κL. 

Μίγκα 500 κL αθεηνληηξηιίνπ θαη πδαηηθνχ δηαιχκαηνο νμηθνχ ακκσλίνπ 0,05 Μ ζε αλαινγία 

φγθσλ 90:10 v/v  βξέζεθε σο ην πην απνηειεζκαηηθφ ζχζηεκα δηαιπηψλ έθινπζεο θαη γηα ηηο 

ηέζζεξηο ελψζεηο. Σν κέζν FPSE, κεηά απφ πιχζε θαη ελεξγνπνίεζε γηα 5 min, πξψηα ζε κίγκα       

2 mL αθεηνληηξηιίνπ-κεζαλφιεο ζε αλαινγία φγθσλ 50:50 θαη αθνινχζσο ζε 2 mL απηνληζκέλνπ 

λεξφ, ηνπνζεηείηαη ζε 1 mL κίγκαηνο, ην νπνίν απνηειείηαη απφ 50 κL νξνχ αλζξψπηλνπ αίκαηνο, 

450 κL απηνληζκέλνπ λεξνχ θαη 500 κL πξφηππνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο πνπ πεξηείρε ηα ηέζζεξα 

αληηβηνηηθά  πεληθηιίλεο ζηελ επηζπκεηή ζπγθέληξσζε εκβνιηαζκνχ γηα ηελ θάζε έλσζε. Μία κηθξή 

θαζαξή καγλεηηθή ξάβδνο αλαδεχζεο επηθαιπκκέλε κε Teflon εηζήρζε εληφο ηνπ θηαιηδίνπ, ην 

νπνίν ηνπνζεηείηαη ζε καγλεηηθφ αλαδεπηήξα, ν νπνίνο ξπζκίζηεθε ζηα 350 rpm (πςειφηεξε 

ηαρχηεηα), γηα λα εμαζθαιηζηεί ε αλαγθαία δηάρπζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ κέζα ζην 

δείγκα γηα 25 min. Απηφ ήηαλ ην ζηάδην ηεο εθρχιηζεο-πξνζξφθεζεο. Έπεηηα, γηα ην ζηάδην ηεο 

έθινπζεο, ε κεκβξάλε PTHF FPSE, ζηελ νπνία έρνπλ πξνζξνθεζεί νη ηέζζεξηο ελψζεηο 

αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο, εηζήρζε ζε θαζαξφ θηαιίδην κε 500 κL κίγκαηνο 90:10 v/v ΑCN: 
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CH3COONH4 θαη ε έθινπζε αθήλεηαη λα δηαξθέζεη 10 min, ρσξίο καγλεηηθή αλάδεπζε. Σέινο, ην 

έθινπζκα κπνξεί λα εγρπζεί απεπζείαο ζην ζχζηεκα HPLC γηα ρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε. Δάλ 

θξηζεί απαξαίηεην, ην έθινπζκα κπνξεί λα δηεζεζεί πξηλ απφ ηελ εηζαγσγή ζην ζχζηεκα HPLC, γηα 

λα απνκαθξπλζνχλ ηπρφλ ζσκαηηδηαθά θαη ζηεξεά ππνιείκκαηα.  

Ζ κέζνδνο επηθπξψζεθε σο πξνο ηα θξηηήξηα ηεο γξακκηθφηεηαο, ηεο επαλαιεςηκφηεηαο, ηεο 

πηζηφηεηαο, ηεο επαηζζεζίαο, ηεο εθιεθηηθφηεηαο, ηεο ζηαζεξφηεηαο ησλ δεηγκάησλ κεηά απφ έμη 

δηαδνρηθνχο θχθινπο ςχμεο-απφςπμεο. Ζ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ έγηλε κε εκβνιηαζκφ δεηγκάησλ 

νξνχ αίκαηνο κε ηηο ηέζζεξηο ελψζεηο ζε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο. Σα φξηα αλίρλεπζεο θαη 

πνζνηηθήο απνηίκεζεο βξέζεθαλ απφ ηελ θακπχιε αλαθνξάο ζηα 0,15 θαη 0,5 ng/κL γηα φιεο 

ελψζεηο. Δπίζεο, ειέγρζεθε ε επαλαιεςηκφηεηα θαη ε αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ. Ζ ζρεηηθή ηππηθή 

απφθιηζε ήηαλ κηθξφηεξε απφ 11,7% γηα ηηο κεηξήζεηο ηεο ίδηαο κέξαο θαη νη αλαθηήζεηο βξέζεθαλ 

απφ 88,3 έσο 109,1%. Γηα ηηο κεηξήζεηο πνπ ιήθζεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα 4 εκεξψλ κε δχν 

επαλαιήςεηο εκεξεζίσο βξέζεθε ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε κηθξφηεξε απφ 12,1% θαη αλάθηεζε απφ 

89,6 έσο 110,3%.  

Ζ αμηνιφγεζε ησλ  θχθισλ ςχμεο θαη απφςπμεο έδεημε φηη ε νμαθηιίλε, ε θινμαθηιίλε θαη ε 

δηθινμαθηιίλε ήηαλ ζηαζεξέο γηα ηέζζεξηο δηαδνρηθνχο θχθινπο, ελψ ε βελδπινπεληθηιίλε παξέκεηλε 

ζηαζεξή κφλν γηα έλαλ θχθιν. Πξνέθπςε πσο νη ελψζεηο παξέκεηλαλ ζηαζεξέο, θαη ζπλεπψο ην 

δείγκα ραξαθηεξίδεηαη απφ ζηαζεξφηεηα γηα ηνπιάρηζηνλ 35 εκέξεο. Σέινο, ειέγρζεθε ε 

ζηαζεξφηεηα ησλ ελψζεσλ ησλ ππθλψλ πδαηηθψλ πξνηχπσλ (100 ng/κL). Με βάζε ηελ 

βηβιηνγξαθία θαη πξνεγνχκελεο εξγαζίεο ηνπ εξγαζηεξίνπ, ε ζηαζεξφηεηα είρε βξεζεί θαη ήηαλ ην 

ρξνληθφ δηάζηεκα ηνπ ελφο κήλα. Δπαιεζεχζεθε, ινηπφλ, φηη  ε ζηαζεξφηεηα ησλ αληηβηνηηθψλ 

πεληθηιίλεο ζε πδαηηθά ππθλά δηαιχκαηα είλαη εθηθηή γηα ηνπιάρηζηνλ έλα κήλα, φηαλ 

απνζεθεχνληαη ζηνπο 4 ° C απνπζία θσηφο. Δπηπιένλ, πξαγκαηνπνηήζεθε κειέηε 

επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηνπ κέζνπ sol-gel PTHF, ε νπνία έδεημε φηη ην επηιεγκέλν κέζν FPSE κπνξεί 

λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνπιάρηζηνλ 35 θνξέο, ρσξίο απψιεηα ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο 

εθρχιηζεο. Σν ζπκπέξαζκα απηφ είλαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθφ, θαζψο αλακθηζβήηεηα θαζηζηά ηε 

κέζνδν πξνθαηεξγαζίαο πνπ αλαπηχρζεθε νηθνλνκηθή θαη πξάζηλε. 

Ζ αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ ειέγρζεθε κε ηε κέζνδν Youden, θαηά ηελ νπνία επηά παξάγνληεο 

κεηαβιήζεθαλ θαηά ηελ πξνθαηεξγαζία ηνπ δείγκαηνο. Δπηιέρζεθαλ επηά δηαθνξεηηθνί παξάγνληεο 

απφ ηε δηαδηθαζία πξνθαηεξγαζίαο ηνπ δείγκαηνο, νη νπνίνη έρνπλ θξίζηκε επίδξαζε ζηελ 

απνδνηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο θαη ηεο κεζφδνπ ζπλνιηθφηεξα. Ζ κεηαβνιή ησλ επηά παξακέηξσλ 

έγηλε ηαπηφρξνλα. Αλ νη ηηκέο απηψλ ησλ παξαγφλησλ αιιάμνπλ ειαθξά, ζθφπηκα ή ηπραία, ζα 

κπνξνχζαλ ελδερνκέλσο λα επεξεάζνπλ ηα απνηειέζκαηα. Οη παξάγνληεο πνπ επηιέρζεθαλ ήηαλ: 

(1) ε ηαρχηεηα ηεο καγλεηηθήο αλάδεπζεο θαηά ην ζηάδην ηεο εθρχιηζεο – πξνζξφθεζεο, (2) ν 
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ρξφλνο εθρχιηζεο, (3) ν ρξφλνο έθινπζεο, (4) ν δηαιχηεο έθινπζεο, (5) ν φγθνο δηαιχηε έθινπζεο,  

(6) ην κέγεζνο (εκβαδφλ) ηνπ κέζνπ FPSE θαη (7) ε ρξεζηκνπνίεζε δηαθνξεηηθνχ κέζνπ FPSE 

(δηαθνξεηηθή sol-gel επηθάιπςε). Απφ ηελ αμηνιφγεζε ησλ δεδνκέλσλ, είλαη πξνθαλέο φηη ε PENG 

ήηαλ ε έλσζε, ηεο νπνίαο ε εθρχιηζε θάλεθε λα επεξεάζηεθε θαηά κέζν φξν πεξηζζφηεξν απφ φιεο 

ηηο κεηαβνιέο, ελψ γηα ηηο άιιεο ηξεηο, OXA, CLOXA θαη DICLO, ε επίδξαζε ησλ κεηαβνιψλ ζηελ 

απνδνηηθφηεηα ηεο εθρχιηζεο ήηαλ παξφκνηα θαη ζε κέηξηα έθηαζε. Σν επηιεγκέλν βέιηηζην κέζν 

FPSE επηθαιπκκέλν κε sol-gel PTHF, σο κεηαβιεηφο παξάγνληαο ηεο δνθηκαζίαο Youden είρε ηε 

κεγαιχηεξε ζεηηθή επίδξαζε. Δπηπιένλ, ην κέγεζνο (εκβαδφλ) ηνπ κέζνπ FPSE είρε έληνλε ζεηηθή 

επίδξαζε. Ζ ηαρχηεηα αλάδεπζεο θαηά ηελ πξνζξφθεζε ησλ εθρπιηδφκελσλ κνξίσλ ζηε κεκβξάλε 

FPSE, ν ρξφλνο εθρχιηζεο, ν ρξφλνο έθινπζεο, ν δηαιχηεο έθινπζεο θαη ν φγθνο ηνπ δηαιχηε 

έθινπζεο εθηηκήζεθε φηη έρεη κηθξή ζεηηθή ή αξλεηηθή επίδξαζε. Ζ εθρχιηζε ηεο OXA θάλεθε πην 

ζηαζεξή ζε ζρέζε κε ηηο άιιεο κεηαβνιέο πνπ αμηνινγήζεθαλ, κε κηθξή δηαθνξά απφ CLOXA θαη 

DICLO, πνπ θαη νη δχν εκθάληζαλ παξφκνηα ζηαζεξφηεηα. Γεληθά, εμάγεηαη ην ζπκπέξαζκα φηη ε 

κέζνδνο είλαη αλζεθηηθή, θαζψο φιεο νη ηηκέο ηππηθήο απφθιηζεο ησλ παξαγφλησλ ήηαλ θνληά ζηελ 

SD ηεο κεζφδνπ γηα ην ζπγθεθξηκέλν επίπεδν ζπγθέληξσζεο.  

Σέινο, εμεηάζηεθε ε ζπκθσλία ησλ πεηξακαηηθψλ ηηκψλ απφιπηεο αλάθηεζεο γηα ηηο ηέζζεξηο 

ελψζεηο κεηά απφ FPSE πξνθαηεξγαζία κε ην κέζν sol-gel PTΖF, κε ηηο ζεσξεηηθά αλακελφκελεο 

ηηκέο αλάθηεζεο πνπ ζα πξνέθππηαλ ρξεζηκνπνηψληαο ην αλεπηπγκέλν καζεκαηηθφ κνληέιν, απφ ην 

νπνίν πξνθχπηνπλ απηέο, δειαδή ηελ εμίζσζε ζπζρέηηζεο απφιπηεο αλάθηεζεο θαη ηηκήο logKow 

ηεο θάζε έλσζεο. Ζ ζχγθξηζε κεηαμχ ησλ ζεσξεηηθά αλακελφκελσλ ηηκψλ αλάθηεζεο, ησλ 

πξαγκαηηθψλ ηηκψλ αλάθηεζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα δείγκαηα πξνηχπσλ ζε απηνληζκέλν λεξφ θαη 

ησλ πξαγκαηηθψλ ηηκψλ αλάθηεζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ εκβνιηαζκέλα δείγκαηα νξνχ αίκαηνο ζε 

ζπγθέληξσζε  10 ng/κL, έδεημε πσο νη πεηξακαηηθέο ηηκέο αλάθηεζεο θαη ζπλεπψο απνδνηηθφηεηαο 

ηεο εθρχιηζεο ησλ εκβνιηαζκέλσλ δεηγκάησλ νξνχ αίκαηνο γηα φια ηα εμεηαδφκελα αληηβηνηηθά 

βξέζεθαλ πεξίπνπ ζην ήκηζπ ησλ ηηκψλ ησλ πξνβιεπφκελσλ ηηκψλ πνπ ειήθζεζαλ κε ην κνληέιν. 

Ωζηφζν, νη πεηξακαηηθέο ηηκέο % απφιπηεο αλάθηεζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα εκβνιηαζκέλα 

δείγκαηα ζε ππφζηξσκα απηνληζκέλνπ λεξνχ απνθιίλνπλ αηζζεηά ιηγφηεξν απφ ηελ εμίζσζε 

ζπζρέηηζεο. 

Οη πξσηεΐλεο θαη άιια ζπζηαηηθά ηνπ ππνζηξψκαηνο, ζπγθξαηνχλ ζεκαληηθφ ηκήκα ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ ελψζεσλ θάηη πνπ ζηελ πεξίπησζε ηνπ απηνληζκέλνπ λεξνχ δε ζπκβαίλεη. 

΢πλεπψο απνθαιχπηεηαη ε ζεκαληηθή επίδξαζε ππνζηξψκαηνο. ΢ηελ άιιε πεξίπησζε, ε απφθιηζε 

απφ ηε ζεσξεηηθή εμίζσζε κπνξεί λα δηθαηνινγεζεί αθνχ ιεθζνχλ ππφςε ηφζν νη ηηκέο pKa ησλ 

ελψζεσλ, φζν θαη νη ζπλζήθεο pH θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ ζηαδίνπ ηεο εθρχιηζεο FPSE, ε νπνία 

ιακβάλεη ρψξα θάησ απφ νπδέηεξεο ζπλζήθεο (pH 7).  
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΢πλνςίδνληαο, κπνξνχκε λα πνχκε φηη αλαπηχρηεθε κηα κέζνδνο, ε νπνία είλαη:  

 Απιή: γηα ηελ πξνθαηεξγαζία ηνπ δείγκαηνο δελ απαηηείηαη θάπνηα πξνεξγαζία γηα ηνλ 

θαζαξηζκφ ηνπ θαη ηελ απνκφλσζε ησλ ελψζεσλ, φπσο ε απνπξσηεΐλσζε.  

 Γξήγνξε: Ο ρξφλνο πξνθαηεξγαζίαο είλαη κηθξφο κε ειάρηζηα βήκαηα θαη εμαιείθνληαη ηπρφλ 

πεγέο ζθαικάησλ. Ο δηαρσξηζκφο πξαγκαηνπνηείηαη ζε 7,8 min.  

 Γελ απαηηνύληαη καθξόρξνλα ζηάδηα θαη ηερληθά ζύλζεηα ζηάδηα (π.ρ. δηαδηθαζία ηεο 

θαηαβχζηζεο πξσηετλψλ θαη ηεο εμάηκηζεο ππφ ξεχκα αδψηνπ)  

 Οηθνλνκηθή θαη θαη ζύκθσλε κε άιιεο κνληέξλεο ηάζεηο γηα πξάζηλεο ηερληθέο: 

Υξεζηκνπνηνχληαη κηθξέο πνζφηεηεο δηαιπηψλ ζε ζρέζε κε άιιεο κειέηεο πνπ ππάξρνπλ ζρεηηθά 

κε ηνλ πξνζδηνξηζκφ πεληθηιηλψλ ζηνλ νξφ αίκαηνο. Γε γίλεηαη ρξήζε ηνμηθψλ δηαιπηψλ (εμάλην, 

ρισξησκέλνη δηαιχηεο θιπ).  

 Σν κέζν FPSE είλαη επαλαρξεζηκνπνηήζηκν γηα πνιιαπιή ρξήζε.  

 Απνηειεζκαηηθή θαη Δπαίζζεηε: Γελ ππάξρνπλ παξεκπνδίζεηο θαηά ηνλ πξνζδηνξηζκφ θαη ε 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ ελψζεσλ ήηαλ επαλαιήςηκε.  
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17. ΠΔΡΙΛΗΦΗ 

ΑΝΑΠΣΤΞΖ ΚΑΗ ΔΠΗΚΤΡΩ΢Ζ ΜΔΘΟΓΟΤ ΓΗΑ ΣΟΝ ΣΑΤΣΟΥΡΟΝΟ ΠΡΟ΢ΓΗΟΡΗ΢ΜΟ 

ΑΝΣΗΒΗΟΣΗΚΩΝ ΠΔΝΗΚΗΛΗΝΖ΢ ΜΔ ΣΖΝ ΣΔΥΝΗΚΖ ΣΖ΢ HPLC ΢Δ ΑΝΘΡΩΠΗΝΟ ΟΡΟ 

ΑΗΜΑΣΟ΢ ΜΔΣΑ ΑΠΟ ΠΡΟΚΑΣΔΡΓΑ΢ΗΑ ΜΔ ΣΖΝ ΣΔΥΝΗΚΖ ΣΖ΢ FABRIC PHASE 

SORPTIVE EXTRACTION (FPSE) 

Ζ Fabric Phase Sorptive Extraction (FPSE), κηα ζχγρξνλε ηερληθή πξνζξoθεηηθήο κηθξνεθρχιηζεο, 

εθηηκήζεθε σο ε βάζε γηα ηελ αλάπηπμε κηαο «πξάζηλεο», απιήο, επαίζζεηεο, αμηφπηζηεο θαη 

γξήγνξεο αλαιπηηθήο κεζφδνπ πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο απφδνζεο θαη αλίρλεπζεο παξάηαμεο 

θσηνδηφδσλ (HPLC-PDA) γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηεζζάξσλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιίλεο 

(βελδπινπεληθηιιίλε, νμαθηιίλε, θινμαθηιίλε θαη δηθινμαθηιίλε) ζε νξφ αλζξψπηλνπ αίκαηνο. Ζ 

FPSE ζπλδπάδεη απνηειεζκαηηθά ηηο πξνεγκέλεο ηδηφηεηεο ησλ ζχγρξνλσλ πξνζξνθεηηθψλ πιηθψλ, 

ε παξαγσγή ησλ νπνίσλ ζηεξίδεηαη ζηελ επηθάιπςε επηθαλεηψλ κε ηελ ηερλνινγία ιχκαηνο-πεθηήο 

(sol-gel), κε ηηο ζεκαληηθέο ρεκηθέο ηδηφηεηεο ηεο επηθάλεηαο ελφο εγγελψο πνξψδνπο θαη πδξφθηινπ 

ππνζηξψκαηνο θεινπιφδεο, κε απνηέιεζκα κηα επέιηθηε, εμαηξεηηθά επαίζζεηε ζπζθεπή 

κηθξνεθρχιηζεο, απνηειεζκαηηθή ζηελ εθρχιηζε ησλ ελψζεσλ ζηφρσλ απεπζείαο απφ ην δείγκα. Οη 

ρξνλνβφξεο δηαδηθαζίεο εμάηκηζεο ηνπ δηαιχηε θαη επαλαζχζηαζεο ηνπ δείγκαηνο απνξξίθζεθαλ σο 

κε πξαθηηθέο απφ ηε δηαδηθαζία ηεο πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο πξάγκα πνπ ζπλέβε θαη γηα ηε 

δηαδηθαζία ηεο θαηαβχζηζεο ησλ πξσηεηλψλ. Ζ θαηαλάισζε νξγαληθψλ δηαιπηψλ πεξηνξίζηεθε ζην 

ειάρηζην δπλαηφ. Έηζη, ε ηερληθή FPSE πνπ αλαπηχρζεθε θαη εθαξκφζηεθε πιεξνί ηα θξηηήξηα ηεο 

«πξάζηλεο» αλαιπηηθήο ρεκείαο (GAC). Λφγσ ηεο ηζρπξήο ρεκηθήο ζχλδεζεο κεηαμχ ηνπ θνιιν-

εηδνχο πξνζξνθεηηθνχ sol-gel θαη ηνπ ππνζηξψκαηνο, ε κεκβξάλε κηθξνεθρχιηζεο παξνπζηάδεη 

πνιχ πςειή ρεκηθή θαη ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα.  ΢ε απηή ηελ εξγαζία, κέζν FPSE απνηεινχκελν απφ 

ππφζηξσκα πθάζκαηνο θεινπιφδεο επηθαιπκκέλν κε θνιινεηδέο δηάιπκα πνιπηεηξαυδξνθνπξάληνπ 

(PTHF) απέδσζε ηε βέιηηζηε επαηζζεζία εθρχιηζεο γηα ηα επηιεγκέλα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο θαη 

ζπλεπψο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ εθρχιηζε ηεζζάξσλ πεληθηιηλψλ απφ αλζξψπηλν νξφ αίκαηνο, 

ρσξίο πξνεγνχκελε θαηαβχζηζε πξσηετλψλ θαη ρσξίο εμάηκηζε δηαιχηε θαη επαλαζχζηαζε ηνπ 

δείγκαηνο κεηά ηελ εθρχιηζε. Ο δηαρσξηζκφο έγηλε κε κηα κέζνδν RP-HPLC ζε 7,8 min. Ζ κέζνδνο 

επηθπξψζεθε σο πξνο ηε γξακκηθφηεηα, ηελ εθιεθηηθφηεηα, ηελ αθξίβεηα, ηελ πηζηφηεηα θαη ηε 

ζηαζεξφηεηα ησλ δεηγκάησλ. Γηα ηα ηέζζεξα αληηβηνηηθά πεληθηιίλεο, ην LOD θαη ην LOQ ήηαλ 0,15 

ng/κL θαη 0,5 ng/κL, αληίζηνηρα. Δπηπιένλ, κειεηήζεθε θαη απνδείρζεθε ε δπλαηφηεηα πνιιαπιήο 

επαλαρξεζηκνπνίεζεο ηνπ κέζνπ FPSE. Αθφκε, δηελεξγήζεθε ζπγθξηηηθή κειέηε ζπκθσλίαο 

δηαθφξσλ πεηξακαηηθψλ δεδνκέλσλ κε ην θαηάιιειν καζεκαηηθφ κνληέιν γηα ην κέζν sol-gel 

PTHF. Ζ αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ εμεηάζηεθε κε ην test Youden. 
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18. SUMMARY 

FABRIC PHASE SORPTIVE EXTRACTION FOR SIMOULTANEOUS OBSERVATION OF 

FOUR PENICILLIN ANTIBIOTICS RESIDUES FROM HUMAN BLOOD SERUM PRIOR TO 

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY AND PHOTO-DIODE ARRAY 

DETECTION 

Fabric phase sorptive extraction (FPSE), a current and up-to-date technique of solid sorbent-based 

microextraction, is regarded to be the basis of the development and advancement of an 

environmentally friendly, simple, sensitive, trustworthy, and fast analytical method by making use of 

high performance liquid chromatography and photo-diode array detection (HPLC-PDA) for the 

concurrent determination of four penicillin antibiotics residues (benzylpenicillin, cloxacillin, 

dicloxacillin and oxacillin) in human blood serum. By means of FPSE, the sophisticated material 

properties of sol-gel derived extraction and microextraction sorbents and the rich surface chemistry 

of an inherent porous and hydrophilic cellulose fabric substrate are successfully combined, leading to 

a flexible microextraction device which is characterized by high efficiency in extracting target 

analytes directly from complex sample matrices. Solvent evaporation and reconstitution steps, which 

are considered to be rather time-consuming, were eradicated successfully from the sample 

preparation workflow, organic solvent consumption was brought to a minimum while protein 

precipitation was assessed as impractical. Thus, FPSE complies with all green analytical chemistry 

(GAC) criteria. The microextraction device is characterized by a very high chemical and solvent 

stability owing to the strong chemical bonds formed between the sol–gel sorbent and the substrate. 

Thus, any organic solvent/solvent mixture can serve as the eluent/back-extraction solvent. Herein, 

sol-gelpoly(tetrahydrofuran) coated FPSE membrane provided optimum extraction sensitivity for the 

selected penicillin antibiotics, which were analyzed using an RP-HPLC method, validated in terms of 

sensitivity, linearity, accuracy, precision, and selectivity. For all four penicillin antibiotics, the limit 

of detection and the limit of quantitation were 0.15 ng/κL and 0.5 ng/κL, respectively. 
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19. ΓΗΜΟ΢ΙΔΤΜΔΝΔ΢ ΔΡΓΑ΢ΙΔ΢ 

Απφ ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα ηεο κεηαπηπρηαθήο απηήο εξγαζίαο πξνέθπςαλ ε αθφινπζε 

δεκνζηεχζε ζε δηεζλέο πεξηνδηθφ: 

Fabric phase sorptive extraction for simultaneous observation of four penicillin antibiotics from 

human blood serum prior to high performance liquid chromatography and photo-diode array 

detection. 

Vasileios Alampanos, Abuzar Kabir, Kenneth G. Furton, Victoria Samanidou, Ioannis Papadoyannis. 

Microchemical Journal, Volume 149, September 2019, 103964. 

 

Δπηπξνζζέησο, δεκνζηέπηεθε θαη ην αθφινπζν άξζξν αλαζθφπεζεο: 

Trends in Sample Preparation for the HPLC Determination of Penicillins in Biofluids.  

Vasileios Alampanos, Victoria Samanidou, Ioannis Papadoyannis. 

Journal of Applied Bioanalysis. Volume 5, No. 1. January 2019. 
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