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Σελίδα | 1  
 

κοπόσ τησ εργαςύασ 
 

Ο ζλεγχοσ ντόπινγκ ακλθτϊν και αλόγων ςτθρίηεται ςτθν ανάλυςθ δειγμάτων  οφρων (και 

ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ αίματοσ) για τθν ανίχνευςθ, τθν ταυτοποίθςθ και ςε οριςμζνεσ 

περιπτϊςεισ τον ποςοτικό προςδιοριςμό απαγορευμζνων ουςιϊν. Η ςυνδυαςμζνθ τεχνικι 

τθσ υγροχρωματογραφίασ με τθ φαςματομετρία μαηϊν αποτελεί τα τελευταία χρόνια 

βαςικό εργαλείο για τα διαπιςτευμζνα εργαςτιρια που διενεργοφν τουσ ελζγχουσ 

προςφζροντασ πλεονεκτιματα όπωσ θ υψθλι ευαιςκθςία και εκλεκτικότθτα, θ ταχφτθτα 

και απλότθτα των αναλφςεων. Σκοπόσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι θ ανάπτυξθ και 

αξιολόγθςθ νζων βελτιωμζνων αναλυτικϊν μεκόδων ανίχνευςθσ και προςδιοριςμοφ 

απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν και αλόγων με τθν τεχνικι αυτι 

χρθςιμοποιϊντασ ςυςτιμα φαςματομετρίασ μαηϊν με αναλυτι χρόνου πτιςθσ. Η 

ςυγκεκριμζνθ τεχνολογία χαρακτθρίηεται από υψθλι διαχωριςτικι ικανότθτα και μεγάλθ 

ακρίβεια ςτθ μζτρθςθ του λόγου μάηα προσ φορτίο των ςχθματιηόμενων ιόντων και 

χρθςιμοποιείται ολοζνα και περιςςότερο για τθν ποιοτικι και ποςοτικι ανάλυςθ 

φαρμακευτικϊν και όχι μόνο μορίων και για τθν ταυτοποίθςθ τθσ δομισ άγνωςτων ουςιϊν 

και βιομορίων. 

Το πρϊτο μζροσ τθσ διατριβισ αυτισ εςτιάηεται ςτθν εφαρμογι τθσ τεχνολογίασ LC/TOF-MS 

ςτον ζλεγχο ςάρωςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν. Λαμβάνοντασ υπόψθ τθ 

δυνατότθτα τθσ ςυνεχοφσ λιψθσ φαςμάτων ςάρωςθσ ςε μεγάλο εφροσ τιμϊν λόγου μάηασ 

προσ φορτίο από το παραπάνω αναλυτικό ςφςτθμα, γίνεται προςπάκεια ανάπτυξθσ ενόσ 

διευρυμζνου αναλυτικοφ πρωτοκόλλου για τθν ανίχνευςθ μεγάλου αρικμοφ χαμθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ ενϊςεων από όλεσ τισ κατθγορίεσ απαγορευμενων ουςιϊν. Στόχο 

αποτελεί θ ενοποίθςθ των διαφορετικϊν αναλυτικϊν διαδικαςιϊν ςάρωςθσ που 

εφαρμόηονται από το εργαςτιριο ςε ζνα αναλυτικό πρωτόκολλο γεγονόσ που κα 

ςυμβάλλει ςθμαντικά ςτθ μείωςθ του χρόνου και του κόςτουσ των αναλφςεων. Η ανάπτυξθ 

ενόσ τζτοιου πρωτοκόλλου ζχει ωσ ςτόχο τθν ικανοποιθτικι ανίχνευςθ όχι μόνο των ιδθ 

γνωςτϊν απαγορευμζνων ουςιϊν που ςυμπεριλαμβάνονταν ςτθ Λίςτα του WADA που 

τζκθκε ςε ιςχφ για το ζτοσ 2010, αλλά και ςε μελλοντικι αναδρομικι ανίχνευςθ άγνωςτων 

μζχρι ςτιγμισ ουςιϊν. 

Το δεφτερο μζροσ τθσ διατριβισ αναφζρεται  ςτθν ανάπτυξθ και αξιολόγθςθ αναλυτικϊν 

μεκόδων LC/MS για τον ποςοτικό προςδιοριςμό ουςιϊν ορίου ςε οφρα αλόγων δθλαδι 

ουςιϊν των οποίων θ ανίχνευςθ ςε ςυγκεντρϊςεισ υψθλότερεσ από τα ιςχφοντα όρια κα 

πρζπει να αναφζρεται ςτισ αρχζσ ωσ παραβίαςθ ντόπινγκ. Οι προσ ανάλυςθ ουςίεσ είναι θ 

υδροκορτιηόνθ, κορτικοςτεροειδζσ που αποτελεί ταυτόχρονα και ενδογενι ουςία για τα 

άλογα, θ κεοβρωμίνθ, το ςαλικυλικό οξφ και θ 3-μεκοξυτυραμίνθ. Κοινι προςζγγιςθ ςτθν 

ανάπτυξθ των μεκόδων για τθν ποςοτικι ανάλυςθ των παραπάνω ουςιϊν αποτελεί θ 

εφαρμογι τθσ απλοφςτερθσ δυνατισ πορείασ προκατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων που 

κα βαςίηεται ςτθν αραίωςθ και ςτθν απευκείασ ζγχυςθ και ανάλυςι τουσ από το ςφςτθμα 

LC/MS. Λόγω τθσ πολφπλοκθσ ςφςταςθσ του υποςτρϊματοσ των οφρων ςτα άλογα 

κακίςταται μζγιςτθσ ςθμαςίασ θ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ ςτθν απόκριςθ 

των αναλυτϊν και θ επιλογι τθσ κατάλλθλθσ μεκοδολογίασ που κα διαςφαλίςει τθν 



Σελίδα | 2  
 

εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων ποςοτικοποίθςθσ. Στόχο αποτελεί επιπλζον οι 

αναπτυχκείςεσ μζκοδοι να επιτρζπουν επιπρόςκετα και τθν ταυτοποίθςθ (επιβεβαίωςθ) 

των απαγορευμζνων ουςιϊν με το ίδιο αναλυτικό πρωτόκολλο και εφόςον είναι εφικτό 

ςτθν ίδια ανάλυςθ με τθν ποςοτικοποίθςθ. Η αξιολόγθςθ και επικφρωςθ των μεκόδων 

βάςει διεκνϊν επίςθμων οδθγιϊν κα διαςφαλίςει τθν αξιοπιςτία τουσ για τθν εφαρμογι 

τουσ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ και κα ακολουκιςει θ εφαρμογι των μεκόδων για τον 

προςδιοριςμό των προαναφερκζντων ουςιϊν ςε δείγματα οφρων αγωνιηόμενων αλόγων.          
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υντμόςεισ - Ορολογύα 
 

 AAS (Anabolic Androgenic Steroids): Αναβολικά ανδρογόνα ςτεροειδι (ΑΑΣ) 

 ACN (Acetonitrile): Ακετονιτρίλιο 

 ADC (Analogue to Digital Converter): Αναλογοψθφιακόσ μετατροπζασ 

 AORC (Association of Official Racing Chemists): Ομοςπονδία χθμικϊν επίςθμων 

αγϊνων 

 APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization): Χθμικόσ ιοντιςμόσ ςε ςυνκικεσ 

ατμοςφαιρικισ πίεςθσ 

 API (Atmospheric Pressure Ionization): Ιοντιςμόσ ςε ςυνκικεσ ατμοςφαιρικισ 

πίεςθσ 

 APPI (Atmospheric Pressure Photoionization): Ιοντιςμόσ με δζςμθ φωτονίων ςε 

ςυνκικεσ ατμοςφαιρικισ πίεςθσ 

 ARCI (Association of Racing Commissioners International): Διεκνισ ςφνδεςμοσ 

επιτρόπων ιπποδρομιϊν  

 BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide): N,O-δισ(τριμεκυλοςιλυλο)τριφκο- 

ροακεταμίδιο 

 CE (Capillary Electrophoresis): Τριχοειδισ θλεκτροφόρθςθ 

 CE (Collision Energy): Ενζργεια κραυςματοποίθςθσ  

 CG (Chorionic Gonadotropin): Χοριακι γοναδοτροπίνθ 

 CDS (Calibrant Delivery System): Σφςτθμα παροχισ διαλφματοσ βακμονόμθςθσ 

 COMT (Catechol-O-Methyl-Tranferase): κατεχολο-Ο-μεκυλοτρανςφεράςθ 

 COX (Cycloxygenase): Κυκλοξυγενάςθ   

 DMSO (Dimethyl sulfoxide): Διμεκυλοςουλφοξείδιο 

 DOPAC (3,4-dihydroxyphenylacetic acid): 3,4-διυδροξυφαινυλo-οξικό οξφ  

 DTE (Dithioerythritol): Δικειοερυκριτόλθ 

 % Ε (% Extraction Recovery): Εκατοςτιαία ανάκτθςθ 

 % Εr (% Relative Error): Επί τοισ εκατό ςχετικό αναλυτικό ςφάλμα 

 ΕΙ (Electron Ionization): Ιοντιςμόσ με πρόςκρουςθ θλεκτρονίων 

 ESI (Electrospray Ionization): Ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό 

 EPO (Erythropoietin): Ερυκροποιθτίνθ 

 FEI (Federation Equestrian International): Παγκόςμια ομοςπονδία ιπποδρομιϊν 

 FIA (Flow Injection Analysis): Ανάλυςθ με απευκείασ ζγχυςθ ςτο φαςματόμετρο 

μαηϊν 

 FWHM (Full Width Half Maximum): Πλάτοσ φαςματικισ κορυφισ ςτο μιςό του 

φψουσ τθσ  

 GC (Gas Chromatography): Αεριοχρωματογραφία 

 GC/MS (Gas Chromatography/Mass Spectrometry): Αεριοχρωματογραφία 

ςυηευγμζνθ με φαςματομετρία μαηϊν 

 GH (Growth Hormone): Αυξθτικι ορμόνθ 

 HDL (High-Density Lipoprotein): Υψθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνθ 

 HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography): Χρωματογραφία υδρόφιλων 

αλλθλεπιδράςεων 
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 HPLC (High Performance Liquid Chromatography): Υψθλισ απόδοςθσ 

υγροχρωματογραφία 

 HRMS (High Resolution Mass Spectrometry): Φαςματομετρία μαηϊν υψθλισ 

διαχωριςτικισ ικανότθτασ 

 HVA (Homovallinic acid): Ομοβαλλινικό οξφ, 3-μεκοξυ-4-υδροξυ-φαινυλο-οξικό οξφ  

 IAAF (International Amateur Athletic Federation): Διεκνισ ομοςπονδία 

εραςιτεχνικοφ ακλθτιςμοφ 

 IFHA (International Federation of Horseracing Authorities): Παγκόςμια ομοςπονδία 

αρχϊν ιπποδρομιϊν  

 ΙGF (Insulin-like Growth Factor): Ινςουλινόμορφοσ αυξθτικόσ παράγοντασ 

 ILAC (International Laboratory Accreditation Cooperation): Δεικνισ ςυνεργαςία 

διαπίςτευςθσ εργαςτθρίων 

 IOC (International Olympic Committee): Διεκνισ ολυμπιακι επιτροπι (ΔΟΕ) 

 IRMS (Isotope-Ratio Mass Spectrometry): Φαςματομετρία μαηϊν λόγου ιςοτόπων 

 IS (International Standard): Διεκνζσ πρότυπο 

 ISTD (Internal Standard): Εςωτερικό πρότυπο 

 ISL (International Standard for Laboratories): Διεκνζσ πρότυπο για τα εργαςτιρια 

 IT-MS (Ion Trap- Mass Spectrometry): Φαςματομετρία μαηϊν με αναλυτι μαηϊν 

παγίδασ ιόντων 

 LC (Liquid Chromatography): Υγροχρωματογραφία 

 LC/MS (Liquid Chromatography/ Mass Spectrometry) Υγροχρωματογραφία 

ςυηευγμζνθ με φαςματομετρία μαηϊν 

 LDL (Low-Density Lipoprotein): Χαμθλισ πυκνότθτασ λιποπρωτεΐνθ 

 LH (Luteinizing Hormone): Ωχρινοτρόποσ ορμόνθ 

 LLE (Liquid Liquid Extraction): Υγρό υγρό εκχφλιςθ 

 LLOQ (Lowest Limit Of Quantification): Κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ  

 LOD (Limit Of Detection): Όριο ανίχνευςθσ 

 LOQ (Limit Of Quantification): Όριο ποςοτικοποίθςθσ  

 m/z (mass to charge ratio): Λόγοσ μάηασ προσ φορτίο 

 3-ΜΤ (3-Methoxytyramine): 3-Μεκοξυτυραμίνθ   

 MALDI (Matrix-assisted laser desorption ionization): Ιοντιςμόσ εκρόφθςθσ με laser 

υποβοθκοφμενοσ από το μθτρικό υλικό 

 ΜΑΟ (Mono Amino Oxidase): Μονοαμινο-οξειδάςθ 

 MBTFA (Ν-Methyl-bis(trifluoroacetamide)): Ν-μεκυλο-δισ(τριφκοροακεταμίδιο) 

 MCP (Multi Channel Plate): Ανιχνευτισ πλακϊν πολλαπλισ διζλευςθσ 

 MDA (Methylenedioxyamphetamine): Μεκυλενοδιοξυαμφεταμίνθ 

 MDMA (Methylenedioxymethamphetamine): Μεκυλενοδιοξυμεκαμφεταμίνθ 

 MeOH (Methanol): Μεκανόλθ 

 % MF (% Matrix Factor): Εκατοςτιαίοσ παράγοντασ υποςτρϊματοσ 

 MRM (Multiple Reaction Monitoring): Παρακολοφκθςθ πολλαπλϊν 

προεπιλεγμζνων ιόντων  

 MRPL (Minimum Required Performance Level): Ελάχιςτο απαιτοφμενο όριο 

απόδοςθσ 

 MS (Mass Spectrometry): Φαςματομετρία μαηϊν 

 MSMS (Tandem Mass Spectrometry): Δίδυμθ φαςματομετρία μαηϊν 
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 MSTFA (Ν-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide): Ν-μεκυλο-Ν-(τριμεκυλοςι-

λυλο)τριφκοροακεταμίδιο 

 ΜΤ (Metabolite): Μεταβολίτθσ  

 NPD (Nitrogen Phosphorus Detector): Ανιχνευτισ αηϊτου φωςφόρου 

 NP-HPLC (Normal Phase High Performance Liquid Chromatography): Κανονικισ 

φάςεωσ υγροχρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ 

 NSAID (Non-steroidal anti-inflammatory drugs): Μθ ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ 

φάρμακα (ΜΣΑΦ) 

 oa-TOF-MS (Orthogonal acceleration time of flight): ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ 

αναλυτισ χρόνου πτιςθσ  

 PIS (Product Ion Scan): Σάρωςθ κυγατρικϊν ιόντων 

 PSP (Paralytic Shellfish Poisoning): Παραλυτικι δθλθτθρίαςθ από μαλάκια 

 3-PX (3-Propylxanthine): 3-Προπυλοξανκίνθ 

 QC (Quality Control): Πρότυπο δείγμα ελζγχου ποιότθτασ 

 QTOF/MS (Quadrupole Time Of Flight Mass Spectrometry): Φαςματομετρία μαηϊν 

με τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με αναλυτι χρόνου πτιςθσ   

 R (Resolution): Διαχωριςτικι ικανότθτα 

 RP-HPLC (Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography): Αντιςτρόφου 

φάςεωσ υγροχρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ 

 RP-SPE (Reversed Phase Solid Phase Extraction): Αντιςτρόφου φάςεωσ εκχφλιςθ 

ςτερεάσ φάςθσ 

 RRT (Relative Retention Time): Σχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ 

 % RSD (% Relative Standard Deviation): Επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 

 RT (Retention Time): Χρόνοσ ςυγκράτθςθσ, χρόνοσ ανάςχεςθσ 

 SARM (Selective Androgen Receptor Modulator): Εκλεκτικόσ τροποποιθτισ του 

υποδοχζα των ανδρογόνων 

 SD (Standard Deviation): Τυπικι απόκλιςθ 

 SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator): Εκλεκτικόσ τροποποιθτισ του 

υποδοχζα των οιςτρογόνων 

 SG (Specific Gravity): Ειδικό βάροσ 

 SIL-ISTD (Stable Isotopic Labeled Internal Standard): Στακερά ιςοτοπικά 

επιςθμαςμζνο εςωτερικό πρότυπο 

 SIM (Selected Ion Monitoring): Παρακολοφκθςθ προεπιλεγμζνου ιόντοσ 

 S/N (Signal to Noise Ratio): Λόγοσ ςιμα προσ κόρυβο 

 SPE (Solid Phase Extraction): Εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ 

 SS (Sum of Squares): Άκροιςμα τετραγϊνων 

 STD (Standard): Πρότυπο δείγμα καμπφλθσ αναφοράσ   

 TD (Technical Document): Τεχνικό ζγγραφο 

 TDC (Time to Digital Converter): Χρονοψθφιακόσ μετατροπζασ 

 T/E (Testosterone/Epitestosterone): Λόγοσ ςυγκεντρϊςεων τεςτοςτερόνθσ προσ 

επιτεςτοςτερόνθ 

 THG (Tetrahydrogestrinone): Τετραχδρογεςτρινόνθ  

 TLC (Thin Layer Chromatography): Χρωματογραφία λεπτισ ςτοιβάδασ 

 TOF (Time Of Flight): Χρόνοσ πτιςθσ 
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 TOF/MS (Time Of Flight Mass Spectrometry): Φαςματομετρία μαηϊν με αναλυτι 

χρόνου πτιςθσ 

 TUE (Therapeutic Use Exception): Εξαίρεςθ χριςθσ απαγορευμζνθσ ουςίασ για 

κεραπευτικοφσ ςκοποφσ 

 UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography): Υγροχρωματογραφία 

υπερυψθλισ απόδοςθσ 

 ULOQ (Upper Limit Of Quantification): Ανϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ  

 USADA (United States Anti-Doping Agency): Οργανιςμόσ αντι-ντόπινγκ Ηνωμζνων 

Πολιτειϊν 

 WAADS (World Association of Anti-Doping Scientists): Παγκόςμια ζνωςθ 

επιςτθμόνων αντι-ντόπινγκ 

 WADA (World Anti-Doping Agency): Παγκόςμιοσ οργανιςμόσ αντι-ντόπινγκ 

 ΔΠ: Διάλυμα παρακατακικθσ 

 ΔΕ: Διάλυμα εργαςίασ 

 ΕΣΚΑΝ: Εκνικό ςυμβοφλιο καταπολζμθςθσ ντόπινγκ 

 ΕΣΥΔ: Εκνικό ςυμβοφλιο διαπίςτευςθσ 

 ΚΝΣ: Κεντρικό Νευρικό Σφςτθμα 

 ΟΑΚΑ: Ολυμπιακό Ακλθτικό Κζντρο Ακθνϊν 



 

 

 

   

   

   

   

                              

                              ΘΘΘεεεωωωρρρηηητττιιικκκόόό   

                                                                        ΜΜΜέέέρρροοοςςς   
 



 
 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1 
ΝΣΟΠΙΝΓΚ – ΕΛΕΓΦΟ ΝΣΟΠΙΝΓΚ  

1.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΙΣΤΟΙΚΘ ΑΝΑΔΟΜΘ 1-10 

Το ντόπινγκ αποτελεί ςιμερα μια παγκόςμια πραγματικότθτα, ζνα ςοβαρό και 

αδιαωιλονίκθτο πρόβλθμα ςτο διεκνι ακλθτικό χϊρο. Ζνα πρόβλθμα που απαςχολεί κάκε 

ακλθτικι εκδιλωςθ, που τροωοδοτεί τθν αμωιβολία και τθν αμωιςβιτθςθ και τείνει να 

μειϊςει τθν αξία τθσ προςπάκειασ. Στοχεφοντασ ςτθν τεχνθτι βελτίωςθ των επιδόςεων, το 

ντόπινγκ αντιτίκεται ςτισ δφο βαςικζσ αρχζσ του ακλθτιςμοφ, τθν ενκάρρυνςθ του δίκαιου 

και επί ίςοισ όροισ ανταγωνιςμοφ («ευ αγωνίηεςκαι»), όπωσ και ςτθν αρχι ότι θ ακλθτικι 

δραςτθριότθτα προάγει τθν υγεία («νουσ υγιισ εν ςϊματι υγιι»), αωοφ πολλζσ από τισ 

λαμβανόμενεσ ουςίεσ μποροφν να αποβοφν εξαιρετικά επικίνδυνεσ για τθν υγεία του 

ακλθτι όταν λαμβάνονται για άλλουσ ςκοποφσ εκτόσ από ιατρικοφσ. 

Το ντόπινγκ δεν αποτελεί ωαινόμενο τθσ ςφγχρονθσ κοινωνίασ. Από τότε που ειςιχκθ θ 

ζννοια του ανταγωνιςμοφ ςτον ακλθτιςμό αναηθτοφνται τρόποι για τθν τεχνθτι βελτίωςθ 

των ικανοτιτων και τθν υπερνίκθςθ των ορίων τθσ ωφςθσ. Τον 6ο π.Χ. αιϊνα οι ακλθτζσ 

προςπακοφςαν να αυξιςουν τθ δφναμι τουσ αναμιγνφοντασ ςτθ διατροωι τουσ 

διαωορετικά είδθ κρζατοσ, ενϊ ο Φιλόςτρατοσ και ο Γαλθνόσ αναωζρουν το 2ο π.Χ. αιϊνα 

τθν κατανάλωςθ ουςιϊν για το ςκοπό αυτό και ο Ρλίνιοσ (1οσ μ.Χ. αιϊνα) αναωζρει τθν 

κατανάλωςθ του ωυτοφ ίππουρισ από δρομείσ για τθν αφξθςθ τθσ μυικισ μάηασ τουσ. 

Κινζηοι κεραπευτζσ χιλιάδεσ χρόνια πριν ςυνιςτοφςαν αωζψθμα του ωυτοφ εωζδρα για τθν 

αφξθςθ τθσ ακλθτικισ απόδοςθσ, ενϊ υπάρχουν αναωορζσ για τθν κατανάλωςθ οριςμζνων 

μανιταριϊν και ςπόρων ςθςαμιοφ κατά τουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ τθσ αρχαιότθτασ για τον 

ίδιο πάντα ςκοπό. 

Ο όροσ ντόπινγκ προζρχεται από τθ λζξθ dop, που αναωζρεται ςε ωυςικισ προζλευςθσ 

απόςταγμα από ωλοιοφσ ςταωυλιϊν που χρθςιμοποιοφςαν οι Κάωροι τθσ ΝΑ Αωρικισ ωσ 

διεγερτικό ςε κρθςκευτικζσ τελετζσ. Θ λζξθ ντόπινγκ αναωζρκθκε για πρϊτθ ωορά το 1889 

ςε αγγλικό λεξικό για να περιγράψει ζνα μείγμα οπίου και άλλων ναρκωτικϊν ουςιϊν που 

χρθςιμοποιικθκε ςε άλογα αγϊνων ιπποδρόμου για να μειϊςει τθν απόδοςι τουσ. 

Σιμερα, ο αγγλικόσ όροσ ντόπινγκ ζχει επικρατιςει διεκνϊσ για να περιγράψει τθ 

χρθςιμοποίθςθ απαγορευμζνων μζςων (ουςιϊν ι μεκόδων) από ζναν ακλθτι με ςτόχο τθ 

βελτίωςθ τθσ αγωνιςτικισ του διάκεςθσ, ικανότθτασ ι απόδοςθσ κατά τθ διάρκεια των 

αγϊνων ι κατά το ςτάδιο τθσ προπονθτικισ προετοιμαςίασ του. Για τθν απόδοςθ του όρου 

ςτα ελλθνικά ζχει προτακεί ο όροσ ωαρμακοδιζγερςθ, ο οποίοσ όμωσ δεν αποδίδει πλιρωσ 

το περιεχόμενο του αγγλικοφ όρου και για αυτό ζχει υιοκετθκεί και ςτθν ελλθνικι γλϊςςα 

ο ξζνοσ όροσ «ντόπινγκ».  

Ακολουκεί μια ςφντομθ ιςτορικι αναδρομι και παράκεςθ των ςθμαντικότερων γεγονότων 

ςτο χϊρο του ντόπινγκ από το 1865.     

 1865: Ρρϊτθ αναωορά τθσ λιψθσ ωαρμάκων ςε κολυμβθτικοφσ αγϊνεσ ςτο 

Αμςτερνταμ. 

 1866: Ρρϊτοσ καταγεγραμμζνοσ κάνατοσ από χριςθ ωαρμακευτικϊν ουςιϊν, του 

Άγγλου ποδθλάτθ Linton, κατά τθ διάρκεια ποδθλατικοφ αγϊνα ςτθ Γαλλία. 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1: Ντόπινγκ – Έλεγχοσ Ντόπινγκ 
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 1904: Ο νικθτισ του μαρακωνίου του St. Lewis (T. Hicks) καταρρζει μετά τον αγϊνα 

από κατανάλωςθ μεγάλθσ δόςθσ ςτρυχνίνθσ και κονιάκ.  

 1910: Ρρϊτεσ προςπάκειεσ εργαςτθριακοφ ελζγχου του ντόπινγκ με τθν ανίχνευςθ 

αλκαλοειδϊν ςτο ςίελο αγωνιςτικϊν αλόγων και ςκφλων. 

 1928: Θ Διεκνισ Ομοςπονδία Εραςιτεχνικοφ Ακλθτιςμοφ (Intenational Amateur 

Athletic Federation, IAAF) ειςάγει τον πρϊτο κανονιςμό απαγόρευςθσ του ντόπινγκ. 

 1950-1970: Ευρεία διάδοςθ τθσ χριςθσ των διεγερτικϊν τφπου αμωεταμίνθσ με 

κανατθωόρα κροφςματα (κάνατοσ ποδθλάτθ K. Jansen από λιψθ αμωεταμίνθσ και 

νικοτινικοφ οξζοσ και T. Simpson μετά από λιψθ μεκαμωεταμίνθσ) 

 Δεκαετία 1960: Διάδοςθ τθσ χριςθσ των αναβολικϊν ανδρογόνων ςτεροειδϊν 

 1967: Σφςταςθ ιατρικισ επιτροπισ τθσ Διεκνοφσ Ολυμπιακισ Επιτροπισ (ΔΟΕ, 

International Olympic Committee, IOC), ςφνταξθ τθσ πρϊτθσ λίςτασ απαγορευμζνων 

ουςιϊν και ειςαγωγι νομοκεςίασ περί ντόπινγκ. 

 1968: Στουσ κερινοφσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ ςτο Μεξικό και ςτουσ χειμερινοφσ 

Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ ςτθ Γκρενόμπλ εωαρμόηονται πιλοτικά για πρϊτθ ωορά 

επίςθμοι ζλεγχοι ντόπινγκ ςτουσ ακλθτζσ.  

 1960 – 1980: Ανατολικογερμανοί ιατροί χορθγοφν ςυςτθματικά απαγορευμζνεσ 

ουςίεσ (κυρίωσ αναβολικά ςτεροειδι), πολλζσ από τισ οποίεσ ςυντίκενται για πρϊτθ 

ωορά ςε παράνομα εργαςτιρια κζτοντασ ςε κίνδυνο τθν υγεία πολλϊν ακλθτϊν, 

γεγονόσ που αποκαλφωκθκε με τθν πτϊςθ του Τείχουσ του Βερολίνου. 

 1972: Στουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ που διεξάγονται ςτο Μόναχο ειςάγεται θ 

ωαςματομετρία μαηϊν (mass spectrometry, MS) ςτον ζλεγχο ντόπινγκ, που για πρϊτθ 

ωορά διεξάγεται ςε όλα τα ακλιματα. Από τότε μζχρι και ςιμερα, θ τεχνικι MS 

αποτελεί πολφτιμο εργαλείο για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν, 

διαδραματίηοντασ κακοριςτικό ρόλο τόςο ςτθν αποτελεςματικότθτα των ελζγχων 

όςο και ςτθ νομικι κατοχφρωςθ των ακλθτϊν. Θ διάταξθ του πρϊτου 

ωαςματομζτρου μαηϊν που εγκαταςτάκθκε ςτο εργαςτιριο του Μονάχου ςε 

ςυνδυαςμό με ςφςτθμα αεριοχρωματογραωίασ παρουςιάηεται ςτο Σχιμα 1.1. 

 

 
Σχιμα 1.1: Το πρϊτο ςφςτθμα GC/MS με φαςματόμετρο μαηϊν μαγνθτικισ εςτίαςθσ που 

χρθςιμοποιικθκε ςτον ζλεγχο ντόπινγκ ακλθτϊν ςτουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ του Μονάχου το 1972. 
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O Manfred Donike, επικεωαλισ του εργαςτθρίου του Μονάχου, ςθματοδότθςε τθν 

ζναρξθ τθσ ςφγχρονθσ εποχισ ςτον ζλεγχο  ντόπινγκ, κακϊσ ειςθγαγε επίςθσ ςτουσ 

αγϊνεσ αυτοφσ τθ χριςθ του ανιχνευτι αηϊτου-ωωςωόρου (Nitrogen Phosphorus 

Detector, NPD), όπωσ και τθν εωαρμογι των μζχρι ςιμερα χρθςιμοποιοφμενων 

αντιδραςτθρίων παραγωγοποίθςθσ ςε αναλφςεισ GC και GC/MS,  όπωσ το Ν-μεκυλο-

Ν-(τριμεκυλοςιλυλο)τριωκοροακεταμίδιο (MSTFA) και το N,O-δισ-(τριμεκυλοςιλυλο) 

τριωκοροακεταμίδιο (BSTFA). 

 1984: Στουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ που διεξάγονται ςτο Λοσ Άντηελεσ θ τεχνικι GC/MS 

με τριχοειδείσ πλζον ςτιλεσ και “bench-top” ωαςματόμετρα μαηϊν, εωαρμόηεται για 

τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε αναλφςεισ ςάρωςθσ επιπζδου ρουτίνασ, 

επιτρζποντασ τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν και των μεταβολιτϊν τουσ ςε 

χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ. 

 1986: Το ντόπινγκ αίματοσ ειςάγεται ωσ απαγορευμζνθ μζκοδοσ ςτθ λίςτα τθσ ΔΟΕ. 

 1988: Σοκ για τθν ακλθτικι κοινότθτα αποτελεί θ είδθςθ τθσ λιψθσ του αναβολικοφ 

παράγοντα ςτανοηολόλθ (stanozolol) από τον δρομζα Ben Johnson, ςτουσ 

Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ τθσ Σεοφλ. Δζκα χρόνια μετά τουσ αγϊνεσ αυτοφσ θ κάτοχοσ 

του χρυςοφ μεταλλίου ςτα 100 και 200 μζτρα Florence Griffith Joyner βρίςκεται 

νεκρι και ο κάνατόσ τθσ απoδίδεται ςτθ χριςθ απαγορευμζνων ουςιϊν κατά τθ 

διάρκεια τθσ ακλθτικισ τθσ καριζρασ. 

 1990: Θ ερυκροποιθτίνθ (EPO) ειςάγεται ςτθ λίςτα απαγορευμζνων ουςιϊν, αλλά θ ο 

ζλεγχοσ για τθν ανίχνευςι τθσ πραγματοποιείται για πρϊτθ ωορά δζκα χρόνια 

αργότερα ςτουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ του Σίδνεχ. 

 1999: Ιδρφεται ςτθ Λωηάνθ τθσ Ελβετίασ ο Ραγκόςμιοσ Οργανιςμόσ Αντι-Ντόπινγκ 

(World Anti-doping Agency, WADA). Ρρόκειται για ζναν ανεξάρτθτο διεκνι 

οργανιςμό που δθμιουργικθκε για τθν προϊκθςθ, το ςυντονιςμό και τθν 

παρακολοφκθςθ τθσ καταπολζμθςθσ του ντόπινγκ ςτον ακλθτιςμό, ςε παγκόςμιο 

επίιπεδο. Διοικείται και χρθματοδοτείται τόςο από το ολυμπιακό κίνθμα, όςο και 

από τισ κρατικζσ κυβερνιςεισ. 

 2001: Ιδρφεται θ Ραγκόςμια Ζνωςθ Επιςτθμόνων Αντι-ντόπινγκ (World Association of 

Anti-Doping Scientists, WAADS), που ζχει ωσ αντικείμενο τθν ανταλλαγι γνϊςεων, 

κεμάτων και προβλθμάτων μεταξφ των επιςτθμόνων που αςχολοφνται με τον ζλεγχο 

ντόπινγκ ανά τον κόςμο. 

 2003: Συγκροτείται το Εκνικό Συμβοφλιο Καταπολζμθςθσ Ντόπινγκ (ΕΣΚΑΝ) με 

αρμοδιότθτεσ το ςχεδιαςμό και προγραμματιςμό των ελζγχων, τθ διοργάνωςθ 

ενθμερωτικϊν και εκπαιδευτικϊν προγραμμάτων για τθν πρόλθψθ τθσ χριςθσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν, τθν κατάρτιςθ των υπευκφνων για τισ δειγματολθψίεσ, τθν 

παρακολοφκθςθ εωαρμογισ των κανονιςμϊν κ.λ.π. 

 2003: Το ςκάνδαλο τθσ BALCO ωζρνει ςτθν επιωάνεια αρχεία, ονόματα ακλθτϊν και 

νζεσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ (“designer steroids”). 

 2004: Στουσ Ολυμπιακοφσ Αγϊνεσ τθσ Ακινασ ςθμειϊνονται 25 περιπτϊςεισ κετικϊν 

δειγμάτων, γεγονόσ που αποτελεί αξιοςθμείωτο αρικμό, ςτθν πλειοψθωία τουσ 

κετικά για αναβολικοφσ παράγοντεσ και ςε αυτό ςυνζβαλε θ χρθςιμοποίθςθ 

ςυςτθμάτων υψθλισ διαχωριςτικισ ικανότθτασ (HRMS), ενϊ αναωζρονται για πρϊτθ 

ωορά κροφςματα ντόπινγκ χωρίσ αναλυτικά ευριματα, κακϊσ θ παραβίαςθ ζγκειται 

ςτθν άρνθςθ των ακλθτϊν να ςυμμετζχουν ςτον ζλεγχο. 
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1.2. ΟΙΣΜΟΣ ΝΤΟΡΙΝΓΚ 11,12 

Σφμωωνα με τον Ραγκόςμιο Κϊδικα Αντι-ντόπινγκ (World Anti-Doping Code) που ζχει 

εκδόςει ο WADA, ωσ ντόπινγκ ορίηεται θ παραβίαςθ ενόσ ι περιςςότερων από τουσ 

κανονιςμοφσ 2.1 ζωσ 2.8 του Κϊδικα και ςυνοψίηονται ςτα παρακάτω: 

 Ραρουςία απαγορευμζνθσ ουςίασ ι μεταβολίτθ αυτισ ι δείκτθ ςε δείγμα ακλθτι. 

 Χριςθ ι απόπειρα χριςθσ απαγορευμζνθσ ουςίασ ι απαγορευμζνθσ μεκόδου 

από ακλθτι. 

 Άρνθςθ ι αποτυχία, χωρίσ επαρκι αιτιολόγθςθ, ςυμμετοχισ ςτθ διαδικαςία 

δειγματολθψίασ μετά από ειδοποίθςθ, όπωσ περιγράωεται από τουσ ιςχφοντεσ 

κανονιςμοφσ ι κατά οποιοδιποτε τρόπο αποωυγι τθσ διαδικαςίασ 

δειγματολθψίασ. 

 Ραραβίαςθ των ιςχφοντων κανονιςμϊν περί διακεςιμότθτασ του ακλθτι για 

ζλεγχο εκτόσ ςυναγωνιςμοφ, ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ αποτυχίασ υποβολισ των 

απαιτοφμενων πλθροωοριϊν διαμονισ (whereabouts information) και τθσ μθ 

εμωάνιςθσ του ακλθτι ςτον ζλεγχο. Οποιοςδιποτε ςυνδυαςμόσ των παραπάνω 

παραβάςεων τρεισ ωορζσ ςε διάςτθμα 18 μθνϊν αποτελεί παραβίαςθ των 

κανονιςμϊν αντι-ντόπινγκ. 

 Αλλοίωςθ ι απόπειρα αλλοίωςθσ οποιουδιποτε τμιματοσ του ελζγχου ντόπινγκ. 

 Κατοχι απαγορευμζνων ουςιϊν ι μεκόδων. 

 Διακίνθςθ ι απόπειρα διακίνθςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν ι μεκόδων. 

 Χοριγθςθ ι απόπειρα χοριγθςθσ ςε ακλθτι απαγορευμζνθσ ουςίασ ι μεκόδου 

εντόσ ι εκτόσ ςυναγωνιςμοφ ι υποβοικθςθ, ενκάρρυνςθ, υποκίνθςθ, 

ςυγκάλυψθ, ι οποιουδιποτε άλλου είδουσ ςυνενοχι ςε παραβίαςθ ι απόπειρα 

παραβίαςθσ των κανονιςμϊν αντι-ντόπινγκ. 

 

1.3. ΡΑΓΚΟΣΜΙΟ ΡΟΓΑΜΜΑ ΑΝΤΙ-ΝΤΟΡΙΝΓΚ 10, 12-18 

To Ραγκόςμιο Ρρόγραμμα Αντι-Ντόπινγκ περιλαμβάνει όλα εκείνα τα ςτοιχεία που 

απαιτοφνται για να διαςωαλιςτεί θ βζλτιςτθ εναρμόνιςθ και εωαρμογι των παγκόςμιων 

και εκνικϊν προγραμμάτων αντι-ντόπινγκ και δομείται ςτα ακόλουκα τρία επίπεδα: 

 Ραγκόςμιοσ Κϊδικασ Αντι-ντόπινγκ (World Anti-Doping Code) 

 Διεκνι Ρρότυπα (International Standards, IS) 

 Οδθγίεσ Βζλτιςτθσ Ρρακτικισ (Models of Best Practice and Guidelines) 

Το Ραγκόςμιο Ρρόγραμμα Αντι-Ντόπινγκ ζχει ςτόχο: α) τθν προάςπιςθ του δικαιϊματοσ 

των ακλθτϊν να ςυμμετζχουν ςε ακλθτιςμό χωρίσ ντόπινγκ και ζτςι προωκεί τθν υγεία, τθν 

αμερολθψία και τθν ιςότθτα των ακλθτϊν ανά τον κόςμο  β) τθ διαςωάλιςθ 

εναρμονιςμζνων, ςυντονιςμζνων και αποτελεςματικϊν προγραμμάτων καταπολζμθςθσ του 

ντόπινγκ ςε διεκνζσ και εκνικό επίπεδο ςε ό,τι αωορά τθν ανίχνευςθ, τθν αποτροπι και τθν 

πρόλθψθ του ωαινομζνου. 

Ο Κϊδικασ, που αποτελεί το κεμελιϊδεσ κείμενο πάνω ςτο οποίο ςτθρίηεται το Ραγκόςμιο 

Ρρόγραμμα Αντι-ντόπινγκ και τα Διεκνι Ρρότυπα, που κακορίηουν τισ λεπτομζρειεσ 

εωαρμογισ του Κϊδικα, είναι δεςμευτικά και υποχρεωτικά κείμενα. Οι Οδθγίεσ Βζλτιςτθσ 

Ρρακτικισ είναι ςυνιςτϊμενεσ και θ εωαρμογι τουσ είναι προαιρετικι. 
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Ο Κϊδικασ παρζχει το πλαίςιο εναρμόνιςθσ των πολιτικϊν, των κανονιςμϊν και των 

ρυκμίςεων ςχετικά με το αντι-ντόπινγκ εντόσ των ακλθτικϊν οργανιςμϊν και μεταξφ των 

δθμοςίων ωορζων.  

Τα Διεκνι Ρρότυπα περιλαμβάνουν πζντε κζιμενα που ζχει εκδόςει ο WADA: 

 τον Κατάλογο Απαγορευμζνων Ουςιϊν και Μεκόδων (Prohibited List), που 

κακορίηει τισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ και κατθγορίεσ απαγορευμζνων ουςιϊν και 

τισ απαγορευμζνεσ μεκόδουσ εντόσ και εκτόσ αγϊνων. 

 το Διεκνζσ Ρρότυπο για τουσ Ελζγχουσ (International Standard for Testing), που 

περιγράωει τθ διαδικαςία προγραμματιςμοφ των ελζγχων και ζχει ςκοπό το 

ςχεδιαςμό και τθ διεξαγωγι αποτελεςματικϊν ελζγχων, τόςο εκτόσ όςο και εντόσ 

ςυναγωνιςμοφ και τθ διαςωάλιςθ τθσ ακεραιότθτασ και τθσ ταυτότθτασ των 

ςυλλεχκζντων δειγμάτων από τθ ςτιγμι τθσ ειδοποίθςθσ του ακλθτι μζχρι τθ 

μεταωορά των δειγμάτων ςτο εργαςτιριο που κα τα αναλφςει. Ζτςι ςε αυτό 

περιλαμβάνονται τα πρότυπα για το ςχεδιαςμό και διαμοιραςμό των ελζγχων, τθν 

ειδοποίθςθ των ακλθτϊν, τθν προετοιμαςία και τθ διεξαγωγι τθσ ςυλλογισ των 

δειγμάτων και τθ μεταωορά τουσ. 

 το Διεκνζσ Ρρότυπο για τα Εργαςτιρια (International Standard for Laboratories, 

ISL), που ζχει ςκοπό να διαςωαλίςει τθν εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων από 

τουσ εργαςτθριακοφσ ελζγχουσ και να επιτευχκοφν ομοιόμορωα και 

εναρμονιςμζνα αποτελζςματα και αναωορζσ από όλα τα διαπιςτευμζνα ανά τον 

κόςμο εργαςτιρια. Ρεριλαμβάνει τισ απαιτιςεισ για τθν απόκτθςθ και τθ 

διατιρθςθ τθσ διαπίςτευςθσ των εργαςτθρίων από το WADA, τισ προδιαγραωζσ 

λειτουργίασ τουσ και περιγραωι τθσ διαδικαςίασ απόκτθςθσ τθσ διαπίςτευςθσ. 

Κατά καιροφσ εκδίδονται από το WADA τεχνικά ζγγραωα (Technical Documents, 

TD’s) που αωοροφν τον τρόπο διαχείριςθσ ςυγκεκριμζνων κεμάτων που αωοροφν 

τα εργαςτιρια, όπωσ π.χ. τα κριτιρια ανίχνευςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν για 

ποιοτικζσ μεκόδουσ που βαςίηονται ςτθ χρωματογραωία /ωαςματομετρία μαηϊν, 

τα ελάχιςτα απαιτοφμενα όρια απόδοςθσ (Minimum Required Performance Levels, 

MRPL), οδθγίεσ για τθν αναωορά και αξιολόγθςθ τθσ του λόγου τεςτοςτερόνθσ 

προσ επιτεςτοςτερόνθ (Τ/Ε) και άλλων ενδογενϊν ςτεροειδϊν κ.λ.π. 

 το Διεκνζσ Ρρότυπο για τισ Εξαιρζςεισ Χριςθσ για Θεραπευτικοφσ Σκοποφσ 

(International Standard for Therapeutic Use Exeptions, TUE’s), που ζχει ςτόχο να 

διαςωαλίςει τθν εναρμόνιςμζνθ χοριγθςθ TUE μεταξφ διαωορετικϊν ακλθμάτων 

και μεταξφ των χωρϊν. 

 το Διεκνζσ Ρρότυπο για τθν Ρροςταςία των Ρροςωπικϊν Δεδομζνων (International 

Standard for Protection of Privacy and Personal Information), που ζχει ςκοπό να 

διαςωαλίςει τθν τιρθςθ προωυλάξεων, από μζρουσ των εμπλεκόμενων ςτο αντι-

ντόπινγκ ωορζων, κατά τθ ςυλλογι και διαχείριςθ προςωπικϊν πλθροωοριϊν που 

αωοροφν τον ακλθτι, όπωσ κζματα ςχετικά με τθ διαμονι, τον ζλεγχο ντόπινγκ και 

τα TUE’s. 

 

1.4. ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΑΡΑΓΟΕΥΜΕΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ 1, 19-23  

Ο Κατάλογοσ Απαγορευμζνων Ουςιϊν (List of Prohibited Substances) περιλαμβάνει όλεσ τισ 

κατθγορίεσ ωαρμακευτικϊν ουςιϊν και τισ μεκόδουσ που απαγορεφονται εντόσ και εκτόσ 
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αγϊνων. Συντάςςεται και ανακεωρείται ςε ετιςια βάςθ από ειδικι επιτροπι του WADA 

αποτελοφμενθ από 11 διεκνϊσ διακεκριμζνουσ επιςτιμονεσ και θ ανακεωρθμζνθ ζκδοςι 

του τίκεται ςε ιςχφ ςτθν αρχι κάκε θμερολογιακοφ ζτουσ. Για τθν ειςαγωγι μιασ ουςίασ ι 

μεκόδου ςτον Κατάλογο κα πρζπει να πλθροφνται δφο από τα ακόλουκα κριτιρια: 

1. ιατρικι ι άλλθ επιςτθμονικά τεκμθριωμζνθ απόδειξθ ι ωαρμακολογικι δράςθ ι 

εμπειρία ότι θ ουςία ι θ μζκοδοσ, μόνθ τθσ ι ςε ςυνδυαςμό με άλλεσ ουςίεσ ι 

μεκόδουσ, βελτιϊνει ι μπορεί να βελτιϊςει τθν ακλθτικι απόδοςθ. 

2. ιατρικι ι άλλθ επιςτθμονικά τεκμθριωμζνθ απόδειξθ ι ωαρμακολογικι δράςθ ι 

εμπειρία ότι θ χριςθ τθσ ουςίασ ι τθσ μεκόδου κζτει ςε πραγματικό ι δυνθτικό 

κίνδυνο τθν υγεία του ακλθτι. 

3. o WADA κρίνει ότι θ χριςθ τθσ ουςίασ ι τθσ μεκόδου παραβιάηει το πνεφμα του 

ακλθτιςμοφ όπωσ αυτό περιγράωεται ςτθν ειςαγωγι του κειμζνου του Κϊδικα.  

Στθ Λίςτα ςυμπεριλαμβάνονται επίςθσ ουςίεσ και μζκοδοι οι οποίεσ μποροφν να καλφψουν 

τθ χριςθ άλλων απαγορευμζνων ουςιϊν ι μεκόδων. Ακολουκεί ςυνοπτικι παράκεςθ τθσ 

Λίςτασ Απαγορευμζνων Ουςιϊν και Μεκόδων που ιςχφει για το ζτοσ 2011. 

 

1.4.1. Απαγορευμϋνεσ ουςύεσ και μϋθοδοι ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ (εντϐσ και 

εκτϐσ αγώνων) 

1.4.1.1. Απαγορευμζνεσ Ουςίεσ 

S0. Μθ εγκεκριμζνεσ ουςίεσ (non-aproved substances) 

Οποιαδιποτε ωαρμακευτικι ουςία που δεν αναωζρεται ςε κάποια από τισ επόμενεσ 

ενότθτεσ τθσ λίςτασ και δε διακζτει ιςχφουςα ζγκριςθ για κεραπευτικι χριςθ ςε 

ανκρϊπουσ από κάποια κρατικι υγειονομικι αρχι απαγορεφεται ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ 

(π.χ. ουςίεσ ςε ςτάδιο κλινικισ ι προκλινικισ ανάπτυξθσ ι υπό διακοπι). 

 

S1. Αναβολικοί παράγοντεσ (Anabolic agents) 

Σε αυτοφσ περιλαμβάνονται τα αναβολικά ανδρογόνα ςτεροειδι (εξωγενι και ενδογενι) 

και άλλοι αναβολικοί παράγοντεσ: 

I. Αναβολικά ανδρογόνα ςτεροειδι (ΑΑΣ) (Anabolic androgenic steroids, AAS) 

 Εξωγενι ΑΑΣ: πρόκειται για ουςίεσ που υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ δεν είναι 

δυνατό να παραχκοφν από τον οργανιςμό, όπωσ για παράδειγμα οι ουςίεσ:    

1-androstenedione, bolandiol, bolasterone, boldenone, boldione, calusterone, 

clostebol, danazol, drostanolone, ethylestrenol, fluoxumesterone, 

formebolone, furazabol, stanozolol, metribolone και άλλεσ ουςίεσ με παρόμοια 

δομι ι παρόμοια ωαρμακολογικι και βιολογικι δράςθ. 

   Ενδογενι ΑΑΣ: πρόκειται για ουςίεσ που παράγονται ωυςιολογικά από τον 

ανκρϊπινο οργανιςμό, όπωσ οι ουςίεσ androstenediol, androstenedione, 

dihydrotestosterone, prasterone (dehydroepiandrosterone), testosterone, 

κακϊσ και μεταβολίτεσ και ιςομερι των ουςιϊν αυτϊν, όπωσ για παράδειγμα 

οι ουςίεσ epitestosterone, 19-norandrosterone, 19-noretiocholanolone, epi-

dihydrotestosterone, 5α-androstane-3α,17α-diol κ.α. 

Για τα ενδογενϊσ παραγόμενα αναβολικά ανδρογόνα ςτεροειδι «αντικανονικό 

αναλυτικό εφρθμα» (Adverse Analytical Finding) αναωζρεται όταν θ τιμι τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ ουςίασ ι των μεταβολιτϊν τθσ ι δεικτϊν αυτισ ι/και 
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οποιαςδιποτε ςυςχετιηόμενθσ αναλογίασ ςτο δείγμα του ακλθτι παρεκκλίνει από 

το εφροσ τιμϊν που παρατθρείται υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ και δεν μπορεί να 

αποδοκεί ςε ενδογενι παραγωγι, εκτόσ εάν ο ακλθτισ μπορεί να αποδείξει ότι θ 

τιμι αυτι μπορεί να αποδοκεί ςε κάποια ωυςιολογικι ι πακολογικι κατάςταςθ.     

II. Άλλοι αναβολικοί παράγοντεσ: ςε αυτοφσ περιλαμβάνονται (χωρίσ να 

περιορίηονται μόνο ςε αυτά) οι εκλεκτικοί τροποποιθτζσ των υποδοχζων των 

ανδρογόνων (selected androgen receptor modulators, SARMs, όπωσ οι ουςίεσ 

andarine (S4) και S22) και οι ουςίεσ clenbuterol, tibolone, zeranol και zilpaterol.      

        

S2. Ρεπτιδικζσ Ορμόνεσ, Αυξθτικοί παράγοντεσ και ςχετικζσ ουςίεσ 

Απαγορεφονται οι παρακάτω ουςίεσ, κακϊσ και οι εκλυτικοί τουσ παράγοντεσ: 

I. Ραράγοντεσ που διεγείρουν τθν ερυκροποίθςθ, όπωσ για παράδειγμα θ 

ερυκροποιθτίνθ, οι ςτακεροποιθτζσ του επαγϊμενου από τθν υποξία παράγοντα 

(hypoxia-inducible factor, HIF), CERA, αιματιδίνθ κ.α. 

II. Χοριακι γοναδοτροπίνθ (CG) και ωχρινοτρόποσ ορμόνθ (LH) ςτουσ άνδρεσ. 

III. Ινςουλίνεσ 

IV. Κορτικοτροπίνεσ 

V. Αυξθτικι ορμόνθ (GH), αυξθτικοί παράγοντεσ τφπου ινςουλίνθσ (π.χ. IGF-1), 

ινοβλαςτικοί αυξθτικοί παράγοντεσ, θπατοκυτταρικόσ αυξθτικόσ παράγοντασ 

(HGF), μθχανοαυξθτικοί παράγοντεσ (MGF’s) και κάκε αυξθτικόσ παράγοντασ που 

επθρεάηει τθν ςφνκεςθ ι τθν αποικοδόμθςθ πρωτεϊνϊν ςτουσ μφεσ, τουσ τζνοντεσ 

ι τουσ ςυνδζςμουσ, τθν αιμάτωςθ, τθν αξιοποίθςθ τθσ ενζργειασ, τθν ικανότθτα 

αναγζννθςθσ κ.λ.π. 

και οποιαδιποτε ουςία με παρόμοια χθμικι δομι ι βιολογικι δράςθ. 

 

S3. β2-Αγωνιςτζσ 

Απαγορεφονται όλοι οι β2-αγωνιςτζσ (ςυμπεριλαμβανομζνων των D- και L- οπτικϊν 

ιςομερϊν τουσ), με εξαίρεςθ τθ δι’ ειςπνοισ λιψθ ςαλβουταμόλθσ (μζγιςτθ ποςότθτα 

λιψθσ 1600 μικρογραμμάρια ανά 24ωρο) και ςαλμετερόλθσ. Θ ανίχνευςθ τθσ 

ςαλβουταμόλθσ ςτα οφρα ακλθτι ςε ςυγκζντρωςθ μεγαλφτερθ από 1000 ng mL-1  κα 

πρζπει να αναωζρεται ωσ «αντικανονικό αναλυτικό εφρθμα», εκτόσ αν ο ακλθτισ 

αποδείξει μζςω ελεγχόμενθσ ωαρμακοκινθτικισ μελζτθσ ότι το αποτζλεςμα αυτό 

προζρχεται από τθ λιψθ κεραπευτικισ δόςθσ τθσ ουςίασ μζςω ειςπνοισ. 

 

S4. Ανταγωνιςτζσ και Τροποποιθτζσ ορμονϊν 

Απαγορεφονται οι ακόλουκεσ κατθγορίεσ ουςιϊν: 

I. Αναςτολείσ αρωματάςθσ (Aromatase inhibitors), ςυμπεριλαμβανομζνων, αλλά μθ 

περιοριηόμενων, ςτισ ουςίεσ: anastrozole, aminoglutethimide, 

androstetrienedione, 4-androstene-3,6,17-trione, exemestane, formestane, 

letrozole, testolactone. 

II. Εκλεκτικοί τροποποιθτζσ υποδοχζων οιςτρογόνων (Selective estrogene receptor 

modulators, SERM’s), ςυμπεριλαμβανομζνων, αλλά μθ περιοριηόμενων, ςτισ 

ουςίεσ raloxifene, toremifene, tamoxifene. 

III. Άλλεσ ουςίεσ με αντι-οιςτρογόνο δράςθ, ςυμπεριλαμβανομζνων, αλλά μθ 

περιοριηόμενων, ςτισ ουςίεσ clomiphene, cyclofenil, fulvestrant. 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1: Ντόπινγκ – Έλεγχοσ Ντόπινγκ 
 

Σελίδα | 14  
 

IV. Ραράγοντεσ που τροποποιοφν τισ λειτουργίεσ τθσ μυοςτατίνθσ, 

ςυμπεριλαμβανομζνων, αλλά μθ περιοριηόμενων, ςτουσ αναςτολείσ τθσ 

μυοςτατίνθσ. 

 

S5. Διουρθτικά και άλλοι καλυπτικοί παράγοντεσ 

Απαγορεφονται οι καλυπτικοί παράγοντεσ, ςτουσ οποίουσ περιλαμβάνονται: διουρθτικζσ 

ουςίεσ, διαςτολείσ πλάςματοσ (plasma expanders, π.χ. γλυκερόλθ και ενδοωλζβια 

χοριγθςθ αλβουμίνθσ, δεξτράνθσ, υδροξυαικυλο-αμφλου, μαννιτόλθσ), προβενεςίδθ και 

ουςίεσ με αντίςτοιχθ βιολογικι δράςθ. 

Στα διουρθτικά περιλαμβάνονται οι ουςίεσ: acetazolamide, amiloride, bumetanide, 

canrenone, chlorthalidone, ethacrynic acid, furosemide, indapamide, metolazone, 

spironolactone, κειαηιδικζσ διουρθτικζσ ενϊςεισ (π.χ. hydrochlorothiazide, 

bendroflumethiazide, chlorothiazide), triamterene και άλλεσ ουςίεσ με παρόμοια χθμικι 

δομι ι αντίςτοιχεσ βιολογικζσ δράςεισ. Εξαίρεςθ αποτελοφν οι ουςίεσ drosperinone, 

pamabrom και θ τοπικι χοριγθςθ των ουςιϊν dorzolamide και brinzolamide, που δεν είναι 

απαγορευμζνεσ. Αξίηει ςτο ςθμείο αυτό να αναωζρουμε ότι για τθ χριςθ απαγορευμζνθσ 

ουςίασ ορίου ςε οποιαδιποτε ποςότθτα (π.χ. ςαλβουταμόλθσ, μορωίνθσ, κακίνθσ, 

εωεδρίνθσ, μεκυλοεωεδρίνθσ και ψευδοεωεδρίνθσ) ςε ςυνδυαςμό με κάποια διουρθτικι 

ουςία ι άλλο καλυπτικό παράγοντα, απαιτείται θ επιπλζον χοριγθςθ TUE για τθν 

απαγορευμζνθ ουςία πζραν αυτοφ που δίδεται για τθ χριςθ του καλυπτικοφ παράγοντα. 

 

1.4.1.2. Απαγορευμζνεσ Μζκοδοι  

Μ1. Ενίςχυςθ μεταωοράσ οξυγόνου 

Απαγορεφονται: 

I. το ντόπινγκ αίματοσ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ χριςθσ αυτόλογου, ομόλογου ι 

ετερόλογου αίματοσ, ι προϊόντων ερυκρϊν αιμοςωαιρίων οποιαςδιποτε 

προζλευςθσ. 

II. τεχνθτι ενίςχυςθ τθσ πρόςλθψθσ, τθσ μεταωοράσ ι τθσ απόδοςθσ του οξυγόνου 

ςυμπεριλαμβανομζνθσ, αλλά όχι περιοριηόμενθσ, ςτθ χριςθ υπερωκοριωμζνων 

χθμικϊν ουςιϊν, εωαπροξιράλθσ και τροποποιθμζνων προϊόντων αιμοςωαιρίνθσ 

(υποκατάςτατα αίματοσ βαςιςμζνα ςτθν αιμοςωαιρίνθ, προϊόντα 

μικροενκαψυλιωμζνθσ αιμοςωαιρίνθσ).  

 

Μ2. Χθμικοί και ωυςικοί χειριςμοί 

Απαγορεφονται: 

I. θ αλλοίωςθ ι θ απόπειρα αλλοίωςθσ με ςκοπό τθ μεταβολι τθσ ακεραιότθτασ και 

τθσ εγκυρότθτασ των δειγμάτων που ςυλλζγονται κατά τον ζλεγχο ντόπινγκ. Οι 

χειριςμοί περιλαμβάνουν, αλλά δεν περιορίηονται ςε κακετθριαςμό, 

αντικατάςταςθ ι/και νόκευςθ οφρων (π.χ. πρωτεάςεσ).   

II. οι ενδοωλζβιεσ εγχφςεισ, εκτόσ από περιπτϊςεισ που ζχουν πραγματοποιθκεί 

νόμιμα, κατά τθ διάρκεια ειςαγωγισ ςτο νοςοκομείο ι ςε κλινικζσ μελζτεσ. 

III. διαδοχικι απόςυρςθ, τροποποίθςθ και επανζγχυςθ του αίματοσ ςτο κυκλοωορικό 

ςφςτθμα. 
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Μ3. Γονιδιακό ντόπινγκ 

Απαγορεφονται τα ακόλουκα που μποροφν να αυξιςουν τθν ακλθτικι απόδοςθ: 

I. θ μεταωορά νουκλεϊνικϊν οξζων ι αλλθλουχιϊν νουκλεϊνικϊν οξζων 

II. θ χριςθ ωυςιολογικϊν ι γενετικά τροποποιθμζνων κυττάρων 

III. θ χριςθ παραγόντων, οι οποίεσ άμεςα ι ζμμεςα επθρεάηουν λειτουργίεσ που 

είναι γνωςτό ότι επθρεάηουν τθν ακλθτικι απόδοςθ με τθν τροποποίθςθ τθσ 

γονιδιακισ ζκωραςθσ όπωσ για παράδειγμα οι αγωνιςτζσ του υποδοχζα δ 

ενεργοποιθμζνου από τον πολλαπλαςιαςτι των υπεροξυςωμάτων (Peroxisome 

Proliferator Activated Receptor δ (PPARδ)) (π.χ. GW1516) και οι αγωνιςτζσ του 

άξονα PPARδ-AMP-ενεργοποιθμζνθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ (AMPK) (π.χ. AICAR).  

     

1.4.2. Απαγορευμϋνεσ ουςύεσ και μϋθοδοι μϐνο εντϐσ αγώνων 

Επιπλζον των ουςιϊν και μεκόδων που προαναωζρκθκαν και απαγορεφονται ςε όλεσ τισ 

περιπτϊςεισ, οι ακόλουκεσ κατθγορίεσ απαγορεφονται μόνο εντόσ αγϊνων. 

 

S6. Δεγερτικά 

Απαγορεφονται όλεσ οι διεγερτικζσ ουςίεσ (ςυμπεριλαμβανομζνων και των δφο οπτικϊν 

ιςομερϊν τουσ, όπου υπάρχουν) εκτόσ από τα παράγωγα του ιμαδαηολίου για τοπικι 

χριςθ και τα διεγερτικά που περιλαμβάνονται ςτο Ρρόγραμμα Ραρακολοφκθςθσ 

(Monitoring Program) για το 2011 (bupropion, caffeine, synephrine, phenylephrine, 

phenylpropanolamine, pipradol). 

Σφμωωνα με τθ Λίςτα οι διεγερτικζσ ουςίεσ ταξινομοφνται ςε δφο κατθγορίεσ ουςιϊν, για 

κάκε μια από τισ οποίεσ αναμζνεται διαωορετικι ποινι όταν ανιχνευκοφν ςτα οφρα ακλθτι 

κατά τον ζλεγχο ντόπινγκ. 

I. Μθ κακοριςμζνα διεγερτικά (non-specified stimulants): ςε αυτά περιλαμβάνονται 

οι ουςίεσ adrafinil, amfepramone, amiphenazole, amphetamine, amphetaminil, 

benfluorex, benzphetamine, benzylpiperazine, bromantan, clobenzorex, cocaine, 

cropropamide, crotethamide, dimethylamphetamine, etilamphetamine, 

famprofazone, fencamine, fenethylline, fenfluramine, fenproporex, furfenorex, 

mefenorex, mephentermine, mesocarb, d-methamphetamine, p-

methylamphetamine, MDA, MDMA, modafinil, norfenfluramine, phendimetrazine, 

phenmetrazine, phentermine, carphedon, prenylamine, prolintane. Οποιαδιποτε 

διεγερτικι ουςία δεν αναωζρεται ςτθ λίςτα αυτι, τότε ανικει ςτα κακοριςμζνα 

διεγερτικά.  

II. Κακοριςμζνα διεγερτικά (specified stimulants): Ωσ παράδειγμα ςτθν κατθγορία 

αυτι αναωζρονται οι ουςίεσ adrenaline, (εξαίρεςθ αποτελεί θ αδρεναλίνθ ωσ 

ςυςτατικό ςκευαςμάτων τοπικϊν αναιςκθτικϊν ι λαμβανόμενθ για τοπικι χριςθ 

π.χ. οωκαλμικι ι ρινικι, οπότε και δεν απαγορεφεται), etamivan, heptaminol, l-

methamphetamine, methylhexanamine, nikethamide, oxilofrine, pentetrazol, 

strychnine και άλλεσ ουςίεσ με παρόμοια χθμικι δομι ι βιολογικζσ δράςεισ. 

Οι ουςίεσ cathine, ephedrine, methylephedrine και pseudoephedrine απαγορεφονται όταν θ 

ςυγκζντρωςι τουσ ςτα οφρα είναι μεγαλφτερθ από τισ τιμζσ, 5 μg mL-1, 10 μg mL-1, 10 μg 

mL-1 και 150 μg mL-1, αντίςτοιχα. 
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S7. Ναρκωτικά 

Απαγορεφονται οι ακόλουκεσ ουςίεσ: buprenorphine, dextromoramide, heroin, fentanyl και 

τα παράγωγα αυτοφ, hydromorphone, methadone, morphine, oxycodone, oxymorphone, 

pentazocine, pethidine. 

 

S8. Κανναβινοειδι 

Απαγορεφονται τόςο τα ωυςικά (π.χ. κάνναβισ, μαριχουάνα, χαςίσ) όςο και τα ςυνκετικά 

κανναβινοειδι (δ-τετραυδροκανναβινόλθ) και οι κανναβομιμθτικζσ ουςίεσ. 

 

S9. Γλυκοκορτικοςτεροειδι 

Απαγορεφονται όλα τα γλυκοκορτικοςτεροειδι όταν χορθγοφνται από το ςτόμα, το ορκό, 

ενδοωλζβια ι ενδομυικά. 

 

1.4.3. Απαγορευμϋνεσ ουςύεσ ςε ςυγκεκριμϋνα αθλόματα 

P1. Αικυλικι αλκοόλθ 

Θ αικανόλθ απαγορεφεται μόνο εντόσ αγϊνων ςτα ακόλουκα ακλιματα: αεροναυτικι, 

τοξοβολία, αυτοκίνθτο, καράτε, μοτοςικλετιςμό, μπόουλινγκ, λεμβοδρομία ιςχφοσ. Για τθν 

ανίχνευςι τθσ πραγματοποιείται ανάλυςθ του εκπνεόμενου αζρα ι /και ανάλυςθ αίματοσ. 

Το όριο ςυγκζντρωςθσ τθσ αικανόλθσ ςτο αίμα, υπζρβαςθ του οποίου ςυνιςτά παραβίαςθ 

ντόπινγκ ζχει οριςτεί ςτα 0,10 g L-1. 

 

P2. β-Αναςτολείσ 

 Οι ουςίεσ αυτζσ που επιβραδφνουν τον καρδιακό ρυκμό χρθςιμοποιοφνται ςε ακλιματα 

που ςτθρίηονται ςτθν θρεμία του αγωνιηόμενου, για τθν εκτζλεςθ κινιςεων που απαιτοφν 

ακρίβεια και λεπτότθτα. Ζτςι, απαγορεφονται μόνο εντόσ των αγϊνων ςτα ακόλουκα 

ακλιματα, εκτόσ αν κακορίηεται διαωορετικά: αεροναυτικι, τοξοβολία (απαγορεφονται και 

εκτόσ αγϊνων), αυτοκίνθτο, μπιλιάρδο, ζλκυκρο, “boules”, μπριτη, κζρλινγκ, βζλθ, γκολω, 

μοτοςυκλετιςμόσ, μοντζρνο πζντακλο, μπόουλινγκ, λεμβοδρομία ιχφοσ, ιςτιοπλοΐα (μόνο 

ςε αγϊνα πθδαλίων), ςκοποβολι (απαγορεφονται και εκτόσ αγϊνων), ςκι ςε χιόνι – 

χιονοςανίδα (άλμα και ελεφκερο) και πυγμαχία. Οι β-αναςτολείσ περιλαμβάνουν χωρίσ να 

περιορίηονται ςτισ ακόλουκεσ ουςίεσ: acebutolol, alprenolol, atenolol, betaxolol, bisoprolol, 

bunolol, carteolol, carvedilol, celiprolol, esmolol, labetalol, levobunolol, metipranolol, 

metoprolol, nadolol, oxprenolol, pindolol, propranolol, sotalol, timolol. 

 

Στον Ρίνακα 1.1 που ακολουκεί παρουςιάηονται ςυνοπτικά για οριςμζνεσ κατθγορίεσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν, οι «επικυμθτζσ» δράςεισ τουσ ςτθν ακλθτικι απόδοςθ και 

επίδοςθ που αποτελοφν και το λόγο λιψθσ τουσ από τουσ ακλθτζσ, κακϊσ και οι 

ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ από τθ χριςθ τουσ.  
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Ρίνακασ 1.1: «Επικυμθτζσ» (για τον ακλθτι) δράςεισ και ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ απαγορευμζνων ουςιϊν 
 

Κατθγορία 
Ουςιών 

Επικυμθτζσ  
Ενζργειεσ 

 
 

Ραρενζργειεσ 
 

Αναβολικά 
ανδρογόνα 
ςτεροειδι  (ΑΑΣ) 
και άλλοι 
αναβολικοί 
παράγοντεσ 

αφξθςθ μυικισ μάηασ, αφξθςθ 
δφναμθσ και επικετικότθτασ, 
μείωςθ αιςκιματοσ κόπωςθσ, 
μείωςθ χρόνου αποκατάςταςθσ 
μετά από ζντονθ προπόνθςθ 

 Άνδρεσ: ατροωία όρχεων, ολιγοςπερμία, 
αηωοςπερμία, ςεξουαλικι ανικανότθτα, 
γυναικομαςτία, ατροωία προςτάτθ, 
ςτείρωςθ 
Γυναίκεσ: δαςυτριχιςμόσ, αλλαγι χροιάσ 
ωωνισ, μεγζκυνςθ κλειτορίδασ, 
διαταραχζσ εμμθνορρυςιακοφ κφκλου, 
ςτείρωςθ 
Γενικζσ: αλωπεκία, ακμι, απϊλεια 
γενετιςιασ επικυμίασ, βλάβθ τοιχϊματοσ 
αγγείων, κατακράτθςθ νεροφ και νατρίου 
και αφξθςθ αρτθριακισ πίεςθσ, μείωςθ 
επιπζδων HDL, αφξθςθ επιπζδων LDL και 
κινδφνου ακθροςκλιρυνςθσ, θπατικι 
δυςλειτουργία, χολοςτατικόσ ίκτεροσ, 
ψυχιατρικζσ διαταραχζσ (μανιακζσ 
εκδθλϊςεισ, παραλιρθμα, ψφχωςθ, 
άγχοσ, ευερεκιςτότθτα, εχκρικι 
ςυμπεριωορά)  
καρκινογζνεςθ   

Ερυκροποιθτίνθ 

διζγερςθ παραγωγισ ερυκρϊν 
αιμοςωαιρίων, αφξθςθ μεταωοράσ 
οξυγόνου ςτουσ ιςτοφσ, μείωςθ 
χρόνου επίδοςθσ ςε ακλιματα 
αντοχισ που προζχει θ αερόβια 
μυικι άςκθςθ   

 

ανεξζλεγκτθ αφξθςθ του αιματοκρίτθ με 
κίνδυνο αιμοςυμπφκνωςθσ, αφξθςθ 
ιξϊδουσ αίματοσ και αρτθριακισ πίεςθσ, 
κίνδυνοσ κρομβοεμβολικϊν επειςοδίων, 
κίνδυνοσ απλαςίασ μυελοφ ωσ προσ τα 
ερυκροκφτταρα 

Χοριακι 
γοναδοτροπίνθ 

ςτουσ άνδρεσ παραγωγι 
τεςτοςτερόνθσ από τουσ όρχεισ, 
λαμβάνεται από τουσ ακλθτζσ που 
παίρνουν αναβολικά ςτεροειδι για 
να μετριάςουν τισ βλάβεσ που 
προκαλοφν αυτά ςτουσ όρχεισ 

 

παρενζργειεσ αντίςτοιχεσ με αυτζσ των 
αναβολικϊν ςτεροειδϊν λόγω αφξθςθσ 
παραγωγισ τεςτοςτερόνθσ, γυναικομα- 
ςτία, αλλαγι κατανομισ λιπϊδουσ ιςτοφ, 
ςυμπτϊματα εγκυμοςφνθσ (ναυτία, 
εμετοί, πρωινι αδιακεςία) 

Ινςουλίνθ 

αφξθςθ ςφνκεςθσ γλυκογόνου, 
λιπαρϊν οξζων και πρωτεϊνϊν,  
διευκολφνςθ ειςόδου τθσ γλυκόηθσ 
ςτα κφτταρα ςε μεγάλα ποςά, 
βελτίωςθ τθσ αντοχισ και τθσ 
ικανότθτασ ανάνθψθσ μετά τον 
αγϊνα όταν λαμβάνεται προαγωνι- 
ςτικά ι κατά τθν προπόνθςθ, 
αφξθςθ μυικισ μάηασ και απόδοςθσ 
όταν ινςουλίνεσ βραχείασ δράςθσ 
ςυνδυάηονται με διατροωι πλοφςια 
ςε υδατάνκρακεσ λόγω καταςτολισ 
του καταβολιςμοφ των μυικϊν 
πρωτεϊνϊν 

 

υπογλυκαιμία, ςπαςμοί, ςοβαρζσ 
εγκεωαλικζσ βλάβεσ μετά από 
παρατεταμζνθ ζλλειψθ γλυκόηθσ ςτο ΚΝΣ 
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Κατθγορία 
Ουςιών 

Επικυμθτζσ  
Ενζργειεσ 

 
 

Ραρενζργειεσ 
 

Κορτικοτροπίνθ 

διζγερςθ παραγωγισ κορτικοςτε- 
ροειδϊν, βοθκά ςτθν αναδόμθςθ 
ιςτϊν και μυϊν και ςτθν 
ανταπόκριςθ του οργανιςμοφ ςτο 
ςτρεσ. 

 
ανάλογεσ με αυτζσ των 
γλυκοκορτικοςτεροειδϊν 

Αυξθτικι ορμόνθ 

αφξθςθ μυικισ μάηασ με αντίςτοιχθ 
μείωςθ του μυικοφ λίπουσ 
(αναβολικι και λιπολυτικι δράςθ), 
αφξθςθ μυικισ δφναμθσ, μείωςθ 
χρόνου αποκατάςταςθσ μεταξφ των 
προπονιςεων, πρόλθψθ και 
αντιμετϊπιςθ τραυματιςμϊν  

 

αλλεργικζσ αντιδράςεισ, υπερλιπιδαιμία, 
υποκυρεοειδιςμόσ, ςυμωορθτικι καρδι- 
ακι ανεπάρκεια, υπζρταςθ,  μυοκαρδιο- 
πάκεια, ςακχαρϊδθσ διαβιτθσ, μυικι 
αδυναμία, αρκρίτιδα, ςεξουαλικι 
ανικανότθτα, οςτεοπόρωςθ, περιωερικι 
πολυνευροπάκεια, διαταραχι ομιλίασ, 
μερικι απϊλεια οπτικοφ πεδίου   

IGF-1 
αναβολικι δράςθ ανάλογθ με αυτι 
τθσ αυξθτικισ ορμόνθσ 

 

τρόμοσ, εωίδρωςθ, υποκερμία, 
επιδείνωςθ καρδιαγγειακισ νόςου, 
αναωυλακτικό ςοκ, αλλεργία ςτθν 
ινςουλίνθ 

Διεγερτικά 
 
Ψυχοκινθτικά 
Διεγερτικά 
(Αμωεταμινικά 
παράγωγα) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Συμπακομιμθτικζσ 
Αμίνεσ  
(π.χ. εωεδρίνθ) 

 
 
αφξθςθ εγριγορςθσ, αναςτολι 
εμωάνιςθσ κόπωςθσ, αφξθςθ 
αγωνιςτικισ διάκεςθσ και 
επικετικότθτασ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
αφξθςθ καρδιακοφ ρυκμοφ, 
ελάττωςθ ρυκμοφ αποκατάςταςθσ 
μετά από μυικι προςπάκεια 

 

 
 
νευρολογικά ςυμπτϊματα (ανθςυχία, 
ηάλθ,  ςφγχυςθ, τρόμοσ, παραιςκιςεισ, 
αχπνία, τοξικι ψφχωςθ), διαταραχζσ 
καρδιακοφ ρυκμοφ και αρτθριακισ 
πίεςθσ, διαταραχζσ κερμορφκμιςθσ, 
γαςτρεντερικζσ διαταραχζσ (ανορεξία, 
απϊλεια βάρουσ), ςπαςμοί, κϊμα, 
εγκεωαλικι αιμορραγία, ψυχικι και 
ςωματικι εξάρτθςθ 
θ αναςτολι του αιςκιματοσ κόπωςθσ 
μπορεί να οδθγιςει ςε πλιρθ εξάντλθςθ 
και κάνατο 
 
αντίςτοιχεσ με τθσ προθγοφμενθσ 
ομάδασ, οι ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ από 
τθν ψυχικι ςωαίρα είναι πολφ θπιότερεσ 

Κανναβινοειδι 

αφξθςθ αρτθριακισ πίεςθσ, 
ψευδαιςκθςιογόνεσ ιδιότθτεσ,  
παραιςκθςιογόνεσ ιδιότθτεσ, χωρίσ 
να παρουςιάηουν κανζνα κετικό 
αποτζλεςμα ςτθν ακλθτικι 
απόδοςθ, τθ δφναμθ ι τθν αντοχι 

 

Βραχυπρόκεςμεσ: ερεκιςμόσ αναπνευ- 
ςτικοφ βλεννογόνου, διάρροια-
δυςκοιλιότθτα, απϊλεια ιςορροπίασ και 
ςυντονιςμοφ, μείωςθ ικανότθτασ 
ςυγκζντρωςθσ, αφξθςθ καρδιακοφ 
ρυκμοφ, ηάλθ, παραλιρθμα 
Μακροπρόκεςμεσ: μείωςθ ψυχοκινθτι- 
κϊν ικανοτιτων, μνιμθσ, ικανότθτασ 
μάκθςθσ, διαταραχζσ αντίλθψθσ και 
ςυγκζντρωςθσ, κίνδυνοσ εξάρτθςθσ, 
χρόνια βρογχίτιδα, πτϊςθ ανοςοποιθ- 
τικοφ ςυςτιματοσ  
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Κατθγορία 
Ουςιών 

Επικυμθτζσ  
Ενζργειεσ 

 
 

Ραρενζργειεσ 
 

Ναρκωτικά 
κάλυψθ ςωματικοφ άλγουσ από 
τραυματιςμό, αίςκθμα ευωορίασ 

 

υπνθλία, ναυτία, δυςκοιλιότθτα, μείωςθ 
ικανότθτασ ςυγκζντρωςθσ, ιςορροπίασ 
και ςυντονιςμοφ, καταςτολι 
αναπνευςτικισ λειτουργίασ, ςωματικι 
και ψυχικι εξάρτθςθ  

Διουρθτικά 

ρφκμιςθ ςωματικοφ βάρουσ μζςω 
ελεγχόμενθσ απϊλειασ υγρϊν με 
ςτόχο τθν ζνταξθ ςε ςυγκεκριμζνθ 
κατθγορία βάρουσ ςε ακλιματα 
όπωσ θ άρςθ βαρϊν, θ πυγμαχία, θ 
πάλθ κ.α. 
αφξθςθ παραγωγισ οφρων και 
αραίωςθ αυτϊν, μείωςθ τθσ 
ςυγκζντρωςθσ ουςιϊν ςτα οφρα και 
αδυναμία ανίχνευςθσ άλλων 
απαγορευμζνων ουςιϊν ςε αυτά 

 
Βραχυπρόκεςμεσ: απϊλεια βάρουσ, 
πυρετόσ, ςυχνοουρία, αωυδάτωςθ, 
υπόταςθ, διαταραχι θλεκτρολυτϊν, 
πονοκζωαλοσ, διαταραχζσ εμμθνόρ-       
ροιασ, απϊλεια ςυντονιςμοφ, 
γαςτρεντερικζσ διαταραχζσ, μυικζσ 
κράμπεσ 
Μακροπρόκεςμεσ: νεωρικι και θπατικι 
ανεπάρκεια, ζκπτωςθ νεωρικισ και 
καρδιακισ λειτουργίασ, καρδιακι 
ανεπάρκεια  

β-Αναςτολείσ 

μείωςθ καρδιακοφ ρυκμοφ, ζνταςθσ 
καρδιακισ ςυςτολισ και αρτθριακισ 
πίεςθσ, μείωςθ άγχουσ και μυικοφ 
τρόμου, βελτίωςθ τθσ απόδοςθσ ςε 
ακλιματα που απαιτοφν θρεμία 

 

βρογχόςπαςμοσ, βραδυκαρδία, υπότα-
ςθ, καρδιακι ανεπάρκεια, ανικανότθτα, 
επιβάρυνςθ προχπάρχουςασ περιωερι- 
κισ αγγειοπάκειασ, αίςκθμα κόπωςθσ, 
ελαττωμζνθ αντοχι, μειωμζνθ ικανότθτα 
ρφκμιςθσ ςακχάρου ςε διαβθτικοφσ  

Κορτικοςτεροειδι 

αναβολικι δράςθ ςτο ιπαρ, 
καταβολικι ςε μυσ, δζρμα, λζμωο, 
λιπϊδθ και ςυνδετικό ιςτό, 
ςυγκάλυψθ τραυματιςμζνθσ 
άρκρωςθσ ι μυόσ και αφξθςθ τθσ 
απόδοςθσ τραυματιςμζνου ακλθτι 
αφξθςθ τθσ απόδοςθσ λόγω 
αφξθςθσ τθσ γλυκόηθσ ςτο αίμα και 
αφξθςθσ ερυκροποίθςθσ 
αίςκθμα ευωορίασ 

 

προβλιματα αυτοςυγκζντρωςθσ 
μακρόχρονθ χριςθ μπορεί να 
προκαλζςει οςτεοπόρωςθ, υπζρταςθ, 
οίδθμα, πεπτικά ζλκθ και ψφχωςθ 

Ντόπινγκ αίματοσ 

αφξθςθ μεταωοράσ οξυγόνου ςτουσ 
ιςτοφσ μζςω αφξθςθσ του αρικμοφ 
των ερυκροκυττάρων, βρίςκει 
εωαρμογι ςε ακλιματα αντοχισ 
(αγϊνεσ δρόμου, ποδθλαςία, ςκι) 

 

υπερωόρτωςθ κυκλοωορικοφ ςυςτιμα- 
τοσ, ςχθματιςμόσ κρόμβων, αλλεργικζσ 
αντιδράςεισ, μετάδοςθ μολυςματικϊν 
αςκενειϊν (π.χ. θπατίτιδα, AIDS) 
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1.5. ΕΛΕΓΧΟΣ ΝΤΟΡΙΝΓΚ 

1.5.1. Εύδη ελϋγχου ντϐπινγκ 12 

Σφμωωνα με τον Ραγκόςμιο Κϊδικα Αντι-ντόπινγκ οι ζλεγχοι ντόπινγκ χωρίηονται ςε δφο 

κατθγορίεσ: ςτουσ ελζγχουσ εντόσ αγϊνων (in competition), που πραγματοποιοφνται μετά 

τθ λιξθ του αγωνίςματοσ και ςτουσ ελζγχουσ εκτόσ αγϊνων (out of competition), που 

πραγματοποιοφνται χωρίσ προειδοποίθςθ κατά τθ διάρκεια τθσ προπονθτικισ περιόδου και 

ζχουν ςτόχο τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν που λαμβάνονται από τον ακλθτι κατά 

το ςτάδιο τθσ προετοιμαςίασ του και διακόπτονται για κάποιο διάςτθμα πριν τουσ αγϊνεσ, 

ενϊ διατθροφνται ακόμα οι “ευεργετικζσ” δράςεισ τουσ. Τα δείγματα των ελζγχων εντόσ 

αγϊνων εξετάηονται για όλεσ τισ κατθγορίεσ απαγορευμζνων ουςιϊν, ενϊ τα εκτόσ αγϊνων 

δείγματα δεν ελζγχονται για τθν ανίχνευςθ διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν ουςιϊν. 

 

1.5.2. Διαδικαςύα Ελϋγχου Ντϐπινγκ 12, 15, 21, 24 

Το πρϊτο ςτάδιο του ελζγχου ντόπινγκ αποτελεί θ διαδικαςία δειγματολθψίασ. Τα 

δείγματα (οφρα και ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ αίμα) ςυλλζγονται από εξειδικευμζνο 

προςωπικό με αυςτθρζσ διαδικαςίεσ που περιγράωονται με λεπτομζρειεσ τόςο ςτο Διεκνζσ 

Ρρότυπο για τουσ Ελζγχουσ (International Standard for Testing), όςο και ςτθ Νομοκεςία 

κάκε χϊρασ. Στθν περίπτωςθ εντόσ αγϊνων ελζγχων, θ δειγματολθψία πραγματοποιείται 

ςε ειδικά για το ςκοπό αυτό επαρκϊσ εξοπλιςμζνο χϊρο των ακλθτικϊν εγκαταςτάςεων 

που πλθρεί ςυγκεκριμζνεσ αυςτθρζσ προδιαγραωζσ (ςτακμόσ ελζγχου ντόπνγκ), ενϊ ςε 

περιπτϊςεισ εκτόσ αγϊνων ελζγχων, ωσ χϊροσ ελζγχου ντόπινγκ διαμορωϊνεται 

οποιοςδιποτε χϊροσ. 

Ο ελεγχόμενοσ ακλθτισ, που βρίςκεται υπό ςυνεχι εποπτεία μζχρι να ολοκλθρωκεί θ 

διαδικαςία τθσ δειγματολθψίασ, επιλζγει από τρεισ τουλάχιςτον ςυςκευαςίεσ, ζνα 

ςωραγιςμζνο αποςτειρωμζνο ουροςυλλζκτθ και υπό τθν επίβλεψθ δειγματολιπτθ του 

ιδίου ωφλου μεταβαίνει ςτθν τουλζτα, όπου παρζχει κατάλλθλθ ποςότθτα δείγματοσ εντόσ 

του ουροςυλλζκτθ που μεταωζρει. Ακολοφκωσ επιλζγει μια από τουλάχιςτον τρεισ 

ςυςκευαςίεσ ελζγχου οφρων, οι οποίεσ περιζχουν δφο διαωανείσ γυάλινεσ ωιάλεσ, μια με 

τθν ζνδειξθ «δείγμα Α» και μια με τθν ζνδειξθ «δείγμα Β» και αντίςτοιχα πϊματα, 

κατάλλθλα ςωραγιςμζνα, ενϊ πάνω ςτισ 

ωιάλεσ και ςτα πϊματά τουσ είναι 

ανεξίτθλα αποτυπωμζνοσ ζνασ κωδικόσ 

αρικμόσ. Ο ακλθτισ μεταγγίηει περίπου 

το 1/3 τθσ ποςότθτασ των οφρων από 

τον ουροςυλλζκτθ ςτθ ωιάλθ Β και τα 

2/3 περίπου ςτθ ωιάλθ Α και ςτθ 

ςυνζχεια κλείνει ερμθτικά τισ δφο 

ωιάλεσ και ελζγχει, όπωσ και ο 

Υπεφκυνοσ Ελζγχου Ντόπινγκ, εάν 

υπάρχουν τυχόν διαρροζσ, ενϊ τυχόν υπολειπόμμενα οφρα απορρίπτονται. 

Συμπλθρϊνονται και υπογράωονται τα απαραίτθτα ζγγραωα και πρωτόκολλα από όλουσ 

τουσ εμπλεκόμενουσ.  
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Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ διαδικαςίασ δειγματολθψίασ, τα ςυλλεχκζντα δείγματα μαηί με 

τα κατάλλθλα ζγγραωα τοποκετοφνται ςε ςάκκουσ μεταωοράσ που ακολοφκωσ 

αςωαλίηονται και μεταωζρονται από το δειγματολιπτθ ςτο εργαςτιριο που κα 

πραγματοποιιςει τθν ανάλυςι τουσ. Για τθν εξαςωάλιςθ τθσ ανωνυμίασ του ακλθτι, το 

Εργαςτιριο Ελζγχου Ντόπινγκ δεν εμπλζκεται ςτθ διαδικαςία δειγματολθψίασ. Κατά τθν 

παραλαβι των δειγμάτων από εξουςιοδοτθμζνο μζλοσ του προςωπικοφ του Εργαςτθρίου, 

ελζγχεται θ ακεραιότθτα των δειγμάτων κακϊσ και των εγγράωων που τα ςυνοδεφουν  και 

τα οποία αωενόσ μεν εξαςωαλίηουν τθν ανωνυμία του ακλθτι, αωετζρου δε επιτρζπουν τθν 

παρακολοφκθςθ και καταγραωι όλων των ςταδίων μετακίνθςθσ του δείγματοσ. 

Τα δείγματα ελζγχου ντόπινγκ αναλφονται από Αναγνωριςμζνα Εργαςτιρια από το WADA, 

ϊςτε τα αποτελζςματά τουσ να αναγνωρίηονται ωσ ζγκυρα από τισ ακλθτικζσ αρχζσ. Θ 

διαδικαςία ανάλυςθσ των δειγμάτων ελζγχου ντόπινγκ περιλαμβάνει τα ακόλουκα ςτάδια: 

 άνοιγμα των εξωτερικϊν ςυςκευαςιϊν και ζλεγχοσ τθσ ακεραιότθτασ των ωιαλϊν 

των δειγμάτων και τθσ ςωραγίδασ τουσ. 

 ειςαγωγι των δειγμάτων ςτθν θλεκτρονικι βάςθ δεδομζνων του εργαςτθρίου, 

όπου κακορίηονται οι αναλφςεισ ςτισ οποίεσ κα υποβλθκεί κάκε δείγμα και 

αποδίδεται ζνασ εργαςτθριακόσ κωδικόσ άνα δείγμα. Ο εργαςτθριακόσ κωδικόσ 

εξαωανίηει οποιαδιποτε ςχζςθ του ακλθτι με το δείγμα, αωοφ θ ανάλυςθ 

πραγματοποιείται μόνο με τον εργαςτθριακό κωδικό και όχι με τον κωδικό τθσ 

ςυςκευαςίασ ςυλλογισ, ο οποίοσ είναι γνωςτόσ ςτον ακλθτι. 

 ομαδοποίθςθ των δειγμάτων ςε παρτίδεσ, οι οποίεσ αποτελοφν τισ μονάδεσ 

εργαςίασ μζςα ςτο εργαςτιριο. 

 άνοιγμα του Α-δείγματοσ με καταςτροωι τθσ ςωραγίδασ. Κλάςματα αυτοφ 

χρθςιμοποιοφνται για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν κατά το ςτάδιο των 

προςανατολιςτικϊν και επιβεβαιωτικϊν ελζγχων.  

 Διατιρθςθ του Β-δείγματοσ ακζραιο ςε καταψφκτθ. Σε περίπτωςθ κετικοφ 

αποτελζςματοσ μπορεί να ηθτθκεί από τον ακλθτι άνοιγμα και ανάλυςθ του Β-

δείγματοσ.          

 Εκτζλεςθ προαναλυτικϊν διαδικαςιϊν (μζτρθςθ όγκου, pH, ειδικοφ βάρουσ) 

 Διεξαγωγι προςανατολιςτικϊν διαδικαςιϊν αναλφςεων ςάρωςθσ (screening) για 

τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν που περιλαμβάνονται ςτον ιςχφοντα 

Κατάλογο του WADA, με ςκοπό τθ διάκριςθ των φποπτων δειγμάτων από τα 

αρνθτικά. Οι διαδικαςίεσ ανάλυςθσ αποωαςίηονται από το Εργαςτιριο, ανάλογα με 

το είδοσ του ελζγχου (εντόσ ι εκτόσ αγϊνων ζλεγχοσ). 

 Διεξαγωγι επιβεβαιωτικϊν διαδικαςιϊν για τα φποπτα κετικά δείγματα. 

 Αναωορά αποτελεςμάτων 

 Ανάλυςθ Β-δείγματοσ πραγματοποιείται ςε περίπτωςθ κετικοφ αποτελζςματοσ και 

εωόςον ηθτθκεί από τον ακλθτι ι τθν ακλθτικι αρχι, με ςκοπό να επιβεβαιωκεί το 

αποτζλεςμα του Α-δείγματοσ. Ρεριλαμβάνει τθν αποςωράγιςθ του Β-δείγματοσ και 

εωαρμογι τθσ επιβεβαιωτικισ διαδικαςίασ που εκτελζςτθκε ςτο Α-δείγμα, απουςία 

ι παρουςία του ακλθτι ι εξουςιοδοτθμζνου αντιπροςϊπου του. 
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1.5.3. Αναλυτικϋσ διαδικαςύεσ ςϊρωςησ 6, 25-28 

Οι αναλυτικζσ διαδικαςίεσ ςάρωςθσ που εωαρμόηονται από τα Εργαςτιρια για τθν 

ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν διαωοροποιοφνται ανάλογα με τθ 

χθμικι δομι των εξεταηόμενων μορίων, τισ ωυςικοχθμικζσ τουσ ιδιότθτεσ και ανάλογα με 

τθν ζκταςθ του μεταβολιςμοφ τουσ ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό περιλαμβάνουν τθν 

ανίχνευςθ τθσ μθτρικισ ουςίασ ι /και των προϊόντων μεταβολιςμοφ αυτισ. Οι διαδικαςίεσ 

ςάρωςθσ περιλαμβάνουν κατά το ςτάδιο τθσ προκατεργαςίασ των δειγμάτων τθν υδρόλυςθ 

των ςυηευγμζνων μορίων, τθν απομόνωςθ των ελεφκερων μορίων των ουςιϊν από το 

υπόςτρωμα των οφρων με εωαρμογι εκχυλιςτικισ διαδικαςίασ, με τθν οποία επιτυγχάνεται 

ταυτόχρονα και ςυμπφκνωςθ των δειγμάτων. Ακολουκεί ανάλυςθ των κατεργαςμζνων 

δειγμάτων με υψθλισ ευαιςκθςίασ μεκόδουσ πολλαπλισ ανίχνευςθσ που βαςίηονται 

κυρίωσ ςτθ χριςθ τεχνικϊν χρωματογραωίασ – ωαςματομετρίασ μαηϊν, αλλά όχι μόνο. 

Για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςτα οφρα των ακλθτϊν, το Εργαςτιριο Ελζγχου 

Ντόπινγκ του ΟΑΚΑ εωαρμοηει τισ ακόλουκεσ αναλυτικζσ διαδικαςίεσ: 

 Διαδικαςία I: Ανίχνευςθ β-ανταγωνιςτϊν, διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν ουςιϊν που 

εκκρίνονται  μθ ςυηευγμζνεσ ςτα οφρα και θμιποςοτικοποίθςθ τθσ εωεδρίνθσ και τθσ 

νορψευδοεωεδρίνθσ με τθν εωαρμογι βαςικισ εκχφλιςθσ και τθ χριςθ 

αεριοχρωματογραωίασ με ανιχνευτι αηϊτου ωωςωόρου (GC/NPD). 

 Διαδικαςία II: Ανίχνευςθ β-ανταγωνιςτϊν, διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν ουςιϊν ςε 

οφρα ακλθτϊν με όξινθ ι ενηυμικι υδρόλυςθ, βαςικι εκχφλιςθ και ανάλυςθ με 

αεριοχρωματογραωία / ωαςματομετρία μαηϊν (GC/MS). 

 Διαδικαςία IV: Ανίχνευςθ αναβολικϊν παραγόντων, β-ανταγωνιςτϊν, β2-αγωνιςτϊν  

και κορτικοςτεροειδϊν ςε οφρα ακλθτϊν με ενηυμικι υδρόλυςθ των γλυκουρονικϊν 

εςτζρων τουσ, εκχφλιςθ και ανάλυςθ του βαςικοφ εκχυλίςματοσ με τρία αναλυτικά 

ςυςτιματα: GC/MS, GC/HRMS και LC/MSMS. 

 Διαδικαςία V: Ανίχνευςθ διουρθτικϊν ουςιϊν πουβαςίηεται ςε GC/MS ανάλυςθ του 

οργανικοφ βαςικοφ εκχυλίςματοσ των οφρων μετά από ςχθματιςμό μεκυλιωμζνων 

παραγϊγων των προςδιοριηόμενων ουςιϊν. 

 Ανίχνευςθ διογκωτικϊν πλάςματοσ που εκκρίνονται ςτα οφρα ακλθτϊν με βιοχθμικό 

αναλυτι Cobas Mira Plus, θ οποία βαςίηεται ςτθ διαωορά τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 

γλυκόηθσ πριν και μετά τθν όξινθ υδρόλυςθ του δείγματοσ των οφρων ςυγκρινόμενθ με 

ζνα πλθκυςμό αναωοράσ. 

 Διαδικαςία VI: Ανίχνευςθ χοριακισ ανκρϊπινθσ γοναδοτροπίνθσ με βιοχθμικό 

ανιχνευτι. 

 Ταυτοποίθςθ αναςυνδυαςμζνθσ ερυκροποιθτίνθσ με διαχωριςμό μζςω ιςοθλεκτρικισ 

εςτίαςθσ και ανοςοχθμικι ανίχνευςθ. 

 Ταυτοποίθςθ αναςυνδυαςμζνθσ ανκρϊπινθσ αυξθτικισ ορμόνθσ ςε ορό ι πλάςμα 

αίματοσ ακλθτϊν με διαωορικι ωκοριςμοανοςοχθμικι μζκοδο ELISA. 

Στον Ρίνακα 1.2 ςυνοψίηονται τα αναλυτικά χαρακτθριςτικά των διαδικαςιϊν ςάρωςθσ I, 

II, IV και V που εωαρμόηονταν από το Εργαςτιριο για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων 

ουςιϊν χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ (<600) ςτα οφρα ακλθτϊν μζχρι τθν ολοκλιρωςθ τθσ 

παροφςασ ερευνθτικισ εργαςίασ. Στθ διαδικαςία IV το οργανικό εκχφλιςμα μοιράηεται 

ιςόποςα ςε 2 μζρθ από τα οποία το ζνα (Α) παραγωγοποιείται και αναλφεται ςε δφο 

ςυςτιματα GC/MS, ενϊ το δεφτερο (Β) αναλφεται με LC/MS. 
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Ρίνακασ 1.2: Αναλυτικζσ διαδικαςίεσ ςάρωςθσ μικρομοριακϊν ουςιϊν   

 
Διαδικαςία I Διαδικαςία IΙ 

 Διαδικαςία IV  
Διαδικαςία V 

IV A1 IV A2 IV B 
Πγκοσ δείγματοσ 2,5 mL  2,5 mL 5,0 mL 5,0 mL 5,0 mL 2,5 mL 

Εςωτερικό πρότυπο Διωαινυλαμίνθ Κωδεΐνθ 
3-Μεκοξυτυραμίνθ 

17α-Μεκυλοτεςτε 
ρόνθ 

17α-Μεκυλοτεςτε 
ρόνθ 

17α-Μεκυλοτεςτε 
ρόνθ 

Μεωρουςίδθ 

Υδρόλυςθ Δ.Ε 1 Πξινθ(HCl),κυςτεΐνθ Ενηυματικι E.Coli 
β-γλυκουρονιδάςθ 

Ενηυματικι E.Coli 
β-γλυκουρονιδάςθ 

Ενηυματικι E.Coli  
β-γλυκουρονιδάςθ 

Δ.Ε 1 

Συνκικεσ υδρόλυςθσ Δ.Ε 1 100 οC, 30 min 50 οC, 90 min 50 οC, 90 min 50 οC, 90 min Δ.Ε 1 

Διαλφτθσ εκχφλιςθσ tert-Bουτυλ-μεκυλ-
αικζρασ 

Διαικυλαικζρασ/ 
Ιςοπροπανόλθ (5/1) 

Διαικυλαικζρασ Διαικυλαικζρασ Διαικυλαικζρασ Οξικόσ αικυλεςτζ 
ρασ 

pH εκχφλιςθσ 14 9,5 – 10 9-10 9-10 9-10 7 

Διαλφτθσ 
αναςφςταςθσ 

Δ.Ε 1 Δ.Ε 1 Δ.Ε 1 Δ.Ε 1 ΑCN/H2O (50/50) 
0,1 % οξικό οξφ 

Δ.Ε 1 

Αντιδραςτιριο 
παραγωγοποίθςθσ 

Δ.Ε 1 MSTFA/ 
MBTFA 

MSTFA/NH4I/DTE MSTFA/NH4I/DTE Δ.Ε 1 CH3COCH3, CH3I, 
K2CO3 

Συνκικεσ επϊαςθσ Δ.Ε 1 80 οC, 10 min/ 
80 οC, 5 min 

80 οC, 30 min 80 οC, 30 min Δ.Ε 1 20 min, 900 W 3 

Πγκοσ ζνεςθσ 2 μL  2 μL  2 μL 1 μL 10 μL 1 

Διαμοιραςμόσ 
ζνεςθσ 2 

Χωρίσ 2 1/10 1/15 1/10 Δ.Ε 1 1/15 

Ανάλυςθ GC/NPD 4 GC/MS (full scan) 5 GC/MS (SIM) 6 GC/HRMS 7 (SIM) LC/IT-MS (PIS) 8 GC/MS (SIM) 

Αναλφτεσ Μθ ςυηευγμζνα 
διεγερτικά, ναρκωτικά  

Διεγερτικά, 
ναρκωτικά 

Αναβολικοί 
παράγοντεσ κ.α. 

Αναβολικοί 
παράγοντεσ κ.α. 

Κορτικοςτεροειδι, 
αναβολικοί 
παράγοντεσ κ.α. 

Διουρθτικά  

1 Δ.Ε: δεν εφαρμόηεται, 2 διαμοιραςμόσ ζνεςθσ (split) - χωρίσ διαμοιραςμό (splitless), 3 θ παραγωγοποίθςθ πραγματοποιείται ςε φοφρνο μικροκυμάτων 
4 GC/NPD: αεριοχρωματογραφία με ανιχνευτι αηϊτου-φωςφόρου, 5GC/MS (full scan): αεριοχρωματογραφία /φαςματομετρία μαηϊν πλιρουσ ςάρωςθσ 
6 SIM: παρακολοφκθςθ επιλεγμζνου ιόντοσ (selected ion monitoring), 7 HRMS: υψθλισ διαχωριςτικότθτασ φαςματομετρία μαηϊν 
8 LC/IT-MS: υγροχρωματογραφία φαςματομετρία μαηϊν παγίδασ ιόντων, PIS: ςάρωςθ κυγατρικϊν ιόντων (product ion scan)  
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1.5.4.  Ελϊχιςτο Απαιτοϑμενο Όριο Απϐδοςησ 29 

Ρροκειμζνου να διαςωαλιςτεί ότι όλα τα διαπιςτευμζνα από το WADA εργαςτιρια 

μποροφν να αναωζρουν με ομοιόμορωο τρόπο τθν φπαρξθ απαγορευμζνων ουςιϊν ι 

μεταβολιτϊν ι δεικτϊν αυτϊν ζχουν κακιερωκεί από το WADA επίπεδα για τθν ελάχιςτθ 

ικανότθτα ανίχνευςθσ ςτισ αναλφςεισ ρουτίνασ. Τα Ελάχιςτα Απαιτοφμενα Πρια Απόδοςθσ 

(Minimum Required Performance Level, MRPL) δεν αποτελοφν όριο απαγόρευςθσ, όριο 

ανίχνευςθσ ι ποςοτικοποίθςθσ, αλλά αναλυτικζσ προδιαγραωζσ τθσ τεχνικισ απόδοςθσ των 

εργαςτθρίων, που κα πρζπει να πλθροφν όλα τα εργαςτιρια κατά τον ζλεγχο ανίχνευςθσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν, ενϊ είναι δυνατό να αναωζρουν Αντικανονικά Αναλυτικά 

Ευριματα που αωοροφν τθν παρουςία ουςιϊν ςε ςυγκεντρϊςεισ χαμθλότερεσ από το 

MRPL. Οι ελάχιςτεσ ςυγκεντρϊςεισ για κάκε κατθγορία ουςιϊν που οωείλουν τα 

Εργαςτιρια να μποροφν να ανιχνεφςουν ςτισ αναλφςεισ ρουτίνασ δίνονται ςτον ακόλουκο 

πίνακα (Ρίνακασ 1.3). 

 

Ρίνακασ 1.3: Ελάχιςτα Απαιτοφμενα Πρια Απόδοςθσ (MRPL) απαγορευμζνων ουςιϊν 

Κατθγορία Απαγορευμζνων 
Ουςιών  

Ειδικά 
παραδείγματα/εξαιρζςεισ 

Συγκζντρωςθ (MRPL) 

S1. Εξωγενι αναβολικά 
ςτεροειδι1  10 ng mL-1 

 Clenbuterol 2 ng mL-1 

 Methandienone 2 2 ng mL-1 

 Methyltestosterone 3 2 ng mL-1 

 Stanozolol 4 2 ng mL-1 

S2. Ρεπτιδικζσ ορμόνεσ, 
αυξθτικοί παράγοντεσ και 
ςχετικζσ ουςίεσ 

Ανκρϊπινθ χοριακι 
γοναδοτροπίνθ (hCG) 

5 mIU mL-1 

S3. β2-Αγωνιςτζσ  100 ng mL-1 

S4. Ανταγωνιςτζσ και 
τροποποιθτζσ ορμονϊν 5  50 ng mL-1 

S5. Διουρθτικά 6  250 ng mL-1 

S6. Διεγερτικά 1,7  500 ng mL-1 

 Strychnine 200 ng mL-1 

S7. Ναρκωτικά 7  200 ng mL-1 

 Buprenorphine 10 ng mL-1 

 Fentanyl και παράγωγα 10 ng mL-1 

S9. Κορτικοςτεροειδι 1,8  30 ng mL-1 

P3. β-Ανταγωνιςτζσ 9  500 ng mL-1 
1Για τθ μθτρικι ουςία και τουσ μεταβολίτεσ,  
2Για το μεταβολίτθ: 17β-methyl-5β-androst-1-ene-3α,17α-diol,  3Για το μεταβολίτθ: 17α-methyl-

5β-androstane-3α,17β-diol, 4 Για το μεταβολίτθ: 3’-hydroxystanozolol 
5 Ευριματα formestane ςυγκζντρωςθσ <100 ng mL-1 κα πρζπει να ςυνοδεφονται από ανάλυςθ IRMS 
6 Για τουσ μεταβολίτεσ και τα προιόντα αποικοδόμθςθσ των κειαηιδικϊν διουρθτικϊν 
7Για τισ ουςίεσ (όχι ουςίεσ ορίου) που απαγορεφονται μόνο εντόσ αγϊνων, ςυςτινεται ςτα 

Εργαςτιρια να μθν τισ αναφζρουν εάν θ ςυγκζντρωςι τουσ είναι χαμθλότερθ από το 10 % του MRPL 
8 Κορτικοςτεροειδι και οι μεταβολίτεσ τουσ δεν πρζπει να αναφζρονται ςε ςυγκζντρωςθ < MRPL.   
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1.6. ΝΤΟΡΙΝΓΚ ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟΣ ΝΤΟΡΙΝΓΚ ΣΕ ΑΛΟΓΑ ΑΓΩΝΩΝ 

1.6.1. Ειςαγωγό 30-35 

Αν και το ντόπινγκ είναι ωσ επί το πλείςτον ςυνδεδεμζνο με τουσ ακλθτζσ, θ αρχικι μορωι 

του ωαινομζνου ςχετίηεται άμεςα με τισ ιπποδρομίεσ (horseracing) και τουσ αγϊνεσ 

λαγωνικϊν (greyhound racing) και ζχει τισ ρίηεσ του ςτα αρχαία ρωμαϊκά χρόνια, όπου ζνα 

μίγμα νεροφ με μζλι χρθςιμοποιικθκε ωσ διεγερτικό ςε άλογα που ελάμβαναν μζροσ ςε 

αρματοδρομίεσ. 

Στα νεότερα χρόνια, οι πρϊτεσ αναωορζσ ντόπινγκ ςε αγωνιηόμενα άλογα εντοπίηονται το 

1666, όπου με διάταγμα ςτθν Αγγλία απαγορεφτθκε θ χριςθ ουςιϊν, οι οποίεσ ςτθν 

πλειονότθτά τουσ αωοροφςαν ουςίεσ που χορθγοφνταν ςε αγωνιηόμενα άλογα από τουσ 

αντιπάλουσ και αποςκοποφςαν ςτθ μείωςθ τθσ απόδοςισ τουσ. Θ πρϊτθ και τεκμθριωμζνθ 

υπόκεςθ ντόπινγκ ςτθ Μεγάλθ Βρατανία ςθμειϊκθκε τθν περίοδο 1807-1812, όταν ο D. 

Dwason αποπειράκθκε να ντοπάρει άλογα ςτισ περιοχζσ του New Market και του Doncaster 

χρθςιμοποιϊντασ αρςενικό, γεγονόσ που οδιγθςε ςτο κάνατο πολλϊν αλόγων και ςτισ δφο 

περιοχζσ, ενϊ ο ίδιοσ κρεμάςτθκε για τθν εγκλθματικι αυτι ενζργεια το 1812. 

Στο τζλοσ του 19ου αιϊνα ξεκίνθςε από Αμερικανοφσ εκπαιδευτζσ αλόγων θ χρθςιμοποίθςθ 

των αλκαλοειδϊν, ουςίεσ που ςτα επόμενα χρόνια ζγιναν ιδιαίτερα δθμοωιλείσ ςε βακμό 

που κρίκθκε αναγκαία θ λιψθ καταςταλτικϊν μζτρων και ζτςι το 1903 ςτθν Αγγλία και τθ 

Γαλλία το ντόπινγκ αλόγων χαρακτθρίςτθκε ωσ ποινικό αδίκθμα. Ραρ’ όλα αυτά θ 

ανίχνευςθ των αλκαλοειδϊν ςτο ςάλιο των αλόγων επιτεφχκθκε λίγο αργότερα, το 1910, 

οπότε και αναδείχκθκαν επίςθμα τα πρϊτα κροφςματα. 

Με το Δεφτερο Ραγκόςμιο Ρόλεμο ενιςχφκθκε θ ανάπτυξθ τθσ οργανικισ και αναλυτικισ 

χθμείασ και τθν περίοδο 1940-1950 διαδόκθκε ευρζωσ θ χριςθ των αμωεταμινϊν και 

θρεμιςτικϊν ουςιϊν. Το 1947, ςε μια προςπάκεια να ενιςχυκοφν οι ερευνθτικζσ 

προςπάκειεσ με ςτόχο τθν καταπολζμθςθ του ντόπινγκ, επιςτιμονεσ αναλυτζσ ςυνζςτθςαν 

τθν Ομοςπονδία των Χθμικϊν Επίςθμων Αγϊνων (Association of Official Racing Chemists, 

AORC). Τθ δεκαετία 1950 θ εωαρμογι χρωματογραωικϊν τεχνικϊν όπωσ θ χρωματογραωία 

λεπτισ ςτοιβάδασ (Thin Layer Chromatography, TLC) και θ αεριοχρωματογραωία (GC) 

οδιγθςαν ςτθν ανάπτυξθ αναλυτικϊν μεκόδων που επζτρεπαν τθν ανίχνευςθ χαμθλϊν 

ςυγκεντρϊςεων απαγορευμζνων ουςιϊν και μεταβολιτϊν τουσ. Τθν ίδια εποχι διαδόκθκε 

ευρζωσ θ χριςθ των αναβολικϊν ςτεροειδϊν και των μθ ςτεροειδϊν αντιωλεγμονωδϊν 

(ΜΣΑΦ)  ςε αγωνιηόμενα άλογα και ζνασ αξιοςθμείωτοσ αρικμόσ αναλυτικϊν μεκόδων 

αναπτφχκθκε για τθν ανίχνευςι τουσ από τα μζλθ του AORC. Το 1961 αναωζρκθκε θ 

αποτελεςματικι ανίχνευςθ του πρϊτου κορτικοςτεροειδοφσ ςε άλογα (πρεδνιηόνθ). 

Στα επόμενα χρόνια ζγιναν ςθμαντικά βιματα και εκτεταμζνεσ ζρευνεσ από τθν πλευρά 

των επιςτθμόνων για τθν αποςαωινιςθ του μεταβολιςμοφ μεγάλου αρικμοφ 

ωαρμακευτικϊν ουςιϊν ςτα άλογα, επιτρζποντασ τθν ανίχνευςθ των μθτρικϊν  ουςιϊν και 

των μεταβολιτϊν τουσ. Οι χρθςιμοποιοφμενεσ αναλυτικζσ μζκοδοι για το ςκοπό αυτό 

βαςίηονται ςε ανοςοχθμικζσ τεχνικζσ, υγροχρωματογραωία και αεριοχρωματογραωία, ενϊ 

ο ςυνδυαςμόσ των χρωματογραωικϊν τεχνικϊν με τθ ωαςματομετρία μαηϊν οδιγθςε ςτθν 

επίτευξθ χαμθλϊν ορίων ανίχνευςθσ και τθν παροχι επαρκϊσ τεκμθριωμζνων 

αποδεικτικϊν ςτοιχείων για τθν παρουςία μιασ απαγορευμζνθσ ουςίασ. 

Το υψθλό επίπεδο απόδοςθσ των εωαρμοηόμενων αναλυτικϊν τεχνικϊν ζκεςε 

απροςδόκθτα νζα κζματα κακϊσ με τα νζα δεδομζνα ωαρμακευτικζσ ουςίεσ 
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χρθςιμοποιοφμενεσ για κεραπευτικοφσ ςκοποφσ είναι δυνατό να ανιχνεφονται ςε χρονικά 

διαςτιματα μεγαλφτερα από αυτά που εκτιμάται ότι διαρκεί θ ωαρμακολογικι τουσ δράςθ, 

οδθγϊντασ ςε κετικά αποτελζςματα κατά τον ζλεγχο ντόπινγκ. Ζτςι, τζκθκε υπό ςυηιτθςθ θ 

εωαρμογι ορίων ι επιπζδων αναωοράσ ςχετικά με οριςμζνεσ ωαρμακευτικζσ ουςίεσ που 

ζχουν κεραπευτικι εωαρμογι και προτάκθκε τα επίπεδα αναωοράσ για κάκε μια από τισ 

ουςίεσ αυτζσ να βαςίηονται ςτα «μθ αποτελεςματικά όρια» (no-effect limits). Ραρ’όλα 

αυτά, θ πολιτικι που ακολουκείται μζχρι και ςτισ μζρεσ μασ είναι αυτι τθσ «μθδενικισ 

ανοχισ» δθλαδι ςτα δείγματα που λαμβάνονται μετά τισ ιπποδρομίεσ εωαρμόηονται 

αναλυτικζσ διαδικαςίεσ για τθν ανίχνευςθ κάκε είδουσ ουςίασ ανεξαρτιτωσ τθσ ικανότθτασ 

ι τθσ δυνατότθτασ που ζχει να επθρεάςει ι όχι το αποτζλεςμα του αγϊνα και κάκε κετικό 

αποτζλεςμα αναωζρεται ςτισ αρμόδιεσ αρχζσ ακόμα και ςε αξιοςθμείωτα χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ. Οι προςπάκειεσ κζςπιςθσ ορίων και επιπζδων αναωοράσ ςυνεχίηεται με 

τθν αξιολόγθςθ δεδομζνων ωαρμακοκινθτικισ και ωαρμακοδυναμικισ ςτα άλογα, που 

ζχουν ςτόχο ςτθν εφρεςθ των αποτελεςματικϊν ςυγκεντρϊςεων των ωαρμακευτικϊν 

ουςιϊν ςτο πλάςμα και ακολοφκωσ των μθ αποτελεςματικϊν ςυγκεντρϊςεων ςτο πλάςμα 

και ςτα οφρα των αγωνιηόμενων αλόγων (irrelevant plasma/urine concentration,  IPC/IUC), 

κακϊσ και των χρονικϊν παρακφρων ανίχνευςθσ των ςυγκεντρϊςεων αυτϊν μετά τθ 

χοριγθςι τουσ ςτα άλογα. 

 

1.6.2. Η Διεθνόσ υμφωνύα για την Αναπαραγωγό, τισ Ιπποδρομύεσ και τα 

τοιχόματα – Σο Άρθρο 6 36,37 

Οι δικαιοδοςίεσ των ιπποδρομιϊν ζχουν υπογράψει τθ Διεκνι Συμωωνία για τθν 

Αναπαραγωγι και τουσ Αγϊνεσ (International Agreement on Breeding and Racing) που 

δθμοςιεφτθκε από τθν Ραγκόςμα Ομοςπονδία Αρχϊν Ιπποδρομιϊν (International 

Federation of Horseracing Authorities, IFHA), ςφμωωνα με τθν οποία τα άλογα κα πρζπει να 

αγωνίηονται ςτθριηόμενα αποκλειςτικά ςτθ ωυςικι τουσ ικανότθτα, χωρίσ καμία επίδραςθ 

από ωαρμακευτικζσ ουςίεσ. Θ Διεκνισ Συμωωνία ςυγκεντρϊνει μια ςειρά από άρκρα, 

παραρτιματα και κατευκυντιριεσ γραμμζσ που ορίηουν τισ βζλτιςτεσ ςυνιςτϊμενεσ 

πρακτικζσ τθσ διαχείριςθσ ςε ςθμαντικοφσ τομείσ των ιπποδρομιϊν, του γενεαλογικοφ 

βιβλίου των αλόγων (stud book administration) και των ςτοιχθμάτων. 

 Ζχει ςχεδιαςτεί για να βοθκιςει τισ αρχζσ των ιπποδρομιϊν ςτθν προϊκθςθ των 

ακόλουκων ςτόχων: 

 να ενιςχφςει τθν εμπιςτοςφνθ του κοινοφ ςτθν ακεραιότθτα των αγϊνων και τθσ 

βιομθχανίασ που το αναπαράγει. 

 να προςτατεφςει τθν αςωάλεια και τθν ευθμερία των αλόγων και των ιππζων. 

 να ςυντονίςει και να εναρμονίςει προςεγγίςεισ από όλο τον κόςμο προωκϊντασ 

τθν ανάπτυξθ μιασ παγκόςμιασ διάςταςθσ. 

 να ενιςχφςει τισ ευκαιρίεσ για τθν προϊκθςθ των ιπποδρομιϊν και για τθν 

οικονομικι τουσ ευθμερία, προςτατεφοντασ τα δικαιϊματα πνευματικισ 

ιδιοκτθςίασ τουσ από τθν πειρατεία μθ εξουςιοδοτθμζνων ωορζων ςτοιχθμάτων. 

 

Το Άρκρο 6 τθσ Διεκνοφσ Συμωωνίασ ζχει ωσ αντικείμενο να προςτατεφςει τθν ακεραιότθτα 

των ιπποδρομιϊν, ελζγχοντασ τθ χριςθ ωαρμακευτικϊν ουςιϊν που ςε ζναν αγϊνα 

μποροφν να ωζρουν κάποιο άλογο ςε πλεονεκτικι ι μειονεκτικι κζςθ ςε ςχζςθ με τισ 
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εγγενείσ ικανότθτζσ του. Το Άρκρο 6 κακορίηει τισ κατθγορίεσ απαγορευμζνων ουςιϊν 

ταξινομϊντασ τισ με βάςθ τθ ωυςιολογικι τουσ δράςθ και ορίηει ότι θ εφρεςθ μιασ 

απαγορευμζνθσ ουςίασ μπορεί να αωορά τθν ανίχνευςθ τθσ ίδιασ τθσ ουςίασ ι ιςομεροφσ 

αυτισ ι μεταβολίτθ απαγορευμζνθσ ουςίασ ι ιςομεροφσ μεταβολίτθ κακϊσ επίςθσ και ότι 

θ  εφρεςθ οποιαςδιποτε επιςτθμονικισ ζνδειξθσ χοριγθςθσ ι ζκκεςθσ ςε απαγορευμζνθ 

ουςία ιςοδυναμεί με εφρεςθ τθσ ουςίασ. 

Πταν ζνα δείγμα που λαμβάνεται από άλογο μετά από αγϊνα βρεκεί να περιζχει κάποια 

απαγορευμζνθ ουςία τότε το άλογο αυτό κα πρζπει να αποκλειςτεί και ςτον εκπαιδευτι 

του κα πρζπει να επιβλθκοφν κυρϊςεισ. Πταν θ απαγορευμζνθ ουςία ανιχνευκεί ςε δείγμα 

αλόγου που ζχει λθωκεί οποιαδιποτε άλλθ χρονικι ςτιγμι, τότε οι αρχζσ των ιπποδρομιϊν 

μποροφν να επιβάλλουν κυρϊςεισ, ςφμωωνα με τουσ δικοφσ τουσ κανονιςμοφσ, ςτο άλογο, 

τον εκπαιδευτι, τον ιδιοκτιτθ ι άλλο πρόςωπο. Σε κάκε περίπτωςθ ο εκπαιδευτισ του 

αλόγου είναι πάντα υπεφκυνοσ: 

 για τθ ςίτιςθ, τθ διαχείριςθ, τθν προςταςία και τθν αςωάλεια των αλόγων που 

ζχει ςτθ ωροντίδα του. 

 για τθ λιψθ των κατάλλθλων προωυλάξεων ϊςτε να αποωευχκεί θ ζκκεςθ των 

αλόγων ςε απαγορευμζνεσ ουςίεσ. 

 να παραμζνει ενθμερωμζνοσ για τισ πικανζσ ςυνζπειεσ τθσ κεραπείασ που 

χορθγείται ςτα άλογά του. 

Στο Άρκρο 6 κακορίηονται επίςθσ οι υποχρεϊςεισ των εργαςτθρίων των χωρϊν που ζχουν 

υπογράψει τθ Διεκνι Συμωωνία, μεταξφ αυτϊν και θ Ελλάδα, ςφμωωνα με τισ οποίεσ τα  

Εργαςτιρια που αναλαμβάνουν τθν ανάλυςθ των δειγμάτων των ιπποδρομιϊν κα πρζπει 

να ζχουν διαπιςτευκεί ςφμωωνα με το Διεκνζσ Ρρότυπο ISO/IEC17025 (γενικζσ απαιτιςεισ 

για τθν διεξαγωγι εργαςτθριακϊν δοκιμϊν) και το ςυμπλθρωματικό ζγγραωο ILAC-G7 

(απαιτιςεισ διακρίβωςθσ και κριτιρια λειτουργίασ εργαςτθρίων ανάλυςθσ δειγμάτων 

ιπποδρόμου), να ςυμμορωϊνονται με τθν οδθγία για τον κακοριςμό τθσ φπαρξθσ  

απαγορευμζνων ουςιϊν (μζροσ Β του ILAC-G7), να πλθροφν τισ προδιαγραωζσ απόδοςθσ 

που ζχει κζςει θ IFHA, να παίρνουν μζροσ ςε διεργαςτθριακζσ ςυγκριτικζσ δοκιμζσ και να 

ελζγχουν τθ λιψθ νόμιμων κεραπευτικϊν ουςιϊν εωαρμόηοντασ διεκνϊσ εναρμονιςμζνα 

κριτιρια ανίχνευςθσ. 

 

1.6.3. Απαγορευμϋνεσ Ουςύεσ 36, 38,39 

Το εφροσ των απαγορευμζνων ουςιϊν ςτθν περίπτωςθ των αγωνιηόμενων αλόγων είναι 

πολφ μεγαλφτερο από αυτό που καλφπτει ο Κατάλογοσ απαγορευμζνων ουςιϊν που 

εκδίδεται από το WADA και ιςχφει για τουσ ακλθτζσ. Επίςθσ,  ςε αντίκεςθ με το WADA που 

κατθγοριοποιεί τισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ ανάλογα με τθ ωαρμακολογικι τουσ δράςθ, το 

Άρκρο 6 τθσ προαναωερκείςασ Διεκνοφσ Συμωωνίασ κατατάςςει τισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ 

ςτα άλογα ανάλογα με τθ ωυςιολογικι τουσ δράςθ και το ςφςτθμα του οργανιςμοφ ςτο 

οποίο δρουν. Σφμωωνα με το Άρκρο 6 απαγορεφονται οι παρακάτω ουςίεσ: 

I. ουςίεσ ικανζσ να προκαλζςουν κάκε ςτιγμι μια ενζργεια ι μια επίδραςθ ι και τα 

δφο ςε ζνα από τα ακόλουκα ωυςιολογικά ςυςτιματα των κθλαςτικϊν: 

 νευρικό ςφςτθμα 

 καρδιαγγειακό ςφςτθμα 

 αναπνευςτικό ςφςτθμα 
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 πεπτικο ςφςτθμα 

 ουροποιθτικό ςφςτθμα 

 αναπαραγωγικό ςφςτθμα 

 μυοςκελετικό ςφςτθμα 

 κυκλοωορικό ςφςτθμα 

 ανοςοποιθτικό ςφςτθμα με εξαίρεςθ εγκεκριμζνα εμβόλια ενάντια ςε 

μολυςματικοφσ παράγοντεσ 

 ενδοκρινικό ςφςτθμα  

II. εκκρίςεισ του ενδοκρινικοφ ςυςτιματοσ και ςυνκετικά ανάλογα αυτϊν 

III. καλυπτικοί παράγοντεσ 

 

Ρροκειμζνου να διευκολφνουν τουσ εκπαιδευτζσ και τουσ κτθνιάτρουσ, οι αρχζσ των 

ιπποδρομιϊν μποροφν να ενςωματϊςουν ςτουσ κανονιςμοφσ τουσ παραδείγματα 

απαγορευμζνων ουςιϊν και κατθγοριοποίθςθ αυτϊν. Ζτςι, ο Διεκνισ Σφνδεςμοσ 

Επιτρόπων Ιπποδρομιϊν (Association of Racing Commissioners International, ARCI) ζχει 

ςυντάξει μια οδθγία ταξινόμθςθσ των απαγορευμζνων ουςιϊν και  των ςυνιςτϊμενων 

ποινϊν, που ζχει ςκοπό να βοθκιςει τουσ επιτρόπουσ των ιπποδρομιϊν ςτθν αξιολόγθςθ 

τθσ ςοβαρότθτασ των παραβάςεων που αωοροφν ςτθ χοριγθςθ ωαρμάκων και 

απαγορευμζνων ουςιϊν ςτα άλογα αγϊνων. Ππωσ αναωζρεται και ςτθν οδθγία αυτι, θ 

ταξινόμθςθ των ωαρμακευτικϊν ουςιϊν προτείνεται μόνο ςαν κατευκυντιρια γραμμι και 

κα πρζπει να χρθςιμοποιείται μόνο για να βοθκιςει τα αρμόδια πρόςωπα ςτθν εκδίκαςθ 

των γεγονότων και ςτθν κατανόθςθ τθσ ςοβαρότθτασ των αδικθμάτων, αωοφ ςε κάκε 

περίπτωςθ τα πραγματικά γεγονότα είναι διαωορετικά και μπορεί να υπάρχουν 

ελαωρυντικζσ περιςτάςεισ που κα πρζπει να λαμβάνονται υπόψθ. Θ βαρφτθτα των ποινϊν 

που προτείνονται από τον ARCI είναι τόςο μεγαλφτερθ όςο μικρότερθσ τάξθσ είναι θ ουςία 

που ζχει χορθγθκεί. Θ ταξινόμθςθ των απαγορευμζνων ουςιϊν ςτα άλογα ςφμωωνα με τον 

ARCI ςυνοψίηεται ςτον Ρίνακα 1.4. Στθν κατθγοριοποίθςθ αυτι δεν περιλαμβάνονται οι 

ουςίεσ εκείνεσ που δεν ζχουν καμία επίδραςθ ςτθ ωυςιολογία των αγωνιηόμενων αλόγων 

και ςυμβάλλουν είτε ςτθ ςτθ βελτίωςθ τθσ διατροωισ τουσ, είτε ςτθν αντιμετϊπιςθ και 

πρόλθψθ λοιμϊξεων και παραςιτϊςεων. Στισ ουςίεσ αυτζσ ανικουν τα αντιμικροβιακά και 

αντιπαραςιτικά ωάρμακα και τα κρεπτικά ςυςτατικά, όπωσ οι βιταμίνεσ. 

Αντίςτοιχα, θ Ραγκόμια Ομοςπονδία Ιπποδρομιϊν (Federation Equestrian International, FEI) 

εκδίδει ςε ετιςια βάςθ Κατάλογο Απαγορευμζνων Ουςιϊν ςτον οποίο αναωζρονται 

ονομαςτικά οι απαγορευμζνεσ ουςίεσ και οι ωαρμακολογικζσ τουσ δράςεισ. Για το 2011 ο 

Κατάλογοσ αυτόσ περιλαμβάνει 1156 ουςίεσ και τζκθκε ςε ιςχφ από τισ αρχζσ Απριλίου.   
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Ρίνακασ 1.4: Ταξινόμθςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςτα άλογα ςφμωωνα με τον ARCI 

Τάξθ Ρεριγραφι Ραραδείγματα 

1 

Διεγερτικζσ και ναρκωτικζσ ουςίεσ που παρουςιάηουν 
τθ μζγιςτθ δυνατότθτα να επθρεάςουν τθν ακλθτικι 
απόδοςθ και δεν ζχουν καμία αποδεκτι ιατρικι 
εωαρμογι ςτα αγωνιηόμενα άλογα 

Οπιοφχα, παράγωγα του οπίου, ςυνκετικά οπιοειδι, ψυχοδραςτικζσ ουςίεσ, 
αμωεταμίνεσ, ουςίεσ τφπου αμωεταμίνθσ και ανάλογεσ ουςίεσ (όπωσ π.χ. οι ουςίεσ 
nikethamide, mazindol, pemoline, pentetrazole) 

2 

Ουςίεσ που ζχουν πολφ μεγάλθ δυνατότθτα να 
επθρεάςουν τθν ακλθτικι απόδοςθ, αλλά μικρότερθ 
από αυτι των ουςιϊν τθσ τάξθσ 1 και δεν είναι 
γενικϊσ αποδεκτζσ ωσ κεραπευτικοί παράγοντεσ ςτα 
άλογα αγϊνων ι είναι κεραπευτικοί παράγοντεσ με 
μεγάλθ δυνατότθτα κατάχρθςθσ 

- μερικοί αγωνιςτζσ οπιοειδϊν, μικτοί αγωνιςτζσ-ανταγωνιςτζσ 
- μθ οπιοειδι ψυχοτρόπα ωάρμακα (μπορεί να ζχουν διεγερτικι, καταςταλτικι, 

αναλγθτικι ι νευρολθπτικι δράςθ) 
- ωάρμακα που μπορεί να ζχουν διεγερτικι δράςθ ςτο ΚΝΣ 
- ωάρμακα με εμωανι καταςταλτικι δράςθ του ΚΝΣ 
- αντικατακλιπτικά και αντιψυχωςικά με ι χωρίσ εμωανι διεγερτικι ι καταςταλτικι 

επίδραςθ ςτο ΚΝΣ 
- νευρομυικοί ανταγωνιςτζσ 
- τοπικά αναιςκθτικά (ενζςιμα) με δυνατότθτα χριςθσ ωσ αναςτολείσ του νευρικοφ 

ςυςτιματοσ (πλθν τθσ προκαΐνθσ) 
- δθλθτιρια ωιδιϊν και άλλεσ ουςίεσ βιολογικισ προζλευςθσ με δυνατότθτα χριςθσ 

ωσ αναςτολείσ του νευρικοφ ςυςτιματοσ  

3 

Ουςίεσ που μπορεί να ζχουν ι όχι γενικά αποδεκτι 
ιατρικι εωαρμογι ςτα άλογα αγϊνων, αλλά οι 
ωαρμακολογικζσ τουσ ιδιότθτεσ υποδθλϊνουν 
μικρότερθ δυνατότθτα να επθρεάςουν τθν απόδοςθ 
ςυγκριτικά με τισ ουςίεσ τθσ τάξθσ 2 

- ωάρμακα που επθρεάηουν το αυτόνομο νευρικό ςφςτθμα, χωρίσ εμωανι δράςθ 
ςτο ΚΝΣ, αλλά δρουν ςτο καρδιαγγειακό και ςτο αναπνευςτικό, 
ςυμπεριλαμβανομζνων των βρογχοδιαςταλτικϊν 

- τοπικά αναιςκθτικά με δυνατότθτα αποκλειςμοφ του νευρικοφ ςυςτιματοσ αλλά 
και με δυνατότθτα ανίχνευςθσ υπολειμμάτων ςτα οφρα ςε επίπεδα που δε 
ςχετίηονται με τθν αναιςκθτικι δράςθ (προκαΐνθ) 

- ωάρμακα με ιπια καταςταλτικι δράςθ (π.χ. αντιςταμινικά) 
- αγγειοδιαςταλτικζσ και αντιυπερταςικζσ ουςίεσ 
- ιςχυρά διουρθτικά που επθρεάηουν τθ νεωρικι λειτουργία και τθ ςφςταςθ των 

υγρϊν του ςϊματοσ (διουρθτικά αγκφλθσ ι υψθλισ ουδου, ‘high ceiling’) 
- αναβολικά ανδρογόνα ςτεροειδι και αναβολικοί παράγοντεσ 
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4 
Ουςίεσ με κεραπευτικι χριςθ με μικρότερθ 
δυνατότθτα να επθρεάςουν τθν αγωνιςτικι απόδοςθ 
των αλόγων  

- μθ οπιοειδι με ιπια αντιπυρετικι δράςθ μζςω ΚΝΣ 
- ωάρμακα που επθρεάηουν το αυτόνομο νευρικό ςφςτθμα αλλά δεν ζχουν 

επίδραςθ ςτο ΚΝΣ, ςτο καρδιαγγειακό και το αναπνευςτικό: τοπικά 
αποςυμωορθτικά και αγγειοςυςταλτικά, αντιςπαςμωδικά γαςτρεντερικοφ, 
ωάρμακα με κφρια δράςθ ςτα αγγεία του ΚΝΣ και ςτουσ λείουσ μφεσ των 
ςπλάχνων, ουςίεσ που προάγουν τθν κζνωςθ τθσ ουροδόχου κφςτθσ  

- αντιςταμινικζσ ουςίεσ που δεν παρουςιάηουν αξιόλογθ καταςταλτικι δράςθ του 
ΚΝΣ (αναςτολείσ των H2-υποδοχζων δε ςυμπεριλαμβάνονται εδϊ αλλά ςτθν τάξθ 
5) 

- αλατοκορτικοειδι 
- χαλαρωτικά ςκελετικϊν μυϊν 
- αντιωλεγμονϊδθ ωάρμακα που μποροφν να μειϊςουν τον πόνο ωσ ςυνζπεια τθσ 

αντιωλεγμονϊδουσ δράςθσ τουσ: μθ ςτεροειδι αντιωλεγμονϊδθ (ΜΣΑΦ), 
γλυκοκορτικοςτεροειδι, άλλοι αντιωλεγμονϊδεισ παράγοντεσ 

- λιγότερο ιςχυρά διουρθτικά 
- καρδιακοί γλυκοςίδεσ και αντιαρρυκμικοί παράγοντεσ 
- τοπικά αναιςκθτικά μθ διακζςιμα ςε ενζςιμθ μορωι 
- αντιδιαρροϊκά ωάρμακα 
- βλεννολυτικά, αποχρεμπτικά 

5 

Ουςίεσ με κεραπευτικι εωαρμογι για τισ οποίεσ 
ζχουν κακοριςτεί όρια ςυγκζντρωςθσ από τισ αρχζσ 
των ιπποδρομιϊν και άλλοι παράγοντεσ που 
εμωανιηουν κυρίωσ τοπικζσ δράςεισ 

διμεκυλοςουλωοξείδιο (DMSO), ωάρμακα κατά του ζλκουσ, κάποια αντιαλλεργικά, 
αντιπθκτικζσ ουςίεσ 
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1.6.4. Απαγορευμϋνεσ Ουςύεσ Ορύου 36,40 

Σφμωωνα με το Άρκρο 6 όρια ςυγκζντρωςθσ μποροφν να κακιερωκοφν ςε παγκόςμιο 

επίπεδο:  

1. για ουςίεσ που είναι ενδογενείσ για τα άλογα 

2. για ουςίεσ προερχόμενεσ από ωυτά που χρθςιμοποιοφνται παραδοςιακά για βοςκι 

ι ςυγκομιδι ωσ ηωοτροωι των αλόγων 

3. για ουςίεσ που περιζχονται ςτισ ηωοτροωζσ των αλόγων και μπορεί να προζρχονται 

από επιμόλυνςθ κατά τθν καλλιζργεια, τθ μεταποίθςθ ι τθν επεξεργαςία, τθν 

αποκικευςθ ι τθ μεταωορά. 

 

Οι ουςίεσ για τισ οποίεσ ζχει επιβλθκεί όριο ςυγκζντρωςθσ και τα ιςχφοντα ανϊτερα 

επιτρεπτά όρια ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 1.5.  Για όλεσ τισ ουςίεσ, με εξαίρεςθ τθ 

κεοβρωμίνθ ο κακοριςμόσ των ορίων προζκυψε μετά από εκτίμθςθ των ωυςιολογικϊν 

ςυγκεντρϊςεων ςε δείγματα που ελιωκθςαν από ζνα μεγάλο πλθκυςμό αλόγων, μελζτεσ 

που ςε πολλζσ περιπτϊςεισ διεξιχκθςαν ςε παγκόςμιο επίπεδο. Τα εργαςτιρια που 

αναλαμβάνουν τθν ανάλυςθ δειγμάτων ιπποδρομιϊν κα πρζπει να διακζτουν αξιόπιςτεσ 

μεκόδουσ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό των ουςιϊν αυτϊν, θ ανίχνευςθ των οποίων ςε 

ςυγκζντρωςθ μεγαλφτερθ από τα ιςχφοντα όρια κα πρζπει να αναωζρεται ςτισ αρχζσ ωσ 

παραβίαςθ ντόπινγκ. 

 

Ρίνακασ 1.5: Απαγορευμζνεσ ουςίεσ ορίου και ανϊτερα επιτρεπτά όρια ςυγκζντρωςθσ 

Απαγορευμζνθ Ουςία Ορίου Πριο ςυγκζντρωςθσ 

Αρςενικό  0,3 μg mL-1 ολικι ςυγκζντρωςθ αρςενικοφ ςτα οφρα 

Μπολδενόνθ  
0,015 μg mL-1 μπολδενόνθσ ελεφκερθσ κ ςυηευγμζνθσ ςτα 
οφρα αρςενικϊν αλόγων (εξαιροφνται οι εκτομίεσ) 

Διοξείδιο του ανκρακα  36 mM διοξειδίου του άνκρακα ςτο πλάςμα 

Διμυκυλοςουλφοξείδιο 
(DMSO) 

15 μg mL-1 DMSO ςτα οφρα ι 
1 μg mL-1 DMSO ςτο πλάςμα  

Οιςτρανεδιόλθ  
ςε αρςενικά (όχι εκτομίεσ) 

0,045 μg mL-1  5α- estrane-3β,17α-diol ελεφκερθσ και 
ςυηευγμζνθσ με γλυκουρονικό οξφ ςτα οφρα    

Υδροκορτιηόνθ  1 μg mL-1 υδροκορτιηόνθσ ςτα οφρα 

3-Μεκοξυτυραμίνθ  
4 μg mL-1 ελεφκερθσ και ςυηευγμζνθσ 3-μεκοξυτυραμί νθσ 
ςτα οφρα 

Σαλικυλικό οξφ  
750 μg mL-1 ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα οφρα 
6,5 μg mL-1 ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτο πλάςμα 

Τεςτοςτερόνθ 

0,02 μg mL-1 ελεφκερθσ και ςυηευγμζνθσ τεςτοςτερόνθσ 
ςτα οφρα εκτομία 
0,055 μg mL-1 ελεφκερθσ και ςυηευγμζνθσ τεςτοςτερόνθσ 
ςτα οφρα κθλυκϊν αλόγων  

Θεοβρωμίνθ 
2 μg mL-1 κεοβρωμίνθσ ςτα οφρα 
0,3 μg mL-1 κεοβρωμίνθσ ςτο πλάςμα 
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1.6.5. Διαδικαςύα ελϋγχου ντϐπινγκ 31,36,41-43  

Θ διαδικαςία ελζγχου ντόπινγκ ςτα άλογα είναι παρεμωερισ με αυτι που αναωζρκθκε για 

τουσ ακλθτζσ και περιλαμβάνει τθ δειγματολθψία μετά τον αγϊνα, αλλά και ςε 

οποιαδιποτε άλλθ ςτιγμι και το διαμοιραςμό του δείγματοσ ςε δφο μζρθ (Α- και Β- 

δείγμα), τθ μεταωορά των δειγμάτων ςτο εργαςτιριο υπό αυςτθροφσ κανονιςμοφσ 

αςωάλειασ και με τθ ςυνοδεία ςαωϊσ κακοριςμζνων από τισ αρχζσ εγγράωων που 

αωοροφν τα δείγματα,  τθν εργαςτθριακι ανάλυςθ και τθν αναωορά των αποτελεςμάτων. 

Στθν πλειονότθτα των περιπτϊςεων, τα εξεταηόμενα δείγματα είναι δείγματα οφρων και 

ςπανιότερα δείγματα αίματοσ, δεδομζνου ότι τα οφρα ζχουν τα πλεονεκτιματα τθσ 

ευκολότερθσ ςυλλογισ, τθσ παρουςίασ ςε αυτά μεταβολιτϊν των λθωκζντων ωαρμάκων και 

τθσ φπαρξθσ των μθτρικϊν ουςιϊν και των μεταβολιτϊν τουσ ςε υψθλότερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ ςυγκριτικά με το αίμα. 

Σε ζνα πρϊτο ςτάδιο εωαρμόηονται αναλυτικζσ διαδικαςίεσ ςάρωςθσ (screening) με ςτόχο 

τθν ανάδειξθ των φποπτων δειγμάτων και το διαχωριςμό των αρνθτικϊν δειγμάτων. Στισ 

μζρεσ μασ, οι αναλφςεισ ςάρωςθσ ςτθν πλειοψθωία τουσ περιλαμβάνουν τθν 

προκατεργαςία των δειγμάτων με διαδικαςία υγρό υγρό εκχφλιςθσ ι εκχφλιςθσ ςτερεάσ 

ωάςθσ ι ςυνδυαςμό αυτϊν και ςτθ ςυνζχεια τθν ανάλυςθ των κατεργαςμζνων δειγμάτων 

με μεκόδουσ GC/MS, LC/MS και ανοςοχθμικζσ τεχνικζσ, με ςτόχο τθν ανίχνευςθ όςο το 

δυνατό μεγαλφτερου αρικμοφ απαγορευμζνων ουςιϊν. 

Σε ζνα δεφτερο ςτάδιο, τα φποπτα δείγματα που προζκυψαν από τισ αναλφςεισ ςάρωςθσ 

επαναναλφονται με επιβεβαιωτικζσ διαδικαςίεσ, εξειδικευμζνεσ για τθν ανίχνευςθ τθσ 

φποπτθσ ουςίασ. Για το ςκοπό αυτό εωαρμόηεται χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ και 

ανίχνευςθ τθσ ουςίασ με ωαςματομετρία μαηϊν, κακϊσ ο ςυνδυαςμόσ τουσ προςωζρει 

υψθλι εξειδίκευςθ και εκλεκτικότθτα. Τα αποτελζςματα ςυγκρίνονται με τα αποτελζςματα 

τθσ ανάλυςθσ πρότυπου δείγματοσ εμβολιαςμζνου με τθν ουςία και ελζγχεται αν 

πλθροφνται τα κριτιρια που ζχει κζςει ο AORC για τθν ταυτοποίθςθ απαγορευμζνων 

ουςιϊν. 



 

 
 

 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2 
ΤΓΡΟΦΡΩΜΑΣΟΓΡΑΥΙΑ – ΥΑΜΑΣΟΜΕΣΡΙΑ ΜΑΖΩΝ 

ΦΡΟΝΟΤ ΠΣΗΗ (LC/TOF-MS) 

2.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΙΑ ΜΑΗΩΝ 44-47 

Θ ωαςματομετρία μαηϊν (mass spectrometry, MS) αποτελεί μια από τισ πλζον ςφγχρονεσ 

αναλυτικζσ τεχνικζσ και ςτθρίηεται ςτο ςχθματιςμό ιόντων ςε αζρια ωάςθ από ζνα δείγμα 

(ςτερεό, υγρό ι αζριο) και ςτθν ανάλυςθ των ιόντων αυτϊν βάςει του λόγου τθσ μάηασ 

προσ το ωορτίο (mass to charge ratio, m/z). Με τθ χρθςιμοποίθςθ κατάλλθλου ανιχνευτι 

επιτυγχάνεται θ μζτρθςθ του θλεκτρικοφ ρεφματοσ που παρζχουν τα ιόντα με διαωορετικό 

λόγο m/z και το διάγραμμα που απεικονίηει τθν ζνταςθ ςυναρτιςει του λόγου m/z 

αποτελεί το ωάςμα μαηϊν που θ μορωι του κάτω από αυςτθρά ελεγχόμενεσ ςυνκικεσ 

είναι χαρακτθριςτικι για κάκε ουςία («δακτυλικό αποτφπωμα»). Θ ωαςματομετρία μαηϊν 

χαρακτθρίηεται από αυξθμζνθ ευαιςκθςία, υψθλι ειδικότθτα και εκλεκτικότθτα, 

δυνατότθτα εωαρμογισ ςε μεγάλο εφροσ μαηϊν, δυνατότθτα διαςφνδεςθσ με τεχνικζσ 

διαχωριςμοφ όπωσ θ αεριοχρωματογραωία (GC/MS), θ υγροχρωματογραωία (LC/MS) και θ 

τριχοειδισ θλεκτροωόρθςθ (CE/MS), πλεονεκτιματα που αντιςτακμίηουν το υψθλό κόςτοσ 

αγοράσ και ςυντιρθςθσ των ςυςτθμάτων MS, που αποτελεί κφριο μειονζκτθμα τθσ 

τεχνικισ. Λόγω των παραπάνων πλεονεκτθμάτων βρίςκει εωαρμογι ςε ζνα ευρφ 

επιςτθμονικό πεδίο (ατομικι ωυςικι, χθμικι και ωαρμακευτικι ανάλυςθ, προςδιοριςμό 

ωυςικοχθμικϊν παραμζτρων, μελζτθ βιολογικϊν ςυςτθμάτων κ.λ.π) και χρθςιμοποιείται 

τόςο κατά τθν ποιοτικι ανάλυςθ, τθ διερεφνθςθ τθσ δομισ, τθν ταυτοποίθςθ και τον 

προςδιοριςμό του μοριακοφ βάρουσ ουςιϊν, όςο και ςτθν ποςοτικι ανάλυςθ και τον 

προςδιοριςμό ωαρμακευτικϊν ουςιϊν ςε βιολογικά υγρά, βιοδεικτϊν, μεταβολιτϊν και 

πρωτεϊνϊν για τθ διάγνωςθ και τθν αντιμετϊπιςθ αςκενειϊν και ςε πολλοφσ άλλουσ 

τομείσ.  

Κάκε ωαςματόμετρο μαηϊν αποτελείται από τα εξισ βαςικά τμιματα: α) το ςφςτθμα 

ειςαγωγισ δείγματοσ, β) τθν πθγι ιοντιςμοφ, γ) τον αναλυτι μαηϊν και δ) τον ανιχνευτι 

των ιόντων. Εκτόσ από τα τμιματα αυτά τα ωαςματόμετρα μαηϊν διακζτουν και άλλεσ 

μονάδεσ απαραίτθτεσ για τθ λειτουργία τουσ, όπωσ αντλίεσ παροχισ υψθλοφ κενοφ και 

ςυςτιματα παρουςίαςθσ και καταγραωισ των λαμβανόμενων ωαςμάτων. Σιμερα, τα 

ςυςτιματα αυτά είναι ςυνδεδεμζνα με θλεκτρονικοφσ υπολογιςτζσ και εξειδικευμζνα 

λογιςμικά προγράμματα, με τα οποία πραγματοποιείται ο κεντρικόσ ζλεγχοσ τθσ 

λειτουργίασ του οργάνου και θ καταγραωι, επεξεργαςία, ερμθνεία και παρουςίαςθ των 

λαμβανόμενων αναλυτικϊν αποτελεςμάτων. 

Στο Σχιμα 2.1 απεικονίηονται οι δομικζσ μονάδεσ ενόσ ωαςματομζτρου μαηϊν. Τα μόρια 

του προσ ανάλυςθ δείγματοσ ειςζρχονται μζςω του κατάλλθλου ςυςτιματοσ ειςαγωγισ 

ςτθν πθγι ιοντιςμοφ, όπου λαμβάνει χϊρα θ μετατροπι τουσ ςε κετικά ι αρνθτικά 

ωορτιςμζνα ιόντα, τα οποία ςτθ ςυνζχεια ευκυγραμμίηονται ςε λεπτι δζςμθ και με τθ 

βοικεια θλεκτρικοφ πεδίου επιταχφνονται και κατευκφνονται προσ τον αναλυτι μαηϊν. Στο 

τμιμα αυτό τα ιόντα διαχωρίηονται με βάςθ το λόγο m/z, είτε ςτο χϊρο είτε ςτο χρόνο. Το  
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παραγόμενο θλεκτρικό ρεφμα των ιόντων μετρείται με τθ βοικεια κατάλλθλου ανιχνευτι 

και το λαμβανόμενο ςιμα καταγράωεται από το ςφςτθμα επεξεργαςίασ δεδομζνων. 

  

  
 Σχιμα 2.1: Διαγραμματικι απεικόνιςθ των βαςικϊν μονάδων ενόσ φαςματομζτρου μαηϊν 

 

Από τισ αρχζσ του 20ου αιϊνα, οπότε και εωευρζκθκε το πρϊτο ωαςματόμετρο μαηϊν από 

τον Thomson, μζχρι ςιμερα, θ θ τεχνολογικι ανάπτυξθ των ςυςτθμάτων ωαςματομετρίασ 

μαηϊν ζχει ςθμειϊςει ραγδαία εξζλιξθ, διευρφνοντασ ταυτόχρονα το πεδίο εωαρμογϊν τθσ 

τεχνικισ. Ιδιαίτερθ ζμωαςθ ζχει δοκεί τα τελευταία χρόνια ςτθν ανάπτυξθ νζων ι ςτθ 

βελτίωςθ των ιδθ χρθςιμοποιοφμενων πθγϊν ιοντιςμοφ και αναλυτϊν μαηϊν, για τθν 

επίτευξθ ακόμα καλφτερων επιδόςεων ςε ό,τι αωορά τθν ευαιςκθςία και τθ διαχωριςτικι 

ικανότθτα. Στο παρόν κεωάλαιο παρατίκενται τα ςθμαντικότερα χαρακτθριςτικά τθσ 

τεχνικισ τθσ ωαςματομετρίασ μαηϊν με αναλυτι χρόνου πτιςθσ (Time Οf Flight Mass 

Spectrometry, TOF-MS), θ οποία ζχει υποςτεί ςτισ μζρεσ μασ ςθμαντικζσ βελτιϊςεισ και 

αποκτά ολοζνα και μεγαλφτερθ εωαρμογι ςε τομείσ όπωσ τοξικολογικζσ αναλφςεισ, 

ζλεγχοσ ντόπινγκ, ανάλυςθ πρωτεϊνϊν κ.λ.π. 

 

2.2 ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΙΑ ΜΑΗΩΝ ΧΟΝΟΥ ΡΤΘΣΘΣ 

2.2.1. Αρχό λειτουργύασ 48 

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

ςτθν αρχι ότι ζνα πλικοσ ιόντων με διαωορετικι τιμι λόγου m/z που κινοφνται προσ τθν 

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

ταχφτθτα, θ οποία κα είναι αντιςτρόωωσ ανάλογθ τθσ τετραγωνικισ ρίηασ του λόγου m/z. 

Ζτςι, ςτο ωαςματόμετρο TOF τα ςχθματιηόμενα ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ιόντα με τθν 

εωαρμογι κακοριςμζνου δυναμικοφ από θλεκτροςτατικό πεδίο επιταχφνονται και 

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

διανφςουν κακοριςμζνθ απόςταςθ απουςία εωαρμοηόμενου πεδίου και οι χρόνοι πτιςθσ 
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που καταγράωονται, χρθςιμοποιοφνται για τον υπολογιςμό των λόγων m/z των αντίςτοιχων 

ιόντων.  

 

2.2.2. ϑντομο ιςτορικϐ48-52 

Θ ζννοια του αναλυτι μαηϊν χρόνου πτιςθσ περιγράωθκε για πρϊτθ ωορά το 1946 από τον 

W. Stephens και το 1948 οι Α.Ε. Cameron και D.F. Eggers καταςκεφαςαν το πρϊτο 

ωαςματόμετρο μαηϊν TOF, που περιελάμβανε μια παλμικι πθγι ιόντων, ζνα κάλαμο 

πτιςθσ και ζναν παλμογράωο για τθν ανίχνευςθ των ιόντων. Θ διαχωριςτικι ικανότθτα του 

ςυςτιματοσ αυτοφ ιταν πολφ χαμθλι. Λίγα χρόνια μετά, το 1955 οι W.C. Wiley και J.B. 

McLaren, δθμοςίευςαν το ςχεδιαςμό ενόσ γραμμικοφ ςυςτιματοσ TOF-MS, που αργότερα 

ζγινε και το πρϊτο εμπορικά διακζςιμο ςφςτθμα, οπότε και ξεκίνθςε μια ςειρά μελετϊν, 

ςτθ δεκαετία του ’60, που ζδωςε ςθμαντικι ϊκθςθ ςτθν εωαρμογι και εξζλιξθ τθσ 

τεχνικισ, θ οποία όμωσ ςφντομα αντικαταςτάκθκε από ςυςτιματα που ζωεραν 

μαγνθτικοφσ και τετραπολικοφσ αναλυτζσ μαηϊν που παρουςίαςαν μεγαλφτερθ ευαιςκθςία 

και διαχωριςτικι ικανότθτα. Σθμαντικό ρόλο ςε αυτό ζπαιξε θ απουςία διακζςιμων 

τεχνολογιϊν ταχείασ καταγραωισ των λαμβανόμενων ςθμάτων και επεξεργαςίασ των 

ωαςμάτων μαηϊν ςε χρονικό εφροσ τθσ τάξθσ των μsec. Θ εξζλιξθ τθσ τεχνολογίασ ςτον 

τομζα αυτό ςε ςυνδυαςμό με τθν εξζλιξθ των τεχνικϊν ιοντιςμοφ μεγαλομοριακϊν 

βιομορίων  οδιγθςε τα τελευταία χρόνια ςτθν επανεμωάνιςθ των ςυςτθμάτων, με τον 

αναλυτι TOF να αποτελεί ςτισ μζρεσ μασ ζνα πολλά υποςχόμενο αναλυτι μαηϊν. 

 

2.2.3. Περιγραφό τεχνικόσ TOF-MS 51, 53-56 

Θ κινθτικι ενζργεια (Ε) που αποκτά ζνα ιόν ωορτίου ez (όπου e είναι το ωορτίο ενόσ 

θλεκτρονίου) όταν εωαρμοςτεί ςε αυτό ςτακερό δυναμικό (V) δίνεται από τθν εξίςωςθ: 

       
 

 
                   

 

όπου m θ μάηα του ιόντοσ και u θ ταχφτθτα με τθν οποία κινείται. 

Θ εξίςωςθ 2.1 μπορεί να γραωεί και με τθν ακόλουκθ μορωι, από τθν οποία ωαίνεται ότι 

για δεδομζνθ κινθτικι ενζργεια, τα ιόντα με μικρι μάηα κα ζχουν μεγαλφτερθ ταχφτθτα 

από τα ιόντα με μεγαλφτερθ μάηα: 

  
    

  
                 

 

Μετά τθν ζξοδό τουσ από τθν πθγι ιοντιςμοφ τα ιόντα επιταχφνονται προσ δεδομζνθ 

κινθτικι ενζργεια και με τθν εωαρμογι παλμοφ ειςζρχονται ςτο κάλαμο πτιςθσ, μικουσ L, 

όπου υπάρχει ιςχυρό κενό και απουςία πεδίου και διαχωρίηoνται κατά τθ διάρκεια τθσ 

πτιςθσ τουσ με βάςθ τθν τιμι του λόγου m/z και προςκροφουν ςτον ανιχνευτι, όπου 

καταγράωονται οι αντίςτοιχοι για κάκε ιόν χρόνοι πτιςθσ. Ο χρόνοσ εωαρμογισ του 

παλμοφ ορίηεται ωσ χρόνοσ μθδζν. Ο χρόνοσ πτιςθσ t ενόσ ιόντοσ δίνεται από τθ ςχζςθ: 
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Ακολοφκωσ ο λόγοσ m/z του ιόντοσ υπολογίηεται από τθ ςχζςθ 2.4, όπου ωαίνεται ότι για 

δεδομζνο μικοσ διαδρομισ πτιςθσ και δυναμικό του εωαρμοηόμενου πεδίου, είναι 

ανάλογοσ του τετραγϊνου του χρόνου πτιςθσ του αντίςτοιχου ιόντοσ. 

 

 
     

 

 
 
 

               

 

Ζτςι ςτον αναλυτι TOF, θ εωαρμογι παλμοφ δθμιουργεί ζνα ςφνολο ιόντων, γνωςτό και ωσ  

πακζτο ιόντων (transients), που διαχωρίηεται ςτο κάλαμο πτιςθσ ανάλογα με τισ επιμζρουσ 

ταχφτθτεσ των ιόντων. Ο χρόνοσ μεταξφ δφο διαδοχικϊν παλμϊν κα πρζπει να είναι 

μεγαλφτεροσ από το χρόνο πτιςθσ του ιόντοσ με τθ μεγαλφτερθ τιμι m/z. Στθν πράξθ ο 

μετροφμενοσ χρόνοσ πτιςθσ των ιόντων είναι μεγαλυτεροσ από τον πραγματικό αωοφ 

ςυμπεριλαμβάνονται ςε αυτόν και δφο χρονικζσ κακυςτεριςεισ: ο χρόνοσ που μεςολαβεί 

από τθν εωαρμογι του παλμοφ μζχρι τθν εμωάνιςθ του υψθλοφ δυναμικοφ ςτθν πλάκα του 

παλμοποιθτι και ο χρόνοσ που μεςολαβεί από τθν πρόςκρουςθ ενόσ ιόντοσ ςτον ανιχνευτι 

μζχρι τθ λιψθ του ψθωιακοφ ςιματοσ. 

 

 
Σχιμα 2.2: Αναλυτισ Χρόνου Πτιςθσ: ιόντα με μικρότερθ τιμι m/z κινοφνται με μεγαλφτερθ ταχφτθτα και 

φτάνουν πιο γριγορα ςτον ανιχνευτι ιόντων (μικρότεροσ χρόνοσ πτιςθσ) ςε ςχζςθ με ιόντα με μεγαλφτερθ 

τιμι m/z 

 

 

2.2.4. Διαχωριςτικό ικανϐτητα και ευαιςθηςύα αναλυτών TOF-MS    

2.2.4.1. Διαχωριςτικι Ικανότθτα48, 51, 53, 54, 56-63 

Θ διαχωριςτικι ικανότθτα (resolution, R) του αναλυτι TOF-MS υπολογίηεται με εωαρμογι 

των εξιςϊςεων που ακολουκοφν: 
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όπου m και t, θ μάηα και ο χρόνοσ πτιςθσ του ιόντοσ και Δm και Δt, το εφροσ των κορυωϊν 

μετροφμενο ςτο θμιφψοσ (full width half maximum, FWHM) ςτουσ άξονεσ μάηασ και χρόνου, 

αντίςτοιχα.  

Στθν πράξθ, οι μετροφμενοι χρόνοι πτιςθσ επθρεάηονται ςθμαντικά από παράγοντεσ που 

οδθγοφν ςε διεφρυνςθ των ωαςματικϊν κορυωϊν και ςυντελοφν ςτθ μείωςθ τθσ 

διαχωριςτικισ ικανότθτασ. Οι κυριότεροι παράγοντεσ είναι: 

 διαςπορά του χρόνου ςχθματιςμοφ των ιόντων ςτθν πθγι ιοντιςμοφ 

 διαςπορά ταχυτιτων και κινθτικισ ενζργειασ 

 turn around time: χρόνοσ που μεςολαβεί ϊςτε τα ιόντα που κινοφνται ςε 

κατεφκυνςθ αντίκετθ προσ τον ανιχνευτι να επιβραδυνκοφν ςε μθδενικι 

ταχφτθτα και ακολοφκωσ να επιταχυνκοφν ξαναπερνϊντασ από τθν αρχικι τουσ 

κζςθ 

 διαςπορά ςτο χϊρο 

 ανομοιόμορωθ επιτάχυνςθ 

Οι παραπάνω παράγοντεσ, που ςυνικωσ δεν αλλθλοςχετίηονται, ζχουν ςαν αποτζλεςμα να 

εμωανίηεται διαςπορά ςτισ κινθτικζσ ενζργειεσ των ιόντων κατά τθν εωαρμογι του παλμοφ 

και ςυνεπϊσ διαςπορά των ταχυτιτων τουσ. Κατά ςυνζπεια, ιόντα με τισ ίδιεσ τιμζσ λόγου 

m/z μποροφν να ωτάςουν ςτον ανιχνευτι με πολφ μικρεσ διαωορζσ ςτο χρόνο, τθσ τάξθσ 

των μsec, γεγονόσ που προκαλεί διεφρυνςθ των κορυωϊν των ιόντων ςτα λαμβανόμενα 

ωάςματα μαηϊν και μείωςθ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ. Σε μεγάλο βακμό, θ επίδραςθ 

των παραγόντων που αναωζρκθκαν μπορεί να ελαχιςτοποιθκεί με τθν εωαρμογι 

ςυγκεκριμζνων βελτιϊςεων. Συγκεκριμζνα: 

 εςτίαςθ των ιόντων ςτο χϊρο: θ τεχνικι διόρκωςθσ του ωαινομζνου διαςποράσ 

των ιόντων ςτο χϊρο περιγράωθκε για πρϊτθ ωορά από τουσ Wiley και McLaren 

τθ δεκαετία του 50 και αωορά κατάλλθλθ ρφκμιςθ του θλεκτροςτατικοφ πεδίου 

επιτάχυνςθσ, ϊςτε ιόντα με τθν ίδια τιμι m/z που βρίςκονται ςε μεγαλφτερθ 

απόςταςθ ςε ςχζςθ με τον ανιχνευτι, να επιταχφνονται για μεγαλυτερο χρονικό 

διάςτθμα ςτθ διάταξθ επιτάχυνςθσ, αποκτϊντασ μεγαλφτερεσ ταχφτθτεσ από τα 

αντίςτοιχα που βρίςκονται ςε κζςθ πιο κοντά ςτον ανιχνευτι. Ετςι, όλα τα ιόντα 

ωτάνουν ςτον ανιχνευτι τθν ίδια χρονικι ςτιγμι (για απόςταςεισ των αρχικϊν 

κζςεων τθσ τάξθσ των 2 mm) 

 μείωςθ τθσ διαςποράσ αρχικϊν ταχυτιτων: μζςω χρονικισ υςτζρθςθσ μεταξφ του 

ιοντιςμοφ και τθσ εωαρμογισ του παλμοφ ϊκθςθσ, τα ιόντα διαωορετικϊν 

ταχυτιτων που ςχθματίηονται ςτθν πθγι ιοντιςμοφ κατανζμονται ςε διάωορα 

ςθμεία του χϊρου ςτον επιταχυντι, οπότε οι αρχικζσ διαωορζσ ταχυτιτων 

μετατρζπονται ςε διαςπορά των ιόντων ςτο χϊρο και ςτθν ςυνζχεια εςτιάηονται 

όπωσ περιγράωθκε παραπάνω. 

 Μειϊςθ του χρόνου “turn around time” : μπορεί να πραγματοποιθκεί είτε με 

ενίςχυςθ του εωαρμοηόμενου θλεκτροςτατικοφ πεδίου κατά τθν επιτάχυνςθ, είτε 

με αφξθςθ του χρόνου πτιςθσ. Και οι δφο τρόποι αντιμετϊπιςθσ του ωαινομζνου 

παρουςιάηουν δυςκολίεσ, κακϊσ υψθλισ ζνταςθσ θλεκτροςτατικό πεδίο μπορεί 

να οδθγιςει ςε μεγάλεσ διαςπορζσ τθσ κινθτικισ ενζργειασ, ενϊ θ αφξθςθ του 

χρόνου πτιςθσ ςυνεπάγεται τεχνικζσ δυςκολίεσ (αφξθςθ μεγζκουσ καλάμου 

πτιςθσ, δυςκολία διατιρθςθσ υψθλοφ κενοφ κ.λ.π) 
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 Διατάξεισ ενεργειακισ εςτίαςθσ και εςτίαςθσ ςτο χϊρο: ςτισ βελτιϊςεισ αυτζσ 

ςυμπεριλαμβάνεται θ χριςθ ιοντικοφ ανακλαςτικοφ κατόπτρου (ion reflectron) 

που κα περιγραωεί ςε επόμενθ παράγραωο. 

 Ορκογϊνια επιτάχυνςθ ιόντων: θ διάταξθ ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ 

εκμεταλλεφεται τθν απουςία  διαςποράσ ταχυτιτων ςε κατεφκυνςθ κάκετθ προσ 

τθν κατεφκυνςθ τθσ δζςμθσ των ιόντων που εξζρχεται από τθν πθγι ιοντιςμοφ και 

περιγράωεται ςε επόμενθ παράγραωο. 

 

Επιπλζον παράγοντεσ που μποροφν να επθρεάςουν τθ διαχωριςτικι ικανότθτα του 

αναλυτι μαηϊν χρόνου πτιςθσ, είναι ο χρόνοσ απόκριςθσ του ανιχνευτι, θ αβεβαιότθτα 

χρονομζτρθςθσ των γεγονότων εωαρμογισ του παλμοφ (t=0) και πρόςκρουςθσ των ιόντων 

ςτον ανιχνευτι και οι μεταβολζσ τθσ παροχισ ιςχφοσ ςτο όργανο. Συγκεκριμζνα, 

διακυμάνςεισ υψθλισ ςυχνότθτασ προκαλοφν διεφρυνςθ των ωαςματικϊν κορυωϊν και 

μείωςθ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ, ενϊ βραδείεσ μεταβολζσ προκαλοφν μετατόπιςθ των 

μετροφμενων τιμϊν m/z και κακιςτοφν αναγκαία τθ ςυχνότερθ βακμονόμθςθ του 

ςυςτιματοσ ςε ό,τι αωορά τον άξονα τιμϊν m/z. Οι παράγοντεσ αυτοί οδθγοφν ςε 

διαςπορά των καταγραωόμενων χρονικϊν ςτιγμϊν πρόςκρουςθσ ςτον ανιχνευτι ιόντων με 

τθν ίδια ι παρόμοια τιμι m/z. Το πρόβλθμα επιδεινϊνεται από τθν ζλλεψθ ψθωιοποιθτϊν 

με προδιαγραωζσ τζτοιεσ ϊςτε να ανταποκρίνονται ςτθ μεγάλθ ταχφτθτα λιψθσ ωαςμάτων 

μάηασ και ςτθν ανάγκθ μεγάλου γραμμικοφ δυναμικοφ εφρουσ λειτουργίασ. Στθν 

πλειοψθωία των ςυςτθμάτων TOF-MS, ζνα ωάςμα μαηϊν καταγράωεται ςε χρόνο 50 μsec 

περίπου και αντιςτοιχεί κεωρθτικά ςε 2000 λαμβανόμενα ςιματα, τα οποία ακροίηονται 

και ο μζςοσ όροσ τουσ αποτελεί ζνα πλιρεσ ωάςμα μαηϊν. Τα τελευταία χρόνια αποτελεί 

ιδιαίτερθσ ςθμαςίασ θ προςπάκεια βελτίωςθσ των λειτουργικϊν χαρακτθριςτικϊν των 

ανιχνευτϊν που χρθςιμοποιοφνται ςτα ςυςτιματα TOF-MS. 

 

2.2.4.2. Ευαιςκθςία 60 

Θ ευαιςκθςία του αναλυτι χρόνου πτιςθσ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τον 

«Ραράγοντα Κφκλου Λειτουργίασ» (Duty Cycle), που αναωζρεται ςτο λόγο του αρικμοφ των 

ιόντων που εξζρχονται από το πεδίο επιτάχυνςθσ ςε ςχζςθ με τον αρικμό των ιόντων που 

ωτάνουν ςε αυτό. Ριο αυςτθρά, κα μποροφςε να οριςτεί ωσ ποςοςτό  χρόνου τθσ 

ςυνολικισ διάρκειασ του παλμοφ που απαιτείται  ϊςτε τα ιόντα με δεδομζνθ τιμι m/z να 

ωτάςουν ςτον ανιχνευτι και να καταγραωοφν, δθλαδι μζτρο του ποςοςτοφ των ιόντων που 

ανιχνεφονται ςε ςχζςθ με αυτά που επιταχφνονται. Συνολικά όμωσ θ ευαιςκθςία ενόσ 

ωαςματομζτρου TOF-MS είναι ςυνάρτθςθ τόςο του παράγοντα κφκλου λειτουργίασ, όςο 

και τθσ αποτελεςματικότθτασ του αναλυτι και του ανιχνευτι. Το βζλτιςτο αποτζλεςμα 

λαμβάνεται όταν ο χρόνοσ που απαιτείται για τθν πλιρωςθ του επιταχυντι με ζνα πακζτο 

ιόντων είναι ίδιοσ με το χρόνο που χρειάςτθκε το προθγοφμενο πακζτο για να ωτάςει από 

τον επιταχυντι ςτον ανιχνευτι, οπότε και εξαςωαλίηεται ότι τα ιόντα με χαμθλι τιμι m/z 

του νζου πακζτου δε κα ωτάςουν ςτον αναλυτι μαηί με τα βαρφτερα ιόντα του 

προθγοφμενου πακζτου ιόντων. 
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2.2.4.3. Σχζςθ ευαιςκθςίασ – διαχωριςτικισ ικανότθτασ  58,62 

Ππωσ αναωζρκθκε παραπάνω, οι ςθμαντικότεροι παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν 

ευαιςκθςία και τθν διαχωριςτικι ικανότθτα ςυςτθμάτων με αναλυτι TOF αωοροφν το χϊρο, 

το χρόνο και τθν ενζργεια των ςχθματιηόμενων ιόντων και κακζνασ τουσ ςυμβάλλει ςτθ 

διαςπορά των παρατθροφμενων χρόνων πτιςθσ των ιόντων. Θ βελτίωςθ τθσ εςτίαςθσ των 

ιόντων ςτο χϊρο και ςτο χρόνο ζχει ςαν αποτζλεςμα μεγαλφτεροσ αρικόσ ιόντων να ωτάνει 

ςτον ανιχνευτι ςε μικρότερο χρόνο, γεγονόσ που ςυμβάλλει ςτθν ενίςχυςθ τθσ 

ευαιςκθςίασ. Μετά τθν επίτευξθ τθσ βζλτιςτθσ εςτίαςθσ, περαιτζρω αφξθςθ του αρικμοφ 

των ιόντων μπορεί να οδθγιςει ςε μείωςθ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ. Με παρεμωερι 

τρόπο θ ανάγκθ δθμιουργίασ διακριτϊν πακζτων ιόντων με παρόμοιεσ ταχφτθτεσ και 

ενζργειεσ υπαγορεφει τθ χριςθ τεχνικϊν που κα αυξιςουν ςθμαντικά τθ διαχωριςτικι 

ικανότθτα, ςυχνά όμωσ εισ βάροσ τθσ ευαιςκθςίασ. Ζτςι και εδϊ όπωσ και ςε άλλουσ 

αναλυτζσ μαηϊν, απαιτείται ζνασ ςυμβιβαςμόσ μεταξφ τθσ επικυμθτισ ευαιςκθςίασ και 

διαχωριςτικισ ικανότθτασ. 

 

2.3. ΑΝΑΛΥΤΕΣ TOF ΟΘΟΓΩΝΙΑΣ ΕΡΙΤΑΧΥΝΣΘΣ (oa-TOF) 48,51,54,56,57,59,61  

Κακοριςτικισ ςθμαςίασ για τθ βελτίωςθ του Ραράγοντα Κφκλου Λειτουργίασ των αναλυτϊν 

TOF αποτζλεςε θ τροποποίθςθ των ςυςτθμάτων για τθν επίτευξθ ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ 

των ιόντων (orthogonal acceleration,oa), θ οποία βαςίςτθκε ςτο γεγονόσ ότι ιόντα που οι 

αρχικζσ τουσ ταχφτθτεσ είναι κάκετεσ προσ τθ ωορά πτιςθσ παρουςιάηουν μικρότερθ 

διαςπορά χρόνων πτιςθσ. Στα ςυςτιματα αυτά θ δζςμθ των ιόντων που προζρχεται από 

από τθν πθγι ιοντιςμοφ αωινεται αρχικά να γεμίςει ζνα χϊρο του επιταχυντι των ιόντων, 

ςτον οποίο δεν υπάρχει επίδραςθ πεδίου. Στθ ςυνζχεια, με τθν εωαρμογι παλμοφ 

δυναμικοφ (10-100 nsec) μεταξφ των θλεκτροδίων του επιταχυντι δθμιουργείται 

αναπαραγϊγιμο θλεκτρικό πεδίο, υπό τθν επίδραςθ του οποίου όλα ιόντα που βρίςκονται 

ςτο χϊρο του επιταχυντι ειςζρχονται μζςω λεπτισ ςχιςμισ ςε ζνα δεφτερο χϊρο, ςτον 

οποίο υωίςτανται ταυτόχρονα τθν ίδια επιτάχυνςθ και με ωορά κάκετθ προσ τθν αρχικι 

διεφκυνςθ κίνθςθσ ειςζρχονται ςτο κάλαμο πτιςθσ. Το θλεκτροςτατικό πεδίο ςτο χϊρο 

αυτό είναι ζτςι ςχεδιαςμζνο ζτςι ϊςτε θ εωαρμοηόμενθ δφναμθ να είναι αυςτθρά κάκετθ 

ςτον άξονα τθσ δζςμθσ των ιόντων και κακϊσ αυτά κινοφνται ςχεδόν παράλλθλα χωρίσ 

διαςπορά ταχφτθτασ ςτον κάκετο άξονα, επιτυγχάνεται θ βζλτιςτθ εςτίαςθ των ιόντων ςτον 

άξονα του καλάμου πτιςθσ. Τα παραπάνω ςυμβάλλουν κακοριςτικά ςτθν αφξθςθ τθσ 

διαχωριςτικισ ικανότθτασ. Θ ςυνιςτϊςα τθσ ταχφτθτασ των ιόντων ςτθν αρχικι διεφκυνςθ 

τθσ δζςμθσ πριν τθν ορκογϊνια επιτάχυνςθ παραμζνει. Επομζνωσ, ο ανιχνευτισ των ιόντων 

που τοποκετείται κάκετα προσ τθ διεφκυνςθ πτιςθσ και παράλλθλα προσ τθν αρχικι δζςμθ 

των ιόντων κα πρζπει να διακζτει ικανοποιθτικό μικοσ, ϊςτε να προςκροφςουν ςε αυτόν 

όλα τα ιόντα που είναι διαςπαρμζνα ςτο πλάτοσ του καλάμου πτιςθσ (Σχιμα 2.3.α). 

Μετά τθν επιτάχυνςθ του πρϊτου πακζτου ιόντων τα θλεκτρόδια θρεμοφν, ϊςτε ο χϊροσ 

του επιταχυντι να γεμίςει με το επόμενο τμιμα τθσ δζςμθσ των ιόντων (fill-up mode). Ο 

χρόνοσ αυτόσ κα πρζπει να είναι επαρκισ ϊςτε τα βαρφτερα ιόντα τθσ δζςμθσ να ειςζλκουν 

ςτο χϊρο πριν τθν εωαρμογι του επόμενου παλμοφ (push-out mode). Με κατάλλθλθ 

ρφκμιςθ τθσ ενζργειασ τθσ αρχικισ δζςμθσ των ιόντων και ρφκμιςθ τθσ πτιςθσ των ιόντων 

που ζχουν επιταχυνκεί ζτςι ϊςτε ο χρόνοσ που απαιτείται για το γζμιςμα του επιταχυντι να 
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είναι περίπου ίςοσ με το χρόνο που απαιτείται για τθν πτιςθ του ιόντοσ με τθ μεγιςτθ τιμι 

m/z, επιτυγχάνεται θ βελτιςτοποίθςθ του Ραράγοντα Κφκλου Λειτουργίασ, με επακόλουκθ 

βελτίωςθ τθσ ευαιςκθςίασ. 

 

2.4. ΑΝΑΚΛΑΣΤΙΚΟ ΚΑΤΟΡΤΟ 52,54,56,64  

Το ανακλαςτικό κάτοπτρο αποτελεί μια διάταξθ που χρθςιμοποιικθκε ςτουσ αναλυτζσ TOF 

για να περιορίςει τθ διαςπορά των ταχυτιτων που παρατθρείται κατά τθν πτιςθ ιόντων με 

τθν ίδια τιμι λογου m/z και να βελτιϊςει τθ διαχωριςτικι ικανότθτα. Αποτελείται από ζνα 

θλεκτροςτατικό κάτοπτρο που δθμιουργεί ζνα ι περιςςότερα πεδία επιβράδυνςθσ και 

τοποκετείται ςτο τζλοσ τθσ διαδρομισ του καλάμου πτιςθσ (Σχιμα 2.3.β) Τα ιόντα που 

ωτάνουν ςτο κάτοπτρο διειςδφουν ςε αυτό για χρόνο που είναι αντιςτρόωωσ ανάλογοσ τθσ 

ενζργειασ πτιςθσ τουσ δθλαδι ιόντα που κινοφνται ταχφτερα με μεγαλφτερθ ενζργεια 

ειςζρχονται ςε μεγαλφτερο βάκοσ ςτο κάτοπτρο και επομζνωσ απαιτείται μεγαλφτερο 

χρονικό διάςτθμα για τθν ανάκλαςι τουσ. Ζτςι, ανακλϊνται ταυτόχρονα με τα βραδφτερα 

ιόντα του ιδίου m/z που ειςζρχονται λιγότερο βακιά ςτο κάτοπτρο. Επομζνωσ, με 

κατάλλθλθ ρφκμιςθ του επιβραδυντικοφ πεδίου γίνεται απόςβεςθ των διαςπορϊν 

ταχφτθτασ και χωροδιάταξθσ, με αποτζλεςμα τα ιόντα με τθν ίδια τιμι m/z να προςπίπτουν 

ταυτόχρονα ςτον ανιχνευτι. Θ γωνία ειςόδου των ιόντων ςτο κάτοπτρο αποκλίνει λίγο από 

τισ 90ο και ζτςι τα ιόντα που αναδφονται από το κάτοπτρο ακολουκοφν αντεςτραμμζνθ 

διαδρομι διαωορετικι από τθν προθγοφμενθ και ζτςι είναι δυνατι θ τοποκζτθςθ του 

ανιχνευτι ςε ςθμείο που δεν παρεμβάλλεται ςτον άξονα πορείασ τθσ αρχικισ δζςμθσ των 

ιόντων που εξζρχονται από τον επιταχυντι. Επίςθσ θ τοποκζτθςθ του κατόπτρου αυξάνει 

(ςχεδόν διπλαςιάηει) τθ διαδρομι πτιςθσ των ιόντων χωρίσ να αυξάνεται το μζγεκοσ του 

οργάνου και ζτςι ςτθν εξίςωςθ *2.6+ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ, αυξάνεται θ 

παράμετροσ t, ενϊ θ παράμετροσ Δt παραμζνει μικρι λόγω τθσ αποςβεςτικισ ικανότθτασ 

του κατόπτρου, γεγονόσ που ςυντελεί ςτθν βελτίωςθ τθσ διαχωριςτικισ ικανότθτασ του 

αναλυτι TOF. 

 

2.5. ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΙΟΝΤΩΝ ΚΑΙ ΔΙΑΤΑΞΕΙΣ ΨΘΦΙΟΡΟΙΘΣΘΣ 

2.5.1. Ανιχνευτϋσ ιϐντων  

Οι ανιχνευτζσ ιόντων που χρθςιμοποιοφνται ςτα ωαςματόμετρα μαηϊν με αναλυτζσ TOF κα 

πρζπει να ζχουν χαρακτθριςτικά ταχφτθτασ που ανταποκρίνονται ςτθν ταχεία και μικρι 

διάρκεια των ςυμβάντων τθσ άωιξθσ των ιόντων κακϊσ κατάλλθλο μικοσ, τουλάχιςτον ίςο 

με το πλάτοσ τθσ δζςμθσ των ιόντων που διζρχεται από το κάλαμο πτιςθσ του αναλυτι 

TOF. Οι ςυχνότερα χρθςιμοποιοφμενοι ανιχνευτζσ είναι ο θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτισ 

(electron multiplier) και ο ανιχνευτισ πλακϊν πολλαπλισ διζλευςθσ (multi-channel plate, 

MCP).  
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Σχιμα 2.3: Ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτζσ χρόνου πτιςθσ (oa-TOF): A. χωρίσ ανακλαςτικό κάτοπτρο Β. με ανακλαςτικό κάτοπτρο (reflectron) 
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Ηλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτήσ 47 

Θ λειτουργία του βαςίηεται ςτθν αρχι λειτουργίασ του ωαρανταϊκοφ κυπζλλου. Σε αντίκεςθ 

με το ωαρανταϊκό κφπελλο που αποτελείται από μία δφνοδο, ο θλεκτρονιο- 

πολλαπλαςιαςτισ είναι καταςκευαςμζνοσ από ςειρά δυνόδων ςτισ οποίεσ εωαρμόηονται 

αυξανόμενα δυναμικά. Θ δζςμθ των ιόντων προςπίπτει αρχικά ςε δφνοδο μετατροπισ 

οπότε εκπζμπονται δευτερογενι θλεκτρόνια. Τα θλεκτρόνια αυτά προςπίπτουν ςτθν 

επόμενθ δφνοδο προκαλϊντασ εκπομπι κι άλλων θλεκτρονίων κ.ο.κ., δθμιουργϊντασ ζναν 

«καταρράκτθ» θλεκτρονίων, που καταλιγει ςτο μετροφμενο ρεφμα ςτο τζλοσ του 

θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτι (Σχιμα 2.4). Θ διάρκεια ηωισ του μπορεί να ωτάςει και τα 5 

χρόνια χωρίσ ςυντιρθςθ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχιμα 2.4: Αρχι λειτουργίασ θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτι 

 

Ανιχνευτήσ πλακών πολλαπλήσ διέλευςησ (MCP) 55 

Αποτελείται από μια λεπτι πλάκα που ωζρει πολλαπλοφσ μικροςωλινεσ και κάκε 

μικροςωλινασ λειτουργεί ωσ ενασ θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτισ. Ζτςι όταν ζνα ιόν χτυπά 

ςτθν επιωάνεια τθσ πλάκασ ελευκερϊνεται ζνα θλεκτρόνιο και ξεκινά θ διαδικαςία 

ενίςχυςθσ του θλεκτρικοφ ςιματοσ. Κακϊσ τα θλεκτρόνια που ελευκερϊνονται 

μετακινοφνται και ςυγκροφονται με τα τοιχϊματα των μικροςκοπικϊν ςωλινων προκαλοφν 

τθν απελευκζρωςθ ενόσ ςυνεχϊσ αυξανόμενου καταρράκτθ θλεκτρονίων και τελικά τα 

θλεκτρόνια που εξζρχονται από τθν πλάκα είναι περίπου 10 ωορζσ περιςςότερα ςε αρικμό 

από τα ειςερχόμενα ιόντα. 

Τα θλεκτρόνια αυτά ςτθ ςυνζχεια επιταχφνονται και προςκροφουν ςε ζνα ςπινκθριςτι, ο 

οποίοσ ακολοφκωσ παράγει μια λάμψθ ωωτόσ, που εςτιάηεται με τθ βοικεια δφο μικρϊν 

ωακϊν ςε ζνα ωωτοπολλαπλαςιαςτι, ο οποίοσ με τθ ςειρά του παράγει το θλεκτρικό ςιμα 

που καταγράωεται από το ςφςτθμα. (Σχιμα 2.5). 
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Σχιμα 2.5: Ανιχνευτισ πλακϊν πολλαπλισ διζλευςθσ (MCP) 

 

 

2.5.2. Διατϊξεισ ψηφιοπούηςησ 48,55,60,65 

Θ ταχφτθτα καταγραωισ των λαμβανόμενων ωαςμάτων αποτελεί βαςικι προδιαγραωι για 

τα ωαςματόμετρα μαηϊν TOF. Αν υποκζςουμε ότι ςε ζνα ςφςτθμα ο μζγιςτοσ χρόνοσ 

πτιςθσ είναι 50 μsec, τότε θ ςυχνότθτα ςάρωςθσ είναι 20 kHz, που ςθμαίνει ότι κεωρθτικά 

λαμβάνονται 20000 ωάςματα κάκε δευτερόλεπτο. Στθν πραγματικότθτα, ζνα ςφνολο από 

πρακτικοφσ και κεμελιϊδεισ περιοριςμοφσ μειϊνουν ςθμαντικά τον αρικμό των 

«χριςιμων» ωαςμάτων που καταγράωονται ςτα 100 ωάςματα ανά δευτερόλεπτο, μζγεκοσ 

που εξακολουκεί να είναι ςθμαντικά υψθλότερο ςε ςχζςθ με τα ωαςματόμετρα ςάρωςθσ. 

Θ τρζχουςα διακζςιμθ τεχνολογία θλεκτρονικϊν υπολογιςτϊν ζχει τθ δυνατότθτα 

επεξεργαςίασ των ωαςμάτων που λαμβάνονται με αυτό το ρυκμό, αλλά οι μζκοδοι 

ψθωιοποίθςθσ παλμοφ που είναι διακζςιμεσ δεν καλφπτουν πλιρωσ τισ ανάγκεσ των 

ςθμερινϊν αναλυτϊν TOFMS και παρουςιάηουν περιοριςμοφσ γραμμικοφ δυναμικοφ 

εφρουσ. Ακολουκεί μια ςυνοπτικι περιγραωι των δφο διατάξεων ψθωιοποιιςθσ που είναι 

ςιμερα διακζςιμεσ. 
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Χρονοψηφιακόσ μετατροπέασ – Time to Digital Converter (TDC) 

Τα ςυςτιματα ψθωιοποίθςθσ TDC ανιχνεφουν χρονικά τουσ παλμοφσ ιόντων (start και stop 

events) και αποκθκεφουν τουσ χρόνουσ των ςυμβάντων ζναρξθσ και λιξθσ ι το χρονικό 

διάςτθμα που μεςολαβεί μεταξφ τουσ. Κάκε παλμόσ επιτάχυνςθσ καταλιγει ςε ζνα ωάςμα 

από χρόνουσ άωιξθσ ιόντων και αυτά τα μεμονωμζνα ωάςματα ακροίηονται ςτθ μνιμθ  

θλεκτρονικοφ υπολογιςτι, ο οποίοσ καταςκευάηει ζνα ιςτόγραμμα που αποτελείται από 

αρκετζσ εκατοντάδεσ παλμοφσ ιόντων ςε ςυνεχόμενα μεμονωμζνα χρονικά διαςτιματα. Τα 

ςυςτιματα αυτά διακζτουν θλεκτρονικζσ διατάξεισ για τθ διάκριςθ του μεγζκουσ του 

λαμβανόμενου ςιματοσ , οι οποίεσ δίνουν το ζναυςμα ζναρξθσ τθσ καταγραωισ, μόνο όταν 

θ ζνταςι του ξεπερνά ζνα οριακό «κατϊωλι» και καταγράωεται απλά θ ιοντικι άωιξθ αλλά 

όχι ο αρικμόσ των ιόντων και για αυτό το λόγο παρουςιάηουν περιοριςμζνο γραμμικό 

δυναμικό εφροσ.  

Τα ςυςτιματα TDC λειτουργοφν ικανοποιθτικά ςτθν καταγραωι του χρόνου άωιξθσ όταν 

για μια δεδομζνθ τιμι μάηασ για κάκε πακζτο ιόντων προςκροφει ςτον ανιχνευτι το πολφ 

ζνα ιόν. Πταν όμωσ ςυμπζςουν δφο ιόντα που μόλισ διαχωρίηονται ςτο χρόνο (με βάςθ τθ 

διαχωριςτικι ικανότθτα του αναλυτι), τότε το δεφτερο ειςερχόμενο ςιμα δεν 

καταγράωεται παρά μόνο όταν το ςιμα από το πρϊτο ιόν πζςει κάτω από το 

προκακοριςμζνο όριο καταγραωισ, (νεκρόσ χρόνοσ), γεγονόσ που ζχει δυςμενείσ ςυνζπειεσ 

ςτθν ακρίβεια μζτρθςθσ του μζςου χρόνου άωιξθσ των ιόντων. Στισ περιπτϊςεισ αυτζσ 

παρατθροφνται απϊλειεσ καταγραωϊν και μετατόπιςθ των μετροφμενων χρόνων άωιξθσ 

προσ μικρότερεσ τιμζσ, το οποίο μεταωράηεται ςε αρνθτικό ςωάλμα ςτθν τιμι του 

μετροφμενου λόγου m/z. Ρλεονεκτιματα τθσ διάταξθσ TDC αποτελοφν θ μθ καταγραωι 

μθδενικϊν δεδομζνων, τα χαμθλά επίπεδα κορφβου και θ απλότθτα των ςυςκευϊν. 

 

Αναλογοψηφιακόσ μετατροπέασ – Analogue to Digital Converter (ADC) 

Στα ςυςτιματα ADC, το ςιμα από τον ανιχνευτι λαβάνεται και ψθωιοποιείται ςε δεδομζνα 

χρονικά διαςτιματα τθσ τάξθσ του 1 nanosec, γεγονόσ που μεταωράηεται ςε ςυχνότθτα 

λειτουργίασ τθσ τάξθσ του 1 GHz. Σε κάκε λιψθ, θ ζνταςθ του ςιματοσ μεταωράηεται ςε 

ψθωιακό ςιμα (8-bit). Κάκε ωορά που ξεκινάει ζνασ νζοσ παλμόσ θ διάταξθ ADC αρχίηει να 

μετατρζπει κάκε λαμβανόμενο ςιμα από τον ανιχνευτι του ςυςτιματοσ και οι 

μετροφμενεσ ψθωιοποιθμζνεσ τιμζσ προςτίκενται ςτισ αντίςτοιχεσ τιμζσ που ζχουν 

καταγραωεί και αποκθκευτεί ςτθ μνιμθ για το προθγοφμενο πακζτο ιόντων. Ρλεονεκτοφν 

ζναντι των ςυςτθμάτων TDC ςτο ότι δεν παρουςιάηουν απϊλεια δεδομζνων ςε υψθλοφσ 

ρυκμοφσ άωιξθσ ιόντων, παρζχοντασ καλφτερα αποτελζςματα ακριβοφσ μζτρθςθσ τιμϊν 

λόγου m/z και εμωανίηουν μεγαλφτερο δυναμικό εφροσ γραμμικότθτασ (αν και είναι δυνατό 

και αυτά να εμωανίςουν ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ κορεςμό, αλλά λιγότερο ςυχνά), ενϊ 

παρουςιάηουν το μειονζκτθμα του υψθλοφ κόςτουσ και του ςχετικά υψθλοφ ςιματοσ 

υποβάκρου. 

 

2.6. ΡΘΓΕΣ ΙΟΝΤΙΣΜΟΥ 

Τα ωαςματόμετρα χρόνου πτιςθσ που είναι ςιμερα εμπορικά διακζςιμα ςυνδυάηονται με 

μια ποικιλία πθγϊν ιοντιςμοφ όπωσ o ιοντιςμόσ με εκρόωθςθ υποβοθκοφμενοσ από το 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2: Τγροχρωματογραφία – Υαςματομετρία Μαζών 
Φρόνου Πτήςησ  ( LC/TOF-MS) 

 

Σελίδα | 45  
 

μθτρικό υλικό (MALDI), o ιοντιςμόσ με πρόςκρουςθ θλεκτρονίων (ΕΙ, κφρια τεχνικι 

χρθςιμοποιοφμενθ ςε ςυςτιματα GC/TOF-MS) και οι τεχνικζσ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ 

ατμοςωαιρικισ πίεςθσ (Atmospheric Pressure Ionization, API) που χρθςιμοποιοφνται για τθ 

διαςφνδεςθ του ωαςματομζτρου μαηϊν με ςυςτιματα υγροχρωματογραωίασ και 

διακρίνονται ςτον ιοντιςμό με θλεκτροψεκαςμό (Electrospray Ionization, ESI), ςτο χθμικό 

ιοντιςμό ςε ςυνκικεσ ατμοςωαιρικισ πίεςθσ (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, 

APCI) και ςτον ιοντιςμό με δζςμθ ωωτονίων ςε ςυνκικεσ ατμοςωαιρικισ πίεςθσ 

(Atmospheric Pressure Photoionization, APPI). H τεχνικι ESI αποτελεί τθ ςυχνότερα 

χρθςιμοποιοφμενθ πθγι ιοντιςμοφ ςε ςυςτιματα LC/TOF –MS, θ οποία χρθςιμοποιικθκε 

και ςτθν παροφςα εργαςία και κα ακολουκιςει ςφντομθ περιγραωι τθσ. 

 

Ιοντιςμόσ με ηλεκτροψεκαςμό  

Θ αρχι τθσ τεχνικισ ςτθρίηεται ςτο ςχθματιςμό ιόντων ςε αζρια κατάςταςθ απευκείασ από 

ζνα υγρό διάλυμα. Για το ςκοπό αυτό, το διάλυμα του προσ ανάλυςθ δείγματοσ διζρχεται 

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

νεωελοποίθςθσ (ςυνικωσ αηϊτου) μετατρζπεται ςε αερόλυμα. Ραράλλθλα, με τθν 

εωαρμογι διαωοράσ δυναμικοφ 3-6 kV μεταξφ του τριχοειδοφσ και ενόσ αντιθλεκτροδίου 

δθμιουργείται ιςχυρό θλεκτρικό πεδίο.  Στο Σχιμα 2.6 παρουςιάηονται τα βαςικά τμιματα 

τθσ πθγισ ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό. 

 

 
     Σχιμα 2.6: Σχθματικι απεικόνιςθ πθγισ ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό 

 

Διάωορεσ κεωρίεσ ζχουν προτακεί για το μθχανιςμό ςχθματιςμοφ των ιόντων κατά τον 

ιοντιςμό ESI. Ξθραντικό αζριο, κζρμανςθ ι και τα δφο εωαρμόηονται ςτα ςταγονίδια, ςε 
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ςυνκικεσ ατμοςωαιρικισ πίεςθσ, προκαλϊντασ τθν εξάτμιςθ του διαλφτθ. Σφμωωνα με μια 

κεωρία, το θλεκτρικό πεδίο προκαλεί ςυςςϊρευςθ του ωορτίου ςτθν επιωάνεια του υγροφ 

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

(αερόλυμα ωορτιςμζνων ςταγονιδίων). Θ εωαρμογι ξθραντικοφ αερίου ι/και κζρμανςθσ 

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

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

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

ςταγονιδίων, με αποτζλεςμα τθ διάςπαςι τουσ ςε ολοζνα και μικρότερα ςταγονίδια που 

είναι γνωςτά ωσ κϊνοι Taylor (Taylor cone) (Σχιμα 2.7), από τα οποία τελικά εκροωϊνται τα 

ιόντα, που κατευκφνονται μζςω θλεκτροςτατικϊν ωακϊν προσ τον αναλυτι μαηϊν. 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχιμα 2.7: Σχθματιςμόσ ιόντων με τθν τεχνικι του ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό  

 

Ο ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό προκαλεί το ςχθματιςμό μεμονωμζνων ωορτιςμζνων 

μικρϊν μορίων, όπωσ επίςθσ και το ςχθματιςμό πολλαπλά ωορτιςμζνων ιόντων ςε 

μεγαλομόρια. Στθν δεφτερθ περίπτωςθ, το ωάςμα μαηϊν αντιςτοιχεί ςε ςτατιςτικι 

κατανομι διαδοχικϊν κορυωϊν χαρακτθριςτικϊν των πολλαπλά ωορτιςμζνων μοριακϊν 

ιόντων που λαμβάνονται από πρωτονίωςθ *M+zH+z+, χωρίσ να ςυμμετζχουν διαςτάςεισ και 

κραυςματοποιιςεισ. Με τθ λιψθ πολλαπλά ωορτιςμζνων ιόντων κακίςταται εωικτι θ 

ανάλυςθ μορίων υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ με αναλυτζσ μαηϊν μικροφ εφρουσ μαηϊν, 

δεδομζνου ότι το ωαςματόμετρο μετρά όχι τθν μάηα (m), αλλά τον λόγο μάηασ προσ ωορτίο 

(m/z).  

Θ επιλογι του κατάλλθλου διαλφτθ κινθτισ ωάςθσ είναι πρωταρχικισ ςθμαςίασ,  εξαρτάται 

από τισ ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των αναλυτϊν και γίνεται με ςκοπό τθν ενίςχυςθ του 

ςιματοσ και τθν ταυτόχρονθ βελτίωςθ τθσ χρωματογραωικισ ςυμπεριωοράσ των αναλυτϊν 

ςε περίπτωςθ ςυνδυαςμοφ LC/MS. Συνικωσ, χρθςιμοποιοφνται πρωτικοί διαλφτεσ, όπωσ θ 

μεκανόλθ ι το ακετονιτρίλιο ςε κατάλλθλθ αναλογία με υπερκάκαρο νερό. Απρωτικοί 
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διαλφτεσ όπωσ, διμεκυλοςουλωοξείδιο ι τετραχδροωουράνιο ςε νερό χρθςιμοποιοφνται 

για να βελτιϊςουν τθ διαλυτότθτα οριςμζνων αναλυτϊν. Σε αρκετζσ περιπτϊςεισ 

χρθςιμοποιοφνται και πτθτικά ρυκμιςτικά διαλφματα (CH3COONH4/CH3COOH, 

HCOONH4/HCOOH), με ςκοπό τθ βελτίωςθ του ςιματοσ και τθσ χρωματογραωικισ 

ςυμπεριωοράσ των αναλυτϊν. 

Ο ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό επθρεάηεται από μια ποικιλία παραγόντων που 

ςχετίηονται τόςο με τθ γεωμετρία τθσ πθγισ, όςο και με τθ ςφςταςθ του προσ ανάλυςθ 

δείγματοσ. Σε αυτοφσ περιλαμβάνονται: θ ωφςθ του διαλφτθ τθσ κινθτισ ωάςθσ, θ 

παρουςία ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων και το pH τθσ κινθτισ ωάςθσ, θ ταχφτθτα ροισ, θ ωφςθ 

και θ δομι του αναλφτθ και θ ςυγκζντρωςι του ςτο δείγμα, θ πολυπλοκότθτα του 

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

Θ τεχνικι ESI είναι ςχετικά ιπια τεχνικι ιονιςμοφ. Τα ωάςματα μαηϊν περιζχουν κυρίωσ το 

πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν και μικρό ποςοςτό κραυςμάτων. Ο ςχθματιςμόσ πολλαπλά 

ωορτιςμζνων ιόντων δίνει τθ δυνατότθτα υπολογιςμοφ του μοριακοφ βάρουσ ενϊςεων 

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

εωαρμοςτεί για τθν ανάλυςθ πολικϊν μορίων μικροφ μοριακοφ βάρουσ και μεγαλομορίων 

με ιονιςμζνεσ ομάδεσ. Σε περιπτϊςεισ που θ ανάλυςθ πραγματοποιείται παρουςία ιόντων 

Na+, NH4
+, K+, τότε εμωανίηονται τα αντίςτοιχα προϊόντα προςκικθσ, οπότε ςτο ωάςμα 

μαηϊν εμωανίηονται κορυωζσ που αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ m/z *Μ+23++, *Μ+18++ και 

[Μ+39++, αντίςτοιχα.  

Ο ιονιςμόσ των αναλυτϊν πραγματοποιείται ςε ςχετικά χαμθλζσ κερμοκραςίεσ, γεγονόσ 

που κακιςτά δυνατι τθν ανάλυςθ κερμοευαίςκθτων ουςιϊν. Θ τεχνικι χαρακτθρίηεται από 

υψθλι ευαιςκθςία και είναι κατάλλθλθ για ποςοτικοφσ προςδιοριςμοφσ. Συνδυάηεται 

εφκολα τόςο με τθν υγροχρωματογραωία, όςο και με τθν τριχοειδι θλεκτροωόρθςθ. 

Τροποποίθςθ τθσ τεχνικισ αυτισ αποτελεί θ τεχνικι Nanoelectrospray (nanoΕSI), ςτθν 

οποία θ ταχφτθτα ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ είναι τθσ τάξεωσ nL min-1. Στθν περίπτωςθ, αυτι 

θ βελόνα τθσ θλεκτροδιάχυςθσ είναι πολφ μικρότερθσ διαμζτρου και θ αποδιαλφτωςθ 

γίνεται ουςιαςτικά μόνο με τθ ςυμβολι του θλεκτροςτατικοοφ πεδίου. Ρλεονεκτιματα τθσ 

τεχνικισ αυτισ είναι θ δυνατότθτα χρθςιμοποίθςθσ πολφ μικρϊν ποςοτιτων δείγματοσ και 

θ εξαιρετικά αυξθμζνθ ευαιςκθςία. 

 

2.7. ΤΕΧΝΙΚΘ LC/TOF-MS 55 

Τα τελευταία χρόνια ο ςυνδυαςμόσ τθσ υγροχρωματογραωία με τθ ωαςματοματρία μαηϊν 

TOF, βρίςκει ολοζνα αυξανόμενθ εωαρμογι ςε ποιοτικζσ και ποςοτικζσ αναλφςεισ 

ωαρμακευτικϊν ουςιϊν και βιομορίων (πρωτεΐνεσ, DNA) ςε πολφπλοκα βιολογικά 

δείγματα. Στο ςχιμα που ακολουκεί απεικονίηεται διαγραμματικά το ςφςτθμα LC/TOF-MS 

που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα εργαςία. 
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Σχιμα 2.8: Σχθματικι απεικόνιςθ του ςυςτιματοσ LC/ESI-TOF-MS ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ με 

ανακλαςτικό κάτοπτρο τθσ εταιρίασ Agilent Technologies, που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα 

εργαςία. 

 

Ππωσ ωαίνεται ςτο Σχιμα 2.8, το υγχροχρωματογραωικό ζκλουςμα ειςζρχεται ςτθν 

ορκογϊνιασ διάταξθσ βελόνα νεωελοποίθςθσ (nebulizer), όπου με τθ βοικεια 

κερμοκραςίασ και αερίου αηϊτου (nebulizer gas) μετατρζπεται ςε αερόλυμα. Στθ ςυνζχεια 

τα ςχθματιηόμενα ωορτιςμζνα ςταγονίδια διζρχονται από τριχοειδζσ (capillary) όπου ςε 

ςυνδυαςμό με τθν εωαρμοηόμενθ υψθλι κερμοκραςία απομακρφνονται υπολείμματα του 

διαλφτθ. Στθν ζξοδο του τριχοειδοφσ τα ιόντα διζρχονται από το άνοιγμα ενόσ διαχωριςτι 

ιόντων (skimmer) ο οποίοσ επιτρζπει τθ δίοδο των βαρφτερων ιόντων με μεγάλθ ταχφτθτα, 

ενϊ τα ελαωριά ιόντα του αερίου ξιρανςθσ απομακρφνονται με τθ βοικεια αντλίασ κενοφ. 

Κατόπιν τα ιόντα διζρχονται από ζνα οκτάπολο εςτίαςθσ τθσ ιοντικισ δζςμθσ (με 

εωαρμοηόμενο δυναμικό ραδιοςυχνοτιτων) και κατόπιν, υπό υψθλότερο κενό, διζρχονται 

από δεφτερο οκτάπολο το οποίο τα επιταχφνει ϊςτε να ειςζλκουν ςτο τμιμα ιοντικισ 

εςτίαςθσ (ion optics) του αναλυτι μαηϊν TOF, που περιλαμβάνει ζνα τετράπολο και ζνα 

ςυγκεντρωτικό ωακό ϊςτε να ςχθματιςτεί μια αυςτθρά λεπτι και ευκυγραμμιςμζνθ δζςμθ 

ιόντων. Θ δζςμθ αυτι με τθν εωαρμογι παλμοφ ειςζρχεται ςτον αναλυτι TOF-MS που είναι 

ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ και ωζρει ανακλαςτικό κάτοπτρο ςτο τζλοσ του καλάμου πτιςθσ 

(flight tube). Στο τζλοσ τθσ διαδρομισ πτιςθσ βρίςκεται ο ανιχνευτισ πλακϊν πολλαπλισ 

διζλευςθσ (MCP), του οποίου το ςιμα καταγράωεται και ψθωιοποιείται από διάταξθ 

αναλογοψθωιακοφ μετατροπζα (ADC). 

 



 

 
 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3  
ΤΓΡΟΦΡΩΜΑΣΟΓΡΑΥΙΑ ΤΔΡΟΥΙΛΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΕΩΝ 

(HYDROPHILIC INTERACTION LIQUID CHROMATOGRAPHY) 

3.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ 72-76 

Θ Υγροχρωματογραωία Υδρόωιλων Αλλθλεπιδράςεων (Hydrophillic Interaction Liquid 

Chromatography, HILIC) αποτελεί μια ςχετικά νζα χρωματογραωικι τεχνικι που βρίςκει 

ολοζνα και μεγαλφτερθ εωαρμογι ςτθν ανάλυςθ και το διαχωριςμό πολικϊν ουςιϊν που 

παρουςιάηουν μικρι, ελάχιςτθ ι και κακόλου ςυγκράτθςθ ςτισ πλζον χρθςιμοποιοφμενεσ 

ςτιλεσ αντιςτρόωου ωάςεωσ υγροχρωματογραωίασ (reversed-phase HPLC, RP-HPLC). 

Βαςίηεται ςτθ χρθςιμοποίθςθ μιασ υδρόωιλθσ ςτατικισ ωάςθσ και μιασ λιγότερο υδρόωιλθσ 

κινθτισ ωάςθσ που αποτελείται από μίγμα νεροφ και οργανικοφ διαλφτθ (ςυνικωσ 

ακετονιτριλίου) με το οργανικό κλάςμα να υπερτερεί ζναντι του υδατικοφ. Ο μθχανιςμόσ 

αλλθλεπίδραςθσ των αναλυόμενων ουςιϊν με το υπόςτρωμα δεν ζχει πλιρωσ 

αποςαωθνιςτεί και ςχετίηεται ουςιαςτικά με ωαινόμενα κατανομισ των μορίων του 

αναλφτθ ανάμεςα ςτθν κινθτι ωάςθ και ςε ζνα πλοφςιο ςε νερό ςτρϊμα που ςχθματίηεται 

ςτθν επιωάνεια του υψθλισ πολικότθτασ υποςτρϊματοσ τθσ ςτατικισ ωάςθσ. 

Το ακρονφμιο HILIC προτάκθκε το 1990 από τον Alpert για να περιγράψει τθ χρθςιμοποίθςθ 

μια παραλλαγισ τθσ υγροχρωματογραωίασ κανονικισ ωάςθσ (normal phase HPLC, NP-HPLC) 

για το διαχωριςμό πεπτιδίων, νουκλεοτιδίων και άλλων πολικϊν ουςιϊν χρθςιμοποιϊντασ 

μια υδρόωοβθ ςτατικι ωάςθ ςίλικα που ςτθν επιωάνειά τθσ ζωερε αλυςίδεσ 

πολυ(υδροξυαικυλο)-αςπαρταμιδίου και κινθτι ωάςθ με νερό και υψθλό ποςοςτό 

οργανικοφ διαλφτθ. Εντοφτοισ, υπάρχουν και παλιότερεσ αναωορζσ εωαρμογισ τθσ τεχνικισ 

αυτισ κυρίωσ ςτθν ανάλυςθ ςακχάρων και υδατανκράκων από το 1975, όταν ο Linden 

χρθςιμοποίθςε πλθρωτικά υλικά που ζωεραν τροποποιθμζνθ ςίλικα με πολυμεριςμζνεσ 

ομάδεσ ςτθν επιωάνειά τθσ. Ζνασ αξιόλογοσ αρικμόσ ςτατικϊν ωάςεων χρωματογραωίασ 

HILIC ζχει παραςκευαςτεί μζχρι ςιμερα, γεγονόσ που ςυνζβαλε ςτθ ςθμαντικι αφξθςθ των 

εωαρμογϊν τθσ τεχνικισ. Από τισ πιο πρόςωατεσ και με μεγάλθ ςιμερα εωαρμογι ςτατικζσ 

ωάςεισ είναι θ ςτιλθ ZIC-HILIC που ωζρει ωσ πλθρωτικό υλικό πορϊδθ ςίλικα ςτθν 

επιωάνεια τθσ οποίασ ζχουν ςυνδεκεί μόνιμα ομάδεσ τφπου ςουλωοβθταΐνθσ, που τθν 

κακιςτοφν μια υψθλισ πολικότθτασ και μονίμωσ ωορτιςμζνθ ςτατικι ωάςθ με ιδιότθτεσ 

αμωολφτθ που ςυνολικά ωζρει μθδενικό ωορτίο. Θ ανάπτυξθ των πλθρωτικϊν υλικϊν 

χρωματογραωίασ HILIC τα τελευταία χρόνια ςυνοδεφεται ταυτόχρονα και από μια ραγδαία 

αφξθςθ του αρικμοφ των δθμοςιευμζνων επιςτθμονικϊν εργαςιϊν που χρθςιμοποιοφν τθν 

HILIC από το 2000 ζωσ τισ μζρεσ μασ και ςχετίηονται με εωαρμογζσ τθσ τεχνικισ ςτθν 

ποιοτικι αλλά και ποςοτικι ανάλυςθ μεγάλου εφρουσ πολικϊν ουςιϊν (ωαρμακευτικϊν 

ουςιϊν, ωυςικϊν προϊόντων, αμινοξζων, πεπτιδίων, πρωτεϊνϊν κ.α.) ςε πολφπλοκα 

βιολογικά δείγματα. Μεγάλο μζροσ των εργαςιϊν αυτϊν ςυνδυάηει τθ χρωματογραωία 

HILIC με τθ ωαςματομετρία μαηϊν. 
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3.2. ΛΟΓΟΙ ΕΡΙΛΟΓΘΣ ΤΘΣ HILIC 76-83 

H RP-HPLC αποτελεί τθν πλζον διαδεδομζνθ και χρθςιμοποιοφμενθ τεχνικι ανάμεςα ςε 

όλουσ τουσ τφπουσ υγροχρωματογραωίασ και ςτθρίηεται ςτθ χριςθ μιασ άπολθσ ςτατικισ 

ωάςθσ και μιασ περιςςότερο πολικισ κινθτισ ωάςθσ και θ κατακράτθςθ του αναλφτθ είναι 

μεγαλφτερθ όςο μειϊνεται θ πολικότθτα των μορίων του ι/και τθσ ςτατικισ ωάςθσ ι/και 

αυξάνεται θ πολικότθτα τθσ κινθτισ ωάςθσ. Ενϊ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε πλθκϊρα 

διαωορετικϊν εωαρμογϊν, θ RP-HPLC παρουςιάηει το μειονζκτθμα ότι υδρόωιλεσ και 

υψθλισ πολικότθτασ ουςίεσ ςυγκρατοφνται ελάχιςτα ι κακόλου. Το ωαινόμενο αυτό 

ςχετίηεται ςε μεγάλο βακμό με τθν ικανότθτα των πολικϊν ομάδων των μορίων (κετικά ι 

αρνθτικά ωορτιςμζνεσ ομάδεσ ι ομάδεσ ικανζσ να ςχθματίηουν διπολικοφσ δεςμοφσ ι 

δεςμοφσ υδρογόνου) να ςχθματίηουν δεςμοφσ διπόλου με τα μόρια του διαλφτθ και 

δεδομζνου ότι θ ςτατικι ωάςθ δεν παρουςιάηει αντίςτοιχεσ ιδιότθτεσ, τα επιδιαλυτωμζνα 

μόρια του αναλφτθ εμωανίηουν μεγαλφτερθ ςυγγζνεια με τθν κινθτι ωάςθ οπότε και 

παραμζνουν ςε αυτι και εκλοφονται με το νεκρό όγκο. Εναλλακτικά, για τισ ουςίεσ υψθλισ 

πολικότθτασ που ωζρουν ωορτιςμζνεσ ομάδεσ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί θ 

υγροχρωματογραωία ιοναντάλλαγθσ ι ςχθματιςμοφ ηεφγουσ ιόντων, ενϊ για τισ μθ 

ωορτιςμζνεσ πολικζσ ουςίεσ κα πρζπει να προθγθκεί κάποιο ςτάδιο παραγωγοποίθςθσ με 

τα κατάλλθλα αντιδραςτιρια, που κα μετατρζψουν τισ πολικζσ ομάδεσ ςε περιςςότερο 

υδρόωοβεσ ομάδεσ.   

Στθ NP-HPLC χρθςιμοποιείται πολικι ςτατικι ωάςθ και μικρισ πολικότθτασ κινθτι ωάςθ και 

θ ςυγκράτθςθ αυξάνεται όταν θ πολικότθτα των αναλυόμενων μορίων ι/και του 

υποςτρϊματοσ αυξάνεται ι/και όταν θ πολικότθτα τθσ κινθτισ ωάςθσ μειϊνεται. Ζτςι για 

πολλά χρόνια θ NP-HPLC αποτζλεςε τεχνικι επιλογισ για τθν ανάλυςθ πολικϊν ουςιϊν 

παρουςιάηοντασ ωσ κφρια προβλιματα τθ χρθςιμοποίθςθ ςτθν κινθτι ωάςθ διαλυτϊν που 

είναι υψθλοφ κόςτουσ και ςυχνά τοξικοί και μθ ωιλικοί προσ το περιβάλλον, ενϊ 

ταυτόχρονα οι πολικζσ ουςίεσ παρουςιάηουν χαμθλι διαλυτότθτα ςτουσ διαλφτεσ αυτοφσ. 

Θ χρωματογραωία HILIC ςυνδυάηει χαρακτθριςτικά τόςο τθσ NP-HPLC όςο και τθσ RP-HPLC, 

αωοφ χρθςιμοποιεί υδρόωιλθ και υψθλισ πολικότθτασ ςτατικι ωάςθ όπωσ ςτθν NP-HPLC, 

αλλά οι διαλφτεσ τθσ κινθτισ ωάςθσ είναι αυτοί που χρθςιμοποιοφνται και ςτθν RP-HPLC, 

δθλαδι μίγματα νεροφ και οργανικοφ διαλφτθ (όπωσ το ακετονιτρίλιο), με το υδατικό μζροσ 

να κυμαίνεται ςυνικωσ ςε ποςοςτό 5 – 40 %. Για αυτό ςυχνά θ χρωματογραωία HILIC 

αναωζρεται ωσ “reversed reversed phase” ι ωσ “aqueous normal-phase”.  

 
Σχιμα 3.1: Η HILIC ςυμπλθρϊνει το κενό μεταξφ των διαφορετικϊν τεχνικϊν υγροχρωματογραφίασ, 

ενϊ ταυτόχρονα παρουςιάηει εν μζρει και κοινά ςθμεία με κακεμία από αυτζσ. 
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Συγκρινόμενθ με τισ άλλεσ τεχνικζσ υγροχρωματογραωίασ θ HILIC παρουςιάηει τα ακόλουκα 

πλεονεκτιματα: 

 Επιτυγχάνει τθ ςυγκράτθςθ πολικϊν ουςιϊν που παρουςιάηουν μθ ικανοποιθτικι ι 

κακόλου ςυγκράτθςθ ςε ςτιλεσ RP-HPLC. 

 Χρθςιμοποιεί ςτθν κινθτι ωάςθ διαλφτεσ αντίςτοιχουσ με αυτοφσ που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθ RP-HPLC, που είναι περιςςότερο ωιλικοί προσ το περιβάλλον 

και ςυμβατοί με  ςυςτιματα ωαςματομετρίασ μαηϊν. 

 Επιτρζπει τθ χρθςιμοποίθςθ νεροφ ςτθν κινθτι ωάςθ, ςε αντίκεςθ με τθ NP-HPLC, 

που επιβάλλει αυςτθρά άνυδρεσ ςυνκικεσ και δφςκολουσ χειριςμοφσ για τθν 

απομάκρυνςθ υπολειμμάτων νεροφ από τουσ διαλφτεσ τθσ κινθτισ ωάςθσ. Το 

υδατικό μζροσ επιτρζπει ταυτόχρονα και ικανοποιθτικι διαλυτότθτα των 

αναλυόμενων πολικϊν ουςιϊν ςτθν κινθτι ωάςθ. 

 Θ χρθςιμοποίθςθ υψθλοφ ποςοςτοφ οργανικοφ διαλφτθ ςτθν κινθτι ωάςθ 

ςυνεπάγεται διατιρθςθ χαμθλισ πίεςθσ ςτο χρωματογραωικό ςφςτθμα 

επιτρζποντασ τθν αφξθςθ τθσ ταχφτθτασ ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ και μειϊνοντασ 

ζτςι το χρόνο τθσ ανάλυςθσ. 

 Αφξθςθ τθσ ευαιςκθςίασ όταν θ HILIC ςυνδυάηεται με ςυςτιματα ESI/MS, γεγονόσ 

που ςχετίηεται με ςθμαντικι βελτίωςθ τθσ απόδοςθσ του ιοντιςμοφ τθσ τεχνικισ ESI 

λόγω του υψθλοφ ποςοςτοφ του οργανικοφ διαλφτθ (ςυνικωσ ακετονιτριλίου) ςτθν 

κινθτι ωάςθ. 

 Μπορεί να ςυνδυαςτεί με αντιςτρόωου ωάςεωσ εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ (RP-SPE), 

κακϊσ ο διαλφτθσ υψθλισ εκλουςτικισ ιςχφοσ που χρθςιμοποιείται για τθν 

παραλαβι του αναλφτθ από το ςτθλάκι SPE αποτελεί αςκενζσ εκλουςτικό μζςο ςτθ 

χρωματογραωία HILIC και αντίςτροωα, επιτρζποντασ τθν απευκείασ ζγχυςθ του 

εκλοφςματοσ SPE ςτο χρωματογραωικό ςφςτθμα ι τθν αυτοματοποιθμζνθ 

διαςφνδεςι τουσ (on line SPE), ενϊ ταυτόχρονα μειϊνεται ο χρόνοσ τθσ ανάλυςθσ 

και αποωεφγονται περαιτζρω χειριςμοί που μποροφν να οδθγιςουν ςε απϊλεια 

δείγματοσ. Αυτι θ προςζγγιςθ μπορεί να εωαρμοςτεί ςε αναλφτεσ που 

παρουςιάηουν ςυγκράτθςθ ςε υποςτρϊματα αντιςτρόωου ωάςεωσ και HILIC. 

 

 

3.3. ΜΘΧΑΝΙΣΜΟΙ ΣΥΓΚΑΤΘΣΘΣ ΣΤΘ HILIC 72,77, 84-90 

Σφμωωνα με τον Alpert, ο όροσ HILIC κα πρζπει να χρθςιμοποιείται εωόςον ιςχφουν οι 

παρακάτω δφο προχποκζςεισ: 

 το νερό αποτελεί τον ιςχυρότερο εκλουςτικό διαλφτθ 

 θ ςυγκράτθςθ των προσ ανάλυςθ μορίων πραγματοποιείται με μθχανιςμό 

κατανομισ. 

Ο ίδιοσ πρότεινε ότι ο μθχανιςμόσ ςυγκράτθςθσ ςτθ HILIC ςχετίηεται με τθν κατανομι των 

διαλυμζνων μορίων ανάμεςα ςτο διαλφτθ ζκλουςθσ και ςε ζνα πλοφςιο ςε νερό ςτρϊμα 

ακινθτοποιθμζνο ςτθν επιωάνεια τθσ ςτατικισ ωάςθσ, βαςιηόμενοσ ςε πειράματα 

ςυγκράτθςθσ και διαχωριςμοφ υδατανκράκων και νουκλεινικϊν οξζων που 

πραγματοποίθςαν οι Verahaar και Kuster, Orth και Engelhardt και Nikolov και Reilly. O 

Alpert υποςτιριξε επίςθσ ότι τα ωαινόμενα που ευκφνονται για τθν κατανομι μεταξφ των 

δφο ωάςεων δεν είναι ςαωι και ότι μπορεί να ςυμπεριλαμβάνονται ςε αυτά και 
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αλλθλεπιδράςεισ διπόλου-διπόλου και πρότεινε τθ διεξαγωγι περαιτζρω μελετϊν για τθ 

διευκρίνιςθ των εμπλεκόμενων μθχανιςμϊν. Το 2005 οι Guo και Gaiki μελζτθςαν τθ 

χρωματογραωικι ςυμπεριωορά πολικϊν ουςιϊν (ςαλικυλικοφ οξζοσ και παραγϊγων, 

νουκλεοςιδϊν και νουκλεοτιδίων) ςε τζςςερα διαωορετικά υποςτρϊματα HILIC (μθ 

τροποποιθμζνθ ςίλικα και ςίλικα τροποποιθμζνθ με αμινο-ομάδεσ, αμιδο-ομάδεσ και 

ομάδεσ ςουλωοβθταΐνθσ) κακϊσ και τθν επίδραςθ ποικίλων παραγόντων (κερμοκραςίασ, 

ποςοςτοφ ακετονιτριλίου, pH και περιεκτικότθτασ αλάτων ςτθν κινθτι ωάςθ) ςτθ 

ςυγκράτθςθ των ουςιϊν ςε κάκε κινθτι ωάςθ και κατζλθξαν ςε ςυμπεράςματα που 

υποςτθρίηουν το μθχανιςμό κατανομισ που πρότεινε ο Alpert. 

Ακολοφκθςαν και άλλεσ μελζτεσ για το ςκοπό αυτό και ζτςι θ άποψθ που ζχει επικρατιςει 

ςιμερα είναι ότι ςτο μθχανιςμό ςυγκράτθςθσ και διαχωριςμοφ ςτθ HILIC εμπλζκονται 

ωαινόμενα κατανομισ κακϊσ και θλεκτροςτατικζσ επιδράςεισ ςε περιπτϊςεισ ωορτιςμζνων 

ςτατικϊν ωάςεων, δεςμοί υδρογόνου και αλλθλεπιδράςεισ διπόλου-διπόλου. Ο βακμόσ 

ςτον οποίο κακζνα από τα παραπάνω ςυνειςωζρει ςτο ςυνολικό μθχανιςμό ςυγκράτθςθσ 

ποικίλει και εξαρτάται από τθ ωφςθ του αναλφτθ, το είδοσ τθσ χρθςιμοποιοφμενθσ ςτατικισ 

ωάςθσ και τθ ςφςταςθ τθσ κινθτισ ωάςθσ ςυμπεριλαμβανομζνων του είδουσ και τθσ 

αναλογίασ του οργανικοφ διαλφτθ, αλλά και του είδουσ και τθσ ςυγκζντρωςθσ των 

χρθςιμοποιοφμενων ςε αυτι ρυκμιςτικϊν αλάτων και του pH. 

 

 

3.4. ΣΤΑΤΙΚΕΣ ΦΑΣΕΙΣ HILIC 76,77,91-93 

3.4.1. Γενικϊ 

Ππωσ ιδθ αναωζρκθκε, τα τελευταία χρόνια ζχει ςχεδιαςτεί ζνασ ςθμαντικόσ αρικμόσ 

πλθρωτικϊν υλικϊν για εωαρμογζσ HILIC. Εν τοφτοισ οι ςτατικζσ ωάςεισ RP-HPLC 

εξακολουκοφν να υπερζχουν ςθμαντικά ωσ προσ τθν ποικιλία. Σε γενικζσ γραμμζσ οι 

ςτατικζσ ωάςεισ HILIC ταξινομοφνται ανάλογα με το ωορτίο που ωζρουν ςε τρεισ 

κατθγορίεσ: 

 ουδζτερεσ όπωσ π.χ. οι ςτιλεσ τφπου διόλθσ και αμιδίου, ςτισ οποίεσ δεν 

παρατθροφνται θλεκτροςτατικζσ επιδράςεισ με τα μόρια του αναλφτθ 

ανεξαρτιτωσ του pH τθσ κινθτισ ωάςθσ και χαρακτθρίηονται από μικρι 

εκλεκτικότθτα. 

 ωορτιςμζνεσ, όπωσ π.χ. θ μθ τροποποιθμζνθ ςίλικα, που παρουςιάηουν αυξθμζνθ 

εκλεκτικότθτα, ενϊ ο μθχανιςμόσ ςυγκράτθςθσ του αναλφτθ περιλαμβάνει 

υδρόωιλεσ και θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ και εξαρτάται από το pH τθσ 

κινθτισ ωάςθσ. 

 τφπου αμωολφτθ, π.χ. ZIC-HILIC, που παρουςιάηουν υψθλι εκλεκτικότθτα και 

δευτερεφουςασ ςθμαςίασ θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ ανεξάρτθτεσ από το 

pH τθσ κινθτισ ωάςθσ. 

 

3.4.2. Μη τροποποιημϋνη ςύλικα (underivatized silica) 94 

Αποτελεί τθν κλαςςικι ςτατικι ωάςθ ςτθ NP-HPLC και εξακολουκεί να βρίςκει και ςιμερα 

εωαρμογι ςτθ χρωματογραωία HILIC και να αναωζρεται ςε ςθμαντικό αρικμό 

δθμοςιευμζνων επιςτθμονικϊν εργαςιϊν με διαωορετικά εμπορικά ονόματα όπωσ Betasil, 
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Hypersil (Thermo Scientific), Chromolith (Merck) και Atlantis (Waters), θ οποία ζχει 

ςχεδιαςτεί ειδικά για διαχωριςμοφσ HILIC. Θ απουςία ςυνδεδεμζνων ομάδων ςτθ μθ 

τροποποιθμζνθ ςίλικα, οι οποίεσ είναι δυνατό να αποκολλθκοφν και να οδθγιςουν ςτθν 

εμωάνιςθ “περίεργων” κορυωϊν ςτα ωάςματα μαηϊν, τθν κακιςτά χριςιμθ ςε αναλφςεισ 

LC/MS. Αν και το νερό αποτελεί το ιςχυρότερο μζςο για τθν απενεργοποίθςθ των 

ελεφκερων ομάδων ςιλανόλθσ και το ςχθματιςμό του ενυδατωμζνου ςτρϊματοσ ςτθν 

επιωάνεια του πλθρωτικοφ υλικοφ, είναι δυνατό να παρατθρθκοφν μθ αντιςτρεπτά 

ωαινόμενα προςρόωθςθσ του αναλφτθ ςτθ ςίλικα, γεγονόσ που οδθγεί ςε μθ επαναλιψιμα 

αποτελζςματα. Για τθν αποωυγι θλεκτροςτατικϊν αλλθλεπιδράςεων ανάμεςα ςτθν 

αρνθτικά ωορτιςμζνθ επιωάνεια τθσ ςίλικα και κετικά ωορτιςμζνα μόρια του δείγματοσ 

επιβάλλεται θ προςκικθ θλεκτρολυτϊν ςτθν κινθτι ωάςθ. Τζλοσ, είναι δυνατό να 

παρατθρθκοφν αξιοςθμείωτα διαωορετικζσ χρωματογραωικζσ ςυμπεριωορζσ ανάμεςα ςε 

ςτιλεσ ςίλικα που προζρχονται από διαωορετικοφσ καταςκευαςτζσ, γεγονόσ που ςχετίηεται 

με διαωορζσ ςτθν κακαρότθτα τθσ ςίλικα και ςτθ διαδικαςία παραςκευισ τθσ. 

 

3.4.3. ύλικα με προπυλαμινο-ομϊδεσ (Aminopropyl silica) 94 

Αποτελεί τθν πρϊτθ ςυνδεδεμζνθ ςτατικι ωάςθ ςίλικα που χρθςιμοποιικθκε ευρζωσ ςε 

διαχωριςμοφσ υδατανκράκων με τθ HILIC. Χρθςιμοποιείται ςε χρωματογραωία κατανομισ 

κανονικισ ωάςθσ και ςε χρωματογραωία HILIC με πολλά αντιπροςωπευτικά εμπορικά 

ονόματα ςτθλϊν, όπωσ Luna® Amino (Phenomenex), Spherisorb® NH2 (Waters), Hypersil® 

APS2 (Thermo), Zorbax® NH2 (Agilent). Ραρουςιάηει ομοιότθτεσ ςε ςφγκριςθ με τθν 

τροποποιθμζνθ ςίλικα, κακϊσ το ωορτίο τθσ εξαρτάται από το pH τθσ κινθτισ ωάςθσ και 

μπορεί να οδθγιςει ςτθν εμωάνιςθ θλεκτροςτατικϊν αλλθλεπιδράςεων με ωορτιςμζνα 

μόρια του αναλφτθ, κακιςτϊντασ απαραίτθτθ τθν προςκικθ υψθλϊν ςυγκεντρϊςεων 

ρυκμιςτικϊν αλάτων για τον περιοριςμό τουσ. Ρλεονεκτεί όμωσ ζναντι αυτισ λόγω τθσ 

ικανότθτασ εμωάνιςθσ πολυςτροωιςμοφ περιορίηοντασ τθν εμωάνιςθ διπλϊν κορυωϊν 

κατά τθν ανάλυςθ οπτικϊν ιςομερϊν. Ζχει αναωερκεί ότι απαιτείται εκτεταμζνθ 

εξιςορρόπθςθ  των ςτθλϊν αυτϊν κατά τθ χρθςιμοποίθςθ οριςμζνων ρυκμιςτικϊν ιόντων, 

κακϊσ και ςθμαντικζσ διαωορζσ ςτθ χρωματογραωικι απόδοςθ μεταξφ διαωορετικϊν 

εμπορικά ςτθλϊν, οπότε και ςυνιςτάται θ χρθςιμοποίθςθ ςτθλϊν ειδικά καταςκευαςμζνων 

για εωαρμογι HILIC. Ζνα από τα προβλιματα που ζχουν αναωερκεί κατά τθ χρθςιμοποίθςθ 

των ςτθλϊν αυτϊν ςχετίηεται με τθν αντιδραςτικι ωφςθ των αμινομάδων ςτθν επιωάνεια 

τθσ ςτατικισ ωάςθσ, που μπορεί να οδθγιςει ςε μθ αντιςτρεπτι προςρόωθςθ των 

αναλυτϊν ςτο υπόςτρωμα. Ζτςι, ουςίεσ που ωζρουν αλδεχδομάδα ςχθματίηουν βάςεισ του 

Schiff με τισ πρωτοταγείσ αμινομάδεσ τθσ τροποποιθμζνθσ ςίλικα, γεγονόσ που ζχει ςαν 

αποτζλεςμα τθν προςρόωθςθ των αναλυτϊν που ωζρουν καρβονυλομάδεσ και τθν 

μεταβολι τθσ λειτουργικότθτασ τθσ ςτατικισ ωάςθσ. Τζλοσ, ωσ μειονζκτθμα ζχει αναωερκεί 

θ περιοριςμζνθ ςτακερότθτα αυτϊν των ςτατικϊν ωάςεων ςε υδατικά εκλοφςματα, 

γεγονόσ που οδθγεί ςτθν ταχεία αποςφνδεςθ των ςυνδεδεμζνων ομάδων με επακόλουκεσ 

ςυνζπειεσ τθν αλλοίωςθ του ςχιματοσ των χρωματογραωικϊν κορυωϊν, τθν ενίςχυςθ του 

κορφβου και τθν ιοντικι καταςτολι του ςιματοσ για πολλοφσ αναλφτεσ. 
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3.4.4. ύλικα με αμιδο-ομϊδεσ (Amide silica) 

Δεδομζνου ότι θ αμιδικι ομάδα παρουςιάηει μικρότερθ δραςτικότθτα και ςτερείται 

βαςικότθτασ, οι ςτατικζσ ωάςεισ αυτοφ του τφπου ςτεροφνται των προβλθμάτων που 

αναωζρκθκαν παραπάνω για τισ ςτατικζσ ωάςεισ που ωζρουν αμινομάδα, όπωσ θ μθ 

αναςτρζψιμθ χθμειοπροςρόωθςθ και ο ςχθματιςμόσ βάςεων του Schiff κατά τθν ανάλυςθ 

ςακχάρων και άλλων ενϊςεων που ωζρουν καρβονφλιο. Οι ςτατικζσ ωάςεισ αυτοφ του 

τφπου εμωανίηουν ςυγκράτθςθ που επθρεάηεται ςε μικρότερο βακμό από το pH του 

εκλουςτικοφ μζςου, ενϊ ζχει αναωερκεί ότι εμωανίηουν ικανοποιθτικι ανάκτθςθ και 

ςτακερότθτα ακόμα και μετά από 500 ενζςεισ. Αποτελοφν ευρζωσ διαδεδομζνα πλθρωτικά 

υλικά με αντιπροςωπευτικά εμπορικά ονόματα όπωσ TSKgel Amide-80 (Tosoh Bioscience), 

GlycoSep N (ProZyme). 

 

3.4.5. ύλικα με ςυνδεδεμϋνεσ ομϊδεσ πολυηλεκτριμιδύου και παραγώγων του 

(Poly(succinimide)-bonded silica and its derivatives) 

Θ ςτατικι ωάςθ ςίλικα που ωζρει ςυνδεδεμζνεσ ομάδεσ πολυθλεκτριμιδίου (εμπορικι 

ονομαςία PolyGlycoplex (PolyLC)) προκφπτει μετά από τθν αντίδραςθ του 

πολυδουξινιμιδίου με ςίλικα που ωζρει προπυλαμινο-ομάδεσ και αποτελεί επιπλζον το 

ενδιάμεςο βιμα για τθν καταςκευι μιασ ςειράσ πλθρωτικϊν υλικϊν, αωοφ μόνο ζνα μζροσ 

των δακτυλίων ςχθματίηει δεςμοφσ με τθν επιωάνεια τθσ ςίλικα και οι μθ ςυνδεδεμζνοι 

δακτφλιοι παραμζνουν άκικτοι και επιρρεπείσ ςε πθρθνόωιλεσ αντιδράςεισ. Στο Σχιμα 3.2 

παρουςιάηεται θ παραςκευι ςτατικϊν ωάςεων ςίλικα με πολυαςπαρτικό οξφ (εμπορικι 

ονομαςία PolyCAT A (PolyLC)), που αποτελεί αςκενι κατιονανταλλάκτθ, μετά από αλκαλικι 

υδρόλυςθ (Α), ςίλικα με πολυ(2-υδροξυαικυλο)αςπαρταμίδιο (εμπορικι ονομαςία 

PolyHydroxyethyl A (PolyLC)), μετά από αντίδραςθ με αικανολαμίνθ (Β) και ςίλικα με 

πολυ(2-ςουλωοαικυλο)αςπαρταμίδιο (εμπορικι ονομαςία PolySulfoethyl A (PolyLC)), που 

αποτελεί ιςχυρό κατιονανταλλάκτθ, μετά από αμινόλυςθ με ταυρίνθ. Οι ςτατικζσ ωάςεισ 

αυτζσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί ςε μεγάλο εφροσ εωαρμογϊν για τθν ανάλυςθ υδατανκράκων, 

πρωτεϊνϊν, νουκλεϊνικϊν οξζων, βαςικϊν ενϊςεων, ωαρμακευτικϊν ουςιϊν κ.λ.π. 

 

3.4.6. ύλικα με ομϊδεσ διϐλησ (Diol silica) 

Θ τροποποιθμζνθ ςίλικα που ωζρει ομάδεσ διόλθσ αποτελεί τθ ςτατικι ωάςθ που 

προςομοιάηει περιςςότερο από πλευράσ πολικότθτασ με τθ μθ τροποποιθμζνθ ςίλικα και 

ιταν από τισ πρϊτεσ ςυνδεδεμζνεσ ςτατικζσ ωάςεισ ςίλικα που παραςκευάςτθκαν με 

ςκοπό να αποωευχκοφν τα ανεπικφμθτα ωαινόμενα προςρόωθςθσ που παρατθροφνται ςτθ 

μθ τροποποιθμζνθ ςίλικα. Θ υψθλι πολικότθτα και θ ικανότθτα ςχθματιςμοφ δεςμϊν 

υδρογόνου ςε ςυνδυαςμό με τθν ςχετικι απουςία αποςπϊμενων ομάδων, κακιςτοφν τισ 

ςτατικζσ ωάςεισ διόλθσ ιδανικι λφςθ για εωαρμογζσ HILIC, όπου δεν επικυμείται θ 

εμωάνιςθ μικτϊν αλλθλεπιδράςεων, όπωσ ιοντικζσ αλλθλεπιδράςεισ με ομάδεσ ςιλανόλθσ. 

Ραρ’ όλα αυτά ο αρικμόσ δθμοςιευμζνων εργαςιϊν με αυτζσ παραμζνει ςχετικά 

περιοριςμζνοσ. Αντιπροςωπευτικά εμπορικά ονόματα τζτοιων ςτθλϊν περιλαμβάνουν 

Lichrospher® Diol 100 (Merck), ProteinPakTM 60 (Waters), Silasorb Diol (Chemapol), YMC-

pack® Diol-120-NP (YMC) και ζχουν χρθςιμοποιθκεί ςτθν ανάλυςθ αμινοξζων, ουρίασ, 

πολυμερϊν γλυκόηθσ κ.λ.π. 
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Σχιμα 3.2: Πορεία παραςκευισ ςτατικϊν φάςεων πολυθλεκτριμιδίου και παραγϊγων του 
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3.4.7.  ύλικα με ομϊδεσ προπυλονιτριλύου (Cyanopropyl silica) 

H ςτατικι ωάςθ αυτοφ του τφπου υπάρχει πολλά χρόνια αλλά αποτελεί από τισ πλζον 

λιγότερο χρθςιμοποιοφμενεσ ςτατικζσ ωάςεισ με ελάχιςτεσ εωαρμογζσ ςτθ HILIC. Αν και 

ςυχνά αναωζρεται ωσ πολικό υπόςτρωμα, θ απουςία ιδιοτιτων δότθ ςε δεςμοφσ 

υδρογόνου οδθγεί ςε περιοριςμζνθ ςυγκράτθςθ ςε χρωματογραωία κανονικισ ωάςεωσ, 

ενϊ ςυχνά βρίςκει εωαρμογι ςτθν RP-HPLC. Μια επιπλζον παράμετροσ που δυςχεραίνει 

τθν εωαρμογι των ςτθλϊν αυτϊν αποτελεί θ μθχανικι αςτάκεια τθσ ςτατικισ ωάςθσ όταν 

χρθςιμοποιοφνται ενδιάμεςθσ πολικότθτασ διαλφτεσ ςτθν κινθτι ωάςθ, γεγονόσ που 

οωείλεται ςτθν εξαςκζνθςθ των ενδοςωματιδιακϊν δυνάμεων που ςυμβάλλουν ςτθ 

διατιρθςθ τθσ ακεραιότθτασ του υποςτρϊματοσ με άπολουσ ι υψθλισ πολικότθτασ 

διαλφτεσ.  

 

3.4.8. ύλικα με ομϊδεσ κυκλοδετρύνησ (Cyclodextrin-based silica) 

Οι κυκλοδεξτρίνεσ είναι κυκλικοί ολιγοςακχαρίτεσ αποτελοφμενοι από πζντε ι περιςςότερα 

μόρια α-D-γλυκόηθσ που ςυνδζονται μεταξφ τουσ με 1,4-γλυκοςιδικό δεςμό. Οι πιο 

διαδεδομζνεσ είναι οι α-, β- και γ-κυκλοδεξτρίνεσ, που αποτελοφνται από ζξι, επτά και οκτϊ 

μόρια γλυκόηθσ, αντίςτοιχα, από τισ οποίεσ θ β-κυκλοδεξτρίνθ είναι θ πλζον μελετθμζνθ και 

ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενθ ςτο πεδίο των διαχωριςμϊν. Τα μόρια αυτά εμωανίηουν ςτο 

χϊρο ςχιμα κόλουρου κϊνου και ςτθν επιωάνεια του μικροφ και του μεγάλου ανοίγματοσ 

ειςόδου τουσ εκτίκενται πρωτοταγείσ και δευτεροταγείσ υδροξυλομάδεσ, αντίςτοιχα (Σχιμα 

3.3). Το εςωτερικό τθσ κοιλότθτασ του μορίου είναι ςθμαντικά λιγότερο υδόωιλο ςε ςχζςθ 

με το εξωτερικό του μορίου και μπορεί να ωιλοξενιςει υδρόωοβα μόρια. Κακϊσ θ 

κοιλότθτά τουσ ζχει ςχθματιςτεί από οπτικά ενεργά ςάκχαρα, οι ςτατικζσ ωάςεισ ςίλικα με 

κυκλοδεξτρίνεσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί ευρφτατα ςε χειρόμορωουσ διαχωριςμοφσ, ενϊ θ 

υψθλι πυκνότθτα των εκτεκιμζνων ςτθν εξωτερικι επιωάνεια υδροξυλίων τισ κακιςτά 

πολλά υποςχόμενα πλθρωτικά υλικά για χειρόμορωουσ διαχωριςμοφσ HILIC.  

 

 Α                                                                   Β 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Σχιμα 3.3: Τριςδιάςτατθ δομι μορίων α-κυκλοδεξτρίνθσ (Α) και β-κυκλοεξτρίνθσ (Β) 

 

 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3: Τγροχρωματογραφία Τδρόφιλων Αλληλεπιδράςεων (HILIC) 

Σελίδα | 57  
 

3.4.9. ύλικα με ομϊδεσ ςουλφοαλκυλοβηταϏνησ (Sulfoalkylbetaine silica) 

Μια ςχετικά πρόςωατθ κατθγορία ςτατικϊν ωάςεων HILIC βαςίηεται ςτθν ενςωμάτωςθ 

λειτουργικϊν ομάδων ςουλωοαλκυλοβθταΐνθσ που ςυνδζονται ςτθν επιωάνεια τθσ ςίλικα, 

οι οποίεσ παρουςιάηουν αμωολυτικζσ ιδιότθτεσ, κακϊσ ωζρουν ταυτόχρονα ζνα κατιονικό 

κζντρο τεταρτοταγοφσ αμμωνίου και μια αρνθτικά ωορτιςμζνθ ςουλωονικι ομάδα ςε 

αναλογία 1:1 (Σχθμα 3.4) και κατά ςυνζπεια παρουςιάηουν ιςχυρι ικανότθτα ςυγκράτθςθσ 

του νεροφ και δθμιουργία υδατικοφ ςτρϊματοσ, ενϊ ταυτόχρονα διατθροφν ςυνολικά 

μθδενικό ωορτίο. Τα πλθρωτικά υλικά αυτοφ του τφπου αναπτφχκθκαν αρχικά για το 

διαχωριςμό ανόργανων αλάτων, μικρϊν ιονιηόμενων μορίων και πρωτεϊνϊν. Στισ μζρεσ μασ 

είναι πρωταρχικισ εωαρμογισ ςτθ HILLIC, γεγονόσ που αποδίδεται αωενόσ μεν ςτθν 

ικανότθτα διατιρθςθσ του υδατικοφ ςτρϊματοσ και αωετζρου ςτθ διατιρθςθ χαμθλοφ 

ωορτίου ςτθν επιωάνεια ανεξαρτιτωσ του pH τθσ κινθτισ ωάςθσ, γεγονόσ που δυςχεραίνει 

τθν εμωάνιςθ ιοντικϊν αλλθλεπιδράςεων. Θ ςυγκράτθςθ του αναλφτθ εξαρτάται από τθν 

πολικότθτά του, χωρίσ τα ωαινόμενα προςρόωθςθσ και ιοντικισ αλλθλεπίδραςθσ που 

παρατθροφνται ςε υποςτρϊματα με μθ τροποποιθμζνθ ςίλικα ι ςίλικα που ωζρει 

αμινομάδεσ. Μικρισ ζνταςθσ θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ είναι δυνατό να 

εμωανιςτοφν και ςχετίηονται με τθν αρνθτικά ωορτιςμζνθ ςουλωονικι ομάδα, αλλά είναι 

ανεξάρτθτεσ του pH και μποροφν κατ’ επιλογι να ενιςχυκοφν ι να περιοριςτοφν με 

κατάλλθλθ προςκικθ αλάτων. Θ εμπορικι ονομαςία τθσ ςτατικισ ωάςθσ είναι ZIC®-HILIC 

και διατίκεται από τθν Merck και τα διακζςιμα μεγζκθ  ςωματιδίων του πλθρωτικοφ υλικοφ 

είναι 3,5, 5,0 και 10 μm. Από τθν ίδια εταιρεία διατίκεται και θ ςτιλθ ZIC®-pHILIC, που 

ωζρει τθν ίδια ομάδα ςυνδεδεμζνθ ςε πολυμερζσ υλικό και μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε 

μεγαλφτερο εφροσ τιμϊν pH (pH: 2-10) ςε ςχζςθ με αυτι που βαςίηεται ςτθ ςίλικα (pH: 3-8)       

 

 
Σχιμα 3.4: Η λειτουργικι ομάδα ςουλφοαλκυλοβθταΐνθσ που ςυναντάται ςτισ ςτατικζσ φάςεισ ZIC®-

HILIC και ZIC®-pHILIC 

 

3.4.10. Άλλεσ ςτατικϋσ φϊςεισ 

Στθ βιβλιογραωία ςυναντϊνται επιπλζον αρκετζσ ςτατικζσ ωάςεισ HILIC από αυτζσ που ιδθ 

αναωζρκθκαν, οι οποίεσ είτε ωζρουν άλλεσ λειτουργικζσ ομάδεσ (π.χ. ομάδεσ 1,2,4-

τριαηολίου, μακροκυκλικοφ αντιβιοτικοφ, κλπ)  ςυνδεδεμζνεσ ςτθν επιωάνεια τθσ ςίλικα, 

είτε ωζρουν ομάδεσ που ςυνδζονται ςε κάποιο άλλο ςτρϊμα πολυμεροφσ υλικοφ και όχι ςε 

ςίλικα (π.χ. ςωματίδια πολυςτυρενίου-διβινυλοβενηυλίου, κυτταρίνθ κ.λ.π)  
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3.5. H ΚΙΝΘΤΘ ΦΑΣΘ ΣΤΘ HILIC75,77,83,86,95-97 

3.5.1. Γενικϊ  

Για μια αποτελεςματικι ανάλυςθ HILIC και εωόςον ζχει επιλεγεί το κατάλλθλο υπόςτρωμα 

ωσ ςτατικι ωάςθ, θ κινθτι ωάςθ κα πρζπει να επιλζγεται κατάλλθλα ϊςτε να ικανοποιεί τισ 

ακόλουκεσ προυποκζςεισ: 

 ικανοποιθτικι διαλυτοποίθςθ των αναλυόμενων ουςιϊν 

 κατάλλθλθ περιεκτικότθτα ςε νερό, επαρκι για το ςχθματιςμό του υδατικοφ 

ςτρϊματοσ ςτθν επιωάνεια τθσ ςτατικισ ωάςθσ 

 χθμικι ςυγγζνεια με τουσ αναλφτεσ μικρότερθ από αυτι που παρουςιάηουν με τθ 

ςτατικι ωάςθ, ϊςτε να επιτευχκεί ικανοποιθτικι ςυγκράτθςθ και διαχωριςμόσ 

Οι τυπικά χρθςιμοποιοφμενεσ κινθτζσ ωάςεισ ςτθ χρωματογραωία HILIC περιζχουν 

οργανικό διαλφτθ (ςυνικωσ ακετονιτρίλιο) ςε αναλογία 40-97 % ςε νερό ι κατάλλθλο 

ρυκμιςτικό διάλυμα. Πςο μεγαλφτερθ είναι θ αναλογία του οργανικοφ τροποποιθτι ςε 

ςχζςθ με τθν υδατικι ωάςθ, τόςο αυξάνεται ο χρόνοσ ςυγκράτθςθσ των αναλυτϊν. Για τθν 

εξαγωγι επαναλιψιμων χρωματογραωικϊν αποτελεςμάτων απαιτείται ελάχιςτθ 

περιεκτικότθτα ςε νερό 3 %, ποςότθτα απαραίτθτθ για τθν επαρκι ενυδάτωςθ των 

ςωματιδίων τθσ ςτατικισ ωάςθσ.  

Αν και ςτθ HILIC είναι περιςςότερο διαδεδομζνθ θ διατιρθςθ ςτακερισ τθσ ςφςταςθσ τθσ 

κινθτισ ωάςθσ (ιςοκρατικι ζκλουςθ), είναι δυνατό να χρθςιμοποιθκεί και βακμιδωτι 

ζκλουςθ προκειμζνου να επιτευχκεί αποτελεςματικόσ διαχωριςμόσ και ικανοποιθτικι 

ςυγκράτθςθ ουςιϊν που παρουςιάηουν ςθμαντικά διαωορετικά χαρακτθριςτικά. Στθν 

περίπτωςθ αυτι,  θ μετάβαςθ πραγματοποιείται αντίςτροωα ςε ςχζςθ με τθν RP-HPLC, 

δθλαδι αωορά ςταδιακι αφξθςθ τθσ πολικότθτασ τθσ κινθτισ ωάςθσ που πραγματοποιείται 

με ςταδιακι μείωςθ τθσ αναλογίασ του οργανικοφ τροποποιθτι και αφξθςθ του υδατικοφ 

μζρουσ. Επίςθσ, κα πρζπει να λαμβάνεται υπόψθ ότι θ μετάβαςθ από 100 % οργανικό 

τροποποιθτι ςε 100 % νερό δεν είναι επιτρεπτι ςτθ HILIC και ότι οι ςτατικζσ ωάςεισ HILIC 

είναι λιγότερο ανεκτικζσ ςε ταχείσ ρυκμοφσ εναλλαγισ τθσ ςφςταςθσ τθσ κινθτισ ωάςθσ 

κατά τθ βακμιδωτι ζκλουςθ και απαιτοφν μεγαλφτερο χρόνο για τθν εξιςορρόπθςθ ςτθν 

αρχικι αναλογία τθσ κινθτισ ωάςθσ πριν τθν ζναρξθ τθσ επόμενθσ ανάλυςθσ, ςε ςχζςθ με 

τθν RP-HPLC. 

Αν και το ακετονιτρίλιο αποτελεί τον πλζον χρθςιμοποιοφμενο οργανικό διαλφτθ ςτθ HILIC, 

είναι δυνατό να χρθςιμοποιθκοφν και άλλοι πολικοί διαλφτεσ, αναμίξιμοι με το νερό. Θ 

εκλουςτικι ιςχφσ των διαλυτϊν ςτθν περίπτωςθ τθσ HILIC  είναι αντίςτροωθ από αυτι που 

παρατθρείται ςτθ χρωματογραωία αντιςτρόωου ωάςεωσ: 

τετραυδροωουράνιο < ακετόνθ < ακετονιτρίλιο < ιςοπροπανόλθ < μεκανόλθ < νερό 

Θ μεκανόλθ κεωρείται ςχετικά ιςχυρό εκλουςτικό μζςο ςτθ χρωματογραωία HILIC και 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε περιπτϊςεισ αναλυτϊν που παρουςιάηουν μειωμζνθ 

διαλυτότθτα ςτο ακετονιτρίλιο. 

 

3.5.2. Ρυθμιςτικϊ διαλϑματα 

Οι καταςκευαςτζσ ςτθλϊν HILIC προτείνουν τθ χρθςιμοποίθςθ ρυκμιςτικϊν παραγόντων με 

ςκοπό να περιοριςτοφν οι ανεπικφμθτεσ θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ ανάμεςα ςτα 

ωορτιςμζνα μόρια των αναλυτϊν και ςτθ ςτατικι ωάςθ, καλφπτοντασ τα ωορτιςμζνα 
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κζντρα του υποςτρϊματοσ. Ωσ προτεινόμενα ρυκμιςτικά διαλφματα αναωζρονται το οξικό 

και το μυρμθκικό αμμϊνιο και τα αντίςτοιχα οξζα τουσ, κακϊσ παρουςιάηουν εξαιρετικι 

διαλυτότθτα ςτθν κινθτι ωάςθ ακόμα και ςε υψθλι αναλογία οργανικοφ τροποποιθτι και 

είναι ςυμβατά με τθ ωαςματομετρία μαηϊν. Φωςωορικά άλατα κα πρζπει να 

χρθςιμοποιοφνται με προςοχι εξαιτίασ τθσ χαμθλισ διαλυτότθτάσ τουσ, αν και είναι δυνατό 

να αυξιςουν τθν ευαιςκθςία ςε αναλφςεισ HILIC ωαςματοωωτομετρικό ανιχνευτι 

υπεριϊδουσ ορατοφ, ενϊ το υδροξείδιο του αμμωνίου μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε 

περιπτϊςεισ που απαιτοφνται υψθλζσ τιμζσ pH. Θ χρθςιμοποίθςθ ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων 

δεν είναι απαραίτθτθ ςτθν ανάλυςθ ουδζτερων μθ ωορτιςμζνων μορίων. Θ ςυγκζντρωςθ 

των ρυκμιςτικϊν παραγόντων επιλζγεται ανάλογα με τθ διαλυτότθτά τουσ και τθν 

επίδραςθ ςτο λαμβανόμενο ςιμα και ςυνικωσ ςυγκεντρϊςεισ ςε εφροσ 5 - 30 mM είναι 

επαρκείσ για τουσ περιςςότερουσ αναλφτεσ με ανϊτερο επιτρεπόμενο όριο τα 200-300 mM 

ανάλογα με τθ διαλυτότθτά τουσ ςτο εκλουςτικό μζςο.  Ζτςι για παράδειγμα, ςφμωωνα με 

τουσ καταςκευαςτζσ για τισ ςτιλεσ SeQuant ZIC®-HILIC και ZIC®-pHILIC ωσ κατάλλθλεσ 

αρχικζσ ςυνκικεσ με δυνατότθτα περαιτζρω βελτιςτοποίθςθσ κατά τθν ανάπτυξθ τθσ 

μεκόδου προτείνονται ςε περίπτωςθ ιςοκρατικισ ζκλουςθσ μίγμα ακετονιτριλίου και 

οξικοφ ι μυρμθκικοφ αμμωνίου (20 mM) ςε αναλογία 80/20 (v/v) και για βακμιδωτι 

ζκλουςθ προτείνεται γραμμικι μεταβολι από αναλογία 90/10 % ςε 40/60 % 

ακετονιτρίλιο/ρυκμιςτικό διάλυμα οξικοφ αμμωνίου (20 mM) εντόσ περίπου 20 min (κλίςθ 

3 % min-1, περίπου) και χρόνοσ εξιςορρόπθςθσ 10 min. 

 

3.5.3. Επύδραςη pH 

Θ τιμι του pH τθσ κινθτισ ωάςθσ είναι δυνατό να επθρεάςει τθ ςυγκράτθςθ του αναλφτθ 

ςτθ ςτατικι ωάςθ, κακϊσ είναι κακοριςτικισ ςθμαςίασ για το αν τα αναλυόμενα μόρια κα 

βρίςκονται ςτθν ιοντιςμζνθ ι τθν αδιάςτατθ μορωι τουσ, ανάλογα με το αν είναι 

μεγαλφτερθ ι μικρότερθ από τθν τιμι pKa των ουςιϊν, γεγονόσ που επθρεάηει τθν 

πολικότθτα και τθν υδροωιλία τουσ και τθν αλλθλεπίδραςι τουσ με ςτατικι ωάςθ. Το 

ςυνιςτϊμενο εφροσ τιμϊν pH για τισ ςτατικζσ ωάςεισ με βάςθ τθ ςίλικα είναι 2-8, ενϊ για 

ςτιλεσ με πολυμεριςμζνο πλθρωτικό υλικό 2-10. 

 

 

3.6. ΕΦΑΜΟΓΕΣ HILIC 75,77,87,98-100  

Ππωσ αναωζρκθκε ιδθ, αν και θ χρωματογραωία HILIC ιταν γνωςτι εδϊ και πολλά χρόνια,  

μόλισ τθν τελευταία δεκαετία απζκτθςε ευρεία εωαρμογι ωσ αναλυτικι τεχνικι 

διαχωριςμοφ ςε πολλοφσ τομείσ πλθν τθσ ανάλυςθσ των υδατανκράκων. Ο αρικμόσ των 

δθμοςιευμζνων επιςτθμονικϊν εργαςιϊν που χρθςιμοποιοφν τθν HILIC παρουςιάηει 

αξιοςθμείωτθ αφξθςθ μετά το 2003. Στο άρκρο επιςκόπθςθσ που δθμοςίευςαν οι P. 

Hemstrom και Κ. Irgum γίνεται εκτενισ αναωορά ςτισ εωαρμογζσ τθσ τεχνικισ για τθν 

ανάλυςθ μεγάλθσ ποικιλίασ ωσ προσ τθ δομι πολικϊν ουςιϊν εξυπθρετϊντασ αναλυτικοφσ 

ςκοποφσ ςε ζνα ιδιαίτερα ευρφ πεδίο αναλυτικϊν εωαρμογϊν 
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Ανϊλυςη μικρομοριακών ουςιών 

Θ HILIC ζχει χρθςιμοποιθκεί για τθν ανάλυςθ πλικουσ μικρϊν πολικϊν μορίων, κυρίωσ 

βαςικϊν ουςιϊν που κα απαιτοφςαν το ςχθματιςμό ηεφγουσ ιόντων για ικανοποιθτικι 

ςυγκράτθςθ ςε χρωματογραωία αντιςτρόωου ωάςθσ. Για το ςκοπό αυτό ζχει 

χρθςιμοποιθκεί μεγάλθ ποικιλία ςτατικϊν ωάςεων και ςυςτιματα ανίχνευςθσ 

ωαςματοωωτομετρίασ υπεριϊδουσ και ωαςματομετρίασ μαηϊν. Ενδεικτικά αναωζρουμε 

τθν ανάλυςθ χολίνθσ και ακετυλοχολίνθσ, γλυκίνθσ, ουρίασ, ομοκυςτείνθσ, αλλαντοΐνθσ και 

λυςίνθσ και μεγάλου εφρουσ βαςικϊν ωαρμακευτικϊν ουςιϊν π.χ. ατενολόλθ, 

ιςοπρεναλίνθ κ.α. (Σχιμα 3.5). Ακολουκεί ςυνοπτικι αναωορά των πεδίων εωαρμογϊν τθσ 

HILIC που αωορά ςτθν ανάλυςθ μικρομοριακϊν ουςιϊν.  

 

 
Σχιμα 3.5: Αντιπροςωπευτικζσ πολικζσ και βαςικζσ ουςίεσ που ζχουν αναλυκεί με εφαρμογι τθσ τεχνικισ HILIC. 

 

 

 Βιοαναλυτικζσ εωαρμογζσ και ωαρμακοκινθτικι: θ HILIC βρίςκει εωαρμογι κατά το 

ςτάδιο ανάπτυξθσ νζων ωαρμακευτικϊν ουςιϊν, όπου υποψιωιεσ ενϊςεισ 

αναλφονται ςε πολφ χαμθλά επίπεδα ςυγκζντρωςθσ ςε βιολογικά δείγματα. 

Ενδεικτικά αναωζρουμε τον προςδιοριςμό παραγϊγων του ωολικοφ οξζοσ ςε 

ανκρϊπινο πλάςμα, τθσ ομεπραηόλθσ και του υδροξυλιομζνου μεταβολίτθ τθσ ςε 

ανκρϊπινο πλάςμα, αντιψυχωςικϊν ωαρμάκων, του ιςονιαηιδίου, τθσ ακυκλοβίρθσ 

ςε πλάςμα, αμνιακό υγρό, πλακοφντα και εμβρυικό οςτό γάτασ και του νικοτινικοφ 

οξζοσ και των μεταβολιτϊν του με εωαρμογι ςε ωαρμακοκινθτικι μελζτθ. 

 Ανάλυςθ αντιβιοτικϊν και κυτταροςτατικϊν ουςιϊν: τόςο τα αντιβιοτικά όςο και τα 

αντικαρκινικά ωάρμακα αποτελοφν πολφ υδρόωιλα μόρια. Ενδεικτικά αναωζρουμε 

εωαρμογι τθσ HILIC για το διαχωριςμό τετρακυκλινϊν, τθν ανάλυςθ νεομυκίνθσ ςε 

ανκρϊπινο πλάςμα, αμινογλυκοςιδϊν ςε ανκρϊπινο ορό για τθν παρακολοφκθςθ 

των κεραπευτικϊν τουσ επιπζδων και κυτταροςτατικϊν όπωσ θ 5-ωκοριοουρακίλθ, 

θ ωαρμακοκινθτικι παρακολοφκθςθ τθσ ηεβουλαρίνθσ και των μεταβολιτϊν τθσ 

κ.α. 
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 Φαρμακευτικι ανάπτυξθ και ανακάλυψθ δραςτικϊν ουςιϊν: θ HILIC ζχει 

χρθςιμοποιθκεί ςτθν  ανάλυςθ και το διαχωριςμό δραςτικϊν ουςιϊν που 

απομονϊνονται από ωυςικά προϊόντα, χαρακτθριςμό του μεταβολικοφ προωίλ 

(fingerprinting) ςτα οφρα αρουραίων ςυνδυάηοντασ αναλυτικά δεδομζνα από δφο 

υγροχρωματογραωικζσ τεχνικζσ (HILIC και RP-HPLC). 

 Ουςίεσ κατάχρθςθσ: εωαρμογζσ τθσ HILIC περιλαμβάνουν τθν ανάλυςθ κοκαΐνθσ 

και 7 μεταβολιτϊν τθσ ςε ανκρϊπινα υγρά και ιςτοφσ και τον προςδιοριςμό τθσ 

μορωίνθσ και των μεταβολιτϊν τθσ με τθ μορωι γλυκουρονιδίων ςε πλάςμα 

Ανϊλυςη τοξινών 

Ρολλζσ τοξίνεσ ωυςικισ προζλευςθσ αποτελοφν ιδιαίτερα υδρόωιλεσ ουςίεσ. Οι καλάςςιεσ 

τοξίνεσ που ςχετίηονται με παραλυτικζσ δθλθτθριάςεισ από μαλάκια (paralytic shellfish 

poisoning, PSP) είναι ιδιαίτερα κατάλλθλεσ ενϊςεισ για διαχωριςμό με HILIC. Ραραδείγματα 

εωαρμογισ αποτελοφν θ απομόνωςθ αναλόγων τθσ ςαξιτοξίνθσ από το είδοσ Gymnodinium 

catenatum, θ απομόνωςθ και ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ μεγάλου αρικμοφ τοξινϊν από 

κυανοβακτιρια με μζκοδο ανάλυςθσ HILIC, που ςτθ ςυνζχεια επεκτάκθκε ςτθν ανάλυςθ 

του δομοϊκοφ οξζοσ και μεγάλου εφρουσ τοξινϊν PSP. Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ 

χρθςιμοποιικθκε ωσ ςτατικι ωάςθ ςίλικα με αμιδικζσ ομάδεσ. 

Ανϊλυςη ςυνθετικών πολυμερών 

Μζχρι πρόςωατα θ χρωματογραωία αποκλειςμοφ μεγζκοσ και διαπερατότθτασ γζλθσ 

αποτελοφςαν τεχνικζσ επιλογισ για το διαχωριςμό ςυνκετικϊν πολυμερϊν, όπωσ επίςθσ 

και θ τεχνικι καταβφκιςθσ /επαναδιάλυςθσ. Θ HILIC ζχει χρθςιμοποιθκεί για το διαχωριςμό 

μορίων πολυβινυλοπυρρολιδόνθσ μοριακοφ βάρουσ μζχρι 360 kDa, επιτυγχάνοντασ οξείεσ 

χρωματογραωικζσ κορυωζσ και για το διαχωριςμό ολιγομερϊν δεξτράνθσ με 3-12 μόρια 

γλυκόηθσ.  

Ανϊλυςη υδατανθρϊκων 

Θ HILIC χρθςιμοποιείται κατεξοχιν για το διαχωριςμό υδατανκρακϊν, κακϊσ 

παρουςιάηουν ιδιότθτεσ που δυςχεραίνουν τθν ανάλυςι τουσ με άλλεσ χρωματογραωικζσ 

τεχνικζσ, όπωσ ο μεγάλοσ αρικμόσ των υδροξυλίων και άλλων πολικϊν ομάδων, θ κερμικι 

τουσ αςτάκεια που κακιςτά αδφνατθ τθν ανάλυςι τουσ με αεριοχρωματογραωία και θ 

δυςκολία ανίχνευςισ τουσ με ικανοποιθτικι ακρίβεια. Ζτςι, θ HILIC χρθςιμοποιικθκε από 

πολφ νωρίσ για τθν ανάλυςθ των ουςιϊν αυτϊν όπωσ για το διαχωριςμό υδατανκράκων 

που περιζχονται ςε ωαγθτά και ποτά, ςακχάρων ςε παραδοςιακά κινζηικα ωάρμακα και 

καλάςςια δείγματα, γλυκοςαμινογλυκανϊν, γλυκοπρωτεΐνϊν, υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ 

πολυςακχαριτϊν, ςυνκετικϊν γλυκοπολυμερϊν, γλυκοπεπτιδίων, κ.λ.π. 

Ανϊλυςη πρωτεώνών, πεπτιδύων και αμινοξϋων 

Μετά τθν ανάλυςθ υδατανκράκων, ο διαχωριςμόσ πεπτιδίων αποτελεί τθ δεφτερθ κατά 

ςειρά ςυχνότθτασ εωαρμογι τθσ HILIC. Ενδεικτικά αναωζρουμε εωαρμογζσ τθσ HILIC ςτθν 

ανάλυςθ μετα-μεταωραςτικϊν τροποποιθτικϊν πρωτεϊνϊν όπωσ ωωςωορυλιωμζνων 

πεπτιδίων, πεπτιδίων Ν-ακετυλιωμζνων ςτο τελικό άκρο και γλυκοςυλιωμζνων πεπτιδίων 

και ςτθν μελζτθ τροποποιιςεων των ιςτονϊν με τθν ανάλυςθ ακετυλιωμζνων και 

μεκυλιωμζνων ιςτονϊν.   

 



 

 
 

 

 

 

 

     

 

 

                                 

                              ΠΠΠεεειιιρρραααμμμααατττιιικκκόόό   

                                                                        ΜΜΜέέέρρροοοσσσ   
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4 
ΒΑΙΚΗ ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ – ΑΝΣΙΔΡΑΣΗΡΙΑ 

Στο κεωάλαιο αυτό περιγράωονται τα όργανα, οι ςυςκευζσ, τα υλικά, οι διαλφτεσ και τα 

αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ εργαςίασ. 

 

4.1. ΟΓΑΝΟΛΟΓΙΑ 

4.1.1. υςτόματα LC/MS, LC/MS-MS 

Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκαν τρία ςυςτιματα LC/MS τθσ εταιρείασ Agilent 

Technologies (Santa Clara, California, USA). Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

υδροκορτιηόνθσ και τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων χρθςιμοποιικθκε ςφςτθμα LC/TOF-

MS που περιελάμβανε ςφςτθμα υγροχρωματογραωίασ υπερυψθλισ απόδοςθσ (Ultra High 

Performance Liquid Chromatography, UHPLC) ςυνδεδεμζνο με  ωαςματόμετρο μαηϊν με 

αναλυτι χρόνου πτιςθσ (TOF-MS) και ςφςτθμα LC/IT-MS αποτελοφμενο από 

υγροχρωματογραωικό ςφςτθμα υψθλισ απόδοςθσ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) και ωαςματόμετρο μαηϊν με αναλυτι μαηϊν τετραπολικι παγίδα  

ιόντων (IT-MS). Για τθν ποιοτικι ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν και 

τον ποςοτικό προςδιοριςμό του ςαλικυλικοφ οξζοσ και τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε οφρα 

αλόγων χρθςιμοποιικθκε ςφςτθμα LC/QTOF-MS αποτελοφμενο από υγροχρωματογραωικό 

ςφςτθμα UHPLC και ωαςματόμετρο μαηϊν με τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με 

αναλυτι χρόνου πτιςθσ (QTOF-MS). Κα τα τρία ωαςματόμετρα μαηϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν διζκεταν πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό (ESI). 

 

4.1.1.1. Σύςτημα LC/IT-MS 

Το ςφςτθμα LC/IT-MS περιελάμβανε υγροχρωματογραωικό ςφςτθμα HPLC 1100 LC Series 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) αποτελοφμενο από αυτόματο ςφςτθμα 

απαζρωςθσ για τθν απομάκρυνςθ του αζρα από τα κανάλια διόδου τθσ κινθτισ ωάςθσ, 

αντλία δφο καναλιϊν, αυτόματο δειγματολιπτθ 100 κζςεων με δυνατότθτα ρφκμιςθσ του 

όγκου ζνεςθσ μεταξφ 0,1 – 100 μL και κερμοςτατοφμενο κάλαμο τοποκζτθςθσ τθσ 

χρωματογραωικισ ςτιλθσ. Το ωαςματόμετρο μαηϊν παγίδασ ιόντων Ion Trap SL MSD 

(Agilent Technologies, Santa Clara, California USA) διζκετε πθγι ιοντιςμοφ 

θλεκτροψεκαςμοφ ορκογϊνιασ διάταξθσ με δυνατότθτα ρφκμιςθσ ςε λειτουργία κετικοφ 

ι/και αρνθτικοφ ιοντιςμοφ. Ωσ αζριο εκνζωωςθσ και αποδιαλφτωςθσ χρθςιμοποιικθκε 

άηωτο, θ παροχι του οποίου πραγματοποιείται μζςω γεννιτριασ αηϊτου. Ωσ αζριο 

ςφγκρουςθσ για τθν πραγματοποίθςθ κραυςματοποιιςεων ςτθν παγίδα ιόντων 

χρθςιμοποιικθκε το ιλιο που διοχετευόταν από οβίδα θλίου. Το ςφςτθμα διζκετε 

ωωτοπολλαπλαςιαςτι ωσ ανιχνευτι των ιόντων και δυνατότθτα μζτρθςθσ τιμϊν m/z ςτθν 

περιοχι 50-2000 amu με μζγιςτθ ταχφτθτα 1650 m/z sec-1 και ςτθν περιοχι 200 – 4000 amu 

με μζγιςτθ ταχφτθτα 27000 m/z sec-1. Σε ό,τι αωορά τουσ δυνατοφσ τρόπουσ λιψθσ 

ωαςμάτων με το ςυγκεκριμζνο ςφςτθμα είναι δυνατι θ λιψθ ωαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ 

(full scan spectra), κακϊσ και θ λιψθ  ωαςμάτων ςάρωςθσ κυγατρικοφ ιόντοσ (product ion 
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scan spectra, PIS) δθλαδι θ ςάρωςθ των κυγατρικϊν ιόντων που προζρχονται από τθ 

κραυςματοποίθςθ προεπιλεγμζνου πρόδρομου ιόντοσ (ι ιόντων) (δυνατότθτα λειτουργίασ 

MS2 ι και MS3).  Για τθ ρφκμιςθ όλων των παραμζτρων του οργάνου, τθ λιψθ και τθν 

επεξεργαςία των χρωματογραωικϊν και ωαςματομετρικϊν δεδομζνων χρθςιμοποιικθκε 

θλεκτρονικόσ υπολογιςτισ με λειτουργικό ςφςτθμα Windows 2000 και τα λογιςμικά 

Chemstation και LC/MSD Trap Software. 

 

4.1.1.2. Σύςτημα LC/TOF-MS 

Το ςφςτθμα LC/TOF-MS διζκετε υγροχρωματογραωικό ςφςτθμα υπερυψθλισ απόδοςθσ 

(1200-SL LC Series Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) αποτελοφμενο από αντλία 

βακμιδωτισ ζκλουςθσ με δυνατότθτα παροχισ διαλυτϊν από τζςςερισ διαωορετικοφσ 

περιζκτεσ, ςφςτθμα αυτόματθσ απαζρωςθσ, κερμοςτατοφμενο αυτόματο δειγματολιπτθ 

106 κζςεων και κερμοςτατοφμενο κάλαμο τοποκζτθςθσ τθσ χρωματογραωικισ ςτιλθσ με 

ςυνδεςμολογία κατάλλθλθ για τθν ταυτόχρονθ τοποκζτθςθ και εναλλακτικι λειτουργία 

δφο διαωορετικϊν ςτθλϊν.  

To ωαςματόμετρο μαηϊν χρόνου πτιςθσ (6210 TOF-MSD, Agilent Technologies, Santa Clara, 

California, USA) διζκετε ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό με 

δυνατότθτα ρφκμιςθσ τθσ λειτουργίασ αυτισ ςε κετικό ι αρνθτικό ιοντιςμό. Ο αναλυτισ 

χρόνου πτιςθσ ιταν ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ (oa-TOF) και επζτρεπε τθ μζτρθςθ τιμϊν m/z 

ςε εφροσ 50-3200 amu με ακρίβεια τζταρτου δεκαδικοφ ψθωίου με τθν τεχνικι τθσ πλιρουσ 

ςάρωςθσ (full scan). Ο ανιχνευτισ του ςυςτιματοσ ιταν αναλογοψθωιακόσ μετατροπζασ 

(analogue to digital converter, ADC) που λειτουργοφςε με ςυχνότθτα 1 GHz. Για τον ζλεγχο 

λειτουργίασ του οργάνου χρθςιμοποιικθκε το λογιςμικό Mass Hunter, ενϊ για τθν 

επεξεργαςία των λθωκζντων χρωματογραωικϊν και ωαςματομετρικϊν δεδομζνων το 

λογιςμικό Analyst. 

  

4.1.1.3. Σύςτημα LC/QTOF-MS 

Το ςφςτθμα υγροχρωματογραωίασ ςτθν περίπτωςθ αυτι ιταν αντίςτοιχο με αυτό του 

προθγοφμενο ςυςτιματοσ (1200-SL LC-Series). Σφμωωνα με τισ προδιαγραωζσ του 

καταςκευαςτι, θ αντλία του ςυςτιματοσ λειτουργεί ςε εφροσ ταχφτθτασ ροισ 0,05 - 5,00 

mL min-1. Θ μζγιςτθ πίεςθ που μπορεί να αναπτυχκεί ςτο ςφςτθμα είναι 600 bar (8700 psi). 

O αυτόματοσ δειγματολιπτθσ χωρθτικότθτασ 106 ωιαλιδίων όγκου 2 mL (vials), επιτρζπει 

τθν ζνεςθ όγκου δείγματοσ ςε εφροσ 0,1 - 100,0 μL με βιμα 0,1 μL και επαναλθψιμότθτα  

(% RSD) μικρότερθ από 0,25 % (για όγκο ζνεςθσ 5-100 μL) και 1 % για όγκο ζνεςθσ 1-5 μL. 

Για τθν αποωυγι εμωάνιςθσ επιμόλυνςθσ εκ μεταωοράσ δείγματοσ (carry over), το ςφςτθμα 

επιτρζπει τθ δυνατότθτα ςυνεχοφσ ζκπλυςθσ τθσ βελόνασ ζνεςθσ εξωτερικά με κατάλλθλο 

μίγμα διαλυτϊν, ενϊ ταυτόχρονα πραγματοποιείται ςυνεχισ ζκπλυςθ τθσ βελόνασ 

εςωτερικά κατά τθ διάρκεια τθσ ανάλυςθσ από τθ ροι τθσ κινθτισ ωάςθσ. Θ κερμοκραςία 

του αυτόματου δειγματολιπτθ μπορεί να ρυκμίηεται ςε εφροσ 4 - 55 οC και θ μζγιςτθ πίεςθ 

που μπορεί να αναπτυχκεί ςε αυτόν είναι 600 bar, ενϊ θ κερμοκραςία του καλάμου 

τοποκζτθςθσ τθσ χρωματογραωικισ ςτιλθσ ρυκμίηεται ςε εφροσ 20 - 100 οC. 

Το παραπάνω ςφςτθμα υγροχρωματογραωίασ ςυνδζεται με ςφςτθμα δίδυμθσ 

ωαςματομετρίασ μαηϊν QTOF-MS,  (6520 Accurate-Mass QTOF LC/MS, Agilent Technologies, 

Santa Clara, California, USA)  με ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι ιοντιςμοφ ESI, αντίςτοιχθ με 
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αυτι του ςυςτιματοσ που περιγράωθκε παραπάνω. Το ςφςτθμα διζκετε τετραπολικό 

αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτι χρόνου πτιςθσ, ενϊ 

υψθλισ κακαρότθτασ άηωτο χρθςιμοποιικθκε τόςο ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ωσ αζριο 

εκνζωωςθσ (nebulizing gas) και αποδιαλφτωςθσ (drying gas), όςο και ςτο κάλαμο 

ςυγκροφςεων (collision cell) ωσ αζριο ςφγκρουςθσ (collision gas). Ο ανιχνευτισ του 

ςυςτιματοσ, αντίςτοιχθσ τεχνολογίασ με αυτόν του ςυςτιματοσ LC/TOF-MS (ADC) επιτρζπει 

τθ δυνατότθτα επιλογισ λειτουργίασ του ςυςτιματοσ ςε ςυχνότθτα 4 GHz (πολφ υψθλι 

διαχωριςτικι ικανότθτα, High Resolution mode), 2 GHz (υψθλό δυναμικό εφροσ, Extended 

Dynamic Range mode) ι 1 GHz (Minimum Storage Size mode), ενϊ για κάκεμια από τισ 

προαναωερκζντεσ δυνατότθτεσ λειτουργίασ υπάρχει επιπλζον θ δυνατότθτα επιλογισ 

ςάρωςθσ ςε χαμθλό (50 – 1700 amu) ι υψθλό (50 – 3200 amu) εφροσ τιμϊν m/z. Σε ό,τι 

αωορά τουσ τρόπουσ λιψθσ ωαςμάτων με το ςφςτθμα LC/QTOF-MS υπάρχουν τρεισ 

δυνατότθτεσ: θ λιψθ ωαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ, όπωσ ακριβϊσ και με το προθγοφμενο 

ςφςτθμα (MS mode), θ λιψθ ωαςμάτων ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων προεπιλεγμζνων 

μθτρικϊν ιόντων για τθν ανάλυςθ γνωςτϊν ουςιϊν (targeted MS/MS mode) και ο 

αυτοματοποιθμζνοσ τρόποσ λιψθσ ωαςμάτων MS/MS ςτθν περίπτωςθ μθ γνωςτϊν 

αναλυτϊν (auto MS/MS mode). Ο ζλεγχοσ λειτουργίασ του οργάνου, θ επεξεργαςία των 

λθωκζντων χρωματογραωθμάτων και ωαςμάτων, θ επεξεργαςία και ανάλυςθ δεδομζνων 

ποςοτικοποίθςθσ και θ αυτοματοποιθμζνθ λιψθ και εκτφπωςθ ποιοτικϊν και ποςοτικϊν 

αποτελεςμάτων πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ τριϊν επιμζρουσ λογιςμικϊν Mass Hunter 

Workstation Software τθσ εταιρείασ Agilent Technologies: Mass Hunter Data Acquisition for 

TOF/QTOF (B.02.01), Mass Hunter Qualitative Analysis (B.03.01), Mass Hunter Quantitative 

Analysis (B.04.00).    

 

4.1.2. Προετοιμαςύα λειτουργύασ ςυςτημϊτων LC/TOF-MS και LC/QTOF-MS 

Ρριν από τθν ανάλυςθ των δειγμάτων με τα ςυςτιματα LC/TOF-MS και LC/QTOF-MS, 

πραγματοποιείται θ προετοιμαςία των αναλυτικϊν οργάνων, θ οποία περιλαμβάνει τα 

ακόλουκα ςτάδια: 

 

4.1.2.1. Προετοιμαςία υγροχρωματογραφικοφ ςυςτιματοσ 

 Ραραςκευι επαρκοφσ ποςότθτασ από το διαλφτθ ι τουσ διαλφτεσ που αποτελοφν 

τθν κινθτι ωάςθ του υγροχρωματογραωικοφ ςυςτιματοσ και ενθμζρωςθ του 

λογιςμικοφ του οργάνου με τον ακριβι όγκο του διαλφτθ ςε κακζναν από τουσ 

τζςςερισ περιζκτεσ. 

 Ξζπλυμα τθσ διαδρομισ του δείγματοσ με διαλφτθ υψθλισ περιεκτικότθτασ ςε 

οργανικό τροποποιθτι, αντίςτοιχο με αυτό που χρθςιμοποιείται ςτθν κινθτι ωάςθ 

π.χ. μίγμα ακετονιτριλίου/νεροφ 90/10 (v/v). 

 Ρλιρωςθ του περιζκτθ ζκπλυςθσ τθσ ςφριγγασ του αυτόματου δειγματολιπτθ με 

διαλφτθ ακετονιτρίλιο/νερό 70/30 (v/v). 

 Στακεροποίθςθ τθσ χρωματογραωικισ ςτιλθσ με τθν κινθτι ωάςθ τθσ μεκόδου 

ανάλυςθσ και καταγραωι τθσ πίεςθσ του ςυςτιματοσ και του αρικμοφ των 

αναλυόμενων δειγμάτων. 
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4.1.2.2. Προετοιμαςία φαςματομζτρου μαηϊν 

 Βακμονόμθςθ (calibration) του ςυςτιματοσ ωσ προσ τισ τιμζσ m/z (με ακρίβεια 

μζτρθςθσ 4 δεκαδικϊν ψθωίων) με βάςθ τισ τιμζσ m/z γνωςτϊν προτφπων ουςιϊν, 

ςφμωωνα με τισ προδιαγραωζσ και τισ υποδείξεισ του καταςκευαςτι του οργάνου 

(Agilent Technologies). Για το ςκοπό αυτό ειςάγεται με απευκείασ ζγχυςθ ςτθν 

πθγι ιοντιςμοφ του ωαςματομζτρου μαηϊν διάλυμα μίγματοσ 13 ουςιϊν (ESI-L low 

concentration tuning mix, 4.4.2.15) που ςτθν περίπτωςθ κετικοφ ιοντιςμοφ 

ςχθματίηουν 10 πρωτονιωμζνα ιόντα με τιμζσ m/z που κυμαίνονται από 118,0863 

ζωσ 2721,8950, ενϊ ςε λειτουργία αρνθτικοφ ιοντιςμοφ ςχθματίηουν ιόντα 

(αποπρωτονιωμζνα ιόντα και ιόντα προςκικθσ τριωκοροξικοφ οξζοσ) ςε εφροσ 

τιμϊν m/z 112,9856 – 2833,8731. Θ βακμονόμθςθ του άξονα των τιμϊν m/z 

πραγματοποιείται αυτόματα από το λογιςμικό του οργάνου με τθ βοικεια 

πολυωνυμικισ εξίςωςθσ και υπολογίηονται οι ακριβείσ τιμζσ m/z για τα ιόντα 

αναωοράσ, κακϊσ και τα ςωάλματα αυτϊν. Θ διαδικαςία βακμονόμθςθσ 

πραγματοποιείται κάκε ωορά ςτισ εκάςτοτε ςυνκικεσ λειτουργίασ που επιλζγονται 

και για τθν επακόλουκθ ανάλυςθ των δειγμάτων (instrument state 1, 2 ι 4 GHz και 

χαμθλό (μζχρι 1700 amu) ι υψθλό (μζχρι 3200 amu) εφροσ ςάρωςθσ τιμϊν m/z). 

Κριτιριο αποδοχισ τθσ διαδικαςίασ βακμονόμθςθσ είναι θ εμωάνιςθ τυχαία 

κατανεμθμζνων κετικϊν και αρνθτικϊν ςωαλμάτων για τα 10 ιόντα, ενϊ θ απόλυτθ 

τιμι του ςωάλματοσ δε κα πρζπει ςε καμία περίπτωςθ να υπερβαίνει τα 2 ppm 

(Σχιμα 4.1). Θ διαδικαςία βακμονόμθςθσ του άξονα m/z πραγματοποιείται 

κακθμερινά πριν τθν ζναρξθ τθσ ανάλυςθσ των δειγμάτων. 

 
Σχιμα 4.1: Αποτζλεςματα αυτοματοποιθμζνθσ διαδικαςίασ βακμονόμθςθσ του 
φαςματομζτρου TOF-MS ςε ςυνκικεσ λειτουργίασ 2 GHz και εφροσ ςαρωςθσ μζχρι 1700 
m/z. Η διαδικαςία ζχει ολοκλθρωκεί με επιτυχία κακϊσ παρατθροφνται για τα ιόντα 
αναφοράσ τυχαία κατανεμθμζνεσ τιμζσ ςτα ςφάλματα που δεν υπερβαίνουν τα 2 ppm ςε 
ςχζςθ με τισ αντίςτοιχεσ κεωρθτικζσ τιμζσ m/z.  
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 Διαδικαςία ρφκμιςθσ/βελτιςτοποίθςθσ παραμζτρων (tuning): Με τον όρο tuning 

νοείται θ αυτοματοποιθμζνθ (μζςω του λογιςμικοφ του ςυςτιματοσ) διαδικαςία, 

κατά τθν οποία οι παράμετροι του ωαςματομζτρου μαηϊν, τόςο του αναλυτι 

χρόνου πτιςθσ, όςο και του τετραπόλου (για το ςφςτθμα QTOF), βελτιςτοποιοφνται 

και ρυκμίηονται ςτισ κατάλλθλεσ τιμζσ με ςτόχο να επιτευχκεί θ μζγιςτθ δυνατι 

απόκριςθ διατθρϊντασ ταυτόχρονα αποδεκτι διαχωριςτικι ικανότθτα (resolution) 

και το αντίςτροωο. Θ διαδικαςία αυτι πραγματοποιείται για τθν περίπτωςθ του 

αναλυτι TOF μία ζωσ δφο ωορζσ το μινα και ανά εξάμθνο για το τετράπολο, αλλά 

και κατόπιν ςυντιρθςθσ του ςυςτιματοσ ι διορκωτικϊν επεμβάςεων ςε αυτό, 

οπότε και ανάλογα με τθν περίπτωςθ διαωοροποιείται για τον αναλυτι TOF ο 

αρικμόσ των προσ βελτιςτοποίθςθ παραμζτρων, κακϊσ και το εφροσ των 

εξεταηόμενων τιμϊν για κάκε παράμζτρο (διαδικαςίεσ quick tune, standard tune 

και initial tune). Ρραγματοποιείται με τθν απευκείασ ειςαγωγι του διαλφματοσ του 

μίγματοσ αναωοράσ (4.4.2.15) ςτο ωαςματόμετρο μαηϊν, όπωσ αναωζρκθκε 

παραπάνω κατά τθ διαδικαςία βακμονόμθςθσ. Στο ςθμείο αυτό κα πρζπει να 

ςθμειωκεί ότι θ διαδικαςία tuning πραγματοποιείται ςε ςυνκικεσ λειτουργίασ 2 

GHz και εφροσ ςάρωςθσ m/z 50 – 3200 amu, ανεξάρτθτα από τισ ςυνκικεσ που 

εωαρμόηονται ςτθ ςυνζχεια κατά τθν ανάλυςθ των δειγμάτων. Κριτιρια αποδοχισ 

τθσ διαδικαςίασ είναι θ εμωάνιςθ ςωαλμάτων μάηασ μικρότερων από 2 ppm ςε όλα 

τα ιόντα αναωοράσ, θ λιψθ ικανοποιθτικισ μορωισ κορυωϊν για τα ιόντα με τιμζσ 

m/z 118,0862,  1521,9714 και 2721,8948 και των ιςοτοπικϊν κορυωϊν αυτϊν (και 

αντίςτοιχα των ιόντων με τιμζσ m/z 112,9856, 1633,9950 και 2833,8731, ςτθν 

περίπτωςθ αρνθτικοφ ιοντιςμοφ), θ επίτευξθ ικανοποιθτικοφ διαχωριςμοφ τθσ 

κορυωισ που αντιςτοιχεί ςτο ιόν με τιμι m/z 2721,8948 (m/z 2833,8731 ςε ESI(-)) 

από τισ κορυωζσ των ιςοτοπικϊν ιόντων και θ επίτευξθ διαχωριςτικισ ικανότθτασ 

(resolution) ςε ςυνκικεσ λειτουργίασ 4 GHz του οργάνου μεγαλφτερθσ από 10000 

και 18000 για τα ιόντα με τιμζσ m/z 118,0863 και 1521,9715, αντίςτοιχα. Στα 

ςχιματα 4.2 και 4.3 που ακολουκοφν απεικονίηονται ςχθματικά οι αναωορζσ 

(reports) με τα αποτελζςματα που λαμβάνονται μετά τισ διαδικαςίεσ tuning του 

αναλυτι TOF του ςυςτιματοσ ςε ςυνκικεσ κετικοφ και αρνθτικοφ ιοντιςμοφ με 

θλεκτροψεκαςμό, αντίςτοιχα. Με τθ μορωι πίνακα ςτισ αναωορζσ αυτζσ 

παρουςιάηονται για κάκε ζνα από τα ιόντα αναωοράσ οι κεωρθτικζσ τιμζσ m/z 

(m/z), οι μετροφμενεσ τιμζσ m/z μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ διαδικαςίασ tuning 

(actual), o χρόνοσ πτιςθσ (time), θ απόκριςθ (abundance), θ διαχωριςτικι 

ικανότθτα (res), θ τιμι FWHM που αντιςτοιχεί ςτο εφροσ τθσ ωαςματικισ κορυωισ 

ςτο θμιφψοσ αυτισ (full width half maximum), θ διαωορά ανάμεςα ςτθ κεωρθτικι 

και μετροφμενθ τιμι m/z (delta (m/z)) και το ςωάλμα εκωραςμζνο ςε ppm (delta 

(ppm)). 
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TTI Spectrum Table

m/z Actual Time Abund Res FWHM Delta (m/z) Delta (PPM)

118,086255 118,086222 19,9829 258604 4890 0,0254 -0,000033 -0,28

322,048121 322,047959 32,33503 301935 7331 0,0454 -0,000162 -0,5

622,02896 622,029427 44,54033 221714 9308 0,0684 0,000467 0,75

922,009798 922,009726 54,00483 217427 10355 0,0908 -0,000072 -0,08

1221,990637 1221,99096 62,01806 255990 11140 0,1115 0,000323 0,26

1521,971475 1521,971099 69,09444 316376 11557 0,1337 -0,000376 -0,25

1821,952313 1821,952186 75,50153 214182 12174 0,1517 -0,000127 -0,07

2121,933152 2121,93297 81,3995 262032 12304 0,1746 -0,000182 -0,09

2421,91399 2421,912081 86,89331 177499 13019 0,1882 -0,001909 -0,79

2721,894829 2721,894967 92,05626 199522 13092 0,2102 0,000138 0,05
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Σχιμα 4.2: Αποτζλεςματα αυτοματοποιθμζνθσ διαδικαςίασ tuning ςε ςυνκικεσ ESI(+). 

 

TTI Spectrum Table
m/z Actual Time Abund Res FWHM Delta (m/z) Delta (PPM)

112,985587 112,985759 19,57175 195200 4958 0,024 0,000172 1,52

301,998139 301,998112 31,3524 292661 7187 0,0434 -0,000027 -0,09

601,978977 601,97926 43,84618 842806 8894 0,0693 0,000283 0,47

1033,988109 1033,989135 57,14859 705677 10317 0,102 0,001026 0,99

1333,968947 1333,970176 64,77323 904685 10837 0,1251 0,001229 0,92

1633,949786 1633,951063 71,57875 1017018 11434 0,145 0,001277 0,78

1933,930624 1933,93211 77,78333 623908 11981 0,1636 0,001486 0,77

2233,911463 2233,912313 83,52262 716982 12168 0,1858 0,00085 0,38

2533,892301 2533,894466 88,88789 371133 12582 0,2037 0,002165 0,85
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Σχιμα 4.3: Αποτζλεςματα αυτοματοποιθμζνθσ διαδικαςίασ tuning ςε ςυνκικεσ ESI(-). 
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 Διόρκωςθ ακριβοφσ μζτρθςθσ τιμϊν m/z με τθ χριςθ διαλφματοσ: Για τθν επίτευξθ 

υψθλισ ακρίβειασ μετριςεων τιμϊν m/z εκτόσ από τθ βακμονόμθςθ του 

ςυςτιματοσ TOF που προθγείται τθν ανάλυςθσ των δειγμάτων υπάρχει θ 

δυνατότθτα τθσ ςυνεχοφσ διόρκωςθσ τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ κακ’ όλθ τθ 

διάρκεια τθσ ανάλυςθσ (reference mass correction). Αυτό πραγματοποιείται με τθ 

ςυνεχι ειςαγωγι ςτο ωαςματόμετρο μαηϊν διαλφματοσ που περιζχει τισ ουςίεσ 

αναωοράσ πουρίνθ και εξάκισ-(1Θ,1Θ,3Θ-τετραωλουοροπροποξυ)-ωωςωαηίνθ και 

εππλζον τθν ουςία τριωκοροξικό αμμϊνιο ςτθν περίπτωςθ εωαρμογισ αρνθτικοφ 

ιοντιςμοφ. Οι λεπτομζρειεσ παραςκευισ του διαλφματοσ αυτοφ από το αντίςτοιχο 

kit (4.4.2.16) αναωζρονται ςε επόμενθ παράγραωο. Ρροκειμζνου να αποωευχκεί θ 

πρόκλθςθ ωαινομζνου καταςτολισ του ςιματοσ των ιόντων των προσ ανάλυςθ 

ουςιϊν από τισ παραπάνω ουςίεσ αναωοράσ, το προαναωερκζν διάλυμα ειςάγεται 

ςτο ωαςματόμετρο μαηϊν και μετατρζπεται ςε αερόλυμα ςε διαωορετικι βελόνα 

νεωελοποίθςθσ από εκείνθ που διζρχεται θ εξερχόμενθ από τθ χρωματογραωικι 

ςτιλθ κινθτι ωάςθ. H διοχζτευςθ του διαλφματοσ διόρκωςθσ γίνεται αυτόματα 

από το ςφςτθμα παροχισ CDS (calibrant delivery system) με μζςθ μζςθ ταχφτθτα 45 

± 10 μL min-1 και  ενεργοποιείται από το χειριςτι του οργάνου λίγα λεπτά πριν τθν 

ζναρξθ τθσ ανάλυςθσ. Ελζγχεται θ απόκριςθ των αντίςτοιχων ιόντων να βρίςκεται 

μεταξφ των τιμϊν 40-200 K.               

 

4.2. ΕΓΑΣΤΘΙΑΚΕΣ ΣΥΣΚΕΥΕΣ 

4.2.1. Αυτόματοσ αναδευτιρασ τφπου δφνθσ, Vortex Genie, Scientific Industries, για 

τθν ανάδευςθ δειγμάτων και διαλυμάτων. 

4.2.2. Συςκευζσ οριηόντιασ ανακίνθςθσ, τφπου Promax 1020 DT, Heindolph και 

κάκετθσ ανακίνθςθσ τφπου Reax 2, Heidolph, για τθν ανακίνθςθ των δειγμάτων 

κατά τθν υγρό-υγρό εκχφλιςθ. 

4.2.3. Αναδευτιρασ τφπου Labinco heat control-hotplate magnetic stirrer για τθν 

ανάδευςθ διαλυμάτων υπο κζρμανςθ.  

4.2.4. Αυτόματεσ πιπζτεσ τφπου Finnpipette-ThermoLabSystems μεταβλθτοφ όγκου 5-

40 μL, 20-200 μL, 200-1000 μL και 1-5 mL και τφπου Eppendorf  όγκου 20-100 

μL, 100-1000 μL και 500-5000 μL. 

4.2.5. Αυτόματθ επαναλθπτικι πιπζτα τφπου Finnpipette-ThermoLabSystems 

μεταβλθτοφ όγκου 10-5000 μL. 

4.2.6. Διακριβωμζνοσ αναλυτικόσ ηυγόσ τφπου AND GR200, τεςςάρων δεκαδικϊν 

ψθωίων με μζγιςτο όριο ηφγιςθσ 60 g, για τθ ηφγιςθ προτφπων ουςιϊν 

αναωοράσ και αντιδραςτθρίων. 

4.2.7. Φαρμακευτικόσ ηυγόσ τφπου CASBE MW1200, ενόσ δεκαδικοφ ψθωίου, για τθν 

ιςοβάρυνςθ των υάλινων δοκιμαςτικϊν ςωλινων που περιζχουν τα δείγματα 

πριν τθ ωυγοκζντρθςι τουσ. 

4.2.8. Διανεμθτισ υγρϊν (dispenser) μζγιςτου όγκου 10 mL για τθν προςκικθ του 

διαλφτθ ςτα δείγματα κατά τθ διαδικαςία τθσ υγρό-υγρό εκχφλιςθσ. 

4.2.9. Κλίβανοσ, τφπου Shimaden SR30, με εφροσ λειτουργίασ 0-400 οC, για τθν 

ενηυμικι υδρόλυςθ των δειγμάτων οφρων.  

4.2.10. Φυγόκεντροσ ψθλϊν υάλινων ςωλινων, τφπου Ζ510 BHG, Hermle, 30 κζςεων. 
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4.2.11. Φυγόκεντροσ κωνικϊν ςωλινων, τφπου Econospin Sorvall Instruments DuPont. 

4.2.12. Υπερωυγόκεντροσ τφπου Hettich Micro 20, με κεωαλι προςαρμοηόμενθ για τθ 

ωυγοκζντρθςθ περιεκτϊν eppendorf χωρθτικότθτασ 1,5 mL και μζγιςτθ 

ταχφτθτα ωυγοκζντρθςθσ 14000 rpm.  

4.2.13. Συςκευι εξάτμιςθσ, αποτελοφμενθ από μεταλλόλουτρο και το διανεμθτι 

αερίου αηϊτου. Το μεταλλόλουτρο είναι τφπου Techne driblock DB3, με 

κερμαντικι πλάκα που ωζρει οπζσ κατάλλθλεσ για τθν υποδοχι των ςωλινων 

και χρθςιμοποιείται τόςο για τθν εξάτμιςθ του οργανικοφ διαλφτθ μετά τθ 

διαδικαςία τθσ υγρό – υγρό εκχφλιςθσ, όςο και για τθ διεξαγωγι αντιδράςεων 

παραγωγοποίθςθσ. Ο διανεμθτισ αερίου αηϊτου ποικίλει και μπορεί να ωζρει 

εϊσ και 27 κζςεισ και δυνατότθτα χριςθσ όλων ι μερικϊν κζςεων, ανάλογα με 

τον αρικμό των δειγμάτων. 

4.2.14. Συςκευι παραγωγισ νεροφ υψθλισ κακαρότθτασ (HPLC grade) τφπου Milli-Q 

Academic (MS2), Millipore. 

4.2.15. Εργαλεία ςωράγιςθσ και αποςωράγιςθσ ωιαλιδίων αυτόματου ειςαγωγζα. 

 

4.3. ΥΛΙΚΑ 

4.3.1. Oγκομετρικοί κφλινδροι χωρθτικότθτασ 10, 25, 50, 100, 250, 500 και 1000 mL.  

4.3.2. Υάλινοι βιδωτοί ςωλινεσ, χωρθτικότθτασ 15 mL. 

4.3.3. Ρλαςτικοί ςωλινεσ μιασ χριςθσ, χωρθτικότθτασ 5 mL (ςωλινεσ RIA). 

4.3.4. Υάλινοι ςωλινεσ κωνικισ βάςθσ με βιδωτό ι εςμυριςμζνο πϊμα, 

χωρθτικότθτασ 10 mL. 

4.3.5. Υάλινεσ πιπζτεσ Pasteur. 

4.3.6. Ρεχαμετρικό χαρτί εφρουσ pH 4-7 και 7,5-14. 

4.3.7. Ρλαςτικά ρφγχθ αυτόματων πιπετϊν και επαναλθπτικισ πιπζτασ. 

4.3.8. Εργαςτθριακζσ μεταλλικζσ ςπάτουλεσ τφπου Roth. 

4.3.9. Εργαςτθριακά κουτάλια. 

4.3.10. Ρλαςτικά ςκαωίδια ηφγιςθσ. 

4.3.11. Υάλινεσ ωιάλεσ διαλυτϊν και αντιδραςτθρίων με βιδωτό πϊμα, χωρθτικότθτασ 

100, 250, 500 και 1000 mL. 

4.3.12. Υάλινα, διαωανι ωιαλίδια αυτόματου ειςαγωγζα (vials) Crimp Neck ND-11, 

χωρθτικότθτασ 1,5 mL (32 × 11,6 mm). 

4.3.13. Υάλινα μικρο-ενκζματα (micro-inserts) χωρθτικότθτασ 0,3 mL διαωανι με 

κωνικό πυκμζνα, 12 mm. 

4.3.14. Ρϊματα Aluminum cap clear lacquered-11 mm Septum natural rubber/TEF, 

πάχουσ 1,0 mm. 

4.3.15. Βακμονομθμζνεσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ παραςκευισ και ωφλαξθσ διαλυμάτων, 

χωρθτικότθτασ 2, 5, 10, 25, 100 και 250 mL. 

4.3.16. Ρλαςτικζσ ςφριγγεσ μιασ χριςεωσ, χωρθτικότθτασ 1 mL. 

4.3.17. Φίλτρα διικθςθσ δειγμάτων τφπου Syringe Driven Filter, Millipore με διάμετρο 

πόρων 0,45 μm. 

4.3.18. Φιαλίδια Eppendorf χωρθτικότθτασ 1,5 mL. 
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4.4. ΔΙΑΛΥΤΕΣ – ΑΝΤΙΔΑΣΤΘΙΑ – ΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 

4.4.1. Διαλϑτεσ 

4.4.1.1. Μεκανόλθ (CH3OH), αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ 99,8 % (Merck, 

Darmstadt, Germany).  

4.4.1.2. Ακετονιτρίλιο (CH3CN, ACN), αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ 99,9 % 

(Labscan, Dublin, Ireland). 

4.4.1.3. Νερό (Θ2Ο), διςαπεςταγμζνο και περαιτζρω κακαριςμζνο με ςυςκευι 

Millipore, βακμοφ κακαρότθτασ HPLC. 

4.4.1.4. Διαικυλαικζρασ (C4H10O), αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ 99,5 % (Labscan). 

4.4.1.5. Ακετονιτρίλιο (CH3CN, ACN), βακμοφ κακαρότθτασ LC/MS (Riedel-de Haen, 

Seelze, Germany).  

4.4.1.6. Νερό (Θ2Ο), βακμοφ κακαρότθτασ LC/MS (Riedel-de Haen). 

4.4.1.7. Ιςοπροπανόλθ (C3H7OH), βακμοφ κακαρότθτασ HPLC 99,98% (Labscan). 

4.4.1.8. Οξικόσ αικυλεςτζρασ (CH3COOC2H5), βακμοφ κακαρότθτασ 99,8% (Labscan). 

 

4.4.2. Αντιδραςτόρια 

4.4.2.1. Ζνηυμο β-γλυκουρονιδάςθ από Escherichia coli (Sigma - Aldrich, Steinheim, 

Germany). 

4.4.2.2. Ζνηυμο β-γλυκουρονιδάςθ από Helix pomatia (115600 units mL-1, διακζτει 

επιπλζον και δραςτικότθτα ςουλωατάςθσ) (Sigma-Aldrich). 

4.4.2.3. Πξινο ωωςωορικό κάλιο (K2HPO4), κακαρότθτασ 98,0 % (Panreac, Barcelona, 

Spain). 

4.4.2.4. Διςόξινο ωωςωορικό κάλιο (KH2PO4) κακαρότθτασ 99,0% (Panreac). 

4.4.2.5. Φωςωορικό οξφ (H3PO4), 85% (v/v) (Mallinckrodt, St. Louis, MO). 

4.4.2.6. Ανκρακικό νάτριο (Na2CO3), κακαρότθτασ 99,8% (Panreac). 

4.4.2.7. Πξινο ανκρακικό νάτριο (NaHCO3), κακαρότθτασ 99,7 % (Panreac). 

4.4.2.8. Άνυδρο κειικό νάτριο (Na2SO4), κακαρότθτασ 99,0% (Panreac). 

4.4.2.9. Μυρμθκικό αμμϊνιο (HCOONH4), κακαρότθτασ 97,0 % (Sigma - Aldrich). 

4.4.2.10. Οξικό αμμϊνιο (CH3COONH4), κακαρότθτασ 98,0 % (Sigma - Aldrich). 

4.4.2.11. Μυρμθκικό οξφ (HCOOH), κακαρότθτασ 98,0 % (Riedel-de Haën). 

4.4.2.12. Ραγόμορωο οξικό οξφ (CH3COOH), κακαρότθτασ 99,8 % (Merck). 

4.4.2.13. Άνυδρο οξικό νάτριο (CH3COONa), κακαρότθτασ 99,0 % (Panreac). 

4.4.2.14. Σωαιρίδια (pellets) υδροξείδιο του νατρίου (NaOH), κακαρότθτασ 97,0 %, 

(Mallinckrodt). 

4.4.2.15. Διάλυμα βακμονόμθςθσ και tuning ωαςματομζτρου TOF-MS (ESI-L Low 

Concentration Tuning Mix, P/N G1969-85000, Agilent Technologies, Santa 

Clara, California, USA). Ρρόκειται για μίγμα αποτελοφμενο από 13 ουςίεσ 

(βθταΐνθ, αμμωνιακό άλασ τριωκοροξικοφ οξζοσ, εξαμεκοξυ-ωωςωαηίνθ και 

πολυωκοριωμζνα παραγωγα ωωςωαηίνθσ και τριαηίνθσ) διαλυμζνεσ ςε μίγμα 

ακετονιτριλίου/νεροφ 95/5 (v/v). Χρθςιμοποιείται ωσ ζχει ςτισ διαδικαςίεσ 

βακμομόμθςθσ και tuning του ωαςματομζτρου TOF-MS, όπωσ αναωζρκθκε 

ςε προθγοφμενθ παράγραωο (4.1.2.2).  



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4: Βαςική Οργανολογία - Αντιδραςτήρια 

 

Σελίδα | 71  
 

4.4.2.16. Kit παραςκευισ διαλφματοσ διόρκωςθσ βακμονόμθςθσ ωαςματομζτρου ΤΟF 

(API-TOF Reference Mass Solution Kit, P/N G1969-85001, Agilent 

Technologies). Το kit αποτελείται από δφο αμποφλεσ (2,2 mL) διαλφματοσ 

αμμωνιακοφ άλατοσ του τριωκοροξικοφ οξζοσ (CF3COONH4, TFANH4) 100 mM 

ςε μίγμα ACN/H2O 90/10 (v/v), δφο αμποφλεσ (2,2 mL) διαλφματοσ πουρίνθσ 

5 mM ςε μίγμα ACN/H2O 90/10 (v/v) και 2 αμποφλεσ (2,2 mL) διαλφματοσ τθσ 

ουςίασ εξάκισ-(1Θ,1Θ,3Θ-τετραωλουοροπροποξυ)-ωωςωαηίνθσ (HP-0921) 2,5 

mM ςε ακετονιρίλιο. To kit χρθςιμοποιείται για τθν παραςκευι του 

διαλφματοσ αναωοράσ που χρθςιμοποιείται για τθ διόρκωςθ τθσ 

βακμονόμθςθσ του ωαςματομζτρου TOF-MS κατά τθ διάρκεια των 

αναλφςεων. 

4.4.2.17. Στερεό ρυκμιςτικό μίγμα ανκρακικϊν NaHCO3: Na2CO3 10:1 (w/w) pH 9,5 

Ραραςκευάηεται με ανάμιξθ 200 g όξινου ανκρακικοφ νατρίου (4.4.2.7) και 

20 g ανκρακικοφ νατρίου (4.4.2.6) ςε υάλινθ ωιάλθ και ωυλάςςεται ςε 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ. Χρθςιμοποιείται ςτθ διαδικαςία υγρό-υγρό 

εκχφλιςθσ που περιγράωεται ςτο κεωάλαιο 5. 

4.4.2.18. Διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH, 3Μ 

Για τθν παραςκευι του αναμιγνφονται 17 mL παγόμορωου οξικοφ οξζοσ 

(4.4.2.12) (μετρθμζνα με κφλινδρο 25 mL) και 83 mL οξικοφ αικυλεςτζρα 

(4.4.1.8) (μετρθμζνα με κφλινδρο 100 mL) ςε υάλινθ ωιάλθ 100 mL. 

Φυλάςςεται ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και χρθςιμοποιείται ςτθν 

παραςκευαςτικι πορεία κατεργαςίασ των δειγμάτων του κεωαλαίου 5. 

4.4.2.19. Διάλυμα ενηφμου β-γλυκουρονιδάςθσ από E. Coli 

Ανάλογα με τον αρικμό των αναλυόμενων δειγμάτων, ηυγίηεται ποςότθτα 

ενηφμου που να αντιςτοιχεί ςε 4448,8 μονάδεσ δραςτικότθτασ (units) ανά 

δείγμα. Μετά τθ ηφγιςθ τθσ κατάλλθλθσ ποςότθτασ ςτερεοφ ενηφμου (4.4.2.1) 

ςε ςωλινεσ RIA, ακολουκεί διάλυςθ με τον κατάλλθλο όγκο ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ ωωςωορικϊν pH 7,0 (4.4.3.1) (υπολογίηεται όγκοσ 100 μL επί τον 

αρικμό των δειγμάτων για τα οποία ζχει ηυγιςκεί θ ςυγκεκριμζνθ ποςότθτα 

ενηφμου). Ρ.χ. για 30 δείγματα, ηυγίηονται 80,4 mg ςτερεοφ ενηφμου και 

διαλφονται με 3 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ. Θ μζγιςτθ διάρκεια χριςθσ του 

διαλφματοσ είναι 10 θμζρεσ από τθ ςτιγμι τθσ διάλυςισ του. Χρθςιμοποείται 

ςτθν ενηυμικι υδρόλυςθ των δειγμάτων οφρων ακλθτϊν (κεωάλαιο 5). 

4.4.2.20. Υδατικό διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου, HCOONH4, 5 mM και μυρμθκικοφ 

οξζοσ, ΘCOOH, 0,01 % (v/v) 

Ηυγίηονται 0,315 g μυρμθκικοφ αμμωνίου (HCOONH4, 4.4.2.9) και 

μεταωζρονται ςε υάλινθ ωιάλθ 1 L με βιδωτό πϊμα. Ακολουκεί διάλυςθ με 

1000 mL νεροφ LC/MS (4.4.1.6) (μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 

mL) και προςκικθ 100 μL μυρμθκικοφ οξζοσ (HCOOH, 4.4.2.11). Θ ωιάλθ 

πωματίηεται και το διάλυμα αναδεφεται καλά. Χρθςιμοποιείται ωσ διαλφτθσ 

κινθτισ ωάςθσ (διαλφτθσ A κινθτισ ωάςθσ LC/TOF-MS κεωάλαιο 5 και 6) και 

για τθν παραςκευι του διαλφτθ αναςφςταςθσ των δειγμάτων οφρων 

ακλθτϊν (4.4.2.22) 
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4.4.2.21. Διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου, HCOONH4, 5 mM και  μυρμθκικοφ οξζοσ, 

ΘCOOH, 0,01 % (v/v) ςε μίγμα ακετονιτριλίου/νεροφ 90/10 (v/v) 

Ηυγίηονται 0,315 g μυρμθκικοφ αμμωνίου (HCOONH4, 4.4.2.9), μεταωζρονται 

ςε υάλινθ ωιάλθ 1 L με βιδωτό πϊμα και διαλφονται προςεκτικά με 100 mL 

νεροφ LC/MS (4.4.1.6) (μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 100 mL). 

Ακολουκεί προςκικθ 100 μL μυρμθκικοφ οξζοσ (HCOOH, 4.4.2.11) και 900 mL 

ακετονιτριλίου LC/MS (4.4.1.5) (μετρθμζνα με κφλινδρο 1000 mL), 

πωματιςμόσ τθσ ωιάλθσ και καλι ανάδευςθ του μίγματοσ. Χρθςιμοποιείται 

ωσ διαλφτθσ κινθτισ ωάςθσ (διαλφτθσ Β κινθτισ ωάςθσ LC/TOF-MS κεωάλαιο 

5 και 6) και για τθν παραςκευι του διαλφτθ αναςφςταςθσ των δειγμάτων 

οφρων ακλθτϊν (4.4.2.22). 

4.4.2.22. Διαλφτθσ αναςφςταςθσ δειγμάτων οφρων ακλθτϊν για τθν ανίχνευςθ 

απαγορευμζνων ουςιϊν με LC/TOF-MS 

Λαμβάνονται 80 mL από το διαλφτθ Α τθσ κινθτισ ωάςθσ τθσ μεκόδου 

(4.4.2.20) με ογκομετρικό κφλινδρο 100 mL και 20 mL από το διαλφτθ Β τθσ 

κινθτισ ωάςθσ (4.4.2.21) με ογκομετρικό κφλινδρο 25 mL και μεταωζρονται 

ςε υάλινθ ωιάλθ. Ακολουκεί ανάδευςθ. (κεωάλαιο 5) 

4.4.2.23. Διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH 0,1 % (v/v) ςε νερό HPLC 

Σε υάλινθ ωιάλθ όγκου 1 L μεταωζρονται 1000 mL νεροφ κακαρότθτασ HPLC 

(4.4.1.3) (μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 mL) και ακολοφκωσ 

προςτίκενται 1000 μL οξικοφ οξζοσ (CH3COOH, 4.4.2.12). Ακολουκεί 

ανάδευςθ του μίγματοσ και ενθμζρωςθ του λογιςμικοφ του οργάνου LC/Ion 

Trap-MS με τθ νζα ποςότθτα διαλφτθ (διαλφτθσ Α κινθτισ ωάςθσ μεκόδου 

ποςοτικοποίθςθσ τθσ κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων με LC/IΤ-MS, κεωάλαιο 6). 

4.4.2.24. Διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH 0,1 % (v/v) ςε ακετονιτρίλιο 

Σε υάλινθ ωιάλθ όγκου 1 L μεταωζρονται 1000 mL ακετονιτριλίου HPLC 

(4.4.1.2)  (μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 mL) και ακολοφκωσ 

προςτίκενται 1000 μL οξικοφ οξζοσ (CH3COOH, 4.4.2.12). Ακολουκεί 

ανάδευςθ του μίγματοσ και ενθμζρωςθ του λογιςμικοφ του οργάνου LC/IT-

MS με τθ νζα ποςότθτα διαλφτθ (διαλφτθσ Β κινθτισ ωάςθσ μεκόδων 

ποςοτικοποίθςθσ τθσ κορτιηόλθσ και τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων με 

LC/IT-MS, κεωάλαια 6 και 7) 

4.4.2.25. Διάλυμα υδροξειδίου του νατρίου, NaOH, 1 Μ 

Ραραςκευάηεται με διάλυςθ 10 g ςτερεοφ υδροξειδίου του νατρίου (pellets 

ΝaOΘ, 4.4.2.14) ςε 250 mL απεςταγμζνου νεροφ (μετρθμζνα με ογκομετρικό 

κφλινδρο 250 mL). Το διάλυμα ωυλάςςεται ςε πλαςτικι ωιάλθ ςε 

κερμοκραςία δωματίου. Χρθςιμοποιείται για τθν παραςκευι των προτφπων 

διαλυμάτων παρακατακικθσ τθσ κεοβρωμίνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου 

(κεωάλαιο 7)  

4.4.2.26. Διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH, 0,1 % (v/v) 

Για τθν παραςκευι του 500 μL οξικοφ οξζοσ (CH3COOH, 4.4.2.12) 

προςτίκενται και αναμειγνφονται με 500 mL απεςταγμζνου νεροφ ςε υάλινθ 

ωιάλθ. Το διάλυμα ωυλάςςεται ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και 

χρθςιμοποιείται ωσ διαλφτθσ αραίωςθσ των δειγμάτων οφρων αλόγου κατά 

τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κεοβρωμίνθσ (κεωάλαιο 7). 
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4.4.2.27. Διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH 0,1 % (v/v) ςε μίγμα νερό/ακετονιτρίλιο 

97/3 (v/v)  

Σε υάλινθ ωιάλθ όγκου 1 L μεταωζρονται 970 mL νεροφ HPLC (4.4.1.3) 

(μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 mL) και 30 mL ακετονιτριλίου 

HPLC (4.4.1.2) (μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 50 mL) και ακολοφκωσ 

προςτίκενται 1000 μL οξικοφ οξζοσ (CH3COOH, 4.4.2.12). Ακολουκεί 

ανάδευςθ του μίγματοσ και ενθμζρωςθ του λογιςμικοφ του οργάνου LC/IT-

MS με τθ νζα ποςότθτα διαλφτθ (διαλφτθσ A κινθτισ ωάςθσ μεκόδου 

ποςοτικοποίθςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων με LC/IT-MS, κεωάλαιο 

7). 

4.4.2.28. Υδατικό διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH, 0,5 % (v/v) 

Για τθν παραςκευι του 500 μL οξικοφ οξζοσ (4.4.2.12) προςτίκενται και 

αναμειγνφονται με 100 mL νεροφ ςε υάλινθ ωιάλθ. Το διάλυμα ωυλάςςεται 

ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και χρθςιμοποιείται για τθν παραςκευι 

διαλφματοσ εργαςίασ τθσ 3-PX (κεωάλαιο 7). 

4.4.2.29. Διάλυμα οξικοφ οξζοσ, CH3COOH 0,1 % (v/v) ςε μίγμα νερό/ακετονιτρίλιο 

40/60 (v/v) 

Σε υάλινθ ωιάλθ όγκου 1 L μεταωζρονται 400 mL νεροφ LC/MS (4.4.1.6) 

(μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 mL) και 600 mL ακετονιτριλίου 

LC/MS (4.4.1.5) (μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 mL) και 

ακολοφκωσ προςτίκενται 1000 μL οξικοφ οξζοσ (4.4.2.12). Χρθςιμοποιείται 

ωσ κινθτι ωάςθ και ωσ διαλφτθσ αραίωςθσ των δειγμάτων ςτθ μζκοδο 

ποςοτικοποίθςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων με LC/QTOF-MS, 

(κεωάλαιο 8). 

4.4.2.30. Διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου, HCOONH4, 5 mM και  μυρμθκικοφ οξζοσ, 

ΘCOOH, 0,05 % (v/v) ςε μίγμα ακετονιτριλίου/νεροφ 80/20 (v/v) 

Ηυγίηονται 0,315 g μυρμθκικοφ αμμωνίου (4.4.2.9), μεταωζρονται ςε υάλινθ 

ωιάλθ 1 L με βιδωτό πϊμα και διαλφονται προςεκτικά με 200 mL νεροφ 

LC/MS (4.4.1.6) (μετρθμζνα με κφλινδρο 250 mL). Ακολουκεί προςκικθ 500 

μL μυρμθκικοφ οξζοσ (4.4.2.11) και 800 mL ακετονιτριλίου LC/MS (4.4.1.5) 

(μετρθμζνα με ογκομετρικό κφλινδρο 1000 mL), πωματιςμόσ τθσ ωιάλθσ και 

καλι ανάδευςθ του μίγματοσ. Χρθςιμοποιείται ωσ διαλφτθσ κινθτισ ωάςθσ 

ςτθ μζκοδο ποςοτικοποίθςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ (κεωάλαιο 9). 

4.4.2.31. Διάλυμα διόρκωςθσ μαηϊν αναωοράσ ςε λειτουργία κετικοφ ιοντιςμοφ 

Ραραςκευάηεται από το API-TOF Reference mass solution kit (4.4.2.16) ωσ 

εξισ: Σε ωιάλθ πολυπροπυλενίου με βιδωτό πϊμα, μεταωζρεται το 

περιεχόμενο (2,2 mL) μιασ αμποφλασ τθσ ουςίασ HP-0921 και 2 αμποφλων 

πουρίνθσ και ακολοφκωσ αραιϊνονται με προςκικθ 900 mL ακετονιτριλίου 

LC/MS (4.4.1.5) και 100 mL νεροφ LC/MS (4.4.1.6). Ακολουκεί καλι ανάμιξθ 

και ωφλαξθ ςε κερμοκραςία δωματίου. Ροςότθτα από το παραπάνω διάλυμα 

μεταωζρεται ςτον κατάλλθλο υάλινο περιζκτθ του ςυςτιματοσ διοχζτευςθσ 

των διαλυμάτων βακμονόμθςθσ του οργάνου και αραιϊνεται με τθν 

κατάλλθλθ ποςότθτα ακετονιτριλίου LC/MS (4.4.1.5), ζτςι ϊςτε θ ζνταςθ των 

ιόντων αναωοράσ με τιμζσ m/z 121,0509 και 922,0098 να μθν υπερβαίνει 

κατά τθ διάρκεια τθσ ανάλυςθσ τα 200 Κ. Θ ζνταςθ των ιόντων αναωοράσ 
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διαωοροποιείται ςθμαντικά ανάλογα με τθν ταχφτθτα ροισ τθσ κινθτισ 

ωάςθσ και τθ ςφςταςθ αυτισ, τθ χρθςιμοποίθςθ ι όχι όξινων τροποποιθτϊν, 

τθν εωαρμογι ιςοκρατικισ ι βακμιδωτισ ζκλουςθσ και τισ ςυνκικεσ 

λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν (κυρίωσ τισ τιμζσ των δυναμικϊν του 

οκταπόλου και του fragmentor). Για το λόγο αυτό, ο ςυντελεςτισ αραίωςθσ 

του διαλφματοσ μαηϊν αναωοράσ προςαρμόηεται κάκε ωορά ανάλογα με τισ 

ςυνκικεσ τισ εκάςτοτε αναλυτικισ μεκόδου.         

4.4.2.32. Διάλυμα διόρκωςθσ μαηϊν αναωοράσ ςε λειτουργία αρνθτικοφ ιοντιςμοφ 

Ραραςκευάηεται από το API-TOF Reference mass solution kit (4.4.2.16) ωσ 

εξισ: Σε ωιάλθ πολυπροπυλενίου με βιδωτό πϊμα, μεταωζρεται το 

περιεχόμενο (2,2 mL) μιασ αμποφλασ τριωκοροξικοφ αμμωνίου, μιασ 

αμποφλασ τθσ ουςίασ HP-0921 και 2 αμπουλϊν πουρίνθσ και ακολοφκωσ 

αραιϊνονται με προςκικθ 900 mL ακετονιτριλίου LC/MS (4.4.1.5) και 100 mL 

νεροφ LC/MS (4.4.1.6). Ακολουκεί καλι ανάμιξθ και ωφλαξθ ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Ροςότθτα από το παραπάνω διάλυμα μεταωζρεται ςτον 

κατάλλθλο υάλινο περιζκτθ του ςυςτιματοσ διοχζτευςθσ των διαλυμάτων 

βακμονόμθςθσ του οργάνου και αραιϊνεται με τθν κατάλλθλθ ποςότθτασ 

ακετονιτριλίου LC/MS (4.4.1.5), ζτςι που θ ζνταςθ των παρατθροφμενων 

ιόντων αναωοράσ να κυμαίνεται κατά τθ διάρκεια τθσ ανάλυςθσ εντόσ του 

εφρουσ 40-200 Κ. Στθν περίπτωςθ του αρνθτικοφ ιοντιςμοφ το είδοσ των 

παρατθροφμενων ιόντων εξαρτάται ςθμαντικά από τθ ςφςταςθ τθσ κινθτισ 

ωάςθσ , κυρίωσ ωσ προσ το είδοσ και τθν αναλογία του όξινου τροποποιθτι. 

 

 

4.4.3. Ρυθμιςτικϊ Διαλϑματα 

 υκμιςτικό διάλυμα ωωςωορικϊν pH 7,0 

Ηυγίηονται 32,4 g όξινου ωωςωορικοφ καλίου (K2HPO4, 4.4.2.3) και 13,5 g 

διςόξινου ωωςωορικοφ καλίου (KH2PO4, 4.4.2.4) και διαλφονται ςε 250 mL 

απεςταγμζνου νεροφ ςε υάλινθ ωιάλθ των 250 mL. Ακολουκεί ιπια 

κζρμανςθ του διαλφματοσ υπό μαγνθτικι ανάδευςθ, επαναωορά ςε 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και ρφκμιςθ του pH ςτθν τιμι 7,0 (εωόςον 

χρειάηεται), που γίνεται προςκικθ ςταγόνων πυκνοφ ωωςωορικοφ οξζοσ    85 

% (4.4.2.5). Φυλάςςεται ςτο ψυγείο και χρθςιμοποιείται κατά τθν 

προκατεργαςία δειγμάτων οφρων ακλθτϊν ςτο ςτάδιο τθσ ενηυμικισ 

υδρόλυςθσ (κεωάλαιο 5).    

 υκμιςτικό διάλυμα οξικϊν 1Μ pH 5,2 

Ραραςκευάηεται ωσ εξισ: 57 mL παγόμορωου οξικοφ οξζοσ (CH3COOH, 

4.4.2.12) αραιϊνονται με 1000 mL απεςταγμζνου νεροφ ςε υάλινθ ωιάλθ με 

βιδωτό πϊμα και το διάλυμα που προκφπτει μετά από ανάδευςθ (διάλυμα Α) 

ωυλάςςεται ςτο ψυγείο. Ηυγίηονται 82,1 g άνυδρου οξικοφ νατρίου 

(CH3COONa, 4.4.2.13) και διαλφονται ςε 1000 mL απεςταγμζνου νεροφ ςε 

υάλινθ ωιάλθ των 1000 mL με βιδωτό πϊμα και το διάλυμα που προκφπτει 

(διάλυμα Β) ωυλάςςεται ςτο ψυγείο. Για τθν παραςκευι του ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ οξικϊν αναμιγνφονται 232 mL διαλφματοσ Α με 768 mL 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4: Βαςική Οργανολογία - Αντιδραςτήρια 

 

Σελίδα | 75  
 

διαλφματοσ Β ςε υάλινθ ωιάλθ των 1000 mL. Ελζγχεται το pH του 

διαλφματοσ. Στθν περίπτωςθ που θ τιμι του pH υπερβαίνει το 5,3 

προςτίκεται διάλυμα Α μζχρι το pH να γίνει 5,2, ενϊ εάν θ τιμι αυτοφ είναι 

μικρότερθ από 5,1 προτίκεται διάλυμα Β. Το ρυκμιςτικό διάλυμα που 

προκφπτει ωυλάςςεται ςτο ψυγείο και χρθςιμοποιείται ςτο ςτάδιο τθσ 

ενηυμικισ υδρόλυςθσ οφρων αλόγων κατά τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ (κεωάλαιο 9). 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 5 
ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΗ ΜΕΘΟΔΟΤ ΑΡΩΗ LC/TOF-

MS ΓΙΑ ΣΗΝ ΑΝΙΦΝΕΤΗ  ΑΠΑΓΟΡΕΤΜΕΝΩΝ ΟΤΙΩΝ Ε 

ΟΤΡΑ ΑΘΛΗΣΩΝ  

5.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΣΚΟΡΟΣ ΤΘΣ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, θ Λίςτα Aπαγορευμζνων Ουςιϊν, που ανανεϊνεται και  

ανακοινϊνεται ςε ετιςια βάςθ από το WADA, περιλαμβάνει ζνα μεγάλο αρικμό ουςιϊν, 

τόςο ςχετικά χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ (<600, π.χ. ςτεροειδι, αηωτοφχεσ ενϊςεισ κλπ), 

όςο και μεγαλομορίων (πρωτεϊνικισ ι πολυςακχαριδικισ ωφςεωσ π.χ. αυξθτικι ορμόνθ, 

παράγωγα αμφλου κλπ).19 Θ ωαςματομετρία μαηϊν ςυνδυαςμζνθ είτε με 

αεριοχρωματογραωία (GC/MS), είτε με υγροχρωματογραωία (LC/MS) αποτελεί τθν κφρια 

τεχνικι ανάλυςθσ που χρθςιμοποιοφν τα εργαςτιρια ελζγχου ντόπινγκ ςτο πρϊτο ςτάδιο 

του ελζγχου των δειγμάτων οφρων για τθν πικανι φπαρξθ κάποιασ απαγορευμζνθσ ουςίασ, 

δθλαδι τισ αναλφςεισ ςάρωςθσ (screening analysis).5,7 Στισ αναλφςεισ αυτζσ τα οφρα 

αποτελοφν το κατεξοχιν χρθςιμοποιοφμενο βιολογικό υλικό, όπου ελζγχεται θ φπαρξθ 

απαγορευμζνων ουςιϊν ι/και προϊόντων του μεταβολιςμοφ αυτϊν. Τα διαπιςτευμζνα 

εργαςτιρια για να επιτφχουν τθν ανίχνευςθ των εκατοντάδων διαωορετικϊν μορίων 

χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ που ποικίλουν ωσ προσ τα δομικά χαρακτθριςτικά και τισ 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ,  χρθςιμοποιοφν περιςςότερα του ενόσ αναλυτικά πρωτόκολλα 

ςάρωςθσ, τα οποία διαωζρουν τόςο ςτον τρόπο κατεργαςίασ των δειγμάτων (π.χ. το είδοσ, 

το pH, ι/και το διαλφτθ τθσ εκχυλιςτικισ διαδικαςίασ, το είδοσ παραγωγοποίθςθσ), όςο και 

ςτθν αναλυτικι τεχνικι (GC, GC/MS ι LC/MS) ι/και τον τφπο του αναλυτικοφ οργάνου (π.χ. 

GC/HRMS, GC/TOF-MS, LC/MSMS, LC/TOF-MS).6,25,26 Νζεσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ 

προςτίκενται κάκε χρόνο ςτθ Λίςτα, υποχρεϊνοντασ τα εργαςτιρια να διακζτουν 

αναλυτικζσ διαδικαςίεσ που επιτρζπουν τθν εφκολθ ενςωμάτωςθ νζων αναλυτϊν ςτο πεδίο 

των ελεγχόμενων ουςιϊν και να ικανοποιοφν τα κριτιρια του WADA για ανίχνευςθ ςτο 

Ελάχιςτο Απαιτοφμενο Πριο Απόδοςθσ (MRPL). Στο Εργαςτιριο του ΟΑΚΑ, όπωσ ιδθ ζχει 

αναωερκεί ςε προθγοφμενο κεωάλαιο, ςτο ςτάδιο των προςανατολιςτικϊν διαδικαςιϊν 

ςάρωςθσ για τθν ανίχνευςθ μικρομοριακϊν ουςιϊν ςτα οφρα ακλθτϊν, εωαρμόηονταν ζξι 

διαωορετικζσ αναλυτικζσ διαδικαςίεσ που περιελάμβαναν τζςςερα ξεχωριςτά πρωτόκολλα 

κατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων.    

Σφμωωνα με τα ςτατιςτικά δεδομζνα του WADA, ο αρικμόσ των δειγμάτων που ελζγχονται 

από τα 38 ανά τον κόςμο διαπιςτευμζνα εργαςτιρια παρουςιάηει ςθμαντικι αφξθςθ τα 

τελευταία χρόνια, ωτάνοντασ περίπου τα 200.000 δείγματα ετθςίωσ.101 Λαμβάνοντασ 

υπόψθ το ςυνεχϊσ αυξανόμενο αρικμό απαγορευμζνων ουςιϊν και αναλυόμενων 

δειγμάτων, αλλά και τισ υψθλζσ απαιτιςεισ ςτο χρόνο ζκδοςθσ των αποτελεςμάτων, το 

ςυχνά περιοριςμζνο διακζςιμο όγκο δείγματοσ οφρων και το υψθλό κόςτοσ των 

αναλφςεων, θ ανάπτυξθ αναλυτικϊν διαδικαςιϊν ςάρωςθσ που να επιτυγχάνουν τθν 

ταυτόχρονθ ανίχνευςθ μεγάλου αρικμοφ ουςιϊν κακίςταται πρωταρχικισ ςθμαςίασ για τα 

εργαςτιρια ελζγχου ντόπινγκ. 
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Για πολλά χρόνια ο ςυνδυαςμόσ τθσ αεριοχρωματογραωίασ με τθ ωαςματομετρία μαηϊν 

αποτελοφςε τθν κφρια εωαρμοηόμενθ αναλυτικι τεχνικι ςτισ διαδικαςίεσ ςάρωςθσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν. Εν τοφτοισ, θ τεχνικι αυτι παρουςιάηει το μειονζκτθμα τθσ 

αδυναμίασ ανάλυςθσ κερμοευαίςκθτων ουςιϊν, ενϊ θ επίπονθ παραςκευαςτικι 

προκατεργαςία που απαιτείται για τθν ανάλυςθ πολικϊν και μθ πτθτικϊν ουςιϊν, κακιςτά 

δφςκολθ τθν εωαρμογι τθσ ςε ενοποιθμζνα πρωτόκολλα ςάρωςθσ μεγάλου αρικμοφ και 

ποικίλθσ ωφςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν. Τθν τελευταία δεκαετία, ο ςυνδυαςμόσ τθσ 

ωαςματομετρίασ μαηϊν με τθν υγροχρωματογραωία, βρίςκει όλο και περιςςότερεσ 

εωαρμογζσ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ, αωοφ επιτρζπει τθν ανίχνευςθ όχι μόνο των χαμθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ μορίων αλλά και των μεγαλομοριακϊν ουςιϊν που περιλαμβάνονται ςτθ 

Λίςτα.102-108 Σε ό,τι αωορά τθν ανάλυςθ μικρομοριακϊν ενϊςεων, θ ςυνεχισ τεχνολογικι 

εξζλιξθ των αναλυτϊν μαηϊν που χρθςιμοποιοφνται ςτα ςυςτιματα LC/MS κακιςτά πλζον 

εωικτι τθν ταυτόχρονθ ανάλυςθ εκατοντάδων ουςιϊν με εξαιρετικι ευαιςκθςία και 

εκλεκτικότθτα. 109-111 

Τα τελευταία χρόνια ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία ζνασ ςθμαντικόσ αρικμόσ εργαςιϊν 

που αωοροφν αναλυτικζσ διαδικαςίεσ ςάρωςθσ με ςτόχο τθ ςφγχρονθ ανίχνευςθ 

απαγορευμζνων ουςιϊν διαωορετικϊν κατθγοριϊν, γεγονόσ που υποςτθρίηει και τθν 

ανάγκθ φπαρξθσ τζτοιων ςυνδυαςτικϊν αναλυτικϊν πρωτοκόλλων για τα εργαςτιρια που 

διενεργοφν τουσ ελζγχουσ. Στισ εργαςίεσ αυτζσ ο ςυνδυαςμόσ υγροχρωματογραωίασ –

ωαςματομετρίασ μαηϊν αποτελεί τθν κατεξοχιν χρθςιμοποιοφμενθ αναλυτικι τεχνικι 

ανίχνευςθσ των απαγορευμζνων ουςιϊν ςτα οφρα των ακλθτϊν. Οι ςχετικζσ 

βιβλιογραωικζσ αναωορζσ παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 5.1 που ακολουκεί, όπου 

παρατίκενται περιλθπτικά και κάποια ςτοιχεία των αναλυτικϊν πρωτοκόλλων που 

αναπτφχκθκαν ςτισ αναωερόμενεσ ερευνθτικζσ εργαςίεσ. 
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Ρίνακασ 5.1: Βιβλιογραωικζσ αναωορζσ αναλφςεων ςάρωςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν με τθν 
τεχνικι τθσ υγροχρωματογραωίασ – ωαςματομετρίασ μαηϊν 

  

Αναφορά 
(Ζτοσ) 

Ανιχνευόμενεσ Ουςίεσ 
Στοιχεία Αναλυτικισ Διαδικαςίασ  

(προκατεργαςία δειγμάτων οφρων, τεχνικι 
ιοντιςμοφ, αναλυτισ μαηών, χρόνοσ ανάλυςθσ) 

112  
(2006) 

κορτικοςτεροειδι, διεγερτικά, 
αντι-οιςτρογόνα, αναβολικά 
ςτεροειδι 
(ςυνολικά 28 αναλφτεσ) 

Υγρό-υγρό εκχφλιςθ 
Υγροχρωματογραωία υπερυψθλισ απόδοςθσ  
ESI(+),UHPLC-MS/MS  
(αναλυτισ τριπλό τετράπολο, λειτουργία MRM) 
Χρόνοσ ανάλυςθσ: 15 min 

113  
(2006) 

κορτικοςτεροειδι, αναβολικά 
ςτεροειδι, αντιδιαβθτικά, 
αντιωλεγμονϊδθ, διουρθτικά κ.α  
(ςυνολικά 85 ουςίεσ ςε άλογα) 

Εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ, ςυλλζγονται 2 κλάςματα 
που αναλφονται με ξεχωριςτι μζκοδο:  
ESI(+),LC-MS/MS και ESI(-),LC-MS/MS 
(αναλυτισ τριπλό τετράπολο, MRM) 
Χρόνοσ ανάλυςθσ: 10 min για κάκε κλάςμα  

114 
(2007) 

διεγερτικά, ναρκωτικά, 
διουρθτικά, 
β-ανταγωνιςτζσ, β2-αγωνιςτζσ, 
διουρθτικά, αντι-οιςτρογόνα  
(ςυνολικά 97 αναλφτεσ) 

Εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ, ςυλλζγονται δφο 
εκλοφςματα  που αναλφονται ξεχωριςτά 
ESI(+), LC/TOF-MS  
Χρόνοσ ανάλυςθσ: 27 min για κάκε κλάςμα    

115 
(2008) 

διεγερτικά, διουρθτικά, οπιοειδι 
(ςυνολικά 130 αναλφτεσ) 

Απευκείασ ανάλυςθ οφρων μετά από αραίωςθ 
Υγροχρωματογραωία υπερυψθλισ απόδοςθσ  
UHPLC-MS/MS (τριπλό τετράπολο ςε λειτουργία 
MRM). Ιοντιςμόσ ESI(+) και ESI(-) ςε διαωορετικά 
χρονικά παράκυρα ςτθν ίδια μζκοδο ανάλυςθσ 
Χρόνοσ ανάλυςθσ: 7,5 min 

116 
(2008) 

αναβολικά ςτεροειδι, β2-
αγωνιςτζσ, αντι-οιςτρογόνα  
κ.α αναβολικοί παράγοντεσ  

Υγρό-υγρό εκχφλιςθ 
LC/Orbitrap-MS,  Τεχνικι ιοντιςμοφ: APCI 
(Μζτρθςθ ακριβοφσ μάηασ τριϊν ιόντων για κάκε 
ουςία από κραυςματοποίθςθ ςτθν πθγι ιοντιςμοφ.  

117 
(2008) 

κορτικοςτεροειδι, διεγερτικά, 
αντι-οιςτρογόνα, αναβολικά 
ςτεροειδι, β-ανταγωνιςτζσ, 
διουρθτικά 
(ςυνολικά 28 αναλφτεσ) 

Διπλι υγρό-υγρό εκχφλιςθ 
LC-MS/MS (τριπλό τετράπολο ςε λειτουργία MRM). 
Ιοντιςμόσ ESI(+) και ESI(-) ςε διαωορετικά χρονικά 
παράκυρα ςτθν ίδια μζκοδο ανάλυςθσ  
Χρόνοσ ανάλυςθσ: 19 min 

118 
(2009) 

β-ανταγωνιςτζσ, β2-αγωνιςτζσ, 
διεγερτικά, ναρκωτικά, 
διουρθτικά, αντι-οιςτρογόνα 
(ςυνολικά 28 αναλφτεσ)  

Απευκείασ ανάλυςθ μετά από ωυγοκζντρθςθ και 
αραίωςθ των δειγμάτων οφρων 
Υγροχρωματογραωία υπερυψθλισ απόδοςθσ  
UHPLC/QTOF-MS (λειτουργία πλιρουσ ςάρωςθσ, 
full scan). Διπλι ανάλυςθ κάκε δείγματοσ ςε 
ςυνκικεσ ESI(+) και ESI(-). 
Χρόνοσ κάκε ανάλυςθσ: 9 min 

119 
(2009) 

β-ανταγωνιςτζσ, β2-αγωνιςτζσ, 
διεγερτικά, ναρκωτικά, 
διουρθτικά, αντι-οιςτρογόνα, 
αναβολικά ςτεροειδι, 
κορτικοςτεροειδι 
(ςυνολικά 197 αναλφτεσ) 

Διπλι εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ 
Υγροχρωματογραωία υπερυψθλισ απόδοςθσ 
UHPLC/TOF-MS Διπλι ανάλυςθ κάκε δείγματοσ ςε 
ςυνκικεσ ESI(+) και ESI(-). 
Χρόνοσ κάκε ανάλυςθσ: 8 min 

120 
(2010) 

διεγερτικά, ναρκωτικά, αναβολικά 
ςτεροειδι, κορτικοςτεροειδι, 
διουρθτικά, β2-αγωνιςτζσ 
(ςυνολικά 56 αναλφτεσ) 

Εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ 
Υγροχρωματογραωία υπερυψθλισ απόδοςθσ 
UHPLC/TOF-MS Διπλι ανάλυςθ κάκε δείγματοσ ςε 
ςυνκικεσ ESI(+) και ESI(-). 
Χρόνοσ κάκε ανάλυςθσ: 13 min 
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   Ππωσ διαπιςτϊνεται από τθ βιβλιογραωικι ζρευνα, ο ςυνδυαςμόσ τθσ 

υγροχρωματογραωίασ με ςυςτιματα δίδυμθσ ωαςματομετρίασ (ςυςτιματα τριπλοφ 

τετραπόλου ι παγίδασ ιόντων) ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ για αναλφςεισ ςάρωςθσ 

πολλαπλϊν απαγορευμζνων ουςιϊν, επιτυγχάνοντασ εξαιρετικι ευαιςκθςία και 

εκλεκτικότθτα. Εντοφτοισ, θ τεχνικι αυτι μπορεί να εωαρμοςτεί για τθν ανίχνευςθ 

μεγάλου, αλλά όχι απεριόριςτου αρικμοφ γνωςτϊν ουςιϊν, για τισ οποίεσ ζχει προεπιλεγεί 

θ απομόνωςθ, θ κραυςματοποίθςθ και θ παρακολοφκθςθ ςυγκεκριμζνων μθτρικϊν και 

κυγατρικϊν ιόντων. Αντίκετα, αναλυτζσ μαηϊν όπωσ ο αναλυτισ χρόνου πτιςθσ (TOF) και ο 

αναλυτισ τροχιακισ παγίδασ (Orbitrap) λειτουργοφν με τθ ςυνεχι λιψθ ωαςμάτων 

πλιρουσ ςάρωςθσ και επιτυγχάνουν ευαιςκθςία και εκλεκτικότθτα χάρθ ςτθν υψθλι 

διαχωριςτικι τουσ ικανότθτα και τθν εξαιρετικά υψθλι ακρίβεια ςτθ μζτρθςθ των τιμϊν 

λόγου m/z. Με τον τρόπο αυτό, αναλυτζσ τζτοιου τφπου μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για 

τθν παρακολοφκθςθ απεριόριςτου αρικμοφ γνωςτϊν ουςιϊν, αλλά και για τθν ανίχνευςθ 

ουςιϊν των οποίων τα ςτοιχεία είναι άγνωςτα κατά τθ ςτιγμι τθσ ανάλυςθσ του δείγματοσ. 

Θ χρθςιμοποίθςθ του αναλυτι TOF ςε αναλφςεισ ςάρωςθσ γνωςτϊν και άγνωςτων 

ενϊςεων βρίςκει εωαρμογι εκτόσ από τον ζλεγχο ντόπινγκ114,118-122 και ςε άλλα πεδία, όπωσ 

ςτθν τοξικολογία123-126, ςτθν ανάλυςθ τροωίμων122,127-132, κτθνιατρικϊν ωαρμάκων, ςτθν 

εφρεςθ και ταυτοποίθςθ μεταβολιτϊν133-137, ςτθν ανίχνευςθ ωυτοωαρμάκων129,131,138,139  και 

ςε άλλου είδουσ περιβαλλοντικζσ αναλφςεισ140-142. 

Ο ςυνδυαςμόσ τθσ ωαςματομετρίασ μαηϊν με αναλυτι χρόνου πτιςθσ με ςυςτιματα 

υγροχρωματογραωίασ υπερυψθλισ απόδοςθσ (UHPLC) ςυναντάται ςε ζνα πολφ μεγάλο 

μζροσ των εργαςιϊν που προαναωζρκθκαν και αωοροφν αναλφςεισ ςάρωςθσ μεγάλου 

αρικμοφ ουςιϊν. Θ χρθςιμοποίθςθ πλθρωτικϊν υλικϊν χρωματογραωίασ με μζγεκοσ 

ςωματιδίων κάτω από 2 μm, οδθγεί ςτον ταχφ και ικανοποιθτικό διαχωριςμό των 

αναλυτϊν, ακόμα και αυτϊν παραπλιςιασ δομισ. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται 

δραςτικι μείωςθ του χρόνου τθσ ανάλυςθσ (ςε ςχζςθ με τθ ςυμβατικι 

υγροχρωματογραωία υψθλισ απόδοςθσ, HPLC), διατθρϊντασ ςυγχρόνωσ ικανοποιθτικό 

χρωματογραωικό διαχωριςμό143 και αυξάνεται ςθμαντικά θ ευαιςκθςία. Κακϊσ το εφροσ 

των χρωματογραωικϊν κορυωϊν ελαττϊνεται, κρίνεται αναγκαία θ χρθςιμοποίθςθ 

αναλυτϊν ταχείασ ςάρωςθσ, όπωσ οι αναλυτζσ χρόνου πτιςθσ, αλλά και οι αναλυτζσ 

τριπλοφ τετραπόλου, ϊςτε να επιτευχκεί θ λιψθ ικανοποιθτικοφ αρικμοφ μετριςεων 

(ςθμείων) για τον ορκό κακοριςμό μιασ χρωματογραωικισ κορυωισ. 

Αντικείμενο τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ ανάπτυξθ μεκόδου ςάρωςθσ για τθν ανίχνευςθ 

χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν. Για το ςκοπό αυτό, 

χρθςιμοποιικθκε ςφςτθμα υγροχρωματογραωίασ υπερυψθλισ απόδοςθσ και 

ωαςματόμετρο μαηϊν με τετραπολικό αναλυτι ςυηευγμζνο με αναλυτι χρόνου πτιςθσ 

(QTOF-MS). Αρχικόσ ςτόχοσ ιταν, με αωορμι τθν ευγενικι προςωορά του παραπάνω 

ςυςτιματοσ από τθν εταιρεία Agilent Technologies ςτο Εργαςτιριο Ελζγχου Doping του 

ΟΑΚΑ, θ ανάπτυξθ μιασ μεκόδου ςάρωςθσ για τθν ανίχνευςθ των κορτικοςτεροειδϊν και 

μικροφ αρικμοφ αναβολικϊν παραγόντων και β2-αγωνιςτϊν, αντίςτοιχθ με τθν ιδθ 

προχπάρχουςα και εωαρμοηόμενθ ςτο Εργαςτιριο διαδικαςία ανίχνευςθσ με το αναλυτικό 

ςφςτθμα LC-/IΤ-MS.27  Θ παραπάνω αναπτυχκείςα μζκοδοσ επικυρϊκθκε και ζδωςε 

ικανοποιθτικά αποτελζςματα για τισ ουςίεσ που είχαν επιλεγεί, χωρίσ τθν ανάγκθ 

τροποποίθςθσ τθσ παραςκευαςτικισ διαδικαςίασ που ιδθ χρθςιμοποιοφςε το Εργαςτιριο 
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για τθν διαδικαςία ανίχνευςθσ αναβολικϊν παραγόντων και κορτικοςτεροειδϊν. Ζτςι, 

τζκθκε ωσ ςτόχοσ θ περαιτζρω διερεφνθςθ τθσ δυνατότθτασ επζκταςθσ τθσ εωαρμογισ τθσ 

παραπάνω μεκόδου ςτθν ανίχνευςθ  μικρομοριακϊν ουςιϊν από όλεσ τισ κατθγορίεσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν. Ζγινε δθλαδι προςπάκεια ανάπτυξθσ ενόσ διευρυμζνου 

αναλυτικοφ πρωτοκόλλου ςάρωςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν διατθρϊντασ τθν 

παραςκευαςτικι πορεία ανίχνευςθσ των αναβολικϊν παραγόντων, που αποτελεί μια 

ςχετικά απλι διαδικαςία χειριςμοφ των αναλυόμενων δειγμάτων οφρων (μονι πορεία υγρό 

– υγρό εκχφλιςθσ) και ανάλυςθ του εκχυλίςματοσ με το ςφςτθμα LC/QTOF-MS ςε ςυνκικεσ 

λειτουργίασ πλιρουσ ςάρωςθσ. Θ ανάπτυξθ ενόσ τζτοιου πρωτοκόλλου είχε ωσ ςτόχο τθν 

ικανοποιθτικι ανίχνευςθ όχι μόνο των ιδθ γνωςτϊν απαγορευμζνων ουςιϊν που 

ςυμπεριλαμβάνονταν ςτθ Λίςτα του WADA που τζκθκε ςε ιςχφ για το ζτοσ 2010, αλλά και 

ςε μελλοντικι αναδρομικι ανίχνευςθ άγνωςτων μζχρι ςτιγμισ ουςιϊν (designer drugs). 

     

5.2. ΟΥΣΙΕΣ ΡΟΥ ΕΞΕΤΑΣΤΘΚΑΝ 

Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκαν ουςίεσ από όλεσ τισ κατθγορίεσ των χαμθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ απαγορευμζνων ουςιϊν: αναβολικά ςτεροειδι και άλλοι αναβολικοί 

παράγοντεσ, ανταγωνιςτζσ και ρυκμιςτζσ ορμονϊν, β2-αγωνιςτζσ,  διουρθτικά και άλλοι 

καλυπτικοί παράγοντεσ, διεγερτικά, κορτικοςτεροειδι, β-αναςτολείσ. Λαμβάνοντασ υπόψθ 

τισ διακζςιμεσ πλθροωορίεσ για το μεταβολιςμό κακεμιάσ εκ των παραπάνω ουςιϊν, 

ελζγχεται ςτα οφρα θ φπαρξθ τθσ μθτρικισ ουςίασ ι/και ενόσ ι περιςςότερων μεταβολιτϊν 

αυτισ. Οι απαγορευμζνεσ ουςίεσ και οι μεταβολίτεσ αυτϊν που μελετικθκαν αναωζρονται 

ςτο Ραράρτθμα 1, όπου παρατίκενται για κακεμία από αυτζσ θ χθμικι δομι, ο μοριακόσ 

τφποσ, θ ακριβισ μοριακι μάηα, θ κατθγορία ςτθν οποία ανικει και θ ελάχιςτθ 

ςυγκζντρωςθ που πρζπει να ανιχνεφεται ςτα οφρα των ακλθτϊν από τα εργαςτιρια 

ελζγχου ντόπινγκ (Minimum Required Performance Level, MRPL), όπωσ αυτι κακορίηεται 

από το WADA.29 

 

5.3. ΥΛΙΚΑ ΑΝΑΦΟΑΣ (Reference material) 

Ωσ υλικό αναωοράσ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ ορίηεται μια ουςία για τθν οποία ζχουν 

κακιερωκεί επαρκϊσ μια ι περιςςότερεσ ιδιότθτεσ, ϊςτε να μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςαν 

ουςία ςτθ βακμονόμθςθ ενόσ αναλυτικοφ ςυςτιματοσ, ςτθν αξιολόγθςθ και επικφρωςθ 

μιασ αναλυτικισ μεκόδου και ςτθ διαδικαςία επιβεβαίωςθσ ενόσ κετικοφ δείγματοσ. Ωσ 

υλικό αναωοράσ ςτθν περίπτωςθ ποιοτικισ μεκόδου ανάλυςθσ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί 

και δείγμα οφρων που λαμβάνεται μετά από χοριγθςθ ςκευάςματοσ απαγορευμζνθσ 

ουςίασ (μεταβολικό δείγμα), με τθν προχπόκεςθ τα αναλυτικά δεδομζνα να είναι αρκετά, 

ϊςτε να δικαιολογείται θ ταυτότθτα των μεταβολιτϊν τθσ χορθγοφμενθσ ουςίασ. Επίςθσ,  

τα δείγματα αξιολόγθςθσ του Εργαςτθρίου (proficiency test samples) και δείγματα άλλων 

διεργαςτθριακϊν δοκιμϊν και επίςθμων ελζγχων είναι υλικά αναωοράσ.16 
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Τα υλικά αναωοράσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα εργαςία (ποιοτικι ανάλυςθ) 

είχαν τθ μορωι πρότυπθσ ουςίασ υπό τθ μορωι ςκόνθσ, διαλφματοσ ι ωαρμακευτικοφ 

ςκευάςματοσ  και τθ μορωι μεταβολικοφ δείγματοσ.  

 

5.3.1.  Πρϐτυπεσ ουςύεσ αναφορϊσ  

Στο Ραράρτθμα 2 παρουςιάηονται οι πλθροωορίεσ κακαρότθτασ και προζλευςθσ των 

ουςιϊν αναωοράσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των προτφπων διαλυμάτων 

των εξεταηόμενων ουςιϊν. Ζνασ αρικμόσ αναλυτϊν δεν ιταν εμπορικά διακζςιμοσ και οι 

ουςίεσ αναωοράσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν προςωορά από άλλα διαπιςτευμζνα 

εργαςτιρια ελζγχου ντόπινγκ (Κολωνίασ (Γερμανία), Γάνδθσ (Βζλγιο), ϊμθσ (Ιταλία), 

Seibersdorf (Αυςτρία), Μόςχασ (ωςία), Τόκιο (Ιαπωνία), Σφδνεχ (Αυςτραλία)), ι από τον 

Οργανιςμό Αντι-ντόπινγκ των Θνωμζνων Ρολιτειϊν (United States Anti-doping Agency, 

USADA, Colorado Springs, CO, USA) και τθν Ραγκόςμια Ζνωςθ Επιςτθμόνων Αντι-ντόπινγκ 

(World Association of Anti-doping Scientists, WAADS). 

 

5.3.2.   Μεταβολικϊ δεύγματα 

Τα μεταβολικά δείγματα που αναλφκθκαν για τθν ανίχνευςθ μθ εμπορικά διακζςιμων 

μεταβολιτϊν με τθν αναπτυχκείςα μζκοδο ςάρωςθσ, ελιωκθςαν από εκελοντζσ μετά από 

ελεγχόμενθ χοριγθςθ κεραπευτικϊν δόςεων απαγορευμζνων ουςιϊν και λιψθ δειγμάτων 

οφρων ανά τακτά χρονικά διαςτιματα, ι παραχωρικθκαν ςτο Εργαςτιριο από άλλα 

διαπιςτευμζνα εργαςτιρια, το WADA και τθ WAADS. Οι απαγορευμζνεσ ουςίεσ για τισ 

οποίεσ αναλφκθκαν μεταβολικά δείγματα αναωζρονται ςτο Ραράρτθμα 1. 

 

5.4. ΡΟΤΥΡΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ ΚΑΙ ΕΓΑΣΙΑΣ 

5.4.1.   Πρϐτυπα διαλϑματα παρακαταθόκησ 

Για όλεσ τισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ, για τισ οποίεσ υπιρχαν διακζςιμεσ ουςίεσ αναωοράσ 

παραςκευάςτθκαν πρότυπα διαλφματα παρακατακικθσ, είτε με ηφγιςθ κατάλλθλθσ 

ποςότθτασ ςτερεοφ και διάλυςθ, είτε με διάλυςθ προηυγιςμζνθσ ποςότθτασ ουςίασ ςε 

αμποφλα, είτε με κατάλλθλθ αραίωςθ υλικοφ αναωοράσ ςε μορωι διαλφματοσ 

χρθςιμοποιϊντασ τον κατάλλθλο διαλφτθ (ςυνικωσ μεκανόλθ ι νερό ι μίγματα αυτϊν). 

Στθν περίπτωςθ υλικϊν αναωοράσ ςε μορωι διςκίου προθγικθκε κονιοποίθςθ αυτοφ και 

ακολοφκθςε ηφγιςθ, διάλυςθ ςε κατάλλθλο διαλφτθ υποβοθκοφμενθ από λουτρό 

υπεριχων και διζλευςθ του διαλφματοσ από ωίλτρα μεγζκουσ πόρων 0,45 μm. Θ 

ςυγκζντρωςθ των αναλυτϊν ςτα παραπάνω πρότυπα διαλφματα κυμάνκθκε ςτισ 

περιςςότερεσ περιπτϊςεισ μεταξφ 1 – 5 mg mL-1. 

Λαμβάνοντασ κατάλλθλουσ όγκουσ από τα παραπάνω διαλφματα και με κατάλλθλθ 

αραίωςθ με μεκανόλθ παραςκευάςτθκαν 12 πρότυπα πολυςυςτατικά διαλφματα 

παρακατακικθσ, που περιελάμβαναν τθν πλειοψθωία των αναλυτϊν που μελετικθκαν 

ςτθν παροφςα εργαςία (Ραράρτθμα 3). Πλα τα διαλφματα παρακατακικθσ των αναλυτϊν 

ωυλάςςονταν ςτο ςκοτάδι και ςε καταψφκτεσ ςτουσ -20 οC. 
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Μεκανολικά διαλφματα παρακατακικθσ παραςκευάςτθκαν για τισ ουςίεσ                                    

17α-methyltestosterone και codeine που χρθςιμοποιικθκαν ωσ εςωτερικά πρότυπα ςε 

ςυγκεντρϊςεισ 0,6 mg mL-1 και 5 mg mL-1, αντίςτοιχα. 

 

5.4.2.   Πρϐτυπα διαλϑματα εργαςύασ 

Τα πρότυπα διαλφματα εργαςίασ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των 

εμβολιαςμζνων δειγμάτων οφρων παραςκευάςτθκαν με κατάλλθλθ αραίωςθ των 

πολυςυςτατικϊν διαλυμάτων παρακατακικθσ των αναλυτϊν με μεκανόλθ και 

παρατίκενται ςτο Ραράρτθμα 3. Με κατάλλθλθ αραίωςθ των διαλυμάτων παρακατακικθσ 

των εςωτερικϊν προτφπων με μεκανόλθ παραςκευάςτθκε διάλυμα εργαςίασ αυτϊν που 

περιείχε τισ ουςίεσ 17α-methyltestosterone και codeine ςε ςυγκζντρωςθ 5 μg mL-1. Τα 

διαλφματα εργαςίασ ωυλάςςονταν ςτο ςκοτάδι ςτουσ -20 oC και αποψφχονταν τθν θμζρα 

τθσ χριςθσ. 

 

5.5. ΣΥΝΘΘΚΕΣ ΛΕΙΤΟΥΓΙΑΣ ΣΥΣΤΘΜΑΤΟΣ LC/QTOF-MS 

5.5.1. υνθόκεσ λειτουργύασ υγροχρωματογραφικοϑ ςυςτόματοσ 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ςτθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε ςφςτθμα 

υγροχρωματογραωίασ υπερυψθλισ απόδοςθσ (UHPLC) τθσ εταιρείασ Agilent Technologies. 

Θ αναλυτικι ςτιλθ που χρθςιμοποιικθκε για το διαχωριςμό των αναλυτϊν, τόςο μεταξφ 

τουσ όςο και από τα ςυςτατικά του μθτρικοφ υλικοφ είναι ςτιλθ που ωζρει ωσ υλικό 

πλιρωςθσ ομάδεσ ςιλανόλθσ χθμικά ςυνδεδεμζνεσ με αλυςίδεσ 18 ατόμων άνκρακα και 

αναωζρεται ςυνικωσ ωσ C18. Συγκεκριμζνα, χρθςιμοποιικθκε θ ςτιλθ Zorbax Eclipse Plus 

C18 (Agilent Technologies), με μικοσ 10 cm, εςωτερικι διάμετρο 2,1 mm και διάμετρο 

ςωματιδίων 1,8 μm. Θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ρυκμίςτθκε ςτουσ 35 oC. Ωσ κινθτι ωάςθ 

χρθςιμοποιικθκε υδατικό διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου 5 mM και μυρμθκικοφ οξζοσ 

0,01 % (v/v) (διαλφτθσ Α, 4.4.2.20) και διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου 5 mM και 

μυρμθκικοφ οξζοσ 0,01 % (v/v) ςε μίγμα ακετονιτριλίου νεροφ 90/10 (v/v) (διαλφτθσ Β, 

4.4.2.21). Λαμβάνοντασ υπόψθ ότι οι αναλυόμενεσ ουςίεσ παρουςιάηουν μεγάλθ ποικιλία 

ωσ προσ τθν πολικότθτά τουσ, επιλζχκθκε θ χρθςιμοποίθςθ βακμιδωτισ ζκλουςθσ (gradient 

elution) με διατιρθςθ ςτακερισ ταχφτθτασ ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ ςτθν τιμι 0,3 mL min-1. 

Στο πρόγραμμα ζκλουςθσ που χρθςιμοποιικθκε θ αρχικι αναλογία του διαλφτθ Β ςτθν 

κινθτι ωάςθ ιταν 10 % , αυξανόμενθ γραμμικά και ωτάνοντασ το 80 % ςε χρόνο 9 min και 

ςτθ ςυνζχεια το 100 % ςε 1 min, όπου παρζμενε ςτακερι για 2 min και τζλοσ ακολουκοφςε 

ταχεία επιςτροωι ςτθν αρχικι αναλογία (10 %) ςε 0,5 min, όπου παρζμενε για 3,5 min για 

τθν εξιςορρόπθςθ του χρωματογραωικοφ  ςυςτιματοσ ςτθν  αρχικι ςφςταςθ τθσ κινθτισ 

ωάςθσ. Ο ςυνολικόσ χρόνοσ ανάλυςθσ ιταν 13,5 min. Ο αναλυόμενοσ όγκοσ δείγματοσ ιταν 

5 μL. Θ βαλβίδα που υπάρχει ςτο χρθςιμοποιοφμενο ςφςτθμα μετά τθν ζξοδο του 

χρωματογραωικοφ εκλοφςματοσ από τθ ςτιλθ και πριν τθν είςοδό του ςτθν πθγι ιοντιςμοφ 

του ωαςματομζτρου μαηϊν (divert valve) ρυκμίςτθκε να διοχετεφει τθ ροι τθσ κινθτισ 

ωάςθσ εκτόσ του ανιχνευτι μετά τα 11,5 min, χρόνοσ ςτον οποίο ζχει ολοκλθρωκεί θ 

ζκλουςθ όλων των ανιχνευόμενων ουςιϊν. 
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5.5.2. υνθόκεσ λειτουργύασ φαςματομϋτρου μαζών 

Το ωαςματόμετρο μαηϊν που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα εργαςία διζκετε 

τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτι χρόνου 

πτιςθσ (QTOF-MS) και ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό, θ οποία 

ρυκμίςτθκε ςτθν παραγωγι κετικϊν ιόντων (ESI+). Θ κερμοκραςία και θ ταχφτθτα ροισ του 

αερίου αποδιαλφτωςθσ (αηϊτου) ρυκμίςτθκαν ςτουσ 350 οC και 10 L min-1, αντίςτοιχα. Θ 

πίεςθ του αερίου ςτθ βελόνα νεωελοποίθςθσ ςτθν οποία ειςάγεται το χρωματογραωικό 

ζκλουςμα ρυκμίςτθκε ςτα 45 psi. Το δυναμικό του τριχοειδοφσ (capillary voltage) και του 

τεμαχιςτι (skimmer) ςτθν ζξοδο του τριχοειδοφσ ρυκμίςτθκαν ςτα 4000 V και 60 V, 

αντίςτοιχα. Το δυναμικό τθσ πθγισ ιοντιςμοφ που μπορεί να οδθγιςει ςε 

κραυςματοποίθςθ των ιόντων των αναλυτϊν (fragmentor voltage) ρυκμίςτθκε ςτα 140 V, 

με ςτόχο τθν επίτευξθ ιπιων ςυνκθκϊν ιοντιςμοφ που δεν οδθγοφν ςε κραυςματοποίθςθ 

των (πρωτωνιομζνων ωσ επί το πλείςτον) μοριακϊν ιόντων των αναλυτϊν και τθν 

βελτιςτοποίθςθ με τον τρόπο αυτό τθσ ευαιςκθςίασ τθσ μεκόδου, για τθν πλειοψθωία των 

εξεταηόμενων αναλυτϊν. Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ςτθν παροφςα εργαςία επιλζχκθκε θ 

λειτουργία του αναλυτι χρόνου πτιςθσ (TOF) ςε ςυνκικεσ πλιρουσ ςάρωςθσ, δθλαδι το 

τετράπολο και ο κάλαμοσ κραυςματοποίθςθσ που βρίςκονται πριν τον αναλυτι TOF 

επζτρεπαν να ωτάςουν ςε αυτόν όλα τα ιόντα με τθ μορωι που αυτά ςχθματίηονταν ςτθν 

πθγι ιοντιςμοφ. Το εφροσ των ανιχνευόμενων τιμϊν m/z ρυκμίςτθκε ςε 100 – 1100 m/z και 

θ ταχφτθτα ςάρωςθσ ιταν 1 scan sec-1. Ο ανιχνευτισ των ιόντων ρυκμίςτθκε να λειτουργεί 

με ςυχνότθτα 2 GHz, θ οποία προςδίδει ςτο ςφςτθμα το μζγιςτο δυναμικό εφροσ 

λειτουργίασ. Πλεσ οι υπόλοιπεσ παράμετροι λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν, (όπωσ 

οι τιμζσ των δυναμικϊν του εξαπόλου και των ωακϊν για τθν εςτίαςθ και επιτάχυνςθ τθσ 

δζςμθσ των ιόντων, του αναλυτι TOF και του ανιχνευτι των ιόντων) ρυκμίηονταν και 

βελτιςτοποιοφνταν ςτο ςφνολό τουσ από τθ διαδικαςία tuning με ςτόχο τθ μζγιςτθ δυνατι 

διαχωριςτικι ικανότθτα και ευαιςκθςία του ςυςτιματοσ QTOF-MS. Επιλζχκθκε θ 

δυνατότθτα ςυνεχοφσ διόρκωςθσ τθσ βακμονόμθςθσ του ςυςτιματοσ κατά τθ διάρκεια τθσ 

ανάλυςθσ με τθ διοχζτευςθ κατάλλθλου διαλφματοσ (4.4.2.31) από ξεχωριςτι βελόνα 

νεωελοποίθςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ και ωσ μάηεσ αναωοράσ για τθ διόρκωςθ του άξονα 

m/z χρθςιμοποιικθκαν τα ιόντα με τιμζσ m/z 121,0509 και 922,0098.     

 

5.6. ΑΝΑΡΤΥΞΘ ΜΕΘΟΔΟΥ – ΑΝΑΛΥΣΘ ΡΟΤΥΡΩΝ ΔΙΑΛΥΜΑΤΩΝ 

Ρρότυπα διαλφματα των εξεταηόμενων ουςιϊν και των εςωτερικϊν προτφπων ςε 

ςυγκεντρϊςεισ που κυμαίνονταν μεταξφ 0,5- 5,0 μg mL-1 και ςε διαλφτθ παραπλιςιο με τθν 

αρχικι ςφςταςθ τθσ κινθτισ ωάςθσ (διαλφτθ Α/ διαλφτθ Β: 80/20 (v/v)) αναλφκθκαν υπό τισ 

προαναωερκείςεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS, με ςτόχο τθν εφρεςθ του 

χρόνου ανάςχεςθσ και των ανιχνευόμενων ιόντων για κάκε ουςία. Στο Ραράρτθμα 4 

παρατίκενται για κάκε αναλφτθ ο χρόνοσ ανάςχεςθσ (retention time, RT), το ιόν ι τα ιόντα 

προςκικθσ που ανιχνεφκθκαν, οι κεωρθτικά υπολογιηόμενεσ και οι πειραματικά 

μετροφμενεσ τιμζσ m/z των ιόντων αυτϊν (m/z theoretical και m/z experimental, αντίςτοιχα) και το 

ςωάλμα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ (mass error), όπωσ αυτό υπολογίηεται από τθν ακόλουκθ 

εξίςωςθ 
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                         [5.1] 

 

 

Ππωσ ωαίνεται και ςτον πίνακα του Ραραρτιματοσ 4, θ πλειοψθωία των διεγερτικϊν και 

ναρκωτικϊν ουςιϊν, των κορτικοςτεροειδϊν και των ανταγωνιςτϊν ορμονϊν, κάτω από τισ 

ςυνκικεσ ιοντιςμοφ που εωαρμόςκθκαν, ςχθματίηουν τα πρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα 

τουσ (*Μ+Θ++). Θ χρθςιμοποίθςθ του μυρμθκικοφ οξζοσ ωσ όξινου τροποποιθτι ςτθν κινθτι 

ωάςθ, ενιςχφει ςθμαντικά το ςχθματιςμό των πρωτονιωμζνων ιόντων, ενϊ παράλλθλα 

βελτιϊνει ςθμαντικά τθ χρωματογραωικι ςυμπεριωορά των αναλυτϊν, δίνοντασ οξείεσ 

κορυωζσ. Θ παρουςία του μυρμθκικοφ αμμωνίου ςτθν κινθτι ωάςθ, αποδείχκθκε 

κακοριςτικι για τθν ανίχνευςθ οριςμζνων αναβολικϊν ςτεροειδϊν (drostanolone mt., 

mesterolone mt., 19-norandrosterone, 19-noretiocholanolone) και των κειαηιδικϊν 

διουρθτικϊν που επιτυγχάνεται με τθ μορωι ιόντων προςκικθσ αμμωνίου (*Μ+ΝΘ4]
+). 

Αξίηει να αναωερκεί ότι ςε όλεσ τισ βιβλιογραωικζσ αναωορζσ θ ανίχνευςθ των κειαηιδικϊν 

διουρθτικϊν επιτυγχάνεται με τθν εωαρμογι αρνθτικοφ ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό και 

για αυτό το λόγο οι μζκοδοι ςάρωςθσ LC/ΤΟF-MS που ζχουν αναπτυχκεί βαςίηονται ςε 

διπλι ανάλυςθ των κατεργαςμζνων οφρων ςε ςυνκικεσ ESI(+) και ESI(-). Ππωσ ωαίνεται και 

από τα δεδομζνα που παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 4 οι ουςίεσ αυτζσ ςτισ ςυνκικεσ 

ανάλυςθσ που εωαρμόςτθκαν ςτθν παροφςα εργαςία εκτόσ από ιόντα προςκικθσ 

αμμωνίου, ανιχνεφονται επίςθσ και ωσ διμερι ιόντα προςκικθσ αμμωνίου, νατρίου ι/και 

καλίου. Αν και όπωσ αναωζρκθκε ςε προθγοφμενθ παράγραωο τα δυναμικά ςτθν ζξοδο του 

τριχοειδοφσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςε χαμθλζσ τιμζσ με ςτόχο τθ αποωυγι τθσ 

κραυςματοποιιςθσ ςτθν πθγι, εντοφτοισ για μικρό αρικμό διεγερτικϊν ουςιϊν 

παρατθρικθκε ςχθματιςμόσ κραυςματοποιθμζνων ιόντων κυρίωσ με απϊλεια ενόσ μορίου 

νεροφ ι αμμωνίασ, όμωσ ςε ςχετικά χαμθλι αωκονία ςε ςφγκριςθ με τα αντίςτοιχα 

πρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα τουσ.  

Τα αναβολικά ςτεροειδι ςτθν πλειοψθωία τουσ δε διακζτουν κάποια όξινθ ι βαςικι ομάδα 

ςτο μόριο τουσ και ςυχνά διακζτουν μια καρβονυλικι ομάδα (ςυνικωσ ςτθ κζςθ 3 ι ςτθ 

κζςθ 17) ωσ πικανι κζςθ πρωτονίωςθσ. Για αυτό το λόγο θ ανίχνευςι τουσ με τισ ςυνικεισ 

τεχνικζσ ιοντιςμοφ υπό ςυνκικεσ ατμοςωαιρικισ πίεςθσ (ESI και APCI) εμωανίηει ιδιαίτερεσ 

δυςκολίεσ, μια εκ των οποίων είναι ο ςχθματιςμόσ των πρωτονιωμζνων μοριακϊν ιόντων 

ςε πολφ χαμθλι ζνταςθ και για κάποιεσ ουςίεσ ακόμα και θ παντελισ αδυναμία 

ςχθματιςμοφ αυτϊν. Θ δομι των αναβολικϊν ςτεροειδϊν αποτελεί τον κακοριςτικό 

παράγοντα για τον ιοντιςμό τουσ. Ο ςχθματιςμόσ πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ 

εξαρτάται κυρίωσ από τθν παρουςία ομάδασ καρβονυλίου ι ατόμου αηϊτου και τθν 

φπαρξθ ςυηυγίασ. Ζτςι, ςτεροειδι μόρια με καρβονυλομάδα ςε πλοφςιο ςυηυγιακό 

ςφςτθμα (π.χ. gestrinone, trenbolone, bolasterone, boldenone κ.λ.π.) ι με αηωτοφχο 

δακτφλιο (π.χ. 16β-hydroxystanozolol) ιοντίηονται κυρίωσ προσ τα αντίςτοιχα πρωτονιωμζνα 

μόρια, τα οποία όμωσ ςχθματίηονται ςε ελάχιςτο βακμό ι κακόλου ςε ςτεροειδι που δε 

διακζτουν καρβονυλικι ομάδα ςε ςυηυγία (π.χ. epimetendiol, bolasterone mt. κ.λ.π.). Τα 

ςτεροειδι που δεν ςχθματίηουν πρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα, ανιχνεφονται με τθ μορωι 

διαωόρων ιόντων προςκικθσ, διμερϊν και αωυδατωμζνων πρωτονιωμζνων ιόντων, όπωσ 

*Μ+ΝΘ4]
+, *Μ+Νa]+, *2Μ+H]+, [2Μ+Νa]+, *Μ+Θ-H2O]+, *Μ+Θ-2H2O]+, *Μ+NΘ4-H2O]+. 
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Αντίςτοιχα ςυμπεράςματα ςχετικά με τον ιοντιςμό των αναβολικϊν ςτεροειδϊν ζχουν 

αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία, όπου επιςθμαίνεται επίςθσ θ κακοριςτικι ςθμαςία τθσ 

διάταξθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ και τθσ κινθτισ ωάςθσ ςτο είδοσ των ςχθματιηόμενων 

ιόντων.144-147 

Με το πρόγραμμα βακμιδωτισ ζκλουςθσ που εωαρμόςκθκε και αναωζρκθκε ςε 

προθγοφμενθ παράγραωο, είναι δυνατόσ ο χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ και κατά 

ςυνζπεια θ ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν με τον ίδιο μοριακό τφπο,  που ςχθματίηουν 

ιόντα με τθν ίδια ακριβϊσ τιμι λόγου m/z. Ραραδείγματα αποτελοφν οι ιςομερείσ ουςίεσ 3-

hydroxystanozolol/16β-hydroxystanozolol (m/z 345,2537), trenbolone/17α-epitrenbolone 

(m/z 271,1693), boldenone/methyldienolone (m/z 287,2006), boldione/methyltrienolone 

(m/z 285,1849), methamphetamine/phentermine (m/z 150,1277), dimethylamphetamine/ 

ethylamphetamine/mephentermine (m/z 164,1434), ortetamine/phenpromethamine/p-

methylamphetamine (m/z 150,1277), 4-methyl-2-hexanamine/tuaminoheptane (m/z 

116,1434), prednisolone/cortisone (ενδογενζσ κορτικοςτεροειδζσ, μθ απαγορευμζνθ ουςία) 

(m/z 361,2009). Αντίκετα, δεν ιταν εωικτόσ ο χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ των ουςιϊν 

norpseudoephedrine/norephedrine (μθ απαγορευμζνθ ουςία) (m/z 152,1070), ephedrine 

/pseudoephedrine (m/z 166,1226) και των ουςιϊν mibolerone και methenolone, τόςο 

μεταξφ τουσ, όςο και με το εςωτερικό πρότυπο 17α-methyltestosterone (m/z 303,2319). 

Ππωσ προαναωζρκθκε, ςτθν παροφςα μελζτθ αναλφκθκαν διαλφματα όλων των 

εξεταηόμενων ενϊςεων για τισ οποίεσ υπιρχαν διακζςιμεσ ουςίεσ αναωοράσ. Από τισ 

ουςίεσ αυτζσ οι απαγορευμζνεσ ουςίεσ furazabol, 5α-tetrahydronorethisterone (danazol 

mt.) και letrozol mt. δεν ανιχνεφκθκαν κατά τθν ανάλυςθ των αντίςτοιχων διαλυμάτων με 

τθν προτεινόμενθ μζκοδο, γεγονόσ που οωείλεται ςε αδυναμία ιοντιςμοφ τουσ υπό τισ 

ςυνκικεσ που εωαρμόςκθκαν. Επιπλζον, δεν ανιχνεφκθκε θ ουςία meclofenoxate, που 

παρουςιάηει προβλιματα ςτακερότθτασ ςε διάλυμα και δεν ανιχνεφεται ςε αυτά με τθν 

πάροδο λίγων θμερϊν μετά τθν παραςκευι τουσ, ενϊ παράλλθλα δεν ανιχνεφκθκαν τα 

προιόντα διάςπαςθσ τθσ ουςίασ που ζχουν αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία. 

 

5.7. ΑΝΑΛΥΣΘ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

5.7.1 Προκατεργαςύα Δειγμϊτων Οϑρων 

Ππωσ ιδθ αναωζρκθκε, για τθν απομόνωςθ των αναλυτϊν από τα δείγματα οφρων, 

εωαρμόςκθκε το πρωτόκολλο κατεργαςίασ που ιδθ εωαρμόηεται ςτο Εργαςτιριο ελζγχου 

ντόπινγκ για τον ζλεγχο ςάρωςθσ αναβολικϊν ουςιϊν και κορτικοςτεροειδϊν. Αντικείμενο 

ςτθν παροφςα εργαςία αποτζλεςε θ μελζτθ τθσ απόδοςθσ τθσ εωαρμογισ του παραπάνω 

πρωτοκόλλου ςτθν ανίχνευςθ και άλλων κατθγοριϊν απαγορευμζνων ουςιϊν (διεγερτικϊν, 

ναρκωτικϊν και διουρθτικϊν), οι οποίεσ από τθν ανάλυςθ προτφπων διαλυμάτων ζδειξαν 

ότι ιονίηονται ικανοποιθτικά με τισ εωαρμοηόμενεσ ςυνκικεσ LC/ESI-MS παρουςιάηοντασ 

υψθλισ ζνταςθσ ςιματα ςτο ςφςτθμα LC/QTOF-MS. Θ εωαρμοηόμενθ διαδικαςία 

προκατεργαςίασ περιλαμβάνει ςε πρϊτο ςτάδιο τθν υδρόλυςθ των δειγμάτων οφρων με 

ςτόχο τθν διάςπαςθ των γλυκουρονικϊν εςτζρων των αναλυτϊν και ςτθ ςυνζχεια τθν 

απομόνωςι τουσ από το μθτρικό υλικό με υγρό-υγρό εκχφλιςθ. Μοναδικι παρεμβατικι 

τροποποίθςθ ςτθν ιδθ εωαρμοηόμενθ διαδικαςία αποτζλεςε θ προςκικθ διαλφματοσ 
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οξικοφ οξζοσ ςτθν οργανικι ωάςθ πριν από τθν εξάτμιςθ αυτισ, με ςκοπό τθν αποωυγι 

ολικισ ι μερικισ απϊλειασ των υψθλισ πτθτικότθτασ αηωτοφχων μικρομοριακϊν ενϊςεων 

(π.χ. amphetamine, ephedrine, nikethamide, 4-methylhexanamine, tuaminoheptane κ.α.) 

κατά το ςτάδιο τθσ εξάτμιςθσ του οργανικοφ εκχυλίςματοσ. 148,149  

Ακολουκεί αναλυτικι περιγραωι των ςταδίων προκατεργαςίασ των προσ ανάλυςθ 

δειγμάτων οφρων. Το Σχιμα 5.1 που ακολουκεί ςυνοψίηει διαγραμματικά το εωαρμοηόμενο 

πρωτόκολλο. Τα προσ ανάλυςθ δείγματα οφρων όγκου 5 mL μεταγγίηονται ςε υάλινουσ 

ψθλοφσ βιδωτοφσ ςωλινεσ και προςτίκενται ςε αυτά 100 μL διαλφματοσ εργαςίασ των 

εςωτερικϊν προτφπων (codeine και 17α-methyltestosterone) ςυγκζντρωςθσ 5 μg mL-1. Στθ 

ςυνζχεια,  προςτίκενται 1,0 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ωωςωορικϊν pH=7,0 (4.4.3.1) και 

100 μL διαλφματοσ ενηφμου β-γλυκουρονιδάςθσ από Escherichia coli (4.4.2.19). Ακολουκεί 

ανάδευςθ των δειγμάτων και μεταωορά τουσ ςε ωοφρνο ςτουσ (50 ± 2) οC για 1,5 ϊρα ι 

ςτουσ (37 ± 2) οC κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ νφχτασ (overnight υδρόλυςθ). Μετά το πζρασ τθσ 

ενηυμικισ υδρόλυςθσ και τθν επαναωορά των δειγμάτων ςε κερμοκραςία δωματίου, 

προςτίκενται 1,4 g ςτερεοφ ρυκμιςτικοφ μίγματοσ ανκρακικϊν NaHCO3: Na2CO3 10:1 (w/w) 

(4.4.2.17) και μετά από καλι ανάδευςθ των δειγμάτων γίνεται δειγματολθπτικόσ ζλεγχοσ 

τθσ τιμισ του pH ςε κάποια από αυτά (pH=9 – 10) με πεχαμετρικό χάρτθ εφρουσ pH 7,5-

14,0. Ακολουκεί θ προςκικθ 5 mL διαικυλαικζρα (4.4.1.4) με διανεμθτι υγρϊν (dispenser) 

και ςταδιακι προςκικθ 3 g ςτερεοφ άνυδρου κειικοφ νατρίου (4.4.2.8), με ανάδευςθ μετά 

από κάκε προςκικθ, πωματιςμόσ των ςωλινων και τοποκζτθςι τουσ ςτουσ οριηόντιουσ και 

κάκετουσ ανακινθτιρεσ προσ ανακίνθςθ για 20 min. Μετά από αωαίρεςθ των πωμάτων και 

ιςοβάρυνςθ των ςωλινων (ανά πεντάδεσ), τα δείγματα ωυγοκεντροφνται ςτισ 2000 rpm για 

10 min. Ακολουκεί μετάγγιςθ 2,5 mL οργανικισ ςτοιβάδασ ςε επιςθμαςμζνουσ υάλινουσ 

κωνικοφσ ςωλινεσ, προςκικθ 50 μL διαλφματοσ οξικοφ οξζοσ 3 Μ (4.4.2.18) και ανάδευςθ 

ςε πολφ χαμθλι ζνταςθ. Το οργανικό εκχφλιςμα εξατμίηεται μζχρι ξθροφ ςτουσ 50 οC και ςε 

ρεφμα αηϊτου και ακολουκεί θ αναςφςταςθ των δειγμάτων με προςκικθ 100 μL διαλφτθ 

αναςφςταςθσ (μίγμα διαλυτϊν κινθτισ ωάςθσ (Α)/(Β) 80/20 (v/v), 4.4.2.22) και καλι 

ανάδευςθ και τζλοσ, θ μετάγγιςθ των αναςυςταμζνων δειγμάτων ςε επιςθμαςμζνα υάλινα 

ωιαλίδια του αυτόματου ειςαγωγζα (vials με insert). Το Σχιμα 5.1 που ακολουκεί ςυνοψίηει 

διαγραμματικά το πρωτόκολλο προκατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων που εωαρμόςτθκε. 
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 + 100 μL δ/τοσ ISTD 5 μg mL-1 

 + 1 mL ρυθμιςτικοϑ δ/τοσ φωςφορικών pH 7,0  

 + 50 μL β-γλυκουρονιδϊςη (E.coli) 

 

 

  

 + 1,4 g ρυθμιςτικϐ ανθρακικών (pH 9-10) 

 + 5 mL διαιθυλαιθϋρα 

 + 3 g ϊνυδρο θειικϐ νϊτριο 

 

 

 

 φυγοκϋντρηςη (2000 rpm / 10 min) 

 παραλαβό 2,5 mL οργανικόσ φϊςησ 

 + 50 μL δ/τοσ οξικοϑ οξϋοσ 3 Μ 

 

 

 

 + 100 μL διαλϑτη αναςϑςταςησ  

 

 

 

 μετϊγγιςη ςε φιαλύδια 

 

 

 

 

Σχιμα 5.1: Πορεία κατεργαςίασ δειγμάτων οφρων για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα 
ακλθτϊν με LC/TOF-MS 

  

ΔΕΙΓΜΑ ΟΤΡΩΝ ΑΘΛΗΣΗ 

(5,0 mL) 

ΕΝΖΤΜΙΚΗ ΤΔΡΟΛΤΗ 

(50 οC/1,5 h ή 37 οC/overnight) 

ΤΓΡΟ-ΤΓΡΟ ΕΚΧΤΛΙΗ 

(ανακίνηςη 20 min) 

ΕΞΑΣΜΙΗ ΜΕΧΡΙ ΞΗΡΟΤ 

(50 οC/υπό ρεύμα Ν2) 

ΑΝΑΤΣΑΗ 

(καλή ανακίνηςη) 

ΑΝΑΛΤΗ LC/TOF-MS 

(όγκοσ ένεςησ 5 μL) 
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5.7.2. Ανϊλυςη εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων οϑρων – προκαταρκτικϋσ δοκιμϋσ 

(pre-validation study) 

Δφο διαωορετικζσ ςειρζσ λευκϊν δειγμάτων οφρων (οφρα ακλθτι και οφρα μικροφ 

κοριτςιοφ, ελεφκερα απαγορευμζνων ουςιϊν) εμβολιάςτθκαν ςε χωριςτοφσ δοκιμαςτικοφσ 

ςωλινεσ με κακζνα από τα διαλφματα εργαςίασ των αναλυτϊν ςε δφο επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ (που αντιςτοιχοφςαν ςτο MRPL και ςτο διπλάςιο του MRPL). Τα 

εμβολιαςμζνα δείγματα και ζνα λευκό δείγμα από κάκε ςειρά  κατεργάςτθκαν με τθν 

διαδικαςία που περιγράωθκε και αναλφκθκαν με τθν προτεινόμενθ μζκοδο LC/QTOF-MS, 

όπου διαπιςτϊκθκε ότι ςε ςυγκζντρωςθ ίςθ με το MRPL το μεγαλφτερο μζροσ των 

αναλυτϊν ζδωςε χρωματογραωικζσ κορυωζσ με ικανοποιθτικό ςιμα προσ κόρυβο 

(μεγαλφτερο του 10), ενϊ χαμθλισ ζνταςθσ κορυωζσ ι/και αδυναμία ανίχνευςθσ 

παρουςίαςε ζνασ αρικμόσ αναβολικϊν παραγόντων. Ουςίεσ με ςιματα υψθλισ ζνταςθσ 

όπωσ οι β-ανταγωνιςτεσ, τα ναρκωτικά και οι διεγερτικζσ ουςίεσ, ανιχνεφκθκαν ςε 

ςυγκεντρϊςεισ διπλάςιεσ του MRPL δίνοντασ ικανοποιθτικζσ χρωματογραωικζσ κορυωζσ 

και ςωάλματα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ αντίςτοιχα με αυτά που προζκυψαν από τθν 

ανάλυςθ προτφπων διαλυμάτων, χωρίσ να παρουςιαςτοφν προβλιματα που να ςχετίηονται 

με κορεςμό του ανιχνευτι του ωαςματομετρικοφ ςυςτιματοσ. Οι εντάςεισ των ςθμάτων 

που παρατθρικθκαν για κάκε κατθγορία απαγορευμζνων ουςιϊν αποτζλεςαν αντικείμενο 

μελζτθσ  ςτο ςτάδιο των προκαταρκτικϊν δοκιμϊν προκειμζνου να λθωκεί θ απόωαςθ για 

τα επίπεδα των ςυγκεντρϊςεων που κα μελετθκοφν ςτθ ςυνζχεια κατά το ςτάδιο τθσ 

αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου. 
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5.8. ΑΞΙΟΛΟΓΘΣΘ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΑΩΣΘΣ LC/QTOF-MS ΓΙΑ ΤΘΝ 

ΑΝΙΧΝΕΥΣΘ ΑΡΑΓΟΕΥΜΕΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΣΕ ΟΥΑ ΑΘΛΘΤΩΝ 

5.8.1. Ειςαγωγό 

Θ μζκοδοσ που αναπτφχκθκε αξιολογικθκε με βάςθ τισ προδιαγραωζσ του WADA16,150, τισ 

οδθγίεσ αξιολόγθςθσ μεκόδων τθσ Eurachem151, κακϊσ και τθ διεκνι επιςτθμονικι 

βιβλιογραωία114,117,152-156. Λαμβάνοντασ υπόψθ ότι θ προτεινόμενθ μζκοδοσ αωορά τθν 

ποιοτικι ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν, οι παράμετροι που μελετικθκαν κατά τθν 

αξιολόγθςι τθσ ιταν οι ακόλουκεσ: 

 Ικανότθτα ανίχνευςθσ των εξεταηόμενων των ουςιϊν (detection capability) και 

προςδιοριςμόσ του ορίου ανίχνευςθσ (limit of detection, LOD) 

 Ειδικότθτα (specificity) – Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα (matrix interferences) 

 Ανάκτθςθ (extraction recovery) 

 Επίδραςθ υποςτρϊματοσ (matrix effect) 

 Επαναλθψιμότθτα (repeatability) 

 Ικανότθτα-ακρίβεια μζτρθςθσ λόγου m/z (mass accuracy) 

 Ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ εκ μεταωοράσ δείγματοσ (carry over)  

 

5.8.2. Ικανϐτητα ανύχνευςησ εξεταζϐμενων ουςιών – Όριο ανύχνευςησ (LOD) 

Για τθ μελζτθ τθσ ικανότθτασ ανίχνευςθσ και τον προςδιοριςμό του ορίου ανίχνευςθσ των 

εξεταηόμενων ουςιϊν, για τισ οποίεσ υπιρχαν διακζςιμεσ ουςίεσ αναωοράσ, 

παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων ςε διαωορετικά 

επίπεδα ςυγκζντρωςθσ. Για το ςκοπό αυτό, επιλζχκθκαν δζκα διαωορετικζσ παρτίδεσ 

λευκϊν δειγμάτων οφρων. Για κάκε παρτίδα οφρων παραςκευάςτθκαν δείγματα 

εμβολιαςμζνα με τα πολυςυςτατικά διαλφματα των αναλυτϊν ςε επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 

που ςχετίηονταν με το MRPL (0,1 x MRPL, 0,2 x MRPL, 0,5 x MRPL, MRPL, 2 x MRPL και 4 x 

MRPL), τα οποία αναλφκθκαν μαηί με το αντίςτοιχο λευκό δείγμα με τθν προτεινόμενθ 

μζκοδο LC/QTOF-MS. Θ πορεία παραςκευισ των εμβολιαςμζνων δειγμάτων οφρων για τθ 

μελζτθ του ορίου ανίχνευςθσ παρατίκεται ςτο Ραράρτθμα 5. Θ μελζτθ πραγματοποιικθκε 

ςε 5 εργαςτθριακζσ θμζρεσ, εξετάηοντασ δυο διαωορετικζσ παρτίδεσ οφρων κάκε θμζρα.  

Κακϊσ ο βαςικόσ ςτόχοσ των προςανατολιςτικϊν μεκόδων ςάρωςθσ (screening methods) 

είναι θ διάκριςθ μεταξφ κετικϊν και αρνθτικϊν δειγμάτων, μελετικθκε για κάκε αναλφτθ ο 

ςυνολικόσ αρικμόσ κετικϊν ευρθμάτων ςτο ςφνολο των δζκα διαωορετικϊν 

εμβολιαςμζνων δειγμάτων οφρων ςε κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ. Τα αποτελζςματα 

παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 6. Το όριο ανίχνευςθσ προςδιορίςτθκε ωσ θ ελάχιςτθ 

μελετοφμενθ ςυγκζντρωςθ ςτθν οποία κάκε αναλφτθσ ανιχνεφεται με λόγο ςιμα προσ 

κόρυβο μεγαλφτερο από 3 και ςτα δζκα δείγματα οφρων που εξετάςτθκαν (αρικμόσ 

κετικϊν ευρθμάτων 10/10). Για τθν εξαγωγι των ιοντικϊν χρωματογραωθμάτων των 

αναλυτϊν χρθςιμοποιικθκε παράκυρο ανοχισ ακρίβειασ m/z ± 50 ppm. 

Ππωσ ωαίνεται από τα αποτελζςματα που παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 6, όλεσ οι 

διουρθτικζσ ουςίεσ (με εξαίρεςθ τθν ουςία acetazolamide με LOD 50 ng mL-1), τα διεγερτικά 

(με εξαίρεςθ τισ ουςίεσ amiphenazole, MDA, etilefrine, phenylephrine και synephrine με 

όρια ανίχνευςθσ 100, 250, 100 και 250 ng mL-1, αντίςτοιχα), και το ςφνολο των ναρκωτικϊν 
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ουςιϊν και των β-αναςτολζων ανιχνεφονται επιτυχϊσ ςτο ςφνολο των εξεταηόμενων οφρων 

ςε ςυγκεντρϊςεισ που αντιςτοιχοφν ςτο υποδεκαπλάςιο του ελάχιςτου ορίου που 

κακορίηει ο WADA. 

 

5.8.3. Ειδικϐτητα (specificity) – Έλεγχοσ παρεμποδύςεων απϐ το υπϐςτρωμα 

(matrix interference) 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ ειδικότθτασ τθσ προτεινόμενθσ μεκόδου, 20 διαωορετικά λευκά 

δείγματα οφρων ακλθτϊν κατεργάςτθκαν και αναλφκθκαν, με ςκοπό να ελεγχκεί θ φπαρξθ 

παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν ςε χρόνουσ ανάςχεςθσ κοντά ςτο χρόνο ζκλουςθσ των 

αντίςτοιχων αναλυτϊν ςτα εκλεκτικά χρωματογραωιματα των χαρακτθριςτικϊν ιόντων των 

μελετοφμενων ουςιϊν (extracted ion chromatograms). Για τθν πλειοψθωία των 

εξεταηόμενων ουςιϊν δε διαπιςτϊκθκαν παρεμποδιςτικζσ κορυωζσ από το υπόςτρωμα και 

για τα 20 διαωορετικά δείγματα οφρων που αναλφκθκαν. Εξαίρεςθ ςε αυτό αποτελοφν οι 

ουςίεσ oxilofrine, oxandrolone mt., bolasterone mt., methenolone mt., norethandrolone 

mt.1, oxymesterone, boldenone mt., 5α-tetrahydronorethisterone, furazabol mt. και 1-

testosterone, κακϊσ για αυτζσ παρατθρικθκαν παρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των 

οφρων, κακιςτϊντασ αδφνατθ τθν ανίχνευςι τουσ με τθν προτεινόμενθ μζκοδο.  

Μικρισ ζνταςθσ παρεμποδιςτικζσ κορυωζσ ςε κάποια από τα λευκά δείγματα που 

αναλφκθκαν διαπιςτϊκθκαν για τθν αναβολικι ουςία methyltrienolone. Ρροκειμζνου να 

αποωευχκεί θ ζναρξθ επιβεβαιωτικισ διαδικαςίασ για δείγματα ακλθτϊν που 

παρουςιάηουν ψευδϊσ-κετικι εικόνα φπαρξθσ τθσ ουςίασ methyltrienolone, ακολοφκθςε 

επιπλζον για τα φποπτα δείγματα του screening LC/QTOF-MS/MS ανάλυςθ, με 

χρωματογραωικζσ ςυνκικεσ αντίςτοιχεσ με αυτζσ τθσ μεκόδου ςάρωςθσ. Στθν ανάλυςθ 

αυτι ςτο χρονικό παράκυρο ζκλουςθσ τθσ ουςίασ methyltrienolone ((7,8 ±0,5) min) θ 

λειτουργία του ωαςματομζτρου QTOF-MS ρυκμίςτθκε κατάλλθλα για τθν ταυτόχρονθ λιψθ 

ωαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ και ωαςμάτων ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων μετά από 

απομόνωςθ του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ τθσ παραπάνω ουςίασ (m/z 285) και 

κραυςματοποίθςθ αυτοφ με ενζργεια 25 V ςτο κάλαμο ςυγκροφςεων (λειτουργία targeted 

MS/MS mode). Στο Ραράρτθμα 7 παρουςιάηεται το ωάςμα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων 

του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ τθσ ουςίασ methyltrienolone, μαηί με τα ςωάλματα 

μζτρθςθσ μάηασ για τα διαγνωςτικά ιόντα, όπωσ αυτά ελιωκθςαν μετά από τθν ανάλυςθ 

εμβολιαςμζνου δείγματοσ οφρων ςυγκζντρωςθσ 5 ng mL-1, μαηί με τα αντίςτοιχα ιοντικά 

χρωματογραωιματα του εμβολιαςμζνου δείγματοσ και ενόσ λευκοφ δείγματοσ οφρων που 

κατά τθν ανάλυςθ πλιρουσ ςάρωςθσ ζδωςε ψευδϊσ-κετικό ςιμα για τθν παραπάνω 

ουςία.         

 

5.8.4.   Ανϊκτηςη (Extraction recovery) 

Για τον ζλεγχο τθσ ανάκτθςθσ τθσ εκχυλιςτικισ πορείασ που εωαρμόςκθκε ςτθν 

προτεινόμενθ μεκοδολογία, λευκά δείγματα οφρων εμβολιάςτθκαν με τουσ αναλφτεσ ςε 

ςυγκζντρωςθ αντίςτοιχθ του MRPL και κατεργάςτθκαν με τθ πορεία που περιγράωθκε ςε 

προθγοφμενθ παράγραωο, μαηί με τα αντίςτοιχα λευκά δείγματα οφρων, τα οποία 

εμβολιάςτθκαν με τουσ αναλφτεσ ςτο ίδιο επίπεδο ςυγκζντρωςθσ κατά τθ ωάςθ ςυλλογισ 
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του οργανικοφ εκχυλίςματοσ, δθλαδι πριν το ςτάδιο τθσ εξάτμιςθσ του διαικυλαικζρα. Θ 

εκατοςτιαία ανάκτθςθ (% Extraction Recovery, % E) για κάκε αναλφτθ υπολογίςτθκε από το 

λόγο τθσ επιωάνειασ τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ του αναλφτθ ςτο δείγμα οφρων που 

εμβολιάςτθκε πριν τθν εκχυλιςτικι διαδικαςία (Rπριν) προσ τθν επιωάνεια τθσ κορυωισ του 

ίδιου αναλφτθ ςτο δείγμα που εμβολιάςτθκε μετά τθν εκχφλιςθ (Rμετά) (εξίςωςθ 5.2). Ο 

ζλεγχοσ ανάκτθςθσ πραγματοποιικθκε ςε 6 διαωορετικζσ παρτίδεσ οφρων  ςε διαωορετικζσ 

εργαςτθριακζσ θμζρεσ και ςε ςυγκζντρωςθ αντίςτοιχθ του MRPL για κάκε αναλφτθ και τα 

αποτελζςματα ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 5.2, όπου παρουςιάηεται για κάκε αναλφτθ θ 

μζςθ τιμι τθσ εκατοςτιαίασ ανάκτθςθσ και θ τυπικι απόκλιςθ μεταξφ των διαωορετικϊν 

υποςτρωμάτων οφρων και των διαωορετικϊν θμερϊν. 

 

                                                                             
     

     
                                              [5.2] 

 

 

5.8.5.   Επύδραςη υποςτρώματοσ (matrix effect) 

Ζνα από τα ςθμαντικότερα προβλιματα κατά τθ χρθςιμοποίθςθ των ςυςτθμάτων LC/MS 

αποτελεί το ωαινόμενο τθσ ιοντικισ καταςτολισ (ion suppression phenomenon) που 

παρατθρείται  ςτθν τεχνικι τθσ ωαςματομετρία μαηϊν και κυρίωσ ςε ςυςτιματα με πθγι 

ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό και αωορά ςτθν καταςτολι του ςιματοσ του αναλφτθ από 

ουςίεσ του υποςτρϊματοσ που ςυνεκλοφονται και ειςζρχονται ταυτόχρονα με αυτόν ςτθν 

πθγι ιοντιςμοφ και μπορεί να οδθγιςει ςε δραςτικι μείωςθ τθσ ευαιςκθςίασ τθσ 

αναλυτικισ μεκόδου, με κίνδυνο ακόμα τθν εςωαλμζνθ εξαγωγι ψευδϊσ-αρνθτικοφ 

αποτελζςματοσ. Θ ζνταςθ του ωαινομζνου μπορεί να διαωζρει από το ζνα δείγμα ςτο άλλο.  

Για τθν εκτίμθςθ τθσ επίδραςθσ του υποςτϊματοσ ςτο ςιμα του κάκε αναλφτθ 

υπολογίςτθκε ο % παράγοντασ υποςτρϊματοσ (% Matrix Factor, % MF) ςυγκρίνοντασ το 

ςιμα που λαμβάνεται μετά τθν ανάλυςθ κατεργαςμζνου λευκοφ δείγματοσ οφρων, το 

οποίο εμβολιάςτθκε με τουσ αναλφτεσ πριν τθν εξάτμιςθ του οργανικοφ διαλφτθ (Rμετά), με 

το ςιμα του αναλφτθ ςε διάλυμα αντίςτοιχθσ ςυγκζντρωςθσ παραςκευαςμζνο ςε διαλφτθ 

αναςφςταςθσ (Rδιάλυμα) (εξίςωςθ 5.3)157. Θ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του υποςτρϊματοσ 

πραγματοποιικθκε ςε ζξι διαωορετικά λευκά δείγματα οφρων και ςε ςυγκζντρωςθ 

αντίςτοιχθ του MRPL για κάκε αναλφτθ, ενϊ παράλλθλα εκτιμικθκε και θ τυπικι απόκλιςθ 

τθσ πτϊςθσ του ςιματοσ μεταξφ των διαωορετικϊν παρτίδων οφρων. Τα αποτελζςματα τθσ 

μελζτθσ ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 5.2.   

 

                                                       
     

        
                                         [5.3] 

 

 

5.8.6. Επαναληψιμϐτητα 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, θ προτεινόμενθ μζκοδοσ ζχει ςκοπό τθν ποιοτικι ανίχνευςθ των 

εξεταηόμενων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν και για το λόγο αυτό, θ μελζτθ επαναλθψιμότθτασ 

περιορίςτθκε για κάκε αναλφτθ ςτα κάτωκι: 
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 μελζτθ τθσ επαναλθψιμότθτασ του ςχετικοφ χρόνου ανάςχεςθσ ωσ προσ το 

εςωτερικό πρότυπο 17α-methyltestosterone (Relative Retention Time, RRT), που 

πραγματοποιικθκε ςε 10 εργαςτθριακζσ θμζρεσ ςε ςυνολικό διάςτθμα ενόσ μινα. 

 μελζτθ τθσ μεταξφ των θμερϊν διακφμανςθσ τθσ ςχετικισ απόκριςθσ κάκε αναλφτθ 

(ωσ προσ το εςωτερικό πρότυπο 17α-methyltestosterone), που πραγματοποιικθκε 

με τθν παραςκευι και ανάλυςθ εμβολιαςμζνων δειγμάτων οφρων ςε 4 

εργαςτθριακζσ θμζρεσ και ςε ςυγκζντρωςθ ίςθ με το διπλάςιο του MRPL για κάκε 

αναλφτθ. 

Τα αποτελζςματα μελζτθσ τθσ επαναλθψιμότθτασ παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 6. 

 

5.8.7. Ικανϐτητα - Ακρύβεια μϋτρηςησ λϐγου m/z (mass accuracy) 

Μελετικθκε θ ικανότθτα ακριβοφσ μζτρθςθσ του λόγου m/z των κφριων διαγνωςτικϊν 

ιόντων των αναλυτϊν (ιόντων που παρουςίαςαν τθ μεγαλφτερθ αωκονία και αποδεκτι 

εκλεκτικότθτα) ςε εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων ςτο επίπεδο του MRPL. Για κάκε αναλφτθ 

προςδιορίςτθκε το ςωάλμα λόγου μάηασ προσ ωορτίο (mass error) ςε ppm ςε ςχζςθ με τθ 

κεωρθτικά υπολογιηόμενθ (με βάςθ το μοριακό τφπο) τιμι m/z και για τα 10 διαωορετικά 

δείγματα οφρων που εξετάςτθκαν κατά τον ζλεγχο τθσ ικανότθτασ ανίχνευςθσ 

(παράγραωοσ 5.8.2) και υπολογίςτθκε θ μζςθ τιμι και θ τυπικι απόκλιςθ τθσ απόλυτθσ 

τιμισ των ςωαλμάτων αυτϊν. Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 5.2. 

Ραράλλθλα αξιολογικθκε και θ ικανότθτα ακριβοφσ μζτρθςθσ του λόγου m/z και ςτα 

δείγματα οφρων που εμβολιάςτθκαν με τουσ αναλφτεσ ςε ςυγκεντρϊςεισ χαμθλότερεσ του 

MRPL και αναλφκθκαν κατά τον προςδιοριςμό του ορίου ανίχνευςθσ, με ςκοπό να ελεγχκεί 

θ διακφμανςθ του ςωάλματοσ μάηασ ανάλογα με τθ ςυγκζντρωςθ του αναλφτθ και τα 

αποτελζςματα ςυνοψίηονται ςτο Ραράρτθμα 6. 

 

5.8.8.   Έλεγχοσ επιμϐλυνςησ (carry over)  

Ο ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ πραγματοποιικθκε με χρωματογραωικι ανάλυςθ ενόσ λευκοφ 

δείγματοσ οφρων μετά από ζνα πρότυπο δείγμα εμβολιαςμζνο με τουσ αναλφτεσ ςε 

ςυγκζντρωςθ διπλάςια του MRPL. Θ αλλθλουχία ανάλυςθσ των δειγμάτων αυτϊν ιταν:  

 Λευκό δείγμα 

 Ρρότυπο δείγμα 

 Λευκό δείγμα 

 Ρρότυπο δείγμα 

 Λευκό δείγμα 

Από τθν εξζταςθ των χρωματογραωικϊν δεδομζνων ςτα παραπάνω λευκά δείγματα, 

διαπιςτϊκθκε θ απουςία επιμόλυνςθσ εκ μεταωοράσ μεταξφ των δειγμάτων. 

 

5.8.9. Ανϊλυςη μεταβολικών δειγμϊτων 

‘Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, για οριςμζνεσ από τισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ που μελετικθκαν 

και για οριςμζνουσ μεταβολίτεσ απαγορευμζνων ουςιϊν δεν υπιρχαν διακζςιμεσ πρότυπεσ 

ουςίεσ αλλά δείγματα οφρων προερχόμενα από μεταβολικζσ μελζτεσ. Αναλφκθκαν είτε 

πλιρεισ ςειρζσ μεταβολικϊν δειγμάτων που ελιωκθςαν ςε διαδοχικά χρονικά διαςτιματα, 
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είτε τα δείγματα ςτα οποία είχε ανιχνευκεί από το Εργαςτιριο ο μζγιςτοσ αρικμόσ 

μεταβολιτϊν για κάκε ουςία μετά από ανάλυςθ των δειγμάτων αυτϊν με τεχνολογίεσ 

GC/MS ι GC/HRMS. Στο Ραράρτθμα 8 παρουςιάηονται ςυνοπτικά οι απαγορευμζνεσ ουςίεσ 

για τισ οποίεσ αναλφκθκαν μεταβολικά δείγματα και οι αναλφτεσ που ανιχνεφκθκαν ςε 

κακζνα από αυτά.  

Σθμειϊνεται ότι για τισ ουςίεσ που ανιχνεφκθκαν από μεταβολικά δείγματα, λόγω τθσ 

ζλλειψθσ προτφπων και λαμβάνοντασ υπόψθ τον περιοριςμζνο διακζςιμο όγκο οφρων για 

τα δείγματα αυτά, δεν ιταν δυνατόσ ο ζλεγχοσ όλων των παραμζτρων αξιολόγθςθσ τθσ 

προτεινόμενθσ μεκόδου. Κατά ςυνζπεια, θ ικανότθτα τθσ μεκόδου για τθν ανίχνευςθ των 

εν λόγω ουςιϊν περιορίςτθκε ςτθν κατεργαςία και ανάλυςθ των παραπάνω δειγμάτων μαηί 

με λευκά δείγματα οφρων, με ςτόχο τθν εφρεςθ του απόλυτου και ςχετικοφ χρόνου 

ανάςχεςθσ, τθν ακρίβεια μζτρθςθσ του λόγου m/z, τον ζλεγχο απουςίασ παρεμποδιςτικϊν 

κορυωϊν ι ςυνζκλουςθσ άλλων ουςιϊν ςτουσ αντίςτοιχουσ χρόνουσ ανάςχεςθσ. Οι κφριοι 

αναλφτεσ που ανιχνεφκθκαν από τθν ανάλυςθ μεταβολικϊν δειγμάτων 

ςυμπεριλαμβάνονται ςτον Ρίνακα 5.2 και ςθμειϊνονται ςε αυτόν με ζναν αςτερίςκο. 

 

5.9. ΕΦΑΜΟΓΘ ΤΘΣ ΡΟΤΕΙΝΟΜΕΝΘΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΑΩΣΘΣ LC/QTOF-

MS ΣΤΘΝ ΑΝΑΛΥΣΘ ΡΑΓΜΑΤΙΚΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ 

Θ καταλλθλότθτα τθσ μεκόδου ςτθν ανίχνευςθ των 266 απαγορευμζνων ουςιϊν ςε 

πραγματικά δείγματα ακλθτϊν, μελετικθκε με τθν ανάλυςθ πραγματικϊν κετικϊν 

δειγμάτων οφρων. Τα δείγματα αυτά, είτε αποτελοφςαν δείγματα ακλθτϊν ςτα οποία είχε 

ανιχνευκεί και επιβεβαιωκεί θ φπαρξθ κάποιασ απαγορευμζνθσ ουςίασ με τισ ιδθ 

εωαρμοηόμενεσ αναλυτικζσ διαδικαςίεσ και τεχνολογίεσ του Εργαςτθρίου, είτε 

προζρχονταν από ελζγχουσ εξωτερικισ αξιολόγθςθσ ποιότθτασ (external quality assessment 

scheme – Proficiency Test).16,150 Οι ζλεγχοι αυτοί πραγματοποιοφνται από το WADA ανά 

τρίμθνο ςτα πλαίςια των υποχρεϊςεων ενόσ διαπιςτευμζνου Εργαςτθρίου Ελζγχου 

Ντόπινγκ ωσ μζςο παρακολοφκθςθσ των δυνατοτιτων του εργαςτθρίου και αξιολόγθςθσ 

τθσ ικανότθτάσ του να πραγματοποιεί ελζγχουσ ωαρμακοδιζγερςθσ και ωσ μζςο 

βελτιςτοποίθςθσ τθσ ομοιομορωίασ ςτθν απόδοςθ κετικϊν αποτελεςμάτων ελζγχου μεταξφ 

των διαπιςτευμζνων Εργαςτθρίων. Ο ζλεγχοσ αυτόσ περιλαμβάνει μια ςειρά δειγμάτων 

οφρων που αποςτζλλονται από το WADA ςτο Εργαςτιριο και τα οποία μπορεί ι όχι να 

περιζχουν μια ι περιςςότερεσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ. Τα δείγματα αυτά αναλφονται με τισ 

διαπιςτευμζνεσ μεκόδουσ από το Εργαςτιριο και τα αποτελζςματά τουσ αποςτζλλονται 

ςτον WADA προσ αξιολόγθςθ και ςφγκριςθ με τα αποτελζςματα των άλλων εργαςτθρίων.  

Στθν παροφςα εργαςία, αναλφκθκαν κετικά δείγματα για όλεσ τισ κατθγορίεσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν που μελετικθκαν, ςε χρονικό διάςτθμα ζξι μθνϊν. Τα δείγματα 

αυτά παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν, μαηί με ζνα λευκό δείγμα οφρων και πρότυπα 

δείγματα εμβολιαςμζνα με τουσ αναλφτεσ ςτο MRPL. Στο Ραράρτθμα 11 παρουςιάηονται οι 

ουςίεσ που ανιχνεφκθκαν ςτα παραπάνω δείγματα με τθν προτεινόμενθ μζκοδο, αλλά και 

με τισ ιδθ εωαρμοηόμενεσ μεκόδουσ του Εργαςτθρίου και τα αντίςτοιχα ιοντικά 

χρωματογραωιματα για κάκε αναλφτθ μαηί με το υπολογιηόμενο ςωάλμα μζτρθςθσ του 
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λόγου m/z ςε ςχζςθ με τθ κεωρθτικι τιμι και τθ διαωορά του χρόνου ανάςχεςθσ ςε ςχζςθ 

με το εμβολιαςμζνο δείγμα αναωοράσ που αναλφκθκε με τθν ίδια παρτίδα δειγμάτων.  

 

5.10 ΑΝΑΔΟΜΙΚΘ ΕΡΑΝΕΞΕΤΑΣΘ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ (Retrospective analysis) 

Ππωσ ιδθ αναωζρκθκε, θ Λίςτα απαγορευμζνων ουςιϊν του WADA ανανεϊνεται και 

εκδίδεται ςε ετιςια βάςθ, περιλαμβάνοντασ κάκε χρόνο ολοζνα και περιςςότερεσ ουςίεσ. 

Τα τελευταία χρόνια, ουςίεσ (κυρίωσ ςτεροειδι, αλλά όχι μόνο)  με τροποποιθμζνθ χθμικι 

δομι ωσ προσ ιδθ γνωςτζσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ, που δεν ζχουν κλινικι εωαρμογι και 

είτε ςυντζκθκαν παλιότερα, είτε ςχεδιάηονται και ςυντίκενται ςκόπιμα με ςτόχο τθν 

ενίςχυςθ τθσ απόδοςθσ, γίνονται γνωςτζσ ςτισ αρμόδιεσ αρχζσ που αςχολοφνται με το 

ντόπινγκ. Τόςο το WADA, όςο και τα διαπιςτευμζνα από αυτό εργαςτιρια καταβάλλουν 

μεγάλεσ προςπάκειεσ για τθν ανακάλυψθ τζτοιων ουςιϊν, γνωςτϊν και ωσ designer drugs 

και τθν ενςωμάτωςι τουσ ςτθ Λίςτα απαγορευμζνων ουςιϊν. Αξίηει να ςθμειϊςουμε ότι 

ςτθ Λίςτα του WADA για πολλζσ κατθγορίεσ ουςιϊν υπάρχει μετά τθν ονομαςτικι 

παράκεςθ ςυγκεκριμζνων ενϊςεων θ ωράςθ «και άλλεσ παρεμωερείσ ουςίεσ». 

Σφμωωνα με τον Ραγκόςμιο Κϊδικα Αντι-Ντόπινγκ του WADA, δείγματα ακλθτϊν που 

ζχουν ιδθ αναλυκεί είναι δυνατό να επαναλυκοφν από τα Εργαςτιρια ςε οποιαδιποτε 

χρονικι ςτιγμι με αποκλειςτικι οδθγία από το WADA ι τθν αρχι που ςυνζλεξε το δείγμα, 

όπωσ π.χ. μετά από εμωάνιςθ μιασ νζασ απαγορευμζνθσ ουςίασ. 16,158 Ρρόςωατα, ο 

Οργανιςμόσ Αντι-Ντόπινγκ τθσ Αυςτραλίασ (ASADA), ανακοίνωςε τθν ωφλαξθ (διατιρθςθ, 

αποκικευςθ) των δειγμάτων οφρων και αίματοσ για διάςτθμα τουλάχιςτον οκτϊ ετϊν, με 

ςκοπό να είναι δυνατι θ μελλοντικι επανεξζταςι τουσ (π.χ με νζεσ τεχνολογίεσ).159 Κατά 

τθν ανάλυςθ ςάρωςθσ δειγμάτων ρουτίνασ οφρων ακλθτϊν το 2009 με τθ Διαδικαςία I 

(αεριοχρωματογραωικι (GC/NPD) ανάλυςθ βαςικοφ οργανικοφ εκχυλίςματοσ οφρων για 

τθν ανίχνευςθ διεγερτικϊν και ναρκωτικϊν ουςιϊν που απεκκρίνονται ελεφκερεσ με τα 

οφρα), θ τυχαία λιψθ ωαςμάτων GC/MS πλιρουσ ςάρωςθσ και αναηιτθςθ/ςφγκριςθ με 

βιβλιοκικεσ ωαςμάτων γνωςτϊν ουςιϊν ανζδειξε με αωορμι το δείγμα ενόσ ακλθτι τθ 

χριςθ μιασ φποπτθσ ουςίασ. Ρρόκειται για τθν ουςία 4-methyl-2-hexanamine, θ οποία ςτθ 

ςυνζχεια χαρακτθρίςτθκε από το WADA ωσ απαγορευμζνθ και εντάχκθκε ςτθν κατθγορία 

των διεγερτικϊν ουςιϊν. Μετά τθν παραλαβι προτφπου αναωοράσ, θ ουςία αυτι 

ςυμπεριλιωκθκε ςτουσ αναλφτεσ που ανιχνεφονται επιτυχϊσ με τθν προτεινόμενθ μζκοδο, 

δίνοντασ ικανοποιθτικά αποτελζςματα κατά τθ μελζτθ όλων των παραμζτρων αξιολόγθςθσ. 

Στθ ςυνζχεια ζγινε εκ νζου επεξεργαςία ςε όλα τα αρχεία των δειγμάτων ακλθτϊν του 

Εργαςτθρίου που ωυλάςςονταν ακόμα ςτο Εργαςτιριο και που είχαν αναλυκεί με τθν 

αναπτυχκείςα μζκοδο ςάρωςθσ LC/TOF-MS, προκειμζνου να ελεγχκεί τυχόν λιψθ τθσ 

ουςίασ 4-methyl-2-hexanamine και από άλλουσ ακλθτζσ ςτο κοντινό παρελκόν. Με τον 

τρόπο αυτό βρζκθκαν ακόμα 11 επιπλζον φποπτα δείγματα, τα οποία είχαν χαρακτθριςτεί 

ωσ αρνθτικά, ακολοφκθςε επιβεβαιωτικι επανανάλυςθ των δειγμάτων αυτϊν, θ οποία 

επιβεβαίωςε τθν φπαρξθ τθσ παραπάνω ουςίασ και ςτα 11 αυτά δείγματα, τα οποία τελικά 

χαρακτθρίςτθκαν ωσ κετικά δείγματα ςτισ αρμόδιεσ αρχζσ. 
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5.11. ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΗΘΤΘΣΘ 

Στον Ρίνακα 5.2 παρουςιάηονται όλοι οι αναλφτεσ που ανιχνεφκθκαν ςτα οφρα με τθν 

προτεινόμενθ μζκοδο ςάρωςθσ και ςυνοψίηονται τα αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ 

μεκόδου για κακζναν από αυτοφσ. Για κάκε αναλφτθ αναωζρεται ο χρόνοσ ζκλουςθσ και το 

ιόν που παρουςιάηει τθν υψθλότερθ αωκονία ταυτόχρονα με ικανοποιθτικι εκλεκτικότθτα 

ςτα εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων που αναλφκθκαν. Στο Ραράρτθμα 9 παρατίκενται 

τυπικά χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ δειγμάτων οφρων 

εμβολιαςμζνων με τουσ αναλφτεσ ςε ςυγκζντρωςθ αντίςτοιχθ του MRPL για κάκε αναλφτθ, 

κακϊσ και χρωματογραωιματα των αναλυτϊν που ανιχνεφκθκαν από τθν ανάλυςθ 

μεταβολικϊν δειγμάτων. 

Ο χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ των αναλυτϊν επιτεφχκθκε με τθ χρθςιμοποίθςθ 

χρωματογραωικισ ςτιλθσ C18 με μζγεκοσ ςωματιδίων 1,8 μm (χρωματογραωία 

υπερυψθλισ απόδοςθσ, UHPLC), με αποτζλεςμα τθν επίτευξθ κορυωϊν μικροφ εφρουσ (10 

sec) και κατά ςυνζπεια, τθν αφξθςθ τθσ ευαιςκθςίασ και τον ικανοποιθτικό διαχωριςμό των 

αναλυτϊν από ςυςτατικά του υποςτρϊματοσ των οφρων. Ππωσ ιδθ αναωζρκθκε, 

εωαρμόςκθκε πρόγραμμα βακμιδωτισ ζκλουςθσ, ςτθν αρχι του οποίου 

πραγματοποιικθκε θ ζκλουςθ των περιςςότερων υδρόωιλων μορίων (π.χ. ecgonine 

methylester, morphine, etilefrine, phenylephrine, atenolol), ενϊ προσ το τζλοσ τθσ 

ανάλυςθσ παρατθρείται θ ζκλουςθ τθσ πλειοψθωίασ των αναβολικϊν ςτεροειδϊν και  

ταυτόχρονα, με τθ διατιρθςθ υψθλοφ ποςοςτοφ οργανικοφ τροποποιθτι 

πραγματοποιικθκε θ ζκπλυςθ τθσ χρωματογραωικισ ςτιλθσ και του ςυςτιματοσ πριν τθν 

ζναρξθ τθσ επόμενθσ ανάλυςθσ. Οι αναλφτεσ που ςυνεκλοφονται διαχωρίηονται λόγω των 

διαωορετικϊν τιμϊν m/z των ανιχνευόμενων ιόντων τουσ (με εξαίρεςθ τισ ουςίεσ 

norephedrine-norpseudoephedrine και ephedrine-pseudoephedrine). Από τθ μελζτθ 

επαναλθψιμότθτασ που πραγματοποιικθκε ςε διάςτθμα 15 θμερϊν διαπιςτϊκθκε ότι οι 

ςχετικοί χρόνοι ανάςχεςθσ παραμζνουν ςτακεροί με ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (% RSD) 

μικρότερθ από 0,8 % (μζςθ τιμι % RSD για όλουσ του αναλφτεσ 0,2) (Ραράρτθμα 6). 

Διαπιςτϊκθκε επίςθσ διατιρθςθ ςτακερισ ςυμπεριωοράσ τθσ χρωματογραωικισ ςτιλθσ 

για τθν ανάλυςθ περίπου 1200 δειγμάτων οφρων με τθν προτεινόμενθ μεκοδολογία. 

Θ ακρίβεια μζτρθςθσ των τιμϊν m/z των ανιχνευόμενων ιόντων των αναλυτϊν μελετικθκε 

ςε δζκα διαωορετικά δείγματα οφρων και ςε διαωορετικά επίπεδα ςυγκζντρωςθσ, 

πολλαπλάςια του MRPL. Στον Ρίνακα 6.2 παρουςιάηεται για το επίπεδο του MRPL θ 

υπολογιςκείςα μζςθ τιμι του απόλυτου ςωάλματοσ μάηασ και θ τυπικι απόκλιςθ για τα 

δζκα διαωορετικά υποςτρϊματα που εμβολιάςτθκαν με τουσ αναλφτεσ. Για τα αναβολικά 

ςτεροειδι που ςχθματίηουν πρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα και για τουσ αναλφτεσ των 

υπολοίπων απαγορευμζνων κατθγοριϊν, το ςωάλμα μάηασ ςτο επίπεδο του MPRL δεν 

ξεπζραςε τα 20 ppm και για τισ περιςςότερεσ ουςίεσ οι τιμζσ του ςωάλματοσ που 

υπολογίςτθκαν ςτα εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων δεν παρουςίαςαν μεγάλεσ διαωορζσ 

από αυτζσ που υπολογίςτθκαν κατά τθν ανάλυςθ προτφπων διαλυμάτων (εξαίρεςθ 

αποτελεί θ ουςία methoxyphenamine  για τθν οποία διαπιςτϊκθκαν αςυνικιςτα μεγάλεσ 

τιμζσ ςωάλματοσ που ςε πολλζσ περιπτϊςεισ υπερζβαιναν τα 50 ppm). Για τθν πλειονότθτα 

των αναλυτϊν αυτϊν, το παρατθροφμενο ςωάλμα δεν ξεπζραςε τα 20 ppm ςτα 

διαωορετικά υποςτρϊματα που εξετάςτθκαν ακόμα και ςτα δείγματα που εμβολιάςτθκαν 
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ςτο επίπεδο ςυγκζντρωςθσ που αντιςτοιχεί ςτο LOD του κάκε αναλφτθ. Για τα αναβολικά 

ςτεροειδι που ανιχνεφονται με τθ μορωι ιόντων προςκικθσ ι με τθ μορωι κυγατρικϊν 

ιόντων που ςχθματίηονται μετά από κραυςματοποίθςθ ςτθν πθγι ιοντιςμοφ, 

διαπιςτϊκθκαν μεγαλφτερα ςωάλματα που ωτάνουν ςτο επίπεδο του MRPL τα 80 ppm και 

ταυτόχρονα παρουςιάηουν και ςχετικά μεγάλεσ διακυμάνςεισ μεταξφ των διαωορετικϊν 

υποςτρωμάτων. Κάτι τζτοιο πικανϊσ να οωείλεται ςτθ  χαμθλι αωκονία των 

ςυγκεκριμζνων ιόντων, τα οποία ζδωςαν χαμθλισ ζνταςθσ χρωματογραωικζσ κορυωζσ, 

αωοφ παρατθρικθκε ότι τα ςωάλματα μάηασ βελτιϊνονται ςθμαντικά για τουσ αναλφτεσ 

αυτοφσ ςε υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ που αντιςτοιχοφν ςτο τετραπλάςιο του ΜRPL. Γενικά 

υψθλά ςωάλματα μαηϊν διαπιςτϊκθκαν για χαμθλισ ζνταςθσ ςιματα (abundance < 

2*104). Αντίκετα, για ουςίεσ με πολφ υψθλά ςιματα (abundance < 5*106) δεν 

παρατθρικθκαν μεγάλα ςωάλματα, κακϊσ θ  λειτουργία του ςυςτιματοσ ςε ςυχνότθτα 2 

GHz, προςδίδει ςτον ανιχνευτι ADC του ωαςματομζτρου μαηϊν το βζλτιςτο  δυνατό 

δυναμικό εφροσ, αποωεφγοντασ ζτςι τθν εμωάνιςθ ωαινομζνων κορεςμοφ, ακόμα και ςε 

περίπτωςθ ταυτόχρονθσ ζκλουςθσ υψθλισ ζνταςθσ ιόντων δφο ι και περιςςότερων 

αναλυτϊν ι/και ςυςτατικϊν των οφρων. 

Απαγορευμζνεσ ουςίεσ ι μεταβολίτεσ απαγορευμζνων ουςιϊν μθ εμπορικά διακζςιμοι 

ανιχνεφκθκαν μετά από ανάλυςθ μεταβολικϊν δειγμάτων. Για τουσ αναλφτεσ αυτοφσ δεν 

ιταν δυνατό να προςδιοριςτοφν παράμετροι όπωσ θ εκχυλιςτικι απόδοςθ, το όριο 

ανίχνευςθσ και θ επίδραςθ υποςτρϊματοσ. Ραράλλθλα, αναλφκθκαν μεταβολικά δείγματα 

που ελιωκθςαν μετά από λιψθ των ουςιϊν etilefrine, ethamivan και sydnocarb, οι οποίεσ 

ςφμωωνα με τθ βιβλιογραωία απεκκρίνονται ςτα οφρα ςυηευγμζνεσ με κειικό οξφ. Τα 

δείγματα αυτά κατεργάςτθκαν και αναλφκθκαν με τθν προτεινόμενθ μζκοδο και 

ανιχνεφκθκε ςε αυτά θ ελεφκερθ μορωι των ουςιϊν etilefrine, ethamivan και p-

hydroxysydnocarb, αντίςτοιχα, δίνοντασ υψθλισ ζνταςθσ χρωματογραωικζσ κορυωζσ ςτουσ 

αναμενόμενουσ χρόνουσ ανάςχεςθσ. 

Συνολικά, από τισ 232 απαγορευμζνεσ ουςίεσ που ιταν διακζςιμεσ ωσ υλικά αναωοράσ και 

εξετάςτθκαν ςτθν παροφςα εργαςία, οι 208 ςυμπεριλιωκθςαν ςτουσ αναλφτεσ που 

μποροφν να ανιχνευκοφν με τθν προτεινόμενθ μεκοδολογία. Στον Ρίνακα 5.3 

παρουςιάηονται οι εξεταηόμενεσ ουςίεσ που δεν ανιχνεφκθκαν με τθν προτεινόμενθ 

μζκοδο, είτε λόγω χαμθλισ εκχυλιςτικισ ικανότθτασ (π.χ. dichlorphenamide, ritalinic acid, 

fluticasone, octopamine), είτε λόγω φπαρξθσ παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν από το 

υπόςτρωμα των οφρων (π.χ. oxilofrine, 1-testosterone, methenolone met., boldenone met.), 

είτε λόγω ανεπαρκοφσ ιοντιςμοφ του μορίου ςτισ ςυνκικεσ που εωαρμόςκθκαν. Για 

παράδειγμα, οι ουςίεσ 5α-tetrahydronorethisterone, 16β-hydroxyfurazabol, 17α-

methyltestosterone metabolites, , norbolethone metabolite 1, οι οποίεσ όπωσ  

διαπιςτϊκθκε από τθν  ανάλυςθ προτφπων διαλυμάτων ςχθματίηουν χαμθλισ ζνταςθσ 

ιόντα προςκικθσ ι κραυςματοποιθμζνα ιόντα κατόπιν απϊλειασ μορίων νεροφ από τα 

πρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα τουσ, δεν ιταν ανιχνεφςιμεσ και ςτα 10 διαωορετικά οφρα 

που εμβολιάςτθκαν, ακόμα και ςε ςυγκεντρϊςεισ που αντιςτοιχοφςαν ςτο τετραπλάςιο του 

MRPL. Το μεγαλφτερο ποςοςτό των ουςιϊν που δεν ανιχνεφκθκαν με τθν παροφςα 

μεκοδολογία ανικουν ςτθν κατθγορία των αναβολικϊν ςτεροειδϊν, για τα οποία θ τεχνικι 

GC/MS αποτελεί τθν  κατεξοχιν εωαρμοηόμενθ αναλυτικι τεχνικι ςτον ζλεγχο ντόπινγκ και 
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επιτυγχάνει τθν ανίχνευςι τουσ ςε οφρα ακλθτϊν ακόμα και ςε πολφ χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τα δεδομζνα μελζτθσ τθσ ςτακερότθτασ των χρόνων ανάςχεςθσ και 

τθσ ικανότθτασ ακριβοφσ μζτρθςθσ του λόγου m/z των ιόντων των αναλυτϊν, ο χρόνοσ 

ανάςχεςθσ και το ςωάλμα μάηασ χαρακτθρίςτθκαν ωσ τα κφρια διαγνωςτικά κριτιρια που 

κα πρζπει να λαμβάνονται υπόψθ για τθν αξιολόγθςθ τθσ φπαρξθσ μιασ απαγορευμζνθσ 

ουςίασ κατά τθν ανάλυςθ ςάρωςθσ δειγμάτων οφρων ακλθτϊν ςε επίπεδο ανάλυςθσ 

ρουτίνασ. Συγκεκριμζνα, θ ικανοποίθςθ των παρακάτω ςυνκθκϊν ιςοδυναμεί με τθν 

υποψία φπαρξθσ απαγορευμζνθσ ουςίασ: 

 Φπαρξθ κορυωισ ςτο χρωματογραωικό παράκυρο τθσ ουςίασ με λόγο S/N 

μεγαλφτερο του 3. 

 Μζγιςτθ διαωορά χρόνου ανάςχεςθσ τθσ φποπτθσ κορυωισ από το χρόνο 

ανάςχεςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ ουςίασ ςε εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων (δείγμα 

ελζγχου) που παραςκευάηεται και αναλφεται ςτθν ίδια ςειρά δειγμάτων: ± 0,05 

min. 

 Μζγιςτο ςωάλμα μάηασ ± 20 ppm για τα πρωτονιωμζνα ιόντα των αναβολικϊν 

ςτεροειδϊν και  όλεσ τισ άλλεσ κατθγορίεσ απαγορευμζνων ουςιϊν και ± 50 ppm 

για τα ιόντα προςκικθσ ι τα κυγατρικά ιόντα των αναβολικϊν ςτεροειδϊν. 

 

Αξιολόγθςθ Μεκόδου 

Όριο Ανίχνευςθσ: Ρροςδιορίςτθκε το όριο ανίχνευςθσ για τθν πλειοψθωία των 

εξεταηόμενων ουςιϊν, ωσ θ ςυγκζντρωςθ εκείνθ του αναλφτθ ςτθν οποία θ ουςία 

ανιχνεφεται επιτυχϊσ ςε 10 διαωορετικά εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων. Ππωσ ωαίνεται 

και ςτον Ρινακα 5.2 για τισ διουρθτικζσ ουςίεσ (με εξαίρεςθ τθν ουςία acetazolamide με 

LOD 50 ng mL-1), τα διεγερτικά (με εξαίρεςθ τισ ουςίεσ amiphenazole, MDA, etilefrine, 

phenylephrine και synephrine με LOD 100, 250, 100, 500 και 250 ng mL-1, αντίςτοιχα), τα 

ναρκωτικά και τουσ β-ανταγωνιςτζσ ανιχνεφκθκαν ακόμα και ςε ςυγκεντρϊςεισ που 

αντιςτοιχοφν ςτο υποδεκαπλάςιο του MRPL. Ρεραιτζρω μελζτθ τθσ ικανότθτασ ανίχνευςθσ 

των  ουςιϊν αυτϊν ςε ακόμα χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεσ δεν κρίκθκε ςκόπιμθ, κακϊσ, 

ςφμωωνα με τισ οδθγίεσ του WADA, θ ανίχνευςθ των παραπάνω απαγορευμζνων ουςιϊν 

ςτα οφρα ακλθτϊν ςε ςυγκεντρϊςεισ χαμθλότερεσ από το 1/10 του MRPL ςυςτινεται να 

μθν αναωζρεται από τα Εργαςτιρια ωσ παραβίαςθ του Κϊδικα Αντι-ντόπινγκ. Λαμβάνοντασ 

υπόψθ ότι δζκα από τουσ αναλφτεσ που αναωζρονται ςτον Ρίνακα 5.2 και ανικουν ςτθν 

κατθγορία των αναβολικϊν ςτεροειδϊν δεν ανιχνεφκθκαν επιτυχϊσ ςτο MRPL ςτα δζκα  

διαωορετικά οφρα που εξετάςτθκαν, θ προτεινόμενθ μζκοδοσ μπορεί να εωαρμοςκεί για 

τον ζλεγχο ςάρωςθσ 33 αναβολικϊν ουςιϊν. 

Ειδικότθτα: Για τθν πλειοψθωία των αναλυτϊν δεν παρατθρικθκαν παρεμποδιςτικζσ 

κορυωζσ από το υπόςτρωμα των οφρων ςτα ιοντικά χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν 

από τθν ανάλυςθ 20 διαωορετικϊν λευκϊν δειγμάτων οφρων που πραγματοποιικθκε για 

τον ζλεγχο ειδικότθτασ τθσ μεκόδου. Θ ανίχνευςθ οκτϊ απαγορευμζνων ουςιϊν δεν ιταν 

δυνατι λόγω τθσ ςφγχρονθσ ζκλουςθσ ςυςτατικϊν των οφρων ςτα ιοντικά χρωματογραωικά 

παράκυρα των αναλυτϊν αυτϊν, οι οποίοι αναωζρονται ςτον Ρίνακα 5.3. Στο Ραράρτθμα 

10 παρουςιάηεται ωσ παράδειγμα ειδικότθτασ τθσ μεκόδου μια τυπικι ςελίδα (που 

αντιςτοιχεί ςτθν ουςία 16α-hydroxystanozolol) του πακζτου εκτφπωςθσ των 
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χρωματογραωθμάτων που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ ςάρωςθσ μιασ ςειράσ δειγμάτων 

ρουτίνασ (ςειρά δείγματων οφρων ακλθτϊν), ςυμπεριλαμβανομζνου και ενόσ δείγματοσ 

ελζγχου (δείγμα οφρων εμβολιαςμζνο με τουσ αναλφτεσ ςτο MRPL). Μικρισ ζνταςθσ 

παρεμποδιςτικζσ κορυωζσ παρατθρικθκαν από κάποια δείγματα οφρων για τθν ουςία 

methyltrienolone και προκειμζνου να αποωευχκεί θ ζναρξθ επιβεβαιωτικϊν διαδικαςιϊν 

για ψευδϊσ κετικά δείγματα, για τα δείγματα αυτά αποωαςίςτθκε θ επανανάλυςθ τουσ με 

μζκοδο LC/QTOF-MS/MS, ειδικι για τθν ουςία methyltrienolone. 

Ανάκτθςθ: Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ςτθν παροφςα εργαςία για τθν προκατεργαςία των 

δειγμάτων χρθςιμοποιικθκε το πρωτόκολλο του Εργαςτθρίου που εωαρμόηεται για τθν 

ανίχνευςθ ςάρωςθσ αναβολικϊν παραγόντων και κορτικοςτεροειδϊν και δοκιμάςτθκε θ 

δυνατότθτα εωαρμογισ του για τθν απομόνωςθ και ανίχνευςθ αναλυτϊν και από άλλεσ 

κατθγορίεσ απαγορευμζνων ουςιϊν. Ρραγματοποιικθκε μελζτθ προςδιοριςμοφ τθσ 

ανάκτθςθσ τθσ εκχυλιςτικισ πορείασ για τθν πλειοψθωία των αναλυτϊν ςε επίπεδο 

ςυγκζντρωςθσ που αντιςτοιχεί ςτο MRPL. Ππωσ ωαίνεται από τα αποτελζςματα που 

παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 5.2 για 176 από τισ 189 ουςίεσ που εξετάςτθκαν (ποςοςτό 93 

% των εξεταηόμενων ουςιϊν) διαπιςτϊκθκε ανάκτθςθ μεγαλφτερθ από 20 %. Αξίηει να 

αναωερκεί ότι οι ουςίεσ salbutamol, atenolol, piretanide, benzoylecgonine και heptaminol 

ανιχνεφκθκαν επιτυχϊσ ακόμα ςε ςυγκεντρϊςεισ πολφ χαμθλότερεσ του MRPL, αν και 

διαπιςτϊκθκε ότι παρουςιάηουν πολφ χαμθλι εκχυλιςτικι απόδοςθ (ανάκτθςθ <20 %). 

Επίδραςθ υποςτρϊματοσ: Για τθν πλειοψθωία των εξεταηόμενων ουςιϊν διαπιςτϊκθκε 

καταςταλτικι επίδραςθ του υποςτρϊματοσ των οφρων ςτο λαμβανόμενο ιοντικό ςιμα ςε 

ποςοςτό (% MF) που κυμαίνεται για τουσ 189 αναλφτεσ από 24% ζωσ 109% (Ρίνακασ 5.2). 

Για τουσ περιςςότερουσ αναλφτεσ, θ ζνταςθ του ωαινομζνου τθσ ιοντικισ καταςτολισ 

ποικίλει ανάλογα με το υπόςτρωμα των οφρων που χρθςιμοποιικθκε για τον εμβολιαςμό, 

με αποτζλεςμα να παρατθρείται μεγάλθ διακφμανςθ μεταξφ των ζξι διαωορετικϊν 

παρτίδων οφρων που μελετικθκαν. 

Επαναλθψιμότθτα: Για όλουσ τουσ αναλφτεσ διαπιςτϊκθκε επαναλθψιμότθτα των ςχετικϊν 

χρόνων ανάςχεςθσ μεταξφ των θμερϊν με τθ ςχετικι τυπικι απόκλιςθ να μθν υπερβαίνει 

το 0,7%. Θ μεταξφ των θμερϊν ςχετικι τυπικι απόκλιςθ τθσ ςχετικισ απόκριςθσ των 

αναλυτϊν ωσ προσ το εςωτερικό πρότυπο κυμάνκθκε μεταξφ των τιμϊν 0,7 – 17,4 %, ενϊ 

για 158 από τουσ 189 αναλφτεσ δεν ξεπζραςε το 10%. 

 

H καταλλθλότθτα εωαρμογισ τθσ μεκόδου ςτθν ανάλυςθ δειγμάτων ρουτίνασ ελζγχκθκε 

επιπλζον με τθν ανάλυςθ πραγματικϊν κετικϊν δειγμάτων ςτα οποία είχε επιβεβαιωκεί θ 

φπαρξθ των ουςιϊν indapamide, salbutamol, THG, oxprenolol, probenecid, sydnocarb, 

stanozolol, 4-methyl-2-hexanamine, trenbolone, exemestane και cocaine με τισ ιδθ 

εωαρμοηόμενεσ διαδικαςίεσ του Εργαςτθρίου. Οι παραπάνω απαγορευμζνεσ ουςίεσ, κακϊσ 

και μεταβολίτεσ αυτϊν ανιχνεφκθκαν επιτυχϊσ με τθν προτεινόμενθ διαδικαςία ςάρωςθσ. 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ςτθν παροφςα εργαςία θ ανίχνευςθ των απαγορευμζνων 

ουςιϊν βαςίηεται ςτθν ςυνεχι λιψθ των ωαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ ςε εφροσ τιμϊν m/z 

100-1100, χωρίσ τθν παρακολοφκθςθ προεπιλεγμζνων ιόντων. Αυτό αποτελεί ζνα από τα 

ςθμαντικότερα πλεονεκτιματα τθσ εωαρμογισ τθσ τεχνολογίασ LC/TOF-MS ςε αναλφςεισ 

ςάρωςθσ, κακϊσ επιτρζπει όχι μόνο τθν ανίχνευςθ απεριόριςτου αρικμοφ γνωςτϊν 

ουςιϊν, αλλά και τθν αναδρομικι επανεξζταςθ των λθωκζντων ωαςματομετρικϊν 
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δεδομζνων για τθν ανίχνευςθ ουςιϊν που ιταν άγνωςτεσ κατά τθ ςτιγμι τθσ ανάλυςθσ των 

δειγμάτων και ειςάγονται αργότερα ςτον κατάλογο των απαγορευμζνων ουςιϊν του 

WADA. Θ επανεξζταςθ δειγμάτων ρουτίνασ ακλθτϊν που είχαν αναλυκεί με τθν 

προτεινόμενθ μζκοδο, για τθν αναδρομικι ανίχνευςθ μιασ νζασ διεγερτικισ ουςίασ με το 

όνομα 4-methyl-2-hexanamine, οδιγθςε ςτον εκ νζου χαρακτθριςμό 11 δειγμάτων ωσ 

κετικά ενϊ αρχικά είχαν δθλωκεί ωσ αρνθτικά. 
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Ρίνακασ 5.2: Θεωρθτικά δεδομζνα και πειραματικά αποτελζςματα για τουσ αναλφτεσ που ανιχνεφκθκαν με τθν προτεινόμενθ μεκοδολογία 

 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

 Αναβολικοί Παράγοντεσ (MRPL 10 ng mL
-1

)            

1 1-Androstenedione C19H26O2 [M+H]
+
 287,2006 9,42 17 (± 20) 56 (±15) 86,8 (± 7,9) 10 

2 Bolasterone  C21H32O2 [M+H]
+
 317,2475 9,12 4,5 (± 5,0) 37 (± 17) 79,8 (± 7,3) 5 

3 Boldenone C19H26O2 [M+H]
+
 287,2006 7,67 1,3 (± 1,0) 42 (± 18) 89,3 (± 5,9) <2 

4 Boldione C19H24O2 [M+H]
+
 285,1849 8,19 5,1 (± 5,5) 63 (± 14) 89,3 (± 4,6) <2 

5 Calusterone C21H32O2 [M+H]
+
 317,2475 9,37 2,1 (± 1,6) 37,6 (± 9,2) 91 (± 12) <2 

6 Calusterone metabolite C21H36O2 [M+H-2H2O]
+
 285,2577 9,88 20 ppb 

14 (±15) 
48 (± 16) 79 (± 24) 20 

7 Clenbuterol (MRPL  2 ng mL
-1

) C12H18N2OCl2 [M+H]
+
 277,0869 4,66 4,2 (± 4,3) 94,1 (± 9,9) 92,2 (± 7,2) 4 

8 Clostebol metabolite C19H27O2Cl [M+NH4-H2O]
+
 322,1927 10,11 7,8 (± 9,4) 73,7 (± 8,0) 70 (± 10) 40 

9 Danazol metabolite C21H28O2 [M+H]
+
 313,2162 8,86 2,3 (± 3,3) 42 (± 15) 85 (± 10) 5 

10 Drostanolone metabolite C21H28O2 [M+ΝH4]
+
 322,2735 11,09 3,1 (± 4,2) 44 (± 15) 73,5 (± 2,1) 10 

11 Fluoxymesterone  metabolite 1 C20H27FO2 [M+H]
+
 319,2068 10,05 2,1 (± 1,3) 69 (± 16) 83,3 (± 5,0) <2 

12 Fluoxymesterone  metabolite 2 C20H31FO4 [M+H-H2O]
+
 337,2173 3,88 9 (± 12) 36 (± 11) 89,2 (± 6,6) 10 

13 Formebolone metabolite C21H30O4 [M+H]
+
 347,2217 5,72 4,9 (5,5) 62 (± 13) 85,5 (± 4,5) 5 

14 Gestrinone  C21H24O2 [M+H]
+
 309,1849 8,67 1,5 (± 1,2) 61 (± 24) 83,8 (± 6,9) <2 

15 6α-Hydroxyandrostenedione C19H26O3 [M+H]
+
 303,1955 6,39 7 (± 12) 48 (± 13) 85,2 (± 7,3) 10 

16 4-Hydroxytestosterone C19H28O3 [M+H]
+
 305,2111 8,48 10 (± 10) 47 (± 15) 83,1 (± 6,8) 10 

17 Mesterolone metabolite C20H32O2 [M+ΝH4]
+
 322,2735 10,58 2,7 (± 1,5) 49 (± 12) 72,9 (± 5,9) <2 

18 Methandienone metabolite 1  
(MRPL 2 ng mL

-1
) 

C20H32O2 [M+H-2H2O]
+
 269,2264 10,96 5 ppb 

7,0 (± 3,8) 
78 (± 23) 78 (± 17) 5 

19 Methandienone metabolite 2 C20H28O3 [M+H]
+
 317,2111 5,94 4,5 (± 5,8) 37,9 (± 9,7) 86,9 (± 4,8) 5 

20 Methandienone metabolite 3 C20H26O2 [M+H]
+
 299,2006 8,46 10,1 (± 9,2) 42 (± 12) 90,2 (± 9,1) 10 

21 Methyl-1-testosterone C20H30O2 [M+H]
+
 303,2319 9,30 4,5 (± 5,6) 41,3 (± 7,8) 86,4 (± 6,3) 10 

22 Methyldienolone C19H26O2 [M+H]
+
 287,2006 7,91 2,3 (± 1,3) 55 (± 11) 96,4 (± 4,9) <2 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

23 Methyltrienolone (Metribolone) C19H24O2 [M+H]
+
 285,1849 7,85 0,8 (± 0,6) 43 (± 15) 91,0 (± 5,7) <2 

24 19-Norandrosterone 
(MRPL 2 ng mL

-1
) 

C18H28O2 [M+NH4]
+ 

294,2422 9,52 5 ppb 
11,2 (± 8,4) 

58 (± 12) 75,2 (± 3,6) 5 

25 19-Noretiocholanolone C18H28O2 [M+NH4]
+ 

294,2422 9,21 7,8 (± 9,3) 47 (± 20) 77,8 (± 4,2) 5 

26 Norbolethone metabolite 2 C21H36O2 [M+H-2H2O]
+ 

285,2577 10,70 40 ppb 
19 (± 14) 

  40 

27 *Normethandrolone-5β,3α- 
tetrahydro met. 

C19H32O2 [M+H-2H2O]
+ 

257,2264 8,74 -1,9  
  

28 
*Normethandrolone-5α,3α- 
tetrahydro met. 

C19H32O2 [M+H-2H2O]
+ 

257,2264 9,05 -0,4    

29 *Normethandrolone hydroxy-metabolite C19H28O3 [M+H]
+
 305,2111 6,77 -0,3    

30 Oral Turinabol metabolite C20H27ClO3 [M+H]
+
 351,1721 7,05 40 ppb 

13 (± 22) 
33 (± 10) 85,9 (± 6,9) 40 

31 Oxandrolone C19H30O3 [M+H]
+
 307,2268 8,13 4,9 (± 5,7)  46 (± 16) 77,2 (± 4,9) <2 

32 *Prostanozol hydroxy-17-keto 
metabolites 

C20H28N2O2 [M+H]
+
 329,2224 6,58 

6,85 
7,12 

-3,0 
-2,7 
1,8 

   

33 *Prostanozol dihydroxy-17-keto 
metabolites 

C20H28N2O3 [M+H]
+
 345,2173 5,31 

5,53 
5,67 

1,2 
-5,5 
-2,9 

   

34 16α-Hydroxystanozolol C21H32N2O2 [M+H]
+
 345,2537 7,26 4,9 (± 2,7) 24,2 (± 9,5) 79,4 (± 6,2) 5 

35 3-Hydroxystanozolol  
(MRPL 2 ng mL

-1
)

 

C21H32N2O2 [M+H]
+
 345,2537 6,90 10 ppb 

3,7 (± 4,7) 
42,3 (± 3,8) 99 (± 16) 10 

36 Tetrahydrogestrinone (THG) C21H28O2 [M+H]
+
 313,2162 9,64 1,5 (± 0,9) 50 (± 15) 82 (± 12) <2 

37 Trenbolone  C18H22O2 [M+H]
+
 271,1693 7,45 1,7 (± 1,5) 55 (± 20) 84,6 (± 7,0) <2 

38 17α-Epitrenbolone C18H22O2 [M+H]
+
 271,1696 7,69 2,6 (± 1,4) 64 (± 29) 88,2 (± 6,4) <2 

39 α-Zearalanol C18H26O5 [M+H]
+
 323,1853 8,04 17 (± 17) 64 (± 16) 73 (± 19) 20 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 5: Ανάπτυξη και αξιολόγηςη μεθόδου ςάρωςησ απαγορευμένων ουςιών ςε ούρα αθλητών με LC/TOF-MS 

 

Σελίδα | 102  
 

 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

40 β-Zearalanol C18H26O5 [M+H]
+
 323,1853 7,38 18 (± 18)   20 

41 Zilpaterol C14H19N3O2 [M+H]
+
 262,1550 1,65 2,2 (± 0,9) 88 (± 14) 75,1 (± 3,4) <2 

42 Norethandrolone metabolite 2 C24H32O2 [M+H-2H2O]
+
 271,2420 9,62 16 (± 13) 50,0 (±7,0) 66 (± 11) 10 

43 *Estra-4,9(10)-diene-3,17-dione 
17-hydroxy metabolite 

C18H24O2 [M+H]
+
 

[2M+Na]
+
 

273,1849 
567,3445 

7,4/8,1 7,0 
5,9 

   

 β2-Αγωνιςτζσ (MRPL 100 ng mL
-1

)         

44 Bambuterol C18H29N3O5 [M+H]
+
 368,2180 5,13 0,8 (± 0,5) 97,9 (± 2,8) 92,8 (± 6,3) <20 

45 Fenoterol C17H21NO4 [M+H]
+
 304,1543 2,98 0,6 (± 0,6) 89,9 (± 7,2) 40 (± 20) <20 

46 Fenoterol (formaldehyde) artifact C18H21NO4 [M+H]
+
 316,1543 3,31 1,4 (± 1,0)    

47 Formoterol C19H24N2O4 [M+H]
+
 345,1809 4,67 1,2 (± 1,5) 99,0 (± 7,2) 90,3 (± 7,5) <20 

48 Ractopamine C18H23NO3 [M+H]
+
 302,1751 4,10 0,7 (± 0,6)   <20 

49 Salbutamol C13H21NO3 [M+H]
+
 240,1594 1,65 1,2 (± 1,5) 96,2 (± 5,2) 17,3 (± 1,7) <20 

50 Salmeterol C25H37NO4 [M+H]
+
 416,2795 7,45 0,9 (± 0,6) 73 (± 11) 80 (± 11) <20 

51 Terbutaline C12H19NO3 [M+H]
+
 226,1438 1,67 1,3 (± 0,5) 102,0 (± 6,7) 27,8 (± 1,2) <20 

 β-Ανταγωνιςτζσ (MRPL 500 ng mL
-1

)         

52 Acebutolol C18H28N2O4 [M+H]
+
 337,2122 4,44 1,1 (± 0,6) 97,7 (± 2,0) 89,5 (± 4,0) <50 

53 Alprenolol C15H23NO2 [M+H]
+
 250,1802 5,96 2,1 (± 0,7) 99,1 (± 2,3) 92,4 (± 6,0) <50 

54 Atenolol C14H22N2O3 [M+H]
+
 267,1703 1,77 1,0 (± 0,7) 98,3 (± 3,4) 16 (± 11) <50 

55 Betaxolol C18H29NO3 [M+H]
+
 308,2220 6,10 1,7 (± 0,7) 93,7 (± 2,8) 97,3 (± 4,0) <50 

56 Bisoprolol C18H31NO4 [M+H]
+
 326,2326 5,50 1,0 (± 0,8) 96,3 (± 3,8) 98,3 (± 4,9) <50 

57 Carteolol C16H24N2O3 [M+H]
+
 293,1860 3,41 2,5 (± 1,1) 97,0 (± 3,1) 82,3 (± 8,0) <50 

58 Carvedilol C24H26N2O4 [M+H]
+
 407,1965 6,87 0,6 (± 0,6) 70 (± 11) 66,5 (± 5,4) <50 

59 Celiprolol C20H33N3O4 [M+H]
+
 380,2544 5,06 0,6 (± 0,6) 98,2 (± 1,8) 90,6 (± 3,7) <50 

60 Esmolol C16H25NO4 [M+H]
+
 296,1856 4,98 1,2 (± 0,6) 98,1 (± 2,0) 97,1 (± 3,4) <50 

61 Labetalol C19H24N2O3 [M+H]
+
 329,1860 5,46 2,0 (± 0,8) 92,8 (± 6,2) 80,6 (± 8,4) <50 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

62 Levobunolol C17H25NO3 [M+H]
+
 292,1907 4,72 1,3 (± 0,7) 96,4 (± 4,4) 94,8 (± 5,1) <50 

63 Metipranolol C17H27NO4 [M+H]
+
 310,2013 5,78 0,7 (± 0,7) 97,1 (± 2,8) 94,6 (± 3,8) <50 

64 Metoprolol C15H25NO3 [M+H]
+
 268,1907 4,57 1,4 (± 0,4) 99,5 (± 2,8) 98,3 (± 1,5) <50 

65 Nadolol C17H27NO4 [M+H]
+
 310,2013 3,55 2,0 (± 0,7) 99,9 (± 2,0) 43,3 (± 4,8) <50 

66 Oxprenolol C15H23NO3 [M+H]
+
 266,1751 5,27 1,0 (± 0,8) 96,8 (± 2,9) 95,8 (± 3,4) <50 

67 Pindolol C14H20N2O2 [M+H]
+
 249,1598 3,68 2,3 (± 0,8) 94,9 (± 2,7) 102,5 (± 4,6) <50 

68 Propranolol C16H21NO2 [M+H]
+
 260,1645 5,87 2,0 (± 0,5) 93,3 (± 2,8) 93,1 (± 3,9) <50 

69 Sotalol C12H20N2O3S [M+H]
+
 273,1267 1,91 1,9 (± 1,2) 94,9 (± 4,4) 42 (± 11) <50 

70 Timolol C13H24N3O4S [M+H]
+
 317,1642 4,37 1,4 (± 0,6) 99,7 (± 1,9) 98,4 (± 3,0) <50 

 Κορτικοςτεροειδι (MRPL 30 ng mL
-1

)         

71 Beclomethasone C22H29ClO5 [M+H]
+
 409,1776 7,24 1,5 (± 1,7) 56 (± 14) 79,5 (± 5,5) <6 

72 Betamethasone C22H29FO5 [M+H]
+
 393,2072 6,97 2,0 (± 1,3) 72,1 (± 6,5) 94,2 (± 4,3) <6 

73 Budesonide C25H34O6 [M+H]
+
 431,2428 8,59 1,4 (± 1,3) 57 (± 24) 73,6 (± 8,6) <6 

74 Budesonide metabolite C21H28O6 [M+H]
+
 377,1959 5,34 0,5 (± 0,3) 61 (± 12) 84,2 (± 6,1) 15 

75 *Deflazacort desacetyl metabolites C23H29NO5 [M+H]
+
 400,2119 5,15 

6,28 
-2,2 
-1,0 

   

76 *Deflazacort desacetyl-hydroxy-
metabolites 

C23H29NO6 [M+H]
+
 416,2068 4,31 

5,68 
6,44 
6,56 

0,2 
-0,7 
-0,5 
1,9 

   

77 *Deflazacort desacetyl-epoxy metabolites C23H31NO6 [M+H]
+
 418,2224 5,80 

6,04 
-3,1 
0,5 

   

78 *Deflazacort desacetyl-keto metabolite C23H27NO5 [M+H]
+
 398,1962 6,09 

6,22 
2,0 
1,0 

   

79 Desonide C24H32O6 [M+H]
+
 417,2272 7,43 1,2 (± 0,7) 58 (± 19) 84,7 (± 4,7) <6 

80 Dexamethasone  C22H29FO5 [M+H]
+
 393,2072 7,03 1,2 (± 0,7) 66 (± 14) 86,5 (± 4,7) <6 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

81 Fludrocortisone C21H29FO5 [M+H]
+
 381,2072 6,34 5,7 (± 5,8) 53 (± 15) 85,6 (± 3,6) 30 

82 Flumethasone C22H28F2O5 [M+H]
+
 411,1978 7,07 1,0 (± 0,5) 60 (± 13) 84,6 (± 4,1) <6 

83 Flunisolide C24H31FO6 [M+H]
+
 435,2177 7,47 2,3 (± 1,2) 32 (± 14) 86,0 (± 6,5) <6 

84 Fluocortolone C22H29FO4 [M+H]
+
 377,2123 7,70 7,1 (± 6,4) 42 (± 14) 84,2 (± 5,5) <6 

85 Methylprednisolone C22H30O5 [M+H]
+
 375,2166 6,83 0,6 (± 0,7) 47 (± 10) 84,8 (± 4,0) <6 

86 Prednisolone C21H28O5 [M+H]
+
 361,2009 6,20 2,2 (± 3,4) 54 (± 14) 86,8 (± 2,4) 15 

87 Prednisone C21H26O5 [M+H]
+
 359,1853 6,25 1,2 (± 1,3) 61 (± 16) 87,6 (± 5,3) <6 

88 Triamcinolone C21H27FO6 [M+H]
+
 395,1864 5,39 1,7 (± 1,5) 67 (± 12) 83,9 (± 5,4) 15 

89 Triamcinolone Acetonide C24H31FO6 [M+H]
+
 435,2177 7,38 2,3 (± 2,6) 59 (± 19) 83,9 (± 4,9) <6 

 Διουρθτικζσ Ουςίεσ κ.α. Καλυπτικοί παράγοντεσ (MRPL 250 ng mL
-1

)       

90 Acetazolamide C4H6N4O6S2 [M+H]
+
 222,9954 2,68 3,0 (± 2,3) 87,4 (± 9,9) 2,1 (± 0,3) 50 

91 Althiazide C11H14N3O4S3Cl [M+NH4]
+ 

401,0168 6,94 2,9 (± 1,1) 109 (± 19) 47,7 (± 6,4) <25 

92 Amiloride C6H8N7OCl [M+H]
+
 230,0552 1,96 1,8 (± 0,9) 82 (± 11) 6,2 (± 1,8) <25 

93 Bendroflumethiazide C15H14N3O4S2F3 [M+NH4]
+ 

439,0711 8,00 1,8 (± 0,8) 100 (± 14) 43,7 (± 4,3) <25 

94 Brinzolamide C12H11N3O5S3 [M+H]
+ 

384,0716 4,47 1,2 (± 1,2) 84,2 (± 5,4) 77,3 (± 4,3) <25 

95 Bumetanide C17H20N2O5S [M+H]
+ 

365,1166 8,09 0,6 (± 0,6) 95,2 (± 9,4) 32,1 (± 1,2) <25 

96 Canrenone C22H28O3 [M+H]
+ 

341,2111 9,15 1,0 (± 0,6) 58 (± 11) 24,0 (± 3,2) <25 

97 Chlorothiazide C7H6N3O4S2Cl [M+NH4]
+ 

312,9821 3,11 10,8 (± 7,9) 92,3 (± 3,2) 1,0 (± 1,0) 250 

98 Chlorthalidone C14H11N2O4SCl [M+NH4]
+ 

356,0461 5,24 1,7 (± 1,1) 82,1 (± 5,3) 83,1 (± 4,0) <25 

99 Clopamide C14H20N3O3SCl [M+NH4]
+ 

346,0987 5,95 1,6 (± 0,5) 83,9 (± 5,8) 89,1 (± 2,8) <25 

100 Cyclothiazide C14H16N3O4S2Cl [M+NH4]
+ 

407,0604 7,72 1,4 (± 1,0) 92,4 (± 8,2) 35,9 (± 5,9) <25 

101 Dorzolamide C10H16N2O4S3 [M+H]
+ 

325,0345 2,64 1,4 (± 0,6) 74 (± 17) 65,0 (±5,2) <25 

102 Ethacrynic acid C13H12O4Cl2 [M+H]
+ 

303,0185 7,28 2,5 (± 1,8) 55,9 (± 9,1) 5,4 (± 2,0) <25 

103 Hydrochlorothiazide C7H8N3O4S2Cl [M+NH4]
+ 

314,9978 3,44 1,9 (± 1,0) 89,3 (± 4,1) 53,8 (± 2,0) <25 

104 Hydroflumethiazide C8H8N3O4S2F3 [M+NH4]
+ 

349,0241 4,58 1,7 (± 1,1) 99,5 (± 4,7) 75,5 (± 3,9) <25 

105 Indapamide C16H16N3O3SCl [M+H]
+ 

366,0674 7,31 0,8 (± 0,7) 77,9 (± 8,3) 82,6 (± 2,8) <25 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

106 Methylchlothiazide C9H11N3O4S2Cl2 [M+NH4]
+ 

379,9901 6,42 1,2 (± 0,8) 66,8 (± 7,9) 83,2 (± 4,4) <25 

107 Metolazone C16H16N3O3SCl [M+H]
+ 

366,0674 6,74 1,2 (± 0,4) 47 (± 16) 97,4 (± 5,0) <125 

108 Piretanide C17H18N2O5S [M+H]
+ 

363,1009 7,52 0,9 (± 0,8) 87,5 (± 9,8) 11,2 (± 0,9) <25 

109 Polythiazide C11H13N3O4S3ClF3 [M+NH4]
+ 

457,0042 7,96 2,1 (± 1,0) 94 (± 13) 81,5 (± 3,9) <25 

110 Probenecid C13H19NO4S [M+H]
+ 

286,1108 7,91 0,7 (± 0,6) 67,0 (± 7,8) 43,6 (± 1,7) <25 

111 Torasemide C16H20N4O3S [M+H]
+ 

349,1329 5,79 1,5 (± 1,0) 91,9 (± 4,9) 48,2 (± 1,7) <25 

112 Trichloromethiazide C8H8N3O4S2Cl3 [M+NH4]
+ 

398,9355 6,12 1,3 (± 1,0) 89,8 (± 8,5) 59,6 (± 3,4) <25 

113 Triamterene C12H11N7 [M+H]
+ 

254,1149 3,87 2,3 (± 0,9) 91,8 (± 9,7) 91,5 (± 5,8) <25 

114 Xipamide C15H15N2O4SCl [M+H]
+ 

355,0514 8,07 0,7 (± 0,5) 72,1 (± 9,0) 55,7 (± 1,1) <25 

 Ναρκωτικά (MRPL 200 ng mL
-1

)         

115 6-Acetylmorphine C15H23N [M+H]
+ 

328,1543 3,37 2,9 (± 1,0) 61,5 (± 9,8) 91,8 (± 5,5) <20 

116 Alfentanyl (MRPL 10 ng mL
-1

) C21H32N6Ο3 [M+H]
+
 417,2609 6,13 1,0 (± 1,0) 90,6 (± 8,7) 72,9 (± 9,7) <10 

117 Buprenorphine (MRPL 10 ng mL
-1

) C29H41NΟ4 [M+H]
+
 468,3108 6,75 0,8 (± 0,7) 84 (± 14) 77 (± 13) <1 

118 Norbuprenorphine (MRPL 10 ng mL
-1

) 
(Buprenorphine metabolite) 

C25H35NO4 [M+H]
+
 414,2639 5,40 3,9 (± 2,3) 

   

119 Dextromoramide C25H32N2Ο2 [M+H]
+
 393,2537 7,22 0,9 (± 1,2) 88,5 (± 3,4) 61,6 (± 4,2) <20 

120 Dihydrocodeine C18H23NΟ3 [M+H]
+
 302,1751 2,64 1,8 (± 0,9) 81 (± 11) 73,7 (± 8,8) <20 

121 Fentanyl (MRPL 10 ng mL
-1

) C22H28N2Ο [M+H]
+
 337,2274 6,14 1,7 (± 1,2) 70,5 (± 7,5) 74 (± 12) <10 

122 Hydromorphone C17H19NΟ3 [M+H]
+
 286,1438 1,80 1,8 (± 1,0) 90,2 (± 7,1) 87 (± 17) <20 

123 Methadone C21H27NΟ [M+H]
+
 310,2165 7,32 2,2 (± 1,7) 84,8 (± 7,5) 63,6 (± 6,5) <20 

124 Methadone metabolite C20H23N [M+H]
+
 278,1903 6,78 4,0 (± 2,7) 84,7 (± 5,8) 47,7 (± 7,8) <20 

125 Morphine (MRPL 1000 ng mL
-1

) C17H19NΟ3 [M+H]
+
 286,1438 1,40 2,5 (± 0,8) 81,9 (± 8,1) 83,6 (± 3,9) <100 

126 Norcodeine C17H19NΟ3 [M+H]
+
 286,1438 2,58 1,5 (± 1,4) 75 (± 13) 18,8 (± 6,7) <20 

127 Norfentanyl (MRPL 10 ng mL
-1

)  C14H20N2Ο [M+H]
+
 233,1648 4,16 2,1    

128 Normorphine C16H17NΟ3 [M+H]
+
 272,1281 1,25 1,8 (± 1,0) 69,5 (± 6,4) 2,6 (± 0,7) 100 

129 Oxycodone C18H21NΟ4 [M+H]
+
 316,1543 3,27 1,4 (± 0,7) 90 (± 15) 88,0 (± 6,8) <20 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

130 Oxymorphone C17H19NO4 [M+H]
+
 302,1387 1,54 1,3    

131 Pentazocine C19H27NΟ [M+H]
+
 286,2154 5,60 2,1 (± 0,6) 83,3 (± 7,0) 69,8 (± 7,8) <20 

132 Pethidine C15H21NΟ2 [M+H]
+
 248,1645 5,10 2,8 (± 0,7) 82,6 (± 3,9) 72 (± 11)) <20 

133 *Pethidine metabolite (Norpethidine) C17H19NΟ2 [M+H]
+
 234,1489 5,01 0,9    

134 Sulfentanyl (MRPL 10 ng mL
-1

) C22H30N2Ο2S [M+H]
+
 387,2101 7,13 3,5 (± 1,1) 52,4 (± 6,8) 77,9 (± 4,9) <10 

 Ενιςχυτισ Μεταφοράσ Οξυγόνου         

135 Efaproxiral (RSR13) C20H33NΟ4 [M+H]
+
 342,1700 8,17 1,0 (± 0,6) 78 (± 12) 45,1 (± 8,5) <2 

 Αναςτολείσ Αρωματάςθσ (MRPL 50ng mL
-1

)        

136 Aminoglutethimide C13H26N2Ο2 [M+H]
+
 233,1285 4,95 2,4 (± 1,9) 57 (± 22) 91,5 (± 8,0) 25 

137 Anastrozole C17H17N5 [M+H]
+
 294,1713 7,23 2,3 (± 1,2) 77,8 (± 7,2) 91,0 (± 3,2) <10 

138 Androst-1,4,6-triene-3,17-dione C19H22Ο2 [M+H]
+
 283,1693 7,99 7,0 (± 5,7) 33 (± 13) 88,0 (± 8,9) <25 

139 *Androst-4,6-diene-3,17-dione  
(Androst-1,4,6-triene-3,17-dione met) 

C19H24Ο2 [M+H]
+
 285,1849 8,50 0,5    

140 
*17β-Hydroxy-androst-1,4,6-triene-3-one 
(Androst-1,4,6-triene-3,17-dione met) 

C19H24Ο2 [M+H]
+
 285,1849 7,46 0,6 

   

141 6-Oxoandrostene-3,17-dione C19H24Ο3 [M+H]
+
 301,1798 7,55 -4,3    

142 
6-Hydroxytestosterone 
(6-Oxoandrostene-3,17-dione met) 

C19H28Ο3 [M+H]
+
 305,2111 5,63 4,2 (± 4,5) 

   

143 Exemestane C20H24Ο2 [M+H]
+
 297,1849 9,00 4,2 (± 3,2) 49 (± 15) 88,3 (± 4,9) 25 

144 *Exemestane dihydro-metabolite C20H26Ο2 [M+H]
+
 299,2006 8,40 1,3    

145 Formestane C19H26Ο3 [M+H]
+
 303,1955 9,10 10,9 (± 8,9)   50 

146 *Testolactone C19H24Ο3 [M+H]
+
 301,1798 6,76 3,7    

147 *Testolactone dihydro-metabolite C19H26Ο3 [M+H]
+
 303,1955 7,80 1,0    

148 *Testolactone tetrahydro-metabolite C19H28Ο3 [2M+H]
+
 609,4150 8,07 4,1    
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

 Εκλεκτικοί Ρυκμιςτζσ Τποδοχζων Οιςτρογόνων (MRPL 50ng mL
-1

)       

149 Raloxifene C28H27NΟ4S [M+H]
+
 474,1734 6,36 2,2 (± 1,2) 54 (± 31) 89 (± 10) <10 

150 Tamoxifene 3-hydroxy-4-methoxy met. C27H31NΟ3 [M+H]
+
 418,2377 8,57 2,4 (± 1,3) 66 (± 36) 79 (± 14) <10 

151 * Tamoxifene N-desmethyl-hydroxy met. C25H27NΟ2 [M+H]
+
 374,2115 6,78 0,8    

152 *Tamoxifene N-desmethyl-hydroxy-
methoxy metabolite 

C26H29NΟ3 [M+H]
+
 404,2220 7,26 1,7 

   

153 *Toremifene-carboxy metabolite 
*Tamoxifene-carboxy metabolite 

C26H27NΟ3 [M+H]
+
 402,2064 6,60 0,5 

   

154 Toremifene C26H28NΟCl [M+H]
+
 406,1932 9,31 2,3 (± 1,3) 50 (± 12) 61,8 (± 1,8) <10 

155 *Toremifene-hydroxy metabolite C26H28NΟ2Cl [M+H]
+
 422,1881 7,49 2,4    

156 *Toremifene-hydroxy-desmethyl met. C25H26NΟ2Cl [M+H]
+
 408,1725 7,34 0,2    

157 *Toremifene-hydroxy-methoxy-
desmethyl metabolite 

C26H28NΟ3Cl [M+H]
+
 438,1830 7,90 2,1 

   

 Αντι-οιςτρογόνα (MRPL 50 ng mL
-1

)         

158 *Clomiphene-4-hydroxy-metabolite C26H28NΟ2Cl [M+H]
+
 422,1881 8,00 0,2    

159 *Clomiphene-hydroxy-methoxy met.  C27H30NΟ3Cl [M+H]
+
 452,1987 8,12 1,5    

160 *Clomiphene-N-desethyl-hydroxy met. C24H24NΟ2Cl [M+H]
+
 394,1568 7,62 1,3    

 Διεγερτικά (MRPL 50 ng mL
-1

)          

161 Adrafinil C15H15NΟ3S Artifact 
[C13H10]

+
 

167,0855 5,93 0,7 (± 0,7) 88,9 (± 4,3) 59,7 (± 2,2) <50 

162 Amiphenazole C9H9N3S [M+H]
+
 192,0590 2,32 2,9 (± 1,7) 87,8 (± 8,9) 65 (± 12) 100 

163 Amphepramone  C13H19NΟ [M+H]
+
 206,1539 3,66 3,4 (± 0,8) 60,2 (± 7,5) 67 (± 16) <50 

164 *N,N-Diethylnorephedrine 
(Amphepramone metabolite)  

C13H21NΟ [M+H]
+
 208,1696 3,72 0,5    
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

165 *N-Ethylnorephedrine 
(Amphepramone metabolite) 

C11H17NΟ [M+H]
+
 180,1383 3,20 2,2    

166 *Nordiethylpropion  
(Amphepramone metabolite) 

C11H15NΟ [M+H]
+
 178,1226 3,13 4,5    

167 Amphetamine C9H13N [M+H]
+ 

136,1121 3,15 4,0 (± 1,7) 82,4 (± 8,9) 66 (± 11) <50 
168 *Benfluorex C19H20ΝΟ2F3 [M+H]

+
 352,1519 8,79 2,3    

169 *Benfluorex desbenzaldehyde-met. C12H16ΝΟF3 [M+H]
+
 248,1257 5,04 5,1    

170 *Benfluorex desbenzaldehyde-carboxy    
metabolite 

C12H14ΝΟ2F3 [M+H]
+
 262,1049 5,19 5,2  

  

171 Benzphetamine C17H21Ν [M+H]
+
 240,1747 6,00 2,6 (± 0,6) 86,0 (± 8,3) 63,5 (± 8,8) <50 

172 Benzylamphetamine C16H19Ν [M+H]
+
 226,1590 5,82 2,4 (± 0,6) 89,1 (± 4,5) 72,2 (± 8,5) <50 

173 1-Benzylpiperazine C11H16Ν2 [M+H]
+
 177,1386 2,80 4,6 (± 0,6) 69 (± 11) 62,2 (± 9,5) <50 

174 Buflomedil C17H25ΝΟ4 [M+H]
+
 308,1856 4,92 0,5 (± 0,5) 86,3 (± 7,2) 87,8 (± 9,6) <50 

175 Bupropion C13H18ΝΟCl [M+H]
+
 240,1150 5,37 2,2 (± 0,7) 70 (± 10) 64 (± 16) <50 

176 *Bupropion dihydro-metabolite C13H20ΝΟCl [M+H]
+
 242,1306 5,16 1,3    

177 *Bupropion hydroxy-metabolites C13H18ΝΟ2Cl [M+H]
+
 256,1099 4,35 

4,56 
-0,4 
-0,8 

   

178 *Bupropion dihydro-hydroxy-metabolites C13H20ΝΟ2Cl [M+H]
+
 258,1255 3,70 

4,03 
4,76 

0,4 
4,6 
-1,2 

   

179  1-(3-Chlorphenyl)piperazine C10H13Ν2Cl [M+H]
+
 197,0840 4,72 2,4 (± 1,2) 67 (± 10) 78 (± 16) <50 

180 Carphedone C12H14N2Ο2 [M+H]
+
 219,1128 4,70 1,8 (± 1,6) 70 (± 11) 46,7 (± 8,1) <50 

181 *Carphedone-4-hydroxy metabolite C12H14N2Ο3 [M+H]
+
 235,1077 2,64 3,4    

182 *Clobenzorex C16H18ΝCl [M+H]
+
 260,1201 6,53 0,4    

183 *Clobenzorex dihydroxy-metabolites C16H18NO2Cl [M+H]
+
 292,1099 4,65 

4,98 
5,33 

2,1 
1,4 
2,7 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

184 *Clobenzorex hydroxy-metabolites C16H18NOCl [M+H]
+
 276,1150 5,08 

5,39 
5,66 
5,95 

0,4 
2,9 
1,8 
1,4 

   

185 Cocaine   C17H21NΟ4 [M+H]
+
 304,1543 5,05 1,0 (± 0,6) 87,8 (± 6,3) 78,4 (8,6)  

186 Benzoylecgonine (Cocaine metabolite) C16H19NΟ4 [M+H]
+
 290,1387 3,96 1,3 (± 1,2) 95,7 (± 4,2) 2,6 (± 1,6) <50 

187 Ecgonine methylester (Cocaine met.) C10H17NΟ3 [M+H]
+
 200,1281 0,93 5,6 (± 1,9) 91,4 (± 3,5) 38 (± 10) <50 

188 Cropropamide C13H24N2Ο2 [M+H-C2H5NH2]
+
 196,1332 6,40 3,4 (± 0,6) 71 (± 12) 86,1 (± 8,2) <50 

189 Crotethamide C12H22N2Ο2 [M+H-C2H5NH2]
+
 182,1176 5,44 4,0 (± 0,6) 76 (± 11) 92,5 (± 4,1) <50 

190 Cyclazodone C12H12N2Ο2 [M+H]
+
 217,0972 5,56 2,9 (± 1,9) 72 (± 12) 93,1 (± 4,7) <250 

191 Dimethylamphetamine C11H17N7 [M+H]
+
 164,1434 3,64 4,1 (± 0,8) 81,7 (± 8,6) 85,5 (± 5,3) <50 

192 Ephedrine/Pseudoephedrine C10H15NΟ [M+H]
+ 

[M+H-H2O]
+ 

166,1226 
148,1121 

2,57 1,1 (± 0,5) 
 

97,9 (± 1,5) 64,7 (± 7,8) <100 

193 Etafedrine C12H19NΟ [M+H]
+
 194,1539 3,34 4,7 (± 1,0) 84,5 (± 7,5) 87,7 (± 7,7) <50 

194 Ethamivan C12H17NΟ3 [M+H]
+
 224,1281 5,53 2,7 (± 0,6) 94,6 (± 3,7) 90,8 (± 8,0) <50 

195 *Ethamivan N-desethyl metabolite C10H13NΟ3 [M+H]
+
 196,0968 3,07 4,1    

196 Ethylamphetamine C11H17N [M+H]
+
 164,1434 3,91 4,3 (± 0,6) 86,9 (± 9,8) 80 (± 11) <50 

197 Etilefrine C10H15NΟ2 [M+H]
+
 182,1176 1,37 2,6 (± 1,6) 89,1 (± 5,0) 26,4 (± 4,4) 100 

198 Famprofazone C24H31N3Ο [M+H]
+
 378,2540 10,94 0,6 (± 0,3) 84,9 (± 8,9) 73 (± 13) <50 

199 Fenbutrazate C23H29NΟ3 [M+H]
+
 368,2220 10,80 11,1 (± 1,2) 61,9 (± 7,3) 78,7 (± 4,4) <50 

200 Fencamfamine C15H21N [M+H]
+
 216,1747 5,53 3,0 (± 0,6) 88,9 (± 6,4) 80,4 (± 9,7) <50 

201 Fencamine C28H26N6Ο2 [M+H]
+
 385,2436 4,37 4,1 (± 2,1) 61 (± 15) 92,8 (± 2,3) <250 

202 Fenethylline C18H23N5Ο2 [M+H]
+
 342,1925 4,68 1,6 (± 0,8) 70 (± 11) 88,4 (± 7,1) <50 

203 *7-(2-hydroxyethyl)-theophylline 
(Fenethylline metabolite) 

C9H12N4O3 [M+H]
+
 225,0982 2,65 6,5 

   

204 Fenfluramine C12H16F3N [M+H]
+
 232,1308 5,68 3,0 (± 2,1) 79 (± 11) 69,5 (± 9,0) <50 

205 Fenproporex C12H16N2 [M+H]
+
 189,1386 3,74 4,1 (± 0,5) 89,6 (± 7,9) 74,4 (8,0) <50 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

206 *Fenproporex-hydroxy metabolite C12H16N2Ο [M+H]
+
 205,1335 1,73 2,6    

207 Flephedrone C10H12FNO3 [M+H]
+
 182,0976 3,09 2,0 (± 1,1)    

208 Fluoroamphetamine C9H12FN [M+H]
+
 154,1021 3,41 

3,64 
2,7 (± 2,1) 
1,6 (± 1,3)  

   

209 Furfenorex C15H19NΟ [M+H]
+
 230,1539 5,26 1,4 (± 0,6) 79,6 (± 5,7) 67 (± 12) <50 

210 Heptaminol C8H19NΟ [M+H]
+
 146,1539 1,51 1,4 (± 0,5) 95,7 (± 5,6) 5,3 (± 1,7) <50 

211 p-Hydroxyamphetamine C9H12NΟ [M+H]
+ 

[M+H-ΝΘ3]
+
 

152,1070 
135,0804 

1,51 7,4 (± 5,1) 
3,0 (± 1,6) 

   

212 6-Hydroxybromantan C16H20NΟBr [M+H]
+
 322,0801 10,21 0,6 (± 0,7) 44,1 (± 4,9) 70 (± 14) <50 

213 *Isometheptene C9H19N [M+H]
+
 142,1590 4,52 0,7    

214 *Isometheptene-hydroxy metabolites C9H19NΟ [M+H]
+
 158,1539 1,65 

1,78 
4,4 
3,2 

  
 

215 MDMA C11H15NΟ2 [M+H]
+
 194,1176 3,62 2,6 (± 0,8) 91,0 (± 5,7) 84,2 (± 7,6) <50 

216 *Hydroxy-methoxy-amphetamine (HMA) 
(MDMA metabolite) 

C10H15NΟ2 [M+H]
+
 182,1176 1,86 2,7 

   

217 *Hydroxy-methoxy-methamphetamine 
(HMMA, MDMA metabolite) 

C11H17NΟ2 [M+H]
+
 196,1332 2,00 4,1 

   

218 MDA C10H13NΟ2 [M+H]
+
 180,1014 3,38 18 (± 17) 81 (± 11) 74,6 (± 8,3) 250 

219 Mefenorex C12H18NCl [M+H]
+
 212,1201 5,09 2,9 (± 0,9) 90,0 (± 8,4) 75,7 (± 5,5) <50 

220 *Mefenorex p-hydroxy metabolite C12H18NΟCl [M+H]
+
 228,1150 3,61 0,9    

221 *Mefenorex p-hydroxy-m-methoxy met. C13H20NΟ2Cl [M+H]
+
 258,1255 3,95 0,4    

222 Mephedrone C11H15NΟ [M+H]
+
 178,1226 3,93 2,8 (± 1,7)    

223 Mephentermine C11H17N [M+H]
+
 164,1434 3,98 4,0 (± 0,6) 92,0 (± 0,6) 84,1 (± 8,6) <50 

224 Methamphetamine C10H15N [M+H]
+
 150,1277 3,45 4,5 (± 0,9) 90,8 (± 5,5) 75,7 (± 9,5) <50 

225 Methoxyphenamine C11H17NΟ [M+H]
+
 180,1383 4,14 58,5 (± 7,2) 90,2 (± 5,6) 83,5 (± 6,1) <50 

226 p-Methylamphetamine C10H15N [M+H]
+
 150,1277 4,32 1,9 (± 1,7) 78,9 (± 6,4) 90,7 (± 2,2) <250 
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

227 Methylenedioxypyrovalerone C16H21NΟ3 [M+H]
+
 276,1594 5,08 1,7 (± 0,9)    

228 Methylephedrine C11H17NΟ [M+H]
+
 180,1383 2,88 4,1 (± 0,6) 93,2 (± 4,3) 85,0 (± 8,9) <50 

229 4-Methyl-2-hexanamine C7H17N [M+H]
+
 116,1434 3,76 1,5 (± 1,1) 56 (± 21) 76,5 (± 5,0) <250 

230 Methylphenidate C14H19NΟ2 [M+H]
+
 234,1489 4,65 2,2 (± 0,8) 90,9 (± 7,3) 82,2 (± 4,2) <50 

231 Modafinil C15H15NΟ2S Artifact 
[C13H10]

+
 

167,0855 6,13 4,0 (± 2,1) 89 (± 11) 79,0 (± 8,3) <50 

232 Nikethamide C10H14N2Ο [M+H]
+
 179,1179 4,22 4,2 (± 0,8) 83 (± 13) 82,8 (± 7,1) <50 

233 *N-Ethylnicotinamide (Nikethamide met.) C8H10N2O [M+H]
+
 151,0866 2,41 1,3    

234 Norfenfluramine C10H12NF3 [M+H]
+
 204,0995 5,17 3,9 (± 0,7) 69 (± 10) 87 (± 10) <50 

235 Norpseudoephedrine 
Norephedrine 

C9H13NΟ [M+H]
+ 

*Μ+Θ-Θ2Ο+
+ 

152,1070 
134,0964 

2,11 1,6 (± 1,2) 106,0 (± 8,7) 49,1 (± 8,0) <100 

236 Ortetamine  C10H15N [M+H]
+
 150,1277 4,14 1,4 (± 1,1) 70,7 (± 9,7) 89,4 (± 4,8) <50 

237 Pemoline C9H8N2Ο2 [M+H]
+
 177,0659 3,75 2,0 (± 1,6) 100,0 (± 5,7) 62,4 (± 9,0) <50 

238 Pentetrazol C6H10N4 [M+H]
+
 139,0978 3,52 3,1 (± 0,6) 77,0 (± 9,4) 83,8 (± 6,0) <50 

239 *Pentetrazol hydroxy-metabolites C6H10N4O [M+H]
+
 155,0927 1,39     

240 Phendimetrazine C12H17NΟ [M+H]
+
 192,1383 3,44 4,9 (± 1,2) 66 (± 12) 76,3 (± 9,4) <50 

241 Phenmetrazine C11H15NΟ [M+H]
+
 178,1226 3,38 4,2 (± 2,4) 45,5 (± 7,4) 82 (± 13) <50 

242 Phenpromethamine C10H15N [M+H]
+
 150,1277 3,49 2,1 (± 2,2) 58 (± 11) 91,9 (± 6,2) <50 

243 Phentermine C10H15N [M+H]
+
 150,1277 3,73 3,8 (± 1,3) 96,5 (± 6,2) 81 (± 12) <50 

244 Phenylephrine C9H13NΟ2 [M+H]
+
 168,1019 1,19 6,2 (± 4,2) 62 (± 13) 4,6 (± 2,0) 500 

245 Pholedrine C10H15NΟ [M+H]
+
 166,1226 1,62 4,5 (± 0,7) 90,9 (± 3,7) 57,5 (± 5,4) <50 

246 Pipradrol (MRPL 200 ng mL
-1

) C8H19N [M+H]
+
 268,1696 5,36 2,3 (± 0,5) 86,0 (± 9,3) 73,9 (± 3,5) <20 

247 Prenylamine C24H27N [M+H]
+
 330,2216 8,19 1,2 (± 0,9)    

248 Prenylamine metabolite C15H17N [M+H]
+
 212,1434 5,83 2,3 (± 1,5)    

249 Prolintane C15H23N [M+H]
+
 218,1903 5,66 3,3 (± 4,0) 92,5 (± 7,8) 73,3 (± 4,6) <50 

250 *Prolintane-dihydroxy-metabolite C15H23NΟ2 [M+H]
+
 250,1802 5,22 2,4    
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 Ουςύα 
Μοριακϐσ 

Σϑποσ 
Ιϐν Ιϐν m/z 

RT1 
(min) 

φϊλμα Μϊζασ 
(± SD)2 

 (ppm) 
% MF (± SD)3 % E (± SD)4 

LOD5  
(ng mL-1) 

251 *Prolintane-hydroxy-metabolite C15H23NΟ [M+H]
+
 234,1852 4,34 3,0    

252 *Prolintane-oxo-hydroxy-metabolite C15H21NΟ2 [M+H]
+
 248,1645 5,88 1,2    

253 *Prolintane-oxo-metabolite C15H21NΟ [M+H]
+
 232,1696 8,72 2,2    

254 Propylhexedrine C10H21N [M+H]
+
 156,1747 5,08 3,4 (± 0,9) 81,2 (± 9,4) 86,5 (± 99) <50 

255 *Propylhexedrine hydroxy-metabolites C10H21NO [M+H]
+
 172,1696 1,60 

1,72 
2,05 

4,1 
4,1 
5,8 

   

256 *Nor-propylhexedrine C9H19N [M+H]
+
 142,1590 4,99 4,2    

257 Strychnine (MRPL 200 ng mL
-1

) C21H22N2Ο2 [M+H]
+
 335,1754 3,88 1,8 (± 0,6) 73,9 (± 9,3) 80,9 (± 5,6) <20 

258 *Sibutramine-N-desmethyl-hydroxy 
metabolites 

C16H24NOCl [M+H]
+
 282,1619 5,79 

6,07 
6,68 

1,1 
1,4 
1,8 

   

259 *Sibutramine-N-desmethyl-metabolite C16H24NCl [M+H]
+
 266,1670 7,52 0,8    

260 *Sibutramine-didesmethyl-hydroxy mets. C15H22NOCl [M+H]
+
 268,1463 5,34 

5,59 
6,02 
6,48 

0,4 
1,5 
1,9 
1,1 

   

261 *Sibutramine-N-didesmethyl-metabolite C15H22NCl [M+H]
+
 252,1514 7,32 1,6    

262 Sydnocarb C18H18N4Ο2 [M+H]
+
 323,1503 9,00 2,0 (± 0,6) 39,6 (± 5,8) 73 (± 13) <50 

263 Sydnocarb metabolite  C18H18N4Ο3 [M+H]
+
 339,1452 7,21 4,5 (± 1,1) 54 (± 11) 96,2 (6,0) <250 

264 Synephrine  C13H17NΟ2 [M+H-Θ2Ο]
+
 150,0913 1,02 3,7 (± 4,2) 47 (± 14) 3,2 (± 0,6) 250 

265 1-(3-Trifluoro-methylphenyl)-piperazine C11H13N2F3 [M+H]
+
 231,1104 5,42 2,5 (± 0,6) 81 (± 11) 82 (± 14) <50 

266 Tuaminoheptane C7H17N [M+H]
+
 116,1434 3,97 2,3 (± 0,9) 82 (± 11) 81 (± 12) <50 

1 
 RT (Retention Time): Χρόνοσ Ανάςχεςθσ 

2 
Μζςθ τιμι και τυπικι απόκλιςθ (SD) του απόλυτου ςφάλματοσ μάηασ ςε 10 διαφορετικά δείγματα οφρων εμβολιαςμζνα με τουσ αναλφτεσ ςτο MRPL. Για τισ ουςίεσ 6, 17, 

23, 25, 33, 29 παρατίκενται δεδομζνα ςε ςυγκεντρϊςεισ που αντιςτοιχοφν ςτο LOD. 
3 

Παράγοντασ επίδραςθσ υποςτρϊματοσ (% Matrix Factor) ςε 6 διαφορετικά δείγματα οφρων (μζςθ τιμι ± τυπικι απόκλιςθ) 
4 

Εκχυλιςτικι απόδοςθ (% Extraction Recovery) ςε 6 διαφορετικά δείγματα οφρων (μζςθ τιμι ± τυπικι απόκλιςθ) 
5 

LOD (Limit Of Detection): Όριο Ανίχνευςθσ            
* Αναλφτεσ που ανιχνεφκθκαν από τθν ανάλυςθ μεταβολικϊν δειγμάτων  
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Ρίνακασ 5.3: Αναλφτεσ που δεν ανιχνεφκθκαν με τθν προτεινόμενθ μζκοδο ςάρωςθσ 

 Ουςία Ιόντα που ανιχνεφκθκαν ςε 
πρότυπα διαλφματα 

Αδυναμία ανίχνευςθσ ςε οφρα με τθν προτεινόμενθ μζκοδο 

1 Dichlrophenamide [2M+Na]+ Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+) 
Χαμθλι εκχυλιςτικι απόδοςθ (ανάκτθςθ <2 %) 

2 Furosemide [2M+K]+ 

 [2M+Na]+ 
Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+)  
(ανιχνεφκθκε μόνο ςε πρότυπα διαλφματα)  

3, 4 Octopamine, Ritalinic acid [M+H]+ Χαμθλι εκχυλιςτικι απόδοςθ (ανάκτθςθ <1 %) 

5, 6 Norfenefrine, Methasterone [M+H]+ 
 [M+H-H2O]+ 

Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+)  
(ανιχνεφκθκαν μόνο ςε πρότυπα διαλφματα) 

7, 8 Furazabol, Letrozol metabolite - Δεν ανιχνεφκθκαν ςε πρότυπα διαλφματα 

9, 10 1-Testosterone, 17-Epioxandrolone [M+H]+ Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 

11, 12 Mibolerone, Methenolone [M+H]+ Συνζκλουςθ με το εςωτερικό πρότυπο 17α-methyltestosterone 
(m/z  303,2319 και για τισ τρεισ ουςίεσ) 

13 Norbolethone metabolite 1 [M+H-H2O]+ Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+) 
(ανιχνεφκθκε ςε ςυγκζντρωςθ 4 x MRPL  ςε 9/10 δείγματα 
οφρων και με ςωάλμα μάηασ 42 (± 26) ppm  

14 16-Hydroxyfurazabol [M+NH4]
+ 

[2M+Na]+ 
Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+) 
Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 

15, 16 17α-methyltestosterone metabolites [M+H-2H2O]+ Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+) 
(ανιχνεφκθκαν ςε δείγματα οφρων εμβολιαςμζνα ςε 
ςυγκζντρωςθ μεγαλφτερθ από 4 x MRPL) 

17, 18 5α-Tetrahydronorethisterone, 
Bolasterone metabolite 

[M+NH4]
+ 

[M+H-H2O]+ 
Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+) 
Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 

19 Boldenone metabolite [M+H]+ Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 
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 Ουςία Ιόντα που ανιχνεφκθκαν ςε 
πρότυπα διαλφματα 

Αδυναμία ανίχνευςθσ ςε οφρα με τθν προτεινόμενθ μζκοδο 

20 Oxymesterone [M+H]+ Χαμθλι απόδοςθ ιοντιςμοφ ςε ςυνκικεσ ESI(+) 
Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 

21 Norethandrolone metabolite 1 [M+H-H2O]+ Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 

22 Methenolone metabolite [M+NH4]
+ 

[M+H-H2O]+ 
Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων ςε κάποια 
δείγματα οφρων, ενϊ ςε άλλα δείγματα ανιχνεφκθκε ακόμα και 
ςε ςυγκζντρωςθ 2 ng mL-1 

23 Oxilofrine [M+H]+ 
[M+H-H2O]+ 

Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 

24 Meclofenoxate 
- 

Αςτακισ ουςία ςε διαλφματα και ςε οφρα (δεν ανιχνεφκθκαν τα 
προϊόντα διάςπαςθσ)  

25 Fluticasone [M+H]+ Χαμθλι εκχυλιςτικι απόδοςθ (ανάκτθςθ <2 %)  
(Αναλφκθκε ςειρά μεταβολικϊν δειγμάτων) 

26 Normethandrolone [M+H]+ 

[2M+H]+ 
Ραρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των οφρων 
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5.12. ΣΥΜΡΕΑΣΜΑΤΑ 

Στθν παροφςα εργαςία αναπτφχκθκε μζκοδοσ ςάρωςθσ (screening) για τθν ανίχνευςθ 266 

απαγορευμζνων ουςιϊν (διεγερτικϊν, ναρκωτικϊν, διουρθτικϊν, β2-αγωνιςτϊν, β-

ανταγωνιςτϊν, αντιοιςτρογόνων, κορτικοςτεροειδϊν και αναβολικϊν παραγόντων) και των  

μεταβολιτϊν τουσ ςε οφρα ακλθτϊν. Τα εργαςτιρια ελζγχου ντόπινγκ ςτθν πλειοψθωία 

τουσ χρθςιμοποιοφν διαωορετικά αναλυτικά πρωτόκολλα για τθν ανίχνευςθ των ποικίλθσ 

δομισ μικροφ μοριακοφ βάρουσ απαγορευμζνων ουςιϊν. Θ προτεινόμενθ μζκοδοσ και τα 

αποτελζςματα που προκφπτουν από τθν αξιολόγθςι τθσ, δείχνουν πωσ μια απλι 

διαδικαςία υγρό-υγρό εκχφλιςθσ ςε ςυνδυαςμό με ανάλυςθ πλιρουσ ςάρωςθσ 

LC/ESI(+)/TOF-MS μποροφν να εωαρμοςκοφν ςε ανάλυςθ ρουτίνασ για τθ ςάρωςθ μεγάλου 

αρικμοφ απαγορευμζνων μικρομοριακϊν ενϊςεων ςε δείγματα οφρων ακλθτϊν. Θ 

παροφςα μεκοδολογία υπερζχει ζναντι αντίςτοιχων LC/MS μεκόδων ςάρωςθσ τθσ 

βιβλιογραωίασ, οι οποίεσ είτε χρθςιμοποιοφν πολυπλοκότερα και περιςςότερο χρονοβόρα 

πρωτόκολλα για τθν κατεργαςία των δειγμάτων οφρων (διπλι υγρό-υγρό εκχφλιςθ ι 

εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ ι και τα δφο), είτε εωαρμόηουν διπλι ανάλυςθ κάκε δείγματοσ ςε 

ςυνκικεσ κετικοφ και αρνθτικοφ ιοντιςμοφ. Θ ενοποίθςθ διαωορετικϊν αναλυτικϊν 

διαδικαςιϊν ςάρωςθσ ςε ζνα αναλυτικό πρωτόκολλο, αποτελεί ςθμαντικό επίτευγμα για το 

Εργαςτιριο κακϊσ απλοποιοφνται οι παραςκευαςτικζσ διαδικαςίεσ προκατεργαςίασ 

δειγμάτων και ελαττϊνεται ςθμαντικά ο χρόνοσ και το κόςτοσ των αναλφςεων. Αυτό 

αποτελεί ιδιαίτερα ςθμαντικό πλεονζκτθμα ςε περιπτϊςεισ όπου επιβάλλεται ταχεία 

ζκδοςθ των αποτελεςμάτων (π.χ. εντόσ 24ϊρου ι και λιγότερο ςε περιπτϊςεισ παγκόςμιων 

υψθλοφ κφρουσ ακλθτικϊν διοργανϊςεων) ι ςε περιπτϊςεισ μικρισ διακεςιμότθτασ όγκου 

οφρων.  

Θ προτεινόμενθ μεκοδολογία κακιςτά δυνατι τθν ανίχνευςθ του 80 % των μικρομοριακϊν 

ενϊςεων που αναωζρονται ςτθ Λίςτα Απαγορευμζνων ουςιϊν του WADA (πλθν των 

ενδογενϊν ςτεροειδϊν), ενϊ επιπλζον ουςίεσ με αντίςτοιχα χαρακτθριςτικά μποροφν 

ςχετικά εφκολα να ενςωματωκοφν ςτισ ανιχνευόμενεσ ουςίεσ, χωρίσ να απαιτείται αλλαγι 

ςτισ χρωματογραωικζσ ι ωαςματομετρικζσ ςυνκικεσ που εωαρμόηονται. Θ ςτακερότθτα 

ςτουσ χρόνουσ ζκλουςθσ των αναλυτϊν που εξαςωάλιςε το υγροχρωματογραωικό ςφςτθμα 

υπερυψθλισ απόδοςθσ και ταυτόχρονα θ ικανότθτα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ από τον 

υψθλισ διαχωριςτικισ ικανότθτασ αναλυτι μαηϊν του ωαςματομζτρου μαηϊν TOF-MS 

επζτρεψαν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ αξιόπιςτα κριτιρια ανίχνευςθσ των αναλυτϊν, ο χρόνοσ 

ζκλουςθσ και το ςωάλμα μζτρθςθσ του λόγου m/z.  Ραράλλθλα, θ λιψθ ωαςμάτων 

πλιρουσ ςάρωςθσ με ακρίβεια τετάρτου δεκαδικοφ ψθωίου ςτθ μζτρθςθ των τιμϊν m/z, 

αποτελεί πολφτιμο εργαλείο ςτθν αναδρομικι επανεξζταςθ δειγμάτων που ζχουν ιδθ 

αναλυκεί ςτο παρελκόν προκειμζνου να διαπιςτωκεί θ λιψθ νζων ουςιϊν (designer drugs) 

που ειςάγονται μετζπειτα ςτθ Λίςτα του WADA . 

Στο ςθμείο αυτό αξίηει να αναωερκεί ότι θ προτεινόμενθ μζκοδοσ επικυρϊκθκε από το 

Εκνικό Συμβοφλιο Διαπίςτευςθσ (ΕΣΥΔ) και εντάχκθκε ςτο πεδίο διαπίςτευςθσ του 

Εργαςτθρίου. Αυτό είχε ωσ αποτζλεςμα τθν κατάργθςθ τθσ εωαρμογισ των επιμζρουσ 

διαδικαςιϊν I, II και V που αωοροφςαν τθν ανίχνευςθ διεγερτικϊν, ναρκωτικϊν και 

διουρθτικϊν ουςιϊν με διαωορετικά πρωτόκολλα προκατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων 

και ανάλυςθ GC/MS, αντίςτοιχα. Με τον τρόπο αυτό, ςτο ςτάδιο των προςανατολιςτικϊν 
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δοκιμαςιϊν (διαδικαςιϊν ςάρωςθσ) όλα τα δείγματα ουρων ακλθτϊν κατεργάηονται με τθ 

διαδικαςία υγρό-υγρό εκχφλιςθσ που εωαρμόςκθκε ςτθν παρουςα εργαςία (Διαδικαςία IV) 

και ςτθ ςυνζχεια το λαμβανόμενο οργανικό εκχφλιςμα χωρίηεται ιςόποςα για τθν 

ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν με τθν προτεινόμενθ μζκοδο LC/TOFMS και με τισ ιδθ 

εωαρμοηόμενεσ μεκόδουσ GC/MS και GC/GHRMS για τθν ανίχνευςθ αναβολικϊν 

παραγόντων και των ουςιϊν που δεν ανιχνεφκθκαν με τθν παραπάνω μζκοδο. 



 

 

ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΗ 
ΜΕΘΟΔΩΝ ΑΠΕΤΘΕΙΑ ΕΓΦΤΗ 

(DIRECT INJECTION) ΓΙΑ ΣΟΝ 
ΠΟΟΣΙΚΟ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΚΑΙ ΣΗΝ 

ΕΠΙΙΒΕΒΑΙΩΗ (ΣΑΤΣΟΠΟΙΗΗ) 
ΟΤΙΩΝ ΟΡΙΟΤ Ε ΟΤΡΑ ΑΛΟΓΩΝ  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6 
ΠΟΟΣΙΚΟ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΚΑΙ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΗ 

(ΣΑΤΣΟΠΟΙΗΗ) ΣΗ ΤΔΡΟΚΟΡΣΙΖΟΝΗ Ε ΟΤΡΑ ΑΛΟΓΩΝ 

ΜΕ ΣΗ ΦΡΗΗ ΔΤΟ ΤΣΗΜΑΣΩΝ LC/MS 

6.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΣΚΟΡΟΣ ΤΘΣ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Θ υδροκορτιηόνθ ι αλλιϊσ κορτιηόλθ (11β,17α,21-trihydroxypregn-4-ene-3,20-dione, Σχιμα 

6.1) αποτελεί το κφριο ενδογενζσ γλυκοκορτικοςτεροειδζσ που εκκρίνεται από το ωλοιό των 

επινεωριδίων. Οι κφριεσ λειτουργίεσ τθσ περιλαμβάνουν τθ ρφκμιςθ του μεταβολιςμοφ των 

λιπιδίων, των πρωτεϊνϊν και των υδατανκράκων, τθν αφξθςθ του ςακχάρου ςτο αίμα μζςω 

τθσ γλυκονεογζνεςθσ (καταβολιςμόσ λίπουσ και πρωτεϊνϊν ςε προϊόντα που μποροφν να 

μετατραποφν ςε γλυκόηθ ςτο ςυκϊτι) και τθν καταςτολι του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. 

Ραράλλθλα, ενεργοποιεί μθχανιςμοφσ καταπολζμθςθσ ωλεγμονωδϊν καταςτάςεων και 

καταςτάςεων stress. Στουσ ανκρϊπουσ χρθςιμοποιείται τόςο ςε κεραπεία υποκατάςταςθσ 

ςε ωλοιοεπινεωριδιακι ανεπάρκεια (π.χ. ςτθ νόςο Addison), κακϊσ και ςτθν αντιμετϊπιςθ 

ωλεγμονϊν, αλλεργιϊν και ρευματοειδϊν πακιςεων.160 Στα άλογα θ υδροκορτιηόνθ βρίςκει 

κτθνιατρικι εωαρμογι κυρίωσ λόγω τθσ αντιωλεγμονϊδουσ δράςθσ τθσ. Ππωσ ιςχφει και 

για όλεσ τισ αντιωλεγμονϊδεισ ουςίεσ, θ χοριγθςθ τθσ κορτιηόλθσ ςε άλογα που λαμβάνουν 

μζροσ ςε ακλιματα (π.χ. πζντακλο) και ςε ιπποδρομίεσ κεωρείται παραβίαςθ των 

κανονιςμϊν και χαρακτθρίηεται ωσ ντόπινγκ. Θ κορτιηόλθ ανικει ςτισ απαγορευμζνεσ 

ουςίεσ ορίου, δεδομζνου ότι αποτελεί για τα άλογα ενδογενι ουςία, θ οποία ταυτόχρονα 

μπορεί να ςυμβάλλει ςτθν βελτίωςθ τθσ ακλθτικισ τουσ απόδοςθσ και θ ςυγκζντρωςι τθσ 

ςτα οφρα δεν πρζπει να υπερβαίνει το 1 μg mL-1.36 Αυξθμζνα επίπεδα υδροκορτιηόνθσ ςτο 

πλάςμα και ςτα οφρα των αλόγων μποροφν να παρατθρθκοφν μετά από χοριγθςι τθσ ι 

προωαρμάκων αυτισ με τθ μορωι εςτζρων ι μετά από χοριγθςθ τθσ ορμόνθσ 

αδρενοκορτικοτροπίνθσ (ACTΘ) ι ςυνκετικϊν αναλόγων αυτισ.161,162 Ρολφ αυξθμζνεσ 

ςυγκεντρϊςεισ ςτα οφρα μποροφν να ςυςχετιςτοφν μόνο με τθ χοριγθςθ κορτιηόλθσ.163,164 

Οι αναλυτικζσ τεχνικζσ που ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τθν ανίχνευςθ και τον προςδιοριςμό 

τθσ κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων και αναωζρονται ςτθ βιβλιογραωία περιλαμβάνουν 

ανοςοχθμικζσ τεχνικζσ,163,164 υγροχρωματογραωία υψθλισ απόδοςθσ (HPLC)163,165-167 

αεριοχρωματογραωία ςυηευγμζνθ με ωαςματομετρία μαηϊν (GC/MS)165,168,169 και 

υγροχρωματογραωία  ςυηευγμζνθ με ωαςματομετρία μαηϊν (LC/MS)164,170-176. Για τθν 

ανίχνευςθ τθσ εξωγενοφσ χοριγθςθσ κορτιηόλθσ ζχει επίςθσ χρθςιμοποιθκεί 

αεριοχρωματογραωία ςυνδυαςμζνθ με τθν τεχνικι τθσ ωαςματομετρίασ μαηϊν μζτρθςθσ 

λόγου ιςοτόπων (GC/IRMS).177 Οι ανοςοχθμικζσ τεχνικζσ είναι απλζσ, ςχετικά χαμθλοφ 

κόςτουσ και επιτρζπουν τθ ςφγχρονθ ανάλυςθ μεγάλου αρικμοφ δειγμάτων, υπόκεινται 

όμωσ ςε μεγάλο βακμό ςε επιδράςεισ από το υπόςτρωμα και ςε περίπτωςθ εωαρμογισ 

τουσ ςε ποςοτικό προςδιοριςμό είναι δυνατό να οδθγιςουν ςε μθ αξιόπιςτα 

αποτελζςματα με υψθλό ςωάλμα. Θ υγροχρωματογραωικι ανάλυςθ τθσ υδροκορτιηόνθσ ςε 

οφρα αλόγων παρουςιάηει ωσ κφρια μειονεκτιματα τθν ζλλειψθ ευαιςκθςίασ και 

εκλεκτικότθτασ κακϊσ ςυχνά παρουςιάηονται παρεμποδίςεισ από το υπόςτρωμα των 

οφρων. Θ ανίχνευςθ με GC/MS αν και χαρακτθρίηεται από ειδικότθτα και εκλεκτικότθτα, 
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είναι χρονοβόρα λόγω του απαραίτθτου ςταδίου παραγωγοποίθςθσ του μορίου τθσ 

κορτιηόλθσ. Θ τεχνικι LC/MS ωαίνεται να αποτελεί πλζον τεχνικι επιλογισ για τθν ποιοτικι 

και ποςοτικι ανίχνευςθ τθσ κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων, κακϊσ χαρακτθρίηεται από υψθλι 

εκλεκτικότθτα και ευαιςκθςία και είναι λιγότερο χρονοβόρα ςε ςχζςθ με τθν τεχνικι 

GC/MS. Θ τεχνικι αυτι ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρφτατα για τον προςδιοριςμό τθσ κορτιηόλθσ 

ςτα άλογα και ωσ τεχνικι προκατεργαςίασ αναωζρεται είτε θ εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ 

(SPE), είτε θ υγρό-υγρό εκχφλιςθ (LLE). Στον Ρίνακα 6.1 που ακολουκεί παρατίκενται 

οριςμζνα αναλυτικά χαρακτθριςτικά των μεκόδων LC/MS που ζχουν αναπτυχκεί για τον 

προςδιοριςμό τθσ κορτιηόλθσ.              

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ ανάπτυξθ, θ αξιολόγθςθ και θ επικφρωςθ μιασ 

αναλυτικισ μεκόδου για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν ταυτοποίθςθ (επιβεβαίωςθ) 

τθσ υδροκορτιηόνθσ ςε οφρα αλόγων με τθν τεχνικι LC/MS. Κφρια επιδίωξθ ιταν να 

εωαρμοςκεί θ απλοφςτερθ πορεία κατεργαςίασ τθσ απευκείασ ζγχυςθσ αραιωμζνου 

δείγματοσ ςτο αναλυτικό ςφςτθμα (direct injection, “dilute and shoot”), λαμβάνοντασ 

ταυτόχρονα υπόψθ τθν πικανι επίδραςθ του πολφπλοκου υποςτρϊματοσ των οφρων ςτθν 

αξιοπιςτία του ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ.178-180 Ζνασ επιπλζον παράγοντασ που ζπρεπε να 

λθωκεί υπόψθ είναι θ αδυναμία εφρεςθσ λευκοφ δείγματοσ οφρων, δεδομζνου ότι θ 

κορτιηόλθ αποτελεί για τα άλογα ενδογενι ουςία. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί θ 

δυνατότθτα λιψθσ οφρων ελεφκερων κορτιηόλθσ μετά από διζλευςι τουσ από ρθτίνθ XAD-

16 amberlite, όμωσ θ διεργαςία αυτι  τροποποιεί γενικότερα τθ ωφςθ του υποςτρϊματοσ 

κακϊσ και άλλα ςυςτατικά των οφρων κατακρατοφνται από τθ ρθτίνθ. Ζχει ακόμα 

αναωερκεί θ χρθςιμοποίθςθ οφρων αλόγων ςτα οποία ζχει γίνει εξωγενισ χοριγθςθ 

κορτικοςτεροειδϊν, με αποτζλεςμα να εμωανίηουν δραςτικι μείωςθ των επιπζδων τθσ 

ενδογενϊσ παραγόμενθσ κορτιηόλθσ. Στθν παροφςα εργαςία διερευνικθκε κατά πόςο θ 

εωαρμογι τθσ τεχνικισ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων ωσ εναλλακτικι μζκοδοσ 

ποςοτικοποίθςθσ είναι δυνατό να επιλφςει προβλιματα επιδράςεων από το υπόςτρωμα 

(matrix effect) ςε περιπτϊςεισ που δεν εωαρμόηεται εκτενισ κακαριςμόσ του δείγματοσ και 

πορεία απομόνωςθσ του αναλφτθ από τθ μιτρα, δε χρθςιμοποιείται (ι δεν είναι εμπορικά 

διακζςιμο) ςτακερά ιςοτοπικά επιςθμαςμζνο ανάλογο του αναλφτθ ωσ εςωτερικό πρότυπο 

(Stable Isotopic Labeled Internal Standard, SIL-ISTD) και παράλλθλα, δεν είναι δυνατι θ 

χρθςιμοποίθςθ λευκοφ υποςτρϊματοσ. Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν 

επιβεβαίωςθ τθσ κορτιηόλθσ αναπτφχκθκαν δφο μζκοδοι που βαςίηονται ςε κοινι πορεία 

κατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων και ανάλυςι τουσ ςε δφο ςυςτιματα LC/MS: LC/Ion 

Trap-MS και  LC/TOF-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                Σχιμα 6.1: Χθμικι δομι τθσ υδροκορτιηόνθσ 
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Ρίνακασ 6.1: Χαρακτθριςτικά αναλυτικϊν μεκόδων προςδιοριςμοφ τθσ υδροκορτιηόνθσ ςε οφρα αλόγων με LC/MS 

 

Αναφορά 
(Ζτοσ) 

Μζκοδοσ 
Μθτρικό 
Υλικό 

Ανιχνευτισ MS 
Εφροσ 
ςυγκεντρώςεων 

Ρροκατεργαςία 
Εςωτερικό 
Ρροτυπο 

Χρωματογραφικι Στιλθ 
Κινθτι Φάςθ – 
Ταχφτθτα οισ 

164 
(1999) 

ποςοτικι 
Ορόσ 
Οφρα 

thermospray 
τριπλό τετράπολο 

0,5 – 20 μg mL
-1

 
εκχφλιςθ ςτερεάσ 
ωάςθσ 

πρεδνιηολόνθ 
Chrompack Microsphere 
C18 (100 x 4,6 mm, 3 μm) 

ACN:CH3COONH4 0,05 Μ (72:28) –  
1 ml min

-1
 

170 
(1994) 

ποςοτικι Οφρα 
APCI, τετράπολο 
(SIM mode) 

0,5 –500 ng mL
-1

 
εκχφλιςθ ςτερεάσ 
ωάςθσ 

d5-υδροκορτιηόνθ 
ChromSep C8  
(100 x 3 mm) 

MeOH:H2O (50:50) -  
0,4 ml min

-1 

171 
(2001) 

ποιοτικι Οφρα 
APCI, τριπλό 
τετράπολο 

- 
υγρό-υγρό 
εκχφλιςθ 

d4-υδροκορτιηόνθ 
Supelco DB-8  
(75 x 4,6 mm, 3 μm)  

MeOH:CH3COOH 1%  
(βακμιδωτι ζκλουςθ) 1 ml min

-1
  

172 
(1999) 

ποςοτικι Οφρα 
APCI, τριπλό 
τετράπολο 

0,5– 300 ng mL
-1

 
εκχφλιςθ ςτερεάσ 
ωάςθσ 

d3-υδροκορτιηόνθ 
Colochrom Nucleosil C18 
(150 x 4,6 mm, 3μm) 

MeOH:H2O (59:41) 

173 
(1996) 

ποιοτικι Οφρα 
APCI, τριπλό 
τετράπολο 

- 
εκχφλιςθ ςτερεάσ 
ωάςθσ 

 
Hypersil ODS  
(100 x 2,1 mm, 5 μm) 

ACN:H2O (30:70) -  
0,25 ml min

-1
 

174 
(2006) 

ποιοτικι Οφρα 
ESI(+), τριπλό 
τετράπολο 

- 
εκχφλιςθ ςτερεάσ 
ωάςθσ 

d4-υδροκορτιηόνθ 
Supelcosil LC-8-DM  
(33 x 2,1 mm, 3 μm) 

CH3COONH4 10 mM:CH3COOH 5mM MeOH 
(βακμιδωτι ζκλουςθ)-0,2 ml min

-1
  

175 
(2005) 

ποιοτικι Οφρα 
ESI(+), τριπλό 
τετράπολο 

- 
εκχφλιςθ ςτερεάσ 
ωάςθσ 

d4-υδροκορτιηόνθ 
Supelcosil LC-8-DM  
(33 x 2,1 mm, 3 μm) 

ΜeOH: CH3COONH4 10 mM 
(βακμιδωτι ζκλουςθ) - 0,2 ml min

-1
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6.2. ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΑΣ 

Οι πρότυπεσ ουςίεσ υδροκορτιηόνθ και δεςονίδθ (desonide), θ οποία χρθςιμοποιικθκε ωσ 

εςωτερικό πρότυπο (internal standard, ISTD) ελιωκθςαν αντίςτοιχα από τισ εταιρείεσ 

Sigma-Aldrich και Steraloids. Οι κακαρότθτα των παραπάνω ουςιϊν ιταν 98 % και 100 %, 

αντίςτοιχα. 

 

6.3. ΕΡΙΛΟΓΘ - ΒΕΛΤΙΣΤΟΡΟΙΘΣΘ ΣΥΝΘΘΚΩΝ ΛΕΙΤΟΥΓΙΑΣ 

ΣΥΣΤΘΜΑΤΩΝ LC/MS 

6.3.1. Μϋθοδοσ LC/IT-MS 

Τγροχρωματογραφικζσ υνκικεσ 

Για τθν απομόνωςθ και το χρωματογραωικό διαχωριςμό τθσ υδροκορτιηόνθσ και του 

εςωτερικοφ προτφπου από τα ςυςτατικά των οφρων χρθςιμοποιικθκε χρωματογραωικι 

ςτιλθ Zorbax RX-C8 με μικοσ 15 cm, εςωτερικι διάμετρο 2,1 mm και διάμετρο ςωματιδίων 

5 μm (Agilent Technologies). Θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ρυκμίςτθκε ςτουσ 35 oC. Ωσ κινθτι 

ωάςθ χρθςιμοποιικθκε υδατικό διάλυμα οξικοφ οξζοσ 0,1 % (v/v) (διαλφτθσ Α, 4.4.2.23) και 

διάλυμα οξικοφ οξζοσ 0,1 % (v/v) ςε ακετονιτρίλιο (διαλφτθσ Β, 4.4.2.24). Στο ςθμείο αυτό 

αξίηει να αναωερκεί ότι τόςο θ χρωματογραωικι ςτιλθ όςο και θ κινθτι ωάςθ που 

προαναωζρκθκαν είναι αυτζσ που ιδθ χρθςιμοποιοφςε το Εργαςτιριο για τισ αναλφςεισ 

ςάρωςθσ κορικοςτεροειδϊν, αναβολικϊν και άλλων ουςιϊν ςε δείγματα οφρων ακλθτϊν, 

οι οποίεσ πραγματοποιοφνταν ςε επίπεδο ρουτίνασ με το ςφςτθμα LC/IT-MS. Ζτςι, κρίκθκε 

ςθμαντικό θ προσ ανάπτυξθ μζκοδοσ ποςοτικοποίθςθσ και επιβεβαίωςθσ τθσ κορτιηόλθσ να 

χρθςιμοποιεί τθν ίδια ςτιλθ και κινθτι ωάςθ, εξοικονομϊντασ χρόνο και επιτρζποντασ τθ 

ςφγχρονθ ανάλυςθ δειγμάτων ρουτίνασ ακλθτϊν και δειγμάτων οφρων αλόγων ςτθν ίδια 

αλλθλουχία δειγμάτων (sequence) π.χ κατά τθ διάρκεια τθσ νφχτασ. Θ ταχφτθτα ροισ τθσ 

κινθτισ ωάςθσ διατθρικθκε ςτακερι και ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 0,3 mL min-1. Εωαρμόςκθκε 

πρόγραμμα βακμιδωτισ ζκλουςθσ (gradient elution), ςτο οποίο θ αρχικι αναλογία του 

διαλφτθ Β τθσ κινθτισ ωάςθσ ιταν 25 %, διατθροφμενθ ςτακερι για 1 min και αυξανόμενθ 

γραμμικα ςτθ ςυνζχεια ωτάνοντασ το 50% ςε χρόνο 2,5 min, όπου παρζμενε ςτακερι για 2 

min. Στθ ςυνζχεια αυξανόταν και πάλι γραμμικά εντόσ 2 min ωτάνοντασ το 80% και 

παραμζνοντασ ςε αυτό ςτακερι για 2 min, οπότε και επανερχόταν ςτθν αρχικι τθσ τιμι 

(25%) εντόσ 2 min. Ο ςυνολικόσ χρόνοσ τθσ ανάλυςθσ ιταν 9 min ακολουκοφμενοσ από το 

χρόνο εξιςορρόπθςθσ τθσ κινθτισ ωάςθσ ςτθν αρχικι τθσ ςφνκεςθ, που ιταν 4 min. Ο 

αναλυόμενοσ όγκοσ δείγματοσ ιταν 5 μL. H βαλβίδα που υπάρχει ςτο χρθςιμοποιοφμενο 

ςφςτθμα μετά τθν  ζξοδο του χρωματογραωικοφ εκλοφςματοσ από τθ ςτιλθ και πριν τθν 

είςοδό του ςτθν πθγι ιοντιςμοφ του ωαςματομζτρου μαηϊν (divert valve) ρυκμίςτθκε να 

διοχετεφει τθ ροι τθσ κινθτισ ωάςθσ εντόσ του ανιχνευτι MS για το χρονικό διάςτθμα 4,5 - 

9,0 min, ενϊ για το υπόλοιπο διάςτθμα το ζκλουςμα διοχετευόταν ςτα απόβλθτα του 

ςυςτιματοσ. Υπό τισ παραπάνω χρωματογραωικζσ ςυνκικεσ, ο χρόνοσ ζκλουςθσ τθσ 

υδροκορτιηόνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου ιταν 6,0 min και 8,2 min, αντίςτοιχα.  
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Επιλογι – Βελτιςτοποίθςθ ςυνκθκών λειτουργίασ φαςματομζτρου μαηών Ion Trap-MS 

Θ ανίχνευςθ τθσ υδροκορτιηόνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου πραγματοποιικθκε με 

κετικό μθχανιςμό τθσ τεχνικισ ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό (ESI+). Ρροκειμζνου να 

επιτευχκεί θ μζγιςτθ δυνατι ευαιςκθςία και εκλεκτικότθτα πραγματοποιικθκαν μελζτεσ 

βελτιςτοποίθςθσ των ςυνκθκϊν λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν, ϊςτε να 

λαμβάνεται θ μζγιςτθ δυνατι αωκονία των πρόδρομων και κυγατρικϊν ιόντων τθσ 

κορτιηόλθσ. Θ κερμοκραςία και θ ταχφτθτα ροισ του αερίου αποδιαλφτωςθσ (αερίου 

αηϊτου) ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςτουσ 325 oC και 10 L min-1, αντίςτοιχα. Θ πίεςθ 

του αερίου αηϊτου ςτθν βελόνα νεωελοποίθςθσ ςτθν οποία ειςάγεται το χρωματογραωικό 

ζκλουςμα ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 50 psi. Οι παραπάνω τιμζσ είναι αυτζσ οι οποίεσ 

κακορίηονται από τον καταςκευαςτι ωσ ςυμβατζσ με τθν ταχφτθτα τθσ ροισ τθσ κινθτισ 

ωάςθσ που εωαρμόςκθκε (0,3 ml min-1). Στθ ςυνζχεια, με τθ βοικεια αυτοματοποιθμζνων 

διαδικαςιϊν του λογιςμικοφ του ςυςτιματοσ βελτιςτοποιικθκαν οι υπόλοιπεσ παράμετροι 

του ωαςματομζτρου μαηϊν παγίδασ ιόντων, όπωσ το δυναμικό του τριχοειδοφσ (capillary 

voltage), τθσ περιοχισ εξόδου του τριχοειδοφσ (capillary exit), του τεμμαχιςτι (skimmer), 

κακϊσ και τα δυναμικά του οκταπόλου και των ωακϊν που βοθκοφν ςτθν εςτίαςθ και 

επιτάχυνςθ τθσ δζςμθσ των ιόντων ϊςτε να ωτάςουν ςτον αναλυτθ μαηϊν δθλαδι ςτθν 

παγίδα ιόντων. Θ διαδικαςία βελτιςτοποίθςθσ των παραπάνω παραμζτρων 

πραγματοποιικθκε με απευκείασ ζγχυςθ ςτο ωαςματόμετρο μαηϊν (infusion) διαλφματοσ 

υδροκορτιηόνθσ ςε κινθτι ωάςθ ςυγκζντρωςθσ 1 μg mL-1. H ζγχυςθ ζγινε με ταχφτθτα ροισ 

20 μL min-1 με τθ βοικεια αντλίασ ςφριγγασ (syringe pump) που ςυνδζκθκε μαηί με τθ ροι 

τθσ κινθτισ ωάςθσ ςτθ βελόνα αποδιαλφτωςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ με τθ βοικεια 

ςφνδεςθσ Τ (Tee-connection). H διάταξθ που χρθςιμοποιικθκε απεικονίηεται ςτο Σχιμα 6.2. 

  

 
Σχιμα 6.2: Πειραματικι διάταξθ που χρθςιμοποιικθκε για τθν διεξαγωγι μελετϊν βελτιςτοποίθςθσ των 

ςυνκθκϊν λειτουργίασ του φαςματομζτρου Ion Trap-MS 

 

Οι βελτιςτοποιθμζνεσ τιμζσ των δυναμικϊν του ςυςτιματοσ για τισ οποίεσ παρατθρικθκε θ 

μζγιςτθ αωκονία για το πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν τθσ κορτιηόλθσ *Μ+Θ++ με τιμι m/z 363 

παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 6.2.  
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Ρίνακασ 6.2: Βζλτιςτεσ τιμζσ παραμζτρων – δυναμικϊν ωαςματομζτρου LC/Ion Trap-MS 

ΡΑΑΜΕΤΟΣ ΒΕΛΤΙΣΤΘ ΤΙΜΘ 

Δυναμικό τριχοειδοφσ (Capillary voltage) -5000 V 

Δυναμικό τεμμαχιςτι (Skimmer voltage)  40,0 V 

Ζξοδοσ τριχοειδοφσ (Capillary exit) 104,6 V 

Δυναμικό 1ουοκταπόλου (Octapole 1 DC) 12,00 V 

Δυναμικό 2ουοκταπόλου (Octapole 1 DC) 1,70 V 

Δυναμικό οκταπόλου RF (Octapole RF) 100,0 Vpp 

1θ δζςμθ φακών  (Lens 1) -5,0 V 

2θ δζςμθ φακών  (Lens 2) -60,0 V 

Trap drive 43,0 

Ρίεςθ αερίου νεφελοποίθςθσ (Nebulizer gas pressure) 50,0 psi 

οι αερίου ξιρανςθσ (Dry gas) 10,0 L min-1 

Θερμοκραςία ξιρανςθσ (Dry temperature) 325 oC 

 

Για μεγαλφτερθ ευαιςκθςία και εκλεκτικότθτα επιλζχκθκε επιλζχκθκε MS/MS λειτουργία 

του ωαςματομζτρου παγίδασ ιόντων και ςυγκεκριμζνα θ λιψθ ωαςμάτων ςάρωςθσ 

κυγατρικϊν ιόντων (product ion scan) μετά από απομόνωςθ (isolation) και 

κραυςματοποίθςθ (fragmentation) των πρωτονιωμζνων μοριακϊν ιόντων του αναλφτθ 

(m/z 363) και του εςωτερικοφ προτφπου (m/z 417). Για τθν περίπτωςθ τθσ κορτιηόλθσ θ 

κραυςματοποίθςθ οδιγθςε ςτο ςχθματιςμό τριϊν κφριων κυγατρικϊν ιόντων με τιμζσ m/z 

345, 327 και 309, που προκφπτουν από το πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν με διαδοχικζσ 

απϊλειεσ ενόσ, δφο και τριϊν μορίων νεροφ, αντίςτοιχα. Ο ςχθματιςμόσ των κυγατρικϊν 

ιόντων με τιμζσ m/z 297 και 267 μπορεί να αποδοκεί ςτθν απϊλεια ενόσ μορίου 

ωορμαλδεψδθσ και γλυκολαλδεψδθσ, αντίςτοιχα, από το ιόν με m/z 327.181 Για το εςωτερικό 

πρότυπο (desonide) θ απομόνωςθ και κραυςματοποίθςθ του πρωτονιωμζνου μοριακοφ 

ιόντοσ με τιμι m/z 417 οδιγθςε ςτο ςχθματιςμό τριϊν κφριων κυγατρικϊν ιόντων με τιμζσ 

m/z 399, 341 και 323. Στο Σχιμα 6.3 παρουςιάηονται τα ωάςματα ςάρωςθσ κυγατρικϊν 

ιόντων (product ion spectra) του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ τθσ υδροκορτιηόνθσ και 

τθσ δεςονίδθσ, που ελιωκθςαν υπό τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ από τθν ανάλυςθ προτφπων 

διαλφματοσ ςε κινθτι ωάςθ ςυγκζντρωςθσ 1 μg mL-1.  

Για τθν παρακολοφκθςθ των κυγατρικϊν ιόντων του αναλφτθ και του εςωτερικοφ 

προτφπου χρθςιμοποιικθκαν δφο διαωορετικά χρονικά παράκυρα (time segments), τα 

οποία παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 6.3.  

 

Ρίνακασ 6.3: Χρονικά παράκυρα μεκόδου LC/Ιon Trap -MS για τθν παρακολοφκθςθ τθσ κορτιηόλθσ και του 
εςωτερικοφ προτφπου 

Χρονικό 
Ραράκυρο (min) 

Ραρακολουκοφμενθ 
Ουςία 

RT 
(min) 

Μθτρικό 
Ιόν (m/z) 

Ζνταςθ 
κραυςματοποίθςθσ 

Θυγατρικά Ιόντα (m/z) 

4,5 – 6,8 Κορτιηόλθ 6,0 363 0,95 327 309 345 267 297 

6,8 – 9,0 Δεςονίδθ (ISTD) 8,1 417 0,90 399 323 341   
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Σχιμα 6.3: Φάςματα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων (product ion spectra) των πρωτονιωμζνων 

μοριακϊν ιόντων τθσ υδροκορτιηόνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου (δεςονίδθ). Ελιφκθςαν υπό τισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ με απευκείασ ζγχυςθ ςτο φαςματόμετρο μαηϊν IT-MS προτφπων διαλφματων ςε 

κινθτι φάςθ ςυγκζντρωςθσ 1 μg mL
-1

 και ροι 20 μL min
-1

.    

 

Κφριο πλεονζκτθμα τθσ μεκόδου LC/IT-MS αποτελεί το γεγονόσ ότι επιτρζπει τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό και τθν επιβεβαίωςθ (ποιοτικι ανίχνευςθ) τθσ κορτιηόλθσ με τθν ίδια 

ανάλυςθ, χρθςιμοποιϊντασ διαωορετικι μζκοδο επεξεργαςίασ (data analysis processing 

method) των λαμβανόμενων χρωματογραωικϊν δεδομζνων (total ion chromatogram). Ο 

ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ πραγματοποιικθκε λαμβάνοντασ υπόψθ τθ χρωματογραωικι 

κορυωι του ακροίςματοσ των ιόντων με m/z 327 και 309 (summarized extracted ion 

chromatogram) για τθν κορτιηόλθ και τθ χρωματογραωικι κορυωι του ιόντοσ με τιμι m/z 

399 (extracted ion chromatogram) για το εςωτερικό πρότυπο. Για τθν επιβεβαίωςθ 
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χρθςιμοποιικθκαν ωσ διαγνωςτικά ιόντα τθσ κορτιηόλθσ και τα 5 κυγατρικά ιόντα που 

προαναωζρκθκαν (m/z 345, 327, 309, 297, 267). Στο Σχιμα 6.4 παρουςιάηονται τα ιοντικά 

χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ δείγματοσ οφρων αλόγου 

εμβολιαςμζνου με τον αναλφτθ και το εςωτερικό πρότυπο ςε ςυγκεντρϊςεισ 1 μg mL-1 και 

0,5 μg mL-1 αντίςτοιχα, όπωσ αυτά λαμβάνονται με τθ χρθςιμοποίθςθ των δφο 

διαωορετικϊν μεκόδων επεξεργαςίασ για τθν ποςοτικοποίθςθ (α) και τθν επιβεβαίωςθ (β) 

τθσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα. 

 

 

Σχιμα 6.4 Χρωματογραφιματα μαηϊν τθσ κορτιηόλθσ και τθσ δεςονίδθσ, που ελιφκθςαν μετά από 

ανάλυςθ υπό τθσ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/Ion Trap-MS εμβολιαςμζνου δείγματοσ 

οφρων αλόγου ςε ςυγκεντρϊςεισ 1,0 και 0,5 μg mL
-1

 για τον αναλφτθ και το εςωτερικό πρότυπο, 

αντίςτοιχα και επεξεργαςία των δεδομζνων για τθν εξαγωγι αποτελεςμάτων για τθν ποςοτικοποίθςθ 

(α) και τθν επιβεβαίωςθ (β) τθσ κορτιηόλθσ. 
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6.3.2. Μϋθοδοσ LC/TOF-MS 

Τγροχρωματογραφικζσ υνκικεσ 

Το ςφςτθμα LC/TOF-MS διζκετε υγροχρωματογραωικό ςφςτθμα υπερυψθλισ απόδοςθσ 

(UHPLC) τθσ εταιρείασ Agilent Technologies (1200-SL LC Series). Θ αναλυτικι ςτιλθ που 

χρθςιμοποιικθκε για το διαχωριςμό τθσ υδροκορτιηόνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου 

από τα ςυςτατικά του μθτρικοφ υλικοφ ιταν Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Germany) μικουσ 10 cm, εςωτερικισ διαμζτρου 2,1 mm και διαμζτρου 

ςωματιδίων 1,8 μm. Θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ρυκμίςτθκε ςτουσ 35 οC. Ωσ κινθτι ωάςθ 

χρθςιμοποιικθκαν οι διαλφτεσ που χρθςιμοποιικθκαν και ςτθ μζκοδο ςάρωςθσ του 

προθγοφμενου κεωαλαίου δθλαδι υδατικό διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου 5 mM και 

μυρμθκικοφ οξζοσ 0,05 % (v/v) (διαλφτθσ Α, 4.4.2.20) και διάλυμα μυρμθκικοφ αμμωνίου 5 

mM και μυρμθκικοφ οξζοσ 0,05 % (v/v) ςε μίγμα ακετονιτριλίου νεροφ 90/10 (v/v) 

(διαλφτθσ Β, 4.4.2.21). Θ ταχφτθτα ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ ιταν 0,30 mL min-1. Στο 

πρόγραμμα βακμιδωτισ ζκλουςθσ που εωαρμόςκθκε θ αρχικι αναλογία του διαλφτθ Β 

ςτθν κινθτι ωάςθ ιταν 20%, αυξανόμενθ γραμμικά ςε 40% ςε χρόνο 3 min, όπου παρζμενε 

ςτακερι για 1,5 min και ςτθ ςυνζχεια ζωτανε ςτο 90% ςε χρόνο 5,5 min όπου παρζμενε 

ςτακερι για 2,5 min και τζλοσ μειωνόταν ςτθν αρχικι αναλογία (20%) ςε χρόνο 8,5 min. 

Ακολουκοφςαν 3 min για τθν εξιςορρόπθςθ του ςυςτιματοσ ςτθν αρχικι ςφςταςθ τθσ 

κινθτισ ωάςθσ πριν τθν ζναρξθ τθσ επόμενθσ ανάλυςθσ. Ο ενιζμενοσ όγκοσ δείγματοσ ιταν 

5 μL. Θ βαλβίδα divert valve ρυκμίςτθκε να διοχετεφει το χρωματογραωικό ζκλουςμα εντόσ 

του ωαςματομζτρου μαηϊν για το χρονικό διάςτθμα 4,0 – 8,0 min. Ο χρόνοσ ζκλουςθσ τθσ 

υδροκορτιηόνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου υπό τισ ςυνκικεσ αυτζσ ιταν 5,3 min και 7,0 

min, αντίςτοιχα. 

 

Επιλογι – Βελτιςτοποίθςθ ςυνκθκών λειτουργίασ φαςματομζτρου μαηών ΣOF-MS 

Το ωαςματόμετρο μαηϊν που χρθςιμοποιικθκε ωσ ςφςτθμα ανίχνευςθσ (6210 TOF-MSD, 

Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) διζκετε ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι 

ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό, θ οποία ρυκμίςτθκε ςτθν παραγωγι κετικϊν ιόντων (ESI+) 

και ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτι χρόνου πτιςθσ. Θ κερμοκραςία και ταχφτθτα ροισ 

του αερίου αηϊτου ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςτουσ 350 οC και 10 L min-1, 

αντίςτοιχα και θ πίεςθ του αερίου νεωελοποίθςθσ ςτθν τιμι 45 psi. Το δυναμικό του 

τριχοειδοφσ (capillary voltage) και του διαχωριςτι (skimmer voltage) ςτθν ζξοδο του 

τριχοειδοφσ ρυκμίςτθκαν ςτα 400 V και 60 V, αντίςτοιχα. Το εφροσ ςάρωςθσ των 

ανιχνευόμενων τιμϊν m/z ρυκμίςτθκε ςε 100 – 1100 amu και θ ταχφτθτα ςάρωςθσ ιταν 1 

scan sec-1. Θ ςυχνότθτα λειτουργίασ του ανιχνευτι ςτο χρθςιμοποιοφμενο ςφςτθμα ιταν 1 

GHz. Πλεσ οι επιπλζον παράμετροι λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν (δυναμικά 

εξαπόλου, ωακϊν, αναλυτι χρόνου πτιςθσ, ανιχνευτι ιόντων) ρυκμίηονται και 

βελτιςτοποιοφνται ςτο ςφνολό τουσ από τουσ από τθ διαδικαςία tuning του ςυςτιματοσ, θ 

οποία προγραμματιηόταν ςε εβδομαδιαία βάςθ (Θ διαδικαςία tuning του ωαςματομζτρου 

TOF-MS ζχει περιγραωεί ςτο κεωάλαιο 4). Το δυναμικό κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ 

ιοντιςμοφ (fragmentor voltage) αποτελεί τθν παράμετρο που βελτιςτοποιικθκε με 

διαδοχικζσ αναλφςεισ προτφπου διαλφματοσ υδροκορτιηόνθσ ςε κινθτι ωάςθ, 

ςυγκζντρωςθσ 1 μg mL-1. Θ  πορεία βελτιςτοποίθςθσ του δυναμικοφ τθσ πθγισ 
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απεικονίηεται διαγραμματικά ςτο Σχιμα 6.5 όπου παρουςιάηεται θ μεταβολι του ςιματοσ 

των διαγνωςτικϊν ιόντων του αναλφτθ, δθλαδι του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και 

των ιόντων που ςχθματίηονται από αυτό με ςταδιακι αφξθςθ του παραπάνω δυναμικοφ 

μετά από κραυςματοποίθςθ ςτθν πθγι ιοντιςμοφ. 
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Σχιμα 6.5 Επίδραςθ του δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor voltage) ςτθν 

ζνταςθ του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και των ςχθματιηόμενων από αυτό κραυςματοποιθμζνων 

διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ κορτιηόλθσ 

 

Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ κορτιηόλθσ το παραπάνω δυναμικό ρυκμίςτθκε ςτθν 

τιμι 170 V, όπου παρατθρικθκε θ μζγιςτθ αωκονία των πρωτονιωμζνων μοριακϊν ιόντων 

του αναλφτθ με τιμι m/z 363,2166. Για τθν ποιοτικι ανίχνευςθ (επιβεβαίωςθ) τθσ 

κορτιηόλθσ όπου είναι απαραίτθτθ θ μζτρθςθ τριϊν τουλάχιςτον διαγνωςτικϊν 

ιόντων,182,183 θ τιμι του δυναμικοφ ρυκμίςτθκε ςτα 220 V (πραγματοποίθςθ δεφτερθσ 

ανάλυςθσ), όπου ανιχνεφονται ικανοποιθτικά τόςο το πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν τθσ 

κορτιηόλθσ όςο και δφο κυγατρικά ιόντα με τιμζσ m/z 345,2060 και 327,1955, τα οποία 

ςχθματίηονται ςτθν πθγι ιοντιςμοφ με απϊλεια ενόσ και δυο μορίων νεροφ αντίςτοιχα από 

το πρωτονιωμζνο μόριο τθσ κορτιηόλθσ. Τυπικά χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από 

τθν ανάλυςθ LC/TOF-MS δείγματοσ οφρων αλόγου εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ και το 

εςωτερικό πρότυπο ςε ςυγκζντρωςθ 1,0 μg mL-1 και 0,5 μg mL-1 αντίςτοιχα με τθ μζκοδο 

χαμθλοφ δυναμικοφ (μζκοδοσ ποςοτικοποίθςθσ (α)) και με τθ μζκοδο υψθλοφ δυναμικοφ 

(μεκοδοσ επιβεβαίωςθσ (β)) παρατίκενται ςτο Σχιμα 6.6. 
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τιμ

 
Σχιμα 6.6: Ιοντικά χρωματογραφιματα (παράκυρο ανοχισ m/z 20 ppm) τθσ κορτιηόλθσ και τθσ δεςονίδθσ, που 

ελιφκθςαν μετά από LC/TOF-MS ανάλυςθ εμβολιαςμζνου δείγματοσ οφρων αλόγου ςε ςυγκεντρϊςεισ 1,0 και 

0,5 μg mL
-1

 για τον αναλφτθ και το εςωτερικό πρότυπο, αντίςτοιχα, ςε α) χαμθλι τιμι (170 V) του δυναμικοφ 

κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ (μζκοδοσ ποςοτικοποίθςθσ) και β) υψθλι τιμι (220 V) του δυναμικοφ 

κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ (μζκοδοσ ταυτοποίθςθσ). 

 

6.4. ΡΟΤΥΡΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ ΚΑΙ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Ρρότυπα διαλφματα παρακατακικθσ τθσ υδροκορτιηόνθσ και τθσ δεςονίδθσ ςυγκζντρωςθσ 

1 mg mL-1 παραςκευάςτθκαν με ηφγιςθ 10,0 mg ςτερεισ πρότυπθσ ουςίασ ςε χωριςτζσ 

βακμονομθμζνεσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ των 10 mL και ακόλουκθ αραίωςθ μζχρι χαραγισ με 

μεκανόλθ. Λαμβάνοντασ κατάλλθλο όγκο (100 μL) από τα διαλφματα παρακατακικθσ και 

αραιϊνοντασ με μεκανόλθ ςε βακμονομθμζνεσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ των 10 mL 

παραςκευάςτθκαν τα πρότυπα διαλφματα εργαςίασ του αναλφτθ και του εςωτερικοφ 

προτφπου με τελικι ςυγκζντρωςθ 10,0 μg mL-1. Πλα τα διαλφματα μετά τθν παραςκευι 

τουσ μεταωζρκθκαν ςε ςκουρόχρωμα υάλινα ωιαλίδια (vials) και αποκθκεφτθκαν ςτο 

ςκοτάδι ςε κερμοκραςία -20 οC. 

 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Τδροκορτιζόνη 

 

Σελίδα | 129  
 

6.5. ΡΟΤΥΡΑ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΥΩΝ 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου και τθ μελζτθ των επιδράςεων από το 

μθτρικό υλικό (matrix effect) παραςκευάςτθκαν πρότυπα δείγματα καμπφλθσ 

βακμονόμθςθσ και δείγματα ελζγχου ςε οφρα αλόγου εμβολιαςμζνα με κορτιηόλθ. Για το 

ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκαν οφρα αλόγων που περιείχαν χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 

ενδογενοφσ κορτιηόλθσ. Τα δείγματα τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ (standard calibration 

samples, STD’s) παραςκευάςτθκαν ςε ζξι επίπεδα ςυγκεντρωςθσ 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 και 

2,5 μg mL-1 με προςκικθ κατάλλθλου όγκου διαλφματοσ εργαςίασ τθσ υδροκορτιηόνθσ (25, 

50, 100, 150, 200 και 250 μL, αντίςτοιχα) ςε υάλινουσ κωνικοφσ ςωλινεσ. Ακολοφκθςε 

εξάτμιςθ του μεκανολικοφ διαλφματοσ ςε ρεφμα αηϊτου και κερμοκραςία 50 οC και 

αναςφςταςθ με 1 mL οφρων. Τα πρότυπα δείγματα ελζγχου (quality control samples, QC’s) 

παραςκευάςτθκαν με αντίςτοιχο τρόπο ςε τρία επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 0,5, 1,0 και 2,0 μg 

mL–1. Για τθν παραςκευι των δειγμάτων ελζγχου χρθςιμοποιικθκε διαωορετικό διάλυμα 

εργαςίασ τθσ κορτιηόλθσ, το οποίο με τθ ςειρά του παραςκευάςκθκε από ξεχωριςτό 

διάλυμα παρακατακικθσ από αυτά που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των 

προτφπων δειγμάτων τθσ καμπφλθσ αναωοράσ. 

 

6.6. ΡΟΕΙΑ ΚΑΤΕΓΑΣΙΑΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

Τα προσ ανάλυςθ δείγματα οφρων όγκου 1 mL μεταγγίηονται ςε υάλινουσ κωνικοφσ 

ςωλινεσ και ακολοφκωσ αραιϊνονται με 1 mL νεροφ κακαρότθτασ HPLC. Ακολουκεί 

προςκικθ 50 μL διαλφματοσ εργαςίασ του εςωτερικοφ προτφπου και ανάδευςθ. Τα 

αραιωμζνα δείγματα ςτθ ςυνζχεια ωυγοκεντροφνται για 10 min με ταχφτθτα 2500 rpm ςε 

ωυγόκεντρο που ωζρει κατάλλθλθ υποδοχι για κωνικοφσ ςωλινεσ. Ροςότθτα του 

υπερκείμενου υγροφ διθκείται με τθ βοικεια ςφριγγασ μζςω ωίλτρων με διάμετρο πόρων 

0,45 μm (Millex HV syringe driven filters, Millipore) και το διικθμα μεταγγίηεται ςε υάλινα 

ωιαλίδια (vials) πριν τθν ανάλυςθ ςτα ςυςτιματα LC/MS. 

 

6.7. ΜΕΛΕΤΘ ΕΡΙΔΑΣΘΣ ΜΘΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ – ΓΑΜΜΙΚΟΤΘΤΑ 

Αλλαγζσ ςτθν απόκριςθ του αναλφτθ που αποδίδονται ςτο μθτρικό υλικό αποτελοφν ζνα 

ωαινόμενο που μπορεί να επθρεάςει αρνθτικά τθν αξιοπιςτία τθσ τεχνικισ LC/MS ςε ό,τι 

αωορά τθν εωαρμογι τθσ ςτον ποςοτικό προςδιοριςμό ουςιϊν ςε βιολογικά υγρά. Το 

ωαινόμενο αυτό που χαρακτθρίηεται με τον όρο «επίδραςθ μθτρικοφ υλικοφ» (matrix 

effect) μπορεί να οδθγιςει είτε ςε μείωςθ (ιοντικι καταςτολι) είτε ςε αφξθςθ τθσ  

απόκριςθσ (ιοντικι ενίςχυςθ).180,184,185 Μια βιοαναλυτικι μζκοδοσ LC/MS με ςφςτθμα 

ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό (ESI) είναι πιο επιρρεπισ από μια αντίςτοιχθ με χθμικό 

ιοντιςμό υπο ςυνκικεσ ατμοςωαιρικισ πίεςθσ (APCI), κακϊσ επίςθσ ςθμαντικι επίδραςθ 

ςτθν ζνταςθ του ωαινομζνου ζχει θ διάταξθ και τα λειτουργικά χαρακτθριςτικά τθσ πθγισ 

ιοντιςμοφ. 

Θ αναπτυχκείςα μεκοδολογία βαςίςτθκε ςτθν απευκείασ LC/MS ανάλυςθ δειγμάτων 

οφρων αλόγων. Για αυτό το λόγο κρίκθκε αναγκαία θ εκτενισ μελζτθ των επιδράςεων από 

το υπόςτρωμα. Τα οφρα αλόγων αποτελοφν ζνα ιδαίτερα πολφπλοκο μθτρικό υλικό με 
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ςυςτατικά που ποικίλουν ωσ προσ τθ χθμικι ωφςθ, τθ δομι και τθν πολικότθτα και 

παρουςιάηει ςθμαντικζσ διαωοροποιιςεισ από το ζνα δείγμα ςτο άλλο.  

Στθν παροφςα εργαςία για τθν αξιολόγθςθ τθσ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου και τθ μελζτθ 

του ωαινομζνου τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν 

καμπφλεσ αναωοράσ τθσ κορτιηόλθσ ςε ευροσ ςυγκεντρϊςεων 0,25 – 2,5 μg mL-1 (standard 

calibration curves) ςε εμβολιαςμζνα δείγματα τριϊν διαωορετικϊν παρτίδων οφρων 

αλόγων (χαμθλοφ, μεςαίου και υψθλοφ ειδικοφ βάρουσ), κακϊσ και ςε υδατικά δείγματα. 

Τα δείγματα για κάκε επίπεδο ςυγζντρωςθσ τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

παραςκευάςτθκαν εισ διπλοφν, κατεργάςτθκαν ςφμωωνα με τθν πορεία που 

προαναωζρκθκε και ενζκθκαν εισ διπλοφν ςε κακζνα από τα δυο ςυςτιματα LC/MS. Ωσ 

απόκριςθ λαμβάνεται ο λόγοσ τθσ επιωάνειασ τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ 

κορτιηόλθσ προσ τθν επιωάνεια τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ του εςωτερικοφ προτφπου. 

Οι εξιςϊςεισ ςυμμεταβολισ που ελιωκθςαν για τισ τζςςερισ καμπφλεσ αναωοράσ 

παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 6.4, ςτον οποίο παρατίκενται επίςθσ οι τιμζσ τθσ τυπικισ 

απόκλιςθσ για τθν τομι και τθν κλίςθ, ο ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ (r) και το τετράγωνο 

αυτοφ (r2) και το τυπικό ςωάλμα. Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ διαπιςτϊκθκε ικανοποιθτικι 

γραμμικότθτα (ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ r >0,997), ενϊ οι πειραματικά υπολογιηόμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ τόςο για τα δείγματα των καμπυλϊν αναωοράσ όςο και για τα δείγματα 

ελζγχου, παρουςίαςαν ςχετικό αναλυτικό ςωάλμα (Relative Error) μικρότερο από 7,0 %. 

Διαπιςτϊκθκε ότι θ τιμι τθσ κλίςθσ των καμπυλϊν αναωοράσ παρουςιάηει μεγάλθ 

διακφμανςθ μεταξφ των διαωορετικϊν παρτίδων οφρων και των δειγμάτων ςε νερό. Στον 

Ρίνακα 6.5 παρουςιάηονται ςυνοπτικά τα αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ επίδραςθσ του 

υποςτρϊματοσ ςτθν απόκριςθ τθσ κορτιηόλθσ και του εςωτερικοφ προτφπου κακϊσ και ςτο 

λόγο των αποκρίςεων του αναλφτθ προσ του εςωτερικοφ προτφπου για τα τρία επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ των δειγμάτων ελζγχου. Οι τιμζσ τθσ απόκριςθσ και τθσ ςχετικισ απόκριςθσ 

ςτα διαωορετικά δείγματα οφρων παρουςιάηονται κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ 

αντίςτοιχεσ τιμζσ που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ των υδατικϊν δειγμάτων. Ππωσ 

ωαίνεται και από τα αποτελζςματα του Ρίνακα 6.5 ςτθ μζκοδο LC/IT-MS το μθτρικό υλικό 

προκαλεί ςθμαντικι καταςτολι του ςιματοσ τόςο τθσ κορτιηόλθσ όςο και του εςωτερικοφ 

προτφπου, ενϊ ςτθ μζκοδο LC/TOF-MS θ απόκριςθ τθσ δεςονίδθσ παρουςιάηει μεγαλφτερθ 

διακφμανςθ από ότι το ςιμα τθσ κορτιηόλθσ μεταξφ των διαωορετικϊν υποςτρωμάτων που 

μελετικθκαν. Θ ζνταςθ του ωαινομζνου τθσ ιοντικισ καταςτολισ δε ωαίνεται να 

επθρεάηεται ιδιαίτερα από τθ ςυγκζντρωςθ του αναλφτθ, για τα τρία επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ που μελετικθκαν. 

Θ διακφμανςθ του μεγζκουσ τθσ ιοντικισ καταςτολισ που παρατθρείται μεταξφ 

διαωορετικϊν δειγμάτων και προκαλείται πικανότατα από ουςίεσ του υποςτρϊματοσ που 

ςυνεκλοφονται με τθν προσ ποςοτικοποίθςθ ουςία μπορεί να αντιμετωπιςτεί με τθ 

χρθςιμοποίθςθ ενόσ ιςοτοπικά επιςθμαςμζνου αναλόγου του αναλφτθ ωσ εςωτερικοφ 

προτφπου, δεδομζνου ότι αυτό παρουςιάηει παραπλιςιεσ αντίςτοιχεσ με τον αναλφτθ 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ και εκλοφεται ςτον ίδιο χρόνο ανάςχεςθσ.186,187 Λαμβάνοντασ 

υπόψθ το υψθλό κόςτοσ ενόσ δευτεριωμζνου εςωτερικοφ προτφπου (d3-υδροκορτιηόνθ ι 

d4-υδροκορτιηόνθ), αλλά και το γεγονόσ ότι δεν ιταν δυνατι θ εφρεςθ δειγμάτων οφρων 

αλόγου ελεφκερων κορτιηόλθσ για τθν παραςκευι των εμβολιαςμζνων δειγμάτων τθσ 
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καμπφλθσ αναωοράσ, εξετάςτθκε θ δυνατότθτα εωαρμογισ τθσ καμπφλθσ προςκικθσ 

γνωςτϊν ποςοτιτων ωσ τεχνικισ ποςοτικοποίθςθσ τθσ κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων. 

 

6.8. ΤΕΧΝΙΚΘ ΡΟΣΘΘΚΘΣ ΓΝΩΣΤΩΝ ΡΟΣΟΤΘΤΩΝ - ΘΕΩΘΤΙΚΟ 

ΥΡΟΒΑΘΟ 

Θ τεχνικι τθσ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων χρθςιμοποιείται όταν είναι αδφνατθ θ 

παραςκευι προτφπων παρόμοιασ ςφςταςθσ με τα προσ ανάλυςθ δείγματα, είτε γιατί θ 

ςφςταςι τουσ είναι άγνωςτθ ι ποικίλλει από δείγμα ςε δείγμα είτε επειδι υπάρχουν 

ουςίεσ που παρεμποδίηουν. Βαςίηεται ςτθν προςκικθ (εμβολιαςμό) γνωςτϊν 

ςυγκεντρϊςεων τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ ςε τμιματα του προσ ανάλυςθ δείγματοσ, 

ϊςτε να προκλθκεί αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ κατά ΔC με μικρι ι αμελθτζα αφξθςθ του 

όγκου.44,188 Τα εμβολιαςμζνα δείγματα αναλφονται μαηί με το άγνωςτο δείγμα (δειγμα 

χωρίσ προςκικθ, μθδενικό δείγμα). Καταςκευάηεται διάγραμμα τθσ μετροφμενθσ 

απόκριςθσ του αναλφτθ (άξονασ y) ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ προςκικθσ  ΔC (άξονασ x) 

και θ αρνθτικι προζκταςθ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ ςτο ςθμείο τομισ του άξονα x 

εκωράηει τθν τιμι τθσ ςυγκζντρωςθσ του αναλφτθ ςτο άγνωςτο δείγμα. (Σχιμα 6.7). Θ 

ςυγκζντρωςθ αυτι (C0) υπολογίηεται μακθματικά ωσ το πθλίκο τθσ τομισ προσ τθν κλίςθ 

τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ που υπολογίηονται με τθ μζκοδο ελαχίςτων τετραγϊνων. Θ 

τυπικι απόκλιςθ τθσ υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ C0 δίνεται από τθν εξίςωςθ 6.1, όπου α 

θ τομι τθσ ευκείασ, n ο αρικμόσ των ςθμείων τθσ καμπφλθσ προςκικθσ, Υ θ μετροφμενθ 

απόκριςθ και x θ ςυγκζντρωςθ προςκικθσ                                                                                                                    

 

 

                                                                                                                                           [6.1]                                                                                                                             

              

 

 
Σχιμα 6.7: Γραφικι παράςταςθ τθσ μεκόδου προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

-2 -1 0 1 2 3 4 5 

Α
π

ό
κρ

ις
θ

 

Συγκζντρωςθσ προςκικθσ (Cadded) 

- C0 

C0 = α / b  

y = α + bx  

 



i

xy

xxia

Y

na

S
CSD

22

2
/

0

)(

1
)(



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Τδροκορτιζόνη 

 

Σελίδα | 132  
 

ΡΙΝΑΚΑΣ 6.4: Αποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν αναωοράσ τθσ υδροκορτιηόνθσ ςε υδατικά δείγματα και ςε δείγματα οφρων 

χαμθλοφ (‘low’), μεςαίου (‘medium’) και υψθλοφ (‘high’) ειδικοφ βάρουσ (specific gravity, SG) 

 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΥΡΟΣΤΩΜΑ 
ΕΞΙΣΩΣΘ 

ΡΑΛΙΝΔΟΜΘΣΘΣ 

ΤΥΡΙΚΘ ΑΡΟΚΛΙΣΘ 
R r2 

ΤΥΡΙΚΟ 
ΣΦΑΛΜΑ ΤΟΜΘΣ (sα) ΚΛΙΣΘΣ (sb) 

LC/IT-MS 

Νερό y = 0,800 x + 0,100 0,016 0,010 0,9997 0,9993 0,020 

Οφρα ‘low’ SG y = 0,827 x + 0,037 0,017 0,011 0,9996 0,9992 0,022 

Οφρα ‘medium’ SG y = 0,759 x + 0,035 0,031 0,020 0,998 0,997 0,040 

Οφρα ‘high’ SG y = 0,593 x + 0,103 0,024 0,016 0,998 0,997 0,030 

LC/TOF-MS 

Νερό y = 0,5171 x - 0,040 0,012 0,0082 0,9995 0,9990 0,016 

Οφρα ‘low’ SG y = 0,4909 x - 0,019 0,015 0,0097 0,9992 0,998 0,019 

Οφρα ‘medium’ SG y = 0,953 x + 0,013 0,024 0,016 0,9994 0,998 0,031 

Οφρα ‘high’ SG y = 0,863 x + 0,050 0,042 0,028 0,997 0,995 0,054 
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ΡΙΝΑΚΑΣ 6.5: Αποτελζςματα μελζτθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ ςτθν απόκριςθ μετά από παραςκευι και ανάλυςθ καμπυλϊν αναωοράσ ςε υδατικά 

δείγματα και ςε δείγματα οφρων χαμθλοφ (‘low’), μεςαίου (‘medium’) και υψθλοφ (‘high’) ειδικοφ βάρουσ (specific gravity, SG). Οι τιμζσ για τα δείγματα 

οφρων παρουςιάηονται κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ αντίςτοιχεσ των υδατικϊν δειγμάτων. 

 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS 

 Δείγμα Ελζγχου (QC) 0,5 μg mL-1  Δείγμα Ελζγχου (QC) 1,0 μg mL-1  Δείγμα Ελζγχου (QC) 2,0 μg mL-1  

Υπόςτρωμα 
Επιωάνεια 
Κορτιηόλθσ 

Επιωάνεια 
Δεςονίδθσ 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 Επιωάνεια 
Κορτιηόλθσ 

Επιωάνεια 
Δεςονίδθσ 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 Επιωάνεια 
Κορτιηόλθσ 

Επιωάνεια 
Δεςονίδθσ 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

Κλίςθ 

Νερό 100 100 100  100 100 100  100 100 100 0,800 

Οφρα ‘low’ SG 75 90 83  80 82 98  76 76 100 0,827 

Οφρα ‘medium’ SG 52 68 77  55 60 92  49 55 91 0,759 

Οφρα ‘high’ SG 49 65 75  45 56 79  45 57 78 0,593 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS 

 Δείγμα Ελζγχου (QC) 0,5 μg mL-1  Δείγμα Ελζγχου (QC) 1,0 μg mL-1  Δείγμα Ελζγχου (QC) 2,0 μg mL-1  

Υπόςτρωμα 
Επιωάνεια 
Κορτιηόλθσ 

Επιωάνεια 
Δεςονίδθσ 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 Επιωάνεια 
Κορτιηόλθσ 

Επιωάνεια 
Δεςονίδθσ 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 Επιωάνεια 
Κορτιηόλθσ 

Επιωάνεια 
Δεςονίδθσ 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

Κλίςθ 

Νερό 100 100 100  100 100 100  100 100 100 0,5171 

Οφρα ‘low’ SG 83 83 101  81 83 98  80 83 97 0,4909 

Οφρα ‘medium’ SG 112 52 217  102 47 217  83 42 198 0,953 

Οφρα ‘high’ SG 97 43 229  81 42 194  72 41 177 0,863 
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6.9. ΑΞΙΟΛΟΓΘΣΘ ΜΕΘΟΔΟΥ ΡΟΣΟΤΙΚΟΥ ΡΟΣΔΙΟΙΣΜΟΥ 

ΚΟΤΙΗΟΛΘΣ ΣΕ ΟΥΑ ΑΛΟΓΩΝ 

6.9.1. Καμπϑλεσ προςθόκησ γνωςτών ποςοτότων – Παραςκευό δειγμϊτων 

(standard addition calibration samples) 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ αξιοπιςτίασ τθσ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ κορτιηόλθσ 

ςε οφρα αλόγων με τθν εωαρμογι τθσ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων παραςκευάςτθκαν 

και χρθςιμοποιικθκαν δείγματα – μοντζλα που περιείχαν τον αναλφτθ ςε δφο επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ (0,5 μg mL-1 και 1,0 μg mL-1). Ραραςκευάςτθκαν με προςκικθ κατάλλθλου 

όγκου διαλφματοσ εργαςίασ τθσ κορτιηόλθσ ςε ογκομετρικζσ ωιάλεσ και αραίωςθ με οφρα 

μζχρι χαραγισ. Κάκε εργαςτθριακι θμζρα χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των 

δειγμάτων μοντζλα οφρα αλόγων διαωορετικϊν παρτίδων, τα οποία παρουςίαςαν χαμθλι 

ςυγκζντρωςθ ενδογενοφσ κορτιηόλθσ κατά τθ διαδικαςία ςάρωςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν 

ςε άλογα με GC/MS, που εωαρμόηεται ςτο Εργαςτιριο. Συνολικά για κάκε δείγμα μοντζλο 

καταςκευάςτθκαν πζντε καμπφλεσ προςκικθσ τριϊν ςθμείων ςε πζντε εργαςτθριακζσ 

θμζρεσ. Τα δείγματα βακμονόμθςθσ των καμπυλϊν προςκικθσ παρακευάςτθκαν εισ 

διπλοφν με προςκικθ 0, 50 και 100 μL διαλφματοσ εργαςίασ τθσ κορτιηόλθσ 10 μg mL-1 

(ςυγκεντρϊςεισ προςκικθσ (Cadded) 0, 0,5 και 1,5 μg mL-1, αντίςτοιχα) ςε υάλινουσ κωνικοφσ 

ςωλινεσ, εξάτμιςθ του διαλφματοσ και αναςφςταςθ με 1 mL από το δείγμα-μοντζλο. 

Ακολοφκωσ κατεργάςτθκαν με τθν πορεία που ζχει ιδθ περιγραωεί και ενζκθκαν εισ 

διπλοφν ςε κακζνα από τα δφο ςυςτιματα LC/MS. Οι καμπφλεσ προςκικθσ γνωςτϊν 

ποςοτιτων ςτα δείγματα-μοντζλα χρθςιμοποιικθκαν για τθν αξιολόγθςθ τθσ ορκότθτασ 

και πιςτότθτασ τθσ μεκόδου.44,189 Τα αποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των 

καμπυλϊν προςκικθσ για τισ πζντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ ςυνοψίηονται ςτο Ραράρτθμα 

12.  

 

6.9.2. Ορθϐτητα (Accuracy) 

Ο ζλεγχοσ ορκότθτασ των μεκόδων που αναπτφχκθκαν πραγματοποιικθκε ςε πζντε 

εργαςτθριακζσ θμζρεσ, χρθςιμοποιϊντασ τισ υπολογιςκείςεσ από τισ καμπφλεσ προςκικθσ 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ κορτιηόλθσ ςτα δείγματα-μοντζλα. Μελετικθκε θ ορκότθτα ςε δφο 

επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 0,5 μg mL-1 και 1,0 μg mL-1. Θ ςυγκζντρωςθ τθσ ενδογενοφσ 

κορτιηόλθσ ςτα δείγματα οφρων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν καταςκευι των δειγμάτων 

μοντζλων υπολογίςτθκε με τθ βοικεια καμπφλθσ αναωοράσ και ςτθ ςυνζχεια αωαιρζκθκε 

από τθν υπολογιηόμενθ ςυγκζντρωςθ τθσ καμπφλθσ προςκικθσ. Ωσ μζτρο τθσ ορκότθτασ 

χρθςιμοποιείται το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα (% Relative Error, %Εr) που υπολογίςτθκε 

ωσ εξισ: 

 

                                           
                                  

          
                              [6.2] 

 

 

όπου, Cυπολογιηόμενθ είναι θ πειραματικά υπολογιηόμενθ από τθν καμπφλθ προςκικθσ 

ςυγκζντρωςθ τθσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα μοντζλο (τομι (α) προσ κλίςθ (b) τθσ ευκείασ 
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παλινδρόμθςθσ τθσ καμπφλθσ προςκικθσ), C‘blank’ θ ςυγκζντρωςθ τθσ ενδογενοφσ 

κορτιηόλθσ  ςτα οφρα αλόγων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των δειγμάτων-

μοντζλων και Cκεωρθτικι, θ κεωρθτικι ςυγκζντρωςθ τθσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα μοντζλο (0,5 

μg mL-1 και 1,0 μg mL-1). Tα αποτελζςματα ορκότθτασ τθσ μεκόδου LC/IT-MS και LC/TOF-MS 

για τισ πζντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ ςυνοψίηονται ςτουσ Ρίνακεσ 6.6 και 6.7, αντίςτοιχα. Το 

ςχετικό αναλυτικό ςωάλμα δεν ξεπζραςε το 7,6 % και για τισ δφο μεκόδουσ. 

 

6.9.3. Εντϐσ τησ ημϋρασ πιςτϐτητα (intra-day precision) 

Για τθν εκτίμθςθ τθσ εντόσ τθσ θμζρασ πιςτότθτασ υπολογίςτθκε θ τυπικι απόκλιςθ (SD0) 

που προκφπτει από τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των δειγμάτων-μοντζλων. Θ 

τυπικι απόκλιςθ SD0 υπολογίηεται από τισ εξιςϊςεισ:  

 

 

                                                                                                                                 [6.3] 

 

 

 

 

 

 

                 όπου                                                                                                      [6.4] 

             

 

όπου  
^

y   είναι θ τιμι του y  (λόγοσ επιωανειϊν) που προκφπτει από τθν εξίςωςθ τθσ 

καμπφλθσ προςκικθσ (fitted y-values) 

α, θ κλίςθ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ 

n, ο αρικμόσ των ςθμείων τθσ καμπφλθσ προςκικθσ 

x , θ μζςθ τιμι των τιμϊν xi  (ςυγκζντρωςθ προςκικθσ ςε μg mL-1) 

Y , θ μζςθ τιμι των τιμϊν yi  (λόγοσ επιωανειϊν κορτιηόλθσ /εςωτερικοφ προτφπου) 

 

Ωσ μζτρο τθσ εντόσ τθσ θμζρασ πιςτότθτασ χρθςιμοποιείται θ επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι 

απόκλιςθ (%RSDintra-day) που υπολογίςτθκε για κάκε εργαςτθριακι θμζρα ςε δφο επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ (0,5 μg mL-1 και 1,0 μg mL-1) από τθ ςχζςθ: 

 

 

                                                                                            [6.5] 

 

 

όπου, Cυπολογιηόμενθ θ πειραματικά υπολογιηόμενθ από τθν καμπφλθ προςκικθσ ςυγκζντρωςθ 

τθσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα-μοντζλο (τομι προσ κλίςθ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ τθσ 

καμπφλθσ προςκικθσ). 
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Τα αποτελζςματα τθσ εντόσ θμζρασ πιςτότθτασ παρατίκενται ςυνοπτικά ςτουσ πίνακεσ 6.6 

και 6.7 για τισ μεκόδουσ LC/IT-MS και LC/TOF-MS, αντίςτοιχα. Θ τιμι τθσ ςχετικισ τυπικισ 

απόκλιςθσ δεν ξεπζραςε το 9,1 % για τθ μζκοδο LC/IT-MS και το 7,2 %  για τθ μζκοδο 

LC/TOF-MS. 

 

6.9.4. Μεταξϑ των ημερών πιςτϐτητα (inter-day precision) 

Ωσ μζτρο τθσ πιςτότθτασ μεταξφ των θμερϊν υπολογίςτθκε θ επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι 

απόκλιςθ (% RSDinter-day) των πειραματικά υπολογιηόμενων ςυγκεντρϊςεων τθσ κορτιηόλθσ 

ςτα δείγματα-μοντζλα (μετά τθ διόρκωςθ ωσ προσ τθ ςυγκζντρωςθ τθσ ενδογενοφσ 

κορτιηόλθσ ςτο εκάςτοτε υπόςτρωμα οφρων που χρθςιμοποιικθκε) για τισ πζντε 

εργαςτθριακζσ θμζρεσ και ςε δφο επίπεδα ςυγκζντρωςθσ. Θ τιμι RSDinter-day  δεν ξεπζραςε 

τθν τιμι 4,7 και για τισ δφο μεκόδουσ LC/IT-MS και LC/TOF-MS, όπωσ ωαίνεται ςτουσ 

Ρίνακεσ 6.6 και 6.7.  
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Ρίνακασ 6.6: Αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ ορκότθτασ και επαναλθψιμότθτασ τθσ μεκόδου LC/IT-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κορτιηόλθσ 

  Θεωρθτικι υγκζντρωςθ Δειγμάτων-Μοντζλων 

 0,5 μg mL-1  1,0 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Er 
SD (C0) 

(μg mL-1) 
% RSDintra-day 

 Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Er 
SD (C0) 

(μg mL-1) 
% RSDintra-day 

Θμζρα 1 0,525 4,9 0,049 7,6  0,965 -3,4 0,082 7,5 

Θμζρα 2 0,505 1,0 0,051 8,0  1,023 2,3 0,041 3,6 

Θμζρα 3 0,502 0,4 0,0050 0,8  1,04 3,9 0,10 8,6 

Θμζρα 4 0,536 7,1 0,054 9,1  0,951 -4,8 0,085 8,4 

Θμζρα 5 0,538 7,6 0,031 4,7  1,061 6,1 0,066 6,0 

% RSDinter-day 3,2  4,7 

 

Ρίνακασ 6.7: Αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ ορκότθτασ και επαναλθψιμότθτασ τθσ μεκόδου LC/TOF-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κορτιηόλθσ 

  Θεωρθτικι υγκζντρωςθ Δειγμάτων-Μοντζλων 

 0,5 μg mL-1  1,0 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Er 
SD (C0) 

(μg mL-1) 
% RSDintra-day 

 Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Er 
SD (C0) 

(μg mL-1) 
% RSDintra-day 

Θμζρα 1 0,530 6,0 0,046 7,2  0,991 -0,9 0,052 4,8 

Θμζρα 2 0,517 3,3 0,012 2,0  1,049 4,9 0,079 6,9 

Θμζρα 3 0,469 -6,2 0,021 3,6  1,070 7,0 0,050 4,2 

Θμζρα 4 0,511 2,1 0,028 5,0  1,005 0,4 0,075 7,1 

Θμζρα 5 0,510 2,1 0,014 2,5  1,0678 6,8 0,0038 0,3 

% RSDinter-day 4,5  3,5 

 
Cπειραματικι: πειραματικά υπολογιηόμενθ ςυγκζντρωςθ κορτιηόλθσ διορκωμζνθ ωσ προσ τθν ενδογενι ςυγκζντρωςθ των οφρων, %Εr: % ςχετικό αναλυτικό ςφάλμα,  
SD (C0): τυπικι απόκλιςθ τθσ υπολογιηόμενθσ από τθν καμπφλθ προςκικθσ ςυγκζντρωςθσ, % RSDintra-day: εντόσ τθσ θμζρασ % ςχετικι τυπικι απόκλιςθ,                       
% RSDinter-day: δια των θμερϊν %  ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Τδροκορτιζόνη 

 

Σελίδα | 138  
 

6.9.5. Xρωματογραφικϊ Χαρακτηριςτικϊ 

Λόγοσ ςιματοσ προσ κόρυβο (Signal to noise ratio, S/N) 

Από τθν οπτικι παρατιρθςθ των χρωματογραωθμάτων διαπιςτϊκθκε ότι ςτο χαμθλότερθσ 

ςυγκζντρωςθσ πρότυπο των καμπυλϊν αναωοράσ (0,25 μg mL-1) ιςχφει S/N>>10 (φψοσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ κορτιηόλθσ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ προσ το φψοσ τθσ 

γραμμισ βάςθσ πριν τθν αρχι τθσ κορυωισ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ). 

 

Σχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ (Relative retention time, RRT) 

Ο ςχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ αντιςτοιχεί ςτο λόγο του χρόνου ανάςχεςθσ τθσ 

υδροκορτιηόνθσ προσ το χρόνο ανάςχεςθσ του εςωτερικοφ προτφπου. Διαπιςτϊκθκε ότι οι 

ςχετικοί χρόνοι ανάςχεςθσ διατθροφνται ςτακεροί μεταξφ των θμερϊν και ςτα δφο 

χρθςιμοποιοφμενα ςυςτιματα LC/MS (%RSD <0,9). 

 

6.9.6. Ειδικϐτητα (Specificity) 

Θ ειδικότθτα τθσ μεκόδου αποδεικνφεται από τα διαωορετικά διαγνωςτικά ιόντα και τθ 

διαωορά των ςχετικϊν χρόνων ανάςχεςθσ των απαγορευμζνων ουςιϊν παρόμοιασ δομισ 

ςε ςχζςθ με τθν κορτιηόλθ. Για τθ μελζτθ τθσ ειδικότθτασ παραςκευάςτθκαν και 

αναλφκθκαν ζνα ‘λευκό‘ δείγμα οφρων αλόγου (δείγμα οφρων χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε 

ενδογενι κορτιηόλθ), ζνα δείγμα εμβολιαςμζνο με κορτιηόλθ ςε ςυγκζντρωςθ 1 μg mL-1 και 

επτά δείγματα οφρων εμβολιαςμζνα με ουςίεσ παραπλιςιασ δομισ, κυρίωσ 

κορτικοςτεροειδι και αναβολικά ςτεροειδι. Οι ουςίεσ που μελετικθκαν ςτον ζλεγχο 

ειδικότθτασ αναωζρονται αναλυτικά ςτο Ραράρτθμα 13. Διαπιςτϊκθκε απουςία 

παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν ςτα ιοντικά χρωματογραωιματα του αναλφτθ και του 

εςωτερικοφ προτφπου ςτουσ χρόνουσ ζκλουςθσ αυτϊν από τισ ουςίεσ που μελετικθκαν και 

για τισ δφο προτεινόμενεσ LC/MS μεκόδουσ. 

 

6.9.7 Έλεγχοσ επιμϐλυνςησ εκ μεταφορϊσ δεύγματοσ (Carry over) 

O ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ πραγματοποιικθκε κάκε εργαςτθριακι θμζρα με τθν ανάλυςθ 

λευκοφ υδατικοφ δείγματοσ και ‘λευκοφ’ δείγματοσ οφρων (δείγμα οφρων χαμθλισ 

περιεκτικότθτασ ςε ενδογενι κορτιηόλθ) ςτθν αρχι και αμζςωσ μετά τθν ανάλυςθ του 

υψθλότερθσ ςυγκζντρωςθσ προτφπου τθσ καμπφλθσ αναωοράσ τθσ κορτιηόλθσ (2,5 μg mL-1). 

Δεν παρατθρικθκε επιμόλυνςθ εκ μεταωοράσ δείγματοσ, κακϊσ διαπιςτϊκθκε απουςία 

ςιματοσ ςτα υδατικά δείγματα, ενϊ το ςιμα τθσ κορτιηόλθσ ςτα μθ εμβολιαςμζνα 

δείγματα οφρων που αναλφκθκαν πριν και μετά τθν καμπφλθ αναωοράσ δεν παρουςίαςε  

αξιοςθμείωτθ μεταβολι. 
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6.10. ΕΡΙΒΕΒΑΙΩΣΘ ΚΟΤΙΗΟΛΘΣ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΥΩΝ ΑΛΟΓΩΝ 

(CONFIRMATION, IDENTIFICATION) 

Ππωσ αναωζρκθκε ςε προθγοφμενθ παράγραωο, ςτο ςφςτθμα LC/IT-MS θ ανίχνευςθ τθσ 

κορτιηόλθσ πραςματοποιείται με ςάρωςθ των κυγατρικϊν ιόντων που ςχθματίηονται μετά 

από απομόνωςθ και κραυςματοποίθςθ του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και θ 

επιβεβαίωςθ (confirmation) γίνεται ταυτόχρονα με τθν ποςοτικοποίθςθ. Στο ςφςτθμα 

LC/TOF-MS, για τθν επιβεβαίωςθ τθσ κορτιηόλθσ ςτο φποπτο δείγμα απαιτείται μια  

επιπλζον ανάλυςθ των απαιτοφμενων δειγμάτων (κατά ςειρά: ‘τυωλό’ δείγμα –φποπτο 

δείγμα -‘τυωλό’ δείγμα –εμβολιαςμζνο δείγμα αναωοράσ) ςε ςυνκικεσ υψθλοφ δυναμικοφ 

κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (220 V) για το ςχθματιςμό των κατάλλθλων 

διαγνωςτικϊν ιόντων. Ελζγχκθκε θ επαναλθψιμότθτα τθσ ςχετικισ αναλογίασ των 

διαγνωςτικϊν ιόντων ωσ προσ το κφρια ςχθματιηόμενο κυγατρικό ιόν, που αποτελεί 

κριτιριο για τθν επιβεβαίωςθ τθσ φπαρξθσ τθσ κορτιηόλθσ ςτο φποπτο δείγμα. Για το ςκοπό 

αυτό, παραςκευάςτθκαν ζξι δείγματα οφρων εμβολιαςμζνα με τον αναλφτθ ςε 

ςυγκζντρωςθ 1 μg mL-1, τα οποία αναλφκθκαν με τθ μζκοδο επιβεβαίωςθσ. Οι 

υπολογιςκείςεσ ςχετικζσ αναλογίεσ των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ κορτιηόλθσ παρουςιάςαν 

ικανοποιθτικι επαναλθψιμότθτα (% RSD < 7,5), όπωσ ωαινεται από τα αποτελζςματα που 

παρουςιάηονται ςτον ακόλουκο πίνακα.     

 

Ρίνακασ 6.8: Επαναλθψιμότθτα τθσ ςχετικισ αναλογίασ διαγνωςτικϊν ιόντων κατά τον ζλεγχο 
επιβεβαίωςθσ τθσ κορτιηόλθσ ςε δείγματα οφρων αλόγων  

 % Σχετικζσ Αναλογίεσ Διαγνωςτικών Ιόντων Κορτιηόλθσ* 

 Ιόντα LC/IT-MS (m/z)  Ιόντα LC/TOF-MS (m/z) 

Δείγμα 327 309 345 267 297  363,2166 345,2060 327,1955 309,1849 

1 100 71,9 54,7 38,4 30,3  100 42,9 38,8 22,4 

2 100 68,6 54,1 37,5 30,4  100 39,1 38,1 20,0 

3 100 72,1 47,1 38,1 28,4  100 41,3 38,0 18,2 

4 100 71,1 52,6 37,6 29,1  100 38,5 36,7 19,8 

5 100 75,1 49,9 41,4 32,4  100 41,4 37,4 20,7 

6 100 73,4 49,6 38,3 33,0  100 39,1 39,1 21,7 

Μζςθ Τιμι 100 72,0 51,3 38,6 30,6  100 40,4 38,0 20,5 

SD  2,2 2,9 1,4 1,8   1,7 0,9 1,5 
*επί τοισ εκατό ςχετικι αναλογία τθσ αφκονίασ των διαγνωςτικϊν ιόντων ωσ προσ τθν αφκονία του 
κφρια ςχθματιηόμενου ιόντοσ 
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6.11. ΕΦΑΜΟΓΘ ΤΘΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΕ ΡΑΓΜΑΤΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ 

Θ προτεινόμενθ  μεκοδολογία ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ και επιβεβαίωςθσ τθσ κορτιηόλθσ 

ςε οφρα αλόγων εωαρμόςκθκε ςε πραγματικό δείγμα αλόγου, το οποίο κατά τον ζλεγχο 

ςάρωςθσ με τθ μζκοδο ρουτίνασ GC/MS του Εργαςτθρίου παρουςίαςε υψθλι 

ςυγκζντρωςθ κορτιηόλθσ. Σφμωωνα με τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ ςάρωςθσ, όπου 

πραγματοποιείται ταυτόχρονα και θμιποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ κορτιηόλθσ θ 

εκτιμϊμενθ ςυγκζντρωςθ τθσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα αυτό ιταν υψθλότερθ από 2,5 μg mL-1 

(μζγιςτθ μελετοφμενθ ςυγκζντρωςθ ποςοτικοποίθςθσ τθσ προτεινόμενθσ μεκόδου LC/MS). 

Για το λόγο αυτό, το προσ ανάλυςθ δείγμα αραιϊκθκε με νερό πριν τθν ανάλυςι του με 

ςυντελεςτι αραίωςθσ (dilution factor) 2,5 (αναλυτικότερα, 4 mL δείγματοσ αραιϊκθκαν με 

νερό μζχρι χαραγισ ςε ογκομετρικι ωιάλθ 10 mL). Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

κορτιηόλθσ εωαρμόςκθκε θ τεχνικι προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων. Τα δείγματα τθσ 

καμπφλθσ προςκικθσ παραςκευάςτθκαν εισ διπλοφν με προςκικθ 0, 50 και 150 μL 

μεκανολικοφ διαλφματοσ εργαςίασ τθσ υδροκορτιηόνθσ ςυγκζντρωςθσ 10 μg mL-1 ςε 

κωνικοφσ ςωλινεσ, εξάτμιςθ και αναςφςταςθ με 1 mL του αραιωμζνου φποπτου δείγματοσ 

(ςυγκεντρϊςεισ προςκικθσ 0, 0,5 και 1,5 μg mL-1, αντίςτοιχα). Τα δείγματα κατεργάςτθκαν 

με το προτεινόμενο πρωτόκολλο (προςκικθ εςωτερικοφ προτφπου, αραίωςθ, 

ωυγοκζντρθςθ και ωιλτράριςμα) και αναλφκθκαν ςτα δφο ςυςτιματα LC/MS. Οι καμπφλεσ 

προςκικθσ που ελιωκθςαν παρουςιάηονται ςτο Σχιμα 6.8, ενϊ θ ςυγκζντρωςθ τθσ 

κορτιηόλθσ (± τυπικι απόκλιςθ) ςτο φποπτο δείγμα μετά τθν αραίωςθ βρζκθκε 1,4179 (± 

0,0041) μg mL-1 με τθ μζκοδο LC/IT-MS και 1,321 (± 0,025) με τθ μζκοδο LC/TOF-MS. 

Ακολοφκωσ, ςτο αρχικό φποπτο δείγμα θ ςυγκζντρωςθ τθσ κορτιηόλθσ (± τυπικι απόκλιςθ) 

βρζκθκε 3,545 (± 0,010) μg mL-1 με τθ μζκοδο LC/IT-MS και 3,302 (± 0,062) με τθ μζκοδο 

LC/TOF-MS. 
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Σχιμα 6.8: Καμπφλεσ προςκικθσ που ελιφκθςαν με τισ προτεινόμενεσ μεκόδουσ LC/Ion Trap-MS και 

LC/TOF-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κορτιηόλθσ ςε φποπτο δείγμα αλόγου μετά από αραίωςθ 

 

 

Για τθν επιβεβαίωςθ τθσ κορτιηόλθσ ςτο φποπτο δείγμα αναλφκθκαν τα παρακάτω 

δείγματα με τθν ακόλουκθ αλλθλουχία: υδατικό λευκό δείγμα – ‘λευκό’ δείγμα οφρων (μθ 

εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων αλόγου με χαμθλι ςυγκζντρωςθ ενδογενοφσ κορτιηόλθσ) – 

φποπτο δείγμα (μθδενικό πρότυπο τθσ καμπφλθσ προςκικθσ) – ‘λευκό’ δείγμα οφρων – 

εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων ςυγκζντρωςθσ 1 μg mL-1 (δείγμα αναωοράσ, positive control). 

Στον Ρίνακα 6.9 ςυνοψίηονται τα αποτελζςματα τθσ επιβεβαιωτικισ ανάλυςθσ και για τα 

δφο αναλυτικά ςυςτιματα κακϊσ και τα διαγνωςτικά κριτιρια που πρζπει να 

ικανοποιοφνται.182 
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Ρίνακασ 6.9: Αποτελζςματα επιβεβαίωςθσ τθσ κορτιηόλθσ ςτο φποπτο δείγμα 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS 

 Σχετικι Αναλογία Ιόντων Πρια Αποδοχισ 

Ιόν (m/z) 
Φποπτο 
Δείγμα 

Δείγμα 
Αναωοράσ 

Κριτιριο 15% (απόλυτο) Κριτιριο 35% (ςχετικό) 

min Max Min max 

327 100% 100% 85,0% 115,0% 65,0% 135,0% 

309 73,3% 79,3% 64,3% 94,3% 51,5% 107,1% 

345 47,9% 50,7% 35,7% 65,7% 33,0% 68,4% 

267 39,3% 41,6% 26,6% 55,6% 27,0% 56,2% 

297 33,1% 31,2% 16,2% 46,2% 20,3% 42,1% 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS 

 Σχετικι Αναλογία Ιόντων Πρια Αποδοχισ 

Ιόν (m/z) 
Φποπτο 
Δείγμα 

Δείγμα 
Αναωοράσ 

Κριτιριο 15% (απόλυτο) Κριτιριο 35% (ςχετικό) 

Min Max Min max 

363,2166 100,0% 100,0% 85,0% 115,0% 65,0% 135,0% 

345,2060 52,3% 46,7% 31,7% 61,7% 30,4% 63,1% 

327,1955 44,4% 34,4% 19,4% 49,4% 22,4% 46,5% 

309,1849 34,1% 27,6% 12,6% 42,6% 18,0% 37,3% 

  

 

6.12. ΣΥΓΚΙΣΘ ΜΕΘΟΔΩΝ LC/IT-MS KAI LC/TOF-MS 

Οι δφο αναλυτικζσ μζκοδοι LC/MS που αναπτφχκθκαν για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

κορτιηόλθσ ςυγκρίκθκαν μεταξφ τουσ λαμβάνοντασ υπόψθ τισ πειραματικά υπολογιηόμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ των δειγμάτων-μοντζλων που αναλφκθκαν ςτα δφο ςυςτιματα LC/MS με 

τθν τεχνικι τθσ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων κατά τθν αξιολόγθςθ των μεκόδων. Θ 

ςφγκριςθ πραγματοποιικθκε εωαρμόηοντασ τθ δοκιμαςία Student κατά ηεφγθ (paired t-

test) για εννζα βακμοφσ ελευκερίασ και ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95%. Διαπιςτϊκθκε ότι δεν 

υπάρχει ςθμαντικι διαωορά ανάμεςα ςτα αποτελζςματα ποςοτικοποίθςθσ τθσ κορτιηόλθσ 

που ελιωκθςαν από τα δφο αναλυτικά ςυςτιματα LC/IT-MS και LC/TOF-MS                  

(tπειραματικό (=0,82) < tκεωρθτικό (=2,26)). 

 

  



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Τδροκορτιζόνη 

 

Σελίδα | 143  
 

6.13 ΣΥΜΡΕΑΣΜΑΤΑ 

Στθν παροφςα μελζτθ, αναπτφχκθκαν και αξιολογικθκαν δφο μζκοδοι για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό και τθν επιβεβαίωςθ τθσ υδροκορτιηόνθσ ςε οφρα αλόγων με τθ 

χρθςιμοποίθςθ δφο διαωορετικϊν ςυςτθματων LC/MS (LC/IT-MS και LC/TOF-MS). Κφριο 

πλεονζκτθμα τθσ προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ ζναντι αυτϊν που ζχουν ιδθ αναπτυχκεί 

και αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία αποτελεί θ απλοποιθμζνθ και ταχεία πορεία κατεργαςίασ 

των δειγμάτων, που βαςίηεται ςτθν απευκείασ ζγχυςθ του ωιλτραριςμζνου και αραιωμζνου 

δείγματοσ οφρων ςτο αναλυτικό ςφςτθμα. Στθν περίπτωςθ τθσ μεκόδου LC/IT-MS θ 

επιβεβαίωςθ τθσ κορτιηόλθσ πραγματοποιείται ταυτόχρονα με τθν ποςοτικοποίθςθ, ενϊ 

για το ςφςτθμα LC/TOF-MS θ ταυτοποίθςθ πραγματοποιείται με επανανάλυςθ των 

δειγμάτων ςε υψθλό δυναμικό τθσ πθγισ ιοντιςμοφ. Λαμβάνοντασ υπόψθ τθν 

πολυπλοκότθτα του υποςτρϊματοσ των οφρων και τθ μθ εωαρμογι εκχυλςτικισ 

διαδικαςίασ για τον κακαριςμό των δειγμάτων, πραγματοποιικθκε εκτενισ μελζτθ τθσ 

επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ, όπου διαπιςτϊκθκε ιοντικι καταςτολι το μζγεκοσ τθσ 

οποίασ ποικίλει από δείγμα ςε δείγμα. Για το λόγο αυτό και δεδομζνου ότι θ κορτιηόλθ 

αποτελεί ενδογενι ουςία, εωαρμόςτθκε θ τεχνικι τθσ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων για 

τθν εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων ποςοτικοποίθςθσ. Οι δφο μζκοδοι αξιολογικθκαν 

ωσ προσ τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ (γραμμικότθτα, ορκότθτα, πιςτότθτα, 

χρωματογραωικά χαρακτθριςτικά, ειδικότθτα, επιμόλυνςθ εκ μεταωορασ δείγματοσ) 

δίνοντασ ικανοποιθτικά αποτελζςματα, που τισ κακιςτοφν κατάλλθλθ για το ςκοπό που 

αναπτφχκθκαν και επιτρζπουν τθν εωαρμογι τουσ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ που διενεργείται 

από τα διεπιςτευμζνα εργαςτιρια για τθν ποςοτικοποίθςθ και τθν επιβεβαίωςθ τθσ 

κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων. Ρραγματοποιικθκε εωαρμογι τθσ προτεινόμενθσ 

μεκοδολογίασ ςτθν ανάλυςθ πραγματικοφ δείγματοσ αλόγου. Τζλοσ, αξίηει να ςθμειωκεί 

ότι οι μζκοδοι επικυρϊκθκαν από το Εκνικό Συμβοφλιο Διαπίςτευςθσ (ΕΣΥΔ) και ζχουν 

ενταχκεί ςτο πεδίο διαπίςτευςθσ των επιβεβαιωτικϊν διαδικαςιϊν αλόγων που 

εωαρμόηονται ςτο Εργαςτιριο ελζγχου ντόπινγκ του ΟΑΚΑ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7 
ΠΟΟΣΙΚΟ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΚΑΙ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΗ 

(ΣΑΤΣΟΠΟΙΗΗ) ΣΗ ΘΕΟΒΡΩΜΙΝΗ Ε ΟΤΡΑ ΑΛΟΓΩΝ ΜΕ 

ΣΗ ΦΡΗΗ ΔΤΟ ΤΣΗΜΑΣΩΝ LC/MS 

7.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΣΚΟΡΟΣ ΤΘΣ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Θ κεοβρωμίνθ (3,7-διμεκυλο-ξανκίνθ), τθσ οποίασ θ χθμικι ονομαςία είναι 3,7-dihydro-3,7-

dimethyl-H-purine-2,6-dione, ανικει ςτθν κατθγορία των αλκαλοειδϊν που είναι γνωςτά ωσ 

μεκυλο-ξανκίνεσ (Σχιμα 7.1). Οι μεκυλο-ξανκίνεσ ςυναντϊνται ςε 16 περίπου διαωορετικά 

ωυτικά είδθ και ςε αυτζσ περιλαμβάνονται επίςθσ θ καωεΐνθ (1,3,7-τριμεκυλο-ξανκίνθ), 

κφριο αλκαλοειδζσ του καωζ (Coffea arabica και Coffea canephora οικ. Rubiaceae) και θ 

κεοωυλλίνθ (1,3-διμεκυλο-ξανκίνθ), που βρίςκεται κυρίωσ ςτο τςάι (Camelia sinensis οικ. 

Theaceae). Θ κεοβρωμίνθ αποτελεί τθν κφρια μεκυλο-ξανκίνθ ςτο κακάο (Τheobroma cacao 

οικ. Sterculiaceae) (περιεκτικότθτα 2 % επί ξθροφ βάρουσ ςτουσ κόκκουσ του κακαόδεντρου 

(coca beans)), ενϊ ταυτόχρονα αποτελεί και μεταβολίτθ τθσ καωεΐνθσ μαηί με τθν 

κεοωυλλίνθ και τθν παραξανκίνθ (1,7-διμεκυλοξανκίνθ), τόςο ςτον άνκρωπο, όςο και ςτα 

άλογα.  

 

 

 

Θεοβρωμίνθ Θεοφυλλίνθ 
Μοριακόσ Τφποσ: C7H8N4O2 Μοριακόσ Τφποσ: C7H8N4O2 
Μοριακι Μάηα: 180,0647 Μοριακι Μάηα: 180,0647 

  

 

 
Ραραξανκίνθ Καφεΐνθ 

Μοριακόσ Τφποσ: C7H8N4O2 Μοριακόσ Τφποσ: C8H10N4O2 
Μοριακι Μάηα: 180,0647 Μοριακι Μάηα: 194,0804 

  

Σχιμα 7.1: Χθμικι δομι μεκυλο-ξανκινϊν 
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Σφμωωνα με το άρκρο 6 τθσ Διεκνοφσ Συμωωνίασ που ζχει εκδόςει θ Ραγκόςμια 

Ομοςπονδία των Αρχϊν Ιπποδρομιϊν (IFHA), ουςίεσ όπωσ θ κεοβρωμίνθ που μποροφν να 

βρεκοφν ςτισ ηωοτροωζσ των αλόγων λόγω επιμόλυνςθσ κατά τθν καλλιζργεια, τθ 

μεταποίθςθ ι τθν επεξεργαςία τουσ, ςυμπεριλαμβάνονται ςτισ απαγορευμζνεσ ουςίεσ 

ορίου. Ο AORC ζχει κζςει ωσ ανϊτερο επιτρεπόμενο όριο ςτθ ςυγκζντρωςθ τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςτα οφρα των αλόγων τα 2 μg mL-1. Ζτςι, δείγματα αλόγων που περιζχουν 

κεοβρωμίνθ ςε ςυγκζντρωςθ μεγαλφτερθ από 2 μg mL-1 χαρακτθρίηονται ωσ κετικά ςτουσ 

ελζγχουσ ντόπινγκ που διενεργοφν τα αρμόδια εργαςτιρια.36 Τθν εικοςαετία 1980-2000 ςτθ 

Μεγάλθ Βρετανία, θ κεοβρωμίνθ αποτζλεςε τθν ςυχνότερα ανιχνευόμενθ απαγορευμζνθ 

ουςία ςτα άλογα και ςτθν πλειοψθωία των περιπτϊςεων θ πθγι εντοπίςτθκε ςτθν 

επεξεργαςμζνθ ηωοτροωι, όπου υπιρξαν και περιπτϊςεισ που θ περιεκτικότθτα ςε 

κεοβρωμίνθ ζωτανε το 1 mg Kg-1.190,191  

Θ κεοβρωμίνθ, όπωσ και οι υπόλοιπεσ μεκυλοξανκίνεσ, αποτελοφν διεγερτικά του 

Κεντρικοφ Νευρικοφ Συςτιματοσ (ΚΝΣ) και του καρδιαγγειακοφ ςυςτιματοσ, ενϊ 

παράλλθλα ζχουν διουρθτικι, βροχγχοδιαςταλτικι και αγγειοδιαςταλτικι δράςθ και 

διεγείρουν το μεταβολιςμό.192-194 Στθ κεοβρωμίνθ υπεριςχφει θ διουρθτικι δράςθ, ενϊ για 

τθν καωεΐνθ και τθ κεοωυλλίνθ προεξζχουςεσ δράςεισ είναι θ διζγερςθ του ΚΝΣ και θ 

βρογχοδιαςταλτικι, αντίςτοιχα.           

Στουσ ανκρϊπουσ και ςε ηϊα που ζχουν μελετθκεί (αρρουραίουσ, ποντίκια, κουνζλια και 

ςκφλουσ) θ κεοβρωμίνθ μεταβολίηεται ςτο ςυκϊτι (ωαινόμενο πρϊτθσ διόδου) και οι 

κφριεσ οδοί μεταβολιςμοφ τθσ είναι θ 3-Ν- και θ 7-Ν- απομεκυλίωςθ, οδθγϊντασ 

αντίςτοιχα ςτο ςχθματιςμό 7-μεκυλοξανκίνθσ και 3-μεκυλοξανκίνθσ, ουςίεσ οι οποίεσ 

ακολοφκωσ υωίςτανται οξείδωςθ και μετατρζπονται ςτα αντίςτοιχα μεκυλουρικά οξζα (7-

methyluric acid και 3-methyluric acid). Ραράλλθλα, θ κεοβρωμίνθ μπορεί να υποςτεί 

απευκείασ οξείδωςθ ςτθ κζςθ C8 ςχθματίηοντασ δφο επιπλζον μεταβολίτεσ (3,7-

dimethyluric acid και 6-amino-5-(N-methylformyl-amino)-1-methyluracil, 6-AMMU).195-197 

Τόςο θ κεοβρωμίνθ, όςο και οι ςχθματιηόμενοι μεταβολίτεσ τθσ δεν υποκεινται ςε 

περαιτζρω αντιδράςεισ βιομετατροπισ ωάςθσ ΙΙ και απεκκρίνονται ςτα οφρα μθ 

ςυηευγμζνοι. Στο Σχιμα 7.2 παρουςιάηονται ςχθματικά οι κφριεσ οδοί μεταβολιςμοφ τθσ 

κεοβρωμίνθσ. 

Στθ βιβλιογραωία ζχουν αναωερκεί εννζα ωαρμακοκινθτικζσ μελζτεσ απζκκριςθσ τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςτα άλογα, μετά από μονι ι πολλαπλι χοριγθςθ ηωοτροωϊν που περιείχαν 

ςε ποικίλεσ ποςότθτεσ προιόντα με βάςθ το κακάο.198-206 Διαπιςτϊκθκε ότι θ απζκκριςθ τθσ 

κεοβρωμίνθσ και των μεταβολιτϊν τθσ παρουςιάηει μεταβλθτότθτα, είναι δοςοεξαρτϊμενθ 

και ςχετίηεται με διαωοροποιιςεισ ςτθ νεωρικι απζκκριςθ και τθ νεωρικι αιματικι ροι. Σε 

όλεσ τισ περιπτϊςεισ, θ κεοβρωμίνθ ιταν ανιχνεφςιμθ ςτα οφρα των αλόγων για διάςτθμα 

πολλϊν θμερϊν. 
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  Σχιμα 7.2: Πορεία βιομετατροπισ τθσ κεοβρωμίνθσ 

 

 

Ζχουν αναπτυχκεί αρκετζσ μζκοδοι ανίχνευςθσ και προςδιοριςμοφ για τθ κεοβρωμίνθ ςε 

διάωορα μθτρικά υλικά (ωυτικά είδθ,207 ροωιματα,208,209 ηωοτροωζσ, 191,204 ςυμπλθρϊματα 

διατροωισ,210 πλάςμα, οφρα κ.α). Για τον προςδιοριςμό τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα 

(ανκρϊπινα οφρα ι οφρα αλόγων) ζχουν χρθςιμοποιθκεί μζκοδοι υγροχρωματογραωίασ 

υψθλισ απόδοςθσ με ωαςματοωωτομετρικό ανιχνευτι (HPLC)204,212-217 και μζκοδοι 

αεριοχρωματογραωίασ /ωαςματομετρίασ μαηϊν (GC/MS)217,218. Στισ μζκοδουσ αυτζσ τα 

προσ ανάλυςθ δείγματα κατεργάηονται με τθν τεχνικι τθσ υγρό-υγρό εκχφλιςθσ ι τθσ 

εκχφλιςθσ ςτερεάσ ωάςθσ. Τα τελευταία χρόνια αναωζρκθκε ςτθ βιβλιογραωία θ εωαρμογι 

τθσ τεχνικισ τθσ υγροχρωματογραωίασ /ωαςματομετρίασ μαηϊν (LC/MC) για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα.219-221 Σε μία από τισ αναωορζσ αυτζσ220 

πραγματοποιείται απευκείασ προςδιοριςμόσ τθσ κεοβρωμίνθσ κακϊσ και άλλων 

μεταβολιτϊν τθσ καωεΐνθσ ςε ανκρϊπινα οφρα, αλλά παρατθρικθκε ςθμαντικι καταςτολι 

του ςιματοσ από το υπόςτρωμα για κάποιεσ από τισ αναλυόμενεσ ξανκίνεσ. To ωαινόμενο 
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τθσ ιοντικισ καταςτολισ λόγω υποςτρϊματοσ ωαίνεται ότι μπορεί να εξαλειωκεί ςτθν 

ανάλυςθ οφρων ανκρϊπου με τθν εωαρμογι τθσ τεχνικισ isotope dilution mass 

spectrometry,219,221,222 αλλά ιςοτοπικά επιςθμαςμζνα ανάλογα τθσ κεοβρωμίνθσ               

(2H-κεοβρωμίνθ ι 13C-κεοβρωμίνθ) δεν είναι εμπορικά διακζςιμα. 

Αντικείμενο τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ ανάπτυξθ, θ αξιολόγθςθ και θ επικφρωςθ μιασ 

διαδικαςίασ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν ταυτοποίθςθ (επιβεβαίωςθ) τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων με τθν απλοφςτερθ δυνατι πορεία κατεργαςίασ τθσ 

απευκείασ ζγχυςθσ αραιωμζνου δείγματοσ ςτο αναλυτικό ςφςτθμα (direct injection, “dilute 

and shoot”). Για το ςκοπό αυτό, αναπτφχκθκαν δφο μζκοδοι LC/MS, που βαςίηονται ςε 

κοινι πορεία κατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων και ςτθν ανάλυςι τουσ ςε δφο ξεχωριςτά 

ςυςτιματα LC/MS: LC/Ion Trap-MS και  LC/TOF-MS. 

 

7.2. ΕΣΩΤΕΙΚΟ ΡΟΤΥΡΟ 

Το εςωτερικό πρότυπο που χρθςιμοποιικθκε για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

κεοβρωμίνθσ ιταν θ 3-προπυλοξανκίνθ (3-propylxanthine), θ οποία ςυντομογραωικά 

αποδίδεται ςτθν παροφςα εργαςία ωσ 3-PX. Επιλζχκθκε διότι εμωανίηει παρόμοια δομικά 

και χθμικά χαρακτθριςτικά με αυτά τθσ κεοβρωμίνθσ και επομζνωσ παρεμωερι 

ςυμπεριωορά κατά τον ιοντιςμό (Σχιμα 7.3). 

 

 
3-Propylxanthine 

(3-propyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione) 
Μοριακόσ Τφποσ: C8H10N4O2 
Μοριακι Μάηα: 194,0804 

Σχιμα 7.3: Χθμικι δομι 3-προπυλοξανκίνθσ 

 

7.3. ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΑΣ 

Οι ουςίεσ κεοβρωμίνθ, κεοωυλλίνθ, καωεΐνθ, παραξανκίνθ, αμινοωυλλίνθ (aminophylline), 

πεντοξυωυλλίνθ (pentoxyphylline) και το εςωτερικό πρότυπο, 3-προπυλοξανκίνθ, 

ελιωκθςαν από τθ Sigma-Aldrich (St. Louis,MO, USA) και ιταν βακμοφ κακαρότθτασ 100 %. 

Θ διπροωυλλίνθ (diprophylline, διςκίο περιεκτικότθτασ 200 mg) και θ ωεναικυλλίνθ 

(fenethylline) ελιωκθςαν από τθ Minerva Pharmaceuticals (Athens, Greece) και τθν LCG 

Standards (Wessel, Germany), αντίςτοιχα. 
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7.4. ΕΡΙΛΟΓΘ - ΒΕΛΤΙΣΤΟΡΟΙΘΣΘ ΣΥΝΘΘΚΩΝ ΛΕΙΤΟΥΓΙΑΣ 

ΣΥΣΤΘΜΑΤΩΝ LC/MS 

7.4.1. Μϋθοδοσ LC/IT-MS 

Τγροχρωματογραφικζσ υνκικεσ 

Για τθν απομόνωςθ και το χρωματογραωικό διαχωριςμό τθσ κεοβρωμίνθσ και του 

εςωτερικοφ προτφπου από τα ςυςτατικά των οφρων χρθςιμοποιικθκε χρωματογραωικι 

ςτιλθ Zorbax RX-C8 με μικοσ 15 cm, εςωτερικι διάμετρο 2,1 mm και διάμετρο ςωματιδίων 

5 μm (Agilent Technologies). Θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ρυκμίςτθκε ςτουσ 35 oC. Για τθν 

προςταςία τθσ ςτιλθσ τοποκετικθκε πριν τθν είςοδο αυτισ ωίλτρο διαμζτρου πόρων 0,5 

μm (pre-column in-line filter, Agilent Technologies). Ωσ κινθτι ωάςθ χρθςιμοποιικθκε 

διάλυμα οξικοφ οξζοσ 0,1 % (v/v) ςε μίγμα νεροφ/ακετονιτριλίου 97/3 (v/v) (διαλφτθσ Α, 

4.4.2.27) και διάλυμα οξικοφ οξζοσ 0,1 % (v/v) ςε ακετονιτρίλιο (διαλφτθσ Β, 4.4.2.24). Θ 

ταχφτθτα ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ διατθρικθκε ςτακερι και ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 0,3 mL 

min-1. Κατά τθν ανάπτυξθ τθσ μεκόδου δοκιμάςτθκαν ποικίλα προγράμματα βακμιδωτισ 

ζκλουςθσ (gradient elution) χρθςιμοποιϊντασ κατά τθν ζναρξθ τθσ ανάλυςθσ υψθλό 

ποςοςτό υδατικοφ διαλφτθ ςτθν κινθτι ωάςθ, με ςτόχο να επιτευχκεί ικανοποιθτικι 

ςυγκράτθςθ του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου που είναι ςχετικά υψθλισ 

πολικότθτασ ουςίεσ, ενϊ μετά τθν ζκλουςι τουσ κεωρικθκε απαραίτθτθ θ απομάκρυνςθ 

των άπολων ςυςτατικϊν του υποςτρϊματοσ με κινθτι ωάςθ πλοφςια ςε οργανικό 

τροποποιθτι πριν τθν ζναρξθ τθσ επόμενθσ ανάλυςθσ. Ραράλλθλα, κρίκθκε ςθμαντικό να 

επιτευχκεί χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ τθσ κεοβρωμίνθσ και τθσ 3-PX από τισ άλλεσ 

μεκυλοξανκίνεσ (κεοωυλλίνθ και παραξανκίνθ) και τθν καωεΐνθ. Τελικά, ςτο πρόγραμμα 

βακμιδωτισ ζκλουςθσ που εωαρμόςκθκε θ αρχικι αναλογία του διαλφτθ Β τθσ κινθτισ 

ωάςθσ ιταν 0 %, διατθροφμενθ ςτακερι για 1 min και αυξανόμενθ γραμμικά ςτθ ςυνζχεια 

ωτάνοντασ το 15% ςε χρόνο 4 min, όπου παρζμενε ςτακερι για 4 min. Στθ ςυνζχεια, 

αυξανόταν και πάλι γραμμικά ωτάνοντασ το 80% εντόσ 1,5 min και παραμζνοντασ ςε αυτό 

ςτακερι για 3 min, οπότε και επανερχόταν ςτθν αρχικι τθσ τιμι (0 %) εντόσ 0,5 min. Ο 

χρόνοσ τθσ ανάλυςθσ ιταν 13 min ακολουκοφμενοσ από το χρόνο εξιςορρόπθςθσ τθσ 

κινθτισ ωάςθσ ςτθν αρχικι τθσ ςφνκεςθ, που ιταν 5 min. Υπό τισ παραπάνω 

χρωματογραωικζσ ςυνκικεσ θ κεοβρωμίνθ και το εςωτερικό πρότυπο εκλοφονταν ςε χρόνο 

7,6 min και 8,7 min, αντίςτοιχα, ενϊ οι χρόνοι ζκλουςθσ τθσ κεοωυλλίνθσ, τθσ 

παραξανκίνθσ και τθσ καωεΐνθσ ιταν 8,5 min, 8,9 min και 10,0 min, αντίςτοιχα. Ο 

αναλυόμενοσ όγκοσ δείγματοσ ιταν 4 μL. H βαλβίδα που υπάρχει ςτο χρθςιμοποιοφμενο 

ςφςτθμα μετά τθν ζξοδο του χρωματογραωικοφ εκλοφςματοσ από τθ ςτιλθ και πριν τθν 

είςοδό του ςτθν πθγι ιοντιςμοφ του ωαςματομζτρου μαηϊν (divert valve) ρυκμίςτθκε να 

διοχετεφει τθ ροι τθσ κινθτισ ωάςθσ εντόσ του ανιχνευτι MS για το χρονικό διάςτθμα 6,0 – 

9,5 min, ενϊ για το υπόλοιπο διάςτθμα το ζκλουςμα διοχετευόταν ςτα απόβλθτα του 

ςυςτιματοσ.   
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Επιλογι – Βελτιςτοποίθςθ ςυνκθκών λειτουργίασ φαςματομζτρου μαηών Ion Trap-MS 

Θ ανίχνευςθ τθσ κεοβρωμίνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου πραγματοποιικθκε με κετικό 

μθχανιςμό τθσ τεχνικισ ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό (ESI+). Ρροκειμζνου να επιτευχκεί θ 

μζγιςτθ δυνατι ευαιςκθςία και εκλεκτικότθτα πραγματοποιικθκαν μελζτεσ 

βελτιςτοποίθςθσ των ςυνκθκϊν λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν, ϊςτε να 

λαμβάνεται θ μζγιςτθ δυνατι αωκονία των πρόδρομων και κυγατρικϊν ιόντων τθσ 

κεοβρωμίνθσ. Θ κερμοκραςία και θ ταχφτθτα ροισ του αερίου αποδιαλφτωςθσ (αερίου 

αηϊτου) ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςτουσ 325 oC και 10 L min-1, αντίςτοιχα. Θ πίεςθ 

του αερίου αηϊτου ςτθν βελόνα νεωελοποίθςθσ ςτθν οποία ειςάγεται το χρωματογραωικό 

ζκλουςμα ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 50 psi. Οι παραπάνω τιμζσ είναι αυτζσ που κακορίηονται 

από τον καταςκευαςτι ωσ ςυμβατζσ με τθν ταχφτθτα τθσ ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ που 

εωαρμόςκθκε (0,3 ml min-1). Στθ ςυνζχεια, με τθ βοικεια αυτοματοποιθμζνων διαδικαςιϊν 

του λογιςμικοφ του ςυςτιματοσ βελτιςτοποιικθκαν οι υπόλοιπεσ παράμετροι του 

ωαςματομζτρου μαηϊν παγίδασ ιόντων, όπωσ το δυναμικό του τριχοειδοφσ (capillary 

voltage), τθσ περιοχισ εξόδου του τριχοειδοφσ (capillary exit), του τεμμαχιςτι (skimmer), 

κακωσ και τα δυναμικά του οκταπόλου και των ωακϊν που βοθκοφν ςτθν εςτίαςθ και 

επιτάχυνςθ τθσ δζςμθσ των ιόντων ϊςτε να ωτάςουν ςτον αναλυτθ μαηϊν δθλαδι ςτθν 

παγίδα ιόντων. Θ διαδικαςία βελτιςτοποίθςθσ των παραπάνω παραμζτρων 

πραγματοποιικθκε με απευκείασ ζγχυςθ (infusion) ςτο ωαςματόμετρο μαηϊν  διαλφματοσ 

κεοβρωμίνθσ ςυγκζντρωςθσ 2 μg mL-1 ςε μίγμα ακετονιτριλίου νεροφ 50/50 (v/v) που 

περιείχε οξικό οξφ ςε αναλογία 0,1% (v/v). H ζγχυςθ ζγινε με ταχφτθτα ροισ 20 μL min-1 με 

τθ βοικεια αντλίασ ςφριγγασ (syringe pump, Σχιμα 7.4) που ςυνδζκθκε μαηί με τθ ροι τθσ 

κινθτισ ωάςθσ ςτθ βελόνα αποδιαλφτωςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ με τθ βοικεια ςφνδεςθσ Τ. 

Στον Ρίνακα 7.1 παρουςιάηονται οι τιμζσ των δυναμικϊν του ςυςτιματοσ που επιλζχκθςαν 

μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ διαδικαςίασ ωσ οι βζλτιςτεσ για τθ λιψθ τθσ μζγιςτθ αωκονίασ 

του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ τθσ κεοβρωμίνθσ *Μ+Θ++ με τιμι m/z 181. 

 

  

                                                                           

 

 

 

 

 

Σχιμα 7.4: Συςκευι αντλίασ 

ςφριγγασ (syrnge pump) που 

χρθςιμοποιικθκε ςτθ 

μελζτθ βελτιςτοποίθςθσ των 

παραμζτρων λειτουργίασ 

του φαςματομζτρου LC/Ion 

Trap-MS 
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Ρίνακασ 7.1: Βζλτιςτεσ τιμζσ παραμζτρων ωαςματομζτρου LC/Ion Trap-MS 

ΡΑΑΜΕΤΟΣ ΒΕΛΤΙΣΤΘ ΤΙΜΘ 

Δυναμικό τριχοειδοφσ (Capillary voltage) -5000 V 

Δυναμικό διαχωριςτι (Skimmer voltage)  40,0 V 

Ζξοδοσ τριχοειδοφσ (Capillary exit) 118,2 V 

Δυναμικό 1ουοκταπόλου (Octapole 1 DC) 10,00 V 

Δυναμικό 2ουοκταπόλου (Octapole 1 DC) 1,50 V 

Δυναμικό οκταπόλου RF (Octapole RF) 100,0 Vpp 

1θ δζςμθ φακών  (Lens 1) -5,0 V 

2θ δζςμθ φακών  (Lens 2) -50,0 V 

Trap drive 48,3 

Ρίεςθ αερίου νεφελοποίθςθσ (Nebulizer gas pressure) 50,0 psi 

οι αερίου ξιρανςθσ (Dry gas) 10,0 L min-1 

Θερμοκραςία ξιρανςθσ (Dry temperature) 325 oC 

 

Για τθν επίτευξθ μεγαλφτερθσ εκλεκτικότθτασ και ευαιςκθςίασ επιλζχκθκε να προκλθκεί 

κραφςθ των ιόντων τφπου ςυηευγμζνθσ ωαςματομετρίασ μαηϊν (MS/MS) ςτο 

ωαςματόμετρο παγίδασ ιόντων. Για το ςκοπό αυτό, μελετικθκε θ λιψθ ωαςμάτων 

ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων (product ion scan) μετά από απομόνωςθ (isolation) και 

κραυςματοποίθςθ (fragmentation) των πρωτονιωμζνων μοριακϊν ιόντων του αναλφτθ 

(m/z 181) και του εςωτερικοφ προτφπου (m/z 195). Με προεπιλεγμζνθ ρφκμιςθ τθσ τιμισ 

αποκοπισ m/z (cut-off m/z) ςτθν προτεινόμενθ από το ςφςτθμα τιμι (default), που 

αντιςτοιχεί ςτο 27% τθσ τιμισ m/z του πρόδρομου ιόντοσ, θ ςταδιακι αφξθςθ του 

δυναμικοφ κρυςματοποίθςθσ ςτθν παγίδα ιόντων είχε ωσ αποτζλεςμα το ςχθματιςμό ενόσ 

μόνο κυγατρικοφ ιόντοσ με τιμι m/z 138. Ρροκειμζνου να επιτευχκεί ο ςχθματιςμόσ 

τουλάχιςτων τριϊν κυγατρικϊν ιόντων, τα οποία είναι απαραίτθτα για τθ διαδικαςία 

επιβεβαίωςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ, κατά τθ διάρκεια των πειραμάτων απευκείασ ζγχυςθσ, 

πραγματοποιικθκε βελτιςτοποίθςθ του δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ με παράλλθλθ 

μεταβολι τθσ τιμισ αποκοπισ. Στο Σχιμα 7.5 παρουςιάηεται το ωάςμα ςάρωςθσ 

κυγατρικϊν ιόντων (product ion scan spectrum) του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ τθσ 

κεοβρωμίνθσ που λαμβάνεται από τθν ανάλυςθ προτφπου διαλφματοσ ςε κινθτι ωάςθ 

ςυγκζντρωςθσ 2,0 μg mL-1 υπο τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ λειτουργίασ τθσ παγίδασ ιόντων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Θεοβρωμίνη 

 

Σελίδα | 151  
 

 
Σχιμα 7.5: Φάςμα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων (product ion scan spectrum) τθσ 

κεοβρωμίνθσ μετά από ανάλυςθ πρότυπου διαλφματοσ ςυγκζντρωςθσ 2,0 μg mL-1 υπό τισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/Ion Trap-MS. 

 

Το ιόν με τιμι m/z 138 αποτελεί το κφριο διαγνωςτικό ιόν και ςχθματίηεται από το 

πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν με απϊλεια ενόσ μορίου ιςοκυανικοφ οξζοσ, ενϊ με περαιτζρω 

απϊλεια ενόσ μορίου μονοξειδίου του άνκρακα από το ιόν αυτό ςχθματίηεται το 

διαγνωςτικό ιόν με τιμι m/z 110. Θ απϊλεια ενόσ μορίου νεροφ από το πρωτονιωμζνο 

μόριο τθσ κεοβρωμίνθσ οδθγεί ςτο ςχθματιςμό του ιόντοσ με τιμθ m/z 163, από το οποίο 

με περαιτζρω απϊλεια ενόσ μορίου μονοξειδίου του άνκρακα ςχθματίηεται το διαγωςτικό 

ιόν με τιμι m/z 135. Ο μθχανιςμόσ τθσ πορείασ κραυςματοποίθςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ ζχει 

μελετθκεί και εξθγθκεί εκτενϊσ ςε βιβλιογραωικι αναωορά219 με τθ χρθςιμοποίθςθ 

ιςοτοπικά επιςθμαςμζνου αναλόγου αυτισ (2H6-theobromine). Για το εςωτερικό πρότυπο 

(3-PX) θ απομόνωςθ και πλιρθσ κραυςματοποίθςθ του μοριακοφ ιόντοσ με τιμι m/z 195 

οδιγθςε ςτθν απϊλεια ενόσ μορίου προπυλενίου και ςτο ςχθματιςμό του κυγατρικοφ 

ιόντοσ με τιμι m/z 153 (Σχιμα 7.6). Για τθν παρακολοφκθςθ των κυγατρικϊν ιόντων του 

αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου χρθςιμοποιικθκαν δφο διαωορετικά χρονικά 

παράκυρα (time segments), τα οποία παρατίκενται ςτον Ρίνακα 7.2. 

 

HN

N

CH3

N

N

CH3

O

O

m/z 181: [M+H]+

m/z 163: [M+H - H20]+

m/z 138: [M+H - OCNH]+

m/z 135: [M+H - H20 - CO]+

m/z 110: [M+H - OCNH - CO]+
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Σχιμα 7.6: Φάςμα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων (product ion scan spectrum) τθσ 3-προπυλοξανκίνθσ 

(εςωτερικό πρότυπο) μετά από ανάλυςθ προτφπου διαλφματοσ ςυγκζντρωςθσ 2 μg mL-1 υπό τισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/Ion Trap-MS. 

 

 
Ρίνακασ 7.2: Χρονικά παράκυρα τθσ μεκόδου LC/ΙT -MS για τθν παρακολοφκθςθ τθσ κεοβρωμίνθσ 
και τθσ 3-προπυλοξανκίνθσ (εςωτερικό πρότυπο) 

Χρονικό 
Ραράκυρο (min) 

Ουςία 
RT 

(min) 
Μθτρικό 
Ιόν (m/z) 

Θραυςματοποίθςθ Θυγατρικά Ιόντα 
(m/z) Ζνταςθ Cut-off (m/z) 

6,0 – 8,1 Θεοβρωμίνθ 7,6 181 0,95 100 138 135 110 

6,8 – 9,0 3-PX (ISTD) 8,1 417 0,90 100 153   

 

Στθν περίπτωςθ τθσ μεκόδου LC/IT-MS, ςθμαντικό πλεονζκτθμα αποτελεί το γεγονόσ ότι οι 

ίδιεσ ςυνκικεσ ανάλυςθσ επιτρζπουν ταυτόχρονα τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν 

επιβεβαίωςθ (ποιοτικι ανίχνευςθ) τθσ κεοβρωμίνθσ  με μια ανάλυςθ, χρθςιμοποιϊντασ 

διαωορετικι μζκοδο επεξεργαςίασ των λαμβανόμενων χρωματογραωικϊν δεδομζνων 

(total ion chromatogram). Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ κεοβρωμίνθσ υπολογίςτθκε θ 

επιωάνεια τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ του ιόντοσ με τιμι m/z 138 για τθ κεοβρωμίνθ 

και θ επιωάνεια τθσ  χρωματογραωικισ κορυωισ του ιόντοσ με τιμι m/z 153 για το 

εςωτερικό πρότυπο (extracted ion chromatograms). Για τθν επιβεβαίωςθ, τα κυγατρικά 

ιόντα με τιμζσ m/z 138, 135 και 110 και το μθ κραυςματοποιθμζνο πρωτονιωμζνο μοριακό 

ιόν με τιμι m/z 181, χρθςιμοποιικθκαν ωσ διαγνωςτικά ιόντα τθσ κεοβρωμίνθσ. Το 

κυγατρικό ιόν με τιμι m/z 163, δεν χρθςιμοποιικθκε ωσ διαγνωςτικό ιόν, κακϊσ ςε λευκά 

δείγματα οφρων που αναλφκθκαν κατά τον ζλεγχο ειδικότθτασ τθσ μεκόδου 
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διαπιςτϊκθκαν ςτο χρόνο ζκλουςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ παρεμποδίηουςεσ κορυωζσ. Στο 

Σχιμα 7.7 παρουςιάηονται τα ιοντικά χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν 

ανάλυςθ ενόσ λευκοφ δείγματοσ οφρων αλόγου και ενόσ δείγματοσ οφρων αλόγου 

εμβολιαςμζνου με κεοβρωμίνθ ςε ςυγκζντρωςθ 2 μg mL-1 (ςυγκζντρωςθ ορίου, threshold). 

 

 

 
 

Σχιμα 7.7: Χρωματογραφιματα LC/Ion-Trap-MS των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ κεοβρωμίνθσ που 

ελιφκθςαν μετά από ανάλυςθ λευκοφ δείγματοσ οφρων (α) και εμβολιαςμζνου δείγματοσ 

ςυγκζντρωςθσ 2,0 μg mL-1 (b). 

 

7.4.2. Μϋθοδοσ LC/TOF-MS 

Τγροχρωματογραφικζσ υνκικεσ 

Κατά τθν επιλογι των χρωματογραωικϊν ςυνκθκϊν ανάλυςθσ ςτο ςφςτθμα LC/TOF-MS 

πρωταρχικισ ςθμαςίασ κριτιριο αποτζλεςε ο ικανοποιθτικόσ χρωματογραωικόσ 

διαχωριςμόσ τθσ κεοβρωμίνθσ από τθ κεοωυλλίνθ και τθν παραξανκίνθ και τθσ                     

3-προπυλοξανκίνθσ (εςωτερικό πρότυπο) από τθν καωεΐνθ, κακϊσ οι ουςίεσ αυτζσ 

απαντϊνται ςυχνά ςτα οφρα αλόγων και τα πρωτονιωμζνα ιόντα τουσ ζχουν τθν ίδια τιμι 

ακριβοφσ μάηασ (m/z) (181,0720 για τισ διμεκυλοξανκίνεσ και 195,0876 για τθν καωεΐνθ και 

τθν 3-PX). Για το ςκοπό αυτό, δοκιμάςτθκαν διαωορετικζσ κινθτζσ ωάςεισ και προγράμματα 

ζκλουςθσ. Ωσ αναλυτικι ςτιλθ χρθςιμοποιικθκε θ ςτιλθ Zorbax RX-C8 (150 x 2,1 mm, 5 

μm) (Agilent Technologies), που χρθςιμοποιικθκε και ςτθ μζκοδο LC/IT-MS.  Θ 

κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ρυκμίςτθκε ςτουσ 35 οC. Ωσ κινθτι ωάςθ χρθςιμοποιικθκε 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Θεοβρωμίνη 

 

Σελίδα | 154  
 

υδατικό διάλυμα οξικοφ οξζοσ 0,1 % (v/v) (διαλφτθσ Α, 4.4.2.23) και διάλυμα οξικοφ οξζοσ 

0,1 % (v/v) ςε ακετονιτρίλιο (διαλφτθσ Β, 4.4.2.24). Θ ταχφτθτα ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ ιταν 

0,25 mL min-1. Στο πρόγραμμα βακμιδωτισ ζκλουςθσ που εωαρμόςκθκε θ αρχικι αναλογία 

του διαλφτθ Β ςτθν κινθτι ωάςθ ιταν 3 %, διατθροφμενθ ςτακερι για 6 min και 

αυξανόμενθ γραμμικά ςτθ ςυνζχεια ωτάνοντασ το 15% ςε χρόνο 9 min, όπου παρζμενε 

ςτακερι για 4,5 min. Στθ ςυνζχεια αυξανόταν και πάλι γραμμικά εντόσ 1,0 min ωτάνοντασ 

το 90% και παραμζνοντασ ςε αυτό ςτακερι για 3 min, οπότε και επανερχόταν ςτθν αρχικι 

τθσ τιμι (3%) εντόσ 0,5 min. Ακολουκοφςαν 4 min για τθν εξιςορρόπθςθ του ςυςτιματοσ 

ςτθν αρχικι ςφςταςθ τθσ κινθτισ ωάςθσ πριν τθν ζναρξθ τθσ επόμενθσ ανάλυςθσ. Ο 

ενιζμενοσ όγκοσ δείγματοσ ιταν 10 μL. Θ βαλβίδα divert valve ρυκμίςτθκε να διοχετεφει το 

χρωματογραωικό ζκλουςμα εντόσ του ωαςματομζτρου μαηϊν για το χρονικό διάςτθμα 10,0 

– 13,5 min. Ο χρόνοσ ζκλουςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου ιταν 11,4 

min και 12,8 min, αντίςτοιχα, ενϊ οι ιςομερείσ ουςίεσ κεοωυλλίνθ, παραξανκίνθ και 

καωεΐνθ εκλοφονταν ςε χρόνουσ 12,1 min, 12,4 min και 14,4 min, αντίςτοιχα. 

 

Επιλογι – Βελτιςτοποίθςθ ςυνκθκών λειτουργίασ φαςματομζτρου μαηών ΣOF-MS 

Θ ανίχνευςθ τθσ κεοβρωμίνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου πραγματοποιικθκε με κετικό 

μθχανιςμό με τθν τεχνικι του ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό (ESI+), (όπωσ ςτθν 

πλειοψθωία των βιβλιογραωικϊν αναωορϊν) και με ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ αναλυτι 

μαηϊν χρόνου πτιςθσ (TOF). Θ κερμοκραςία και ταχφτθτα ροισ του αερίου αηϊτου ςτθν 

πθγι ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςτουσ 350 οC και 10,0 L min-1 αντίςτοιχα και θ πίεςθ του 

αερίου νεωελοποίθςθσ ςτθν τιμι 40 psi. Το δυναμικό του τριχοειδοφσ (capillary voltage) και 

του διαχωριςτι (skimmer voltage) ςτθν ζξοδο του τριχοειδοφσ ρυκμίςτθκαν ςτα 4000 V και 

60 V, αντίςτοιχα. Το εφροσ ςάρωςθσ των ανιχνευόμενων τιμϊν m/z ρυκμίςτθκε ςε 100 – 

1100 και θ ταχφτθτα ςάρωςθσ ιταν 1 scan sec-1. Θ ςυχνότθτα λειτουργίασ του ανιχνευτι 

των ιόντων ςτο χρθςιμοποιοφμενο ςφςτθμα ιταν 1 GHz. Πλεσ οι επιπλζον παράμετροι 

λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν (δυναμικά εξαπόλου, ωακϊν, αναλυτθ χρόνου 

πτιςθσ, ανιχνευτι ιόντων) ρυκμίηονταν και βελτιςτοποιοφνταν ςτο ςφνολό τουσ από τθ 

διαδικαςία tuning του ςυςτιματοσ. Το δυναμικό κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ 

(fragmentor voltage) αποτελεί τθν παράμετρο που βελτιςτοποιικθκε με διαδοχικζσ 

αναλφςεισ προτφπου διαλφματοσ κεοβρωμίνθσ ςε κινθτι ωάςθ, ςυγκζντρωςθσ 1,0 μg mL-1. 

Θ πορεία βελτιςτοποίθςθσ του δυναμικοφ τθσ πθγισ απεικονίηεται διαγραμματικά ςτο 

Σχιμα 7.8 όπου παρουςιάηεται θ μεταβολι του ςιματοσ των διαγνωςτικϊν ιόντων του 

αναλφτθ. Τόςο για τθ κεοβρωμίνθ, όςο και για το εςωτερικό πρότυπο θ μζγιςτθ ζνταςθ των 

πρωτονιωμζνων ιόντων τουσ (m/z 181,0720 και m/z 195,0876, για τθ κεοβρωμίνθ και τθν 3-

PX, αντίςτοιχα) λαμβάνεται με ρφκμιςθ του παραπάνω δυναμικοφ ςτθν τιμι 160 V.  

 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Θεοβρωμίνη 

 

Σελίδα | 155  
 

0,00E+00

1,00E+04

2,00E+04

3,00E+04

4,00E+04

5,00E+04

6,00E+04

7,00E+04

8,00E+04

0,00E+00

1,00E+05

2,00E+05

3,00E+05

4,00E+05

5,00E+05

6,00E+05

7,00E+05

70 100 130 160 190 220 250 280

Έ
ν

τ
α

σ
η

 θ
υ

γ
α

τ
ρ

ικ
ώ

ν
 ι

ό
ν

τ
ω

ν

Έ
ν

τ
α

σ
η

 μ
η

τ
ρ

ικ
ο

ύ
 ι

ό
ν

τ
ο

ς

Fragmentor Voltage (Volts)

m/z 181.0720

m/z 138.0662

m/z 163.0614

 
Σχιμα 7.8: Επίδραςθ του δυναμικοφ κραυςματοποίςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor 

voltage) ςτθν ζνταςθ του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και των ςχθματιηόμενων από αυτό 

κραυςματοποιθμζνων διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ κεοβρωμίνθσ 

 

Κατά τθν ανάλυςθ διαωορετικϊν παρτίδων λευκϊν δειγμάτων οφρων αλόγων ςε δυναμικό 

170 V διαπιςτϊκθκαν παρεμποδιςτικζσ κορυωζσ ςτουσ χρόνουσ ζκλουςθσ τόςο τθσ 

κεοβρωμίνθσ, όςο και του εςωτερικοφ προτφπου, οι οποίεσ προζρχονταν από ςυςτατικά 

του μθτρικοφ υλικοφ που ςχθμάτιηαν πολφ υψθλισ ζνταςθσ ιόντα με τιμζσ m/z 180,0667 

και 194,0873, αντίςτοιχα. Ζτςι, θ τιμι του δυναμικοφ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκε ςτθν 

τιμι 220 V, όπου ανιχνεφονταν τόςο το αδιάςπαςτο πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν τθσ 

κεοβρωμίνθσ, όςο και τα κυγατρικά ιόντα που ςχθματίηονται από αυτό με απϊλεια ενόσ 

μορίου ιςοκυανικοφ οξζοσ (m/z 138,0662) και ενόσ μορίου νεροφ (m/z 163,0614), ενϊ ςτισ 

ςυνκικεσ αυτζσ δεν παρατθρικθκαν παρεμποδιςτικζσ κορυωζσ από ουςίεσ του 

υποςτρϊματοσ ςτα ιοντικά χρωματογραωιματα των παραπάνω τιμϊν m/z. Στο Σχιμα 7.9 

παρουςιάηονται τα ωάςματα πλιρουσ ςάρωςθσ που ελιωκθςαν μετά από τθν ανάλυςθ 

δείγματοσ οφρων  αλόγου εμβολιαςμζνου με τθ κεοβρωμίνθ και το εςωτερικό πρότυπο ςε 

ςυγκεντρϊςεισ 2 μg mL-1 και 3,6 μg mL-1, αντίςτοιχα, υπό τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του 

ςυςτιματοσ LC/TOF-MS.  

Θ εωαρμογι του υψθλοφ δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ (220 V), είχε επίςθσ ωσ 

αποτζλεςμα θ ποςοτικοποίθςθ και θ επιβεβαίωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτο φποπτο δείγμα να 

μποροφν να πραγματοποιθκοφν ταυτόχρονα με μια ανάλυςθ. O ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ 

τθσ κεοβρωμίνθσ πραγματοποιικθκε λαμβάνοντασ υπόψθ τθν επιωάνεια τθσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ του ιόντοσ με τιμι m/z 138,0662 για τθ κεοβρωμίνθ και τθν 

επιωάνεια τθσ  χρωματογραωικισ κορυωισ του ιόντοσ με τιμι m/z 153,0407 για το 

εςωτερικό πρότυπο (extracted ion chromatograms). Για τθν επιβεβαίωςθ, τα κυγατρικά 

ιόντα με τιμζσ m/z 138,0662 και 163,0614 και το μθ κραυςματοποιθμζνο πρωτονιωμζνο 

μοριακό ιόν με τιμι m/z 181,0720, χρθςιμοποιικθκαν ωσ διαγνωςτικά ιόντα τθσ 
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κεοβρωμίνθσ. Τα ιοντικά χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ LC/TOF-

MS του προαναωερκζντοσ εμβολιαςμζνου δείγματοσ οφρων αλόγου (α) και ενόσ λευκοφ 

δείγματοσ αλόγου (β) παρουςιάηονται ςτο Σχιμα 7.10. 

 

 
Σχιμα 7.9: Φάςματα πλιρουσ ςάρωςθσ (full scan spectra) τθσ κεοβρωμίνθσ και του εςωτερικοφ 

προτφπου μετά από ανάλυςθ πρότυπου εμβολιαςμζνου δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 2,0 μg mL-1 

υπό τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/TOF-MS. 

 

 
Σχιμα 7.10: Χρωματογραφιματα LC/TOF-MS των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ κεοβρωμίνθσ που 

ελιφκθςαν μετά από ανάλυςθ εμβολιαςμζνου δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 2,0 μg mL-1 (A) και 

λευκοφ δείγματοσ οφρων αλόγου (Β).   
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7.5. ΡΟΤΥΡΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ ΚΑΙ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Ραραςκευάςτθκαν δφο διαλφματα παρακατακικθσ τθσ κεοβρωμίνθσ, από τα οποία το 

πρϊτο χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι των διαλυμάτων εργαςίασ των προτφπων 

δειγμάτων τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και των δειγμάτων μοντζλων, ενϊ από το το δεφτερο 

προζκυψαν τα διαλφματα εργαςίασ των δειγμάτων ελζγχου. Θ ςυγκζντρωςθ κάκε 

διαλφματοσ παρακατακικθσ ιταν 2,5 mg mL-1 και παραςκευάςτθκαν με ηφγιςθ 25,0 mg 

ςτερεισ πρότυπθσ ουςίασ ςε αναλυτικό ηυγό ακριβείασ τεςςάρων δεκαδικϊν ψθωίων μζςα 

ςε ογκομετρικι ωιάλθ των 10 mL. Για τθ διάλυςθ τθσ κεοβρωμίνθσ χρθςιμοποιικθκε 

μεκανόλθ και ςτο ςχθματιηόμενο εναιϊρθμα προςτζκθκαν ςταγόνεσ διαλφματοσ καυςτικοφ 

νατρίου NaOH 1 Μ (4.4.2.25), μζχρι πλιρουσ διάλυςθσ του ςτερεοφ και τα διαλφματα 

τοποκετικθκαν για λίγα λεπτά ςε λουτρό υπεριχων. Με αντίςτοιχο τρόπο 

παραςκευάςτθκε πρότυπο διάλυμα παρακατακικθσ του εςωτερικοφ προτφπου (3-PX), 

ςυγκζντρωςθσ 1,2 mg mL-1. Ακολοφκθςε μεταωορά όλων των διαλυμάτων ςε ςκουρόχρωμα 

υάλινα ωιαλίδια (vials) και αποκθκεφτθκαν ςτο ςκοτάδι ςε κερμοκραςία -20 οC. 

Ραραςκευάςτθκαν τρεισ ςειρζσ προτφπων διαλυμάτων εργαςίασ τθσ κεοβρωμίνθσ με 

ςυγκεντρϊςεισ 125 μg mL-1, 30 μg mL-
-1 και 25 μg mL-1, τα οποία προζκυψαν λαμβάνοντασ 

κατάλλθλουσ όγκουσ από τα διαλφματα παρακατακικθσ (500 μL, 120 μL και 100 μL, 

αντίςτοιχα) και αραιϊνοντασ με μεκανόλθ ςε βακμονομθμζνεσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ των 10 

mL. Τα διαλφματα εργαςίασ αποκθκεφτθκαν ςε ςκοτεινόχρωμεσ ωιάλεσ ςτουσ -20 οC. 

Το διάλυμα εργαςίασ του εςωτερικοφ προτφπου ςυγκζντρωςθσ 36 μg mL-1 παραςκευαηόταν 

ςε κάκε εργαςτθριακι θμζρα με αραίωςθ 150 μL του αντίςτοιχου διαλφματοσ 

παρακατακικθσ (1200 μg mL-1) με υδατικό διάλυμα οξικοφ οξζοσ 0,5% (v/v) (4.4.2.28). 

 

7.6. ΡΟΤΥΡΑ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΥΩΝ 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου και τθ μελζτθ των επιδράςεων από το 

μθτρικό υλικό (matrix effect) παραςκευάςτθκαν πρότυπα δείγματα καμπφλθσ 

βακμονόμθςθσ και δείγματα ελζγχου ςε οφρα αλόγου εμβολιαςμζνα με κεοβρωμίνθ. Για το 

ςκοπό αυτό, χρθςιμοποιικθκαν οφρα αλόγων που βρζκθκε ότι περιείχαν ελάχιςτθ ι 

κακόλου κεοβρωμίνθ κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ του Εργαςτθρίου με τθν τεχνικι GC/MS. Τα 

δείγματα τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ (standard calibration samples, STD’s) 

παραςκευάςτθκαν ςε επτά επίπεδα ςυγκεντρωςθσ 0,75, 1,5, 3,0, 6,0, 9,0, 12,0 και 15,0      

μg mL-1 με προςκικθ κατάλλθλου όγκου διαλφματοσ εργαςίασ τθσ κεοβρωμίνθσ 

ςυγκζντρωςθσ 30 μg mL-1 (12,5, 25, 50, 100, 150, 200 και 250 μL, αντίςτοιχα) ςε υάλινουσ 

κωνικοφσ ςωλινεσ. Ακολοφκθςε εξάτμιςθ του μεκανολικοφ διαλφματοσ ςε ρεφμα αηϊτου 

και κερμοκραςία 50 οC και αναςφςταςθ με 500 μL τυωλοφ δείγματοσ οφρων. Τα πρότυπα 

δείγματα ελζγχου (quality control samples, QC’s) παραςκευάςτθκαν με αντίςτοιχο τρόπο ςε 

τρία επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 2,0, 5,0 και 10 μg mL–1. Για τθν παραςκευι των δειγμάτων 

ελζγχου χρθςιμοποιικθκε διαωορετικό διάλυμα εργαςίασ τθσ κεοβρωμίνθσ ςυγκζντρωςθσ 

25 μg mL-1, το οποίο με τθ ςειρά του παραςκευάςτθκε από ξεχωριςτό διάλυμα 

παρακατακικθσ από αυτά που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των προτφπων 

δειγμάτων τθσ καμπφλθσ αναωοράσ. 
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7.7. ΡΟΕΙΑ ΚΑΤΕΓΑΣΙΑΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

Τα προσ ανάλυςθ δείγματα οφρων, όγκου 500 μL, μεταγγίηονται ςε υάλινουσ κωνικοφσ 

ςωλινεσ και ακολοφκωσ αραιϊνονται με 1 mL υδατικοφ διαλφματοσ οξικοφ οξζοσ 0,1% 

(v/v) (4.4.2.26). Ακολουκεί προςκικθ 50 μL διαλφματοσ εργαςίασ του εςωτερικοφ 

προτφπου και ανάδευςθ. Τα αραιωμζνα δείγματα ςτθ ςυνζχεια ωυγοκεντροφνται για 10 

min με ταχφτθτα 2500 rpm ςε ωυγόκεντρο που ωζρει κατάλλθλθ υποδοχι για κωνικοφσ 

ςωλινεσ. Ροςότθτα του υπερκείμενου υγροφ ωιλτράρεται με τθ βοικεια ςφριγγασ μζςω 

ωίλτρων με διάμετρο πόρων 0,45 μm (Millex HV syringe driven filters, Millipore) και το προσ 

ανάλυςθ ωιλτραριςμζνο δείγμα μεταγγίηεται ςε υάλινα ωιαλίδια (vials). 

 

7.8. ΑΞΙΟΛΟΓΘΣΘ ΓΑΜΜΙΚΟΤΘΤΑΣ – ΜΕΛΕΤΘ ΕΡΙΔΑΣΕΩΝ ΑΡΟ ΤΟ 

ΥΡΟΣΤΩΜΑ 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, τα οφρα των αλόγων αποτελοφν ζνα ιδαίτερα πολφπλοκο 

μθτρικό υλικό με ςυςτατικά που ποικίλουν ωσ προσ τθ χθμικι ωφςθ και τθ δομι, από απλά 

ανόργανα άλατα μζχρι υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ πρωτεΐνεσ. Θ πολυςφςτατθ ωφςθ του 

υποςτρϊματοσ των οφρων παρουςιάηει ςθμαντικζσ διαωοροποιιςεισ από το ζνα δείγμα 

ςτο άλλο. Θ αναπτυχκείςα μεκοδολογία βαςίςτθκε ςτθν απευκείασ LC/MS ανάλυςθ 

δειγμάτων οφρων αλόγων και θ επίδραςθ του υποςτρϊματοσ ςτθν απόκριςθ του αναλφτθ 

και του εςωτερικοφ προτφπου από ουςίεσ του μθτρικοφ υλικοφ που ςυνεκλοφονται και 

επθρεάηουν τον ιοντιςμό μελετικθκε εκτενϊσ για να εξαςωαλιςτεί θ εξαγωγι αξιόπιςτων 

αποτελεςμάτων ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ. Στθν παροφςα εργαςία, για τθ μελζτθ του 

ωαινομζνου τθσ ιοντικισ καταςτολισ πραγματοποιικθκαν δφο ςειρζσ πειραμάτων. Στθν 

πρϊτθ ςειρά πειραμάτων ελιωκθςαν οκτϊ διαωορετικά λευκά δείγματα οφρων αλόγων και 

εμβολιάςτθκαν με τον αναλφτθ ςε δφο επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (2 μg mL-1 και 10 μg mL-1). Τα 

δείγματα κατεργάςτθκαν με τθν πορεία που περιγράωθκε παραπάνω και αναλφκθκαν ςτα 

δφο ςυςτιματα LC/MS. Θ απόκριςθ τθσ κεοβρωμίνθσ και του εςωτερικοφ προτφπου κακϊσ 

και ο λόγοσ των αποκρίςεων ςυγκρίκθκαν με τα αντίςτοιχα αποτελζςματα που ελιωκθςαν 

από τθν ανάλυςθ υδατικϊν δειγμάτων εμβολιαςμζνων με κεοβρωμίνθ ςε αντίςτοιχεσ 

ςυγκεντρϊςεισ. Διαπιςτϊκθκε και για τα δφο αναλυτικά ςυςτιματα, καταςτολι του 

ςιματοσ, τόςο τθσ κεοβρωμίνθσ, όςο και του εςωτερικοφ προτφπου ςε βακμό που 

ποικίλλει αωενόσ μεν για τισ δφο ουςίεσ, αωετζρου μεταξφ των διαωορετικϊν 

υποςτρωμάτων που μελετικθκαν. Αυτό είχε ωσ αποτζλεςμα ο λόγοσ των αποκρίςεων να 

παρουςιάηει ςθμαντικι διακφμανςθ μεταξφ των δειγμάτων οφρων. Θ ζκταςθ του 

ωαινομζνου τθσ ιοντικισ καταςτολισ διαπιςτϊκθκε ότι δεν επθρεάηεται από τθ 

ςυγκζντρωςθ του αναλφτθ. Τα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ ςυνοψίηονται ςτουσ Ρίνακεσ 7.3 

και 7.4 για το ςφςτθμα LC/IT-MS και LC/TOF-MS, αντίςτοιχα, όπου παρατίκενται για τα 

οκτϊ διαωορετικά δείγματα οφρων και το υδατικό δείγμα, οι τιμζσ των αποκρίςεων για τον 

αναλφτθ και το εςωτερικό πρότυπο και ο λόγοσ των αποκρίςεων. Στθ ςυνζχεια, τα 

αποτελζςματα τθσ μελζτθσ παρουςιάηονται διαγραμματικά, όπου οι τιμζσ τθσ απόκριςθσ 

και τθσ ςχετικισ απόκριςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα διαωορετικά δείγματα οφρων 

παρουςιάηονται κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ που ελιωκθςαν από τθν 

ανάλυςθ των υδατικϊν δειγμάτων (Σχιμα 7.11). 
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Ρίνακασ 7.3: Αποτελζςματα μελζτθσ τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ ςτθν απόκριςθ τθσ κεοβρωμίνθσ, του εςωτερικοφ προτφπου και 

του λόγου των αποκρίςεων, μετά από εμβολιαςμό και ανάλυςθ διαωορετικϊν δειγμάτων οφρων με το ςφςτθμα LC/IT-MS.  

 ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS 

 υγκζντρωςθ Θεοβρωμίνθσ 2,0 μg mL-1  υγκζντρωςθ Θεοβρωμίνθσ 10,0 μg mL-1 

Υπόςτρωμα 
Απόκριςθ 

Θεοβρωμίνθσ 
Απόκριςθ  

3-PX 
Λόγοσ 

Αποκρίςεων 
 Απόκριςθ 

Θεοβρωμίνθσ 
Απόκριςθ  

3-PX 
Λόγοσ 

Αποκρίςεων 

Υδατικό δείγμα   8,17 x 106  (100)* 4,48 x 107 (100) 0,183 (100)  3,01 x 107 (100) 3,98 x 107 (100) 0,756 (100) 

Δείγμα οφρων 1 6,96 x 106
   (85) 2,35 x 107

 (52) 0,297 (162)  2,94 x 107
 (98) 2,36 x 107

 (59) 1,245 (165) 

Δείγμα οφρων 2 6,17 x 106
   (76) 2,76 x 107

 (62) 0,224 (123)  2,77 x 107
 (92) 2,78 x 107

 (70) 0,995 (132) 

Δείγμα οφρων 3 6,16 x 106
   (75) 2,00 x 107

 (45) 0,308 (169)  2,69 x 107
 (89) 2,15 x 107

 (54) 1,252 (166) 

Δείγμα οφρων 4 6,01 x 106
   (74) 3,41 x 107

 (76) 0,176 (96)  2,55 x 107
 (85) 3,35 x 107

 (84) 0,762 (101) 

Δείγμα οφρων 5 6,14 x 106
   (75) 1,80 x 107

 (40) 0,341 (187)  2,57 x 107
 (85) 1,73 x 107

 (43) 1,489 (197) 

Δείγμα οφρων 6 3,36 x 106
   (41) 1,48 x 107

 (33) 0,228 (125)  1,59 x 107
 (53) 1,51 x 107

 (38) 1,056 (140) 

Δείγμα οφρων 7 6,02 x 106
   (74) 1,68 x 107

 (37) 0,359 (196)  2,56 x 107
 (85) 1,77 x 107

 (44) 1,451 (192) 

Δείγμα οφρων 8 5,10 x 106
   (62) 2,43 x 107

 (54) 0,209 (115)  2,44 x 107
 (81) 2,57 x 107

 (64) 0,949 (125) 

Μζςθ Τιμι 5,74 x 106
 (70) 2,24 x 107

 (50) 0,268 (147)  2,52 x 107
 (84) 2,28 x 107

 (57) 1,150 (152) 

SD 1,08 x 106
 (13) 0,64 x 107 (14) 0,067 (37)  0,40 x 107

 (13) 0,62 x 107
 (16) 0,25 (34) 

%RSD 18,9  28,5 25,1  16,1 27,2 22,0 

 

*Εντόσ παρενκζςεωσ αναγράφονται οι τιμζσ κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ αντίςτοιχεσ των υδατικϊν δειγμάτων 

Η μζςθ τιμι, θ τυπικι απόκλιςθ (SD) και θ %  ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSD) υπολογίςτθκαν για τα οκτϊ διαφορετικά δείγματα οφρων 
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Ρίνακασ 7.4: Αποτελζςματα μελζτθσ τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ ςτθν απόκριςθ τθσ κεοβρωμίνθσ, του εςωτερικοφ προτφπου και 

του λόγου των αποκρίςεων, μετά από εμβολιαςμό και ανάλυςθ διαωορετικϊν δειγμάτων οφρων με το ςφςτθμα LC/TOF-MS.  

 ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS 

 υγκζντρωςθ Θεοβρωμίνθσ 2,0 μg mL-1  υγκζντρωςθ Θεοβρωμίνθσ 10,0 μg mL-1 

Υπόςτρωμα 
Απόκριςθ 

Θεοβρωμίνθσ 
Απόκριςθ  

3-PX 
Λόγοσ 

Αποκρίςεων 
 Απόκριςθ 

Θεοβρωμίνθσ 
Απόκριςθ  

3-PX 
Λόγοσ 

Αποκρίςεων 

Υδατικό δείγμα   4,73 x 105  (100)* 2,01 x 106  (100) 0,235  (100)  2,72 x 106   (100) 2,42 x 106  (100) 1,12  (100) 

Δείγμα οφρων 1 2,50 x 105
   (53) 7,38 x 105  

 (37)  0,338  (144)  1,46 x 106  
 (54) 7,66 x 105  

 (32) 1,91  (170) 

Δείγμα οφρων 2 1,34 x 105 
  (28) 4,53 x 105

   (23) 0,296  (126)   7,88 x 105  
 (29) 4,90 x 105

   (20) 1,60  (143) 

Δείγμα οφρων 3 2,42 x 105
   (51) 7,52 x 105  

 (37) 0,322  (137)  1,53 x 106  
 (56) 8,43 x 105  

 (35) 1,81  (162) 

Δείγμα οφρων 4 3,83 x 105
   (81) 1,60 x 106  

 (80) 0,238  (101)  2,24 x 106  
 (83) 2,01 x 106  

 (83) 1,11    (99) 

Δείγμα οφρων 5 3,63 x 105  
  (77) 8,01 x 105  

 (40) 0,453  (193)  1,81 x 106  
 (67) 8,57 x 105  

 (35) 2,11  (188) 

Δείγμα οφρων 6 2,35 x 105
   (50) 8,38 x 105  

 (42) 0,280  (119)  1,31 x 106  
 (48) 9,62 x 105  

 (40) 1,37  (122) 

Δείγμα οφρων 7 3,70 x 105
   (78) 8,23 x 105  

 (41) 0,449  (191)  1,78 x 106  
 (66) 8,65 x 105  

 (36) 2,06  (184) 

Δείγμα οφρων 8 3,38 x 105
   (72) 1,29 x 106

 (64) 0,261 (111)  1,91 x 106  
 (70) 1,42 x 106  

 (59) 1,34  (120) 

Μζςθ Τιμι 2,89 x 105
 (61) 9,14 x 105

 (45) 0,330 (140)  1,62 x 106
 (59) 1,04 x 106

 (42) 1,65 (149) 

SD 0,88 x 105
 (19) 3,63 x 105 (18) 0,081 (35)  0,44 x 106

 (16) 0,47 x 106
 (20) 0,36 (33) 

%RSD 30,3  39,8 24,6  27,4 46,2 21,9 

 

*Εντόσ παρενκζςεωσ αναγράφονται οι τιμζσ κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ ανίςτοιχεσ των υδατικϊν δειγμάτων 

Η μζςθ τιμι, θ τυπικι απόκλιςθ (SD) και θ %  ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSD) υπολογίςτθκαν για τα οκτϊ διαφορετικά δείγματα οφρων 
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Σχιμα 7.11: Διαγραμματικι απεικόνιςθ αποτελεςμάτων μελζτθσ τθσ επίδραςθσ  του μθτρικοφ υλικοφ ςτισ αποκρίςεισ, οι οποίεσ παρουςιάηονται 
κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ τιμζσ που ελιφκθςαν από τθν ανάλυςθ υδατικϊν δειγμάτων  

-30

20

70

120

170

220
Απόκριση Θεοβρωμίνης

Απόκριση 3-PX

Λόγος Αποκρίσεων

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS                    

Συγκέντρωση: 2 μg mL-1

-30

20

70

120

170

220 Απόκριση Θεοβρωμίνης

Απόκριση 3-PX

Λόγος Αποκρίσεων

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS                  

Συγκέντρωση: 10 μg mL-1

-30

20

70

120

170

220 Απόκριση Θεοβρωμίνης

Απόκριση 3-PX

Λόγος Αποκρίσεων

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS                     

Συγκέντρωση: 2 μg mL-1

-30

20

70

120

170

220 Απόκριση Θεοβρωμίνης

Απόκριση 3-ΡΧ

Λόγος Αποκρίσεων

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS                   

Συγκέντρωση: 10 μg mL-1



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Θεοβρωμίνη 

 

Σελίδα | 162  
 

Στθ δεφτερθ ςειρά πειραμάτων για τθ μελζτθ του ωαινομζνου τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ 

υλικοφ και παράλλθλα τθν αξιολόγθςθ τθσ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου, παραςκευάςτθκαν 

και αναλφκθκαν καμπφλεσ αναωοράσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε εφροσ ςυγκεντρϊςεων 0,75 – 15  

μg mL-1 (standard calibration curves) ςε εμβολιαςμζνα δείγματα τριϊν διαωορετικϊν 

παρτίδων οφρων αλόγων (χαμθλοφ, μεςαίου και υψθλοφ ειδικοφ βάρουσ), κακϊσ και ςε 

υδατικά δείγματα. Τα δείγματα για κάκε επίπεδο ςυγζντρωςθσ τθσ καμπφλθσ 

βακμονόμθςθσ παραςκευάςτθκαν εισ διπλοφν, κατεργάςτθκαν ςφμωωνα με τθν πορεία 

που προαναωζρκθκε και ενζκθκαν εισ διπλοφν ςε κακζνα από τα δφο ςυςτιματα LC/MS. 

Ωσ απόκριςθ λαμβάνεται ο λόγοσ τθσ επιωάνειασ τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ 

κεοβρωμίνθσ προσ τθν επιωάνεια τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ του εςωτερικοφ 

προτφπου. Οι εξιςϊςεισ για τισ τζςςερισ καμπφλεσ αναωοράσ παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 

7.5, ςτον οποίο παρατίκενται επίςθσ οι τιμζσ τθσ τυπικισ απόκλιςθσ για τθν τομι και τθν 

κλίςθ, ο ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ (r) και το τετράγωνο αυτοφ (r2) και το τυπικό ςωάλμα. Σε 

όλεσ τισ περιπτϊςεισ διαπιςτϊκθκε ικανοποιθτικι γραμμικότθτα (ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ 

r > 0,997), ενϊ οι πειραματικά υπολογιηόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ, τόςο για τα δείγματα 

βακμονόμθςθσ, όςο και για τα δείγματα ελζγχου, δεν παρουςίαςαν ςχετικό αναλυτικό 

ςωάλμα (% Relative Error, % Εr) μεγαλφτερο από 15%. Ππωσ ωαίνεται και ςτον Ρίνακα, θ 

τιμι τθσ κλίςθσ των καμπυλϊν αναωοράσ παρουςιάηει μεγάλθ διακφμανςθ μεταξφ των 

διαωορετικϊν παρτίδων οφρων και των δειγμάτων ςε νερό. Στο Σχιμα 7.12 παρουςιάηονται 

και για τα δφο αναλυτικά ςυςτιματα ςυγκριτικά διαγράμματα των καμπυλϊν αναωοράσ 

που ελιωκθςαν κατά τθ μελζτθ επίδραςθσ του υποςτρϊματοσ. Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ 

κατά τθν ανάλυςθ των δειγμάτων οφρων προζκυψαν καμπφλεσ αναωοράσ με  μεγαλφτερθ 

τιμι κλίςθσ ςε ςχζςθ με τθν καμπφλθ αναωοράσ ςε νερό, κακϊσ το εςωτερικό πρότυπο 

υωίςταται ιοντικι καταςτολι ςε μεγαλφτερο βακμό από τθν κεοβρωμίνθ.   

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, θ διακφμανςθ του μεγζκουσ τθσ ιοντικισ καταςτολισ που 

παρατθρείται μεταξφ διαωορετικϊν δειγμάτων και προκαλείται πικανότατα από ουςίεσ του 

υποςτρϊματοσ που ςυνεκλοφονται με τθν προσ ποςοτικοποίθςθ ουςία και το εςωτερικό 

πρφτυπο μπορεί να αντιμετωπιςτεί με τθ χρθςιμοποίθςθ ενόσ ιςοτοπικοφ αναλόγου του 

αναλφτθ ωσ εςωτερικοφ προτφπου, δεδομζνου ότι αυτό παρουςιάηει παραπλιςιεσ 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ, εκλοφεται ςτον ίδιο χρόνο ανάςχεςθσ και παρουςιάηει 

αντίςτοιχθσ ζκταςθσ διακυμάνςεισ ςτθν απόκριςθ και τον ιοντιςμό με τον αναλφτθ . Εν 

τοφτοισ, ιςοτοπικά επιςθμαςμζνα ανάλογα τθσ κεοβρωμίνθσ δεν είναι εμπορικά διακζςιμα 

και για αυτό το λόγο, εξετάςτθκε θ δυνατότθτα εωαρμογισ τθσ προςκικθσ γνωςτϊν 

ποςοτιτων ωσ τεχνικισ ποςοτικοποίθςθσ για τον προςδιοριςμό τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα 

αλόγων.
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 ΡΙΝΑΚΑΣ 7.5 Αποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν αναωοράσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε υδατικά δείγματα και ςε δείγματα οφρων χαμθλοφ 

(‘low’), μεςαίου (‘medium’) και υψθλοφ (‘high’) ειδικοφ βάρουσ (specific gravity, SG) 

 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΥΡΟΣΤΩΜΑ 
ΕΞΙΣΩΣΘ 

ΡΑΛΙΝΔΟΜΘΣΘΣ 

ΤΥΡΙΚΘ ΑΡΟΚΛΙΣΘ 
R r2 

ΤΥΡΙΚΟ 
ΣΦΑΛΜΑ ΤΟΜΘΣ (sα) ΚΛΙΣΘΣ (sb) 

LC/IT-MS 

Νερό y = 0,0806 x + 0,0234 0,0044 0,0026 0,997 0,995 0,0051 

Οφρα ‘low’ SG y = 0,1050 x + 0,0216 0,0060 0,0035 0,998 0,996 0,0068 

Οφρα ‘medium’ SG y = 0,1171 x + 0,0298 0,0057 0,0033 0,998 0,995 0,0065 

Οφρα ‘high’ SG y = 0,1661 x + 0,0534 0,0094 0,0054 0,997 0,995 0,011 

LC/TOF-MS 

Νερό y = 0,1015 x + 0,057 0,020 0,0024 0,998 0,997 0,032 

Οφρα ‘low’ SG y = 0,1083 x + 0,048 0,013 0,0015 0,9995 0,998 0,020 

Οφρα ‘medium’ SG y = 0,1760 x + 0,024 0,019 0,0022 0,9996 0,9992 0,030 

Οφρα ‘high’ SG y = 0,2058 x + 0,062 0,029 0,0034 0,9993 0,998 0,045 
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Σχιμα 7.12: Καμπφλεσ αναφοράσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε νερό και διαφορετικά δείγματα οφρων 
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7.9. ΑΞΙΟΛΟΓΘΣΘ ΜΕΘΟΔΟΥ ΡΟΣΟΤΙΚΟΥ ΡΟΣΔΙΟΙΣΜΟΥ 

ΘΕΟΒΩΜΙΝΘΣ ΣΕ ΟΥΑ ΑΛΟΓΩΝ 

7.9.1. Καμπϑλεσ προςθόκησ γνωςτών ποςοτότων – Παραςκευό δειγμϊτων 

(standard addition calibration samples) 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ αξιοπιςτίασ τθσ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων με τθν εωαρμογι τθσ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων 

παραςκευάςτθκαν δείγματα – μοντζλα που περιείχαν τον αναλφτθ ςε τρία επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ (1,5 μg mL-1,  3,0 μg mL-1 και 4,5 μg mL-1), με προςκικθ κατάλλθλου όγκου 

(120 μL, 240 μL και 360 μL, αντίςτοιχα) διαλφματοσ εργαςίασ τθσ κεοβρωμίνθσ 

ςυγκζντρωςθσ 125 μg mL-1 ςε ογκομετρικζσ ωιάλεσ 10 mL και αράιωςθ με λευκό δείγμα 

οφρων αλόγου μζχρι χαραγισ. Κάκε εργαςτθριακι θμζρα χρθςιμοποιικθκαν οφρα αλόγων 

διαωορετικϊν παρτίδων, τα οποία παρουςίαςαν πολφ χαμθλι ςυγκζντρωςθ κεοβρωμίνθσ 

κατά τθ διαδικαςία ςάρωςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε άλογα με GC/MS, που 

εωαρμόηεται ςτο Εργαςτιριο. Συνολικά, για κάκε δείγμα μοντζλο καταςκευάςτθκαν πζντε 

καμπφλεσ προςκικθσ τεςςάρων ςθμείων ςε πζντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ. Τα δείγματα 

βακμονόμθςθσ των καμπυλϊν προςκικθσ παρακευάςτθκαν εισ διπλοφν με προςκικθ 0, 25, 

50 και 75 μL διαλφματοσ εργαςίασ τθσ κεοβρωμίνθσ ςυγκζντρωςθσ 30 μg mL-1 

(ςυγκεντρϊςεισ προςκικθσ (Cadded) 0, 1,5, 3,0 και 4,5 μg mL-1, αντίςτοιχα) ςε υάλινουσ 

κωνικοφσ ςωλινεσ, εξάτμιςθ του διαλφματοσ υπό ρεφμα αηϊτου και αναςφςταςθ με 500 μL 

από το δείγμα-μοντζλο. Ακολοφκωσ κατεργάςτθκαν με τθν πορεία που ζχει ιδθ περιγραωεί 

και ενζκθκαν εισ διπλοφν ςε κακζνα από τα δφο ςυςτιματα LC/MS. Οι καμπφλεσ 

προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων ςτα δείγματα-μοντζλα χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

αξιολόγθςθ τθσ ορκότθτασ και τθσ πιςτότθτασ τθσ μεκόδου. Τα αποτελζςματα τθσ 

ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν προςκικθσ για τισ πεντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ 

ςυνοψίηονται ςτο Ραράρτθμα 14.  

 

7.9.2. Ορθϐτητα (Accuracy) 

Ο ζλεγχοσ ορκότθτασ των μεκόδων πραγματοποιικθκε ςε πζντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ, 

χρθςιμοποιϊντασ τισ πειραματικά υπολογιηόμενεσ από τισ καμπφλεσ προςκικθσ 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα δείγματα-μοντζλα. Μελετικθκε θ ορκότθτα ςε τρία 

επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 1,5 μg mL-1, 3,5 μg mL-1 και 4,5 μg mL-1. Ωσ μζτρο  τθσ ορκότθτασ 

χρθςιμοποιείται το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα (% Relative Error, %Εr) που υπολογίςτθκε 

ωσ εξισ:  

 

                                           
                         

          
                              [7.1] 

 

 

όπου, Cυπολογιηόμενθ είναι θ πειραματικά υπολογιηόμενθ από τθν καμπφλθ προςκικθσ 

ςυγκζντρωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτο δείγμα μοντζλο (τομι (α) προσ κλίςθ (b) τθσ ευκείασ 

παλινδρόμθςθσ τθσ καμπφλθσ προςκικθσ) και Cκεωρθτικι, θ κεωρθτικι ςυγκζντρωςθ τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςτο δείγμα μοντζλο (1,5 μg mL-1, 3,0 μg mL-1 και 4,5 μg mL-1). Tα 
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αποτελζςματα ορκότθτασ τθσ μεκόδου LC/IT-MS και LC/TOF-MS για τισ πζντε 

εργαςτθριακζσ θμζρεσ ςυνοψίηονται ςτουσ Ρίνακεσ 7.6 και 7.7, αντίςτοιχα. Το ςχετικό 

αναλυτικό ςωάλμα δεν ξεπζραςε το 8,7 % και για τισ δφο μεκόδουσ. 

 

7.9.3. Εντϐσ τησ ημϋρασ πιςτϐτητα (intra-day precision) 

Για τθν εκτίμθςθ τθσ εντόσ τθσ θμζρασ πιςτότθτασ υπολογίςτθκε θ τυπικι απόκλιςθ (SD0) 

που προκφπτει από τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των δειγμάτων-μοντζλων. Θ 

τυπικι απόκλιςθ SD0 υπολογίηεται από τισ εξιςϊςεισ:  
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όπου  
^

y   είναι θ τιμι του y  (λόγοσ επιωανειϊν) που προκφπτει από τθν εξίςωςθ τθσ 

καμπφλθσ προςκικθσ (fitted y-values) 

α, θ κλίςθ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ 

n, ο αρικμόσ των ςθμείων τθσ καμπφλθσ προςκικθσ 

x , θ μζςθ τιμι των τιμϊν xi  (ςυγκζντρωςθ προςκικθσ ςε μg mL-1) 

Y , θ μζςθ τιμι των τιμϊν yi  (λόγοσ επιωανειϊν κορυωϊν κεοβρωμίνθσ /εςωτερικό 

πρότυπο) 

 

Ωσ μζτρο τθσ εντόσ τθσ θμζρασ επαναλθψιμότθτασ χρθςιμοποιείται θ επί τοισ εκατό ςχετικι 

τυπικι απόκλιςθ (%RSDintra-day) που υπολογίςτθκε για κάκε εργαςτθριακι θμζρα ςε τρία 

επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (1,5 μg mL-1, 3,0 μg mL-1 και 4,5 μg mL-1) από τθ ςχζςθ: 

 όC

CSD
RSD

)(
100 %

0
day-intra                [7.4] 

όπου Cυπολογιηόμενθ, θ πειραματικά υπολογιηόμενθ από τθν καμπφλθ προςκικθσ ςυγκζντρωςθ 

τθσ κεοβρωμίνθσ ςτο δείγμα-μοντζλο (τομι προσ κλίςθ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ τθσ 

καμπφλθσ προςκικθσ). 

Τα αποτελζςματα τθσ εντόσ θμζρασ πιςτότθτασ παρατίκενται ςυνοπτικά ςτουσ πίνακεσ 7.6 

και 7.7 για τισ μεκόδουσ LC/IT-MS και LC/TOF-MS, αντίςτοιχα. Θ εντόσ τθσ θμζρασ ςχετικι 

τυπικι απόκλιςθ βρζκθκε μικρότερθ από  8,6 % για τθ μζκοδο LC/IT-MS και μικρότερθ από 

5,7 % για τθ μζκοδο LC/TOF-MS. 

 

7.9.4. Μεταξϑ των ημερών πιςτϐτητα (inter-day precision) 

Ωσ μζτρο τθσ πιςτότθτασ μεταξφ των θμερϊν υπολογίςτθκε θ επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι 

απόκλιςθ (% RSDinter-day) των πειραματικά υπολογιηόμενων ςυγκεντρϊςεων τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςτα δείγματα-μοντζλα για τισ πζντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ ςε κακζνα από τα 

τρία επίπεδα ςυγκζντρωςθσ που εξετάςτθκαν. Θ παράμετροσ  RSDinter-day δεν ξεπζραςε τθν 

τιμι 7,2% και 5,8% για τισ μεκόδουσ LC/IT-MS και LC/TOF-MS, αντίςτοιχα, όπωσ ωαίνεται 

και ςτουσ Ρίνακεσ 7.6 και 7.7. 
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Ρίνακασ 7.6: Αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ ορκότθτασ και πιςτότθτασ τθσ μεκόδου LC/IT-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων 

Θεωρθτικι υγκζντρωςθ Δειγμάτων – Μοντζλα 

 1,5 μg mL-1  3,0 μg mL-1  4,5 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Εr 
SD (C0) 
μg mL-1 

% RSDintra-day 

 Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Εr 
SD (C0) 
μg mL-1 

% RSDintra-day 

 Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Εr 
SD (C0) 
μg mL-1 

% RSDintra-day 

Hμζρα 1 1,49 0,4 0,12 7,7  3,07 2,3 0,17 5,6  4,41 -2,0 0,33 7,5 

Hμζρα 2 1,528 1,9 0,048 3,1  2,80 -6,8 0,22 8,0  4,24 -5,7 0,25 6,0 

Hμζρα 3 1,535 2,3 0,011 0,7  2,92 -2,8 0,13 4,5  4,78 6,1 0,25 5,2 

Hμζρα 4 1,369 -8,7 0,12 8,6  2,78 -7,3 0,21 7,6  4,52 0,4 0,26 5,7 

Hμζρα 5 1,51 0,4 0,13 8,5  2,88 -4,0 0,20 7,0  4,71 4,8 0,24 5,0 

% RSDinter-day 4,6  4,0  7,2 

  

Ρίνακασ 7.7: Αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ ορκότθτασ και πιςτότθτασ τθσ μεκόδου LC/TOF-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων 

Θεωρθτικι υγκζντρωςθ Δειγμάτων – Μοντζλα 

 1,5 μg mL-1  3,0 μg mL-1  4,5 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

Cπειραματικι 
(μg mL-1) 

% Εr 
SD (C0) 
μg mL-1 

% RSDintra-day 
 Cπειραματικι 

(μg mL-1) 
% Εr 

SD (C0) 
μg mL-1 

% RSDintra-day 
 Cπειραματικι 

(μg mL-1) 
% Εr 

SD (C0) 
μg mL-1 

% RSDintra-day 

Hμζρα 1 1,507 0,5 0,057 3,8  2,99 -0,3 0,10 3,3  4,52 0,5 0,26 5,7 

Hμζρα 2 1,486 -0,9 0,082 5,5  3,232 7,7 0,059 1,8  4,86 8,0 0,16 3,3 

Hμζρα 3 1,402 -6,5 0,072 5,1  2,772 -7,6 0,099 3,6  4,50 0,04 0,22 4,9 

Hμζρα 4 1,591 6,1 0,073 4,6  3,103 3,4 0,065 2,1  4,62 2,7 0,21 4,5 

Hμζρα 5 1,596 6,4 0,027 1,7  2,998 -0,4 0,043 1,4  4,665 3,7 0,092 2,0 

% RSDinter-day 5,6  5,8  3,5 

 
Cπειραματικι: πειραματικά υπολογιηόμενθ ςυγκζντρωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ, % Εr: % ςχετικό αναλυτικό ςφάλμα, SD (C0): τυπικι απόκλιςθ τθσ υπολογιηόμενθσ από τθν καμπφλθ προςκικθσ 

ςυγκζντρωςθσ, % RSDintra-day: εντόσ τθσ θμζρασ % ςχετικι τυπικι απόκλιςθ, % RSDinter-day: δια των θμερϊν % ςχετικι τυπικι απόκλιςθ  
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 7.9.5. Xρωματογραφικϊ Χαρακτηριςτικϊ 

Λόγοσ ςιματοσ προσ κόρυβο (Signal to noise ratio, S/N) 

Από τθν οπτικι παρατιρθςθ των χρωματογραωθμάτων διαπιςτϊκθκε ότι ςτο χαμθλότερθσ 

ςυγκζντρωςθσ πρότυπο των καμπυλϊν αναωοράσ (0,75 μg mL-1) ιςχφει S/N>>10 (φψοσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ προσ το φψοσ τθσ 

γραμμισ βάςθσ πριν τθν αρχι τθσ κορυωισ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ). Στο Ραράρτθμα 15 

παρατίκενται τα χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ ενόσ δείγματοσ 

οφρων αλόγου εμβολιαςμζνο με κεοβρωμίνθ ςε ςυγκζντρωςθ 0,75 μg mL-1. 

 

Σχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ (Relative retention time, RRT) 

Αντιςτοιχεί ςτο λόγο του χρόνου ανάςχεςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ  προσ το χρόνο ανάςχεςθσ 

του εςωτερικοφ προτφπου (3-προπυλοξανκίνθ). Διαπιςτϊκθκε ότι ςχετικοί χρόνοι 

ανάςχεςθσ διατθροφνται ςτακεροί μεταξφ των θμερϊν και ςτα δφο χρθςιμοποιοφμενα 

ςυςτιματα LC/MS (% RSD <0,4). 

 

7.9.6. Ειδικϐτητα (Specificity) 

Θ ειδικότθτα τθσ μεκόδου αποδεικνφεται από τα διαωορετικά διαγνωςτικά ιόντα και τθ 

διαωορά των ςχετικϊν χρόνων ανάςχεςθσ των απαγορευμζνων ι μθ ουςιϊν, παρόμοιασ 

δομισ ςε ςχζςθ με τθ κεοβρωμίνθ. Για τθ μελζτθ τθσ ειδικότθτασ παραςκευάςτθκαν και 

αναλφκθκαν ζνα λευκό δείγμα οφρων αλόγου, ζνα δείγμα οφρων εμβολιαςμζνο με 

κεοβρωμίνθ ςε ςυγκζντρωςθ 2 μg mL-1 (ςυγκζντρωςθ ορίου) και τρία δείγματα οφρων 

(spec1, spec2 και spec3) εμβολιαςμζνα με ουςίεσ παραπλιςιασ δομισ και ςυγκεκριμζνα με 

τισ ουςίεσ  καωεΐνθ, κεοωυλλίνθ (spec1), αμινοωυλίνθ, διπροωυλλίνθ (spec2), ωεναικυλίνθ 

και πεντοξυωυλλίνθ (spec3). Διαπιςτϊκθκε απουςία παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν ςτουσ 

χρόνουσ ζκλουςθσ του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου από τισ ουςίεσ που 

μελετικθκαν και για τισ δφο προτεινόμενεσ LC/MS μεκόδουσ. 

 

7.9.7. Έλεγχοσ επιμϐλυνςησ εκ μεταφορϊσ δεύγματοσ (Carry over) 

O ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ πραγματοποιικθκε με διαδοχικζσ αναλφςεισ ενόσ τυωλοφ 

δείγματοσ οφρων και ενόσ προτφπου δείγματοσ που περιείχε τθ κεοβρωμίνθ ςε 

ςυγκζντρωςθ 20 μg mL-1 (αλλθλουχία ανάλυςθσ: λευκό δείγμα– πρότυπο δείγμα –λευκό 

δείγμα –πρότυπο δείγμα –λευκό δείγμα). Δεν παρατθρικθκε επιμόλυνςθ εκ μεταωοράσ 

δείγματοσ, κακϊσ διαπιςτϊκθκε απουςία ςιματοσ ςτα λευκά δείγματα που αναλφκθκαν 

μετά από τα υψθλισ ςυγκζντρωςθσ πρότυπα. 
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7.10. ΕΡΙΒΕΒΑΙΩΣΘ ΘΕΟΒΩΜΙΝΘΣ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΥΩΝ ΑΛΟΓΩΝ 

(CONFIRMATION, IDENTIFICATION) 

Ππωσ αναωζρκθκε ςε προθγοφμενθ παράγραωο, με τθν προτεινόμενθ μζκοδο θ 

επιβεβαίωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ πραγματοποιείται με τθν ίδια μζκοδο ανάλυςθσ, τόςο ςτο 

ςφςτθμα LC/IT-MS, όπου πραγματοποιείται κραυςματοποίθςθ του πρωτονιωμζνου 

μοριακοφ ιόντοσ εντόσ τθσ παγίδασ και ςάρωςθ των κυγατρικϊν ιόντων, όςο και ςτο 

ςφςτθμα LC/TOF-MS, όπου πραγματοποιείται ςάρωςθ των ιόντων τθσ κεοβρωμίνθσ, το 

πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν τθσ οποίασ  κάτω από τισ ςυνκικεσ που επιλζχκθκαν διαςπάται 

εν μζρει εντόσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ, δίνοντασ με τον τρόπο αυτό τα απαιτοφμενα για τουσ 

ςκοποφσ τθσ επιβεβαίωςθσ τρία διαγνωςτικά ιόντα. Ελζγχκθκε θ επαναλθψιμότθτα τθσ 

ςχετικισ αναλογίασ των διαγνωςτικϊν ιόντων ωσ προσ το κφρια ςχθματιηόμενο κυγατρικό 

ιόν, που αποτελεί κριτιριο για τθν επιβεβαίωςθ φπαρξθσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτο φποπτο 

δείγμα. Για το ςκοπό αυτό υπολογίςτθκε θ ςχετικι αναλογία των ςχθματιςκζντων 

διαγνωςτικϊντων ιόντων ςε ςαράντα δείγματα από τα εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων, τα 

οποία παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν κατά τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου, ςε 

ςυγκεντρϊςεισ που κάλυπταν όλθ τθ γραμμικι περιοχι που μελετικθκε (0,75 – 15 μg mL-1). 

Οι υπολογιςκείςεσ ςχετικζσ αναλογίεσ των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ κεοβρωμίνθσ 

παρουςιάηονται ςτα Ραραρτιματα 16 και 17. Ππωσ προκφπτει από τα δεδομζνα του 

Ραραρτιματοσ για τθ μζκοδο LC/IT-MS θ μζςθ τιμι (± τυπικι απόκλιςθ) για τισ  ςχετικζσ 

εντάςεισ των ιόντων με τιμζσ m/z 181, 135, και 110 (ωσ προσ τθν ζνταςθ του κφρια 

ςχθματιηόμενου ιόντοσ με τιμι m/z 138) ιταν 13,1 (± 1,3), 10,9 (± 1,0) και 9,9 (± 0,7), 

αντίςτοιχα (Ν=40). Για τθ μζκοδο LC/TOF-MS θ μζςθ τιμι (± τυπικι απόκλιςθ) για τισ  

ςχετικζσ εντάςεισ των ιόντων με τιμζσ m/z 138,0662 και 163,0614  (ωσ προσ τθν ζνταςθ του 

ιόντοσ με τιμι m/z 181,0720) ιταν 80,6 (± 7,3) και 12,8 (± 1,4), αντίςτοιχα (Ν=40). Τα 

παραπάνω αποτελζςματα δείχνουν ότι οι αναλογίεσ των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ 

κεοβρωμίνθσ παρουςιάηουν ικανοποιθτικι επαναλθψιμότθτα, τόςο μεταξφ των θμερϊν 

όςο και μεταξφ των διαωορετικϊν επιπζδων ςυγκζντρωςθσ του αναλφτθ. 

Ραράλλθλα, για τθ μζκοδο LC/TOF-MS μελετικθκε θ ικανότθτα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ 

(mass accuracy). Yπολογίςτθκε το ςωάλμα μάηασ (τιμϊν m/z) των διαγνωςτικϊν ιόντων 

τόςο τθσ κεοβρωμίνθσ όςο και του εςωτερικοφ προτφπου ςτα προαναωερκζντα δείγματα 

και βρζκθκε χαμθλότερο από 3 ppm, με εξαίρεςθ το χαμθλισ ζνταςθσ ιόν τθσ κεοβρωμίνθσ 

με τιμι m/z 163,0614, για το οποίο ςε χαμθλά επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (<2 μg mL-1) το 

ςωάλμα μάηασ κυμαίνεται ςε τιμζσ από 3 -10 ppm. 

 

7.11. ΕΦΑΜΟΓΘ ΤΘΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΕ ΡΑΓΜΑΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

Θ προτεινόμενθ  μεκοδολογία ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ και επιβεβαίωςθσ τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων εωαρμόςκθκε ςε δφο πραγματικά δείγματα οφρων αλόγων, 

τα οποία κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ που περιλαμβάνει ταυτόχρονα και θμιποςοτικοποίθςθ 

τθσ κεοβρωμίνθσ με τθ μζκοδο ρουτίνασ GC/MS του Εργαςτθρίου, παρουςίαςαν 

ςυγκζντρωςθ κεοβρωμίνθσ υψθλότερεσ του ορίου των 2 μg mL-1. Για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα φποπτα δείγματα εωαρμόςκθκε θ τεχνικι προςκικθσ 

γνωςτϊν ποςοτιτων και τα δείγματα κάκε καμπφλθσ προςκικθσ παραςκευάςτθκαν εισ 
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διπλοφν με προςκικθ 0, 25, 50 και 75 μL διαλφματοσ εργαςίασ τθσ κεοβρωμίνθσ 

ςυγκζντρωςθσ 30 μg mL-1 (ςυγκεντρϊςεισ προςκικθσ 0, 1,5, 3,0 και 4,5 μg mL-1, αντίςτοιχα)   

ςε κωνικοφσ ςωλινεσ, εξάτμιςθ και αναςφςταςθ με 500 μL από το εκάςτοτε προσ ανάλυςθ 

φποπτο δείγμα. Τα δείγματα κατεργάςτθκαν με το προτεινόμενο πρωτόκολλο (προςκικθ 

εςωτερικοφ προτφπου, αραίωςθ, ωυγοκζντρθςθ και ωιλτράριςμα) και αναλφκθκαν ςτα δφο 

ςυςτιματα LC/MS. Οι καμπφλεσ προςκικθσ που προζκυψαν  για ζνα από τα δείγματα  

ωαίνονται ςτο Σχιμα 7.13, Θ ςυγκζντρωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα δφο φποπτα δείγματα 

βρζκθκε 4,76 (± 0,41) μg mL-1 και 4,40 (± 0,20) μg mL-1 με τθ μζκοδο LC/IT-MS και 

αντίςτοιχα 4,73 (± 0,13) μg mL-1 και  4,56 (± 0,16) μg mL-1 με τθ μζκοδο LC/TOF-MS. 

 

 
Σχιμα 7.13: Καμπφλεσ προςκικθσ που ελιφκθςαν με τισ προτεινόμενεσ μεκόδουσ LC/Ion 

Trap-MS και LC/TOF-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε φποπτο δείγμα 

αλόγου 
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0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

Α
π

ό
κ

ρ
ισ

η

Συγκέντρωση προσθήκης (μg mL-1)

LC/Ion Trap-MS

Cx = 4,56 μg mL-1

y = 0,1128x + 0,514

R² = 0,9990

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

Α
π

ό
κ

ρ
ισ

η

Συγκέντρωση προσθήκης (μg mL-1)

LC/TOF-MS



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 7: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών 
Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: Θεοβρωμίνη 

 

Σελίδα | 171  
 

Για τθν επιβεβαίωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα φποπτα δείγματα αναλφκθκαν τα παρακάτω 

δείγματα με τθν ακόλουκθ αλλθλουχία: λευκό δείγμα οφρων – φποπτο δείγμα (μθδενικό 

πρότυπο τθσ καμπφλθσ προςκικθσ) – λευκό δείγμα οφρων – εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων 

ςυγκζντρωςθσ 1 μg mL-1 (δείγμα αναωοράσ, positive control). Στον Ρίνακα 7.8 ςυνοψίηονται 

τα αποτελζςματα τθσ επιβεβαιωτικισ ανάλυςθσ και για τα δφο αναλυτικά ςυςτιματα, 

κακϊσ και τα διαγνωςτικά κριτιρια που πρζπει να ικανοποιοφνται.182 

 

Ρίνακασ 7.8: Αποτελζςματα επιβεβαίωςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα φποπτα δείγματα 

Μζκοδοσ LC/IT-MS 

 Σχετικι Αναλογία Ιόντων Πρια Αποδοχισ 

Ιόν (m/z) 
Φποπτο 

Δείγμα 1 
Φποπτο 

Δείγμα 2 
Δείγμα 

Αναωοράσ 
Κριτιριο 15% (απόλυτο) Κριτιριο 35% (ςχετικό) 

min max min max 

138 100 ,0 % 100,0 % 100,0 85,0 % 115,0 % 65,0 % 135,0 % 

181 11,7 % 12,1 % 10,6 0,0 % 25,6 % 6,9 % 14,3 % 

135 11,7 % 9,1 % 9,9 0,0 % 24,9 % 6,5 % 13,4 % 

110 10,2 % 9,1 % 8,2 0,0 % 23,2 % 5,3 % 11,1 % 

Μζκοδοσ LC/TOF-MS 

 Σχετικι Αναλογία Ιόντων Πρια Αποδοχισ 

Ιόν (m/z) 
Φποπτο 

Δείγμα 1 
Φποπτο 

Δείγμα 2 
Δείγμα 

Αναωοράσ 
Κριτιριο 15% (απόλυτο) Κριτιριο 35% (ςχετικό) 

min max min max 

181,0720 100,0% 100,0% 100,0% 85,0% 115,0% 65,0% 135,0% 

138,0662 92,1% 89,5% 90,3% 75,3% 105,3% 58,7% 121,9% 

163,0614 12,1% 11,9% 13,1% 0,0% 28,1% 8,5% 17,7% 

 

 

7.12. ΣΥΓΚΙΣΘ ΜΕΘΟΔΩΝ LC/IT-MS KAI LC/TOF-MS 

Οι δφο αναλυτικζσ LC/MS μζκοδοι που αναπτφχκθκαν για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων ςυγκρίκθκαν μεταξφ τουσ λαμβάνοντασ υπόψθ τισ 

πειραματικά υπολογιηόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ των δειγμάτων-μοντζλων που αναλφκθκαν 

ςτα δφο αναλυτικά ςυςτιματα LC/IT-MS και LC/TOF-MS με τθν τεχνικι τθσ προςκικθσ 

γνωςτϊν ποςοτιτων κατά τθν αξιολόγθςθ των μεκόδων. Θ ςφγκριςθ πραγματοποιικθκε 

εωαρμόηοντασ τθ δοκιμαςία Student κατά ηεφγθ (paired t-test) για 14 βακμοφσ ελευκερίασ 

και ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95%. Διαπιςτϊκθκε ότι δεν υπάρχει ςθμαντικι διαωορά 

ανάμεςα ςτα αποτελζςματα ποςοτικοποίθςθσ τθσ κορτιηόλθσ που ελιωκθςαν από τα δφο 

αναλυτικά ςυςτιματα LC/IT-MS και LC/TOF-MS (tπειραματικό (=1,42) < tκεωρθτικό (=2,14)). 
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7.13. ΣΥΜΡΕΑΣΜΑΤΑ 

Στθν παροφςα μελζτθ, αναπτφχκθκαν και αξιολογικθκαν δφο μζκοδοι για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό και τθν επιβεβαίωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων με τθ χρθςιμοποίθςθ 

δφο διαωορετικϊν ςυςτθμάτων LC/MS (LC/IT-MS και LC/TOF-MS). Κφριο πλεονζκτθμα τθσ 

προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ ζναντι αυτϊν που ζχουν ιδθ αναπτυχκεί και αναωερκεί ςτθ 

βιβλιογραωία αποτελεί θ απλοποιθμζνθ και ταχεία πορεία κατεργαςίασ των δειγμάτων, 

που βαςίηεται ςτθν απευκείασ ζγχυςθ του ωιλτραριςμζνου και αραιωμζνου δείγματοσ 

οφρων ςτο αναλυτικό ςφςτθμα. Θ ποςοτικοποίθςθ και θ επιβεβαίωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτα 

φποτα δείγματα επιτυγχάνονται ταυτόχρονα με τθν ίδια αναλυτικι μζκοδο. Τα 

λαμβανόμενα ωάςματα μαηϊν για τθ κεοβρωμίνθ πλθροφν τα κριτιρια που ζχει κζςει ο 

AORC για τθν επιβεβαίωςθ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε δείγματα αλόγων και ςτα τα δφο 

αναλυτικά ςυςτιματα. Λαμβάνοντασ υπόψθ τθν πολυπλοκότθτα του υποςτρϊματοσ των 

οφρων και τθ μθ εωαρμογι εκχυλςτικισ διαδικαςίασ για τον κακαριςμό των δειγμάτων, 

πραγματοποιικθκε εκτενισ μελζτθ τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ με εμβολιαςμό και 

ανάλυςθ διαωορετικϊν δειγμάτων οφρων αλόγων (αρςενικά, κθλυκα και εκτομίεσ), όπου 

διαπιςτϊκθκε ιοντικι καταςτολι το μζγεκοσ τθσ οποίασ ποικίλει από δείγμα ςε δείγμα. Για 

το λόγο αυτό και δεδομζνου ότι ιςοτοπικά επιςθμαςμζνο ανάλογο του αναλφτθ δεν ιταν 

εμπορικά διακζςιμο για να χρθςιμοποιθκεί ωσ εςωτερικό πρότυπο, εωαρμόςτθκε θ τεχνικι 

τθσ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων για τθν εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων 

ποςοτικοποίθςθσ. Οι μζκοδοι αξιολογικθκαν ωσ προσ τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ 

(γραμμικότθτα, ορκότθτα, πιςτότθτα, χρωματογραωικά χαρακτθριςτικά, ειδικότθτα, 

επιμόλυνςθ εκ μεταωορασ δείγματοσ) δίνοντασ ικανοποιθτικά αποτελζςματα, που τισ 

κακιςτοφν κατάλλθλεσ για το ςκοπό που αναπτφχκθκαν και επιτρζπουν τθν εωαρμογι τουσ 

ςτον ζλεγχο ντόπινγκ που διενεργείται από τα διαπιςτευμζνα εργαςτιρια για τθν 

ποςοτικοποίθςθ και τθν επιβεβαίωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων. Τζλοσ, 

πραγματοποιικθκε εωαρμογι τθσ προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ ςτθν ανάλυςθ δφο 

πραγματικϊν δείγματων και ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων που ελιωκθςαν από τα δφο 

αναλυτικά ςυςτιματα και δεν διαπιςτϊκθκε ςτατιςτικά ςθμαντικι διαωορά. Στο ςθμείο 

αυτό, αξίηει να ςθμειωκεί ότι οι μζκοδοι διαπιςτεφκθκαν από το Εκνικό Σφςτθμα 

Διαπίςτευςθσ (ΕΣΥΔ) και ζχουν ενταχκεί ςτο πεδίο διαπίςτευςθσ των διαδικαςιϊν που 

εωαρμόηονται ςτο Εργαςτιριο ελζγχου ντόπινγκ του ΟΑΚΑ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 8 
ΠΟΟΣΙΚΟ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΚΑΙ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΗ 

(ΣΑΤΣΟΠΟΙΗΗ) ΣΟΤ ΑΛΙΚΤΛΙΚΟΤ ΟΞΕΟ Ε ΟΤΡΑ 

ΑΛΟΓΩΝ ΜΕ ΣΗ ΦΡΗΗ ΤΣΗΜΑΣΟ LC/QTOF-MS 

8.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΣΚΟΡΟΣ ΤΘΣ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Τα παράγωγα του ςαλικυλικοφ οξζοσ (2-υδροξυβενηοϊκό οξφ) (salicylates) με κφριο 

εκπρόςωπο το ακετυλοςαλικυλικό οξφ (αςπιρίνθ), ανικουν ςτθν κατθγορία των μθ 

ςτεροειδϊν αντιωλεγμονωδϊν ουςιϊν (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs). Οι 

ουςίεσ αυτζσ εμωανίηουν αντιπυρετικι, αναλγθτικι και αντιωλεγμονϊδθ δράςθ, μζςω τθσ 

αναςτολισ του ενηφμου κυκλοξυγενάςθ τφπου-1 (cycloxyganase, COX-1), που ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν αναςτολι του ςχθματιςμοφ των προςταγλανδινϊν και των κρομβοξανϊν 

από το αραχιδονικό οξφ, ενϊ ταυτόχρονα μποροφν να προκαλζςουν και αναςτολι του 

ενηφμου κυκλοξυγενάςθ τφπου-2 (COX-2), θ οποία ςχετίηεται με τθν εμωάνιςθ 

ανεπικφμθτων ενεργειϊν (κυρίωσ από το γαςτερεντερικό ςφςτθμα) κατά τθ λιψθ των 

παραπάνω δραςτικϊν ουςιϊν. Θ χοριγθςθ αντιωλεγμονωδϊν ουςιϊν ςτα άλογα αγϊνων 

για τθν ανακοφωιςθ από τον πόνο και τθν κάλυψθ ωλεγμονωδϊν καταςτάςεων είναι ςυχνι 

πρακτικι και αποτελεί παράβαςθ των κανονιςμϊν περί ντόπινγκ. Ραράγωγα του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ (κυρίωσ το ςαλικυλικό μεκφλιο, methyl salicylate) ςυναντϊνται 

ευρφτατα ςε οριςμζνα ωυτά όπωσ Salix alba οικ. Salicaceae, Gaultheria procumbens οικ. 

Ericaceae and Populus balsamifera οικ. Salicaceae, ενϊ το ίδιο το ςαλικυλικό οξφ αποτελεί 

για τα ωυτά ορμόνθ και παίηει ρόλο ςτθν ανάπτυξθ του ωυτοφ, τθ ωωτοςφνκεςθ, τθ 

διαπνοι, τθν πρόςλθψθ και τθ μεταωορά ιόντων και κυρίωσ ςυμμετζχει ωσ μεςολαβθτισ 

ςτθν ενεργοποίθςθ μθχανιςμϊν άμυνασ ζναντι πακογόνων ερεκιςμάτων. Ζτςι, θ παρουςία 

των παραγϊγων του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα άλογα μπορεί να ζχει ωσ πθγι προζλευςθσ 

ωυτικά είδθ που αποτελοφν μζροσ τθσ τροωισ τουσ ι/και ταυτόχρονα μπορεί να 

προζρχονται από εξωγενι χοριγθςι τουσ για κτθνιατρικι χριςθ και ςε αυτζσ τισ 

περιπτϊςεισ ζχουν αναωερκεί ιδιαίτερα υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτο 

αίμα και ςτα οφρα των αλόγων αυτϊν.223-225 Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί ςε προθγοφμενο 

κεωάλαιο, ςφμωωνα με το Άκρο 6 τθσ διεκνοφσ ςυμωωνίασ που ζχει εκδόςει θ Ραγκόςμια 

Ομοςπονδία των Αρχϊν Ιπποδρομιϊν (IFHA), ουςίεσ που μποροφν να προζρχονται από 

ωυτά που χρθςιμοποιοφνται παραδοςιακά για τθ βοςκι ι τθ ςυγκομιδι για τθν παραγωγι 

ηωοτροωϊν των αλόγων, όπωσ είναι το ςαλικυλικό οξφ, ςυμπεριλαμβάνονται ςτθν 

κατθγορία απαγορευμζνων ουςιϊν ορίου. Μετά από ςειρζσ μελετϊν που διεξιχκθςαν ςε 

πλθκυςμοφσ ειδϊν αλόγων για τον προςδιοριςμό των «ωυςιολογικϊν» ςυγκεντρϊςεων του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ που ανιχνεφονται ωσ αποτζλεςμα πρόςλθψθσ μζςω τθσ τροωισ τουσ, ο 

AORC ζχει κεςπίςει ωσ ανϊτατο επιτρεπόμενο όριο ςυγκζντρωςθσ ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα 

οφρα και ςτο πλάςμα των αλόγων τα 750 μg mL-1 και 6,5 μg mL-1, αντίςτοιχα.36,226 Τα 

δείγματα αλόγων που υπερβαίνουν τα παραπάνω όρια χαρακτθρίηονται ωσ κετικά ςτουσ 

ελζγχουσ ντόπινγκ που διενεργοφν τα αρμόδια εργαςτιρια, κακϊσ υψθλότερεσ από το όριο 

αυτό ςυγκεντρϊςεισ μποροφν να αποδοκοφν μόνο ςε εξωγενι χοριγθςθ 

ακετυλοςαλικυλικοφ οξζοσ ι άλλων παραγϊγων του ςαλικυλικοφ οξζοσ. 
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Στθ βιβλιογραωία υπάρχουν αρκετζσ αναωορζσ που ςχετίηονται με το μεταβολιςμό των 

παραγϊγων του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα άλογα.227 Κατά τθ χοριγθςθ του 

ακετυλοςαλικυλικοφ οξζοσ, αυτό μεταβολίηεται ταχζωσ προσ ςαλικυλικό οξφ, το οποίο 

αποτελεί τον κφριο μεταβολίτθ ςτα οφρα. Το ακετυλοςαλικυλικό οξφ και ο υδροξυλιωμζνοσ 

μεταβολίτθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ γεντιςικό οξφ (gentisic acid) ζχει βρεκεί ότι 

εμωανίηονται ςτα οφρα των αλόγων ςε πολφ μικρό ποςοςτό (ςυγκεντρϊςεισ μικρότερεσ 

από το 5 % τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ), ςε αντίκεςθ με τον άνκρωπο, όπου ο 

ςυηευγμζνοσ μεταβολίτθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ με γλυκίνθ, το ςαλικυλουρικό οξφ 

(salicyluric acid), αντιπροςωπεφει περίπου το 64 % των προϊόντων απζκκριςθσ ςτα οφρα.228 

Σε άλλθ μελζτθ μεταβολιςμοφ που πραγματοποιικθκε με χοριγθςθ ραδιοϊςοτοπικά 

επιςθμαςμζνου ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε άλογα και πόνυ, διαπιςτϊκθκε ότι ςτα οφρα 

απεκκρίνεται περίπου το 98 % τθσ χορθγοφμενθσ δόςθσ . Σφμωωνα με τθ μελζτθ αυτι229 το 

ςαλικυλικό οξφ απεκκρίνεται κυρίωσ αμετάβλθτο (ποςοςτό 94,3 % τθσ απεκκρινόμενθσ 

δόςθσ), ενϊ ςε πολφ μικρό ποςοςτό ανιχνεφκθκαν προϊόντα μεταβολιςμοφ αυτοφ, με τθ 

μορωι ςαλικυλουρικοφ οξζοσ (salicyluric acid, 0,4 %), ςαλικυλ-ακυλο-γλυκουρονιδίου 

(salicyl-acyl-glucuronide, 0,1 %), ςαλικυλ-αικερο-γλυκουρονιδίου (salicyl-ether-glucuronide, 

2,2 %) και γεντιςικοφ οξζοσ (gentisic acid, 3,0 %) (Σχιμα 8.1).    

Στθ βιβλιογραωία ζχει δθμοςιευκεί ζνασ αρικμόσ εργαςιϊν που αναωζρονται ςε μεκόδουσ 

προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ οξζοσ (ςυχνά μαηί με τουσ μεταβολίτεσ του ι μαηί με άλλα 

μθ ςτεροειδι αντιωλεγμονϊδθ) ςε διάωορα μθτρικά υλικά (ανκρϊπινο πλάςμα, οφρα, 

ιςτοφσ, γάλα και ωυτικά είδθ). Οι αναλυτικζσ τεχνικζσ που ζχουν χρθςιμοποιθκεί για το 

ςκοπό αυτό περιλαμβάνουν τθν χριςθ υγροχρωματογραωίασ υψθλισ απόδοςθσ με 

ωαςματοωωτομετρικό ανιχνευτι230-234 (HPLC) και  το ςυνδυαςμό ωαςματομετρίασ μαηϊν με 

αεριοχρωματογραωία (GC/MS)235-237 ι υγροχρωματογραωία (LC/MS)238-246. Στισ αναωορζσ 

αυτζσ για τθν κατεργαςία των προσ ανάλυςθ δειγμάτων εωαρμόηονται διαδικαςίεσ όπωσ θ 

υγρό-υγρό εκχφλιςθ, θ εκχφλιςθ ςτερεάσ ωάςθσ και θ καταβφκιςθ πρωτεϊνϊν. Στον Ρίνακα 

8.1 που ακολουκεί παρατίκενται περιλθπτικά οριςμζνα αναλυτικά χαρακτθριςτικά των 

υγροχρωματογραωικϊν μεκόδων που ζχουν αναπτυχκεί για τον προςδιοριςμό του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ.  

Στθ βιβλιογραωία δεν υπάρχει κάποια αναωορά που να περιγράωει μια μεκοδολογία για 

τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν ανίχνευςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων με 

ςκοπό τθν εωαρμογι τθσ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ. Ζτςι, αντικείμενο τθσ παροφςασ εργαςίασ 

αποτζλεςε θ ανάπτυξθ, θ αξιολόγθςθ και θ επικφρωςθ μιασ απλισ, ταχείασ και αξιόπιςτθσ 

διαδικαςίασ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν ταυτοποίθςθ (επιβεβαίωςθ) του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων αγϊνων, με τθ χρθςιμοποίθςθ ενόσ ςφγχρονου 

αναλυτικοφ ςυςτιματοσ υγροχρωματογραωίασ υπερυψθλισ απόδοςθσ (Ultra High 

Performance Liquid Chtomatography, UHPLC) ςυνδυαςμζνο με ωαςματόμετρο μαηϊν 

τετραπολικοφ αναλυτι/αναλυτθ χρόνου πτιςθσ (Quadrupole/Time Of Flight Mass 

Spectrometer, QTOF-MS) (LC/QTOF-MS). Λαμβάνοντασ υπόψθ τθν υψθλι ευαιςκθςία του 

αναλυτικοφ ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS και τθν υψθλι ςυγκζντρωςθ ορίου που ζχει 

κακοριςτεί για το ςαλικυλικό οξφ ςτα οφρα (750 μg mL-1) εωαρμόςτθκε θ απλοφςτερθ 

πορεία κατεργαςίασ τθσ απευκείασ ζγχυςθσ αραιωμζνου δείγματοσ ςτο αναλυτικό ςφςτθμα 

(direct injection, “dilute and shoot”). 
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 Σχιμα 8.1: Βαςικζσ οδοί βιομετατροπισ του ςαλικυλικοφ οξζοσ 
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 Ρίνακασ 8.1: Χαρακτθριςτικά αναλυτικϊν μεκόδων υγροχρωματογραωίασ για τον προςδιοριςμό του ςαλικυλικοφ οξζοσ     

Αναφορά 

(Ζτοσ) Αναλφτεσ Μζκοδοσ 
Μθτρικό 
Υλικό 

Εςωτερικό  
Ρρότυπο 

Κατεργαςία 
Αναλ. 
Τεχνικι 

Χρωματογραφικι 
Στιλθ 

Κινθτι Φάςθ Ανιχνευτισ MS 

Kees 
(1996) 

ςαλικυλικό οξφ 
ακετυλοςαλικυλικό οξφ 

ποςοτικι πλάςμα μεκυλο-βενηοϊκό οξφ 
καταβφκιςθ 
πρωτεϊνϊν 

HPLC 
Novapack C18  
(150 x 3,9 mm, 4 μm) 

ACN/H2O (18/74) pH 2,5 
(ορκο-ωωςωορικό οξφ)  

- 

Bakar 
(1983) 

ακετυλοςαλικυλικό οξφ 
και μεταβολίτεσ

1 ποςοτικι πλάςμα, οφρα 
o-toluic acid (πλάςμα) 
o-anisic acid (οφρα) 

καταβφκιςθ 
πρωτεϊνϊν 

HPLC μBondapack 18 
H2O/MeOH/CH3COOH 
(64/35/1, v/v/v) 

- 

Peng 
(1978) 

ςαλικυλικό οξφ 
ακετυλοςαλικυλικό οξφ 
ςαλικυλουρικό οξφ 

ποςοτικι πλάςμα phthalic acid 
καταβφκιςθ 
πρωτεϊνϊν, 
LLE

2 
HPLC μBondapack 18 

ACN/H2O (30/70) pH 2,5 
(ορκο-ωωςωορικό οξφ)  

- 

O’Kruk 
(1984) 

ακετυλοςαλικυλικό οξφ 
και μεταβολίτεσ

1 ποςοτικι πλάςμα 
3,4,5-τριμεκοξυ-
βενηαλδεψδθ 

καταβφκιςθ 
πρωτεϊνϊν 

HPLC 
Alltech C8 
(250 x 4,6 mm, 10 μm) 

MeOH /H2O (35/65, v/v) 
pH 3,9 (KH2PO4) 

- 

Pirola 
(1998) 

ςαλικυλικό οξφ 
ακετυλοςαλικυλικό οξφ 

ποςοτικι 
δζρμα 
πλάςμα 

piroxicam (δερμα) 
phenobarbital 
(πλαςμα) 

καταβφκιςθ 
πρωτεϊνϊν, 
SPE

3 
HPLC 

LiChrospher 100 RP-18 
(250 x 4 mm, 5 μm)   

H2O/PB
4
 (pH 2,5)/ACN 

(35/40/25, v/v/v) 
- 

Croubel
s (2005) 

ςαλικυλικό οξφ και 
μεταβολίτεσ

5 ποςοτικι 
πλάςμα, ιςτοί 
πουλερικϊν 

phenoxyacetic acid LLE, SPE LC/MS 
Nucleosil 100-5 C18 
(125 mm × 3 mm ) 

MeOH /CH3COOH 0,1% 
(βακμιδωτθ ζκλουςθ) 

ESI (-) τριπλό 
τετράπολο 

Wang 
(2008) 

ςαλικυλικό οξφ, 
διπυριδαμόλθ 

ποςοτικι πλάςμα διαηεπάμθ LLE LC/MS 
Shimadzu VP-ODS-C18 
(150 × 2,0 mm, 5 μm) 

MeOH/ H2O (70/30 v/v) 
CH3COONH4 2mM pH4,2 

ESI (-),τετράπολο 
(SIM mode) 

Bae 
(2008) 

ςαλικυλικό οξφ 
ακετυλοςαλικυλικό οξφ 

ποςοτικι πλάςμα ςιμβαςτατίνθ 
καταβφκιςθ 
πρωτεινϊν 

LC/MS 
Luna C18 
(50 × 2,0 mm, 3 μm) 

ACN/H2O (80/20 v/v) 
0,1% HCOOH 

ESI (-) τριπλό 
τετράπολο 

Segarra 
(2006) 

ςαλικυλικό οξφ 
jasmonic acid 

ποςοτικι 
ωυτικά 
εκχυλίςματα 

- LLE LC/MS 
Supelco Discovery C18 
(150 × 2,1 mm, 5 μm) 

MeOH /CH3COOH 0,05% 
(βακμιδωτθ ζκλουςθ 

ESI (-) τριπλό 
τετράπολο 

Wilbert 
(1998) 

ςαλικυλικό οξφ 
jasmonic acid 

ποςοτικι 
ωυτικά 
εκχυλίςματα 

d4-ςαλικυλικό οξφ 
dihydrojasmonic acid 

LLE LC/MS 
(“home-made” 
τριχοειδισ ςτιλθ) 

MeOH /H2O, 1% NH3- 
5 mM CH3COONH4  

ESI (-) τριπλό 
τετράπολο 

Pirker 
(2004) 

ςαλικυλικό, γεντιςικό, 
ςαλικυλουρικό οξφ 

ποςοτικι πλάςμα p-toluic acid SPE LC/MS 
Prontosil  C18-AQ 
(250 × 2,0 mm, 5 μm) 

ACN/CH3COOH 0,24% 
(βακμιδωτθ ζκλουςθ) 

ESI (-) τριπλό 
τετράπολο 
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Αναφορά 

(Ζτοσ) Αναλφτεσ Μζκοδοσ 
Μθτρικό 
Υλικό 

Εςωτερικό  
Ρρότυπο 

Κατεργαςία 
Αναλ. 
Τεχνικι 

Χρωματογραφικι 
Στιλθ 

Κινθτι Φάςθ Ανιχνευτισ MS 

Vinci 
(2006) 

ςαλικυλικό οξφ κ.α 
ΜΣΑΦ

6
 (14 ςυνολικά) 

ποςοτικι 
ορόσ, πλάςμα 
ηϊων

7 - 
καταβφκιςθ 
πρωτεινϊν, 
SPE 

LC/MS 
Synergi RP 
(250 × 3,0 mm, 4 μm) 

ACN/H2O, 0,1% HCOOH 
(βακμιδωτι ζκλουςθ) 

ESI (-),(+) τριπλό 
τετράπολο 

Gallo 
(2008) 

ςαλικυλικό οξφ κ.α 
ΜΣΑΦ

6
 (15 ςυνολικά) 

ποιοτικι 
γάλα 
βοοειδϊν 

- 
καταβφκιςθ 
πρωτεινϊν, 
SPE 

LC/MS 
Synergi RP 
(250 × 3,0 mm, 4 μm) 

ACN/H2O, 0,1% HCOOH 
(βακμιδωτι ζκλουςθ) 

ESI (-),(+) τριπλό 
τετράπολο 

Van 
Hoof 
(2004) 

ςαλικυλικό οξφ κ.α 
ΜΣΑΦ

6
 (6 ςυνολικά) 

ποιοτικι 
μυικόσ ιςτόσ 
βοοειδϊν 

δεςοξυμεκαηόνθ 
καταβφκιςθ 
πρωτεινϊν, 
SPE 

LC/MS 
Alltima HP C18 
(150 × 2.1 mm, 5 μm) 

ACN/H2O,0,1%CH3COOH 
(βακμιδωτι ζκλουςθ) 

ESI (-),(+) παγίδα 
ιόντων 

 

1
ςαλικυλικό οξφ, ςαλικυλουρικό οξφ και γεντιςικό οξφ  

2
LLE: υγρό-υγρό εκχφλιςθ (liquid-liquid extraction)  

3
SPE: εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ (sold phase extraction) 

4
PB: ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικϊν (phosphate buffer)      

5
γεντιςικό οξφ, ςαλικυλουρικό οξφ, προιόν διπλισ ςφηευξθσ με ορνικίνθ   

 
6
ΜΣΑΦ: μθ ςτεροειδι αντιφλεγμονϊδθ φάρμακα       

7
βοοειδϊν, γουρουνιϊν, κουνελιϊν, αλόγων 
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8.2 ΕΣΩΤΕΙΚΟ ΡΟΤΥΡΟ 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, θ παρουςία εςωτερικοφ προτφπου κακίςταται αναγκαία κατά 

τθν ανάλυςθ ουςιϊν ςε βιολογικά δείγματα, προκειμζνου να αντιςτακμιςτοφν απϊλειεσ 

κατά το ςτάδιο τθσ προκατεργαςίασ, ςωάλματα κατά τον ιοντιςμό και τθν αναλυτικι 

μζτρθςθ και γενικά για να εξαςωαλιςτεί θ κατά το δυνατό πιο αξιόπιςτθ ποςοτικοποίθςθ 

των προςδιοριηόμενων ουςιϊν. Το εςωτερικό πρότυπο προςτίκεται ςε γνωςτι 

ςυγκζντρωςθ, τόςο ςτα προσ ανάλυςθ δείγματα, όςο και ςτα πρότυπα δείγματα 

βακμονόμθςθσ και δείγματα ελζγχου. Για τον προςδιοριςμό του ςαλικυλικοφ οξζοσ 

χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικό πρότυπο θ ουςία 4-μεκυλοςαλικυλικό οξφ, θ οποία 

επιλζχκθκε γιατί εμωανίηει παρόμοια δομικά και ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά με τον 

αναλφτθ. 

 

 
4-Methylsalicylic acid 

(2-hydroxy-4-methyl-benzoic acid) 
Μοριακόσ Τφποσ: C8H8O3 
Μοριακι Μάηα: 152,0473 

Σχιμα 8.2: Χθμικι δομι 4-μεκυλοςαλικυλικοφ οξζοσ 

 

8.3. ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΑΣ 

Οι πρότυπεσ ουςίεσ ςαλικυλικό οξφ (κακαρότθτα 99,5 %), 3-υδροξυβενηοϊκό οξφ 

(κακαρότθτα 98,0 %), 4-υδροξυβενηοϊκό οξφ (κακαρότθτα 99,0 %) και το εςωτερικό 

πρότυπο 4-μεκυλοςαλικυλικό οξφ (κακαρότθτα 99,0 %), ελιωκθςαν από τθ Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). 

 

8.4. ΣΥΝΘΘΚΕΣ ΛΕΙΤΟΥΓΙΑΣ ΣΥΣΤΘΜΑΤΟΣ LC/QTOF-MS 

8.4.1. Επιλογό-Βελτιςτοπούηςη ςυνθηκών λειτουργύασ φαςματομϋτρου μαζών 

Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε ωαςματόμετρο μαηϊν τθσ εταιρείασ Agilent, το 

οποίο διζκετε τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με αναλυτι χρόνου πτιςθσ 

ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ και ορκογϊνιασ διάταξθσ πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμο. Το 

ςαλικυλικό οξφ και το μεκυλιωμζνο παράγωγό του που χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικό 

πρότυπο ωζρουν καρβοξυλικι ομάδα και για τθν ανίχνευςθ των ιόντων τουσ εωαρμόςτθκε 

αρνθτικόσ θλεκτροψεκαςμόσ (ESI-) όπωσ ιςχφει και ςε όλεσ τισ βιβλιογραωικζσ μεκόδουσ 
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ανίχνευςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ με τθν τεχνικι LC/MS. Ο ανιχνευτισ των ιόντων 

ρυκμίςτθκε να λειτουργεί με ςυχνότθτα 2 GHz, θ οποία προςδίδει ςτο ςφςτθμα το βζλτιςτο 

δυναμικό εφροσ λειτουργίασ. Θ κερμοκραςία και θ ταχφτθτα ροισ του αερίου αηϊτου ςτθν 

πθγι ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςτουσ 330 οC και 10 L min-1, αντίςτοιχα και θ πίεςθ του αερίου 

νεωελοποίθςθσ (αερίου αηϊτου) ςτθν τιμι 40 psi. Τα δυναμικό κραυςματοποίθςθσ τθσ 

πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor voltage) και το δυναμικό του τριχοειδοφσ (capillary voltage) 

αποτζλεςαν παραμζτρουσ που βελτιςτοποιικθκαν με τθ διαδικαςία ανάλυςθσ FIA (Flow 

Injection Analysis), δθλαδι ανάλυςθ με τθ ςυμμετοχι του αυτόματου δειγματολιπτθ και 

τθσ χρωματογραωικισ αντλίασ, αλλα απουςία χρωματογραωικισ ςτιλθσ. Για τισ μελζτεσ 

βελτιςτοποίθςθσ χρθςιμοποιικθκαν διαλφματα του ςαλικυλικοφ οξζοσ και του εςωτερικοφ 

προτφπου ςε κινθτι ωάςθ ςυγκζντρωςθσ 1,0 μg mL-1.  Με ςτόχο τθν επίτευξθ τθσ μζγιςτθσ 

δυνατισ ευαιςκθςίασ το δυναμικό fragmentor voltage ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 130 V, όπου 

παρατθρικθκε θ μζγιςτθ αωκονία των αποπρωτονιωμζνων ιόντων του ςαλικυλικοφ οξζοσ 

(*Μ-Θ+-) με τιμι m/z 137,0244. Το δυναμικό του τριχοειδοφσ (capillary voltage), το οποίο 

διαπιςτϊκθκε ότι επθρεάηει ςε μικρότερο βακμό τθν ζνταςθ του παραγόμενου ςιματοσ 

ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 3500 V. Πλεσ οι επιπλζον παράμετροι λειτουργίασ του 

ωαςματομζτρου μαηϊν (δυναμικά εξαπόλου, ωακϊν, αναλυτι χρόνου πτιςθσ, ανιχνευτι 

ιόντων) ρυκμίηονταν και βελτιςτοποιοφνταν ςτο ςφνολό τουσ από τουσ από τθ διαδικαςία 

tuning του ςυςτιματοσ που ζχει περιγραωεί ςτο κεωάλαιο 4. Για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό του ςαλικυλικοφ οξζοσ επιλζχκθκε θ λειτουργία του ςυςτιματοσ QTOF-MS 

ςε κατάςταςθ πλιρουσ ςάρωςθσ (MS mode) δθλαδι ςα να επρόκειτο για ςφςτθμα TOF-MS. 

Το εφροσ ςάρωςθσ των ανιχνευόμενων τιμϊν m/z ρυκμίςτθκε ςε 80 – 1100 και θ ταχφτθτα 

ςάρωςθσ ιταν 1 scan sec-1. Για τθν επιβεβαίωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ, όπου όπωσ ζχει 

ιδθ αναωερκεί, απαιτοφνται τουλάχιςτον 3 διαγνωςτικά ιόντα ικανοποιθτικισ ζνταςθσ (με 

αναλογία μεγαλφτερθ από 5 % ςε ςχζςθ με τθν ζνταςθ του κφρια ςχθματιηόμενου ιόντοσ) 

επιλζχκθκε λειτουργία “targeted MS/MS” του ςυςτιματοσ QTOF-MS, κατά τθν οποία 

λαμβάνει χϊρα εναλλάξ διαδικαςία λιψθσ ωαςμάτων ςάρωςθσ των κυγατρικϊν ιόντων, τα 

οποία ςχθματίηονται μετά από απομόνωςθ μθτρικϊν ιόντων προεπιλεγμζνων τιμϊν m/z 

ςτον τετραπολικό αναλυτι και κραυςματοποίθςι τουσ ςτο κάλαμο ςυγκροφςεων με τθ 

βοικεια αερίου αηϊτου (MS/MS spectra) και ωαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ χωρίσ 

κραυςματοποίθςθ (MS spectra). Οι παράμετροι που αωοροφν το εφροσ μαηϊν ςάρωςθσ και 

τθν ταχφτθτα ςάρωςθσ ρυκμίηονται ςτθν περίπτωςθ αυτι ξεχωριςτά για κάκε μια  

διαδικαςία. Ζτςι, για τθ διαδικαςία MS το εφροσ ςάρωςθσ τιμϊν m/z  ρυκμίςτθκε ςε 80 – 

1100 με ταχφτθτα ςάρωςθσ 3 scan sec-1, ενϊ για τθ διαδικαςία MS/MS οι αντίςτοιχεσ τιμζσ 

ιταν για το εφροσ 30-200 (m/z) και τθν ταχφτθτα 2 scan sec-1. Ωσ πρόδρομο ιόν επιλζχκθκε 

το αποπρωτονιωμζνο μοριακό ιόν του ςαλικυλικοφ οξζοσ και πραγματοποιικθκαν 

διαδοχικζσ αναλφςεισ FIA για τθν εφρεςθ του κατάλλθλου δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ 

(collision energy, CE), το οποίο τελικά ρυκμίςτθκε ςτθν  τιμι 30 V. Υπό τισ ςυνκικεσ αυτζσ 

το αποπρωτονιωμζνο μοριακό ιόν του ςαλικυλικοφ οξζοσ (m/z 137,0244) με απϊλεια ενόσ 

μορίου διοξειδίου του άνκρακα ςχθματιηει το κυγατρικό ιόν με τιμι m/z 93,0346, από το 

οποίο με περαιτζρω απϊλεια ενόσ μορίου μονοξειδίου του άνκρακα προκφπτει το ιόν με 

τιμι m/z 65,0397 (Σχιμα 8.3). Τα κυγατρικά αυτά ιόντα μαηί με το αποπρωτονιωμζνο 

μθτρικό ιόν χρθςιμοποιικθκαν ωσ διαγνωςτικά ιόντα του ςαλικυλικοφ οξζοσ κατά τον 

ζλεγχο επιβεβαίωςθσ, ενϊ ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ πραγματοποιικθκε με διαδικαςία 
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πλιρουσ ςάρωςθσ λαμβάνοντασ υπόψθ τθν επιωάνεια τθσ χρωματογραωικισ κορυωισ του 

ιόντοσ με τιμι m/z 137,0244 για το ςαλικυλικό οξφ και του ιόντοσ με τιμι m/z 151,0401, για 

το εςωτερικό πρότυπο. Στα ςχιματα που ακολουκοφν παρουςιάηονται το ωάςμα μαηϊν 

πλιρουσ ςάρωςθσ (Σχιμα 8.4.α) και το ωάςμα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ (8.4.β), κακϊσ και το ωάςμα ςάρωςθσ του εςωτερικοφ προτφπου (Σχιμα 

8.5), όπωσ αυτά ελιωκθςαν μετά από τθν ανάλυςθ δείγματοσ οφρων  αλόγου 

εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ ςε ςυγκζντρωςθ 7,5 μg mL-1 (ςυγκζντρωςθ που αντιςτοιχεί 

ςτθ ςυγκζντρωςθ ορίου) υπό τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS 

(targeted MS/MS). 

COO

OH O

-CO2 -CO

m/z 137. 0244 m/z 93.0346 m/z 65.0397

Σχιμα 8.3: Πορεία κραυςματοποίθςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ κατά τον αρνθτικό ιοντιςμό με μθχανιςμό 

θλεκτροψεκαςμοφ (ESI-) και κάτω από ςταδιακά αυξανόμενεσ τιμζσ του δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ 

(collision energy) του ςυςτθματοσ QTOF-MS.  

 

 
Σχιμα 8.4: Φάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ (full scan spectrum, A) και φάςμα ςάρωςθσ κυγατρικϊν 

ιόντων (product ion scan spectrum, B) του ςαλικυλικοφ οξζοσ που ελιφκθςαν μετά από ανάλυςθ 

LC/QTOF-MS/MS ανάλυςθ πρότυπου εμβολιαςμζνου δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 7,5 μg mL-1 υπό τισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ. 
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Σχιμα 8.5: Φάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ (full scan spectrum) του εςωτερικοφ προτφπου μετά από 

ανάλυςθ πρότυπου εμβολιαςμζνου δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 7,5 μg mL
-1

 υπό τισ βζλτιςτεσ 

ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS. 

 

8.4.2. Τγροχρωματογραφικϋσ ςυνθόκεσ 

Το ςφςτθμα LC/QTOF-MS διζκετε υγροχρωματογραωικό ςφςτθμα υπερυψθλισ απόδοςθσ 

(UHPLC) τθσ εταιρείασ Agilent Technologies. Θ αναλυτικι ςτιλθ που χρθςιμοποιικθκε για 

το διαχωριςμό του ςαλικυλικοφ οξζοσ και του εςωτερικοφ προτφπου από τα ςυςτατικά του 

μθτρικοφ υλικοφ ιταν θ Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent Technologies) μικουσ 10 cm, 

εςωτερικισ διαμζτρου 2,1 mm και διαμζτρου ςωματιδίων 1,8 μm. Θ κερμοκραςία τθσ 

ςτιλθσ ρυκμίςτθκε ςτουσ 35 οC. Το ςφςτθμα διζκετε κερμοςτατοφμενο αυτόματο 

δειγματολιπτθ, θ κερμοκραςία του οποίου ρυκμίςτθκε ςτουσ 5 οC. Το ςαλικυλικό οξφ 

αποτελεί ιδιαίτερα πολικό μόριο και για να επιτευχκεί ικανοποιθτικι ςυγκράτθςθ αυτοφ 

ςτθ ςτιλθ, δοκιμάςτθκαν ποικίλεσ κινθτζσ ωάςεισ που διζωεραν ωσ προσ τθν αναλογία 

ακετονιτριλίου (οργανικοφ τροποποιθτι) και νεροφ, ενϊ παράλλθλα δοκιμάςτθκαν 

διαωορετικοί όξινοι τροποποιθτζσ (μυρμθκικό οξφ, οξικό οξφ, μυρμθκικό αμμϊνιο και οξικό 

αμμϊνιο) προκειμζνου να βρεκεί θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ ωάςθσ που επιτυγχάνει 

ταυτόχρονα ικανοποιθτικι χρωματογραωικι ςυμπεριωορά (ςυγκράτθςθ και ςχιμα 

κορυωισ) και μεγαλφτερθ ζνταςθ ςιματοσ για το ςαλικυλικό οξφ. Θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ 

ωάςθσ που επιλζχκθκε ιταν μίγμα ακετονιτριλίου νεροφ ςε αναλογία 60/40 (v/v) που 

περιείχε οξικό οξφ ςε αναλογία 0,1% (v/v) (4.4.2.29) και παρζμενε ςτακερι ςε όλθ τθ 

διάρκεια τθσ ανάλυςθσ. Θ ταχφτθτα ροισ ιταν 0,3 mL min-1. Ο ςυνολικόσ χρόνοσ ανάλυςθσ 

ιταν 2 min και ο ενιζμενοσ όγκοσ δείγματοσ 5 μL. Υπό τισ παραπάνω χρωματογραωικζσ 

ςυνκικεσ οι χρόνοι ζκλουςθσ για το ςαλικυλικό οξφ και το 4-μεκυλοςαλικυλικό οξφ ιταν 

1,23 min και 1,32 min, αντίςτοιχα. Οι ουςίεσ 3-υδροξυβενηοϊκό οξφ και 4-υδροξυβενηοϊκό 
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οξφ που μελετικθκαν κατά τον ζλεγχο ειδικότθτασ κακϊσ αποτελοφν ιςομοριακζσ ουςίεσ 

με το ςαλικυλικό οξφ (και ιονίηονται με αντίςτοιχο τρόπο προσ το ιόν με τιμι m/z 137,0244) 

διαπιςτϊκθκε ότι διαχωρίηονται χρωματογραωικά από αυτό κακϊσ εκλοφονταν ςε χρόνουσ 

0,89 min και 0,93 min, αντίςτοιχα. Στο Σχιμα 8.6 παρουςιάηονται τα ιοντικά 

χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ ενόσ λευκοφ δείγματοσ οφρων και 

ενόσ δείγματοσ οφρων αλόγου εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ ςε ςυγκζντρωςθ 7,5 μg mL-1 

υπό τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS (ανάλυςθ ‘targeted MS/MS 

mode’). 

 

8.5. ΡΟΤΥΡΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ ΚΑΙ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Ραραςκευάςτθκαν δφο πρότυπα διαλφματα παρακατακικθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ (ΔΡ1, 

ΔΡ2), από τα οποία το πρϊτο χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι του διαλφματοσ 

εργαςίασ των δειγμάτων των καμπυλϊν βακμονόμθςθσ και το δεφτερο για τθν παραςκευι 

του διαλφματοσ εργαςίασ των δειγμάτων ελζγχου. Κακζνα από τα διαλφματα 

παρακατακικθσ παραςκευάςτθκε με ηφγιςθ ςτερεισ πρότυπθσ ουςίασ ςε αναλυτικό ηυγό 

ακρίβειασ τεςςάρων δεκαδικϊν ψθωίων μζςα ςε βακμονομθμζνθ ογκομετρικι ωιάλθ και 

ακόλουκθ αραίωςθ με μεκανόλθ μζχρι χαραγισ. Για τθν καλφτερθ διάλυςθ τθσ ουςίασ τα 

διαλφματα τοποκετικθκαν για πζντε λεπτά ςε λουτρό υπεριχων. Με ανάλογο τρόπο 

παραςκευάςτθκε πρότυπο μεκανολικό διάλυμα παρακατακικθσ του εςωτερικοφ προτφπου 

ςυγκζντρωςθσ 4,0 mg mL-1. Ακολοφκθςε μεταωορά όλων των διαλυμάτων ςε 

ςκοτεινόχρωμα ωιαλίδια (vials), τα οποία αποκθκεφτθκαν ςτο ςκοτάδι και ςε κερμοκραςία 

-20 οC. 

Λαμβάνοντασ κατάλλθλουσ όγκουσ  από τα διαλφματα παρακατακικθσ και αραιϊνοντασ με 

το μίγμα διαλυτϊν τθσ κινθτισ ωάςθσ (ακετονιτρίλιο/νερό 60/40, 0,1% οξικό οξφ, 4.4.2.29) 

ςε βακμονομθμζνεσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ παραςκευάςτθκαν τα διαλφματα εργαςίασ του 

αναλφτθ ςυγκζντρωςθσ 100 μg mL-1. Το διάλυμα εργαςίασ του εςωτερικοφ προτφπου 

παραςκευάςτθκε με αντίςτοιχο τρόπο ςε ςυγκζντρωςθ 100 μg mL-1. Πλα τα πρότυπα 

διαλφματα εργαςίασ παραςκευάηονταν ωρζςκα κάκε εργαςτθριακι θμζρα και δεν 

αποκθκεφονταν. 

Στο Ραράρτθμα 18 ωαίνονται οι ςυγκεντρϊςεισ των προτφπων διαλυμάτων παρακατακικθσ 

και εργαςίασ και οι απαιτοφμενοι όγκοι διαλυμάτων για τθν παραςκευι τουσ. 

 

8.6. ΡΟΕΙΑ ΚΑΤΕΓΑΣΙΑΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

Λαμβάνονται με ακρίβεια 100 μL από το φποπτο δείγμα και αραιϊνονται με κινθτι ωάςθ ςε 

ογκομετρικι ωιάλθ όγκου 10 mL (παράγοντασ αραίωςθσ 100) και 1000 μL από το 

αραίωμζνο δείγμα οφρων  μεταγγίηονται ακολοφκωσ ςε ψθλοφσ υάλινουσ ςωλινεσ. 

Ακολουκεί προςκικθ 80μL διαλφματοσ εργαςίασ του εςωτερικοφ προτφπου (4-

μεκυλοςαλικυλικό οξφ 200 μg mL-1) και προςκικθ επιπλζον 8 mL του διαλφτθ αραίωςθσ 

(κινθτι ωάςθ). Ακολουκεί καλι ανάδευςθ (vortex) και μετάγγιςθ μζρουσ του προσ ανάλυςθ 

μίγματοσ ςε υάλινα ωιαλίδια του αυτόματου δειγματολιπτθ (vials). 
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Σχιμα 8.6: Χρωματογραφιματα LC/QTOF-MS των διαγνωςτικϊν ιόντων του ςαλικυλικοφ οξζοσ και του εςωτερικοφ προτφπου που ελιφκθςαν μετά από 

ανάλυςθ λευκοφ δείγματοσ οφρων αλόγου και εμβολιαςμζνου δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 7,5 μg mL-1. 
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8.7. ΡΑΑΣΚΕΥΘ ΡΟΤΥΡΩΝ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

Κατά τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν πρότυπα δείγματα 

καμπφλθσ βακμονόμθςθσ και δείγματα ελζγχου ςε οφρα αλόγου εμβολιαςμζνα με τον 

αναλφτθ. Για το ςκοπό αυτό επιλζχκθκαν και χρθςιμοποιικθκαν δείγματα οφρων 

διαωορετικϊν αλόγων (αρςενικά, κθλυκά και εκτομίεσ), τα οποία κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ 

του Εργαςτθρίου με τθν τεχνικι GC/MS παρουςίαςαν πολφ χαμθλι ςυγκζντρωςθ 

ςαλικυλικοφ οξζοσ. Ραραςκευάςτθκε ζτςι ζνα μίγμα από τα παραπάνω δείγματα (pooled 

urine), το οποίο χρθςιμοποιικθκε ςε όλα τα πειράματα αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου. Ππωσ 

περιγράωθκε ςτθν προθγοφμενθ παράγραωο, λόγω τθσ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ ορίου που 

ζχει κακοριςτεί για το ςαλικυλικό οξφ πρϊτο ςτάδιο ςτθν κατεργαςία των φποπτων 

δειγμάτων αποτελεί θ αραίωςι τουσ με κινθτι ωάςθ ςε αναλογία 1/100. Αντίςτοιχα, κατά 

τθν παραςκευι των εμβολιαςμζνων προτφπων δειγμάτων προθγικθκε θ ανάλογθ αραίωςθ 

των προσ εμβολιαςμό οφρων. Συγκεκριμζνα, κάκε εργαςτθριακι θμζρα ελιωκθςαν 500 μL 

λευκοφ δείγματοσ (pooled urine) και αραιϊκθκαν με τθν κινθτι ωάςθ ςε ογκομετρικι 

ωιάλθ των 50 mL. Τα πρότυπα δείγματα τθσ καμπφλθσ αναωοράσ (standard calibration 

samples, STD) παραςκευάςτθκαν ςε επτά επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (2,5, 5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 

40,0 και 50,0 μg mL-1) με εμβολιαςμό κατάλλθλου όγκου διαλφματοσ εργαςίασ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε 1 mL αραιωμζνου λευκοφ δείγματοσ οφρων, προςκικθ 80 μL 

διαλφματοσ εργαςίασ του εςωτερικοφ προτφπου και ακόλουκθ αραίωςθ με τον κατάλλθλο 

όγκο κινθτισ ωάςθσ (τελικόσ όγκοσ δείγματοσ 9,08 mL). Τα πρότυπα δείγματα ελζγχου 

(quality control samples, QC) παραςκευάςτθκαν με αντίςτοιχο τρόπο ςε τζςςερα επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ χρθςιμοποιϊντασ ξεχωριςτό διάλυμα εργαςίασ του αναλφτθ και οι τιμζσ 

τουσ κακορίςτθκαν ωσ εξισ: θ κατϊτερθ ςυγκζντρωςθ είναι παραπλιςια με το πρϊτο 

ςθμείο τθσ καμπφλθσ αναωοράσ που αντιςτοιχεί ςτο κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ 

(Lowest Limit Of Quantification, LLOQ), το δεφτερο επίπεδο ςυγκζντρωςθσ αντιςτοιχεί ςτο 

όριο που ζχει κακοριςτεί από τον AORC για το ςαλικυλικό οξφ, το τρίτο επίπεδο αντιςτοιχεί 

περίπου ςτο μζςο τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και το τζταρτο επίπεδο αντιςτοιχεί ςτο 90% του 

τελευταίου ςθμείου τθσ καμπφλθσ και καλείται ανϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ (Upper 

Limit Of Quantification, ULOQ). Ριο ςυγκεκριμζνα, οι ςυγκεντρϊςεισ του ςαλικυλικοφ οξζοσ 

ςτα δείγματα ελζγχου ιταν 3,0, 7,5, 25,0 και 45,0 μg mL-1.    

Στο Ραράρτθμα 19 παρουςιάηεται αναλυτικά ο τρόποσ παραςκευισ των εμβολιαςμζνων 

δειγμάτων τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και των δειγμάτων ελζγχου. 
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8.8. ΑΞΙΟΛΟΓΘΣΘ ΜΕΘΟΔΟΥ ΡΟΣΟΤΙΚΟΥ ΡΟΣΔΙΟΙΣΜΟΥ ΤΟΥ 

ΣΑΛΙΚΥΛΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΕ ΟΥΑ ΑΛΟΓΩΝ 

8.8.1. Έλεγχοσ γραμμικϐτητασ – Καμπϑλεσ αναφορϊσ 

8.8.1.1. Θεωρθτικό Υπόβακρο156,188 

Θ εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων ςε ζναν ποςοτικό προςδιοριςμό προχποκζτει τθν 

χρθςιμοποίθςθ μιασ ορκισ καμπφλθσ αναωοράσ, θ οποία εκωράηεται από ςυγκεκριμζνθ 

εξίςωςθ ςυμμεταβολισ, μζςω τθσ οποίασ κακορίηεται θ ςχζςθ μεταξφ τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ και τθσ αναλυτικισ απόκριςθσ. Στθν απλοφςτερθ περίπτωςθ 

θ εξίςωςθ παλινδρόμθςθσ αποτελεί μια γραμμικι εξίςωςθ τθσ μορωισ y = α + bx που ιςχφει 

για μια δυναμικά ευρεία περιοχι ςυγκεντρϊςεων (γραμμικι περιοχι), όπου: y θ απόκριςθ 

του αναλφτθ (ι θ ςχετικι απόκριςθ του αναλφτθ ωσ προσ τθν απόκριςθ του εςωτερικοφ 

προτφπου), x θ ςυγκζντρωςθ του αναλφτθ, α θ τομι ςτον άξονα των y και b θ κλίςθ τθσ 

καμπφλθσ αναωοράσ. 

Σε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ, παρατθροφνται αποκλίςεισ από το απλό γραμμικό μοντζλο 

παλινδρόμθςθσ, όπωσ όταν το μελετοφμενο εφροσ ςυγκεντρϊςεων είναι ιδιαίτερα μεγάλο, 

οπότε κρίνεται αναγκαία θ χριςθ πολυπλοκότερων μακθματικϊν μοντζλων για τθν ορκι 

προςαρμογι και απόδοςθ τθσ ςχζςθσ απόκριςθσ – ςυγκζντρωςθσ. Ρροκειμζνου να 

διευρευνθκεί αν το απλό γραμμικό μοντζλο είναι επαρκζσ, απαιτείται ζλεγχοσ 

ομοςκεδαςτικότθτασ με μελζτθ του διαγραμματοσ των υπολοίπων. Με τον όρο υπόλοιπο 

εννοείται θ διαωορά ανάμενα ςτθ μετροφμενθ απόκριςθ (πειραματικι απόκριςθ, Yπειραμ) 

και ςτθν απόκριςθ που υπολογίηεται από τθν εξίςωςθ παλινδρόμθςθσ (εκτιμϊμενθ 

απόκριςθ, Υεκτιμ). Πταν τα υπόλοιπα ζχουν τθν ίδια διαςπορά ςε όλα τα ςθμεία τθσ 

καμπφλθσ αναωοράσ τότε χαρακτθρίηονται από ομοςκεδαςτικότθτα. Ραράλλθλα με τον 

ζλεγχο ςτα διαγράμματα υπολοίπων για τον ζλεγχο του ωαινομζνου μπορεί να εωαρμοςτεί 

θ δοκιμαςία F (F-test) υπολογίηοντασ το λόγο τθσ διακφμανςθσ των αποκρίςεων του 

υψθλότερθσ ςυγκζντρωςθσ ςθμείου τθσ καμπφλθσ αναωοράσ (ULOQ)  προσ αυτι του 

χαμθλότερθσ ςυγκζντρωςθσ ςθμείου (LLOQ) που εκωράηει τθν πειραματικι τιμι F (Fπειρ) και 

ςυγκρίνοντάσ τθ με τθ κεωρθτικι τιμι F (Fκεωρ) (για f1 = f2= (N-1) βακμοφσ ελευκερίασ (Ν: 

αρικμόσ πειραματικϊν μετριςεων για κάκε ςθμείο). 

Σε περίπτωςθ που διαπιςτωκεί θ μθ φπαρξθ ομοςκεδαςτικότθτασ (Fπειρ > Fκεωρ) 

χρθςιμοποιείται θ ηυγιςμζνθ παλινδρόμθςθ ελαχίςτων τετραγϊνων (weighted least squares 

regression), όπου με τθν ειςαγωγι ενόσ ςυντελεςτι βαρφτθτασ (wi) επιδιϊκεται να 

ελαχιςτοποιθκεί το άκροιςμα των τετραγϊνων των ηυγιςμζνων υπολοίπων (Sum of 

Squares, SS), το οποίο δίνεται από τθ ςχζςθ: 

 

                                                                         
                                                  [8.1] 

 

Πλεσ οι εξιςϊςεισ για τον υπολογιςμό των παραμζτρων α και b, κακϊσ και του ςυντελεςτι 

ςυςχετίςεωσ r  τροποποιοφνται για να εμπεριζχουν το ςυντελεςτι βαρφτθτασ: 

  

   
   

              

    
       

                                          
     

                    

        
         

                       [8.2] 
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                         [8.3] 

 

                 

      
       

 
      

       
 
 

                                       

          
         

 
          

         
 
 

   [8.4] 

 

Ωσ καταλλθλότεροσ ςυντελεςτισ βαρφτθτασ wi χρθςιμοποιείται το πθλίκο    
 
  
     , όπου 

ςi, θ διακφμανςθ τθσ απόκριςθσ κάκε ςθμείου τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ. Επειδι θ 

χριςθ αυτοφ του παράγοντα απαιτεί πολλοφσ υπολογιςμοφσ, ςυνικωσ για τθν εφρεςθ του 

καταλλθλότερου παράγοντα ηφγιςθσ δοκιμάηονται άλλοι παράγοντεσ που βαςίηονται ςτισ 

παραμζτρουσ x (ςυγκζντρωςθ) και y (απόκριςθ), από τουσ οποίουσ οι πλζον ςυνικεισ είναι 

οι λόγοι 1/x, 1/x2, 1/y και 1/y2. Ωσ κριτιριο για τθν επιλογι του καταλλθλότερου παράγοντα 

ηφγιςθσ χρθςιμοποιείται το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα (% Relative Error, % Εr) τθσ 

πειραματικά υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ από τθν εξίςωςθ παλινδρόμθςθσ 

εωαρμόηοντασ τον κακζνα παράγοντα ηφγιςθσ wi (Cυπολ) ςε ςχζςθ με τθν κεωρθτικι 

ςυγκζντρωςθ (Cκεωρ). Για κάκε παράγοντα ηφγιςθσ αξιολογείται το διάγραμμα απεικόνιςθσ 

του ςχετικοφ ςωάλματοσ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ κακϊσ και το ολικό άκροιςμα των 

απολφτων τιμϊν ςχετικοφ ςωάλματοσ (Σ%Εr) και επιλζγεται ο ςυντελεςτισ ςτατιςτικοφ 

βάρουσ wi με τον οποίο παρατθρείται μικρότερθ κατανομι ςωαλμάτων % Εr γφρω από τον 

άξονα τθσ ςυγκζντρωςθσ και μικρότερθ τιμι ακροίςματοσ Σ%Εr ςε όλο το εφροσ των 

ςυγκεντρϊςεων.  

                                                                
           

     
                                                [8.5]  

  

 8.8.1.2. Ζλεγχοσ ομοςκεδαςτικότθτασ 

Κατά τθν αξιολόγθςθ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν 

καμπφλεσ αναωοράσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε ζξι διαωορετικζσ εργαςτθριακζσ θμζρεσ. 

Κάκε καμπφλθ αποτελείτο από επτά μθ μθδενικά πρότυπα με εφροσ ςυγκεντρϊςεων για το 

ςαλικυλικό οξφ από 2,5 - 50 μg mL-1, ενϊ παράλλθλα αναλφκθκε και ζνα λευκό δείγμα. 

Κάκε πρότυπο παραςκευάςτθκε και αναλφκθκε εισ διπλοφν (ςυνολικά 4 μετριςεισ ανά 

ςθμείο τθσ καμπφλθσ). Ωσ απόκριςθ λαμβάνεται ο λόγοσ τθσ επιωάνειασ τθσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ του ςαλικυλικοφ οξζοσ προσ τθν επιωάνεια τθσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ του εςωτερικοφ προτφπου (4-μεκυλοςαλικυλικό οξφ).  

Αρχικά, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ φπαρξθσ ομοςκεδαςτικότθτασ για τα πρότυπα 

δείγματα τθσ καμπφλθσ αναωοράσ λαμβάνοντασ υπόψθ τα αποτελζςματα τθσ πρϊτθσ 

ςειράσ αναλυτικϊν δεδομζνων. Για το ςκοπό αυτό, καταςκευάςτθκε το διάγραμμα των 

υπολοίπων των αποκρίςεων ςυναρτιςει των επιπζδων ςυγκζντρωςθσ τθσ καμπφλθσ 

αναωοράσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ για το μθ ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο (Σχιμα 8.7). 

Επιπρόςκετα, για τθν επιβεβαίωςθ πικανισ ετεροςκεδαςτικότθτασ ςυγκρίκθκαν οι 

διακυμάνςεισ των υπολοίπων που αντιςτοιχοφν ςτο χαμθλότερο και ςτο υψθλότερο 

επίπεδο ςυγκζντρωςθσ με εωαρμογι δοκιμισ F-test (Ρίνακασ 8.2). Ο λόγοσ των 

διακυμάνςεων του τελευταίου προσ το πρϊτο ςθμείο τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

(πειραματικι τιμι F) ςυγκρίκθκε με τθ κεωρθτικι τιμι F που ελιωκθ από πίνακα για       
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(ΝΑ-1)= (ΝΒ-1) = 3 βακμοφσ ελευκερίασ (όπου ΝΑ=ΝΒ=4, ο αρικμόσ των μετριςεων για κάκε 

ςθμείο) και ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 99%. 

  

 
Σχιμα 8.7: Διαγραμματικι απεικόνιςθ τθσ κατανομισ των υπολοίπων απόκριςθσ 

ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ (μθ ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο) για 

τον ζλεγχο ομοςκεδαςτικότθτασ 

 

Ρίνακασ 8.2: Δοκιμαςία F για τον ζλεγχο ομοςκεδαςτικότθτασ μεταξφ του πρϊτου και του 
τελευταίου ςθμείου τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

Στατιςτικό Στοιχείο Υπολοίπων 
Σθμείο 1 

(2,5 μg mL-1) 
Σθμείο 7 

(50 μg mL-1) 

Μζςθ Τιμι (Ν=4) -0,01693 -0,013 

Τυπικι απόκλιςθ (SD) 0,00071 0,053 

Διακφμανςθ (SD2) 5,03 x 10-7 2,83 x 10-3  

Fπειραματικό (SD7
2/ SD1

2) 5627 

Fκεωρθτικό (f1= f7= 3,  99%) 29,46 

 
Fπειραματικό > Fκεωρθτικό             

 
ςθμαντικι διαωορά διακυμάνςεων 

 

Από τθν οπτικι παρατιρθςθ του διαγράμματοσ των υπολοίπων και κυρίωσ από τα 

αποτελζςματα τθσ δοκιμαςίασ F κρίνεται αναγακαία θ χρθςιμοποίθςθ ενόσ παράγοντα 

ηφγιςθσ ϊςτε να δοκεί μεγαλφτερθ ςθμαντικότθτα ςτα ςθμεία χαμθλισ ςυγκζντρωςθσ τθσ 

καμπφλθσ αναωοράσ, τα οποία είναι περιςςότερο επιρρεπι ςτθ μετατόπιςθ τθσ κλίςθσ που 

προκαλεί θ αυξθμζνθ διακφμανςθ των ςθμείων υψθλισ ςυγκζντρωςθσ. 
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8.8.1.3. Εφαρμογι ηυγιςμζνθσ γραμμικισ αναλυςθσ παλινδρόμθςθσ – Επιλογι βζλτιςτου 

παράγοντα ηφγιςθσ 

Θ επιλογι του καταλλθλότερου παράγοντα ηφγιςθσ ζγινε μετά από δοκιμι των 

ςυνθκζςτερα χρθςιμοποιοφμενων παραγόντων (1/x, 1/x2, 1/y, 1/y2) ςτθν καμπφλθ 

αναωοράσ τθσ πρϊτθσ αναλυτικισ διαδικαςίασ και εξαγωγι των αντίςτοιχων εξιςϊςεων 

παλινδρόμθςθσ. Για κάκε ηυγιςμζνο μοντζλο καταςκευάςτθκαν διαγράμματα απεικόνιςθσ 

του % ςχετικοφ αναλυτικοφ ςωάλματοσ (% Relative Error, % Εr) ςυναρτιςει τθσ κεωρθτικισ 

ςυγκζντρωςθσ για τα πρότυπα δείγματα τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ και υπολογίςτθκε το 

ολικό άκροιςμα των % Εr (Σ%Εr) ςε όλο το εφροσ των ςυγκεντρϊςεων. Στα Σχιματα 8.8- 8.12 

που ακολουκοφν ωαίνονται τα διαγράμματα των % Εr για το μθ ηυγιςμζνο μοντζλο και τα 

ηυγιςμζνα μοντζλα με κάκε ζναν από τουσ ςυντελεςτζσ βαρφτθτασ, ενϊ ςτον Ρίνακα 8.3 

ςυνοψίηονται τα αποτελζςματα του ολικοφ ακροίςματοσ των % Εr.   

Από τθν παρατιρθςθ των παρακάτω διαγραμμάτων ωαίνεται ότι με τθ χριςθ του μθ 

ηυγιςμζνου γραμμικοφ μοντζλου προκφπτει υποεκτίμθςθ των υπολογιηόμενων 

ςυγκεντρϊςεων ςτο χαμθλό επίπεδο ςυγκζντρωςθσ, θ οποία δεν υπερβαίνει το 15 % τθσ 

κεωρθτικισ τιμισ, αλλά το ςωάλμα είναι ςθμαντικά μεγαλφτερο από αυτό που 

παρατθρείται ςτισ υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ, γεγονόσ που οωείλεται ςτθν 

ετεροςκεδαςτικότθτα των υπολοίπων. Ωσ παράγοντασ ηφγιςθσ επιλζχκθκε ο ςυντελεςτισ 

1/x2, που ζδωςε το γραμμικό μοντζλο με μικρότερο εφροσ κατανομισ ςτισ τιμζσ του 

ςχετικοφ ςωάλματοσ αλλά και το μικρότερο ςυνολικό άκροιςμα. 

 

 

 
 Σχιμα 8.8: Διάγραμμα % ςχετικοφ ςφάλματοσ υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ ςυναρτιςει τθσ κεωρθτικισ ςυγκζντρωςθσ για το μθ ηυγιςμζνο γραμμικό 

μοντζλο 
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Σχιμα 8.9: Διάγραμμα % ςχετικοφ ςφάλματοσ τθσ πειραματικά υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ 

του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςυναρτιςει τθσ κεωρθτικισ ςυγκζντρωςθσ για το ηυγιςμζνο γραμμικό 

μοντζλο με παράγοντα ηφγιςθσ 1/x 

 

 

 

Σχιμα 8.10: Διάγραμμα % ςχετικοφ ςφάλματοσ τθσ πειραματικά υπολογιηόμενθσ 

ςυγκζντρωςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςυναρτιςει τθσ κεωρθτικισ ςυγκζντρωςθσ για το 

ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο με παράγοντα ηφγιςθσ 1/x2 
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Σχιμα 8.11: Διάγραμμα % ςχετικοφ ςφάλματοσ τθσ πειραματικά υπολογιηόμενθσ 

ςυγκζντρωςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςυναρτιςει τθσ κεωρθτικισ ςυγκζντρωςθσ για το 

ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο με παράγοντα ηφγιςθσ 1/y 

 

 

 

Σχιμα 8.12: Διάγραμμα % ςχετικοφ ςφάλματοσ τθσ πειραματικά υπολογιηόμενθσ 

ςυγκζντρωςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςυναρτιςει τθσ κεωρθτικισ ςυγκζντρωςθσ για το 

ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο με παράγοντα ηφγιςθσ 1/y2 
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Ρίνακασ 8.3: Ολικό άκροιςμα  του % ςχετικοφ ςωάλματοσ (Σ%Εr) για κάκε παράγοντα ηφγιςθσ  

Ραράγοντασ ηφγιςθσ Σ%Εr (Ν=28 (7x4)) 

- 91,5 

1/x 63,4 

1/x2 56,0 

1/y 64,0 

1/y2 57,9 

 

Στον Ρίνακα 8.4 που ακολουκεί παρουςιάηεται θ ςφγκριςθ ανάμεςα ςτο μθ ηυγιςμζνο 

γραμμικό μοντζλο και ςτο ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο με ςυντελεςτι ςτατιςτικοφ  βάρουσ 

1/x2 που τελικά επιλζχκθκε. Ραρουςιάηονται θ μζςθ τιμι τθσ πειραματικά υπολογιηόμενθσ 

ςυγκζντρωςθσ για κάκε ςθμείο τθσ καμπφλθσ από το ςφνολο των τεςςάρων μετριςεων ςε 

κάκε επίπεδο και το % ςχετικό αναλυτικό ςωάλμα που προκφπτει ςυγκρίνοντασ τθ μζςθ 

τιμι με τθ κεωρθτικι ςυγκζντρωςθ. Ππωσ ωαίνεται και ςτον πίνακα για το μθ ηυγιςμζνο 

μοντζλο παρατθρείται μια υποεκτίμθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του πρϊτου ςθμείου τθσ 

καμπφλθσ αναωοράσ.  

 

Ρίνακασ 8.4: Σφγκριςθ απλοφ και ηυγιςμζνου 1/x2 γραμμικοφ μοντζλου ωσ προσ το           
% ςχετικό ςωάλμα (%Εr) των υπολογιηόμενων από τθν εξίςωςθ ςυγκεντρϊςεων για κάκε 
ςθμείο τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

Γραμμικό 
μοντζλο 

Χωρίσ ηφγιςθ 
 

Με ηφγιςθ 1/x2 

Θεωρθτικι 
ςυγκζντρωςθ  

(μg mL-1) 

Μζςθ πειραματικι 
ςυγκζντρωςθ (Ν=4) 

(μg mL-1) 
%Εr 

 Μζςθ πειραματικι 
ςυγκζντρωςθ (Ν=4) 

(μg mL-1) 
%Εr 

2,5 2,21 -11,7  2,46 -1,4 
5 4,94 -1,2  5,14 2,8 

10 10,02 0,2  10,11 1,1 
20 20,22 1,1  20,09 0,5 
30 30,70 2,3  30,36 1,2 
40 39,71 -0,7  39,18 -2,1 
50 49,77 -0,5  49,03 -1,9 

  

 

8.8.1.4. Ζλεγχοσ γραμμικότθτασ μεκόδου 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν ζξι καμπφλεσ αναωοράσ ςε 

ξεχωριςτζσ εργαςτθριακζσ θμζρεσ. H ςτατιςτικι επεξεργαςία των αναλυτικϊν δεδομζνων 

και θ εξαγωγι των εξιςϊςεων παλινδρόμθςθσ ζγινε με εωαρμογι ηυγιςμζνθσ γραμμικισ 

ανάλυςθσ παλινδρόμθςθσ με ςυντελεςτι ςτατιςτικοφ βάρουσ τον όρο 1/x2 που 

πραγματοποιικθκε με τθ βοικεια του ςτατιςτικοφ προγράμματοσ SPSS 10.0 for Windows. 

Στο Ραράρτθμα 20 παρουςιάηονται αναλυτικά τα αποτελζςματα για κάκε εργαςτθριακι 

θμζρα, ενϊ ςτον Ρίνακα 8.5 που ακολουκεί παρουςιάηονται ςυνοπτικά οι εξιςϊςεισ 

ςυμμεταβολισ για κάκε μια από τισ ζξι ςειρζσ μετριςεων μαηί με τα όρια εμπιςτοςφνθσ τθσ 

τομισ και τθσ κλίςθσ και τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ του ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ, του τυπικοφ 

ςωάλματοσ και των τυπικϊν αποκλίςεων για τθν τομι και τθν κλίςθ. 
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Ρίνακασ 8.5: Αποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν αναωοράσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων για κάκε ζναν 

από τουσ ζξι προςδιοριςμοφσ για τον ζλεγχο γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου 

 

ΣΕΙΑ 
ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

ΕΞΙΣΩΣΘ 1 

ΡΑΛΙΝΔΟΜΘΣΘΣ 

ΤΥΡΙΚΘ ΑΡΟΚΛΙΣΘ 
 ΟΙΑ ΕΜΡΙΣΤΟΣΥΝΘΣ  

ΤΟΜΘΣ 2 
 ΟΙΑ ΕΜΡΙΣΤΟΣΥΝΘΣ 

ΚΛΙΣΘΣ 3 

r 4 r2 5 
ΤΥΡΙΚΟ 

ΣΦΑΛΜΑ 
ΤΟΜΘΣ (sα) ΚΛΙΣΘΣ (sb)  min max  min max 

1 y = 0,05720 x + 0,0230 0,0035 0,00061  0,0143 0,0317  0,05566 0,05874 0,9997 0,9994 0,0012 

2 y = 0,05811 x + 0,0308 0,0041 0,00071  0,0203 0,0413  0,05628 0,05994 0,9996 0,9992 0,0014 

3 y = 0,05618 x + 0,0314 0,0032 0,00055  0,0232 0,0396  0,05477 0,05759 0,9998 0,9995 0,0011 

4 y = 0,05527 x + 0,0292 0,0043 0,00076  0,0181 0,0403  0,05332 0,05722 0,9995 0,9991 0,0015 

5 y = 0,05710 x + 0,0240 0,0049 0,00085  0,0114 0,0366  0,05491 0,05929 0,9994 0,998 0,0017 

6 y = 0,05581 x + 0,0166 0,0044 0,00077  0,0053 0,0279  0,05383 0,05779 0,9995 0,9990 0,0015 

 
1 

Λόγοσ επιφανειϊν ςαλικυλικοφ οξζοσ/4-μεκυλοςαλικυλικου οξζοσ (y) ςυναρτιςει ςυγκζντρωςθσ ςαλικυλικοφ οξζοσ (x), ελιφκθςαν με εφαρμογι ηυγιςμζνθσ γραμμικισ 
ανάλυςθσ παλινδρόμθςθσ (ςυντελεςτισ ηφγιςθσ 1/x

2
) 

2
 α ± sα  tκεωρθτικό   (tκεωρθτικό=2.571, ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95% και 5 (Ν-2) βακμοί ελευκερίασ) 

3
 b ± sb tκεωρθτικό  (tκεωρθτικό=2.571, ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95% και 5 (Ν-2) βακμοί ελευκερίασ) 

4
 r:ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ 

5
 r

2
: ςυντελεςτισ προςδιοριςμοφ (τετράγωνο ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ) 
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Διαπιςτϊκθκε ικανοποιθτικι γραμμικότθτα κακϊσ θ τιμι του ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ 

βρζκθκε μεγαλφτερθ από 0,9994, ενϊ για όλα τα πρότυπα τθσ καμπφλθσ αναωοράσ, το επί 

τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα των πειραματικά υπολογιηόμενων ςυγκεντρϊςεων δεν 

ξεπζραςε τθν τιμι ± 10 %.   

Τζλοσ, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ διζλευςθσ των καμπυλϊν αναωοράσ από τθν αρχι των 

αξόνων και ςυγκεκριμζνα εωαρμογι τθσ δοκιμαςίασ Student (t-test) προκειμζνου να 

διαπιςτωκεί εάν οι πειραματικζσ τιμζσ τθσ τομισ των εξιςϊςεων ςυςχετίςεωσ διαωζρουν 

ςθμαντικά από το μθδζν. Για το ςκοπό αυτό, υπολογίςτθκε θ πειραματικι τιμι t (tπερ.) από 

τθ ςχζςθ            ,  όπου α, θ τομι τθσ εκάςτοτε εξίςωςθσ ςυμμεταβολισ και sα, θ 

αντίςτοιχθ τυπικι απόκλιςθ. Θ τιμι tπειρ. ςτθ ςυνζχεια ςυγκρίκθκε με τθ κεωρθτικι τιμι 

tκεωρ. από τον πίνακα τθσ κατανομισ Student για ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95% και για Ν-2 

βακμοφσ ελευκερίασ (όπου Ν, ο αρικμόσ των προτφπων τθσ καμπφλθσ αναωοράσ). Ππωσ 

ωαίνεται από τα αποτελζςματα του Ρίνακα 8.6 οι υπολογιςκείςεσ τιμζσ του τλόγου tπειρ. 

υπερβαίνουν και για τισ 6 αναλυτικζσ δοκιμαςίεσ τθν κεωρθτικι τιμι που για 5 βακμοφσ 

ελευκερίασ και ςτακμθ εμπιςτοςφνθσ 95% είναι ίςθ με 2,571. Αυτό ςυνεπάγεται ότι θ τομι 

ςε όλεσ τισ καμπφλεσ βακμονόμθςθσ διαωζρει ςθμαντικά από το μθδζν (γεγονόσ που κα 

μποροφςε να αποδοκεί ςτθν παρουςία πολφ χαμθλϊν ςυγκεντρϊςεων ςαλικυλικοφ οξζοσ 

ςτα τυωλά δείγματα οφρων που εμβολιάςτθκαν για τθν παραςκευι των προτφπων 

δειγμάτων) και επομζνωσ ο προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε 

φποπτα οφρα αλόγων μπορεί να γίνει με τθν τεχνικι τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και όχι με 

εωαρμογι ποςοτικοποίθςθσ ςθμείου (ποςοτικοποίθςθ με ανάλυςθ προτφπων δειγμάτων 

εμβολιαςμζνων ςε ζνα επίπεδο ςυγκζντρωςθσ).   

 

 

Ρίνακασ 8.6: Ζλεγχοσ διζλευςθσ των καμπυλϊν βακμονόμθςθσ του 
ςαλικυλικοφ οξζοσ από τθν αρχι των αξόνων 

Σειρά 
Μετριςεων 

Τομι 
(α) 

Τυπικι 
απόκλιςθ (sα) 

tπειρ. 
(α/sα) 

1 0,0230 0,0035 6,76 

2 0,0308 0,0041 7,51 

3 0,0314 0,0032 9,81 

4 0,0292 0,0043 6,79 

5 0,0240 0,0049 4,90 

6 0,0166 0,0044 3,77 

   

 

Στον Σχιμα 8.13 απεικονίηεται θ μζςθ καμπφλθ για τo ςαλικυλικό οξφ και για τισ ζξι ςειρζσ 

μετριςεων και ςτον Ρίνακα 8.7 παρουςιάηονται τα ςτατιςτικά δεδομζνα για τθ μζςθ 

καμπφλθ. 
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Σχιμα 8.13: Μζςθ καμπφλθ βακμονόμθςθσ που προκφπτει από τισ ζξι αναλυτικζσ δοκιμαςίεσ για το 

ςαλικυλικό οξφ 

 

 

Ρίνακασ 8.7: Aποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ μζςθσ καμπφλθσ ςαλικυλικοφ οξεοσ 

Ραράμετροσ   Τιμι 

Εξίςωςθ παλινδρόμθςθσ   y = 0,05586 + 0,0321 

Τυπικι απόκλιςθ τομισ (sα) 0,0039 

κλίςθσ (sb) 0,00028 

Πρια εμπιςτοςφνθσ τομισ min 0,0220 

max 0,0421 

Πρια εμπιςτοςφνθσ κλίςθσ min 0,05514 

max 0,05658 

r  0,9995 

r2  0,998 

Τυπικό ςωάλμα  0,0069 

α/sα  8,23 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,05586x + 0,0321

R² = 0,998
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8.8.2. Μελϋτη επιδρϊςεων απϐ το υπϐςτρωμα 

Θ αναπτυχκείςα μεκοδολογία βαςίηεται ςτθν απευκείασ LC/MS ανάλυςθ δειγμάτων οφρων 

αλόγων. Αν και θ κατεργαςία των δειγμάτων περιλαμβάνει αραίωςθ των οφρων με 

ςυντελεςτι αραίωςθσ 1: 900, κρίκθκε αναγκαία θ μελζτθ των επιδράςεων από το 

υπόςτρωμα, δεδομζνου ότι τα οφρα αλόγων αποτελοφν ζνα ιδαίτερα πολφπλοκο μθτρικό 

υλικό με ςθμαντικζσ διαωοροποιιςεισ από το ζνα δείγμα ςτο άλλο.  

Στθν παροφςα εργαςία, για τθν αξιολόγθςθ του ωαινομζνου τθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ 

υλικοφ παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν καμπφλεσ αναωοράσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε 

εφροσ ςυγκεντρϊςεων 2,5 – 50 μg mL-1 ςε εμβολιαςμζνα δείγματα τριϊν διαωορετικϊν 

παρτίδων οφρων (χαμθλοφ, μεςαίου και υψθλοφ ειδικοφ βάρουσ), κακϊσ και ςε υδατικά 

δείγματα. Διαπιςτϊκθκε ότι θ τιμι τθσ κλίςθσ των καμπυλϊν αναωοράσ δεν παρουςιάηει 

ςθμαντικι διακφμανςθ μεταξφ των διαωορετικϊν παρτίδων οφρων και των δειγμάτων ςε 

νερό (Σχιμα 8.14). Στον Ρίνακα 8.8 παρουςιάηονται ςυνοπτικά τα αποτελζςματα 

αξιολόγθςθσ τθσ επίδραςθσ του υποςτρϊματοσ ςτθν απόκριςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ και 

του εςωτερικοφ προτφπου κακϊσ και ςτο λόγο των αποκρίςεων του αναλφτθ προσ του 

εςωτερικοφ προτφπου για τρία επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (χαμθλι, μεςαία, υψθλι 

ςυγκζντρωςθ προτφπων δειγμάτων). Οι τιμζσ τθσ απόκριςθσ και τθσ ςχετικισ απόκριςθσ 

ςτα διαωορετικά δείγματα οφρων παρουςιάηονται κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ 

αντίςτοιχεσ τιμζσ που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ των υδατικϊν δειγμάτων. Ππωσ 

ωαίνεται και από τα αποτελζςματα του πίνακα θ υψθλισ αναλογίασ αραίωςθ των 

δειγμάτων οφρων είχε ωσ αποτζλεςμα τθν μείωςθ του ωαινομζνου τθσ ιοντικισ 

καταςτολισ, δίνοντασ επαναλιψιμεσ τιμζσ απόκριςθσ μεταξφ διαωορετικϊν υποςτρωμάτων 

για όλο το εφροσ των μελετοφμενων επιπζδων ςυγκζντρωςθσ. Επομζνωσ, θ 

ποςοτικοποίθςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε φποπτα δείγματα αλόγων μπορεί να 

πραγματοποιθκεί με τθν τεχνικι τθσ καμπφλθσ αναωοράσ χρθςιμοποιϊντασ ζνα μίγμα 

λευκϊν δειγμάτων οφρων (pooled urine) για τθν παραςκευι των προτφπων δειγμάτων και 

των δειγμάτων ελζγχου. 
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NΕΡΟ:       y = 0,05730x + 0,0396  

OΥΡΑ "low" SG:      y = 0,05581x + 0,0166

OYPA "medium" SG:      y = 0,05698x + 0,0326

OYPA "high" SG:      y = 0,05520x + 0,0371
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Ούρα "medium" SG

Oύρα "high" SG

 
Σχιμα 8.14: Καμπφλεσ αναφοράσ ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε νερό και διαφορετικά δείγματα οφρων 
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ΡΙΝΑΚΑΣ 8.8: Αποτελζςματα τθσ μελζτθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ ςτθν απόκριςθ μετά από παραςκευι και ανάλυςθ καμπυλϊν αναωοράσ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε υδατικά δείγματα και ςε δείγματα οφρων χαμθλοφ (‘low’), μεςαίου (‘medium’) και υψθλοφ (‘high’) ειδικοφ βάρουσ (specific gravity, 

SG). Οι τιμζσ των απόλυτων και ςχετικϊν αποκρίςεων για τα δείγματα οφρων παρουςιάηονται κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ των 

υδατικϊν δειγμάτων. 

 

 υγκζντρωςθ ςαλικυλικοφ οξζοσ 

Κλίςθ  
(b) Υπόςτρωμα 

Πρότυπο δείγμα (STD) 2,5 μg mL-1  Πρότυπο δείγμα (STD) 20,0 μg mL-1  Πρότυπο δείγμα (STD) 50,0 μg mL-1  

Επιωάνεια 
SA 

Επιωάνεια 
IS 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 

Επιωάνεια 
SA 

Επιωάνεια 
IS 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 

Επιωάνεια 
SA 

Επιωάνεια 
IS 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 

Νερό 100 100 100  100 100 100  100 100 100  0,05730 

Οφρα ‘low’ SG 84 92 91  91 100 91  99 101 98  0,05581 

Οφρα ‘medium’ SG 88 91 97  94 97 97  99 98 102  0,05698 

Οφρα ‘high’ SG 86 89 97  90 98 92  91 94 97  0,05520 

%RSD 7,9 5,2 3,8  4,7 1,7 4,5  4,5 3,4 2,0  1,7 
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8.8.3. Έλεγχοσ Ορθϐτητασ (Accuracy) και Πιςτϐτητασ (Precision) 

H ορκότθτα και θ πιςτότθτα αποτελοφν κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ των μεκόδων 

ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ και ο υπολογιςμόσ τουσ είναι απαραίτθτοσ για τθν αξιολόγθςθ 

και τθν επικφρωςθ των μεκόδων αυτϊν. Ρραγματοποιικθκε ζλεγχοσ τθσ ορκότθτασ και τθσ 

πιςτότθτασ τθσ προτεινόμενθσ μεκόδου, τόςο κατά τθ διάρκεια μιασ εργαςτθριακισ θμζρασ 

(within-day ι intra-day accuracy and precision), όςο και διά των θμερϊν (between-days ι 

inter-day acccuract and precision). Για τον ζλεγχο αυτό παραςκευάςτθκαν εμβολιαςμζνα 

δείγματα ελζγχου (quality control samples, QC’s) ςε αραιωμζνα λευκά οφρα αλόγων, τα 

οποία κατεργάςτθκαν και αναλφκθκαν όπωσ ακριβϊσ και τα εμβολιαςμζνα δείγματα των 

καμπυλϊν αναωοράσ. Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, για τθν παραςκευι των δειγμάτων 

ελζγχου χρθςιμοποιικθκαν διαλφματα παρακατακικθσ και εργαςίασ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ ξεχωριςτά από αυτά που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των προτφπων 

δειγμάτων βακμονόμθςθσ. Ο ζλεγχοσ πραγματοποιικθκε ςε τζςςερα επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ (3,0, 7,5, 25,0 και 45,0 μg mL-1). Σε κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ 

παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν ζξι δείγματα κάκε εργαςτθριακι θμζρα, ενϊ ο ζλεγχοσ 

πραγματοποιικθκε ςε ζξι εργαςτθριακζσ θμζρεσ (36 ςυνολικά μετριςεισ ανα επίπεδο 

ςυγκζντρωςθσ). Οι πειραματικά υπολογιηόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ των δειγμάτων ελζγχου 

που αναλφκθκαν κατά τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου και χρθςιμοποιικθκαν για τθν εξαγωγι 

των ςτατιςτικϊν παραμζτρων τθσ ορκότθτασ και τθσ πιςτότθτασ που κα παρουςιαςτοφν 

ςτθ ςυνζχεια αναωζρονται αναλυτικά ςτο Ραράρτθμα 21.  

 

8.8.3.1. Ορκότθτα (Αccuracy) 

Θ ορκότθτα αποτελεί μζτρο τθσ εγγφτθτασ τθσ πειραματικά μετροφμενθσ τιμισ προσ τθν 

πραγματικι ςυγκζντρωςθ του αναλφτθ (αλθκι τιμι). Ωσ μζτρο ζκωραςθσ τθσ ορκότθτασ 

χρθςιμοποιείται το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα (%Relative Error, %Er), που υπολογίςτθκε 

από τθν εξίςωςθ [8.5]. 

Αξιολογικθκε θ ορκότθτα τθσ μεκόδου, τόςο με ζλεγχο τθσ ορκότθτασ εντόσ τθσ κάκε 

δοκιμαςίασ, όςο και μεταξφ των θμερϊν.  

Σε κάκε εργαςτθριακι ςειρά ανάλυςθσ υπολογίςτθκαν για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ: 

 θ μζςθ τιμι τιμι των πειραματικά υπολογιηόμενων ςυγκεντρϊςεων των 6 

δειγμάτων ελζγχου 

 θ τυπικι απόκλιςθ (SD) αυτϊν και θ επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSD) 

 το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα (%Εr)   

Ωσ κριτιριο αποδοχισ τθσ ορκότθτασ λαμβάνονται τα όρια τθσ μζςθσ τιμισ τθσ πειραματικά 

υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ που κα πρζπει να κυμαίνεται μεταξφ του 85 και 115% τθσ 

αντίςτοιχθσ κεωρθτικισ τιμισ (-15 < %Εr <+15) για κάκε επίπεδο που μελετικθκε.  

Τα αποτελζςματα τθσ ορκότθτασ για κάκε αναλυτικι δοκιμαςία ςυνοψίηονται ςτουσ 

Ρίνακεσ 8.9-8.14 και για το ςφνολο των εργαςτθριακϊν θμερϊν ςτον Ρίνακα 8.15. 
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Ρίνακασ 8.9: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ κατά τθν 1θ ςειρά μετριςεων 

1θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 3,042 ± 0,065 2,1 1,4 

2 7,5 7,78 ± 0,18 2,3 3,8 

3 25,0 25,10 ± 0,69 2,8 0,4 

4 45,0 43,9 ± 1,2 2,7 -2,5 

 

Ρίνακασ 8.10: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ κατά τθν 2θ ςειρά μετριςεων 

2θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 3,007 ± 0,072 2,4 0,2 

2 7,5 7,679 ± 0,036 0,5 2,4 

3 25,0 25,09 ± 0,49 1,9 0,4 

4 45,0 47,2 ± 2,1 4,5 4,8 

 

Ρίνακασ 8.11: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ κατά τθν 3θ ςειρά μετριςεων 

3θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 2,915 ± 0,093 3,2 -2,8 

2 7,5 7,68 ± 0,12 1,6 2,3 

3 25,0 25,08 ± 0,60 2,4 0,3 

4 45,0 44,49 ± 0,41  0,9 -1,1 

 

Ρίνακασ 8.12: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ κατά τθν 4θ ςειρά μετριςεων 

4θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 2,979 ± 0,074 2,5 -0,7 

2 7,5 7,64 ± 0,16 2,1 1,8 

3 25,0 24,78 ± 0,33 1,3 -0,9 

4 45,0 44,08 ± 0,80 1,8 -2,0 
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Ρίνακασ 8.13: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ κατά τθν 5θ ςειρά μετριςεων 

5θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 3,021 ± 0,030 1,0 0,7 

2 7,5 7,95 ± 0,26 3,3 6,0 

3 25,0 24,74 ± 0,34 1,4 -1,1 

4 45,0 43,83 ± 0,48 1,1 -2,6 

 

Ρίνακασ 8.14: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ κατά τθν 6θ ςειρά μετριςεων 

6θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 3,116 ± 0,051 1,6 3,9 

2 7,5 7,74 ± 0,21 2,7 3,3 

3 25,0 25,03 ± 0,26 1,1 0,1 

4 45,0 43,68 ± 0,69 1,6 -2,9 

 

 

Ρίνακασ 8.15: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ ςε τζςςερα επίπεδα ςυγκεντρϊςεων και για τισ ζξι αναλυτικζσ δοκιμαςίεσ 

1θ - 6θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 3,0 3,013 ± 0,067 2,2 -0,1 

2 7,5 7,74 ± 0,11  1,5 3,3 

3 25,0 24,97 ± 0,17  0,7 -0,1 

4 45,0 44,5 ± 1,3 3,0 -1,3 

 

Ππωσ διαπιςτϊνεται από τουσ παραπάνω πίνακεσ θ απόλυτθ τιμι του επί τοισ εκατό 

ςχετικοφ ςωάλματοσ κυμαίνεται από 0,2 % ζωσ 6,0 %, δθλαδι εντόσ των αποδεκτϊν ορίων 

και επομζνωσ θ μζκοδοσ χαρακτθρίηεται από ορκότθτα τόςο εντόσ τθσ θμζρασ όςο και δια 

των θμερϊν. 

 

8.8.3.2. Ριςτότθτα 

Θ πιςτότθτα εκωράηει τθν εγγφτθτα μεταξφ των αποτελεςμάτων μιασ ςειράσ ανεξάρτθτων 

εωαρμογϊν τθσ μεκόδου υπό αυςτθρά κακοριςμζνεσ ςυνκικεσ και εκωράηεται ςυνικωσ με 

τθν τυπικι απόκλιςθ (SD), με τθν ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSD) ι με το εφροσ του 

διαςτιματοσ εμπιςτοςφνθσ. Για τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ 

του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων μελετικθκε τόςο θ εντόσ τθσ θμζρασ πιςτότθτα 

(intra-day ι within-day precision), όςο και θ μεταξφ των θμερϊν πιςτότθτα (inter-day ι 
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between-days precision) και ωσ μζτρο αυτισ χρθςιμοποιικθκε θ επί τοισ εκατό ςχετικι 

τυπικι απόκλιςθ (% RSD). Για τθν εξαγωγι των ςτατιςτικϊν παραμζτρων χρθςιμοποιικθκε 

θ μονόδρομθ ανάλυςθ διακφμανςθσ (one way ANOVA). 

Για τον υπολογιςμό τθσ εντόσ τθσ θμζρασ επί τοισ εκατό ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ 

(%RSDintra-day) εωαρμόςτθκε θ εξίςωςθ:  

 

                                                   
                        

               
                                   [8.6] 

 

Θ μεταξφ των θμερϊν επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSDinter-day) υπολογίςτθκε 

από τθν εξίςωςθ:  

 

                                    
 
                                               

 

               
               [8.7]   

  

Oι υπολογιςμοί ςε κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ ζγιναν για 35 βακμοφσ ελευκερίασ, που 

αντιςτοιχοφν ςτισ 36 αναλφςεισ που πραγματοποιικθκαν ςυνολικά (6 προςδιοριςμοί ανά 

θμζρα x 6 θμζρεσ). 

Το κριτιριο αποδοχισ των αποτελεςμάτων πιςτότθτασ λαμβάνεται για κάκε επίπεδο 

ςυγκζντρωςθσ με εωαρμογι τθσ εξίςωςθσ Horwitz, ςφμωωνα με τθν οποία: 

 

                                                                                                                                    [8.8] 

 

όπου C, θ κεωρθτικι ςυγκζντρωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ (μg mL-1) 

Οι τιμζσ τθσ εντόσ τθσ θμζρασ και διά των θμερϊν ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ δε κα πρζπει 

να υπερβαίνουν τισ τιμζσ 2/3 RSDmax και RSDmax, αντίςτοιχα.  

Τα αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ πιςτότθτασ για τα τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ που 

μελετικθκαν ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 8.16 που ακολουκεί. Θ εντόσ τθσ θμζρασ και δια 

των θμερϊν τιμζσ RSD δεν ξεπζραςαν τισ τιμζσ 2,5 % και 2,8 %, αντίςτοιχα και για τα 

τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ βρζκθκαν εντόσ των αποδεκτϊν ορίων που υπολογίςτθκαν 

από τθν εξίςωςθ Horwitz.    

 Επιπρόςκετα, ςε κάκε αναλυτικι δοκιμαςία εωαρμόςτθκε για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ 

θ δοκιμαςία Q του Dixon, με ςκοπό να ελεγχκεί θ φπαρξθ τυχόν ζκτροπων τιμϊν. Για το 

ςκοπό, αυτό τα αποτελζςματα των μετριςεων κάκε θμζρασ τοποκετικθκαν κατά αφξουςα 

ςειρά (x1<x2<x3…..<x6) και υπολογίςτθκαν οι τιμζσ Qπειρ,min και Qπειρ,max για τθν ελάχιςτθ (x1) 

και τθ μζγιςτθ (x6) τιμι, αντίςτοιχα και ςυγκρίκθκαν με τθν κρίςιμθ τιμι Qκεωρ.  για ςτάκμθ 

εμπιςτοςφνθσ 95%. 

 

                          
     

     
              [8.9]    και                      

     

     
                      [8.10] 

 

εάν Qπειραμ.> Qκεωρ. τότε θ τιμι χαρακτθρίηεται ωσ ζκτροπθ και μπορεί να απορριωκεί ςε 

δεδομζνθ ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ. Τα αποτελζςματα τθσ δοκιμαςίασ ανίχνευςθσ ζκτροπων 

τιμϊν για κάκε μία δοκιμαςία παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 8.17.  
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Ρίνακασ 8.16: Αξιολόγθςθ πιςτότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων   

  Cκεωρ. (μg mL-1) 

Σειρά Μετριςεων  3,0 7,5 25 45 

1 

Cπειραμ ± SD 
(μg mL-1) 

3,042 ± 0,065 7,78 ± 0,18 25,10 ± 0,69 43,9 ± 1,2 

2 3,007 ± 0,072 7,679 ± 0,036 25,09 ± 0,49 47,2 ± 2,1 

3 2,915 ± 0,093 7,68 ± 0,12 25,08 ± 0,60 44,49 ± 0,41 

4 2,979 ± 0,074 7,64 ± 0,16 24,78 ± 0,33 44,08 ± 0,80 

5 3,021 ± 0,030 7,95 ± 0,26 24,74 ± 0,34 43,83 ± 0,48 

6 3,116 ± 0,051 7,74 ± 0,21 25,03 ± 0,26 43,68 ± 0,69 

Ολικι μζςθ τιμι 
(overall mean) 

 3,013 7,745 24,97 44,53 

Αρικμόσ μετριςεων (n)  36 36 36 36 
Μζςο τετράγωνο intra-day 

(MSintra-day) 
1  0,0045 0,0308 0,2279 1,2429 

Μζςο τετράγωνο inter-day 
(MSinter-day) 

1  0,0267 0,0771 0,1699 10,6189 

Εντόσ τθσ θμζρασ  
% ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 

(%RSDintra-day) 
 2,2 2,3 1,9 2,5 

 
Μεταξφ των θμερών  

% ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 
 (%RSDinter-day) 

 2,0 1,1 - 2,8 

Κριτιρια Αποδοχισ 
%RSDintra max

2 9,1 7,9 6,6 6,0 

%RSDinter max
2 13,6 11,8 9,9 9,0 

 

1
 Εντόσ τθσ θμζρασ και δια των θμερϊν μζςα τετράγωνα, υπολογίςτθκαν με τθν εφαρμογι one-way ANOVA 

2
 Μζγιςτθ αποδεκτι τιμι, υπολογίςτθκε με εφαρμογι τθσ εξίςωςθσ Horwitz 
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Ρίνακασ 8.17: Εωαρμογι δοκιμαςίασ Q για τθν ανίχνευςθ ζκτροπων τιμϊν   

1θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 3,0 6 0,310 0,111 0,625   

2 7,5 6 0,443 0,070 0,625   

3 25,0 6 0,148 0,374 0,625   

4 45,0 6 0,488 0,282 0,625   

2θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 3,0 6 0,119 0,046 0,625   

2 7,5 6 0,077 0,235 0,625   

3 25,0 6 0,253 0,009 0,625   

4 45,0 6 0,162 0,474 0,625   

3θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 3,0 6 0,133 0,078 0,625   

2 7,5 6 0,111 0,199 0,625   

3 25,0 6 0,186 0,180 0,625   

4 45,0 6 0,212 0,189 0,625   

4θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 3,0 6 0,232 0,097 0,625   

2 7,5 6 0,209 0,759 0,625 1 ζκτροπθ τιμι 

3 25,0 6 0,013 0,131 0,625   

4 45,0 6 0,032 0,029 0,625   

5θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 3,0 6 0,302 0,065 0,625   

2 7,5 6 0,197 0,323 0,625   

3 25,0 6 0,063 0,568 0,625   

4 45,0 6 0,126 0,577 0,625   

6θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 3,0 6 0,339 0,009 0,625   

2 7,5 6 0,033 0,333 0,625   

3 25,0 6 0,271 0,010 0,625   

4 45,0 6 0,548 0,115 0,625   
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8.8.4. Xρωματογραφικϊ Χαρακτηριςτικϊ 

Λόγοσ ςιματοσ προσ κόρυβο (Signal to noise ratio, S/N) 

Από τθν οπτικι παρατιρθςθ των χρωματογραωθμάτων διαπιςτϊκθκε ότι ςτο χαμθλότερθσ 

ςυγκζντρωςθσ πρότυπο των καμπυλϊν αναωοράσ (2,5 μg mL-1) ιςχφει S/N>>10 (φψοσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ προσ το φψοσ 

τθσ γραμμισ βάςθσ πριν τθν αρχι τθσ κορυωισ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ). Στο Ραράρτθμα 22 

παρατίκεται χρωματογράωθμα δείγματοσ οφρων αλόγου εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ ςε 

ςυγκζντρωςθ ίςθ με το κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ (2,5 μg mL-1). 

 

Σχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ (Relative retention time, RRT) 

Αντιςτοιχεί ςτο λόγο του χρόνου ανάςχεςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ  προσ το χρόνο 

ανάςχεςθσ του εςωτερικοφ προτφπου (4-μεκυλοςαλικυλικό οξφ). Διαπιςτϊκθκε ότι 

ςχετικοί χρόνοι ανάςχεςθσ διατθροφνται ςτακεροί μεταξφ των θμερϊν (%RSD = 0,04, 

Ν=24). 

 

8.8.5. Ειδικϐτητα (Specificity) – Παρεμποδύςεισ απϐ το υπϐςτρωμα (Μatrix 

interference) 

Θ ειδικότθτα τθσ μεκόδου αποδεικνφεται από τα διαωορετικά διαγνωςτικά ιόντα και τθ 

διαωορά των ςχετικϊν χρόνων ανάςχεςθσ των απαγορευμζνων ι μθ ουςιϊν, παρόμοιασ 

δομισ ςε ςχζςθ με το ςαλικυλικό οξφ. Για τθ μελζτθ τθσ ειδικότθτασ παραςκευάςτθκαν και 

αναλφκθκαν ζνα λευκό δείγμα οφρων αλόγου, ζνα δείγμα οφρων εμβολιαςμζνο με 

ςαλικυλικό οξφ ςε ςυγκζντρωςθ 7,5 μg mL-1 (δείγμα που αντιςτοιχεί ςτθ ςυγκζντρωςθ 

ορίου) και τζςςερα δείγματα οφρων (spec1-spec4) εμβολιαςμζνα με ουςίεσ παραπλιςιασ 

δομισ και άλλεσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ. Οι ουςίεσ που μελετικθκαν ςτον ζλεγχο 

ειδικότθτασ τθσ μεκόδου αναωζρονται αναλυτικά ςτο Ραράρτθμα 23. Διαπιςτϊκθκε 

απουςία παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν ςτουσ χρόνουσ ζκλουςθσ του αναλφτθ και του 

εςωτερικοφ προτφπου από τισ ουςίεσ που μελετικθκαν. Ρροκειμζνου να ελεγχκεί θ 

απουςία παρεμποδίςεων από το υπόςτρωμα κατεργάςτθκαν και αναλφκθκαν δζκα 

διαωορετικά τυωλά δείγματα οφρων αλόγων και από τθν παρατιρθςθ των λθωκζντων 

χρωματογραωθμάτων, δεν διαπιςτϊκθκε ςυνζκλουςθ ςυςτατικϊν των οφρων ςτο χρόνο 

ζκλουςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ και του εςωτερικοφ προτφπου.  

 

8.8.6 Έλεγχοσ επιμϐλυνςησ εκ μεταφορϊσ δεύγματοσ (Carry over) 

O ζλεγχοσ επιμόλυνςθσ εκ μεταωοράσ δείγματοσ πραγματοποιικθκε ςε κάκε εργαςτθριακι 

θμζρα με τθν ανάλυςθ λευκοφ δείγματοσ οφρων ςτθν αρχι τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και 

αμζςωσ μετά τθν ανάλυςθ του υψθλότερθσ ςυγκζντρωςθσ προτφπου τθσ καμπφλθσ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ  (50 μg mL-1). Δεν παρατθρικθκε επιμόλυνςθ εκ μεταωοράσ δείγματοσ, 

κακϊσ διαπιςτϊκθκε ότι το ςιμα ςτο ιοντικό χρωματογράωθμα του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτο 

μθ εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων που αναλφκθκε πριν και μετά τθν καμπφλθ αναωοράσ δεν 

παρουςίαςε  αξιοςθμείωτθ μεταβολι. 
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8.9. ΕΡΙΒΕΒΑΙΩΣΘ ΣΑΛΙΚΥΛΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΥΩΝ ΑΛΟΓΩΝ 

(CONFIRMATION, IDENTIFICATION) 

Ππωσ αναωζρκθκε ςε προθγοφμενθ παράγραωο, με τθν προτεινόμενθ μζκοδο θ 

επιβεβαίωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα φποπτα δείγματα πραγματοποιείται με 

επανανάλυςθ MS/MS των κατεργαςμζνων δειγμάτων και παρακολοφκθςθ τθσ αναλογίασ 

τριϊν διαγνωςτικϊν ιόντων του αναλφτθ (του αποπρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και δφο 

κυγατρικϊν ίοντων που ςχθματίηονται με απομόνωςθ και κραυςματοποίθςθ του πρϊτου). 

Ελζγχκθκε θ επαναλθψιμότθτα τθσ ςχετικισ αναλογίασ των διαγνωςτικϊν ιόντων ωσ προσ 

το κφρια ςχθματιηόμενο διαγνωςτικό ιόν, που αποτελεί κριτιριο για τθν επιβεβαίωςθ 

φπαρξθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτο φποπτο δείγμα. Για το ςκοπό αυτό, υπολογίςτθκε θ 

ςχετικι αναλογία των διαγνωςτικϊντων ιόντων του αναλφτθ ςε 20 δείγματα  εμβολιαςμζνα 

δείγματα οφρων ςε ςυγκεντρϊςεισ που κάλυπταν όλθ τθ γραμμικι περιοχι που 

μελετικθκε (2,5 - 50 μg mL-1), τα οποία παραςκευάςτθκαν κατά το διάςτθμα αξιολόγθςθσ 

τθσ μεκόδου ποςοτικοποίθςθσ και επαναναλφκθκαν με τθν επιβεβαιωτικι μζκοδο Οι 

υπολογιςκείςεσ ςχετικζσ αναλογίεσ των διαγνωςτικϊν ιόντων του ςαλικυλικοφ οξζοσ 

παρουςιάηονται ςτο Ραράρτθμα 24. Ππωσ προκφπτει από τα δεδομζνα του Ραραρτιματοσ, 

θ μζςθ τιμι (± τυπικι απόκλιςθ) για τισ  ςχετικζσ εντάςεισ των ιόντων με τιμζσ m/z  93,0346 

και 65,0397 (ωσ προσ τθν ζνταςθ του κφρια ςχθματιηόμενου ιόντοσ με τιμι m/z 137,0244) 

ιταν 36,0 (± 3,6) και 10,7 (± 1,0), αντίςτοιχα (Ν=20). Τα παραπάνω αποτελζςματα δείχνουν 

ότι οι αναλογίεσ των διαγνωςτικϊν ιόντων του ςαλικυλικοφ οξζοσ παρουςιάηουν 

ικανοποιθτικι επαναλθψιμότθτα, ακόμα και  μεταξφ των διαωορετικϊν επιπζδων 

ςυγκζντρωςθσ του αναλφτθ. 

Επιπρόςκετα, μελετικθκε θ ικανότθτα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ (mass accuracy). 

Yπολογίςτθκε το ςωάλμα μάηασ (τιμϊν m/z) των διαγνωςτικϊν ιόντων του αναλφτθ κατά τθ 

διαδικαςία επιβεβαίωςθσ (αναλυςθ MS/MS) ςτα προαναωερκζντα δείγματα και βρζκθκε 

και βρζκθκε ότι κυμαίνεται από 1,0 – 18,5 ppm. Μικρότερεσ τιμζσ για το ςωάλμα μάηασ (0,8 

± 1,0 ppm, Ν=40) ελιωκθςαν για τα αποπρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα του ςαλικυλικοφ 

οξζοσ και του εςωτερικοφ προτφπου κατά τθν διαδικαςία ποςοτικοποίθςθσ (ανάλυςθ 

πλιρουσ ςάρωςθσ), γεγονόσ που βρίςκεται ςε ςυμωωνία με τισ προδιαγραωζσ λειτουργίασ 

του ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS που χρθςιμοποιικθκε. 

 

8.10. ΕΦΑΜΟΓΘ ΤΘΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΕ ΡΑΓΜΑΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

Θ προτεινόμενθ μεκοδολογία για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν επειβεβαίωςθ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων εωαρμόςκθκε ςε δφο φποπτα δείγματα οφρων αλόγων, 

τα οποία κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ αντιωλεγμονωδϊν ουςιϊν που περιλαμβάνει 

ταυτόχρονα και θμιποςοτικοποίθςθ του ςαλικυλικοφ  οξζοσ με τθ μζκοδο ρουτίνασ GC/MS 

του Εργαςτθρίου παρουςίαςαν ςυγκζντρωςεισ υψθλότερεσ του ορίου των 750 μg mL-1. Τα 

φποπτα δείγματα αραιϊκθκαν ςε χωριςτζσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ κατά 100 ωορζσ και 

κατεργάςτθκαν το κακζνα εισ διπλοφν όπωσ ζχει περιγραωεί ςε προθγοφμενθ παράγραωο 

(προςκικθ IS και αραίωςθ). Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα 

φποπτα δείγματα εωαρμόςκθκε θ τεχνικι τθσ καμπφλθσ αναωοράσ επτά ςθμείων. Τα 

πρότυπα δείγματα βακμονόμθςθσ παραςκευάςτθκαν εισ διπλοφν όπωσ και κατά τθν 
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αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου, με εμβολιαςμό λευκοφ αραιωμζνου (1/100) δείγματοσ οφρων, 

κατεργάςτθκαν όπωσ ακριβϊσ και τα φποπτα δείγματα και αναλφκθκαν το κακζνα εισ 

διπλοφν. Θ ςυγκζντρωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα δφο φποπτα αραιωμζνα δείγματα 

βρζκθκε 9,441 (± 0,097) μg mL-1 και 3,058 (± 0,041) μg mL-1 , κακιςτϊντασ το πρϊτο δείγμα 

κετικό. 

Για τθν επιβεβαίωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα φποπτα δείγματα αναλφκθκαν τα 

παρακάτω δείγματα με τθν ακόλουκθ αλλθλουχία: λευκό δείγμα οφρων – φποπτο δείγμα  – 

λευκό δείγμα οφρων – εμβολιαςμζνο δείγμα οφρων ςυγκζντρωςθσ ορίου 7,5 μg mL-1 

(δείγμα αναωοράσ, positive control) και τα αποτελζςματα που ελιωκθςαν επιβεβαίωςαν 

τθν παρουςία του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςφμωωνα με τα κριτιρια που ζχει κζςει ο AORC για 

τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων ουςιϊν. Στον Ρίνακα 8.18 ςυνοψίηονται τα αποτελζςματα 

τθσ επιβεβαιωτικισ ανάλυςθσ και για τα δφο δείγματα κακϊσ και τα διαγνωςτικά κριτιρια 

που πρζπει να πλθροφνται.  

 

Ρίνακασ 8.18: Αποτελζςματα επιβεβαίωςθσ τθσ ανίχνευςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα φποπτα 

δείγματα οφρων 

 Σχετικι Αναλογία Ιόντων Πρια Αποδοχισ 

Ιόν (m/z) 
Φποπτο 

Δείγμα 1 
Φποπτο 

Δείγμα 2 
Δείγμα 

Αναωοράσ 

Κριτιριο 15% 
(απόλυτο) 

Κριτιριο 35% 
(ςχετικό) 

min max min max 

137,0244 100,0 % 100,0 % 100,0 % 85,0 % 115,0 % 65,0 % 135,0 % 

93,0346 45,7 % 51,6 % 45,6 % 30,6 % 60,6 % 29,6 % 61,6 % 

65,0397 14,2 % 16,0 % 13,2 % 0,0 % 28,2 % 8,6 % 17,8 % 

 

 

8.11 ΣΥΜΡΕΑΣΜΑΤΑ 

Στθν παροφςα μελζτθ, αναπτφχκθκε, αξιολογικθκε και επικυρϊκθκε μζκοδοσ απευκείασ 

ζγχυςθσ (direct injection) LC-QTOF-MS για τον ποςοτικό  προςδιοριςμό και τθν 

επιβεβαίωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε δείγματα οφρων αλόγων. Κφριο πλεονζκτθμα τθσ 

προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ ζναντι αυτϊν που ζχουν ιδθ αναπτυχκεί και αναωερκεί ςτθ 

βιβλιογραωία αποτελεί θ απλοποιθμζνθ και ταχεία πορεία κατεργαςίασ των δειγμάτων, 

που βαςίηεται ςτθν απευκείασ ζγχυςθ του δείγματοσ οφρων ςτο αναλυτικό ςφςτθμα μετά 

από αραίωςθ χωρίσ κάποια περαιτζρω διαδικαςία κακαριςμοφ (π.χ εκχφλιςθ). Αξίηει να 

αναωερκεί ότι ο χρόνοσ που απαιτείται για τθν προκατεργαςία μιασ ςειράσ δειγμάτων 

(αποτελοφμενθ από τυωλό δείγμα (x1), δείγματα βακμονόμθςθσ (7x2), δείγματα ελζγχου 

(4x3) και φποπτο δείγμα (x3), ςυνολικά 30 δείγματα) δεν υπερβαίναι τα 60 λεπτά. Ο χρόνοσ 

δε τθσ ανάλυςθσ κάκε δείγματοσ με το ςφςτθμα LC/QTOF-MS ανζρχεται μόλισ ςε 2 λεπτά. Ο 

ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ πραγματοποιείται με λειτουργία του ωαςματομζτρου μαηϊν 

Q/TOF-MS ςε ςυνκικεσ πλιρουσ ςάρωςθσ και παρακολοφκθςθ εντάςεων των 

αποπρωτονιωμζνων μοριακϊν ιόντων του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου. Για τθν 

επιβεβαίωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα φποπτα πραγματοποιείται επανανάλυςθ των ιδθ 

παραςκευαςμζνων δειγμάτων ςε βελτιςτοποιθμζνεσ MS/MS ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ για 

τθ λιψθ τριϊν διαγνϊςτικϊν ιόντων, δίνοντασ αποτελζςματα που πλθροφν τα διαγνωςτικά 
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κριτιρια που ζχει κζςθ ο AORC ωσ απαραίτθτθ προχπόκεςθ για τθν επιβεβαίωςθ μιασ 

απαγορευμζνθσ ουςίασ ςε δείγματα αλόγων. Κατά τον ζλεγχο μελζτθσ επίδραςθσ του 

υποςτρϊματοσ ςτθν απόκριςθ των αναλυτϊν διαπιςτϊκθκε ότι θ αραίωςθ (1/900) που 

εωαρμόηεται ςτθν παροφςα μεκοδολογία ελαχιςτοποιεί το ωαινόμενο ιοντικισ καταςτολισ 

και τισ υψθλοφ βακμοφ διακυμάνςεισ ςιματοσ που παρατθροφνται ςυνικωσ μεταξφ 

διαωορετικϊν εμβολιαςμζνων υποςτρωμάτων οφρων αλόγων. Το γεγονόσ αυτό κατζςτθςε 

επιτρεπτι τθν εωαρμογι τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ ωσ τεχνικισ ποςοτικοποίθςθσ του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ ςτα φποπτα αραιωμζνα δείγματα και θ μζκοδοσ αξιολογικθκε ωσ προσ 

τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ, δίνοντασ ικανοποιθτικά αποτελζςματα που τθν 

κακιςτοφν κατάλλθλθ για το ςκοπό που αναπτφχκθκε και επιτρζπουν τθν εωαρμογι τθσ 

ςτον ζλεγχο ντόπινγκ που διενεργείται από τα διεπιςτευμζνα εργαςτιρια για τθν 

ποςοτικοποίθςθ και τθν επιβεβαίωςθ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε οφρα αλόγων. Τζλοσ, 

πραγματοποιικθκε εωαρμογι τθσ προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ ςτθν ανάλυςθ δφο 

πραγματικϊν δείγματων. Στο ςθμείο αυτό, αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ μζκοδοσ επικυρϊκθκε 

από το Εκνικό Σφςτθμα Διαπίςτευςθσ (ΕΣΥΔ) και ζχει ενταχκεί ςτο πεδίο διαπίςτευςθσ των 

διαδικαςιϊν που εωαρμόηονται ςτο Εργαςτιριο ελζγχου ντόπινγκ του ΟΑΚΑ και αωοροφν 

τισ διαδικαςίεσ επιβεβαιωτικισ ανάλυςθσ ςε άλογα αγϊνων. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 9 
ΠΟΟΣΙΚΟ ΠΡΟΔΙΟΡΙΜΟ ΚΑΙ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΗ 

(ΣΑΤΣΟΠΟΙΗΗ) ΣΗ 3-ΜΕΘΟΞΤΣΤΡΑΜΙΝΗ Ε ΟΤΡΑ 

ΑΛΟΓΩΝ ΜΕ ΣΗ ΦΡΗΗ ΤΣΗΜΑΣΟ LC/QTOF-MS 

9.1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ – ΣΚΟΡΟΣ ΤΘΣ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Θ ντοπαμίνθ αποτελεί για τα άλογα, όπωσ και για τουσ ανκρϊπουσ,  νευροδιαβιβαςτικι 

ουςία τθσ κατθγορίασ των κατεχολαμινϊν, που εμπλζκεται κατά κφριο λόγο ςτθ 

διαωοροποίθςθ τθσ κινθτικισ ςυμπεριωοράσ μζςω διζγερςθσ του ντοπαμινεργικοφ 

ςυςτιματοσ του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ (ΚΝΣ), το οποίο ωαίνεται να αςκεί μια 

τονικι και υποςτθρικτικι δράςθ ςτθν κινθτικι δραςτθριότθτα. Ταυτόχρονα, θ ντοπαμίνθ 

επθρεάηει τθ λειτουργία ςυςτθμάτων εκτόσ του ΚΝΣ και παίηει ρόλο ςτθ ρφκμιςθ τθσ 

καρδιακισ λειτουργίασ. Οι δράςθ τθσ αυτι ςχετίηεται με διζγερςθ των υποδοχζων τθσ 

ντοπαμίνθσ και των α-αδρενεργικϊν και β-αδρενεργικϊν υποδοχζων. Για παράδειγμα, ςε 

υψθλι δόςθ μπορεί να διεγείρει τουσ α υποδοχείσ και να προκαλζςει αγγειοςφςπαςθ, ενϊ 

ςε χαμθλζσ δόςεισ διεγείρει τουσ β1 υποδοχείσ τθσ καρδιάσ και ζχει κετικι ινότροπο και 

χρονότροπο δράςθ. Επιπλζον, διαςτζλλει τα αρτθρίδια των νεωρϊν και των ςπλάχνων 

ενεργοποιϊντασ ντοπαμινεργικοφσ υποδοχείσ και ζτςι αυξάνει τθν αιματικι ροι προσ τουσ 

νεωροφσ και τα ςπλάχνα. Για όλεσ τισ παραπάνω δράςεισ, θ ντοπαμίνθ αποτελεί ωάρμακο 

εκλογισ ςτθν αντιμετϊπιςθ τθσ καταπλθξίασ (shock) και χορθγείται με ςυνεχι ενδοωλζβια 

ζγχυςθ. H ίδια θ ντοπαμίνθ δε διαπερνά τον αιματοεγκεωαλικο ωραγμό. Θ ουςία 

λεβοντόπα (L-3,4-dihydroxy-phenylalanine, levodopa, L-DOPA), που χορθγείται ςτθν 

κεραπευτικι αντιμετϊπιςθ τθσ νόςου Parkinson, αποτελεί άμεςο πρόδρομο τθσ ντοπαμίνθσ 

που διαπερνά ευκολότερα  τον αιματοεγκεωαλικό ωραγμό και μετατρζπεται ςε ντοπαμίνθ, 

τόςο ςτον εγκζωαλο, όςο και ςτο περιωερικό νευρικό ςφςτθμα, με τθ μεςολάβθςθ του 

ενηφμου αποκαρβοξυλάςθ τθσ ντοπαμίνθσ (L-amino acid decarboxylase, DOPA-

decarboxylace, DCC). Οι δράςεισ τθσ λεβοντόπα ςτο ΚΝΣ μποροφν να ενιςχυκοφν ςθμαντικά 

από τθ ςφγχρονθ χοριγθςθ τθσ ουςίασ καρβιντόπα (carvidopa), ενόσ αναςτολζα τθσ 

αποκαρβοξυλάςθσ τθσ ντοπαμίνθσ , ο οποίοσ δε διαπερνά τον αιματοεγκεωαλικό ωραγμό 

και μειϊνει το μεταβολιςμό τθσ λεβοντόπα ςτο γαςτρεντερικό ςωλινα και τουσ 

περιωερικοφσ ιςτοφσ.160 Ππωσ θ ντοπαμίνθ, ζτςι και θ L-DOPA, αποτελεί απαγορευμζνθ 

ουςία για τα άλογα αγϊνων, κακϊσ θ χοριγθςι τθσ μπορεί να επθρεάςει τθν ακλθτικι 

τουσ απόδοςθ, μζςω τθσ ενίςχυςθσ των επιπζδων τθσ ντοπαμίνθσ ςτον εγκζωαλο ι των 

επιδράςεων ςτο καρδιαγγειακό ςφςτθμα ι ςυνδυαςμοφ αυτϊν.247  

Ο μεταβολιςμόσ των ουςιϊν αυτϊν περιλαμβάνει εκτόσ από το ςχθματιςμό των 

κατεχολαμινϊν αδρεναλίνθ (adrenaline, epinephrine) και νοραδρεναλίνθ (noradrenaline, 

norepinephrine) το ςχθματιςμό των ουςιϊν 3-μεκοξυτυραμινθ (3-methoxytyramine, 3-ΜΤ), 

3,4-διυδροξυωαινυλοξικό οξφ (3,4-dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC) και ομοβαλλινικό 

οξφ (3-methoxy-4-hydroxyphenylacetic acid, homovallinic acid, HVA). O μεταβολιςμόσ τθσ 

ντοπαμίνθσ και τθσ λεβοντόπα παρουςιάηεται διαγραμματικά ςτο Σχιμα 9.1 που 

ακολουκεί.  
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Σχιμα 9.1: Οδοί βιομετατροπισ τθσ ντοπαμίνθσ και τθσ L-DOPA  
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 Σχιμα 9.1: Οδοί βιομετατροπισ τθσ ντοπαμίνθσ και τθσ L-DOPA (ςυνζχεια) 

 

 

Μελζτεσ248-251 ζδειξαν ότι θ εξωγενισ χοριγθςθ τθσ ουςίασ L-DOPA  ςτα άλογα ςυνοδεφεται 

από δοςοεξαρτϊμενθ ενίςχυςθ τθσ απζκκριςθσ των μεταβολιτϊν 3-ΜΤ και DOPAC, κάτι 

που δε ωαίνεται να ιςχφει για τθν ουςία HVA, τθσ οποίασ τα επίπεδα αρχικά αυξάνονται, 

αλλά ςτθ ςυνζχεια επανζρχονται ςτα αρχικά (προ-χοριγθςθσ τθσ L-DOPA) επίπεδα, τθν ίδια 

ςτιγμι που τα επίπεδα των 3-ΜΤ και DOPAC ςυνεχίηουν να αυξάνονται. Θ εξιγθςθ του 

ωαινομζνου αυτοφ ςχετίηεται με αναςτολι του ςχθματιςμοφ τθσ από τισ παραπάνω 

πρόδρομεσ ουςίεσ όταν θ ςυγκζντρωςθ τθσ ντοπαμίνθσ βρίςκεται ςε πολφ υψθλά επίπεδα 

(ανταγωνιςμόσ ντοπαμίνθσ για τισ κζςεισ ςφνδεςθσ των ουςιϊν 3-MT και DOPAC ςτα 

ζνηυμα 3-COMT και MAO, αντίςτοιχα). Οι προθγοφμενεσ εργαςίεσ που αωοροφν τθν 

απζκκριςθ τθσ 3-ΜΤ και των άλλων μεταβολιτϊν τθσ ντοπαμίνθσ ςτα οφρα των αλόγων 

ζδειξαν ότι θ ουςία 3-μεκοξυτυραμίνθ αποτελεί τον πλζον κατάλλθλο μεταβολίτθ που 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ωσ δείκτθσ για τον ζλεγχο τθσ χοριγθςθσ των απαγορευμζνων 

ουςιϊν ντοπαμίνθ και L-DOPA ςτα άλογα. Θ ουςία DOPAC βρζκθκε ότι κα μποροφςε να 

χρθςιμοποιθκεί εναλλακτικά ωσ δείκτθσ αλλά παρουςιάηει προβλιματα ςτακερότθτασ ςτα 

οφρα κατά τθν μακρά αποκικευςθ αυτϊν (>6 μινεσ) ςτουσ -20 οC. Λαμβάνοντασ υπόψθ τα 

δεδομζνα απζκκριςθσ των μεταβολιτϊν τθσ L-DOPA και τθσ ντοπαμίνθσ από μελζτεσ που 

διεξιχκθςαν ςε ωυςιολογικοφσ πλθκυςμοφσ αλόγων, αλλά και ςε άλογα κατόπιν 
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χοριγθςθσ τθσ απαγορευμζνθσ ουςίασ L-DOPA, κακιερϊκθκε ανϊτερο επιτρεπτό όριο ςτθ 

ςυγκζντρωςθ τθσ 3-μετοξυτυραμίνθσ (ελεφκερθσ και ςυηευγμζνθσ) ςτα οφρα των αλόγων, 

το οποίο κακορίςτθκε ςτα 4 μg mL-1, οδθγία που αναωζρεται και επίςθμα ςτο Άρκρο 6 τθσ 

διεκνοφσ ςυμωωνίασ που ζχει εκδόςει θ Ραγκόςμια Ομοςπονδία των Αρχϊν Ιπποδρομιϊν 

(International Federation of Horseracing Authorities)36. Τα δείγματα αλόγων που 

υπερβαίνουν το παραπάνω όριο, χαρακτθρίηονται ωσ κετικά ςτουσ ελζγχουσ ντόπινγκ που 

διενεργοφν τα αρμόδια εργαςτιρια, κακϊσ υψθλότερεσ του ορίου ςυγκεντρϊςεισ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ ςτα οφρα μποροφν να αποδοκοφν μόνο ςε εξωγενι χοριγθςθ L-DOPA ι 

ντοπαμίνθσ. Κατά ςυνζπεια, τα διαπιςτευμζνα εργαςτιρια πρζπει να διακζτουν αξιόπιςτεσ 

και επικυρωμζνεσ μεκόδουσ για τθν ποιοτικι ανίχνευςθ και τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 

παραπάνω ουςίασ ςτα δείγματα οφρων αλόγων. Στο ςθμείο αυτό αξίηει να ςθμειϊςουμε 

ότι το 2003 από το αρμόδιο Εργαςτιριο τθσ Αυςτραλίασ αναωζρκθκε ζνασ αξιοςθμείωτοσ 

αρικμόσ δείγματων οφρων που ελιωκθςαν από αγωνιηόμενα άλογα –νικθτζσ μετά τουσ 

αγϊνεσ και ςτα οποία ανιχνζυκθκαν υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ ουςίασ 3-μεκοξυτυραμίνθ  

(υψθλότερεσ του ορίου), κακϊσ και θ ουςία irbesartan, ζνα αντιυπερταςικό ωάρμακο που 

ανικει ςτουσ ανταγωνιςτζσ των υποδοχζων τθσ αγγειοταςίνθσ II. Ρεραιτζρω ζρευνεσ που 

ακολοφκθςαν οδιγθςαν ςτο ςυμπζραςμα ότι ςτα ςυγκεκριμζνα άλογα είχε γίνει χοριγθςθ 

τθσ ουςίασ L-DOPA με ςτόχο τθν ενίςχυςθ των αγωνιςτικϊν τουσ επιδόςεων, ενϊ ο λόγοσ 

χοριγθςθσ τθσ  ουςία irbesartan παραμζνει υπό μελζτθ και αποδίδεται πικανότατα ςτθν 

εξιςορρόπθςθ τθσ υπζρταςθσ και τθσ περιωερικισ αγγειοςφςπαςθσ που ςχετίηονται με τθν 

επακόλουκθ αφξθςθ των επιπζδων τθσ ντοπαμίνθσ από τθν χοριγθςθ τθσ L-DOPA.252 

Στθ βιβλιογραωία ζχουν αναωερκεί δφο αναλυτικζσ μζκοδοι προςδιοριςμοφ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ για τον ζλεγχο ντόπινγκ αλόγων.250,252 Οι μζκοδοι αυτζσ βαςίηονται ςτθν 

GC/MS ανάλυςθ του παραγωγοποιθμζνου εκχυλίςματοσ που λαμβάνεται μετά από 

υδρόλυςθ του δείγματοσ των οφρων και απομόνωςθ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ με 

διαδικαςία υγρό-υγρό εκχφλιςθσ.  

Αντικείμενο τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ ανάπτυξθ, θ αξιολόγθςθ και θ επικφρωςθ μιασ 

διαδικαςίασ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν ταυτοποίθςθ (επιβεβαίωςθ) τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ ςε οφρα αλόγων με τθν απλοφςτερθ δυνατι πορεία κατεργαςίασ. Για το 

ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκε θ ςυνδυαςμζνθ τεχνικι τθσ Υγροχρωματογραωίασ 

Υδρόωιλων Αλλθλεπιδράςεων (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC) και 

τθσ Φαςματομετρίασ Μαηϊν με ςφςτθμα QTOF/MS. Θ χρωματογραωία HILIC επιλζχκθκε 

ςτθν παροφςα μζκοδο ωσ εναλλακτικι χρωματογραωικι τεχνικι προκειμζνου να 

επιτευχκεί ικανοποιθτικι χρωματογραωικι ςυγκράτθςθ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ, ενϊ 

όπωσ ζχει ιδθ αναωερκεί ςε προθγοφμενο κεωάλαιο θ εωαρμογι τθσ ςε ςυνδυαςμό με 

ςυςτιματα ωαςματομετρίασ μαηϊν παρουςιάηει και επιπρόςκετα πλεονεκτιματα, όπωσ θ 

ενίςχυςθ τθσ ευαιςκθςίασ λόγω του αποτελεςματικότερου ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό, 

γεγονόσ που ςχετίηεται με το υψθλό ποςοςτό οργανικοφ τροποποιθτι ςτθν κινθτι ωάςθ, θ 

δυνατότθτα χρθςιμοποίθςθσ υψθλότερθσ ταχφτθτασ ροισ τθσ κινθτισ ωάςθσ και θ μείωςθ 

των επιδράςεων από το υποςτρωμα77,83,86,93. 
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9.2. ΕΣΩΤΕΙΚΟ ΡΟΤΥΡΟ 

Για τον προςδιοριςμό τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικό πρότυπο ζνα 

ιςοτοπικά επιςθμαςμζνο ανάλογο του αναλφτθ, θ ουςία 3-μεκοξυτυραμίνθ-1,1,2,2-d4. 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, θ παρουςία εςωτερικοφ προτφπου κακίςταται αναγκαία κατά 

τθν ανάλυςθ ουςιϊν ςε βιολογικά δείγματα, προκειμζνου να αντιςτακμιςτοφν απϊλειεσ 

κατά το ςτάδιο τθσ προκατεργαςίασ, ςωάλματα κατά τον ιοντιςμό και τθν αναλυτικι 

μζτρθςθ και γενικά για να εξαςωαλιςτεί θ κατά το δυνατό πιο αξιόπιςτθ ποςοτικοποίθςθ 

των προςδιοριηόμενων ουςιϊν. Σε προθγοφμενα κεωάλαια ζγινε ιδθ αναωορά για το 

ωαινόμενο τθσ ιοντικισ καταςτολισ που παρατθρείται  ςτθν τεχνικι τθσ ωαςματομετρίασ 

μαηϊν και κυρίωσ ςε ςυςτιματα με πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό και αωορά ςτθν 

καταςτολι του ςιματοσ του αναλφτθ από ουςίεσ του υποςτρϊματοσ που ςυνεκλοφονται 

και ειςζρχονται ταυτόχρονα με αυτόν ςτθν πθγι του ιοντιςμοφ. Θ ζκταςθ του ωαινομζνου 

αυτοφ αωενόσ μεν εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τθ χθμικι δομι του αναλφτθ, αωετζρου 

μπορεί να διαωοροποιείται ςθμαντικά μεταξφ διαωορετικϊν υποςτρωμάτων. Θ επιλογι 

ενόσ ιςοτοπικά  επιςθμαςμζνου αναλόγου του αναλφτθ ωσ εςωτερικοφ προτφπου αποτελεί 

επιλογι πρϊτθσ εκλογισ ςε βιοαναλυτικζσ μεκόδουσ ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ με τθν 

τεχνικι LC/MS, αωοφ όχι μόνο μποροφν να διορκωκοφν διακυμάνςεισ ςτθν απόκριςθ του 

αναλφτθ που ςχετίηονται με τθ μζκοδο προκατεργαςίασ των δειγματων (αραιϊςθ, 

εκχυλιςτικι διαδικαςία, παραγωγοποίθςθ κλπ.), αλλά ταυτόχρονα οι ουςίεσ αυτζσ 

επθρεάηονται ςε διακφμανςεισ του ςυςτιματοσ ανίχνευςθσ και τθσ απόδοςθσ ιοντιςμοφ ςε 

ιςοδφναμο βακμό με τον αναλφτθ, κακϊσ παρουςιάηουν πανομοιότυπεσ με αυτόν 

ωυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ. Κακϊσ αναμζνεται οι ουςίεσ αυτζσ να ςυνεκλοφονται με τον 

αναλφτθ, κα πρζπει να διαωζρουν κατά τρεισ μονάδεσ μάηασ τουλάχιςτον, διαωορετικά οι 

ιςοτοπικζσ κορυωζσ του αναλφτθ κα επθρεάςουν το ςιμα του εςωτερικοφ προτφπου. 

Επιπρόςκετα, επιβάλλεται θ κακαρότθτα του εςωτερικοφ προτφπου να είναι υψθλοφ 

βακμοφ, προκειμζνου να αποωευχκεί θ ςυνειςωορά αυτοφ ςτο ςιμα του αναλφτθ.186,187 

 

9.3. ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΑΣ 

Οι πρότυπεσ ουςίεσ 3-μεκοξυτυραμίνθ και 3-μεκοξυτυραμίνθ-d4 υπό τθ μορωι 

υδροχλωρικϊν αλάτων (βακμοφ κακαρότθτασ 99,5 και 99,0 %, αντίςτοιχα) ελιωκθςαν από 

τθ Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) και τθ CDN Isotopes (Quebec, Canada), αντίςτοιχα. 

 

9.4.  ΣΥΝΘΘΚΕΣ ΛΕΙΤΟΥΓΙΑΣ ΣΥΣΤΘΜΑΤΟΣ LC/QTOF-MS 

9.4.1. Επιλογό-Βελτιςτοπούηςη ςυνθηκών λειτουργύασ φαςματομϋτρου μαζών 

Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε ωαςματόμετρο μαηϊν τθσ εταιρείασ Agilent, το 

οποίο διζκετε τετραπολικό αναλυτι μαηϊν ςυηευγμζνο με ορκογϊνιασ επιτάχυνςθσ 

αναλυτι χρόνου πτιςθσ και πθγι ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό, ορκογϊνιασ διάταξθσ 

(6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS, Agilent Technologies, Santa Clara, California USA). O 

ανιχνευτισ του ςυςτιματοσ (αναλογο-ψθωιακόσ μετατροπζασ, ADC) επιλζχκθκε να 

λειτουργεί ςε ςυχνότθτα 2 GHz, θ οποία προςδίδει ςτο ωαςματόμετρο μαηϊν το μζγιςτο 

δυναμικό εφροσ λειτουργίασ (extended dynamic range mode). Θ 3-μεκοξυτυραμίνθ ωζρει 
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ςτο μόριό τθσ μια πρωτοταγι αμινομάδα και για τθν ανίχνευςι τθσ εωαρμόςτθκε κετικόσ 

ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό (ESI+). Θ κερμοκραςία και θ ταχφτθτα ροισ του αερίου 

αηϊτου ςτθν πθγι ιοντιςμοφ ρυκμίςτθκαν ςτουσ 330 οC και 10 L min-1, αντίςτοιχα και θ 

πίεςθ του αερίου νεωελοποίθςθσ (αερίου αηϊτου) ςτθν τιμι 40 psi. Τα δυναμικό 

κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ (fragmentor voltage) και το δυναμικό του 

τριχοειδοφσ (capillary voltage) βελτιςτοποιικθκαν με τθ διαδικαςία ανάλυςθσ FIA, δθλαδι 

με διαδοχικζσ αναλφςεισ προτφπου διαλφματοσ του αναλφτθ ςε μίγμα 

ακετονιτριλίου/νεροφ 50/50 (v/v) ςυγκζντρωςθσ 1,0 μg mL-1, με τθ ςυμμετοχι του 

αυτόματου δειγματολιπτθ και του χρωματογραωικοφ ςυςτιματοσ χωρίσ τθν παρουςία 

χρωματογραωικισ ςτιλθσ. Το πρωτονιωμζνο μόριο τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ με τιμι m/z 

168,1016 διαπιςτϊκθκε ότι κραυςματοποιείται εφκολα ακόμα και ςε ιπιεσ ςυνκικεσ τθσ 

πθγισ ιοντιςμοφ με απϊλεια τθσ αμινομάδασ με τθ μορωι ενόσ μορίου αμμωνίασ 

ςχθματίηοντασ το ιόν με τιμι m/z 151,0754. Στόχοσ των αναλφςεων FIA ιταν θ εφρεςθ των 

βζλτιςτων τιμϊν των δυναμικϊν που προαναωζρκθκαν, που εξαςωαλίηουν τθν μζγιςτθ 

δυνατι αωκονία των αδιάςπαςτων πρωτονιωμζνων μορίων του αναλφτθ, 

ελαχιςτοποιϊντασ τθ κραυςματοποίθςθ ςτθν πθγι ιοντιςμοφ. Τα αποτελζςματα τθσ 

πορείασ βελτιςτοποίθςθσ των δυναμικϊν απεικονίηονται διαγραμματικά ςτα Σχιματα 9.2 

και 9.3, αντίςτοιχα, όπου παρουςιάηεται θ μεταβολι του ςιματοσ τόςο για το 

πρωτονιωμζνο μοριακό ιόν, όςο και για το κραυςματοποιθμζνο ιόν τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ. Τελικά, το δυναμικό κραυςματοποίθςθσ (fragmentor voltage) 

ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 100 V και το δυναμικό του τριχοειδοφσ, το οποιο διαπιςτϊκθκε ότι 

επθρεάηει ςε μικρότερο βακμό τθν ζνταςθ του ςιματοσ ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 1500 V. Πλεσ 

οι επιπλζον παράμετροι λειτουργίασ του ωαςματομζτρου μαηϊν (δυναμικά εξαπόλου, 

ωακϊν, αναλυτι χρόνου πτιςθσ, ανιχνευτι ιόντων) ρυκμίηονταν και βελτιςτοποιοφνταν ςτο 

ςφνολό τουσ από τουσ από τθ διαδικαςία tuning του ςυςτιματοσ που ζχει περιγραωεί ςτο 

κεωάλαιο 4. 

 
Σχιμα 9.2: Επίδραςθ του δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ ςτθν ζνταςθ του 
πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και του κραυςματοποιθμζνου ιόντοσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ 
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Σχιμα 9.3: Επίδραςθ του δυναμικοφ του τριχοειδοφσ (capillary voltage) ςτθν ζνταςθ του 
πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και του κραυςματοποιθμζνου ιόντοσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ 

 

Για τθν επίτευξθ τθσ μζγιςτθσ δυνατισ εκλεκτικότθτασ και ευαιςκθςίασ κατά τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό και τθν ικανοποίθςθ των απαιτοφμενων κριτθρίων για τθν επιβεβαίωςθ τθσ 

3-μεκοξυτυραμίνθσ (ςχθματιςμόσ τουλάχιςτον τριϊν διαγνωςτικϊν ιόντων), επιλζχκθκε θ 

λειτουργία «targeted MS/MS” του ωαςματομζτρου Q/TOF-MS, κατά τθν οποία λαμβάνει 

χϊρα εναλλάξ διαδικαςία λιψθσ ωαςμάτων ςάρωςθσ των κυγατρικϊν ιόντων, τα οποία 

ςχθματίηονται μετά από απομόνωςθ μθτρικϊν ιόντων προεπιλεγμζνων τιμϊν m/z ςτον 

τετραπολικό αναλυτι και κραυςματοποίθςι τουσ ςτο κάλαμο ςυγκροφςεων με τθ βοικεια 

αερίου αηϊτου (MS/MS spectra) και διαδικαςία λιψθσ ωαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ χωρίσ 

κραυςματοποίθςθ (MS spectra). Οι παράμετροι που αωοροφν το εφροσ μαηϊν ςάρωςθσ και 

τθν ταχφτθτα ςάρωςθσ ρυκμίηονται ςτθν περίπτωςθ αυτι ξεχωριςτά για κάκεμια  

διαδικαςία. Ζτςι, για τθ διαδικαςία MS το εφροσ ςάρωςθσ τιμϊν m/z ρυκμίςτθκε ςε         

100 – 1100 (m/z) με ταχφτθτα ςάρωςθσ 3 scan sec-1, ενϊ για τθ διαδικαςία MS/MS οι 

αντίςτοιχεσ τιμζσ ιταν για το εφροσ 50-220 (m/z) και τθν ταχφτθτα 4 scan sec-1. Ωσ 

πρόδρομα ιόντα για τθν 3-μεκοξυτυραμίνθ και το εςωτερικό πρότυπο επιλζχκθκαν τα 

πρωτονιωμζνα μοριακά ιόντα  τουσ με τιμζσ m/z 168,1019 και 172,1270, αντίςτοιχα και 

πραγματοποιικθκαν διαδοχικζσ αναλφςεισ FIA για τθν εφρεςθ του κατάλλθλου δυναμικοφ 

κραυςματοποίθςθσ (collision energy, CE). Σταδιακι αφξθςθ του δυναμικοφ 

κραυςματοποίθςθσ από 2,5 εϊσ 10 V οδιγθςε ςε κραυςματοποίθςθ του μοριακοφ ιόντοσ 

προσ το κυγατρικό ιόν με τιμι m/z 151,0754, που όπωσ προαναωζρκθκε ςχθματίηεται από 

αυτό με απϊλεια ενόσ μορίου αμμωνίασ. Ρεραιτζρω κραυςματοποίθςθ παρατθρείται με 

αφξθςθ του δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ ςε υψθλότερεσ τιμζσ (10 - 25 V), που οδθγεί ςτο 

ςχθματιςμό των κυγατρικϊν ιόντων με τιμζσ m/z 151,0754, 119,0491 (απϊλεια ενόσ μορίου 
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μεκανόλθσ) και 91,0542 (ιόν τροπυλλίου). Ππωσ ιταν αναμενόμενο, για το ιςοτοπικά 

επιςθμαςμζνο ανάλογο τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ (3MT-d4), που χρθςιμοποιικθκε ωσ 

εςωτερικό πρότυπο παρατθρικθκε ςυμπεριωορά κραυςματοποίθςθσ αντίςτοιχθ με αυτι 

του αναλφτθ. Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ, το δυναμικό 

κραυςματοποίθςθσ ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 7,5 V λαμβάνοντασ υπόψθ τισ αποκρίςεισ των 

ιόντων με τιμζσ m/z 151,0754 για τον αναλφτθ και 155,1005 για το εςωτερικό πρότυπο, ενϊ 

για τθν επιβεβαίωςθ αυτισ πραγματοποιικθκε επανανάλυςθ των δειγμάτων ςε δυναμικό 

κραυςματοποίθςθσ 20 V. Στο ςχιμα 9.4 παρουςιαηονται για τθν 3-μεκοξυτυραμίνθ το 

ωάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ (α) και τα ωάςματα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων του 

πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ αυτισ ςε τιμζσ δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ 7,5 V (β) 

και 20 V (γ), μαηί με τα ςωάλματα μζτρθςθσ μάηασ για τα διαγνωςτικά ιόντα, όπωσ αυτά 

ελιωκθςαν μετά από τθν ανάλυςθ προτφπου διαλφματοσ του αναλφτθ ςυγκζντρωςθσ 1,0 

μg mL-1. Αντίςτοιχα ωάςματα μαηϊν, παρουςιάηονται και για το εςωτερικό πρότυπο 3-

μεκοξυτυραμίνθ-d4 ςτο Σχιμα 9.5, τα οποία ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ προτφπου 

διαλφματοσ ςυγκζντρωςθσ 0,5 μg mL-1. 
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Σχιμα 9.4: Φάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ (a) και φάςματα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων μετά από κραυςματοποίθςθ του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ με 

ενζργεια κραυςματοποίθςθσ (CE) 7.5 V (b) και 20 V (c). Ελιφκθςαν με ανάλυςθ προτφπου διαλφματοσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςυγκζντρωςθσ 1,0 μg mL-1 

υπό τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ QTOF-MS.  
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Σχιμα 9.5: Φάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ (a) και φάςματα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων 3-μεκοξυτυραμίνθσ-d4 μετά από κραυςματοποίθςθ του 

πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ με ενζργεια (CE) 7.5 V (b) και 20 V (c). Ελιφκθςαν με ανάλυςθ προτφπου διαλφματοσ ςυγκζντρωςθσ 0,5 μg mL-1 υπό τισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ QTOF-MS.  
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9.4.2. Τγροχρωματογραφικϋσ ςυνθόκεσ 

Το ςφςτθμα LC/QTOF-MS που χρθςιμοποιικθκε διζκετε χρωματογραωικι αντλία 

υπερυψθλισ απόδοςθσ (UHPLC) (Agilent 1200 Series, Rapid Resolution LC, Agilent 

Technologies) και κερμοςτατοφμενο αυτόματο δειγματολιπτθ 105 κζςεων, θ κερμοκραςία 

του οποίου ρυκμίςτθκε ςτουσ 5 οC. Αρχικά, κατά τθ μελζτθ επιλογισ των κατάλλθλων 

χρωματογραωικϊν ςυνκθκϊν, για το διαχωριςμό τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ από τα ςυςτατικά 

του υποςτρϊματοσ επιλζχκθκε μια ςτιλθ C18 χρωματογραωίασ UHPLC αντιςτρόωου 

ωάςεωσ (Zorbax Eclipse Plus C18, 100 x 2,1 mm i.d, 1,8 μm), ενϊ παράλλθλα δοκιμάςτθκαν 

διάωορεσ κινθτζσ ωάςεισ αποτελοφμενεσ από μίγμα ακετονιτριλίου /νεροφ ςε ςυνδυαςμό 

με κάποιο όξινο τροποποιθτι (μυρμθκικό οξφ μόνο του ι ςε μίγμα με μυρμθκικό αμμϊνιο, 

οξικό οξφ μόνο του ι ςε ςυνδυαςμό με οξικό αμμϊνιο). Θ 3-μεκοξυτυραμίνθ, που είναι ζνα 

ιδιαίτερα πολικό μόριο, παρουςίαςε πολφ χαμθλι ςυγκράτθςθ (παράγοντασ χωρθτικότθτασ 

< 1,3) ςε όλεσ τισ ςυνκικεσ που δοκιμάςτθκαν ακόμα και ςε κινθτζσ ωάςεισ με πολφ χαμθλό 

ποςοςτό οργανικοφ τροποποιθτι (αναλογία νεροφ/ακετονιτριλίου 95/5 (v/v/)). Κατά τισ 

μελζτεσ αυτζσ το υψθλό ποςοςτό υδατικοφ μζρουσ τθσ κινθτισ ωάςθσ επζβαλε θ αραίωςθ 

των δειγμάτων να γίνεται υποχρεωτικά με νερό ςτισ δοκιμαςτικζσ αναλφςεισ που 

πραγματοποιικθκαν ςε δείγματα οφρων, ενϊ διαπιςτϊκθκε μεγάλου βακμοφ ιοντικι 

καταςτολι και παρατθρικθκαν υψθλισ ζνταςθσ παρεμποδιςτικζσ κορυωζσ από το 

υπόςτρωμα, προερχόμενεσ κυρίωσ από τθ β-γλυκουρονιδάςθ που χρθςιμοποιείται για τθν 

ενηυμικι υδρόλυςθ των δειγμάτων των οφρων. 

Θ Υγροχρωματογραωία Υδρόωιλων Αλλθλεπιδράςεων (HILIC) επιλζχκθκε ωσ εναλλακτικι 

χρωματογραωικι τεχνικι που επιτρζπει τθν ικανοποιθτικι ςυγκράτθςθ ιδιαίτερα πολικϊν 

και υδρόωιλων μορίων που ςυγκρατοφνται ελάχιςτα ι κακόλου με τθ χρωματογραωία 

αντιςτρόωου ωάςεωσ. Θ χρωματογραωικι ςτιλθ που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα 

εργαςία ιταν θ zwitterionic SeQuant ΗIC®-HILIC (Merck, Darmstadt, Germany) μικουσ 15 

cm, εςωτερικισ διαμζτρου 2,1 mm και διαμζτρου ςωματιδίων 3,5 μm. Για τθν προςταςία 

τθσ ςτιλθσ χρθςιμοποιικθκε αντίςτοιχου τφπου προςτιλθ θ SeQuant ΗIC®-HILIC (20 x 2,1 

mm, μεγζκουσ ςωματιδίων 5 μm). Θ ςυγκεκριμζνθ ςτιλθ ωζρει ωσ πλθρωτικό φλικο 

πορϊδθ ςίλικα ςτθν επιωάνεια τθσ οποίασ ζχουν προςδεκεί ομοιοπολικά ομάδεσ 

ςουλωοβθταΐνθσ, που τθν κακιςτοφν μια μονίμωσ ωορτιςμζνθ και υψθλισ πολικότθτασ 

ςτατικι ωάςθ. Ο χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ ςτθν περίπτωςθ αυτι επιτυγχάνεται με 

μθχανιςμό ςυγκράτθςθσ που ςχετίηεται με υδρόωιλθ κατανομι των αναλυόμενων μορίων 

ανάμεςα ςτθν κινθτι ωάςθ και ςτο υδρόωιλο περιβάλλον του πλθρωτικοφ υλικοφ και ςε 

δευτερεφουςασ ςθμαςίασ θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ με τισ ωορτιςμζνεσ ομάδεσ 

των αλυςίδων τθσ ςουλωοβθταΐνθσ, επιτρζποντασ τθν προςκικθ χαμθλισ ςυγκζντρωςθσ 

ρυκμιςτικϊν παραγόντων ςτθν κινθτι ωάςθ, όπωσ είναι τα αμμωνιακά άλατα του 

μυρμθκικοφ και του οξικοφ οξζοσ, ι το μυρμθκικό και το οξικό οξφ, που είναι και τα πλζον 

χρθςιμοποιοφμενα και ςυμβατά ςτισ μεκόδουσ LC/MS. Επιπλζον, θ χριςθ ενόσ ρυκμιςτικοφ 

αμμωνιακοφ άλατοσ ςυνίςταται για τθ ςυγκεκριμζνθ ςτιλθ, προκειμζνου να διατθρθκεί μια 

ομοιόμορωθ θλεκτροςτατικι επίδραςθ μεταξφ των διαλυμζνων ςτθν κινθτι ωάςθ μορίων 

και τθσ ςτατικισ ωάςθσ ςτθν περίπτωςθ ωορτιςμζνων αναλυτϊν. 75,253 

Θ εωαρμογι τθσ χρωματογραωίασ HILIC ςτθν παροφςα εργαςία επιλζον τθσ ικανοποιθτικισ 

ςυγκράτθςθσ του αναλφτθ είχε δφο επιπρόςκετα ςθμαντικά πλεονεκτιματα. Επζτρεψε τθν 
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χριςθ υψθλοφ ποςοςτοφ οργανικοφ τροποποιθτι ςτθν κινθτι ωάςθ (80%), γεγονόσ που 

ςυνζβαλε ςτθ βελτίωςθ τθσ απόδοςθσ του ιοντιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό και ςτθν 

ενίςχυςθ τθσ απόκριςθσ του ωαςματομζτρου μαηϊν. Στθ χρωματογραωία HILIC απαραίτθτθ 

προχπόκεςθ για τθν επίτευξθ ικανοποιθτικι ςυγκράτθςθσ και διαχωριςμοφ αποτελεί το 

προσ ανάλυςθ δείγμα να βρίςκεται ςε μορωι διάλυματοσ που περιζχει το λιγότερο ςε 

αναλογία 50% οργανικό τροποποιθτι αντίςτοιχο με αυτό τθσ κινθτισ ωάςθσ. Το γεγονόσ 

αυτό επζτρεψε τθν προςκικθ ποςότθτασ ακετονιτριλίου ςτα υδρολυμζνα δείγματα οφρων 

και ακολοφκωσ τθν υπερωυγοκζντρθςι τουσ με ςτόχο τθν καταβφκιςθ των πρωτεινικϊν και 

πεπτιδικϊν υπολειμμάτων τθσ υδρόλυςθσ και τον κακαριςμό του δείγματοσ, περιορίηοντασ 

τθσ παρεμποδίςεισ και τθν ιοντικι καταςτολι από ςυνεκλουόμενεσ ουςίεσ του 

υποςτρϊματοσ.   

Κατά τθν ανάπτυξθ τθσ μεκόδου, δοκιμάςτθκαν διαωορετικζσ κινθτζσ ωάςεισ που 

αποτελοφνταν από μίγμα ακετονιτριλίου/ νεροφ ςε αναλογία 80/20 (v/v) (προτεινόμενθ 

αναλογία από τον καταςκευαςτι τθσ ςτιλθσ) και διαωορετικζσ αναλογίεσ μυρμθκικοφ 

οξζοσ (0-0,1%) και μυρμθκικοφ αμμωνίου (0-20 mM), προκειμζνου να επιτευχκεί 

ικανοποιθτικι χρωματογραωικι ςυμπεριωορά του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου 

(ςυγκράτθςθ και ςχιμα χρωματογραωικϊν κορυωϊν), ταυτόχρονα με ικανοποιθτικι 

απόκριςθ του ωαςματομζτρου μαηϊν. Θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ ωάςθσ που τελικά επιλζχκθκε 

ιταν μίγμα ακετονιτριλίου νεροφ ςε αναλογία 80/20 (v/v) που περιείχε 5 mM μυρμθκικοφ 

αμμωνίου και 0,05 % (v/v) μυρμθκικό οξφ και παρζμενε ςτακερι ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ 

ανάλυςθσ. Θ ταχφτθτα ροισ ιταν 0,3 mL min-1. Ο ςυνολικόσ χρόνοσ ανάλυςθσ ιταν 10 min 

και ο ενιζμενοσ όγκοσ δείγματοσ 5 μL. Υπό τισ παραπάνω χρωματογραωικζσ ςυνκικεσ οι 

χρόνοι ζκλουςθσ για τθν 3-μεκοξυτυραμίνθ και το δευτεριωμζνο εςωτερικό πρότυπο ιταν 

3,3 min. Θ βαλβίδα divert valve του ωαςματομζτρου μαηϊν ρυκμίςτθκε να διοχετεφει το 

χρωματογραωικό ζκλουςμα εντόσ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ ωαςματομζτρου μαηϊν για το 

χρονικό διάςτθμα 2,5 – 5,5 min. Ενδεικτικά, ςτο ςχιμα 9.6 που ακολουκεί παρουςιάηoνται 

τυπικά χρωματογράωθματα που ζχουν λθωκεί από τθν ανάλυςθ δείγματοσ οφρων αλόγου 

εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ ςε ςυγκζντρωςθ 4 μg mL-1 (ςυγκζντρωςθ ορίου) υπό τισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ του ςυςτιματοσ LC/Q-TOF-MS. 

Σχιμα 9.6: Ιοντικά χρωματογραφιματα του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου που 

ελιφκθςαν από τθν ανάλυςθ δείγματοσ οφρων αλόγου εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ ςε 

ςυγκζντρωςθ 4,0 μg mL-1. 
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9.5. ΡΟΤΥΡΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ ΚΑΙ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Για τθν διεξαγωγι των πειραμάτων αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου, παραςκευάςτθκαν δφο 

ςειρζσ προτφπων διαλυμάτων τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ, από τισ οποίεσ θ πρϊτθ 

χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι των διαλυμάτων εργαςίασ που χρθςιμοποιικθκαν για 

τον εμβολιαςμό και τθν παραςκευι των προτφπων δειγμάτων βακμονόμθςθσ των 

καμπυλϊν αναωοράσ (standard calibration samples STD’s), ενϊ θ δεφτερθ ςειρά 

χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι των διαλυμάτων εργαςίασ των εμβολιαςμζνων 

δειγμάτων ελζγχου (quality control samples, QC’s). Κακζνα από τα διαλφματα 

παρακατακικθσ παραςκευάςτθκε με ηφγιςθ ςτερεισ πρότυπθσ ουςίασ (3-μεκοξυτυραμίνθ 

με τθ μορωι υδροχλωρικοφ άλατοσ) ςε αναλυτικό ηυγό ακρίβειασ τεςςάρων δεκαδικϊν 

ψθωίων μζςα ςε βακμονομθμζνθ ογκομετρικι ωιάλθ και ακόλουκθ διάλυςθ με μίγμα 

μεκανόλθσ/ νεροφ 50/50 (v/v) μζχρι χαραγισ. Με ανάλογο τρόπο, παραςκευάςτθκε 

πρότυπο διάλυμα παρακατακικθσ του εςωτερικοφ προτφπου (3-μεκοξυτυραμίνθ-d4 υπό τθ 

μορωι υδροχλωρικοφ άλατοσ). Ακολοφκθςε μεταωορά όλων των διαλυμάτων ςε 

ςκοτεινόχρωμα ωιαλίδια (vials), τα οποία αποκθκεφτθκαν ςτο ςκοτάδι και ςε κερμοκραςία 

-20 οC. 

Λαμβάνοντασ κατάλλθλουσ όγκουσ  από τα διαλφματα παρακατακικθσ και αραιϊνοντασ με 

με μεκανόλθ ςε βακμονομθμζνεσ ογκομετρικζσ ωιάλεσ παραςκευάςτθκαν τα διαλφματα 

εργαςίασ του αναλφτθ ςυγκζντρωςθσ 250 μg mL-1. Το διάλυμα εργαςίασ του εςωτερικοφ 

προτφπου παραςκευάςτθκε με αντίςτοιχο τρόπο ςε ςυγκζντρωςθ 100 μg mL-1. Τα πρότυπα 

διαλφματα εργαςίασ αποκθκεφτθκαν ςε ςκοτεινόχρωμεσ ωιάλεσ ςτουσ -20 οC. 

Στο Ραράρτθμα 25 ωαίνονται οι ςυγκεντρϊςεισ των προτφπων διαλυμάτων παρακατακικθσ 

και εργαςίασ και οι απαιτοφμενοι όγκοι διαλυμάτων για τθν παραςκευι τουσ. 

 

9.6. ΡΑΑΣΚΕΥΘ ΡΟΤΥΡΩΝ ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΕΝΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

Κατά τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν πρότυπα δείγματα 

καμπφλθσ βακμονόμθςθσ και δείγματα ελζγχου ςε οφρα αλόγου εμβολιαςμζνα με τον 

αναλφτθ. Για το ςκοπό επιλζχκθκαν και χρθςιμοποιικθκαν δείγματα οφρων διαωορετικϊν 

αλόγων (αρςενικά, κθλυκά και εκτομίεσ), τα οποία κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ και 

θμιποςοτικοποίθςθσ του Εργαςτθρίου με τθν τεχνικι GC/MS παρουςίαςαν πολφ χαμθλι 

ςυγκζντρωςθ 3-μεκοξυτυραμίνθσ. Ραραςκευάςτθκε ζτςι ζνα μίγμα από τα παραπάνω 

δείγματα (pooled urine), το οποίο μοιράςτθκε ςε ποςότθτεσ των 100 mL που 

αποκθκεφκθκαν ςτουσ -20 οC και ακολοφκωσ χρθςιμοποιικθκαν για κάκε αναλυτικι 

διαδικαςία ςε όλα τα πειράματα αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου. 

Τα πρότυπα δείγματα τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ (standard calibration samples, STD’s) 

παραςκευάςτθκαν κάκε εργαςτθριακι θμζρα ςε ζξι επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (1,0, 2,5, 5,0, 

10,0 15,0 και 20 μg mL-1) με εμβολιαςμό κατάλλθλου όγκου διαλφματοσ εργαςίασ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ ςε 2,5 mL λευκοφ δείγματοσ οφρων αλόγου και ακόλουκθ προςκικθ 

κατάλλθλου όγκου νεροφ για ιςοςτάκμιςθ του όγκου ςε όλα τα δείγματα. Τα πρότυπα 

δείγματα ελζγχου (quality control samples, QC’s) παραςκευάςτθκαν με αντίςτοιχο τρόπο ςε 

τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ, χρθςιμοποιϊντασ για τον εμβολιαςμό διαωορετικό 

διάλυμα εργαςίασ του αναλφτθ από αυτό που χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι των 
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δειγμάτων βακμονόμθςθσ. Οι τιμζσ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςτα 

δείγματα ελζγχου κακορίςτθκαν ωσ εξισ: χαμθλι ςυγκζντρωςθ (2 μg mL-1), ςυγκζντρωςθ 

αντίςτοιχθ με το απαγορευμζνο όριο που ζχει κακοριςτεί από τον AORC για τθν 3-

μεκοξυτυραμίνθ (4 μg mL-1), ςυγκζντρωςθ που αντιςτοιχεί ςτο μζςο περίπου για το 

μελετοφμενο εφροσ γραμμικότθτασ (12 μg mL-1), ςυγκζντρωςθ υψθλι που αντιςτοιχεί ςτο 

90% του τελευταίου ςθμείου τθσ καμπφλθσ (ανϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ, ULOQ)             

(18 μg mL-1). 

Στο Ραράρτθμα 26 παρουςιάηεται αναλυτικά ο τρόποσ παραςκευισ των προτφπων 

εμβολιαςμζνων δειγμάτων τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και των δειγμάτων ελζγχου. 

 

9.7. ΡΟΕΙΑ ΚΑΤΕΓΑΣΙΑΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΟΥΩΝ 

Τα προσ ανάλυςθ δείγματα οφρων (όγκου 2,5 mL) μεταγγίηονται ςε ψθλοφσ υάλινουσ 

ςωλινεσ και ακολοφκωσ προςτίκενται 1 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ οξικϊν (pH 5,0) 

(4.4.3.2), 50 μL διαλφματοσ ενηφμου β-γλυκουρονιδάςθσ από Helix pommatia (4.4.2.2.) και 

50 μL διαλφματοσ εργαςίασ του εςωτερικου προτφπου (3-μεκοξυτυραμίνθ-d4). Ακολουκεί 

ανάδευςθ, πωματιςμόσ των ςωλινων και τοποκζτθςι τουσ ςτο ωοφρνο για επϊαςθ ςτουσ 

50 οC για 2,5 ϊρεσ. Μετά το πζρασ τθσ υδρόλυςθσ, 100 μL του μίγματοσ από κάκε 

υδρολυμζνο δείγμα μεταγγίηονται ςε ωιαλίδια Eppendorf και προςτίκενται 500 μL 

ακετονιτριλίου κακαρότθτασ LC/MS (4.4.1.5). Ακολουκεί υπερωυγοκζντρθςθ των δειγμάτων 

για 10 min με ταχφτθτα 13500 rpm ςε κατάλλθλθ ωυγόκεντρο που ωζρει κεωαλι κατάλλθλθ 

για υποδοχι ωιαλιδίων Eppendorf. Ροςότθτα του υπερκείμενου υγροφ ωιλτράρεται με τθ 

βοικεια ςφριγγασ μεςω ωίλτρων με διάμετρο πόρων 0,45 μm (Millex HV syringe driven 

filters, Millipore) και το προσ ανάλυςθ ωιλτραριςμζνο δείγμα μεταγγίηεται ςε υάλινα 

ωιαλίδια του αυτόματου δειγματολιπτθ (vials με insert). Συνοπτικά θ πορεία κατεργαςίασ 

απεικονίηεται ςτο διάγραμμα που ακολουκεί (Σχιμα 9.7). 
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+ 50 μL δ/τοσ ISTD 1 μgmL-1  

+ 1 mL ρυκμιςτικοφ δ/τοσ οξικϊν pH 5.0 

+ 50 μL β-γλυκουρονιδάςθ (Η.pommatia)  

 

 

 

100 μL δείγματοσ + 500 μL ACN 

 

 

 

 

ποςότθτα υπερκείμενου 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχιμα 9.7: Πορεία κατεργαςίασ δειγμάτων οφρων για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν 

επιβεβαίωςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ 

 

 

9.8. ΜΕΛΕΤΘ ΕΡΙΔΑΣΕΩΝ ΑΡΟ ΤΟ ΥΡΟΣΤΩΜΑ 

Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί και ςε προθγοφμενα κεωάλαια, τα οφρα των αλόγων αποτελοφν 

ζνα ιδιαίτερα πολφπλοκο υλικό, θ πολυςφςτατθ ωφςθ του οποίου διαωοροποιείται ςυχνά 

ςε μεγάλο βακμό από το ζνα δείγμα ςτο άλλο. Θ επίδραςθ του υποςτρϊματοσ ςτθν 

απόκριςθ του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου από ουςίεσ του μθτρικοφ υλικοφ που 

δεν ανιχνεφονται αλλά ςυνεκλοφονται και επθρεάηουν τον ιονιςμό μελετικθκε εκτενϊσ για 

να εξαςωαλιςτεί θ εξαγωγι αξιόπιςτων αποτελεςμάτων ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ. 

Για τθ μελζτθ του μεγζκουσ του ωαινομζνου τθσ ιοντικισ καταςτολισ ςτθν παροφςα 

εργαςία παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν καμπφλεσ αναωοράσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ 

ςε εφροσ ςυγκεντρϊςεων 1-20 μg mL-1 (standard calibration curves) ςε εμβολιαςμζνα 

δείγματα τριϊν διαωορετικϊν παρτίδων οφρων αλόγων κακϊσ και ςε υδατικά δείγματα. Τα 

δείγματα για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ παραςκευάςτθκαν και κατεργάςτθκαν ςφμωωνα 

με τθν πορεία που προαναωζρκθκε και αναλφκθκαν εισ διπλοφν με τθν προτεινόμενθ 

μζκοδο HILIC/QTOF-MS. Ωσ απόκριςθ λαμβάνεται ο λόγοσ τθσ επιωάνειασ τθσ 

ΔΕΙΓΜΑ ΟΤΡΩΝ ΑΛΟΓΟΤ 

(2,5 mL) 

ΕΝΖΤΜΙΚΗ ΤΔΡΟΛΤΗ 

(2,5 ώρεσ/50 οC) 

YΠΕΡΥΤΓΟΚΕΝΣΡΗΗ 

(10 min/13500 rpm) 

ΥΙΛΣΡΑΡΙΜΑ 

(syringe-driven filters, 0,45μm) 

ΑΝΑΛΤΗ  

HILIC/QTOF-MS 
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χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ (m/z 151,0754) προσ τθν επιωάνεια τθσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ του δευτεριωμζνου εςωτερικοφ προτφπου (m/z 155,1005). Οι 

εξιςϊςεισ ςυμμεταβολισ που ελιωκθςαν για τισ τζςςερισ καμπφλεσ αναωοράσ 

παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 9.1, ςτον οποίο παρατίκενται επίςθσ οι τιμζσ τθσ τυπικισ 

απόκλιςθσ για τθν τομι (sα) και τθν κλίςθ (sb), ο ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ (r) και το 

τετράγωνο αυτοφ (r2) και το τυπικό ςωάλμα. Διαπιςτϊκθκε ότι θ τιμι τθσ κλίςθσ των 

καμπυλϊν αναωοράσ δεν παρουςιάηει ςθμαντικι διακφμανςθ μεταξφ των διαωορετικϊν 

παρτίδων οφρων και των δειγμάτων ςε νερό (Σχιμα 9.8). Ακολοφκωσ, ςτον Ρίνακα 9.2 

παρουςιάηονται ςυνοπτικά τα αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ επίδραςθσ του 

υποςτρϊματοσ ςτθν απόκριςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ και του ιςοτοπικά επιςθμαςμζνου 

αναλόγου αυτισ κακϊσ και ςτο λόγο των αποκρίςεων του αναλφτθ προσ του εςωτερικοφ 

προτφπου ςε τρία επίπεδα ςυγκζντρωςθσ των προτφπων δειγμάτων. Οι τιμζσ τθσ απόκριςθσ 

και τθσ ςχετικισ απόκριςθσ ςτα διαωορετικά δείγματα οφρων παρουςιάηονται 

κανονικοποιθμζνεσ ωσ προσ τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ που ελιωκθςαν από τθν ανάλυςθ των 

υδατικϊν δειγμάτων. Ππωσ ωαίνεται από τα αποτελζςματα του Ρίνακα, για όλα τα 

δείγματα οφρων που μελετικθκαν διαπιςτϊκθκε καταςτολι ςιματοσ για τον αναλφτθ και 

το εςωτερικό πρότυπο, θ ζνταςθ του οποίου κυμαίνεται ςθμαντικά μεταξφ των 

διαωορετικϊν παρτίδων οφρων. Ραρ’ όλ’ αυτά θ χρθςιμοποίθςθ του δευτεριωμζνου 

αναλόγου του αναλφτθ ωσ εςωτερικό πρότυπο, του οποίου θ απόκριςθ υωίςταται 

αναλόγου βακμοφ καταςτολι με αυτι του αναλφτθ οδιγθςε ςε επαναλθψιμα 

αποτελζςματα του λόγου των αποκρίςεων μεταξφ των διαωορετικϊν δειγμάτων οφρων. 

Επομζνωσ, θ ποςοτικοποίθςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε φποπτα δείγματα οφρων αλόγων 

μπορεί να πραγματοποιθκεί με τθν τεχνικι τθσ καμπφλθσ αναωοράσ και για τον ζλεγχο 

αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου χρθςιμοποιικθκε ζνα μίγμα λευκϊν δειγμάτων οφρων (pooled 

blank urine) για τθν παραςκευι των προτφπων δειγμάτων και των δειγμάτων ελζγχου.  
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ΡΙΝΑΚΑΣ 9.1: Αποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν αναωοράσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε υδατικά δείγματα και ςε δείγματα οφρων 
χαμθλοφ (‘low’), μεςαίου (‘medium’) και υψθλοφ (‘high’) ειδικοφ βάρουσ (specific gravity, SG) 
 

ΥΡΟΣΤΩΜΑ ΕΞΙΣΩΣΘ ΡΑΛΙΝΔΟΜΘΣΘΣ 
ΤΥΡΙΚΘ ΑΡΟΚΛΙΣΘ 

r r2 
ΤΥΡΙΚΟ 

ΣΦΑΛΜΑ ΤΟΜΘΣ (sα) ΚΛΙΣΘΣ (sb) 
Νερό y = 1,094 x - 0,17 0,20 0,018 0,9995 0,998 0,30 

Οφρα ‘low’ SG y = 1,018 x + 0,03 0,22 0,020 0,9993 0,998 0,33 

Οφρα ‘medium’ SG y = 1,018 x - 0,10 0,20 0,018 0,9994 0,998 0,30 

Οφρα ‘high’ SG y = 1,001 x + 0,07 0,18 0,016 0,9995 0,998 0,27 

 

 

ΡΙΝΑΚΑΣ 9.2: Αποτελζςματα μελζτθσ επίδραςθσ του μθτρικοφ υλικοφ ςτθν απόκριςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ (3ΜΤ) και του εςωτερικοφ προτφπου (3ΜΤ-
d4) μετά από παραςκευι και ανάλυςθ καμπυλϊν αναωοράσ ςε υδατικά δείγματα και ςε δείγματα οφρων χαμθλοφ (‘low’), μεςαίου (‘medium’) και υψθλοφ 
(‘high’) ειδικοφ βάρουσ (specific gravity, SG). Οι τιμζσ των απόλυτων και ςχετικϊν αποκρίςεων για τα δείγματα οφρων παρουςιάηονται κανονικοποιθμζνεσ 
ωσ προσ τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ των υδατικϊν δειγμάτων. 
 

 υγκζντρωςθ 3-Μεκοξυτυραμίνθσ 

 
Υπόςτρωμα 

Πρότυπο δείγμα (STD) 1 μg mL-1  Πρότυπο δείγμα (STD) 5 μg mL-1  Πρότυπο δείγμα (STD) 20 μg mL-1  

Επιωάνεια 
3ΜΤ 

Επιωάνεια 
3ΜΤ-d4 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 

Επιωάνεια 
3ΜΤ 

Επιωάνεια 
3ΜΤ-d4 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 

Επιωάνεια 
3ΜΤ 

Επιωάνεια 
3ΜΤ-d4 

Λόγοσ 
Επιωανειϊν 

 

Κλίςθ 
(b) 

Νερό 100 100 100  100 100 100  100 100 100  1,094 

Οφρα ‘low’ SG 88 83 106  80 84 95  98 105 94  1,018 

Οφρα ‘medium’ SG 75 76 99  82 84 95  93 101 91  1,018 

Οφρα ‘high’ SG 64 58 111  48 49 98  63 69 91  1,001 

%RSD 19,1 22,2 5,4  28,1 27,3 1,9  19,8 17,8 4,3  4,0 
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Σχιμα 9.8: Καμπφλεσ αναφοράσ τθσ 3-μεκόξυτυραμίνθσ ςε νερό και διαφορετικά δείγματα οφρων.

NΕΡΟ:       y = 1,0937x - 0,1663

OΥΡΑ "low" SG:      y = 1,0183x + 0,0263

OYPA "medium" SG:      y = 1,0180x - 0,0982

OYPA "high" SG:      y = 1,0015x + 0,0748
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9.9. ΑΞΙΟΛΟΓΘΣΘ ΜΕΘΟΔΟΥ ΡΟΣΟΤΙΚΟΥ ΡΟΣΔΙΟΙΣΜΟΥ ΤΘΣ               

3-ΜΕΘΟΞΥΤΥΑΜΙΝΘΣ ΣΕ ΟΥΑ ΑΛΟΓΩΝ 

9.9.1. Έλεγχοσ γραμμικϐτητασ – Καμπϑλεσ αναφορϊσ 

Κατά τθν αξιολόγθςθ γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν 

καμπφλεσ αναωοράσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε πζντε εργαςτθριακζσ θμζρεσ. Κάκε 

καμπφλθ αναωοράσ περιελάμβανε ζξι πρότυπα με εφροσ ςυγκεντρϊςεων για τον αναλφτθ  

1 – 20 μg mL-1, ενϊ παράλλθλα αναλφκθκαν και ζνα λευκό δείγμα χωρίσ εςωτερικό 

πρότυπο (blank) και ζνα μθδενικό δείγμα (λευκό δείγμα με εςωτερικό πρότυπο, zero). Kάκε 

πρότυπο παραςκευάςτθκε και αναλφκθκε εισ διπλοφν (ςυνολικά 4 μετριςεισ ανά ςθμείο 

τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ). Ωσ απόκριςθ λαμβάνεται ο λόγοσ τθσ επιωάνειασ τθσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ προσ τθν αντίςτοιχθ επιωάνεια του 

εςωτερικοφ προτφπου (3-μεκοξυτυραμίνθ-d4). 

Αρχικά, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ φπαρξθσ ομοςκεδαςτικότθτασ για τα πρότυπα 

δείγματα τθσ καμπφλθσ αναωοράσ με τθν καταςκευι του διαγράμματοσ των υπολοίπων 

των αποκρίςεων ςυναρτιςει των επιπζδων ςυγκζντρωςθσ του αναλφτθ για το μθ ηυγιςμζνο 

γραμμικό μοντζλο (Σχιμα 9.9). Επιπρόςκετα, για τθν επιβεβαίωςθ απουςίασ 

ετεροςκεδαςτικότθτασ πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ με εωαρμογι τθσ δοκιμαςίασ F-test, για 

τθ ςφγκριςθ των διακυμάνςεων των υπολοίπων που αντιςτοιχοφν  ςτο χαμθλότερο και ςτο 

υψθλότερο επίπεδοο ςυγκζντρωςθσ. Ο υπολογιηόμενοσ λόγοσ των διακυμάνςεων 

(πειραματικι τιμι F) ςυγκρίκθκε με τθ κεωρθτικι τιμι που λαμβάνεται από πίνακεσ για 

(ΝΑ-1) = (ΝΒ-1) = 3 βακμοφσ ελευκερίασ (όπου ΝΑ=ΝΒ=4, ο αρικμόσ των μετριςεων για κάκε 

ςθμείο) και ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 99% (Ρίνακασ 9.3). 

 

 

 
Σχιμα 9.9: Διαγραμματικι απεικόνιςθ τθσ κατανομισ των υπολοίπων απόκριςθσ ςυναρτιςει τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ (μθ ηυγιςμζνο γραμμικό μοντζλο) για τον ζλεγχο 

ομοςκεδαςτικότθτασ 
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Ρίνακασ 9.3: Δοκιμαςία F για τον ζλεγχο ομοςκεδαςτικότθτασ μεταξφ του πρϊτου και του 

τελευταίου ςθμείου τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

Στατιςτικό Στοιχείο Υπολοίπων 
Σθμείο 1 

(1 μg mL-1) 
Σθμείο 7 

(20 μg mL-1) 

Μζςθ Τιμι (Ν=4) 0,002 0,04 

Τυπικι απόκλιςθ (SD) 0,034 0,17 

Διακφμανςθ (SD2) 0,001166 0,028829  

Fπειραματικό (SD7
2/ SD1

2) 24,72 

Fκεωρθτικό (f1= f7= 3,  99%) 29,46 

 
Fπειραματικό < Fκεωρθτικό             

 
μθ ςθμαντικι διαωορά διακυμάνςεων 

 

Από τθν οπτικι παρατιρθςθ του διαγράμματοσ των υπολοίπων και κυρίωσ από τα 

αποτελζςματα τθσ δοκιμαςίασ F δεν κρίκθκε αναγακαία θ χρθςιμοποίθςθ ενόσ παράγοντα 

ηφγιςθσ, και για τθν εξαγωγι των εξιςϊςεων ςυμμεταβολισ των καμπυλϊν αναωοράσ και 

για το ςκοπό αυτό εωαρμόςτθκε θ απλι (μθ ηυγιςμζνθ) γραμμικι ανάλυςθ παλινδρόμθςθσ. 

Τα αποτελζςματα ελζγχου τθσ γραμμικότθτασ για κάκε εργαςτθριακι θμζρα 

παρουςιάηονται αναλυτικά ςτο Ραράρτθμα 27, ενϊ ςτον Ρίνακα 9.4 που ακολουκεί 

παρουςιάηονται ςυνοπτικά οι εξιςϊςεισ ςυμμεταβολισ για κάκε μια από τισ πζντε ςειρζσ 

μετριςεων μαηί με τα όρια εμπιςτοςφνθσ τθσ τομισ και τθσ κλίςθσ και τισ αντίςτοιχεσ τιμζσ 

του ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ, του τυπικοφ ςωάλματοσ και των τυπικϊν αποκλίςεων για τθν 

τομι και τθν κλίςθ. Διαπιςτϊκθκε ικανοποιθτικι γραμμικότθτα, κακϊσ θ τιμι του 

ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ βρζκθκε μεγαλφτερθ από 0,9998. Το επί τοισ εκατό ςχετικό 

ςωάλμα των πειραματικά υπολογιηόμενων ςυγκεντρϊςεων των προτφπων δειγμάτων δεν 

ξεπζραςε τθν τιμι ±15 %. 

Επιπλζον ζγινε ζλεγχοσ διζλευςθσ των καμπυλϊν αναωοράσ από τθν αρχι των αξόνων. Με 

χριςθ τθσ δοκιμαςίασ Student (t-test), ζλεγχκθκε εάν οι πειραματικζσ τιμζσ των εξιςϊςεων 

παλινδρόμθςθσ διαωζρουν ςθμαντικά από τθ κεωρθτικι τιμι μθδζν. Για το ςκοπό αυτό, 

υπολογίςτθκε θ πειραματικι τιμι t (tπειρ.) από τθ ςχζςθ            ,  όπου α, θ τομι τθσ 

εκάςτοτε εξίςωςθσ ςυμμεταβολισ και sα, θ αντίςτοιχθ τυπικι απόκλιςθ. Στθ ςυνζχεια, 

ςυγκρίκθκε με τθ κεωρθτικι τιμι tκεωρ. από τον πίνακα τθσ κατανομισ Student για ςτάκμθ 

εμπιςτοςφνθσ 95% και για Ν-2 βακμοφσ ελευκερίασ (όπου Ν, ο αρικμόσ των προτφπων τθσ 

καμπφλθσ αναωοράσ). Ππωσ ωαίνεται από τα αποτελζςματα του Ρίνακα 9.4 και για τισ 

πζντε αναλυτικζσ δοκιμαςίεσ οι υπολογιςκείςεσ τιμζσ του λόγου tπειρ. δεν υπερβαίνουν τθν 

κεωρθτικι τιμι που για 4 βακμοφσ ελευκερίασ και ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95% είναι ίςθ με 

2,78. Το γεγονόσ αυτό μασ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα ότι θ τομι τθσ ευκείασ παλινδρόνθςθσ 

δε διαωζρει ςθμαντικά από μθδζν και για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ μεκοξυτυραμίνθσ ςτα 

φποπτα δείγματα οφρων μπορεί να εωαρμοςτεί ποςοτικοποίθςθ ενόσ ςθμείου. 
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Ρίνακασ 9.4: Αποτελζςματα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν αναωοράσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ ςε εμβολιαςμζνα δείγματα οφρων για κάκε ζναν 

από τουσ ζξι προςδιοριςμοφσ για τον ζλεγχο γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου 

 

ΣΕΙΑ 
ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

ΕΞΙΣΩΣΘ 1 

ΡΑΛΙΝΔΟΜΘΣΘΣ 

ΤΥΡΙΚΘ ΑΡΟΚΛΙΣΘ 
 ΟΙΑ ΕΜΡΙΣΤΟΣΥΝΘΣ  

ΤΟΜΘΣ 2 
 ΟΙΑ ΕΜΡΙΣΤΟΣΥΝΘΣ 

ΚΛΙΣΘΣ 3 

r 4 r2 5 
ΤΥΡΙΚΟ 

ΣΦΑΛΜΑ 
α/sα 

6 

ΤΟΜΘΣ  
(sα) 

ΚΛΙΣΘΣ  
(sb) 

 
min max 

 
min max 

1 y = 0,5103 x + 0,056 0,036 0,0032  -0,044 0,156  0,5014 0,5192 0,99992 0,9998 0,054 1,54 

2 y = 0,5351 x + 0,044 0,060 0,0053  -0,123 0,210  0,5203 0,5499 0,9998 0,9996 0,089 0,73 

3 y = 0,5235 x + 0,077 0,053 0,0047  -0,071 0,225  0,5103 0,5367 0,9998 0,9996 0,079 1,44 

4 y = 0,5201 x - 0,004 0,027 0,0024  -0,079 0,070  0,5135 0,5268 0,99996 0,99992 0,040 0,16 

5 y = 0,5141 x + 0,012 0,042 0,0037  -0,104 0,128  0,5038 0,5245 0,9998 0,9998 0,062 0,29 

 
1 

Λόγοσ επιφανειϊν 3-μεκοξυτυραμίνθσ/3-μεκοξυτυραμίνθσ-d4 (y) ςυναρτιςει ςυγκζντρωςθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ (x), ελιφκθςαν με εφαρμογι γραμμικισ ανάλυςθσ  παλινδρόμθςθσ  
2
 α ± sα  tκεωρθτικό  (tκεωρθτικό=2,78, ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95% και 4 (Ν-2) βακμοί ελευκερίασ) 

3
 b ± sb  tκεωρθτικό (tκεωρθτικό=2,78, ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95% και 4 (Ν-2) βακμοί ελευκερίασ) 

4
 r: ςυντελεςτισ ςυςχετίςεωσ 

5
 r

2
: ςυντελεςτισ προςδιοριςμοφ (τετράγωνο ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ) 

6
 πειραματικι τιμι δοκιμαςίασ Student για τον ζλεγχο διζλευςθσ τθσ καμπφλθσ από τθν αρχι των αξόνων (κεωρθτικι τιμι t: 2,78, (ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95%, 4 βακμοί ελευκερίασ)) 
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Στο Σχιμα 9.10 απεικονίηεται θ μζςθ καμπφλθ για τθ 3-μεκοξυτυραμίνθ και για τισ πζντε 

αναλυτικζσ δοκιμαςίεσ και ςτον Ρίνακα 9.5 παρουςιάηονται τα ςτατιςτικά δεδομζνα για τθ 

μζςθ καμπφλθ   

 

Σχιμα 9.10: Μζςθ καμπφλθ βακμονόμθςθσ που προκφπτει από τισ πζντε αναλυτικζσ δοκιμαςίεσ για 

τθν 3-μεκοξυτυραμίνθ 

 

 

Ρίνακασ 9.5: Στατιςτικι επεξεργαςία μζςθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 
τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ 

Ραράμετροσ   Τιμι 

Εξίςωςθ παλινδρόμθςθσ   y = 0,5206 x + 0,037 

Τυπικι απόκλιςθ τομισ (sα) 0,036 

κλίςθσ (sb) 0,0032 

Πρια εμπιςτοςφνθσ τομισ min -0,038 

max 0,112 

Πρια εμπιςτοςφνθσ κλίςθσ min 0,5140 

max 0,5273 

r  0,9994 

r2  0,998 

Τυπικό ςφάλμα  0,12 

α/sα  1,008 

 

 

 

 

y = 0,5206x + 0,0368

R² = 0,9989
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Συγκέντρωση (μg mL-1)

3-Μεθοξυτυραμίνη - Mέση Καμπύλη Αναφοράς
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9.9.2. Έλεγχοσ Ορθϐτητασ (Accuracy) και Πιςτϐτητασ (Precision) 

Ρραγματοποιικθκε αξιολόγθςθ τθσ ορκότθτασ και τθσ πιςτότθτασ τθσ προτεινόμενθσ 

μεκόδου, τόςο κατά τθ διάρκεια μιασ εργαςτθριακισ θμζρασ (within-day ι intra-day 

accuracy and precision), όςο και μεταξφ των θμερϊν (between-days ι inter-day accuracy 

and precision). Για τον ζλεγχο αυτό παραςκευάςτθκαν δείγματα ελζγχου (quality control 

samples, QC’s) εμβολιαςμζνα με τον αναλφτθ ςε τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ (2, 4, 12 

και 18 μg mL-1), τα οποία κατεργάςτθκαν και αναλφκθκαν όπωσ τα εμβολιαςμζνα δείγματα 

των καμπυλϊν αναωοράσ. Ππωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, για τθν παραςκευι των δειγμάτων 

ελζγχου χρθςιμοποιικθκαν διαωορετικά διαλφματα παρακατακικθσ και εργαςίασ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ από αυτά που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των προτφπων 

δειγμάτων βακμονόμθςθσ. Σε κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ παραςκευάςτθκαν και 

αναλφκθκαν ζξι δείγματα κάκε θμζρα, ενϊ ο ζλεγχοσ πραγματοποιικθκε ςε πζντε 

εργαςτθριακζσ θμζρεσ (ςυνολικά 30 μετριςεισ ανά επίπεδο ςυγκζντρωςθσ). Οι 

πειραματικά υπολογιηόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ του αναλφτθ ςτα δείγματα ελζγχου που 

αναλφκθκαν κατά τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου και χρθςιμοποιικθκαν για τθν εξαγωγι των 

ςτατιςτικϊν παραμζτρων τθσ ορκότθτασ και τθσ πιςτότθτασ παρουςιάηονται αναλυτικά ςτο 

Ραράρτθμα 28. 

 

9.9.2.1. Ορκότθτα (Accuracy) 

Αξιολογικθκε θ ορκότθτα τθσ μεκόδου, τόςο με ζλεγχο τθσ ορκότθτασ εντόσ τθσ κάκε 

δοκιμαςίασ, όςο και μεταξφ των θμερϊν.  

Σε κάκε εργαςτθριακι ςειρά ανάλυςθσ υπολογίςτθκε για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ: 

 θ μζςθ τιμι τιμι των πειραματικά υπολογιηόμενων ςυγκεντρϊςεων των 6 δειγμάτων 

ελζγχου 

 θ τυπικι απόκλιςθ (SD) αυτϊν και θ επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (% RSD) 

 το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα (% Εr). 

Ωσ μζτρο ζκωραςθσ τθσ ορκότθτασ χρθςιμοποιείται το επί τοισ εκατό ςχετικό ςωάλμα, το 

οποίο κα πρζπει να κυμαίνεται για τθ μζςθ πειραματικά υπολογιηόμενθ ςυγκζντρωςθ 

μεταξφ των τιμϊν -15 % και 15 % για κάκε επίπεδο που μελετικθκε. 

Τα αποτελζςματα τθσ ορκότθτασ για κάκε αναλυτικι δοκιμαςία ςυνοψίηονται ςτουσ 

Ρίνακεσ 9.6-9.10 και για το ςφνολο των εργαςτθριακϊν θμερϊν ςτον Ρίνακα 9.11. 
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Ρίνακασ 9.6: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ                          

3-μεκοξυτυραμίνθσ κατά τθν 1θ ςειρά μετριςεων 

1θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 

(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD 

(μg mL-1) 
%RSD %Εr 

1 2 1,92 ± 0,12  6,5 -3,9 

2 4 3,92 ± 0,12 3,0 -2,1 

3 12 11,79 ± 0,39 3,3 -1,8 

4 18 18,08 ± 0,72 4,0 0,4 

 

Ρίνακασ 9.7: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ                          

3-μεκοξυτυραμίνθσ κατά τθν 2θ ςειρά μετριςεων 

2θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 2 1,922 ± 0,060  3,1 -3,9 

2 4 3,75 ± 0,12 3,2 -6,2 

3 12 11,64 ± 0,61 5,2 -3,0 

4 18 17,74 ± 0,57 3,2 -1,4 

 

Ρίνακασ 9.8: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ                         

3-μεκοξυτυραμίνθσ κατά τθν 3θ ςειρά μετριςεων 

3θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 2 1,960 ± 0,077  3,9 -2,0 

2 4 3,95 ± 0,14 3,5 -1,4 

3 12 11,47 ± 0,49 4,3 -4,4 

4 18 17,82 ± 0,92  5,1 -1,0 

 

Ρίνακασ 9.9: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ                          

3-μεκοξυτυραμίνθσ κατά τθν 4θ ςειρά μετριςεων 

4θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 2 2,035 ± 0,029 1,4 1,8 

2 4 4,11 ± 0,13 3,2 2,8 

3 12 11,98 ± 0,35 2,9 -0,2 

4 18 18,06 ± 0,33 1,8 0,4 
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Ρίνακασ 9.10: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ                      

3-μεκοξυτυραμίνθσ κατά τθν 5θ ςειρά μετριςεων 

5θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 2 2,073 ± 0,059 2,8 3,6 

2 4 4,030 ± 0,097 2,4 0,4 

3 12 12,00 ± 0,58 4,9 0,0 

4 18 17,80 ± 0,39 2,2 -1,1 

 

 

Ρίνακασ 9.11: Αξιολόγθςθ ορκότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ                          

3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ και για τισ πζντε αναλυτικζσ 

διαδικαςίεσ 

1θ - 5θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ  
(μg mL-1) 

Μζςθ τιμι ± SD  
(μg mL-1) 

%RSD %Εr 

1 2 1,982 ± 0,068 3,4 -0,9 

2 4 3,95 ± 0,14 3,4 -1,2 

3 12 11,78 ± 0,23 1,9 -1,9 

4 18 17,90 ± 0,16 0,9 -0,6 

 

Ππωσ διαπιςτϊνεται από τουσ παραπάνω πίνακεσ, θ απόλυτθ τιμι του επί τοισ εκατό 

ςχετικοφ ςωάλματοσ κυμαίνεται από 0,0% εϊσ 6,2%, δθλαδι εντόσ των αποδεκτϊν ορίων 

και επομζνωσ θ μζκοδοσ χαρακτθρίηεται από ορκότθτα τόςο εντόσ τθσ θμζρασ όςο και δια 

των θμερϊν. 

 

9.9.2.2. Ριςτότθτα 

Για τθν αξιολόγθςθ τθσ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε 

οφρα αλόγων μελετικθκε τόςο θ εντόσ τθσ θμζρασ πιςτότθτα (intra-day ι within-day 

precision), όςο και θ μεταξφ των θμερϊν πιςτότθτα (inter-day ι between-days precision) και 

ωσ μζτρο αυτισ χρθςιμοποιικθκε θ επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSD). Για τθν 

εξαγωγι των ςτατιςτικϊν παραμζτρων χρθςιμοποιικθκε θ μονόδρομθ ανάλυςθ 

διακφμανςθσ (one way ANOVA). Oι υπολογιςμοί ςε κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ ζγιναν για 

29 βακμοφσ ελευκερίασ, που αντιςτοιχοφν ςτισ 30 αναλφςεισ που πραγματοποιικθκαν 

ςυνολικά (6 προςδιοριςμοί ανά θμζρα x 5 θμζρεσ). 

Για τον υπολογιςμό τθσ εντόσ τθσ θμζρασ επί τοισ εκατό ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ 

(%RSDintra-day) εωαρμόςτθκε θ εξίςωςθ 8.6 και θ μεταξφ των θμερϊν επί τοισ εκατό ςχετικι 

τυπικι απόκλιςθ (%RSDinter-day) υπολογίςτθκε από τθν εξίςωςθ 8.7.  

Το κριτιριο αποδοχισ των αποτελεςμάτων πιςτότθτασ λαμβάνεται για κάκε επίπεδο 

ςυγκζντρωςθσ με υπόλογίηοντασ το RSDmax με εωαρμογι τθσ εξίςωςθσ Horwitz (εξίςωςθ 

8.8). Οι τιμζσ τθσ εντόσ τθσ θμζρασ και δια των θμερϊν ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ δε κα 

πρζπει να υπερβαίνουν τισ τιμζσ 2/3 RSDmax και RSDmax, αντίςτοιχα.  
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Τα αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ πιςτότθτασ για τα τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ που 

μελετικθκαν ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 9.12 που ακολουκεί. Θ εντόσ τθσ θμζρασ και δια 

των θμερϊν ςχετικι τυπικι απόκλιςθ δεν ξεπζραςαν τισ τιμζσ 4,2 και 3,2, αντίςτοιχα και για 

τα τζςςερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ βρζκθκαν εντόσ των αποδεκτϊν ορίων που 

υπολογίςτθκαν από τθν εξίςωςθ Horwitz. 

Επιπρόςκετα, ςε κάκε αναλυτικι δοκιμαςία εωαρμόςτθκε για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ 

θ δοκιμαςία Q του Dixon, με ςκοπό να ελεγχκεί θ φπαρξθ τυχόν ζκτροπων τιμϊν. Για το 

ςκοπό αυτό τα αποτελζςματα των μετριςεων κάκε θμζρασ τοποκετικθκαν κατά αφξουςα 

ςειρά (x1<x2<x3…..<x6) και υπολογίςτθκαν οι τιμζσ Qπειρ,min (εξίςωςθ 8.9) και Qπειρ,max 

(εξίςωςθ 8.10) για τθν ελάχιςτθ (x1) και τθ μζγιςτθ (x6) τιμι, αντίςτοιχα και ςυγκρίκθκαν με 

τθν κρίςιμθ τιμι Qκεωρ.  για ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ 95%. 

Εάν Qπειραμ.> Qκεωρ. τότε θ τιμι χαρακτθρίηεται ωσ ζκτροπθ και μπορεί να απορριωκεί ςε 

δεδομζνθ ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ. Τα αποτελζςματα τθσ δοκιμαςίασ ανίχνευςθσ ζκτροπων 

τιμϊν για κάκε μία δοκιμαςία παρουςιάηονται ςτον Ρίνακα 9.13. 

 



ΚΕΥΑΛΑΙΟ 9: Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ και Σαυτοποίηςη Ουςιών Ορίου ςε Ούρα Αλόγων: 3-Μεθοξυτυραμίνη 

 

Σελίδα | 234  
 

Ρίνακασ 9.12: Αξιολόγθςθ πιςτότθτασ μεκόδου ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε οφρα αλόγων   

  Cκεωρ. (μg mL-1) 

Σειρά Μετριςεων  2 4 12 18 

1 

Cπειραμ ± SD 
(μg mL-1) 

1,92 ± 0,12  3,92 ± 0,12 11,79 ± 0,39 18,07 ± 0,72 

2 1,922 ± 0,060 3,75 ± 0,12 11,64 ± 0,61 17,74 ± 0,57 

3 1,960 ± 0,077 3,95 ± 0,14 11,47 ± 0,49 17,82 ± 0,92 

4 2,035 ± 0,029 4,11 ± 0,13 11,98 ± 0,35 18,06 ± 0,33 

5 2,073 ± 0,059 4,030 ± 0,097 12,00 ± 0,58 17,80 ± 0,39 

Ολικι μζςθ τιμι 
(overall mean) 

 1,983 3,95 11,78 17,90 

Αρικμόσ μετριςεων (n)  30 30 30 30 

Μζςο τετράγωνο intra-day 
(MSintra-day) 

1  0,00589 0,01480 0,24523 0,38789 

Μζςο τετράγωνο inter-day 
(MSinter-day) 

1  0,02803 0,10935 0,30574 0,14929 

Εντόσ τθσ θμζρασ  
% ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 

(%RSDintra-day) 
 3,9 3,1 4,2 3,5 

 
Μεταξφ των θμερών  

% ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 
 (%RSDinter-day) 

 3,1 3,2 0,9 Ν.V 3 

Κριτιρια Αποδοχισ 
%RSDintra max

2 9,9 9,1 8,0 7,6 

%RSDinter max
2 14,8 13,7 12,0 11,4 

1
 Εντόσ τθσ θμζρασ και δια των θμερϊν μζςα τετράγωνα, υπολογίςτθκαν με τθν εφαρμογι one-way ANOVA 

2
 Μζγιςτθ αποδεκτι τιμι, υπολογίηεται με εφαρμογι τθσ εξίςωςθσ Horwitz 

3
N.V: non variable 
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Ρίνακασ 9.13: Εωαρμογι δοκιμαςίασ Q για τθν ανίχνευςθ ζκτροπων τιμϊν   

1θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 2 6 0,286 0,542 0,625   

2 4 6 0,227 0,448 0,625   

3 12 6 0,294 0,425 0,625   

4 18 6 0,167 0,205 0,625   

2θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 2 6 0,748 0,020 0,625 1 ζκτροπθ τιμι 

2 4 6 0,441 0,169 0,625   

3 12 6 0,347 0,498 0,625   

4 18 6 0,323 0,322 0,625   

3θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 2 6 0,149 0,565 0,625   

2 4 6 0,264 0,297 0,625   

3 12 6 0,263 0,159 0,625   

4 18 6 0,420 0,236 0,625   

4θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 2 6 0,431 0,315 0,625   

2 4 6 0,413 0,058 0,625   

3 12 6 0,283 0,185 0,625   

4 18 6 0,043 0,063 0,625   

5θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 2 6 0,459 0,069 0,625   

2 4 6 0,494 0,012 0,625   

3 12 6 0,110 0,345 0,625   

4 18 6 0,106 0,444 0,625   

1θ - 5θ ΣΕΙΑ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

Επίπεδο Συγκζντρωςθσ 
(μg mL-1) 

Αρικμόσ 
μετριςεων 

Qπειρ,min Qπειρ,max 
Κρίςιμθ τιμι 

(Qκεωρ.) 
Ζκτροπθ τιμι 

1 2 5 0,004 0,249 0,710   

2 4 5 0,454 0,229 0,710   

3 12 5 0,314 0,047 0,710   

4 18 5 0,166 0,036 0,710   
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9.9.3. Όριο Ανύχνευςησ και Ποςοτικοπούηςησ  

Ο προςδιοριςμόσ του ορίου ανίχνευςθσ (limit of detection, LOQ) και του ορίου 

ποςοτικοποίθςθσ (limit of quantitation, LOQ) πραγματοποιικθκε ςυμωωνα με τουσ 

οριςμοφσ του του ICH Topic Q2B, με εωαρμογι των ακόλουκων εξιςϊςεων. 

 

                                
b

Sa
LOD 3.3                   [9-1]                              

b

Sa
LOQ 10             [9-2] 

 

Ππου sα, θ τυπικι απόκλιςθ τθσ τομισ και b, θ κλίςθ τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τα δεδομζνα ςτατιςτικισ επεξεργαςίασ των καμπυλϊν αναωοράσ 

τριϊν αναλυτικϊν ςειρϊν το όριο ανίχνευςθσ και ποςοτικοποίθςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ 

υπολογίςτθκαν 0,312 μg mL-1 και 0,946 μg mL-1, αντίςτοιχα. 

   

9.9.4. Χρωματογραφικϊ Χαρακτηριςτικϊ 

Λόγοσ ςιματοσ προσ κόρυβο (Signal to noise ratio, S/N) 

Από τθν οπτικι παρατιρθςθ των χρωματογραωθμάτων διαπιςτϊκθκε ότι ςτο χαμθλότερθσ 

ςυγκζντρωςθσ πρότυπο των καμπυλϊν αναωοράσ (1 μg mL-1) ιςχφει S/N>>10 (φψοσ 

χρωματογραωικισ κορυωισ τθσ  οξζοσ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ προσ το φψοσ τθσ γραμμισ 

βάςθσ πριν τθν αρχι τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ κορυωισ ςε αυκαίρετεσ μονάδεσ). Στο 

Ραράρτθμα 29 παρατίκεται χρωματογράωθμα δείγματοσ οφρων αλόγου εμβολιαςμζνο με 

τον αναλφτθ ςε ςυγκζντρωςθ ίςθ με το κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ (1 μg mL-1). 

 

Σχετικόσ χρόνοσ ανάςχεςθσ (Relative retention time, RRT) 

Αντιςτοιχεί ςτο λόγο του χρόνου ανάςχεςθσ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ                             

(3-μεκοξυτυραμίνθ) προσ το χρόνο ανάςχεςθσ του εςωτερικοφ προτφπου                                   

(3-μεκοξυτυραμίνθ-d4). Διαπιςτϊκθκε μεταξφ των θμερϊν ςτακερότθτα, τόςο ςτουσ 

χρόνουσ ανάςχεςθσ (3,42 ± 0,23 min και 3,42 ± 0,24 min, για τον αναλφτθ και το εςωτερικό 

πρότυπο, αντίςτοιχα), όςο και ςτο ςχετικό χρόνο ανάςχεςθσ (%RSD = 0,5, Ν=10). 

 

9.9.5. Ειδικϐτητα (Specificity) – Παρεμποδύςεισ απϐ το υπϐςτρωμα (Μatrix 

interference) 

Θ ειδικότθτα τθσ μεκόδου αποδεικνφεται από τα διαωορετικά διαγνωςτικά ιόντα και τθ 

διαωορά των ςχετικϊν χρόνων ανάςχεςθσ των απαγορευμζνων ι μθ ουςιϊν, παρόμοιασ 

δομισ ςε ςχζςθ με τθ 3-μεκοξυτυραμίνθ. Για τθ μελζτθ τθσ ειδικότθτασ παραςκευάςτθκαν 

και αναλφκθκαν ζνα λευκό δείγμα οφρων αλόγου, ζνα δείγμα οφρων εμβολιαςμζνο με τον 

αναλφτθ ςε ςυγκζντρωςθ 4 μg mL-1 (δείγμα που αντιςτοιχεί ςτθ ςυγκζντρωςθ ορίου) και 

πζντε δείγματα οφρων (spec1-spec5) εμβολιαςμζνα με ουςίεσ παραπλιςιασ δομισ και 

άλλεσ απαγορευμζνεσ ουςίεσ. Διαπιςτϊκθκε απουςία παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν ςτουσ 

χρόνουσ ζκλουςθσ του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου από τισ ουςίεσ που 

μελετικθκαν.  
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Ρροκειμζνου να ελεγχκεί θ απουςία παρεμποδίςεων από το υπόςτρωμα κατεργάςτθκαν 

και αναλφκθκαν τζςςερα διαωορετικά δείγματα οφρων αλόγων που παρουςίαςαν πολφ 

χαμθλά επίπεδα 3-μεκοξυτυραμίνθσ κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ και θμιποςοτικοποίθςθσ του 

εργαςτθρίου με τθν τεχνικι GC/MS. Σε ότι αωορά το ιοντικά χρωματογραωιματα του 

αναλφτθ, δεν παρατθρικθκαν κορυωζσ που να υπερβαίνουν ςε ζνταςθ το 10% τθσ ςχετικισ 

απόκριςθσ τθσ 3-μεκοξυτυτραμίνθσ ςε ςυγκζντρωςθ που αντιςτοιχεί ςτο χαμθλότερο όριο 

ποςοτικοποίθςθσ (1 μg mL-1). Σε ό,τι αωορά τα ιοντικά χρωματογραωιματα του εςωτερικοφ 

προτφπου διαπιςτϊκθκε απουςία παρεμποδιςτικϊν κορυωϊν του υποςτρϊματοσ που να 

ςυνεκλοφονται με αυτό. Στο Ραράςτθμα 29 παρουςιάηονται τα ιοντικά χρωματογραωιματα 

μθ εμβολιαςμζνου δείγματοσ οφρων ςυγκριτικά με τα χρωματογραωθματα του ίδιου 

δείγματοσ οφρων εμβολιαςμζνο με τον αναλφτθ ςτο κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ, 1 μg 

mL-1. 

 

9.10. ΕΡΙΒΕΒΑΙΩΣΘ 3-ΜΕΘΟΞΥΤΥΑΜΙΝΘΣ ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΥΩΝ 

ΑΛΟΓΩΝ (CONFIRMATION, IDENTIFICATION) 

Με τθν προτεινόμενθ μεκοδολογία θ ταυτοποίθςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςτα φποπτα 

δείγματα πραγματοποιείται με επανανάλυςθ MS/MS των κατεργαςμζνων δειγμάτων ςε 

υψθλότερθ τιμι τθσ ενζργειασ κραυςματοποίθςθσ του ςυςτιματοσ QTOF-MS από αυτι που 

εωαρμόηεται για τθν ποςοτικοποίθςθ και παρακολοφκθςθ τθσ αναλογίασ τριϊν 

διαγνωςτικϊν ιόντων του αναλφτθ (του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ και δφο 

κυγατρικϊν ίοντων που ςχθματίηονται με απομόνωςθ και κραυςματοποίθςθ του πρϊτου). 

Ελζγχκθκε θ επαναλθψιμότθτα τθσ ςχετικισ αναλογίασ των διαγνωςτικϊν ιόντων ωσ προσ 

το κφρια ςχθματιηόμενο διαγνωςτικό ιόν, που αποτελεί κριτιριο για τθν επιβεβαίωςθ 

φπαρξθσ του αναλφτθ ςτο φποπτο δείγμα. Για το ςκοπό αυτό, υπολογίςτθκε θ ςχετικι 

αναλογία των διαγνωςτικϊντων ιόντων τθσ 3-μεκουτυραμίνθσ ςε 24 εμβολιαςμζνα 

δείγματα οφρων ςε ςυγκεντρϊςεισ που κάλυπταν όλθ τθ γραμμικι περιοχι που 

μελετικθκε, τα οποία παραςκευάςτθκαν κατά το διάςτθμα αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου 

ποςοτικοποίθςθσ και επαναναλφκθκαν ςε τρεισ εργαςτθριακζσ θμζρεσ με τθν 

επιβεβαιωτικι μζκοδο. Θ μζςθ τιμι (± τυπικι απόκλιςθ) για τισ  ςχετικζσ εντάςεισ των 

ιόντων με τιμζσ m/z  119,0491 και 151,0754 (ωσ προσ τθν ζνταςθ του κφρια ςχθματιηόμενου 

ιόντοσ με τιμι m/z 91,0542) ιταν 56,3 (± 1,6) και 52,2 (± 2,7), αντίςτοιχα (Ν=20). Τα 

παραπάνω αποτελζςματα δείχνουν ότι ότι οι αναλογίεσ των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ 3-

μεκοξυτραμίνθσ παρουςιάηουν ικανοποιθτικι επαναλθψιμότθτα μεταξφ των διαωορετικϊν 

επιπζδων ςυγκζντρωςθσ του αναλφτθ και μεταξφ των  θμερϊν. 

Επιπρόςκετα, μελετικθκε θ ικανότθτα μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ (mass accuracy). 

Yπολογίςτθκε το ςωάλμα μάηασ (τιμϊν m/z) των διαγνωςτικϊν κυγατρικϊν ιόντων του 

αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου κατά τθ διδαδικαςία επιβεβαίωςθσ (αναλυςθ 

MS/MS) ςτα προαναωερκζντα δείγματα και βρζκθκε ότι κυμαίνεται από 1,1 – 16,5 ppm, 

ενϊ για τα πρόδρομα μθτρικά ιόντα ςτο ωάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ που λαμβάνεται κατά τθ 

διαδικαςία ‘targeted MS/MS το ςωάλμα μάηασ δεν ξεπζραςε τα 10 ppm, γεγονόσ που 

βρίςκεται ςε ςυμωωνία με τισ προδιαγραωζσ λειτουργίασ του ςυςτιματοσ LC/QTOF-MS που 

χρθςιμοποιικθκε. 
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9.11. ΕΦΑΜΟΓΘ ΤΘΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΣΕ ΡΑΓΜΑΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

Θ προτεινόμενθ μεκοδολογία για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν επειβεβαίωςθ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ ςε οφρα αλόγων εωαρμόςκθκε ςε τρία φποπτα δείγματα οφρων αλόγων, 

τα οποία κατά τον ζλεγχο ςάρωςθσ βαςικϊν ουςιϊν που περιλαμβάνει ταυτόχρονα και 

θμιποςοτικοποίθςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ με τθ μζκοδο ρουτίνασ GC/MS του 

Εργαςτθρίου παρουςίαςαν ςυγκζντρωςεισ υψθλότερεσ του ορίου των 4,0 μg mL-1. Για τον 

προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςτα φποπτα δείγματα 

εωαρμόςτθκε θ τεχνικι ποςοτικοποίθςθσ του ενόσ ςθμείου, λαμβάνοντασ υπόψθ τα 

αποτελζςματα αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου που ζδειξαν ότι θ τομι τθσ καμπφλθσ 

βακμονόμθςθσ δε διαωζρει ςθμαντικά από το μθδζν. Τα φποπτα και τα πρότυπα δείγματα 

(STD’s και QC’s) κατεργάςτθκαν εισ τριπλοφν και ενζκθκαν εισ διπλοφν ςτο ςφςτθμα 

HILIC/QTOF-MS. Θ ςυγκζντρωςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςτα φποπτα δείγματα βρζκθκε 

18,94 (± 0,62) μg mL-1, 11,51 (± 0,35) μg mL-1 και 3,69 (± 0,11) μg mL-1 , κακιςτϊντασ κετικά 

τα δφο πρϊτα δείγματα. 

Ακολοφκθςαν επιβεβαιωτικζσ ανάλυςεισ των φποπτων δειγμάτων μαηί με το κατάλλθλο 

δείγμα αναωοράσ ςε  υψθλι τιμι του δυναμικοφ κραυςματοποίθςθσ (CE 20 V) που  

επιβεβαίωςαν τθν παρουςία τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε αυτά δίνοντασ αποτελζςματα ςε 

ςυμωωνία με τα κριτιρια που ζχει κζςει ο AORC για τθν ανίχνευςθ απαγορευμζνων 

ουςιϊν. Στον Ρίνακα 9.14 ςυνοψίηονται τα αποτελζςματα τθσ επιβεβαιωτικισ ανάλυςθσ και 

για τα τρία δείγματα κακϊσ και τα διαγνωςτικά κριτιρια που πρζπει να πλθροφνται. Στο 

Σχιμα 9.11 παρουςιάηονται τα χρωματογραωιματα που ελιωκθςαν από τθν επιβεβαιωτικι 

ανάλυςθ κετικοφ δείγματοσ και του δείγματοσ αναωοράσ. 

 

Ρίνακασ 9.14: Αποτελζςματα επιβεβαίωςθσ τθσ ανίχνευςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ οξζοσ ςτα 

φποπτα δείγματα οφρων 

  Σχετικι Αναλογία Ιόντων Πρια Αποδοχισ 

Ιόν  
(m/z) 

Φποπτο 
Δείγμα 1 

Φποπτο 
Δείγμα 1 

Φποπτο 
Δείγμα 2 

Δείγμα 
Αναωοράσ 

Κριτιριο 15% 
(απόλυτο) 

Κριτιριο 35% 
(ςχετικό) 

min max min max 

91,0542 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 85,0 % 115,0 % 65,0 % 135 % 

119,0491 56,3 % 55,3 % 56,2 % 56,3 % 41,3 % 71,3 % 36,6 % 76,0 % 

151,0754 52,2 % 52,0 % 53,3 % 50,8 % 35,8 % 65,8 % 33,0 % 68,6 % 
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χιμα 9.11: Χρωματογραφιματα των διαγνωςτικϊν ιόντων τθσ 3-μεκοξυτυτραμίνθσ που ελιφκθςαν από τθν επιβεβαιωτικι ανάλυςθ HILIC 

/QTOF-MS ενόσ κετικοφ δείγματοσ οφρων αλόγου (α) και ενόσ πρότυπου εμβολιαςμζνου δείγματοσ ςυγκζντρωςθσ 12 μg mL-1.   
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9.12. ΣΥΜΡΕΑΣΜΑΤΑ 

Στθν παροφςα μελζτθ, αναπτφχκθκε, αξιολογικθκε και επικυρϊκθκε μζκοδοσ HILIC/QTOF-

MS για τον ποςοτικό  προςδιοριςμό και τθν επιβεβαίωςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςε 

δείγματα οφρων αλόγων. Θ προτεινόμενθ μεκοδολογία ςυνδυάηει τα πλεονεκτιματα που 

προςζωερε θ εωαρμογι τθσ χρωματογραωίασ HILIC (αποτελεςματικι ςυγκράτθςθ του 

πολικοφ μορίου, ενίςχυςθ τθσ ευαιςκθςίασ λόγω τθσ υψθλισ περιεκτικότθτασ του 

οργανικοφ τροποποιθτι ςτθν κινθτι ωάςθ και περιοριςμόσ τθσ ιοντικισ καταςτολισ λόγω 

κατεργαςίασ των δειγμάτων οφρων με ακετονιτρίλιο) με τθν υψθλι ευαιςκθςία και 

εκλεκτικότθτα του αναλυτι QTOF-MS που ςυνδυάηει τθν ανάλυςθ MS/MS με τθν ικανότθτα 

μζτρθςθσ ακριβοφσ μάηασ για τα πρόδρομα και κυγατρικά ιόντα.  Για τθν ποςοτικοποίθςθ 

και επιβεβαίωςθ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ τα δείγματα κατεργάηονται μια ωορά και 

αναλφονται εισ διπλοφν ςε χαμθλό και υψθλό δυναμικό κραυςματοποίθςθσ (collision 

energy). Κατά τον ζλεγχο μελζτθσ επίδραςθσ του υποςτρϊματοσ ςτθν απόκριςθ των 

αναλυτϊν διαπιςτϊκθκε ότι θ χρθςιμοποίθςθ ιςοτοπικοφ αναλόγου του αναλφτθ ωσ 

εςωτερικοφ προτφπου που εωαρμόηεται ςτθν παροφςα μεκοδολογία ελαχιςτοποιεί το 

ωαινόμενο ιοντικισ καταςτολισ και τισ υψθλοφ βακμοφ διακυμάνςεισ ςιματοσ που 

παρατθροφνται ςυνικωσ μεταξφ διαωορετικϊν εμβολιαςμζνων υποςτρωμάτων οφρων 

αλόγων. Το γεγονόσ αυτό κατζςτθςε επιτρεπτι τθν εωαρμογι τθσ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ 

ωσ τεχνικισ ποςοτικοποίθςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ ςτα φποπτα αραιωμζνα δείγματα και 

θ μζκοδοσ αξιολογικθκε ωσ προσ τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ, δίνοντασ 

ικανοποιθτικά αποτελζςματα που τθν κακιςτοφν κατάλλθλθ για το ςκοπό που αναπτφχκθκε 

και επιτρζπουν τθν εωαρμογι τθσ ςτον ζλεγχο ντόπινγκ που διενεργείται από τα 

διεπιςτευμζνα εργαςτιρια για τθν ποςοτικοποίθςθ και τθν επιβεβαίωςθ τθσ 3-

μεκοξυτυραμίνθσ ςε οφρα αλόγων. Τζλοσ, πραγματοποιικθκε εωαρμογι τθσ 

προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ ςτθν ποςοτικι και επιβεβαιωτικι ανάλυςθ πραγματικϊν 

δείγματων. Στο ςθμείο αυτό, αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ μζκοδοσ επικυρϊκθκε από το Εκνικό 

Συμβοφλιο Διαπίςτευςθσ (ΕΣΥΔ) και ζχει ενταχκεί ςτο πεδίο διαπίςτευςθσ των διαδικαςιϊν 

που εωαρμόηονται ςτο Εργαςτιριο ελζγχου ντόπινγκ του ΟΑΚΑ και αωοροφν τισ δαδικαςίεσ 

επιβεβαιωτικισ ανάλυςθσ ςε άλογα αγϊνων. 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 1: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ απαγορευμϋνων ουςιών με LC/TOF-MS: Ουςύεσ που μελετόθηκαν 

ΟΥΣΙΑ – ΚΑΤΘΓΟΙΑ – MRPL 
ΧΘΜΙΚΘ ΔΟΜΘ – ΜΟΙΑΚΟΣ ΤΥΡΟΣ – 
ΑΚΙΒΘΣ ΜΟΙΑΚΘ ΜΑΗΑ 

ΟΥΣΙΑ – ΚΑΤΘΓΟΙΑ – MRPL 
ΧΘΜΙΚΘ ΔΟΜΘ – ΜΟΙΑΚΟΣ ΤΥΡΟΣ – 
ΑΚΙΒΘΣ ΜΟΙΑΚΘ ΜΑΗΑ 

ΟΥΣΙΑ – ΚΑΤΘΓΟΙΑ – MRPL 
ΧΘΜΙΚΘ ΔΟΜΘ – ΜΟΙΑΚΟΣ ΤΥΡΟΣ – 
ΑΚΙΒΘΣ ΜΟΙΑΚΘ ΜΑΗΑ 

[1] 1-Androstenedione 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

HH

H

O

O

C19H26O2

286,1933

 

[2] Bolasterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

O

CH3

CH3

H

OH

CH3

CH3

H

H

C21H32O2

316,2402

 

[3] Bolasterone metabolite 
(7α,17α-dimethyl-5β-
androstane-3α,17β-diol) 
 
MRPL 10 ng mL-1  

H

H H

H

HO

HO

C21H36O2

320,2715

 
[4] Boldenone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

CH3

H

H

H

CH3

OH

C19H26O2

286,1933

 

[5] Boldenone metabolite 
(5β-androst-1-en-17β-ol-3-
one) 
 
MRPL 10 ng mL-1 

O

H

H

H H

OHC19H28O2

288,2089

 

[6] Boldione 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

O

O

CH3 H

CH3

H H

C19H24O2

284,1776

 

[7] Calusterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

CH3 H

CH3

OH

CH3

O

H H

CH3

C21H32O2

316,2402

 

[8] Calusterone metabolite 
(7β,17α-dimethyl-5β-
androstane-3α,17β-diol) 
 
MRPL 10 ng mL-1 
 

H

H H

H

HO

HO

C21H36O2

320,2715

 

[9] Clenbuterol 
 
Αναβολικόσ παράγων 
MRPL 2 ng mL-1 
 
 

Cl

Cl

NH

OH

H2N

C12
H18

Cl2N2
O

276,0796

 

[10] Clostebol metabolite 
(4-chloro-androst-4-en-3α-ol-17-
one) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

CH3

CH3

O

Cl

OH

C19H27ClO2

322,1700

H H

H

 

[11] Drostanolone metabolite 
(2α-methyl-5α-androstane-3α-
ol-17-one) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

H

H H

HO

O

C20H32O2

304,2402

 

[12] Danazol metabolite 
(ethisterone) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

O

H

H H

OH

C21H28O2

312,2089

 
[13] Fluoxymesterone met. 1 
(9α-fluoro-18-nor-17,17-dimethyl-
androsta-4,13-dien-11β-ol-3-one) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 F

HO

O

H

C20H27FO2

318,1995

 

[14] Fluoxymesterone met. 2 
(9α-fluoro-17α-methyl-
androst-4-ene-3α,6β,11β,17β-
tetrol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

F

HO

HO

H

OH

OH

H

C20H31FO4

354,2206

 

[15] Formebolone metabolit 
(2-hydroxymethyl-17α-
methyl-androstane-1,4-
diene-11,17β-diol-3-one) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

H

H

HO

OHHO

O

C21H30O4

346,2144
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[16] Furazabol 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

OH

H

H H

H

N

O

N

C20H30N2O2

330,2307

 

[17] Furazabol metabolite 
(16β-hydroxy-furazabol) 
 
MRPL 10 ng mL-1 

OH

H

H H

H

N

O

N

OH

C20H30N2O3

346,2256

 

[18] Gestrinone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 
 

O

H
H

OH
C21H24O2

308,1776

 
[19] 6α-Hydroxyandrostenedione 
(Androstenedione metabolite) 
 
MRPL 10 ng mL-1 
 
 O

OH

H

HH

O

C19H26O3

302,1882

 

[20] 4-Hydroxytestosterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
(Formestane metabolite) 
MRPL 10 ng mL-1 
 
 

O

OH

H

H

H

OH

C19H28O3

304,2038

 

[21] Mesterolone metabolite 
(1α-methyl-5α-androstane-
3α-ol-17-one) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

H

H

H H

HO

O
C20H32O2

304,2402

 
[22] Methandienone metabolite 1 
(Epimetendiol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 2 ng mL-1 
 

H

H

H H

HO

OH

C20H32O2

304,2402

 

[23] Methandienone met. 2 
(6β-Hydroxy-methandienone) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

H

H

H

O

OH

OH

C20H28O3

316,2038

 

[24] Methandienone met. 3 
(18-nor-17β-hydroxymethyl-
17α-methyl-androst-1,4,13-
triene-3-one) 
 
MRPL 10 ng mL-1 

O

OH
H

H

C20H26O2

298,1933

 

[25] Methasterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

H

H

H H

O

OHC21H34O2

318,2559

 

[26] Methenolone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

O

OH

H

H H

H

C20H30O2

302,2246

 

[27] Methenolone 
metabolite 
(1-methylen-5α-androstan-
3α-ol-17-one) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

H

H H

HO

OC20H30O2

302,2246

 
[28] Methyl-1-testosterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

H

H

H H

OH

C20H30O2

302,2246

 

[29] Methyldienolone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

OH

C19H26O2

286,1933

 

[30] Methyltrienolone 
(Metribolone) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

OH

C19H24O2

284,1776
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[31] 17α-Methyltestosterone 
metabolite 1 (17α-methyl-5α-
androstane-3α,17β-diol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

H

H H

OH

HO

C20H34O2

306,2559

 

[32] 17α-Methyltestosterone 
metabolite 2 (17α-methyl-5β-
androstane-3α,17β-diol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 2 ng mL-1 

H

H

H H

OH

HO

C20H34O2

306,2559

 

[33] Mibolerone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

H H

OH

H H

C20H30O2

302,2246

 
[34] 19-Norandrosterone 
(Nandrolone metabolite 1) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 2 ng mL-1 

H H

H

H H

HO

O

C18H28O2

276,2089

 

[35] 19-Noretiocholanolone 
(Nandrolone metabolite 2) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H H

H

H H

HO

O

C18H28O2

276,2089

 

[36] Norbolethone met. 1 
(13β,17α-diethyl-3α,17β-
dihidroxy-5α-gonane) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

C2H5
C2H5

HO

OH

H

C21H36O2

320,2715

 
[37] Norbolethone metabolite 2 
(13β,17α-diethyl-3α,17β-dihidroxy-
5β-gonane) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

C2H5
C2H5

HO

OH

H

C21H36O2

320,2715

 

[38] Norethandrolone met. 1 
(17α-ethyl-5α-estrane-3α,17β-
diol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

H H

H H

HO

OH
C20H34O2

306,2559

 

[39] Norethandrolone met. 2 
(17α-ethyl-5β-estrane-
3α,17β-diol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

H

H H

H H

HO

OH
C20H34O2

306,2559

 
[40] Normethandrolone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

 

Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα 

O

OH

C19H28O2

288,2089

 

[41] Oral Turinabol metabolite 
(6β-hydroxyturinabol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

O

Cl

H H

H

OH

OH

C20H27ClO3

350,1649

 

[42] Oxandrolone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

O

O

H

H

H H

OHC19H30O3

 306,2195

 
[43] Oxandrolone metabolite 
(17-Epioxandrolone) 
 
MRPL 10 ng mL-1 

O

O

H

H

H H

OH

C19H30O3

 306,2195

 

[44] Oxymesterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

OH

H

H H

HO

C20H30O3

318,2195

 

[45] Stanozolol metabolite 1 
(16β-hydroxystanozolol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

H
N

N

H

H

H

H

OH

OH

C21H32N2O2

344,2464

 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 1: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Ουςύεσ που μελετόθηκαν (ςυνϋχεια) 

Σελίδα | 245  
 

[46] Stanozolol metabolite 2 
(3-hydroxystanozolol) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 2 ng mL-1 
 

N

N
H

H

H

H

H

OH

C21H32N2O2

344,2464
HO

 

[47] 1-Testosterone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 
 

H

HH

H

O

OHC19H28O2

288,2089

 

[48] Tetrahydrogestrinone 
(THG) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

H
H

OH
C21H28O2

312,2089

 
[49] 5α-Tetrahydronorethisterone 
(Norethisterone metabolite) 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 HO

H

H

H

H

HO

C20H30O2

302,2246

 

[50] Trenbolone 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

H

H

OH

C18H22O2

270,1620

 

[51] Trenbolone metabolite 
17α-Epitrenbolone 
 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O

H

H

OH

C18H22O2

270,1620

 
[52+ α-Zearalanol 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O O

HO

OH

OH

C18H26O5

322,1780

 

[53] β-Zearalanol 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O O

HO

OH

OH

C18H26O5

322,1780

 

[54] Zilpaterol 
 
Αναβολικόσ παράγων 
MRPL 10 ng mL-1 
 

NHN

O

OH

N
H

C14H19N3O2

261,1477

 
[55] Acebutolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 

O
H
N

OH

O

N
H

O

C18H28N2O4

336,2049

 

[56] Alprenolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 

O
H
N

OH

C15H23NO2

249,1729
 

[57] Atenolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 

O
H
N

OH

H2N

O

C14H22N2O3

266,1630

 

[58] Betaxolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 

O
H
N

OH

O

C18H29NO3

307,2147

 

[59] Bisoprolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 

O
H
N

OH

O

O

C18H31NO4

325,2253

 

[60] Carteolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 

N
H

O N
H

OH

O

C16H24N2O3

292,1787

 
[61] Carvedilol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

HN
O N

H

OH O

O

C24H26N2O4

406,1893

 

[62] Celiprolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O
H
N

OH

N
H

N

O

O

C20H33N3O4

379,2471

 

[63] Esmolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O
H
N

OH

O

O

C16H25NO4

295,1784
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[64] Labetalol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

H2N

O

HO

H
N

OH
C19H24N2O3

328,1787

 

[65] Levobunolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O

O

NH

OH

C17H25NO3

291,1834

 

[66] Metipranolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O
H
N

OH

O

O

C17H27NO4

309,1940

 
[67] Metoprolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O
H
N

OH

O

C15H25NO3

267,1834

 

[68] Nadolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O

NH

OH

HO OH

C17H27NO4

309,1940

 

[69] Oxprenolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 O

NH

OH

O

C15H23NO3

265,1678

 
[70] Pindolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 HN

O OH

NH

C14H20N2O2

 248,1525  

[71] Propranolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O

N
H

OH

C16H21NO2

259,1572  

[72] Sotalol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

NH

S

O

O

HN

HO

C12H20N2O3S

272,1195
 

[73] Timolol 
 
β-Ανταγωνιςτισ 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

O

N

S N

O
H
N

OH

C13H24N4O3S

316,1569

 

[74] Bambuterol 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 
 
 

O O

NH

OH

N

O

N

O

C18H29N3O5

367,2107

 

[75] Fenoterol 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 

HO OH

HO

N
H

OH

C17H21NO4

303,1471

 

[76] Formoterol 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 

HO

HN

H

O

NH

OH

O

C19H24N2O4

344,1736

 

[77] Ractopamine 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 

C18H23NO3

301,1678

NH

OH

OH

HO

 

[78] Salbutamol 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 

C13H21NO3

239,1521

HO

N
H

HO

OH  
[79] Salmeterol 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 HO

OH

HN

OH

O

C25H37NO4

415,2723

 

[80] Terbutaline 
 
β2-Αγωνιςτισ 
MRPL 100 ng mL-1 

HO

HO

NH

OH

C12H19NO3

225,1365  

[81] Beclomethasone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

Cl

OH

OH

O

H
H

HO

C22H29ClO5

408,1704
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[82] Betamethasone  
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

F

OH

OH

O

H
H

HO
C22H29FO5

392,1999

 

[83] Budesonide 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

H

H
H

HO

O

O

HO

O

H C25H34O6

430,2355

 

[84] Budesonide metabolite 
(16α-hydroxyprednisolone) 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

HO

H

OH

OH

O

OH

H
H C21H28O6

376,1886  

[85] Desonide 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

H

H
H

HO

O

O

HO

O

H

C24H32O6

416,2199

 

[86] Dexamethasone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

F

OH

OH

O

H
H

HOC22H29FO5

392,1999

 

[87] Fludrocortisone 
  
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

F

OH

OH

O

H
H

HO

C21H29FO5

380,1999
 

[88] Flumethasone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 

O

F

OH

OH

O

H
H

HO

F

C22H28F2O5

410,1905

 

[89] Flunisolide 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 

O

H
H

HO

O

O

OH
O

C24H31FO6

434,2105

F

H

 

 [90] Fluocortolone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 

O

H
OH

O

H
H

HO

F

C22H29FO4

376,2050

 
[91] Methylprednisolone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

H

OH

OH

O

H
H

HO
C22H30O5

 374,2093

 

[92] Prednisolone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

HO

H

OH

OH

O

H
H

C21H28O5

 360,1937

 

[93] Prednisone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

H

OH

OH

O

H
H

OC21H26O5

358,1780

 

[94] Triamcinolone Acetonide 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

F

H
H

HO

O

O
OHO

C24H31FO6

434,2105

 

[95] Triamcinolone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

HO

F

OH

OH

O

OH

H
H

C21H27FO6

394,1792

 

[96] Acetazolamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N N

SH
N

O

S NH2

O

O

C4H6N4O3S2

221,9881  
[97] Althiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

HN

S

H
N Cl

SO2NH2

O O

S

C11H14ClN3O4S3

382,9835

 

[98] Amiloride 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N

N Cl

NH2H2N

NH2N

NH2 O C6H8ClN7O

229,0479

 

[99] Bendroflumethiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

S

NH

H
N

O O

S

H2N

O O

F

F

F

C15H14F3N3O4S2

421,0378
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[100] Brinzolamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 N

S
S

O O

SO2NH2

O

NH C12H21N3O5S3

383,0643

 

[101] Bumetanide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

OH

O

SO2NH2

O

HN

C17H20N2O5S

364,1093

 

[102] Canrenone 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

O

H

H H

O

O

C22H28O3

340,2038

 
[103] Chlorothiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
  S

N

H
NCl

O O

S

H2N

O O

C7H6ClN3O4S2

294,9488

 

[104] Chlorthalidone 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

NH

OH

O

Cl

S

H2N

O

O

C14H11ClN2O4S

338,0128

 

[105] Clopamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N
N
H

O

Cl

SO2NH2

C14H20ClN3O3S

345,0914

 

[106] Cyclothiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

HN

S

H
N Cl

SO2NH2

O O

C14H16ClN3O4S2

389,0271

 

[107] Dichlorphenamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

SO2NH2

SO2NH2Cl

Cl C6H6Cl2N2O4S2

303,9146

 

[108] Dorzolamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

S
S

O O

SO2NH2

NH C12H21N3O5S3

383,0643

 
[109] Ethacrynic acid 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 

Cl Cl

O

OH

O

O

C13H12Cl2O4

302,0113

 

[110] Furosemide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

SO2NH2

Cl

HN

O

OH

O

C12H11ClN2O5S

330,0077

 

[111] Hydrochlorothiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

S

NH

H
NCl

O O

S

H2N

O O

C7H8ClN3O4S2

296,9645

 

[112] Hydroflumethiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

S

NH

H
N

O O

S

H2N

O O

F

F

F

C8H8F3N3O4S2

330,9908

 

[113] Indapamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N
N
H

O

Cl

SO2NH2

C16H16ClN3O3S

365,0601

 

[114] Methylchlothiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 S

N

H
NCl

O O

S

H2N

O O

Cl

C9H11Cl2N3O4S2

358,9568

 

[115] Metolazone 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N

H
N

O

Cl

SO2NH2

C16H16ClN3O3S

365,0601

 

[116] Piretanide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

SO2NH2

O

N

OH

O

C17H18N2O5S

362,0936

 

[117] Polythiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

S

N

H
NCl

O O

S

H2N

O O

S

F

F

F

C11H13ClF3N3O4S3

438,9709  
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[118] Probenecid 
 
Καλυπτικόσ παράγοντασ 
MRPL 250 ng mL-1 
 HO

O

S N

O

O

C13H19NO4S

285,1035

 

[119] Torasemide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N

S NH

O

O NH

ONH

C16H20N4O3S

348,1256

 

[120] Triamterene 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

N

N

N

NH2N

NH2

NH2

C12H11N7

253,1076

 

[121] Trichloromethiazide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 
 

S

NH

H
NCl

O O

S

H2N

O O

Cl

Cl
C8H8Cl3N3O4S2

378,9022

 

[122] Xipamide 
 
Διουρθτικό 
MRPL 250 ng mL-1 
 

SO2NH2

Cl

OH

H
N

O

C15H15ClN2O4S

354,0441

 

[123] Alfentanyl 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 10 ng mL-1 
 

N

N

N

O

N

N
N

O

O

C21H32N6O3

416,2536

 
[124] 6-Acetylmorphine 
(Heroin metabolite) 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

HO

O

H
H

N

O

C19H21NO4

327,1471

 

[125] Buprenorphine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 10 ng mL-1 
 

O
OH

N

O

OH

C29H41NO4

467,3036

 

[126] Norbuprenorphine 
(Buprenorphine metabolite) 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 10 ng mL-1 
 
 
 

 

[127] Dextromoramide 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 
 
 

O N

N

O

C25H32N2O2

392,2464

 

[128] Dihydrocodeine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 O

O

HO

H
H

N

C18H23NO3

301,1678

 

[129] Fentanyl 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 10 ng mL-1 NN

O

C22H28N2O

336,2202

 

[130] Hydromorphone 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

HO

O

H
H

N

C17H19NO3

285,1365

 

[131] Methadone metabolite 
(EDDP) 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 

N

C20H23N

277,1830

 

[132] Norcodeine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

O

HO

H
NH

C17H19NO3

285,1365

 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 1: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Ουςύεσ που μελετόθηκαν (ςυνϋχεια) 

Σελίδα | 250  
 

[133] Methadone 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

N C21H27NO

309,2093

 

[134] Morphine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 1000 ng mL-1 
 

O

HO

HO

H
H

N

C17H19NO3

285,1365

 

[135] Normorphine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

HO

HO

H
H

NH

C16H17NO3

271,1208

 
[136] Oxycodone 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

O

O

H
OH

N

C18H21NO4

315,1471

 

[137] Oxymorphone 
(Oxycodone metabolite) 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

O

HO

O

H
OH

N

C17H19NO4

301,1314

 

[138] Pentazocine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 
 

N

HO

HC19H27NO

285,2093

 
[139] Pethidine 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 200 ng mL-1 

 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) N

O

O

C15H21NO2

247,1572

 

[140] Sulfentanyl 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 10 ng mL-1 
 
 

NN

O

O

S

C22H30N2O2S

386,2028

 

[141] AICAR 
 
Τροποποιθτισ γονιδιακισ 
ζκωραςθσ  
(MRPL δεν ζχει κακοριςτεί) 

N

N

O

NH2

NH2

OH

HO

O

HO

C9H14N4O5

258,0964

 
[142] Efaproxiral (RSR13) 
 
Ενιςχυτισ τθσ μεταωοράσ οξυγόνου 
(MRPL δεν ζχει κακοριςτεί) 

N
H

O

HO

O

O

C20H23NO4

341,1627

 

[143] Prostanozol 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
MRPL 10 ng mL-1 

 

(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) 

N

N
H

H

HH

H

OH

C20H30N2O

314,2358

 

[144] Estra-4,9-dien-3,17-
dione 
 
Αναβολικό ςτεροειδζσ 
 
(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) 

O

O

H

H

C18H22O2

270,1620

 
[145] Aminoglutethimide 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 
 
 

HN

O

O

NH2

C13H16N2O2

232,1212

 

[146] Anastrozole 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 
 

N

N

N
N

N

C17H19N5

293,1640

 

[147] Androst-1,4,6-triene-
3,17-dione 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

O

O

H

H

H

C19H22O2

282,1620
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[148] 6-Oxoandrostenedione 
(4-Androsten-3,6,17-trione) 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 
 O

O

H

H

H

O

C19H24O3

300,1725

 

[149] 6-Hydroxytestosterone 
(6-oxoandrostenedione 
metabolite) 
 
MRPL 50 ng mL-1 
 
 

O

OH

H

H

H

OH

C19H28O3

304,2038

 

[150] Exemestane 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) O

H

H H

O

C20H24O2

296,1776

 
[151] Formestane 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 
 
 
 

O

O

OH

H H

H

C19H26O3

302,1882

 

[152] Letrozol metabolite 
(Bis-(cyanophenyl)-methanol) 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 
 

OH

N N

C15H10N2O

234,0793  

[153] Fluticasone 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 
 

O

HO

F

OH

S

O

H
H

F

F

C22H27F3O4S

444,1582

 
[154] Toremifene  
 
Εκλεκτικόσ ρυκμιςτισ υποδοχζα 
οιςτρογόνων (SERM) 
MRPL 50 ng mL-1 
 
(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) 

Cl

O

N

C26H28ClNO

405,1859

 

[155] Tamoxifene 3-hydroxy-4-
methoxy metabolite 
 
Εκλεκτικόσ ρυκμιςτισ 
υποδοχζα οιςτρογόνων 
(SERM) 
MRPL 50 ng mL-1 
 

O

N

OH

O

C27H31NO3

417,2304

 

[156] Raloxifene 
 
Εκλεκτικόσ ρυκμιςτισ 
υποδοχζα οιςτρογόνων 
(SERM) 
MRPL 50 ng mL-1 
 

S
HO

OH

O

O

N C28H27NO4S

473,1661

 

[157] Adrafinil 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

S

NH

O

O

HO

C15H15NO3S

289,0773

 

[158] Amiphenazole 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

S
H2N

NH2

C9H9N3S

191,0517

 

[159] Amphepramone 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

 
(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

N

O

C13H19NO

205,1467

 

[160] Amphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

NH2

C9H13N

135,1048

 

[161] Benzphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

C17H21N

239,1674

 

[162] Benzylamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

H
N

C16H19N

225,1517

 

[163] 1-Benzylpiperazine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

NHC11H16N2

176,1313

 

[165] Buflomedil 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

O

O

O

O

C17H25NO4

307,1784

 

[166] Bupropion 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

H
N

O

Cl

C13H18ClNO

239,1077
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[166] 1-(3-Chlorphenyl)piperazine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
  

N NH

Cl
C10H13ClN2

196,0767  

[167] Carphedone 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

N

O

H2N
O

C12H14N2O2

218,1055

 

[168] Cocaine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

O

O

O

O
N

C16H19NO4

289,1314

 
[169] Benzoylecgonine 
(Cocaine metabolite 1) 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

O

O

OH

O
N

C16H19NO4

289,1314

 

[170] Ecgonine methylester 
(Cocaine metabolite 2) 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

HO

O

O
N

C10H17NO3

199,1208

 

[171] Cropropamide 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

N

O

O

C13H24N2O2

240,1838

 
[172] Crotethamide 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

N

O

O

C12H22N2O2

226,1681

 

[173] Cyclazodone 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

O

O

N
H

C12H12N2O2

216,0899

 

[174] Dimethylamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

C11H17N

163,1361

 
[175] Ephedrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

C10H15NO

165,1154

H
N

OH

 

[176] Etafedrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

OH

C12H19NO

193,1467

 

[177] Ethamivan 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα 

HO

N

O

O

C12H17NO3

223,1208

 

[178] Ethylamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

H
N

C11H17N

163,1361

 

[179] Etilefrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

C10H15NO2

181,1103

H
NHO

OH

 

[180] Famprofazone 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N N
N

O
C24H31N3O

377,2467

 
[181] Fenbutrazate  
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 N

O

O

O

C23H29NO3

367,2147

 

[182] Fencamfamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

NHC15H21N

215,1674

 

[183] Fencamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

N

N
N

H
N

O

O

NH

N

C19H26N6O2

370,2117

 
[184] Fenethylline 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) 
 

N

N
N

N

O

O

HNC18H23N5O2

341,1852

 

[185] Fenfluramine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

HNF

F

F

C12H16F3N

231,1235

 

[186] Fenproporex 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα 

NH

N
C12H16N2

188,1313
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[187] Flephedrone 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

H
N

OC10H12FNO

181,0903

F  

[188] Fluoroamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

F

C9H12FN

153,0954

 

[189] Furfenorex 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

N

O
C15H19NO

229,1467

 
[190] Heptaminol 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 NH2

OH

C8H19NO

145,1467

 

[191] p-Hydroxyamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 

NH2

HO

C9H13NO

151,0997

 

[192] 6-Hydroxybromantan 
(Bromantan metabolite) 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

HO

H
N

Br

C16H20BrNO

321,0728  
[193] MDMA 
(Methylendioxymethamphetamine) 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) 
O

O

H
N

C11H15NO2

193,1103

 

[194] MDA 
Methylenedioxyamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

O

O
H2N

C10H13NO2

179,0946

 

[195] Meclofenoxate 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
 OCl

O

N

O

C12H16ClNO3

257,0819

 

[196] Mefenorex 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) 

H
N Cl

C12H18ClN

211,1128
 

[197] Mephedrone 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

H
N

OC11H15NO

177,1154

 

[198] Mephentermine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH

C11H17N

163,1361

 

[199] Methamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1  

NH

C10H15N

149,1204

 

[200] Methoxyphenamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH

O

C11H17NO

179,1310
 

[201] p-Methylamphetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

C10H15N

149,1204

 

[202] Methylenedioxypyrovalerone 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

O

O
N

O

C16H21NO3

275,1521  

[203] Methylephedrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1   

N

OH
C11H17NO

179,1310

 

[204] 4-Methyl-2-
hexanamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

C7H17N

115,1361

 

[205] Methylphenidate 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 N

H

OO

C14H19NO2

233,1416

 

[206] Modafinil 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 S

NH2

O

O

C15H15NO2S

273,0823

 

[207] Nikethamide 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

N

N

O

C10H14N2O

178,1106

 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 1: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Ουςύεσ που μελετόθηκαν (ςυνϋχεια) 

Σελίδα | 254  
 

[208] Norfenefrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

HO

NH2

OH

C8H11NO2

153,0790

 

[209] Norfenfluramine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2
F

F

F

C10H12F3N

203,0922

 

[210] Norpseudoephedrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

OH

NH2C9H13NO

151,0997

 

[211] Octopamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

OH

NH2

HO

C8H11NO2

153,0790

 

[212] Ortetamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

C10H15N

149,1204

 

[213] Oxilofrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

HO

OH

NH

C10H15NO2

181,1103  

[214] Pemoline 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

N

O
H2N

OC9H8N2O2

176,0586

 

[215] Pentetrazol 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

N

N

N

NC6H10N4

138,0905

 

[216] Phendimetrazine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 N

O

C12H17NO

191,1310  

[217] Phenmetrazine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

C11H15NO

177,1154

NH

O

 

[218] Phenpromethamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

C10H15N

149,1204  

[219] Phentermine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2 C10H15N

149,1204

 

[220] Phenylephrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH

HO

OH

C9H13NO2

167,0946

 

[221] Pholedrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 HO

NH

C10H15NO

165,1154

 

[222] Pipradrol 
 
Διεγερτικό 
MRPL 200 ng mL-1 

OHNH

C18H21NO

267,1623

 
[223] Prenylamine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

H
N

C24H27N

329,2143

 

[224] Prenylamine metabolite 
(3,3-diphenylpropylamine) 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

C15H17N

211,1361

 

[225] Prolintane 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό 
δείγμα) 

N

C15H23N

217,1830

 

[226] Propylhexedrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 
(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) 

H
N

C10H21N

155,1674

 

[227] Ritalinic acid 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 N

H

HO O

C13H17NO2

219,1259

 

[228] Strychnine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 200 ng mL-1 

N

O

N

O

H

H

H

H

H

C21H22N2O2

334,1681
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[229] Sydnocarb 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε και μεταβολικό δείγμα) N

N

O

N

NH

O

C18H18N4O2

322,1430

 

[230] Sydnocarb metabolite 
(p-Hydroxysydnocarb) 
 
MRPL 500 ng mL-1 

N

N

O

N

NH

O

HO

C18H18N4O3

338,1379

 

[231] Synephrine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

OH

NH

HO

C9H13NO2

167,0946  

[232] 1-(3-Trifluoro-methylphenyl)-
piperazine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

N NH

F

F F

C11H13F3N2

230,1031

 

[233] Tuaminoheptane 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

NH2

C7H17N

115,1361

 

[234] Norfentanyl 
 
Ναρκωτικό 
MRPL 10 ng mL-1 

 

H
N

N

O

C14H20N2O

232,1576

 
[235] Tamoxifene 
 
Εκλεκτικόσ ρυκμιςτισ υποδοχζα 
οιςτρογόνων (SERM) 
MRPL 50 ng mL-1 

 
(Αναλφκθκε μεταβολικό δείγμα) 

O

N

C26H29NO

371,2249

 

[236] Testolactone 
 
Αναςτολζασ αρωματάςθσ 
MRPL 50 ng mL-1 

 
(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) 

O

O

H

H

H

O
C19H24O3

300,1725

 

[237] Clomiphene 
 
Αντι-οιςτρογόνο 
MRPL 50 ng mL-1 

 
(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) 

Cl

O

N

C26H28ClNO

405,1859

 
[238] Benfluorex 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε μεταβολικό δείγμα) 

O

H
N

O

F

F

F

C19H20F3NO2

351,1446  

[239] Clobenzorex 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) 

H
N

Cl

C16H18ClN

259,1128

 

[240] Isometheptene 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) N

H

C9H19N

141,1517

 
[241] Sibutramine 
 
Διεγερτικό 
MRPL 500 ng mL-1 

 

(Αναλφκθκε μεταβολικό δείγμα) 

Cl

N

C17H26ClN

 279,1754

 

[242] Deflazacort 
 
Κορτικοςτεροειδζσ 
MRPL 30 ng mL-1 

 

(Αναλφκθκε μεταβολικό 
δείγμα) 

O

N

O

HO

H

H

H

H

O

O

O
C25H31NO6

441,2151
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 2: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Δεδομϋνα προϋλευςησ και καθαρϐτητασ ουςιών αναφορϊσ 

 ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ  ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ 
 

ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ 

1 1-Androstenedione A.G.N.M.Ι.1  98,5 % 2 Bolasterone Steraloids 100 % 3 Bolasterone metabolite NARL 99 % 

4 Boldenone LGC Standards 97,9 % 5 Boldenone metabolite NARL 99 % 6 Boldione Steraloids 100 % 

7 Calusterone NARL 98 % 8 Calusterone metabolite NARL 99 % 9 Clenbuterol hydrochloride Sigma 97,3 % 

10 Clostebol metabolite NARL 98 % 11 Drostanolone metabolite NARL 99 % 12 Danazol metabolite Sigma 100 % 

13 Fluoxymesterone met. 1 NARL 99 % 14 Fluoxymesterone met. 2 NARL 100 % 15 Formebolone metabolite NARL 96 % 

16 Furazabol Δ.Α 2 100 % 17 Furazabol metabolite NARL 99 % 18 Gestrinone Patheon UK Διςκίο 20 mg 

19 6α-Hydroxyandrostenedione Steraloids 100 % 20 4-Hydroxytestosterone Steraloids 100 % 21 Mesterolone metabolite NARL 99 % 

22 Methandienone met. 1 NARL 100 % 23 Methandienone met. 2 Steraloids 100 % 24 Methandienone met. 3 Δ.Α 2 Δ.Α 2 

25 Methasterone Δ.Α 2 Δ.Α 2 26 Methenolone NARL 99 % 27 Methenolone metabolite NARL 98 % 

28 Methyl-1-testosterone  Steraloids Δ.Α 2 29 Methyldienolone A.G.N.M.Ι.1  Δ.Α 2 30 Methyltrienolone Δ.Α 2 Δ.Α 2 

31 17α-Methyltestosterone mt 1 NARL 99 % 32 17α-Methyltestosterone mt 2 NARL 99 % 33 Mibolerone Δ.Α 2 Δ.Α 2 

34 19-Norandrosterone A.G.N.M.Ι.1  99,7 % 35 19-Noretiocholanolone NARL 99,6 % 36 Norbolethone met. 1 NARL 99 % 

37 Norbolethone met. 2 NARL 94,2 % 38 Norethandrolone met. 1 NARL 99 % 39 Norethandrolone met. 2 NARL 99 % 

40 Oral Turinabol met. NARL 98 % 41 Oxandrolone Steraloids 100 % 42 17-Epioxandrolone NARL 98 % 

43 Oxymesterone Δ.Α 2 Δ.Α 2 44 16β-Hydroxystanozolol NARL 98 % 45 3-Hydroxystanozolol NARL 99,5 % 

46 Tetrahydrogestrinone A.G.N.M.Ι.1  75,6 % 47 1-Testosterone A.G.N.M.I.1 Λυοωιλοποιθμζνο δ/μα 48 5α-Tetrahydronorethisterone Δ.Α 2 Δ.Α 2 

49 Trenbolone Sigma 95 % 50 17α-Epitrenbolone NARL 100 % 51 Zilpaterol Δ.Α 2 Δ.Α 2 

52 α-Zearalanol Promochem 95 % 53 β-Zearalanol Promochem 100 % 54 17α-Methyltestosterone Δ.Α 2 Δ.Α 2 

55 Acebutolol hydrochloride Sigma 100 % 56 Alprenolol hydrochloride Sigma 100 % 57 Atenolol Sigma 100 % 

58 Betaxolol hydrochloride Lavipharm Διςκίο 20 mg 59 Bisoprolol fumarate Merck Διςκίο 20 mg 60 Carteolol hydrochloride Φαρμανζλ Διάλυμα 

61 Carvedilol Roche Διςκίο 25 mg 62 Celiprolol hydrochloride Sanofi-Aventis Διςκίο 20 mg 63 Esmolol hydrochloride Baxter Hellas Ενζςιμο δ/μα 

64 Labetalol hydrochloride Sigma 100 % 65 Levobunolol hydrochloride Allergan Οωκαλμικό δ/μα 66 Metipranolol hydrochloride Europhta Οωκαλμικό δ/μα 

67 Metoprolol tartrate Sigma 100 % 68 Nadolol Sigma Δ.Α 2 69 Oxprenolol hydrochloride Sigma 100 % 

70 Pindolol Sigma Δ.Α 2 71 Propranolol hydrochloride Sigma Δ.Α 2 72 Sotalol hydrochloride Sigma 100 % 

73 Timolol maleate Sigma Δ.Α 2 74 Bambuterol hydrochloride E.P 3 100 % 75 Fenoterol hydrobromide Sigma 100 % 

76 Formoterol fumarate Novartis Ειςπν. δ/μα 77 Ractopamine hydrochloride Sigma 100 % 78 Salbutamol hemisulphate Sigma 100 % 

79 
Salmeterol 
hydroxynaphthoate 

E.P 3 99,7 % 80 Terbutaline hemisulphate Sigma Δ.Α 2 81 Beclomethasone Sigma 99,4 % 

82 Betamethasone Sigma 99,8 % 83 Budesonide Sigma 100 % 84 Budesonide metabolite Astra Zeneca 99,7 % 

85 Desonide Sigma 95 % 86 Dexamethasone Sigma 100 % 87 Fludrocortisone Merck 99 % 

88 Flumethasone Sigma 98.5 % 89 Flunisolide Sigma 98.2 % 90 Fluocortolone Schering 99 % 

91 Methylprednisolone Sigma 99,9 % 92 Prednisolone Sigma 99,4 % 93 Prednisone Sigma 100 % 
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 ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ  ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ 
 

ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ 

94 Triamcinolone Sigma 98,2 % 95 Triamcinolone Acetonide Sigma 99,5 % 96 Acetazolamide Sigma 99 % 

97 Althiazide Sigma 100 % 98 Amiloride hydrochloride Sigma Δ.Α2 99 Bendroflumethiazide Sigma 99,9 % 

100 Canreonic potassium Sigma 99 % 101 Bumetanide Sigma 99 % 102 Brinzolamide Alcon Οωκαλμικό δ/μα 

103 Chlorothiazide Sigma 99 % 104 Chlorthalidone Sigma 100 % 105 Clopamidαμe Sigma 100 % 

106 Cyclothiazide Sigma 99 % 107 Dichlorphenamide Sigma 97,3 % 108 Dorzolamide hydrochloride Βιανζξ Οωκαλμικό δ/μα 

109 Ethacrynic acid E.P 3 100 % 110 Furosemide Sigma 100 % 111 Hydrochlorothiazide Δ.Α 2 100 % 

112 Hydroflumethiazide Sigma 100 % 113 Indapamide Φαμάρ Διςκίο 100 mg 114 Methylchlothiazide Δ.Α 2 100 % 

115 Metolazone Δ.Α 2 Διςκίο 116 Piretanide Sanofi Aventis Διςκίο 117 Polythiazide Pfizer Διςκίο 100 mg 

118 Probenecid Sigma 99,7 % 119 Torasemide Menarini Διςκίο 120 Triamterene Sigma  99 % 

121 Trichloromethiazide Sigma 99 % 122 Xipamide Δ.Α 2 Δ.Α 2 123 Alfentanyl Jansen Pharm.  Διάλυμα 99 % 

124 
6-Acetylmorphine 
hydrochloride hydrated 

Lipomed 99,6 % 125 Buprenorphine Sigma 100 % 126 Dextromoramide 
Jansen 
Pharmaceutical  

Διςκίο 100 mg 

127 Dihydrocodeine tartrate Bard Pharmac. Διςκίο 60 mg 128 Fentanyl citrate Jansen Pharm.  Διάλυμα 129 Hydromorphone hydrochloride Sigma 99 % 

130 Methadone hydrochloride Lipomed 99,9 % 131 Methadone met. perchlorate Radian Int. 99 % 132 Norcodeine hydrochloride Sigma Δ.Α 2 

133 Morphine hydrochloride Δ.Α 2 99 % 134 Normorphine hydrochloride Sigma 100 % 135 Oxycodone hydrochloride Sigma  99 % 

136 Oxymorphone Cerilliant 99 % 137 Pentazocine hydrochloride 
Sterling 
Winthorp 

Διςκίο 138 Pethidine Δ.Α 2 100 % 

139 Sulfentanyl citrate Cerilliant Διάλυμα 140 AICAR Sigma Δ.Α 2 141 Efaproxiral WAADS 100 % 

142 Aminoglutethimide E.P 3 Δ.Α 2 143 Anastrozole Astra Zeneca Διςκίο 1 mg 144 Androst-1,4,6-triene-3,17-dione Steraloids Δ.Α 2 

145 6-Oxoandrostenedione Steraloids Δ.Α 2 146 6-Hydroxytestosterone Steraloids Δ.Α 2 147 Exemestane Pfizer Διςκίο 25 mg 

148 Formestane Steraloids 98,9 149 Letrozol metabolite A.G.N.M.Ι.1  Δ.Α 2 150 Fluticasone propionate Glaxo Εςπνεόμενο δ/μα 

151 Toremifene 
Orion 
Corporation 

Διςκίο 60 mg 152 
Tamoxifene 3-hydroxy-4-
methoxy metabolite 

NARL 85,7 % 153 Raloxifene hydrochloride 
Φαρμαςζρβ – 
Lilly ΑΕΒΕ 

Διςκίο 60 mg 

154 Adrafinil 
Laboratoire L. 
Lapon 

Διςκίο 
300mg 

155 Amiphenazole hydrobromide Acros 97 % 156 Amphepramone hydrochloride 
WYEKI control 
sample 

100 % 

157 Amphetamine hydrochloride Lipomed 99,5 % 158 
Benzphetamine 
hydrochloride 

Sigma  99 % 159 
Benzylamphetamine 
hydrochloride 

Δ.Α 2 100 % 

160 1-Benzylpiperazine Fluka 100 % 161 Buflomedil hydrochloride Sigma 100 % 162 Bupropion Sigma  98 % 

163 
1-(3-Chlorphenyl)piperazine 
hydrochloride 

Aldrich 100 % 164 Carphedone NARL 98,5 % 165 Cocaine Δ.Α 2 100 % 

166 Benzoylecgonine hydrated Lipomed 99,8 % 167 
Ecgonine methylester 
hydrochloride hydrated 

Lipomed 99,5 % 168 Cropropamide Novartis Κάψουλα 50,5 mg 

169 Crotethamide Novartis 
Κάψουλα 
50,5 mg 

170 Cyclazodone A.G.N.M.I 1 99,6 % 171 
Dimethylamphetamine 
hydrochloride 

Δ.Α 2 100 % 

172 Ephedrine hydrochloride Lipomed 99,9 % 173 Etafedrine hydrochloride Δ.Α 2 Διςκίο 100 mg 174 Ethamivan Sigma  99 % 

175 
Ethylamphetamine 
hydrochloride 

Δ.Α 2 100 % 176 Etilefrine hydrochloride 
Boehringer 
Ingelheim 

Διςκίο  177 Famprofazone Sigma 100 % 
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1
Australian Government National Measurement Institute            

2
Δεν αναφζρεται (μθ διακζςιμο ςτοιχείο)                               

3
 European Pharmacopoeia 

 ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ  ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ 
 

ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΑΣ ΡΟΜΘΘΕΥΤΘΣ ΚΑΘΑΟΤΘΤΑ 

175 
Ethylamphetamine 
hydrochloride 

Δ.Α 2 100 % 176 Etilefrine hydrochloride 
Boehringer 
Ingelheim 

Διςκίο  177 Famprofazone Sigma 100 % 

178 Fenbutrazate hydrochloride NARL 100 % 179 Fencamfamine hydrochloride Δ.Α 2 100 % 180 Fencamine A.G.N.M.I 1 Δ.Α 2 

181 Fenethylline hydrochloride Cartagon Διςκίο 182 Fenfluramine hydrochloride Servier Hellas Διςκίο 100mg 183 Fenproporex hydrochloride 
Laboratorios 
Lasa 

Διςκίο 

184 Flephedrone 
Cologne 
Doping Lab. 

100 % 185 Fluoroamphetamine Δ.Α 2 100 % 186 Furfenorex cyclohexyl sulfamate Russel UCLAF 100 % 

187 Heptaminol hydrochloride Sigma 100 % 188 p-Hydroxyamphetamine Δ.Α 2 100 % 189 6-Hydroxybromantan A.G.N.M. 1 99,2 % 

190 MDMA hydrochloride Lipomed 99,7 % 191 MDA hydrochloride Lipomed 99,8 % 192 Meclofenoxate hydrochloride Sigma 100 % 

193 Mefenorex hydrochloride Roche Διςκίο 194 Mephedrone 
Cologne 
Doping Lab. 

100 % 195 Mephentermine hemisulphate Sigma  99 % 

196 
Methamphetamine 
hydrochloride 

Lipomed 99,9 % 197 
Methoxyphenamine 
hydrochloride 

Sigma 100 % 198 p-Methylamphetamine NARL 99,6 % 

199 Methylenedioxypyrovalerone 
Cologne 
Doping Lab. 

100 % 200 
Methylephedrine 
hydrochloride 

Aldrich 99 % 201 4-Methyl-2hexanamine Sigma Υγρό 100 % 

202 
Methylphenidate  
hydrochloride 

Sigma 99 % 203 Modafinil 
Laboratoires 
Macors 

Διςκίο 204 Nikethamide Fluka Υγρό 99,8 % 

205 Norfenefrine LCG 99,9 % 206 
Norfenfluramine 
hydrochloride 

Eutherapie 
Benelux 

100 % 207 
Norpseudoephedrine 
hydrochloride 

Aldrich 98 % 

208 Octopamine hydrochloride Sigma 99,7 % 209 Ortetamine hydrochloride NARL Δ.Α 2 210 Oxilofrine hydrochloride A.G.N.M. 1 100 % 

211 Pemoline  Δ.Α 2 Δ.Α 2 212 Pentetrazol Sigma 99 % 213 Phendimetrazine 
Gerot 
Pharmazeutika 

Διςκίο 15 mg 

214 Phenmetrazine Δ.Α 2 Διςκίο 30 mg 215 Phenpromethamine Δ.Α 2 Δ.Α 2 216 Phentermine hydrochloride Sigma 99 % 

217 Phenylephrine hydrochloride Sigma 100 % 218 Pholedrine Sigma 99 % 219 Pipradrol hydrochloride Δ.Α 2 100 % 

220 Prenylamine WAADS Δ.Α 2 221 Prenylamine metabolite Δ.Α 2 Δ.Α 2 222 Prolintane 
Boehringer 
Ingelheim 

Διςκίο 100 mg 

223 Propylhexedrine A.G.N.M.I 1 Δ.Α 2 224 Ritalinic acid Δ.Α 2 Δ.Α 2 225 Strychnine  hydrochloride Sigma 99 % 

226 Sydnocarb Δ.Α 2 Δ.Α 2 227 Sydnocarb metabolite 
University of 
Helsinky 

96,8 % 228 Synephrine Sigma 100 % 

229 
1-(3-Trifluoro-methylphenyl)-
piperazine 

Aldrich Υγρό 99,7 % 230 Tuaminoheptane Aldrich Υγρό 99,6 % 231 Norfentanyl Δ.Α 2 Δ.Α 2 

232 Norephedrine hydrochloride Lipomed 100 % 233 
Pseudoephedrine 
hydrochloride 

Aldrich 99 % 234 Codeine (ISTD) Sigma 99 % 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 3: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Πρϐτυπα Διαλϑματα Παρακαταθόκησ και Εργαςύασ Αναλυτών 

 
ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 1 (ΔΡ1)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 2 (ΔΡ2)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 3 (ΔΡ3)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 4 (ΔΡ4) 

 Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία αναφοράσ C (μg mL-1)   Ουςία αναφοράσ C (μg mL-1) 

1 Acebutolol 50  1 Amiloride 12,5  1 Bambuterol 100  1 Beclomethasone 15 

2 Alprenolol 50  2 Amiphenazole 25  2 Clenbuterol 2  2 Budesonide 15 

3 Atenolol 50  3 Benzoylecgonine 25  3 Fenoterol 100  3 Budesonide met. 15 

4 Bisoprolol 50  4 Buprenorphine 0,5  4 Formoterol 100  4 Desonide 15 

5 Betaxolol 50  5 Hydromorphone 10  5 Ractopamine 100  5 Dexamethasone 15 

6 Carteolol 50  6 Labetalol 25  6 Salbutamol 100  6 Fludrocortisone 15 

7 Carvedilol 50  7 Oxycodone 10  7 Salmeterol 100  7 Flumethasone 15 

8 Celiprolol 50  8 Pemoline 25  8 Terbutaline 100  8 Fluocortolone 15 

9 Esmolol 50  9 Sotalol 25      9 Methylprednisolone 15 

10 Levobunolol 50  10 Triamterene 12,5  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 8 (ΔΡ8)  10 Prednisolone 15 

11 Metipranolol 50       Ουςία C (μg mL-1)  11 Prednisone 15 

12 Metoprolol 50      1 Betamethasone 15  12 Trenbolone 5 

13 Nadolol 50      2 17α-Epitrenbolone 5  13 Triamcinolone 15 

14 Oxprenolol 50      3 Flunisolide 15  14 Triamcinolone Acetonide 15 

15 Pindolol 50             

16 Propranolol 50             

17 Timolol 50             

               

ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 5 (ΔΡ5)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 6 (ΔΡ6)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 7 (ΔΡ7)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 10 (ΔΡ10) 

 Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1) 

1 Bolasterone 10  1 Fluoxymesterone met.1 10  1 Boldenone met. 10  1 Amphepramone 50 

2 Bolasterone met. 10  2 Fluoxymesterone met.2 10  2 Calusterone 10  2 Amphetamine 50 

3 Boldenone 10  3 Formebolone met. 10  3 Calusterone met. 10  3 Dimethylamphetamine 50 

4 Clostebol met. 10  4 6-Hydroxyandrostenedione 10  4 Danazol met. 10  4 Heptaminol 50 

5 Drostanolone met. 10  5 4-Hydroxytestosterone 10  5 Furazabol met. 10  5 Nikethamide 50 

6 Furazabol 10  6 Methandienone met.1 10  6 17α-Methyltestosterone met.1 10  9 Pipradrol 50 

7 Gestrinone 10  7 Methandienone met.2 10  7 Norbolethone met.1 10  7 Prolintane 20 

8 Mesterolone met. 10  8 17α-Methyltestosterone met.2 10  8 Norbolethone met.2 10  8 Strychnine 20 

9 Methenolone 10  9 19-Norandrosterone 10  9 Oral Turinabol met. 10  9 Tuaminoheptane 50 

10 Methenolone met. 10  10 19-Noretiocholanolone 10  10 Oxandrolone 10     

11 Norethandrolone met.1 10  11 Norethandrolone met.2 10  11 Oxymesterone 10     

12 17-Epioxandrolone 10  12 3-Hydroxystanozolol 10  12 Tetrahydrogestrinone 10     

13 16-Hydroxystanozolol 10  13 α-Zearalanol 10  13 5α-Tetrahydronorethisterone 10     

    14 β-Zearalanol 10         
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ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 9 (ΔΡ9)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 11 (ΔΡ11)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 12 (ΔΡ12)  ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 13 (ΔΡ13) 

 Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1)   Ουςία C (μg mL-1) 

1 Aminoglutethimide 50  1 Amiphenazole 50  1 Benzphetamine 50  1 6-Acetylmorphine 20 

2 Anastrozole 50  2 Ethamivan 50  2 Benzylamphetamine 50  2 Dextromoramide 20 

3 1-Androstendione 10  3 Etilefrine 50  3 Cocaine 50  3 Fenethylline 50 

4 Boldione 10  4 Methadone 20  4 Cropropamide 50  4 Fenfluramine 50 

5 Efaproxiral 10  5 Modafinil 50  5 Crotethamide 50  5 Fenproporex 50 

6 Exemestane 50  6 Morphine 100  6 Ecgonine methylester 50  6 Mefenorex 50 

7 Formestane 50  7 Pentazocine 20  7 Ephedrine 50  7 Methamphetamine 50 

8 Letrozol met. 50  8 Pethidine 20  8 Ethylamphetamine 50  8 Methoxyphenamine 50 

9 Methyldienolone 10  9 Pholedrine 50  9 Fencamfamine 50  9 Methylphenidate 50 

10 Methyl-1-testosterone 10  10 Sydnocarb 50  10 Methylephedrine 50  10 Normorphine 20 

11 Methyltrienolone 10      11 Norephedrine 50     

12 Mibolerone 10    (ΔΡ16)  12 Norpseudoephedrine 50    (ΔΡ17) 

13 Raloxifene 50   Ουςία C (μg mL-1)  13 Oxilofrine 50   Ουςία C (μg mL-1) 

14 Tamoxifene met. 50  1 Acetazolamide 25  14 Phentermine 50  1 Methandienone met.3 0,5 

15 1-Testosterone 10  2 Althiazide 25  15 Pseudoephedrine 50  2 Methasterone 0,5 

16 Toremifene 50  3 Bendroflumethiazide 25      3 Metolazone 12,5 

17 Zilpaterol 10  4 Brinzolamide 25      4 Alfentanyl 0,5 

    5 Bumetanide 25      5 Fentanyl 0,5 

    6 Canrenone 25      6 Sulfentanyl 0,5 

ΔΙΑΛΥΜΑ ΡΑΑΚΑΤΑΘΘΚΘΣ 14 (ΔΡ14)  7 Chlorothiazide 25    (ΔΡ15)  7 Norfentanyl 0,5 

 Ουςία C (μg mL-1)  8 Chlorthalidone 25   Ουςία C (μg mL-1)  8 AICAR 10 

1 Carphedone 50  9 Clopamide 25  1 1-Benzylpiperazine 50  9 Fenbutrazate 25 

2 Dihydrocodeine 20  10 Cyclothiazide 25  2 Buflomedil 50  10 Fencamine 25 

3 Etafedrine 50  11 Dichlorphenamide 25  3 Bupropion 50  11 4-Methyl-2-hexanamine 25 

4 MDA 50  12 Dorzolamide 25  4 1-(3-Chlorphenyl)piperazine 50  12 Cyclazodone 25 

5 MDMA 50  13 Ethacrynic acid 25  5 Famprofazone 50  13 Meclofenoxate 25 

6 Mephentermine 50  14 Furosemide 25  6 Furfenorex 50  14 Norfenefrine 25 

7 Methadone met. 20  15 Hydrochlorothiazide 25  7 6-Hydroxybromantan 50  15 Ortetamine 25 

8 Norcodeine 20  16 Hydroflumethiazide 25  8 Norfenfluramine 50  16 Phenpromethamine 25 

9 Pentetrazol 50  17 Indapamide 25  9 Octopamine 50  17 p-Methylamphetamine 25 

10 Phendimetrazine 50  18 Methylchlothiazide 25  10 Phenmetrazine 50  18 Sydnocarb met. 25 

11 Phenylephrine 50  19 Piretanide 25  11 
1-(3-Trifluoro-methylphenyl)-
piperazine 50  19 

Androst-1,4,6-triene-3,17-
dione 

2,5 

    20 Polythiazide 25  12 Propylhexedrine 50     

    21 Probenecid 25  13 Ritalinic acid 50     

    22 Torasemide 25  14 Synephrine 50     

    23 Trichloromethiazide 25         

    24 Xipamide 25         

    25 Adrafinil 25         
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Ραραςκευι Διαλυμάτων Εργαςίασ 

 

Διάλυμα 
παρακατακικθσ 

Λθφκείσ 
όγκοσ (μL) 

Ογκομετρικι φιάλθ 
αραίωςθσ (mL) 

Τελικό διάλυμα 
εργαςίασ 

Συγκζντρωςθ διαλφματοσ 
εργαςίασ (μg mL

-1
) 

ΔΡ(1) 400 2 ΔΕ(1) 10 

ΔΡ(2) Χρθςιμοποιικθκε χωρίσ περεταίρω αραίωςθ 

ΔΡ(3) 250 5 ΔΕ(3) 
5 

0,1 (Clenbuterol) 

ΔΡ(4) 500 5 ΔΕ(4) 
1,5 

0,5 (Trenbolone) 

ΔΡ(5) 500 5 ΔΕ(5) 1 

ΔΡ(6) 500 5 ΔΕ(6) 1 

ΔΡ(7) 500 5 ΔΕ(7) 1 

ΔΡ(8) 500 5 ΔΕ(8) 
1,5 

0,5 (Epitrenbolone) 

ΔΡ(9) 500 5 ΔΕ(9) 
5 

1 (αναβολικζσ ουςίεσ) 

ΔΡ(10) 400 2 ΔΕ(10) 
10 

4 (pipradrol, strychnine) 

ΔΡ(11) 400 2 ΔΕ(11) 
10 (διεγερτικά) 
20 (morphine) 
4 (ναρκωτικά) 

ΔΡ(12) 400 2 ΔΕ(12) 10 

ΔΡ(13) 400 2 ΔΕ(13) 
10 (διεγερτικά) 
4 (ναρκωτικά) 

ΔΡ(14) 400 2 ΔΕ(14) 
10 (διεγερτικά) 
4 (ναρκωτικά) 

ΔΡ(15) 400 2 ΔΕ(14) 10 

ΔΡ(16) 400 2 ΔΕ(15) 5 

ΔΡ(17) Χρθςιμοποιικθκε χωρίσ περεταίρω αραίωςθ 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 4: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS:                         

Χρϐνοι Ανϊςχεςησ & Ιϐντα Αναλυτών ςε πρϐτυπα διαλϑματα 
 

 ΟΥΣΙΑ 
ΜΟΙΑΚΟΣ 

ΤΥΡΟΣ 
RT  

(min) 
ΙΟΝ m/zκεωρ. m/zπειραμ. 

Σφάλμα 
Μαηασ (ppm) 

1 Acebutolol C18H28N2O4 4,44 [M+H]
+
 337,2122 337,2119 -0,9 

2 Alprenolol C15H23NO2 5,94 [M+H]
+
 250,1802 250,1804 0,8 

3 Atenolol C14H22N2O3 1,74 [M+H]
+
 267,1703 267,1697 -2,2 

4 Betaxolol C18H29NO3 6,07 [M+H]
+
 308,2220 308,2222 0,6 

5 Bisoprolol C18H31NO4 5,48 [M+H]
+
 326,2326 326,2327 0,3 

6 Carteolol C16H24N2O3 3,40 [M+H]
+
 293,1860 293,1857 -1,0 

7 Carvedilol C24H26N2O4 6,83 [M+H]
+
 407,1965 407,1968 0,7 

8 Celiprolol C20H33N3O4 5,05 [M+H]
+
 380,2544 380,2542 -0,5 

9 Esmolol C16H25NO4 4,97 [M+H]
+
 296,1856 296,1854 -0,7 

10 Labetalol C19H24N2O3 5,43 [M+H]
+
 329,1860 329,1854 -1,8 

11 Levobunolol C17H25NO3 4,70 [M+H]
+
 292,1907 292,1910 1,0 

12 Metipranolol C17H27NO4 5,76 [M+H]
+
 310,2013 310,2011 -0,6 

13 Metoprolol C15H25NO3 4,55 [M+H]
+
 268,1907 268,1910 1,1 

14 Nadolol C17H27NO4 3,53 [M+H]
+
 310,2013 310,2011 -0,6 

15 Oxprenolol C15H23NO3 5,25 [M+H]
+
 266,1751 266,1754 1,1 

16 Pindolol C14H20N2O2 3,66 [M+H]
+
 249,1598 249,1600 0,8 

17 Propranolol C16H21NO2 5,84 [M+H]
+
 260,1645 260,1640 -1,9 

18 Sotalol C12H20N2O3S 1,89 [M+H]
+
 273,1267 273,1263 -1,5 

19 Timolol C13H24N3O4S 4,37 [M+H]
+
 317,1642 317,1638 -1,3 

20 Bambuterol C18H29N3O5 5,12 [M+H]
+
 368,2180 368,2182 0,5 

21 Fenoterol C17H21NO4 2,95 [M+H]
+ 

304,1543 304,1532 -3,6 

22 Formoterol C19H24N2O4 4,66 [M+H]
+
 345,1809 345,1807 -0,6 

23 Ractopamine C18H23NO3 4,09 [M+H]
+
 302,1751 302,1750 -0,3 

24 Salbutamol C13H21NO3 1,63 [M+H]
+
 240,1594 240,1596 0,8 

25 Salmeterol C25H37NO4 7,41 [M+H]
+
 416,2795 416,2798 0,8 

26 Terbutaline C12H19NO3 1,65 [M+H]
+
 226,1438 226,1435 -1,3 

27 Beclomethasone C22H29ClO5 7,24 [M+H]
+
 409,1776 409,1781 1,2 

    [M+H]
+
 411,1757 411,1758 0,2 

    [2M+Na]
+
 839,3299 839,3274 -3,0 

    [2M+H]
+
 817,3480 817,3446 -4,2 

28 Betamethasone C22H29FO5 6,98 [M+H]
+ 

393,2072 393,2076 1,0 

    [M+H-HF]
+
 373,2009 373,2005 -1,1 

    [2M+H]
+ 

785,4071 785,4052 -2,4 

    [2M+Na]
+
 807,3890 807,3863 -3,3 

29 Budesonide C25H34O6 8,60 [M+H]
+ 

431,2428 431,2427 -0,2 

30 Budesonide met. C21H28O6 5,37 [M+H]
+ 

377,1959 377,1962 0,8 

    [2M+H]
+
 753,3845 753,3805 -5,3 

    [2M+Na]
+
 775,3664 775,3661 -0,4 

31 Desonide C24H32O6 7,44 [M+H]
+ 

417,2272 417,2270 -0,5 

    [2M+H]
+ 

833,4471 833,4445 -3,1 

    [2M+Na]
+
 855,4290 855,4263 -3,2 

32 Dexamethasone C22H29FO5 7,04 [M+H]
+ 

393,2072 393,2080 2,0 

    [M+H-HF]
+ 

373,2009 373,2013 1,1 

    [2M+H]
+ 

785,4071 785,4060 -1,4 

    [2M+Na]
+
 807,3890 807,3875 -1,9 
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 ΟΥΣΙΑ 
ΜΟΙΑΚΟΣ 

ΤΥΡΟΣ 
RT  

(min) 
ΙΟΝ m/zκεωρ. m/zπειραμ. 

Σφάλμα 
Μαηασ (ppm) 

33 Fludrocortisone C21H29FO5 6,35 [M+H]+ 381,2072 381,2074 0,5 

    [2M+H]+ 761,4071 761,4038 -4,3 

    [2M+Na]+ 783,3890 783,3877 -1,7 

34 Fumethasone C22H28F2O5 7,08 [M+H]
+ 

411,1978 411,1982 1,0 

    [2M+H]
+
 821,3882 821,3858 -2,9 

    [2M+Na]
+
 843,3702 843,3683 -2,3 

35 Flunisolide C24H31FO6 7,48 [M+H]
+ 

435,2177 435,2182 1,1 

    [2M+Na]
+ 

891,4102 891,4082 -2,2 

    [2M+H]
+
 869,4282 869,4255 -3,1 

36 Fluocortolone C22H29FO4 7,69 [M+H]
+ 

377,2123 377,2125 0,5 

    [2M+H]
+ 

753,4173 753,4151 -2,9 

    [2M+Na]
+
 775,3992 775,3969 -3,0 

37 Methylprednisolone C22H30O5 6,84 [M+H]
+ 

375,2166 375,2173 1,9 

    [M+H-H2O]
+
 357,2060 357,2054 -1,7 

    [2M+H]
+ 

749,4259 749,4246 -1,7 

    [2M+Na]
+
 771,4079 771,4062 -2,2 

38 Prednisolone C21H28O5 6,20 [M+H]
+ 

361,2009 361,2013 1,1 

    [2M+H]
+ 

721,3946 721,3927 -2,6 

    [2M+Na]
+
 743,3766 743,3742 -3,2 

39 Prednisone C21H26O5 6,25 [M+H]
+ 

359,1853 359,1857 1,1 

    [2M+H]
+
 717,3633 717,3618 -2,1 

    [2M+Na]
+
 739,3453 739,3437 -2,2 

40 Triamcinolone C21H27FO6 5,41 [M+H]
+ 

395,1864 395,1866 1,3 

    [2M+H]
+
 789,3656 789,3621 -0,9 

    [2M+Na]
+
 811,3476 811,3444 -0,2 

41 Triamcinolone C24H31FO6 7,41 [M+H]
+ 

435,2177 435,2173 -0,9 

 Acetonide   [2M+H]
+
 869,4282 869,4246 -4,1 

    [2M+Na]
+
 891,4102 891,4078 -2,7 

42 1-Androstendione C19H26O2 9,40 [M+H]
+ 

287,2006 287,1996 -3,5 

43 Bolasterone C21H32O2 9,11 [M+H]
+
 317,2475 317,2482 2,2 

    [2M+H]
+
 633,4877 633,4878 0,2 

44 Bolasterone met. C21H36O2 9,56 [M+H-H2O]
+
 285,2577 285,2575 -0,7 

45 Boldenone C19H26O2 7,66 [M+H]
+ 

287,2006 287,2007 0,3 

    [2M+H]
+
 573,3938 573,3932 -1,0 

    [2M+Na]
+
 595,3758 595,3741 -0,3 

46 Boldenone met. C19H28O2 8,94 [M+H]
+
 289,2162 289,2153 -3,1 

47 Boldione C19H24O2 8,17 [M+H]
+
 285,1849 285,1849 0,0 

48 Calusterone C21H32O2 9,38 [M+H]
+ 

317,2475 317,2474 -0,3 

    [2M+H]
+
 633,4877 633,4855 -3,5 

    [2M+Na]
+
 655,4697 655,4666 -4,7 

49 Calusterone met. C21H36O2 9,89 [M+H-H2O]
+
 285,2577 285,2566 -3,9 

50 Clenbuterol C12H18N2OCl2 4,66 [M+H]
+
 277,0869 277,0859 -3,6 

    [M+H]
+
 279,0841 279,0832 -3,2 

51 Clostebol met. C19H27ClO2 10,10 [M+H-H2O]
+
 305,1667 305,1654 -4,3 

    [M+H-H2O]
+
 307,1644 307,1642 -0,7 

    [M+ΝH4-H2O]
+
 322,1927 322,1924 -0,9 

    [2M+Na]
+
 667,3291 667,3306 2,2 

52 Danazol met. C21H28O2 8,85 [M+H]
+ 

313,2162 313,2157 -1,6 

    [2M+H]
+
 625,4251 625,4236 -2,4 

    [2M+Na]
+
 647,4071 647,4040 -4,8 

53 Drostanolone met. C20H32O2 11,07 [M+ΝH4]
+
 322,2735 322,2731 -1,2 

    [2M+Na]
+
 631,4697 631,4674 -3,6 

    [M+H]
+
 305,2475 305,2471 -1,3 

    [M+H-H2O]
+
 287,2369 287,2358 -3,8 

54 Fluoxymesterone C20H27FO2 10,03 [M+H]
+ 

319,2068 319,2065 -0,9 

 met.1   [2M+H]
+
 637,4063 637,4052 -1,7 

    [2M+Na]
+
 659,3882 659,3859 -3,5 
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 ΟΥΣΙΑ 
ΜΟΙΑΚΟΣ 

ΤΥΡΟΣ 
RT  

(min) 
ΙΟΝ m/zκεωρ. m/zπειραμ. 

Σφάλμα 
Μαηασ (ppm) 

55 Fluoxymesterone C20H31FO4 3,87 [M+H-H2O]
+
 337,2173 337,2168 -1,5 

 met.2   [M+Na]
+
 731,4305 731,4277 -3,8 

    [2M+Na]
+
 377,2099 377,2083 -4,2 

56 Formebolone met. C21H30O4 5,72 [M+H]
+
 347,2217 347,2214 -0,9 

    [2M+Na]
+
 715,4180 715,4157 -3,2 

    [M+Na]
+
 369,2036 369,2024 -3,3 

57 Furazabol met. C20H30N2O3 9,45 [M+ΝH4]
+
 364,2589 364,2574 -3,6 

    [2M+Na]
+
 369,2149 369,2136 -3,5 

58 Gestrinone C21H24O2 8,65 [M+H]
+ 

309,1849 309,1848 -0,3 

59 6-Hydroxyandrostenedione C19H26O3 6,39 [M+H]
+
 303,1955 303,1948 -2,3 

    [2M+Na]
+
 627,3656 627,3633 -3,7 

60 4-Hydroxytestosterone C19H28O3 8,47 [M+H]
+
 305,2111 305,2101 -3,3 

    [M+Na]
+
 327,1931 327,1923 -2,4 

61 Mesterolone met. C20H32O2 10,56 [M+ΝH4]
+
 322,2735 322,2730 -1,6 

    [2M+Na]
+
 631,4697 631,4667 -4,8 

    [M+H]
+
 305,2475 305,2458 -5,6 

    [M+H-H2O]
+
 287,2369 287,2355 -4,9 

62 Methandienone met.1 C20H32O2 10,94 [M+H-2H2O]
+ 

269,2264 269,2255 -3,3 

63 Methandienone met.2 C20H28O3 5,93 [M+H]
+
 317,2111 317,2111 0,0 

    [M+H-H2O]
+
 299,2006 299,2001 -1,7 

    [2M+Na]
+
 655,3969 655,3969 -5,0 

    [M+H-2H2O]
+
 281,1900 281,1892 -2,8 

64 Methandienone met.3 C20H26O2 8,46 [M+H]
+
 299,2006 299,2002 -1,3 

65 Methasterone C21H34O2 6,75 [M+H]
+
 319,2632 319,2636 1,3 

    [M+ΝH4]
+
 336,2892 336,2894 0,6 

    [M+Na]
+
 341,2451 341,2448 -0,9 

    [2M+Na]
+
 659,5010 659,5001 -1,4 

66 Methenolone C20H30O2 8,73 [M+H]
+
 303,2319 303,2312 -2,3 

67 Methenolone met. C20H30O2 9,82 [M+ΝH4]
+
 320,2579 320,2575 -1,2 

    [M+H-H2O]
+
 285,2213 285,2202 -3,9 

    [M+H]
+
 303,2319 303,2313 -2,0 

    [2M+Na]
+
 627,4384 327,4361 -3,7 

68 Methyl-1-testosterone C20H30O2 9,30 [M+H]
+ 

303,2319 303,2321 0,7 

69 Methyldienolone C20H26O2 7,89 [M+H]
+ 

287,2006 287,2002 -1,4 

70 Methyltrienolone C20H24O2 7,84 [M+H]
+ 

285,1849 285,1844 -1,8 

71 17-Methyltestosterone met.1 C20H34O2 9,45 [M+H-2H2O]
+ 

271,2420 271,2416 -1,5 

72 17-Methyltestosterone met.2 C20H34O2 9,23 [M+H-2H2O]
+ 

271,2420 271,2411 -3,3 

73 Mibolerone C20H32O2 8,68 [M+H]
+ 

303,2319 303,2328 3,0 

74 19-Norandrosterone C18H28O2 9,51 [M+ΝH4]
+
 294,2422 294,2420 -0,7 

    [M+H]
+ 

277,2162 277,2154 -2,9 

    [M+H-H2O]
+
 259,2056 259,2046 -3,9 

    [2M+Na]
+
 575,4071 575,4060 -1,9 

75 19-Noretiocholanolone C18H28O2 9,19 [M+ΝH4]
+
 294,2422 294,2416 -2,0 

    [M+H]
+ 

277,2162 277,2149 -4,7 

    [M+H-H2O]
+
 259,2056 259,2047 -3,5 

    [2M+Na]
+
 575,4071 575,4049 -3,8 

76 Norbolethone met.1 C21H36O2 11,08 [M+H-2H2O]
+ 

285,2577 285,2557 -7,0 

77 Norbolethone met.2 C21H36O2 10,68 [M+H-2H2O]
+ 

285,2577 285,2566 -3,9 

78 Norethandrolone met.1 C20H34O2 10,03 [M+H-2H2O]
+ 

271,2420 271,2406 -5,0 

79 Norethandrolone met.2 C20H34O2 9,64 [M+H-2H2O]
+ 

271,2420 271,2401 -7,0 

80 Normethandrolone C19H28O2 8,26 [M+H]
+
 289,2162 289,2181 6,6 

    [2M+H]
+
 577,4251 577,4253 0,3 

    [2M+Na]
+
 599,4071 599,4070 -0,2 
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 ΟΥΣΙΑ 
ΜΟΙΑΚΟΣ 

ΤΥΡΟΣ 
RT  

(min) 
ΙΟΝ m/zκεωρ. m/zπειραμ. 

Σφάλμα 
Μαηασ (ppm) 

81 Oral Turinabol met. C20H27ClO3 7,04 [M+H]
+ 

351,1721 351,1718 -0,9 

    [M+H]
+ 

353,1700 353,1693 -2,0 

    [2M+Na]
+
 723,3190 723,3176 -1,9 

    [M+H-H2O]
+
 333,1616 333,1609 -2,1 

        

82 Oxandrolone C19H30O3 8,13 [M+H]
+ 

307,2268 307,2262 -2,0 

    [M+ΝH4]
+
 324,2528 324,2523 -1,5 

    [2M+Na]
+
 635,4282 635,4273 -1,4 

83 17-Epioxandrolone C19H30O3 9,08 [M+H]
+ 

307,2268 307,2261 -2,3 

    [2M+Na]
+
 635,4282 635,4268 -2,2 

    [M+ΝH4]
+
 324,2528 324,2527 -0,3 

84 Oxymesterone C19H30O3 8,94 [M+H]
+ 

319,2268 319,2268 0,0 

85 16-Hydroxystanozolol C21H32N2O2 7,25 [M+H]
+ 

345,2537 345,2535 -0,6 

86 3-Hydroxystanozolol C21H32N2O2 6,87 [M+H]
+ 

345,2537 345,2530 -2,0 

87 1-Testosterone C19H28O2 8,86 [M+H]
+ 

289,2162 289,2164 0,7 

    [2M+H]
+ 

577,4251 577,4245 -1,0 

    [2M+Na]
+
 599,4071 599,4064 -1,2 

88 Tetrahydrogestrinone C21H28O2 9,63 [M+H]
+ 

313,2162 313,2159 -1,0 

    [2M+Na]
+
 647,4071 647,4072 0,2 

89 5α-Tetrahydronorethisterone C20H30O2 9,15 [M+ΝH4]
+
 320,2579 320,2562 -5,3 

    [M+H-H2O]
+
 285,2213 285,2187 -9,1 

90 Trenbolone C18H22O2 7,45 [M+H]
+ 

271,1693 271,1685 -3,0 

    [2M+Na]
+
 563,3132 563,3121 -2,0 

91 17α-Epitrenbolone C18H22O2 7,71 [M+H]
+ 

271,1693 271,1691 -0,7 

    [2M+Na]
+
 563,3132 563,3122 -1,8 

92 Zilpaterol C14H19N3O2 1,63 [M+H]
+ 

262,1550 262,1545 -1,9 

93 α-Zearalanol C18H26O5 8,02 [M+H]
+ 

323,1853 323,1850 -0,9 

    [M+H-H2O]
+
 305,1747 305,1744 -1,0 

    [M+Na]
+
 345,1672 345,1669 -0,9 

    [2M+Κ]
+
 361,1412 361,1401 -3,0 

94 β-Zearalanol C18H26O5 7,38 [M+H]
+ 

323,1853 323,1845 -2,5 

    [M+H-H2O]
+
 305,1747 305,1739 -2,6 

    [M+Na]
+
 345,1672 345,1666 -1,7 

    [2M+Κ]
+
 361,1412 361,1404 -2,2 

95 Acetazolamide C4H6N4O6S2 2,61 [M+H]
+ 

222,9954 222,9952 -0,9 

    [M+Na]
+
 244,9774 244,9767 -2,9 

    [2M+Na]
+
 466,9655 466,9666 2,4 

96 Althiazide C11H14N3O4S3Cl 6,89 [M+ΝH4]
+
 401,0168 401,0181 3,2 

    [M+ΝH4]
+
 403,0143 403,0147 1,0 

    [2M+ΝH4]
+
 784,0003 784,0014 1,4 

    [2M+ΝH4]
+
 785,9980 785,9986 0,8 

97 Amiloride C6H8N7OCl 1,96 [M+H]
+ 

230,0552 230,0549 -1,3 

    [M+H]
+ 

232,0523 232,0525 0,9 

98 Bendroflumethiazide C15H14N3O4S2F3 7,93 [M+ΝH4]
+
 439,0711 439,0721 2,3 

    [2M+ΝH4]
+
 860,1088 860,1088 0,0 

    [2M+Na]
+
 865,0648 865,0646 -0,2 

99 Brinzolamide C12H11N3O5S3 4,46 [M+H]
+ 

384,0716 384,0713 -0,8 

    [2M+Na]
+
 789,1179 789,1178 -0,1 

100 Bumetanide C17H20N2O5S 8,04 [M+H]
+ 

365,1166 365,1171 1,4 

    [2M+Na]
+
 751,2078 751,2077 -0,1 

    [M+Na]
+
 729,2259 729,2261 0,3 

101 Canrenone C22H28O3 9,10 [M+H]
+ 

341,2111 341,2118 2,1 

    [M+ΝH4]
+
 358,2371 358,2374 0,8 

    [2M+Na]
+
 703,3969 703,3961 -1,1 

102 Chlorothiazide C7H6N3O4S2Cl 3,04 [M+ΝH4]
+
 312,9821 312,9820 -0,3 

    [M+ΝH4]
+
 314,9797 314,9802 1,6 

    [M+H]
+ 

295,9561 295,9563 0,7 

    [2M+ΝH4]
+
 607,9309 607,9312 0,5 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 4: Mϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Χρϐνοι ανϊςχεςησ & ιϐντα αναλυτών ςε διαλϑματα  

Σελίδα | 266  
 

 ΟΥΣΙΑ 
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(min) 
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103 Chlorthalidone C14H11N2O4SCl 5,20 [M+ΝH4]
+
 356,0461 356,0466 1,4 

    [M+H-H2O]
+
 321,0095 321,0093 -0,6 

    [2M+Na]
+
 699,0148 699,0146 -0,3 

    [M+H]
+ 

339,0201 339,0196 -1,5 

    [3M+Na]
+
 1037,0276 1037,0256 -1,9 

104 Clopamide C14H20N3O3SCl 5,93 [M+H]
+ 

346,0987 346,0987 0,0 

    [2M+H]
+ 

691,1901 691,1901 0,0 

    [2M+Na]
+
 713,1720 713,1702 -2,5 

105 Cyclothiazide C14H16N3O4S2Cl 7,63 [M+ΝH4]
+
 407,0604 407,0612 2,0 

    [M+ΝH4]
+
 409,0581 409,0584 0,7 

    [2M+ΝH4]
+
 796,0874 796,0881 0,9 

    [2M+ΝH4]
+
 798,0855 798,0845 -1,3 

106 Dichlorphenamide C6H6N2O4S2Cl2 5,12 [2M+Na]
+
 632,8155 632,8150 -0,8 

    [2M+Na]
+
 630,8184 630,8187 0,2 

107 Dorzolamide C10H16N2O4S3 2,61 [M+H]
+ 

325,0345 325,0340 -1,5 

    [2M+Na]
+
 671,0437 671,0439 0,3 

108 Ethacrynic acid C13H12Cl2O4 7,22 [M+H]
+ 

303,0185 303,0185 0,0 

    [M+H]
+ 

305,0158 305,0158 0,0 

    [2M+Na]
+
 629,0991 629,0996 0,6 

    [2M+Na]
+
 627,0117 627,0112 -0,8 

109 Furosemide C12H11N2O5SCl 6,26 [2M+Na]
+
 683,0047 683,0043 -0,6 

    [M+Na]
+
 352,9969 352,9968 -0,3 

    [M+Κ]
+
 368,9709 368,9711 0,5 

110 Hydrochlorothiazide C7H8N3O4S2Cl 3,37 [M+ΝH4]
+
 314,9978 314,9979 0,3 

    [2M+ΝH4]
+
 611,9622 611,9624 0,3 

    [2M+Na]
+
 616,9182 616,9190 1,3 

    [3M+Na]
+
 913,8826 913,8799 -3,0 

111 Hydroflumethiazide C8H8N3O4S2F3 4,53 [M+ΝH4]
+
 349,0241 349,0250 2,6 

    [2M+Na]
+
 684,9709 684,9707 -0,3 

    [2M+ΝH4]
+
 680,0149 680,0149 0,0 

    [3M+Na]
+
 1015,9617 1015,9610 -0,8 

112 Indapamide C16H16N3O3SCl 7,27 [M+H]
+ 

366,0674 366,0674 0,0 

    [2M+Na]
+
 753,1094 753,1092 -0,3 

    [2M+H]
+ 

731,1275 731,1269 -0,8 

113 Methylchlothiazide C9H11N3O4S2Cl2 6,38 [M+ΝH4]
+
 376,9901 376,9909 2,1 

    [2M+Na]
+
 742,9000 742,9003 0,4 

    [2M+ΝH4]
+
 737,9446 737,9428 -2,4 

114 Metolazone C16H16N3O3SCl 6,73 [M+H]
+ 

366,0674 366,0680 1,6 

    [2M+H]
+ 

731,1275 731,1266 -1,2 

    [2M+Na]
+
 753,1094 753,1076 -2,4 

115 Piretanide C17H18N2O5S 7,47 [M+H]
+ 

363,1009 363,1010 0,3 

    [2M+Na]
+
 747,1765 747,1762 -0,4 

116 Polythiazide C11H13N3O4S3ClF 7,90 [M+ΝH4]
+
 457,0042 457,0055 2,8 

    [2M+ΝH4]
+
 895,9728 895,9750 2,5 

    [2M+Na]
+
 900,9310 900,9353 4,8 

117 Probenecid C13H19NO4S 7,86 [M+H]
+ 

286,1108 286,1110 0,7 

    [2M+Na]
+
 593,1692 593,1693 0,2 

    [M+Na]
+
 308,0927 308,0926 -0,3 

118 Torasemide C16H20N4O3S 5,77 [M+H]
+ 

349,1329 349,1324 -1,4 

119 Triamterene C12H11N7 3,86 [M+H]
+ 

254,1149 254,1143 -2,4 

    [2M+H]
+ 

507,2225 507,2226 0,2 

    [2M+Na]
+
 529,2044 529,2039 -0,9 

120 Trichloromethiazide C8H8N3O4S2Cl3 6,06 [M+ΝH4]
+
 398,9331 398,9331 0,0 

    [2M+Na]
+
 782,7909 782,7905 -0,5 

    [2M+ΝH4]
+
 777,8353 777,8340 -1,7 

121 Xipamide C15H15N2O4SCl 8,01 [M+H]
+ 

355,0514 355,0516 0,6 

    [M+H]
+ 

357,0488 357,0486 -0,6 

122 Alfentanyl C21H32N6O3 6,15 [M+H]
+ 

417,2609 417,2605 -1,0 
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 ΟΥΣΙΑ 
ΜΟΙΑΚΟΣ 

ΤΥΡΟΣ 
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Σφάλμα 
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123 6-Acetylmorphine C15H23N 3,36 [M+H]
+ 

328,1543 328,1537 -1,8 

124 Buprenorphine C29H41NO4 6,75 [M+H]
+ 

468,3108 468,3118 2,1 

125 Dextromoramide C25H32N2O2 7,23 [M+H]
+
 393,2537 393,2539 0,5 

126 Dihydrocodeine C18H23NO3 2,64 [M+H]
+ 

302,1751 302,1744 -2,3 

127 Fentanyl C22H28N2O 6,20 [M+H]
+
 337,2274 337,2269 -1,5 

128 Hydromorphone C17H19NO3 1,79 [M+H]
+ 

286,1438 286,1431 -2,4 

    [M+ΝH4]
+
 303,1698 303,1706 2,6 

    [2M+H]
+ 

571,2803 571,2790 -2,9 

    [2M+Na]
+
 593,2622 593,2611 -1,9 

129 Methadone C21H27NO 7,34 [M+H]
+
 310,2165 310,2163 -0,6 

130 Methadone met. C20H23N 6,82 [M+H]
+ 

278,1903 278,1900 -1,1 

131 Morphine C17H19NO3 1,37 [M+H]
+
 286,1438 283,1433 -1,7 

132 Norbuprenorphine C25H35NO4 5,40 [M+H]
+
 414,2639 414,2643 1,0 

133 Norcodeine C17H19NO3 2,55 [M+H]
+
 286,1438 286,1431 -2,4 

    [2M+H]
+ 

571,2803 571,2810 1,2 

    [2M+Na]
+
 593,2622 593,2617 -0,8 

134 Norfentanyl C14H20N2O 4,22 [M+H]
+
 233,1648 233,1649 0,4 

135 Normorphine C16H17NO3 1,23 [M+H]
+
 272,1281 272,1276 -1,8 

    [2M+H]
+ 

543,2490 543,2488 -0,4 

136 Oxycodone C18H21NO4 3,27 [M+H]
+ 

316,1543 316,1541 -0,6 

    [2M+Na]
+
 653,2833 653,2829 -0,6 

137 Oxymorphone C17H19NO4 1,54 [M+H]
+
 302,1387 302,1383 -1,3 

    [2M+Na]
+
 625,2520 625,2512 -1,3 

138 Pentazocine C19H27NO 5,61 [M+H]
+
 286,2154 286,2160 2,1 

139 Pethidine C15H21NO2 5,09 [M+H]
+
 248,1645 248,1640 -2,0 

140 Sulfentanyl C22H30N2O2S 7,11 [M+H]
+
 387,2101 387,2118 4,4 

141 AICAR C9H14N4O5 0,97 [M+H]
+
 259,1037 259,1034 -1,2 

    [2M+H]
+
 281,0856 281,0855 -0,4 

    [2M+Na]
+
 539,1821 539,1818 -0,6 

142 Efaproxiral C20H33NO4 8,15 [M+H]
+
 342,1700 342,1699 -0,3 

143 Aminoglutethimide C13H26N2O2 4,95 [M+H]
+
 233,1285 233,1285 0,0 

    [M+Na]
+
 255,1104 255,1105 0,4 

    [2M+H]
+
 465,2496 465,2501 1,1 

    [2M+Na]
+
 487,2316 487,2320 0,8 

144 Anastrozole C17H17N5 7,20 [M+H]
+
 294,1713 294,1714 0,3 

    [2M+H]
+
 587,3354 587,3357 0,5 

145 Androst-1,4,6-triene-3,17- C19H22O2 8,00 [M+H]
+
 283,1693 283,1694 0,4 

 dione   [2M+Na]
+
 587,3132 587,3135 0,5 

146 6-Oxoandrostenedione C19H24O3 7,53 [M+H]
+
 301,1798 301,1804 2,0 

    [M+Na]
+
 323,1618 323,1621 0,9 

    [2M+Na]
+
 623,3343 623,3354 1,8 

147 6-Hydroxytestosterone C19H28O3 5,63 [M+H]
+
 305,2111 305,2129 5,9 

    [2M+H]
+
 609,4150 609,4148 -0,3 

    [2M+Na]
+
 631,3969 631,3985 2,5 

148 Exemestane C20H24O2 8,95 [M+H]
+ 

297,1849 297,1854 1,7 

149 Formestane C19H26O3 9,11 [M+H]
+ 

303,1955 303,1961 2,0 

150 Raloxifene C28H27NO4S 6,34 [M+H]
+
 474,1734 474,1737 0,6 

151 Tamoxifene met. C27H31NO3 8,58 [M+H]
+ 

418,2377 418,2385 1,9 

152 Toremifene C26H28NOCl 9,35 [M+H]
+
 406,1932 406,1938 1,5 

    [M+H]
+
 408,1918 408,1916 -0,5 

153 Adrafinil C15H15NO3S 5,93 C13H10 167,0855 167,0856 0,6 

    [2M+Na]
+
 601,1438 601,1446 1,3 

    [M+Na]
+
 312,0665 312,0661 -1,3 

    [M+Κ]
+
 328,0404 328,0403 -0,3 
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154 Amiphenazole C9H9N3S 2,35 [M+H]
+
 192,0590 192,0587 -1,6 

155 Amphepramone C13H19NO 3,65 [M+H]
+
 206,1539 206,1536 -1,5 

156 Amphetamine C9H13N 3,12 [M+H]
+
 136,1121 136,1115 -4,4 

    [M+H-ΝΘ3]
+
 119,0855 119,0859 3,4 

157 Benzphetamine C17H21N 6,00 [M+H]
+
 240,1747 240,1746 -0,4 

158 Benzylamphetamine C16H19N 5,82 [M+H]
+
 226,1590 226,1589 -0,4 

159 1-Benzylpiperazine C11H16N2 2,86 [M+H]
+
 177,1386 177,1380 -3,4 

160 Buflomedil C17H25NO4 4,94 [M+H]
+
 308,1856 308,1857 0,3 

161 Bupropion C13H18NOCl 5,39 [M+H]
+
 240,1150 240,1143 -2,9 

    [M+H]
+
 242,1123 242,1120 -1,2 

162 1-(3-Chlorphenyl)piperazine C10H13N2Cl 4,71 [M+H]
+
 197,0840 197,0831 -4,0 

    [M+H]
+
 199,0812 199,0804 -4,6 

163 Carphedone C12H14N2O2 4,64 [M+H]
+
 219,1128 219,1120 -3,7 

    [2M+Na]
+
 459,2003 459,2013 2,2 

    [M+H-H2O]
+
 202,0863 202,0862 -0,5 

164 Cocaine C17H21NO4 5,04 [M+H]
+
 304,1543 304,1542 -0,3 

165 Benzoylecgonine C16H19NO4 3,96 [M+H]
+
 290,1387 290,1391 1,4 

166 Ecgonine methylester C10H17NO3 0,91 [M+H]
+
 200,1281 200,1276 -2,5 

167 Cropropamide C13H24N2O2 6,30 [M+H-C2H5NH2]
+ 

196,1332 196,1328 -2,0 

    [2M+Na]
+
 503,3568 503,3573 1,0 

    [M+H]
+
 241,1911 241,1910 -0,4 

    [M+Na]
+
 263,1730 263,1729 -0,4 

168 Crotethamide C12H22N2O2 5,40 [M+H-C2H5NH2]
+ 

182,1176 182,1169 -3,8 

    [2M+Na]
+
 475,3275 475,3256 -4,0 

    [M+H]
+
 227,1754 227,1752 -0,9 

    [M+Na]
+
 249,1573 249,1572 -0,4 

169 Cyclazodone C12H12N2O2 8,00 [M+H]
+
 217,0972 217,0989 7,8 

    [2M+H]
+
 433,1870 433,1890 4,6 

    [2M+Na]
+
 455,1690 455,1696 1,3 

170 Dimethylamphetamine C11H17N 3,66 [M+H]
+
 164,1434 164,1427 -4,3 

171 Ephedrine C10H15NO 2,56 [M+H]
+
 166,1226 166,1220 -3,6 

 Pseudoephedrine   [M+H-H2O]
+
 148,1121 148,1116 -3,4 

172 Etafedrine C12H19NO 3,35 [M+H]
+ 

194,1539 194,1534 -2,6 

173 Ethamivan C12H17NO3 5,51 [M+H]
+
 224,1281 224,1274 -3,1 

    [2M+H]
+
 447,2490 447,2481 -2,0 

    [2M+Na]
+
 469,2309 469,2307 -0,4 

174 Ethylamphetamine C11H17N 3,90 [M+H]
+ 

164,1434 164,1429 -3,0 

175 Etilefrine C10H15NO2 1,35 [M+H]
+ 

182,1176 182,1166 -5,5 

    [M+H-H2O]
+
 164,1070 164,1069 -0,6 

176 Famprofazone C24H31N3O 10,95 [M+H]
+
 378,2540 378,2546 1,6 

    [2M+H]
+
 755,5007 755,5017 1,3 

    [2M+Na]
+
 777,4826 777,4836 1,3 

177 Fenbutrazate C23H29NO3 10,50 [M+H]
+ 

368,2220 368,2225 1,4 

178 Fencamfamine C15H21N 5,52 [M+H]
+ 

216,1747 216,1745 -0,9 

179 Fencamine C28H26N6O2 4,35 [M+H]
+
 385,2346 385,2352 9,3 

180 Fenethylline C18H23N5O2 4,65 [M+H]
+
 342,1925 342,1917 -2,3 

181 Fenfluramine C12H16F3N 5,69 [M+H]
+
 232,1308 232,1304 -1,7 

182 Fenproporex C12H16N2 3,74 [M+H]
+
 189,1386 189,1380 -3,2 

183 Flephedrone C10H12FNO3 3.09 [M+H]
+
 182,0976 182,0968 -4,4 

    [M+H-H2O]
+
 164,0870 164,0859 -6,7 

184 p-Fluoroamphetamine C9H12FN 3,41- [M+H]
+
 154,1027 154,1021 -3,9 

   3,64 [M+H-ΝΘ3]
+
 137,0761 137,0763 1,5 

185 Furfenorex C15H19NO 5,27 [M+H]
+
 230,1539 230,1533 -2,6 

186 Heptaminol C8H19NO 1,49 [M+H]
+
 146,1539 146,1532 -4,8 

    [M+H-H2O]
+
 128,1434 128,1437 2,3 
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187 p-Hydroxyamphetamine C9H13NO 1,46 [M+H]
+
 152,1070 152,1062 -5,3 

    [M+H-ΝΘ3]
+
 135,0804 135,0802 -1,5 

188 6-Hydroxybromantan C16H20NOBr 10,22 [M+H]
+
 322.0801 322,0795 -1,9 

    [M+H]
+
 324.0785 324,0777 -2,5 

189 MDA C10H13NO2 3,37 [M+H]
+ 

180,1014 180,1010 -2,2 

190 MDMA C11H15NO2 3,61 [M+H]
+ 

194,1176 194,1171 -2,6 

191 Meclofenoxate C12H16NO3Cl 5,24 [M+H]
+
 258,0891 258,0897 2,1 

    [M+H]
+
 260,0866 260,0863 -1,0 

192 Mefenorex C12H18NCl 5,06 [M+H]
+
 212,1201 212,1197 -1,9 

    [M+H]
+
 214,1173 214,1166 -3,3 

193 Mephedrone C11H15NO 3,93 [M+H]
+
 178,1226 178,1224 -1,1 

    [M+H-H2O]
+
 160,1121 160,1114 -4,4 

194 Mephentermine C11H17N 3,99 [M+H]
+ 

164,1434 164,1428 -3,7 

195 Methamphetamine C10H15N 3,46 [M+H]
+ 

150,1277 150,1273 -2,7 

196 Methoxyphenamine C11H17NO 4,14 [M+H]
+ 

180,1383 180,1306 -42,7 

197 p-Methylamphetamine C10H15N 4,28 [M+H]
+
 150,1277 150,1280 2,0 

    [M+H-ΝΘ3]
+
 133,1012 133,1014 1,5 

198 Methylenedioxypyrovalerone C16H21NO3 5,08 [M+H]
+
 276,1594 276,1590 -1,4 

199 Methylephedrine C11H17NO 2,87 [M+H]
+ 

180,1383 180,1377 -3,3 

200 4-Methyl-2-hexanamine C7H17N 3,72 [M+H]
+
 116,1434 116,1436 1,7 

201 Methylphenidate C14H19NO2 4,65 [M+H]
+ 

234,1489 234,1486 -1,3 

202 Modafinil C15H15NO2S 5,06 C13H10 167,0855 167,0847 -4,8 

    [2M+Na]
+
 569,1539 569,1536 -0,5 

    [M+Na]
+
 296,0716 296,0709 -2,4 

    [M+Κ]
+
 312,0455 312,0450 -1,6 

203 Nikethamide C15H15NO2S 4,21 [M+H]
+
 179,1179 179,1159 -11,2 

204 Norfenefrine C8H11NO2 1,01 [M+H]
+
 154,0863 154,0860 -1,9 

    [M+H-H2O]
+
 136,0757 136,0753 -2,9 

205 Norfenfluramine C10H12NF3 5,21 [M+H]
+
 204,0995 204,0986 -4,4 

206 Norpseudoephedrine C9H13NO 2,10 [M+H]
+
 152,1070 152,1063 -4,6 

 Norephedrine   [M+H-H2O]
+
 134,0964 134,0963 -0,7 

207 Octopamine C8H11NO2 0,91 [M+H-H2O]
+
 136,0757 136,0757 0,0 

    [M+H]
+
 154,0863 154,0861 -1,3 

208 Ortetamine C10H15N 4,08 [M+H]
+
 150,1277 150,1284 4,7 

    [M+H-ΝΘ3]
+
 133,1012 133,1021 6,8 

209 Oxilofrine C10H15NO2 1,05 [M+H]
+
 182,1176 182,1177 0,5 

    [M+H-H2O]
+
 164,1070 164,1068 -1,2 

210 Pemoline C9H8N2O 3,75 [M+H]
+
 177,0659 177,0651 -4,5 

    [2M+H]
+
 353,1244 353,1246 0,6 

    [2M+Na]
+
 375,1064 375,1063 -0,3 

211 Pentetrazol C6H10N4 3,47 [M+H]
+
 139,0978 139,0974 -2,9 

    [2M+H]
+
 277,1884 277,1886 0,7 

212 Phendimetrazine C12H17NO 3,44 [M+H]
+ 

192,1383 192,1377 -3,1 

213 Phenmetrazine C11H15NO 3,37 [M+H]
+ 

178,1226 178,1224 -1,1 

214 Phenpromethamine C10H15N 3,45 [M+H]
+
 150,1277 150,1280 2,0 

215 Phentermine C10H15N 3,73 [M+H]
+ 

150,1277 150,1271 -4,0 

216 Phenylephrine C9H13NO2 1,16 [M+H]
+
 168,1019 168,1012 -4,2 

    [M+H-H2O]
+
 150,0913 150,0912 -0,7 

217 Pholedrine C10H15NO 1,59 [M+H]
+
 166,1226 166,1219 -4,2 

    [M+H-CH3NH2]
+ 

135,0804 135,0805 0,7 

218 Pipradrol C8H19N 5,34 [M+H]
+
 268,1696 268,1692 -1,5 

    [M+H-H2O]
+
 250,1590 250,1585 -2,0 

219 Prenylamine C24H27N 8,19 [M+H]
+
 330,2216 330,2227 3,3 

220 Prenylamine met C15H17N 5,83 [M+H]
+ 

212,1434 212,1444 4,7 

221 Prolintane C15H23N 5,67 [M+H]
+
 218,1903 218,1901 -0,9 
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 ΟΥΣΙΑ 
ΜΟΙΑΚΟΣ 

ΤΥΡΟΣ 
RT  

(min) 
ΙΟΝ m/zκεωρ. m/zπειραμ. 

Σφάλμα 
Μαηασ (ppm) 

222 Propylhexedrine C10H21N 5,11 [M+H]
+ 

156,1747 156,1740 -4,5 

223 Ritalinic acid C13H17NO2 3,60 [M+H]
+
 220,1332 220,1325 -3,2 

    [2M+H]
+
 439,2591 439,2594 0,7 

    [2M+Na]
+
 461,2411 461,2414 0,7 

224 Strychnine C21H22N2O2 3,87 [M+H]
+
 335,1754 335,1749 -1,5 

    [2M+H]
+
 669,3435 669,3424 -1,6 

225 Sydnocarb C18H18N4O2 8,94 [M+H]
+
 323,1503 323,1498 -1,5 

226 Sydnocarb met C18H18N4O3 7,21 [M+H]
+
 339,1452 339,1462 2,9 

    [2M+Na]
+
 699,2650 669,2648 -0,3 

227 Synephrine C13H17NO2 0,99 [M+H-H2O]
+
 150,0913 150,0911 -1,3 

    [M+H]
+
 168,1019 168,1015 -2,4 

228 1-(3-Trifluoro-methylphenyl)-
piperazine 

C11H13N2F3 5,44 [M+H]
+
 231,1104 231,1100 -1,7 

229 Tuaminoheptane C7H17N 3,99 [M+H]
+
 116,1434 116,1431 -2,6 

230 Codeine (ISTD) C18H21NO3 2,83 [M+H]
+
 300,1594 300,1596 0,7 

231 17α-Methyltestosterone C20H32O2 8,72 [M+H]
+
 303,2319 303,2310 -3,0 

 (ISTD)   [2M+H]
+
 605,4564 605,4566 0,3 

    [2M+Na]
+
 627,4384 627,4375 -1,4 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 5: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Πορεύα παραςκευόσ εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων οϑρων για 

τη μελϋτη ικανϐτητασ ανύχνευςησ των αναλυτών και τον προςδιοριςμϐ του ορύου ανύχνευςησ 
  

Ομάδα 
Ουςιϊν 

ΕΡΙΡΕΔΟ ΣΥΓΚΕΝΤΩΣΘΣ 

0,1 x MRPL 0,2 x MRPL 0,5 x MRPL MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 

Διάλυμα* 
Πγκοσ* 

δ/τοσ (μL) 
Διάλυμα 

Πγκοσ 
δ/τοσ (μL) 

Διάλυμα 
Πγκοσ 

δ/τοσ (μL) 
Διάλυμα 

Πγκοσ 
δ/τοσ (μL) 

Διάλυμα 
Πγκοσ 

δ/τοσ (μL) 
Διάλυμα 

Πγκοσ 
δ/τοσ (μL) 

1 ΔΕ(1) 25 ΔΕ(1) 50 ΔΡ(1) 25 ΔΡ(1) 50 - - 

2 ΔΡ(2) 10 ΔΡ(2) 20 ΔΡ(2) 50 ΔΡ(2) 100 - - 

3 - ΔΕ(3) 20 ΔΕ(3) 50 ΔΕ(3) 100 - - 

4 - ΔΕ(4) 20 ΔΕ(4) 50 ΔΕ(4) 100 - - 

5 - ΔΕ(5) 10 ΔΕ(5) 25 ΔΕ(5) 50 ΔΕ(5) 100 ΔΕ(5) 200 

6 - ΔΕ(6) 10 ΔΕ(6) 25 ΔΕ(6) 50 ΔΕ(6) 100 ΔΕ(6) 200 

7 - ΔΕ(7) 10 ΔΕ(7) 25 ΔΕ(7) 50 ΔΕ(7) 100 ΔΕ(7) 200 

8 - ΔΕ(8) 20 ΔΕ(8) 50 ΔΕ(8) 100 - - 

9 - ΔΕ(9) 10 ΔΕ(9) 25 ΔΕ(9) 50 ΔΕ(9) 100 - 

10 ΔΕ(10) 25 ΔΕ(10) 50 ΔΡ(10) 25 ΔΡ(10) 50 - - 

11 ΔΕ(11) 25 ΔΕ(11) 50 ΔΡ(11) 25 ΔΡ(11) 50 - - 

12 ΔΕ(12) 25 ΔΕ(12) 50 ΔΡ(12) 25 ΔΡ(12) 50 - - 

13 ΔΕ(13) 25 ΔΕ(13) 50 ΔΡ(13) 25 ΔΡ(13) 50 - - 

14 ΔΕ(14) 25 ΔΕ(14) 50 ΔΡ(14) 25 ΔΡ(14) 50 - - 

15 ΔΕ(15) 25 ΔΕ(15) 50 ΔΡ(15) 25 ΔΡ(15) 50 - - 

16 ΔΕ(16) 25 ΔΕ(16) 50 ΔΡ(16) 25 ΔΡ(16) 50 - - 

17 - - ΔΡ(17) 50 ΔΡ(17) 100 - - 

*Διάλυμα και όγκοσ διαλφματοσ που χρθςιμοποιικθκαν για τον εμβολιαςμό 5 mL λευκοφ δείγματοσ οφρων 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 6: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Αποτελϋςματα Επαναληψιμϐτητασ, Ορύου 

Ανύχνευςησ & Ακρύβειασ μϋτρηςησ λϐγου m/z  

 

ΟΥΣΙΑ 
MRPL 

(ng mL-1) 

% RSD ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΥΘΜΑΤΩΝ 
LOD 

(ng mL-1) 

ΣΦΑΛΜΑ ΜΕΤΘΣΘΣ ΛΟΓΟΥ m/z (ppm) 

RRT RR 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 
2 x 

MRPL 
4 x 

MRPL 

1-Androstendione 10 0,1   5/10 7/10 10/10   10  <15,3 <25,8 <37 <23,3  

Bolasterone 10 0,1 3,0  9/10 10/10 10/10 10/10 10/10 5  <27,7 <27,4 <6,9 <3,8 <2,5 

Boldenone 10 0,2 2,8  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <16,4 <6,6 <2,8 <2,8 <1,7 

Boldione 10 0,1 4,4  10/10 10/10 10/10 10/10  <2  <47,0 <28,4 <16,8 <10,2  

Calusterone 10 0,1 2,6  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <21,1 <3,5 <2,8 <2,8 <1,6 

Calusterone met. 10 0,2 3,9  0/10 3/10 9/10 10/10 10/10 20   <41,4 <35,8 <48,7 <28,4 

Clenbuterol 2 0,2 2,7   9/10 9/10 10/10 10/10 4       

Clostebol met. 10 0,2 9,3  0/10 1/10 7/10 7/10 10/10 40   47,8 <30,4 <20,5 <20,8 

Danazol met. 10 0,1 1,7  9/10 10/10 10/10 10/10 10/10 5  <16,6 <20,8 <11,2 <10,2 <2,6 

Drostanolone met. 10 0,2 4,6  8/10 8/10 10/10 10/10 10/10 10  <15,5 <5,3 <9,6 <3,1 <2,2 

Fluoxymesterone met.1 10 0,2 4,4  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <20,7 <8,1 <4,1 <3,8 <2,5 

Fluoxymesterone met.2 10 0,4 2,4  4/10 6/10 10/10 10/10 10/10 10  <22,8 <16,6 <36,8 <13,9 <4,4 

Formebolone met. 10 0,2 4,0  8/10 10/10 10/10 10/10 10/10 5  <44,1 <34,0 <17,9 <10,4 <1,7 

Gestrinone 10 0,1 3,7  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <8,7 <2,6 <2,9 <2,3 <2,6 

6α-Hydroxyandrostenedione  10 0,2 2,3  5/10 8/10 10/10 10/10 10/10 10  <10,9 <39,6 <20,1 <12,9  

4-Hydroxytestosterone 10 0,1 4,7  6/10 9/10 10/10 10/10 10/10 10  <43,6 <34,7 <36,4 <14,4 <8,2 

Mesterolone met. 10 0,2 4,2  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <27,3 <11,2 <2,8 <1,9 <2,5 

*Methandienone met.1 2 0,2 11,3  2 ppb 
7/10 

5 ppb 
10/10 

10 ppb 
10/10 

20 ppb 
10/10 

40 ppb 
10/10 

5  
2 ppb 
<14,5 

5 ppb 
<5,6 

10 ppb 
<4,5 

20 ppb 
<2,6 

20 ppb 
<2,2 

Methandienone met.2 10 0,2 2,2  6/10 10/10 10/10 10/10 10/10 5  <47,0 <48,5 <17,7 <6,9 <3,2 

Methandienone met.3 10 0,1    8/10 10/10   10       

Methyl-1-testosterone 10 0,1   7/10 9/10 10/10 10/10  10  <27,4 <11,2 <5,9 <5,9  

Methyldienolone 10 0,1 5,4  10/10 10/10 10/10 10/10  <2  <11,1 <5,6 <4,5 <4,2  

Methyltrienolone 10 0,1 7,4  10/10 10/10 10/10   <2  <10,2 <6,7 <2,1   

*19-Norandrosterone 2 0,1 14,8 
 

2 ppb 
2/10 

5 ppb 
10/10 

10 ppb 
10/10 

20 ppb 
10/10 

40 ppb 
10/10 

5  
2 ppb 
<21,8 

5 ppb 
<29,6 

10 ppb 
<8,8 

20 ppb 
<2,0 

40 ppb 
<2,0 

19-Noretiocholanolone 10 0,1 7,4  6/10 10/10 10/10 10/10 10/10 5  <50 <21,4 <8,8 <2,0 <1,7 

Norbolethone met.2 10 0,2 8,4  0/10 0/10 4/10 9/10 10/10 40    <89,4 <93,6 <45,9 

Norethandrolone met.2 10 0,4 6,8  4/10 7/10 10/10 10/10 10/10 10  <47,6 <45,3 <35,4 <21,8 <11,8 

Oral Turinabol met. 10 0,3 1,7  0/10 2/10 5/10 8/10 10/10 40    <64,4 <70,3 <62,6 

Oxandrolone 10 0,2 6,6  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <39,4 <33,5 <14,0 <9,4 <4,9 
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ΟΥΣΙΑ 
MRPL 

(ng mL-1) 

% RSD ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΥΘΜΑΤΩΝ 
LOD 

(ng mL-1) 

ΣΦΑΛΜΑ ΜΕΤΘΣΘΣ ΛΟΓΟΥ m/z (ppm) 

RRT RR 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 
2 x 

MRPL 
4 x 

MRPL 

16-Hydroxystanozolol 10 0,2 9,7  8/10 10/10 10/10 10/10 10/10 5  <28,4 <24,3 <9,6 <7,0 <4,9 

*3- Hydroxystanozolol 2 0,1 9,2 
 

2 ppb 
6/10 

5 ppb 
9/10 

10 ppb 
10/10 

20 ppb 
10/10 

40 ppb 
10/10 

10  
2 ppb  
<14,8 

5 ppb 
<17,7 

10 ppb 
<14,8 

20 ppb 
<8,1 

40 ppb 
<2,3 

Tetrahydrogestrinone (THG) 10 0,1 1,1  10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 <2  <3,5 <3,5 <2,9 <3,8 <2,2 

Trenbolone 10 0,2 1,6  10/10 10/10 10/10   <2  <15,9 <8,9 <5,5   

17α-Epitrenbolone 10 0,1 7,8  10/10 10/10 10/10   <2  <43,5 <14,4 <4,4   

α-Zearalanol 10 0,2 4,3  0/10 3/10 7/10 10/10 10/10 20   <28,2 <46,7 <31,9 <11,1 

β-Zearalanol 10 0,1 5,1  0/10 2/10 6/10 10/10 10/10 20   <48,9 <41,5 <49,5 <13,3 

Zilpaterol 10 0,5 9,8  10/10 10/10 10/10   <2  <16,4 <7,2 <3,4   

Acebutolol 500 0,2 4,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,0 <1,8 <0,9 <2,7   

Alprenolol 500 0,2 3,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,2 <4,4 <2,4 <3,6   

Atenolol 500 0,4 4,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <6,7 <3,4 <3,7 <2,2   

Betaxolol 500 0,1 4,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <4,9 <10,4 <8,8 <3,2   

Bisoprolol 500 0,2 4,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,1 <1,8 <1,8 <2,5   

Carteolol 500 0,2 3,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,1 <4,4 <5,5 <3,8   

Carvedilol 500 0,2 3,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,5 <1,2 <1,2 <1,7   

Celiprolol 500 0,2 4,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,1 <1,1 <1,6 <1,8   

Esmolol 500 0,1 3,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,7 <2,0 <1,7 <2,7   

Labetalol 500 0,3 6,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,1 <1,8 <2,4 <3,0   

Levobunolol 500 0,2 3,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,1 <3,4 <1,7 <2,7   

Metipranolol 500 0,2 3,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,2 <1,9 <1,0 <1,3   

Metoprolol 500 0,3 3,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,5 <3,0 <2,2 <1,9   

Nadolol 500 0,2 4,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,9 <2,3 <1,9 <3,2   

Oxprenolol 500 0,2 4,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,0 <2,3 <1,5 <2,6   

Pindolol 500 0,2 4,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <5,2 <4,4 <4,0 <3,6   

Propranolol 500 0,2 3,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <4,6 <3,5 <1,5 <3,1   

Sotalol 500 0,3 3,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,8 <1,5 <1,5 <4,0   

Timolol 500 0,2 4,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,6 <2,5 <1,6 <2,5   

Bambuterol 100 0,1 3,6  10/10 10/10 10/10   <20  <1,9 <1,1 <2,2   

Fenoterol 100 0,2 6,4  10/10 10/10 10/10   <20  <7,6 <5,6 <3,0   

Fenoterol artifact  0,4 8,9         <7,0 <6,0 <5,4   

Formoterol 100 0,1 3,9  10/10 10/10 10/10   <20  <10,0 <6,0 <5,0   

Ractopamine 100 0,2 3,9  10/10 10/10 10/10   <20  <6,5 <5,2 <5,0   

Salbutamol 100 0,7 5,0  10/10 10/10 10/10   <20  <4,6 <3,3 <2,5   

Salmeterol 100 0,2 3,5  10/10 10/10 10/10   <20  <2,9 <3,4 <1,9   

Terbutaline 100 0,6 4,1  10/10 10/10 10/10   <20  <3,1 <3,1 <2,7   

Beclomethasone 30 0,2 5,7  10/10 10/10 10/10   <6  <7,3 <5,6 <5,1   
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ΟΥΣΙΑ 
MRPL 

(ng mL-1) 

% RSD ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΥΘΜΑΤΩΝ 
LOD 

(ng mL-1) 

ΣΦΑΛΜΑ ΜΕΤΘΣΘΣ ΛΟΓΟΥ m/z (ppm) 

RRT RR 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 
2 x 

MRPL 
4 x 

MRPL 

Betamethasone 30 0,2 4,0  10/10 10/10 10/10   <6  <14,2 <5,3 <4,1   

Budesonide 30 0,2 2,6  10/10 10/10 10/10   <6  <0,9 <2,6 <3,5   

Budesonide met. 30 0,3 6,4  9/10 10/10 10/10   15  <9,5 <5,8 <2,9   

Desonide 30 0,1 1,7  10/10 10/10 10/10   <6  <1,4 <2,4 <3,6   

Dexamethasone 30 0,2 7,9  10/10 10/10 10/10   <6  <4,1 <3,1 <1,3   

Fludrocortisone 30 0,2 5,6  2/10 8/10 10/10   30  <20 <2,8 <23,6   

Flumethasone 30 0,2 6,7  10/10 10/10 10/10   <6  <4,6 <3,4 <2,2   

Flunisolide 30 0,1 1,1  10/10 10/10 10/10   <6  <20,9 <6,2 <4,4   

Fluocortolone 30 0,1 2,0  7/10 9/10 10/10   30  <27,0 <16,4 <17,0   

Methylprednisolone 30 0,2 4,7  10/10 10/10 10/10   <6  <8,0 <4,5 <1,6   

Prednisolone 30 0,2 4,0  9/10 10/10 10/10   15  <6,6 <17,7 <11,6   

Prednisone 30 0,2 4,0  10/10 10/10 10/10   <6  <7,8 <4,2 <2,2   

Triamcinolone Acetonide 30 0,1 3,0  10/10 10/10 10/10   <6  <2,3 <1,8 <3,4   

Triamcinolone 30 0,2 6,6  9/10 10/10 10/10   15  <22,6 <10,6 <5,1   

Acetazolamide 250 0,3 10 6/10 10/10 10/10 10/10   50 <8,1 <9,9 <6,3 <6,7   

Althiazide 250 0,3 6,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <4,0 <4,7 <5,0 <4,7   

Amiloride 250 0,3 6,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <6,5 <4,3 <3,0 <3,0   

Bendroflumethiazide 250 0,1 4,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <4,1 <3,0 <3,6 <3,0   

Brinzolamide 250 0,2 4,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <5,2 <3,4 <2,3 <3,1   

Bumetanide 250 0,1 4,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <2,7 <3,6 <2,7 <1,6   

Canrenone 250 0,1 7,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <24,3 <14,4 <6,2 <1,8   

Chlorothiazide 250 0,2 8,5 1/10 3/10 8/10 10/10   250  <40,6 <21,1 <24,6   

Chlorthalidone 250 0,1 7,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <4,5 <4,5 <5,1 <3,7   

Clopamide 250 0,1 4,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <3,8 <3,5 <4,6 <2,6   

Cyclothiazide 250 0,1 5,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <4,4 <3,7 <2,9 <3,7   

Dorzolamide 250 0,4 5,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <2,2 <0,9 <1,8 <2,5   

Ethacrynic Acid 250 0,4 10,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <8,2 <7,2 <11,8 <5,6   

Hydrochlorothiazide 250 0,2 5,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <5,1 <3,8 <4,4 <3,8   

Hydroflumethiazide 250 0,1 5,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <3,7 <5,2 <3,7 <4,0   

Indapamide 250 0,1 5,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <3,3 <2,7 <3,6 <1,6   

Methylchlothiazide 250 0,1 3,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <4,8 <3,4 <3,4 <2,4   

Metolazone 250 0,1    10/10 10/10   <125   <1,9 <2,8   

Piretanide 250 0,1 3,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <11,8 <9,6 <3,6 <3,0   

Polythiazide 250 0,1 5,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <4,2 <3,9 <4,4 <4,4   

Probenecid 250 0,1 3,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <18,5 <17,1 <14,0 <1,7   

Torasemide 250 0,1 5,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <3,2 <3,4 <3,2 <3,4   

Triamterene 250 0,4 4,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <10,0 <2,8 <1,7 <1,0   
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ΟΥΣΙΑ 
MRPL 

(ng mL-1) 

% RSD ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΥΘΜΑΤΩΝ 
LOD 

(ng mL-1) 

ΣΦΑΛΜΑ ΜΕΤΘΣΘΣ ΛΟΓΟΥ m/z (ppm) 

RRT RR 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 
2 x 

MRPL 
4 x 

MRPL 

Trichloromethiazide 250 0,1 4,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <3,5 <4,3 <5,5 <3,3   

Xipamide 250 0,1 3,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <25 <2,8 <3,9 <1,7 <1,4   

6-Acetylmorphine 200 0,3 7,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <2,7 <2,4 <3,7 <4,9   

Alfentanyl 10 0,2 7,4   10/10 10/10 10/10  <5   <2,9 <1,7 <1,4  

Buprenorphine 10 0,1 4,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <1 <6,8 <5,3 <1,9 <2,3   

Dextromoramide 200 0,2 4,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <2,8 <2,8 <2,0 <3,8   

Dihydrocodeine 200 0,4 7,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <1,3 <1,7 <2,6 <2,3   

Fentanyl 10 0,2 8,6   10/10 10/10 10/10  <5   <4,4 <2,4 <1,2  

Hydromorphone 200 0,5 6,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <2,8 <2,8 <1,0 <3,1   

Methadone 200 0,2 2,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <1,9 <1,9 <1,9 <5,8   

Methadone met. 200 0,2 9,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <9,0 <5,8 <3,2 <9,0   

Morphine 1000 0,7 0,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <100 <1,4 <1,4 <2,1 <4,2   

Norcodeine 200 0,6 2,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <6,3 <6,6 <2,8 <4,5   

Normorphine 200 0,6 6,0  7/10 10/10 10/10 10/10  100  <31,2 <32,7 <9,2 <3,7  

Oxycodone 200 0,6 7,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <5,4 <5,4 <5,1 <2,5   

Pentazocine 200 0,3 2,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <4,9 <4,5 <5,2 <2,8   

Pethidine 200 0,2 2,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <1,2 <2,0 <2,0 <3,6   

Sulfentanyl 10 0,2    10/10 10/10 10/10  <5   <6,8 <5,4 <3,7  

Aminoglutethimide 50 0,2   9/10 10/10 10/10 10/10  25 <17,2 <16,7 <6,0 <2,8   

Anastrozole 50 0,1 5,7  10/10 10/10 10/10 10/10  <10 <9,9 <7,8 <9,9 <6,1   

Androst-1,4,6-triene-3,17-dione 50 0,1    10/10 10/10   <25   <18,7 <12,5   

Exemestane 50 0,1 3,2  9/10 10/10 10/10 10/10  <25  <35,3 <37,4 <9,8 <4,7  

Formestane 50 0,2   6/10 8/10 10/10 10/10  50  <29,4 <26,7 <27,4 <11,9  

Raloxifene 50 0,2 3,1  10/10 10/10 10/10 10/10  <10  <2,7 >2,1 <4,2 <3,4  

Tamoxifene 3-hydroxy-4-
methoxy metabolite 

50 0,1 6,6  10/10 10/10 10/10 10/10  <10  <1,9 <1,9 <4,1 <3,1 
 

Toremifene 5 0,5 6,1  10/10 10/10 10/10 10/10  <10  <1,7 <3,0 <4,7 <3,4  

Adrafinil 500 0,1 5,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,0 <1,8 <1,8 <1,8   

Amiphenazole 500 0,6  9/10 10/10 10/10 10/10   100 <6,8 <3,1 <4,2 <6,2   

Amphepramone 500 0,3 7,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <10,8 <7,8 <8,2 <4,9   

Amphetamine 500 0,4 2,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,7 <3,7 <2,9 <7,3   

Benzphetamine 500 0,3 5,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,7 <2,5 <1,7 <3,7   

Benzylamphetamine 500 0,3 4,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <0,9 <1,8 <1,8 <3,1   

1-Benzylpiperazine  500 0,4 7,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,8 <3,4 <2,8 <5,6   

Buflomedil 500 0,2 7,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,3 <1,6 <2,6 <1,3   

Bupropion 500 0,1 8,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,7 <2,5 <1,7 <3,3   

1-(3-Chlorphenyl)piperazine 500 0,2 7,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <6,1 <9,1 <2,5 <5,1   
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ΟΥΣΙΑ 
MRPL 

(ng mL-1) 

% RSD ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΥΘΜΑΤΩΝ 
LOD 

(ng mL-1) 

ΣΦΑΛΜΑ ΜΕΤΘΣΘΣ ΛΟΓΟΥ m/z (ppm) 

RRT RR 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 
2 x 

MRPL 
4 x 

MRPL 

Carphedone  500 0,2 4,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,4 <2,3 <2,7 <4,6   

Benzoylecgonine   500 0,2 11,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <11,2 <6,9 <5,2 <3,8   

Ecgonine methylester 500 0,5 4,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <4,5 <5,5 <5,0 <9,0   

Cropropamide 500 0,1 4,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,0 <3,6 <2,0 <4,6   

Crotethamide 500 0,1 3,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,7 <4,4 <2,7 <5,5   

Cyclazodone 500 0,2    10/10 10/10   <250   <5,5 <6,8   

Dimethylamphetamine  500 0,4 7,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,0 <3,0 <3,0 <5,5   

*Ephedrine/ 
Pseudoephedrine 

500 0,6 5,5 100 ppb 
10/10 

200 ppb 
10/10 

500 ppb 
10/10 

1000 ppb 
10/10 

  
<100 <2,7 <1,4 <1,4 <2,0 

  

Etafedrine 500 0,3 8,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <7,2 <4,6 <7,2 <6,7   

Ethamivan 500 0,1 1,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,2 <2,2 <2,2 <4,0   

Ethylamphetamine 500 0,3 3,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,7 <3,7 <3,7 <5,5   

Etilefrine 500 0,7 2,6 9/10 10/10 10/10 10/10   100 <42,3 <47,2 <11,0 <5,5   

Famprofazone 500 0,1 7,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,6 <2,9 <4,0 <0,8   

Fenbutrazate 500 0,1 4,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,9 <2,2 <2,2 <2,2   

Fencamfamine 500 0,2 4,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,4 <2,8 <1,4 <4,2   

Fencamine  500 0,2    10/10 10/10   <250   <8,3 <8,0   

Fenethylline  500 0,2 6,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,0 <1,5 <1,8 <2,3   

Fenfluramine  500 0,2 9,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,2 <2,6 <3,9 <8,2   

Fenproporex 500 0,2 8,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,2 <3,2 <3,2 <4,8   

Furfenorex  500 0,2 8,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,5 <1,7 <2,2 <2,2   

Heptaminol  500 0,6 9,8 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,4 <4,8 <2,1 <2,1   

6-Hydroxybromantan  500 0,1 4,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,6 <2,8 <4,3 <2,5   

MDMA 500 0,1 8,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,1 <3,6 <2,1 <3,6   

MDA  500 0,3 7,1 9/10 9/10 10/10 10/10   250 <3,3 <3,3 <44,4 <52,7   

Mefenorex  500 0,2 9,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,9 <3,3 <1,9 <4,7   

Mephentermine  500 0,2 7,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,7 <4,3 <3,0 <4,9   

Methamphetamine  500 0,2 10,1 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,3 <4,0 <2,0 <6,7   

Methoxyphenamine  500 0,2 8,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <23,3 <35,5 <56,6 <68,3   

p-Methylamphetamine  500 0,2    10/10 10/10   <250   <6,0 <6,8   

Methylephedrine  500 0,6 3,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,2 <3,3 <2,8 <5,0   

4-Methyl-2hexanamine 500 0,5    10/10 10/10   <250   <3,4 <4,8   

Methylphenidate  500 0,1 7,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,1 <2,1 <1,3 <3,8   

Modafinil 500 0,1 8,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,8 <1,8 <3,6 <9,6   

Nikethamide  500 0,2 7,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,3 <2,8 <3,3 <5,6   

Norfenfluramine 500 0,2 5,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,5 <2,4 <2,9 <4,9   

*Norpseudoephedrine/ 500 0,2 4,1 100 ppb 200 ppb 500 ppb 1000 ppb   <100 <7,2 <4,6 <4,6 <3,3   
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ΟΥΣΙΑ 
MRPL 

(ng mL-1) 

% RSD ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΥΘΜΑΤΩΝ 
LOD 

(ng mL-1) 

ΣΦΑΛΜΑ ΜΕΤΘΣΘΣ ΛΟΓΟΥ m/z (ppm) 

RRT RR 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 2 x MRPL 4 x MRPL 
0.1 x 
MRPL 

0.2 x 
MRPL 

0.5 x 
MRPL 

MRPL 
2 x 

MRPL 
4 x 

MRPL 

Norephedrine  10/10 10/10 10/10 10/10 

Ortetamine  500 0,3 6,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,0 <2,7 <4,0 <4,7   

Pemoline  500 0,5 5,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <4,0 <5,1 <5,1 <5,6   

Pentetrazol  500 0,1 5,6 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,6 <2,9 <2,9 <4,3   

Phendimetrazine  500 0,2 8,2 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,6 <3,1 <2,1 <7,8   

Phenmetrazine  500 0,5 6,9 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <9,0 <10,1 <6,2 <7,3   

Phenpromethamine  500 0,3  10/10 10/10     <50 <6,7 <5,8     

Phentermine  500 0,2 7,4 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <8,7 <6,0 <4,0 <4,7   

Phenylephrine  500 0,8 9,4 5/10 7/10 8/10 10/10   500 <20,2 <33,9 <41,0 <7,5   

Pholedrine  500 0,6 1,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <4,2 <3,0 <1,2 <5,4   

Pipradrol  200 0,2 7,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <2,2 <2,2 <2,2 <3,0   

Prolintane  500 0,2 8,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <10,9 <9,6 <6,9 <14,7   

Propylhexedrine  500 0,2 8,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <3,8 <2,6 <1,9 <4,5   

Strychnine  200 0,2 7,7 10/10 10/10 10/10 10/10   <20 <2,4 <3,0 <1,5 <3,0   

Sydnocarb  500 0,1 2,0 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <1,9 <0,9 <1,9 <3,1   

Sydnocarb metabolite  500 0,1    10/10 10/10   <50   <6,5 <8,2   

Synephrine  500 0,1 5,6 6/10 6/10 10/10 10/10   250 <19,3 <25,3 <18,7 <13,3   

1-(3-Trifluoro-methylphenyl)-
piperazine  

500 0,2 4,5 10/10 10/10 10/10 10/10   <250 <1,7 <2,5 <1,7 <3,5 
  

Tuaminoheptane  500 0,3 5,3 10/10 10/10 10/10 10/10   <50 <2,6 <2,6 <1,7 <3,4   

*Efaproxiral (RSR13) ** 0,1 4,9 2 ppb 
10/10 

5 ppb 
10/10 

10 ppb 
10/10 

   <2 2 ppb 
<2,3 

5 ppb 
<1,5 

10 ppb 
<2,6 

 
  

  
* Για τισ ουςίεσ epimetendiol, 3-hydroxystanozolol, 19-norandrosterone, ephedrine, norpseudoephedrine και efaproxiral, μελετικθκαν τα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ που αναφζρονται πάνω από τα αντίςτοιχα αποτελζςματα.   

** μθ κακοριςμζνο MRPL από το WADA 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 7: Mεθϐδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: επιβεβαιωτικό 

LC/QTOF-MS/MS επανανϊλυςη δειγμϊτων ϑποπτων δειγμϊτων για 

την ουςύα methyltrienolone 

 

 
Φαςμα ςάρωςθσ κυγατρικϊν ιόντων (product ion  spectrum) του πρωτονιωμζνου μοριακοφ ιόντοσ 

τθσ ουςίασ methyltrienolone (m/z 285,1849) που ζχει λθφκεί μετά από LC/QTOF MS/MS ανάλυςθ 

εμβολιαςμζνου δείγματοσ οφρων ςυγκζντρωςθσ 5 ng mL
-1

 

(A)                                                                                   (B) 

 
Χρωματογραφιματα που ελιφκθςαν μετά από MS/MS ανάλυςθ λευκοφ δείγματοσ οφρων που κατά τθν 

ανάλυςθ LC/TOF-MS ζδωςε ψευδϊσ κετικό ςιμα για τθν ουςία methyltrienolone (A) και δείγματοσ οφρων 

που εμβολιάςτθκε με τθν ουςία ςε ςυγκζντρωςθ 5 μg mL
-1

  

 



 

Σελίδα | 279  
 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 8: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: 

Ανϊλυςη μεταβολικών δειγμϊτων 
 

 ΜΘΤΙΚΘ ΟΥΣΙΑ 
ΜΕΣΑΒΟΛΙΣΗ 

Πνομα Μορ.τφποσ Ιόν m/z RT (min) 

1 Prostanοzol 

Prostanοzol-hydroxy- 
17-keto metabolites 

C20H28N2O2 [M+H]
+ 

329,2224 
6,58 
6,85 
7,12 

Prostanοzol-dihydroxy-17-
keto metabolites 

C20H28N2O3 [M+H]
+ 

345,2173 
5,31 
5,53 
5,67 

2 
Androst-1,4,6-
triene-3,17-dione 

Androst-1,4,6-triene- 
3,17-dione PC 

1
 

C19H22O2 [M+H]
+ 

283.1693 7,98 

Androst-4,6-diene-3,17-
dione 

C19H24O2 [M+H]
+ 

285,1849 8,50 

17β-hydroxy-androst-1,4,6-
triene-3-one 

C19H24O2 [M+H]
+ 

285,1849 7,46 

3 Exemestane 

Exemestane PC 
1 

C20H24O2 [M+H]
+ 

297,1849 9,00 

Exemestane-17α-hydroxy 
metabolite 

C20H26O2 [M+H]
+ 

299,2006 8,40 

4 Testolactone 

Testolactone PC 
1 

C19H24O3 [M+H]
+ 

301,1798 6,76 

Testolactone-4,5-dihydro 
metabolite 

C19H28O3 

[M+H]
+ 

[M+H-H2O]
+ 

[2M+Na]
+ 

[2M+H]
+ 

303,1955 
285,1849 
627,3656 
605,3837 

7,80 

Testolactone-1,2,4,5-
tetrahydro metabolite 

C19H26O3 
[M+H-H2O]

+ 

[2M+H]
+ 

[M+H]
+ 

287,2006 
609,4150 
305,2111 

8,07 

5 Tamoxifene 

Tamoxifene-N-desmethyl 
hydroxy metabolite 

C25H27NO2 [M+H]
+
 374,2115 6,78 

Tamoxifene-N-desmethyl 
hydroxy-methoxy metabolite 

C26H29NO3 [M+H]
+
 404,2220 7,26 

Tamoxifene-dihydroxy 
metabolite 

C26H29NO3 [M+H]
+
 404,2220 5,17 

Tamoxifene-hydroxy-
methoxy metabolite 

C27H31NO3 [M+H]
+
 418,2377 8,58 

Metabolite A 
134 

C26H27NO3 [M+H]
+
 402,2064 6,58 

Metabolite B 
134 

C25H25NO3 [M+H]
+
 388,1907 6,45 

6 Toremifene 

Toremifene PC 
1 

C26H28NOCI [M+H]
+
 406,1932 9,39 

Toremifene-hydroxy 
metabolites 

C26H28NO2CI [M+H]
+
 422,1881 

7,49 
8,04 
8,35 

Toremifene-hydroxy-
methoxy-desmethyl 
metabolite 

C26H28NO3CI [M+H]
+
 438,1830 7,90 

Toremifene-hydroxy-
methoxy-metabolite 

C27H30NO3CI [M+H]
+
 452,1987 8,48 

Toremifene-hydroxy-
desmethyl metabolite 

C25H26NO2CI [M+H]
+
 408,1725 7,34 

Toremifene-dehydro-
dihydroxy metabolite 

C26H30NO3CI [M+H]
+
 440,1987 6,57 
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 ΜΘΤΙΚΘ ΟΥΣΙΑ 
ΜΕΣΑΒΟΛΙΣΗ 

Πνομα Μορ.τφποσ Ιόν m/z RT (min) 

Metabolite A C26H27NO3 [M+H]
+
 402,2064 6,59 

Metabolite C C26H29NO3 [M+H]
+
 404,2220 5,20 

7 Clomiphene 

Clomiphene-4-hydroxy 
metabolite 

C26H28NO2CI [M+H]
+
 422,1881 8,00 

Clomiphene-hydroxy-
methoxy-metabolite 

C27H30NO3CI [M+H]
+
 452,1987 8,12 

Clomiphene-Ν-desethyl-
hydroxy metabolite 

C24H24NO2CI [M+H]
+
 394,1568 7,62 

8 Benfluorex 

Benfluorex PC
1 

C19H20NO2F3 [M+H]
+
 352,1519 8,79 

Benfluorex-desbenzaldehyde 
metabolite 

C12H16NOF3 [M+H]
+
 248,1257 5,04 

Benfluorex-
desbenzaldehyde-carboxy 
metabolite 

C12H14NO2F3 [M+H]
+
 262,1049 5,19 

9 Clobenzorex 

Clobenzorex PC
1
 C16H18NCl [M+H]

+
 260,1201 6,53 

Clobenzorex-hydroxy 
metabolites 

C16H18NΟCl [M+H]
+
 276,1150 

5,08/5,39 
5,66/5,95 

Clobenzorex-dihydroxy 
metabolites 

C16H18NΟ2Cl [M+H]
+
 292,1099 

4,65/4,98 
5,33 

Amphetamine C9H13N 
[M+H]

+ 

[M+H-ΝΘ3]
+
 

136,1121 
119,0855 

3,20 

Amphetamine-hydroxy 
metabolites 

C9H13NΟ [M+H]
+
 152,1070 

1,52 
2,15 
2,28 

10 
MDMA  
(3,4-methylenedioxy 
methamphetamine) 

MDMA PC
1 

C11H15NΟ2 [M+H]
+
 194,1176 3,62 

MDA (3,4-methylenedioxy 
amphetamine) 

C10H13NΟ2 [M+H]
+
 180,1019 3,42 

HMMA (4-hydroxy-3-
methoxy 
methamphetamine) 

C11H17NΟ2 [M+H]
+
 196,1332 2,00 

HMA (4-hydroxy-3-methoxy 

amphetamine) 
C10H15NΟ2 [M+H]

+
 182,1176 1,86 

11 Carphedone 

Carphedone PC
1
 C12H14N2Ο2 

[M+H]
+ 

[M+H-H2O]
+ 

[M+H-H2O-CO]
+ 

219,1128 
202,0863 
174,0913 

4,68 

Carphedone-4-hydroxy 
metabolite 

C12H14N2Ο3 [M+H]
+
 235,1077 2,64 

12 Fenproporex 

Fenproporex PC
1
 C12H16N2 [M+H]

+
 189,1386 3,70 

Fenproporex-hydroxy 
metabolite 

C12H16N2Ο [M+H]
+
 205,1335 1,73 

Amphetamine C9H13N 
[M+H]

+ 

[M+H-ΝΘ3]
+
 

136,1121 
119,0855 

3,18 

p-Hydroxyamphetamine C9H13NΟ [M+H]
+
 152,1070 1,51 

13 Mefenorex 

Mefenorex PC
1
 C12H18NCl [M+H]

+
 212,1201 5,18 

Mefenorex-p-hydroxy 
metabolite 

C12H18NΟCl [M+H]
+
 228,1150 3,61 

Mefenorex-p-hydroxy- 
m-methoxy metabolite 

C13H20NΟ2Cl [M+H]
+
 258,1255 3,95 

Amphetamine C9H13N 
[M+H]

+ 

[M+H-ΝΘ3]
+
 

136,1121 
119,0855 

3,22 
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 ΜΘΤΙΚΘ ΟΥΣΙΑ 
ΜΕΣΑΒΟΛΙΣΗ 

Πνομα Μορ.τφποσ Ιόν m/z RT (min) 

14 Ethamivan 

Ethamivan PC
1
 C12H17NΟ3 

[M+H]
+ 

[2M+H]
+ 

[2M+Νa]
+ 

224,1281 
447,2490 
469,2306 

5,54 

Ethamivan-N-desethyl 
metab. 

C10H13NΟ3 [M+H]
+ 

196,0968 3,87 

15 Isometheptene 

Isometheptene PC
1
 C9H19N [M+H]

+
 142,1590 4,52 

Isometheptene-hydroxy 
metabolites 

C9H19NΟ [M+H]
+
 158,1539 

1,18 
1,65 
1,78 

Isometheptene-N-desmethyl 
metabolite 

C8H17N [M+H]
+
 128,1434 4,32 

16 Amphepramone 

Amphepramone PC
1
 C13H19NΟ [M+H]

+
 206,1539 3,69 

Nordiethylpropion C11H15NΟ [M+H]
+
 178,1226 3,13 

Norephedrine/ 
Norpseudoephedrine 

C9H13NΟ 
[M+H]

+ 

[M+H-H2O]
+ 

152,1070 
134,0964 

2,08 

N,Ν-Diethylnorephedrine C13H21NΟ [M+H]
+
 208,1696 3,72 

N-Ethylnorephedrine C11H17NΟ [M+H]
+
 180,1383 3,20 

17 Sibutramine 

Sibutramine-N-desmethyl 
met. 

C16H24NCl [M+H]
+
 266,1670 7,52 

Sibutramine-N-didesmethyl 
metabolite 

C15H22NCl [M+H]
+
 252,1514 7,32 

Sibutramine-hydroxy-
desmethyl metabolite 

C16H24NΟCl [M+H]
+
 282,1619 

5,79 
6,07 
6,68 

Sibutramine-hydroxy-
didesmethyl metabolite 

C15H22NΟCl [M+H]
+
 268,1463 

5,34/5,59 
6,02/6,48 

18 Prolintane  

Prolintane PC
1
  C15H23N [M+H]

+
 218,1903 5,79 

Prolintane-oxo metabolite C15H21NΟ [M+H]
+
 232,1696 8,72 

Prolintane-hydroxy 
metabolite 

C15H23NΟ [M+H]
+
 234,1852 4,34 

Prolintane-oxo-hydroxy 
metabolites 

C15H21NΟ2 [M+H]
+
 248,1645 5,88 

Prolintane-dihydroxy 
metabolites 

C15H23NΟ2 [M+H]
+
 250,1802 5,22 

19 Propylhexedrine 

Propylhexedrine PC
1
 C10H21N [M+H]

+
 156,1747 5,09 

Norpropylhexedrine C9H19N [M+H]
+
 142,1590 4,99 

Propylhexedrine-hydroxy 
metabolites 

C10H21NΟ [M+H]
+
 172,1696 

1,02/1,17 
1,60/2,00 

20 Pentetrazol  

Pentetrazol PC
1
 C6H10N4 [M+H]

+
 139,0978 3,52 

Pentetrazol-hydroxy 
metabolites 

C6H10N4O [M+H]
+
 155,0927 

1,28 
2,20 

21 Fenethylline 

Fenethylline PC
1
 C18H23N5O2 [M+H]

+
 342,1925 4,70 

Amphetamine C9H13N 
[M+H]

+ 

[M+H-ΝΘ3]
+
 

136,1121 
119,0855 

3,18 

7-(2-hydroxyethyl)-
theophylline 

C9H12N4O3 [M+H]
+
 225,0982 2,65 

22 Nikethamide 
Nikethamide PC

1
 C10H14N2O [M+H]

+
 179,1179 4,25 

N-Ethyl-nicotinamide C8H10N2O [M+H]
+
 151,0866 2,41 
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 ΜΘΤΙΚΘ ΟΥΣΙΑ 
ΜΕΣΑΒΟΛΙΣΗ 

Πνομα Μορ.τφποσ Ιόν m/z RT (min) 

24 Bupropion 

Bupropion-dihydro 
metabolite 

C13H20NΟCl [M+H]
+
 242,1306 5,16 

Bupropion-hydroxy 
metabolites 

C13H18NΟ2Cl [M+H]
+
 256,1099 

4,35 
4,56 
4,89 

Bupropion-dihydro-hydroxy 
metabolites 

C13H20NΟ2Cl [M+H]
+
 258,1255 

3,70 
4,03 
4,76 

25 Pethidine 
Pethidine PC

1
 C15H21NΟ2 [M+H]

+
 248,1645 5,09 

Norpethidine C14H19NΟ2 [M+H]
+
 234,1489 5,01 

26 Deflazacort 

Deflazacort- desacetyl 
metabolites 

C23H29NΟ5 [M+H]
+
 400,2118 

5,15 
6,28 

Deflazacort-desacetyl- 
hydroxy metabolites 

C23H29NΟ6 [M+H]
+
 416,2068 

4,32/5,68 
6,44/6,56 

 

Deflazacort-desacetyl- 
1,2-epoxy metabolites 

C23H31NΟ6 [M+H]
+
 418,2224 

5,80 
6,04 

Deflazacort-desacetyl- 
keto metabolites 

C23H27NΟ5 [M+H]
+
 398,1962 

6,10 
6,22 

Metabolite 1   420,2381 
4,67 
5,22 

Metabolite 2   422,2537 
3,59 
4,12 

27 Normethandrolone 

Normethandrolone-5β-3α-
hydroxy metabolite 

C19H32O2 
[M+H-2H2O]

+ 

[M+H-H2O]
+
 

257,2264 
275,2369 

8,74 

Normethandrolone-5α-3α-
hydroxy metabolite 

C19H32O2 [M+H-2H2O]
+ 

257,2264 9,05 

Normethandrolone-hydroxy 
metabolite 

C19H28O3 [M+H]
+
 305,2111 6,77 

28 Etilefrine Etilefrine C10H15NΟ2 [M+H]
+
 182,1176 1,37 

29 Sydnocarb 

Sydnocarb C18H18N4Ο2 [M+H]
+
 323,1503 8,98 

Sydnocarb-p-hydroxy 
metabolite 

C18H18N4Ο3 [M+H]
+
 339,1452 7,22 

30 
4,9(10)-Estradiene-
3,17-dione 

Estradienedione-17-hydroxy 
metabolite 

C18H24O2 
[M+H]

+ 

[2M+Νa]
+
 

273,1849 
567,3445 

7,40/ 
8,11 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 9: Μϋθοδοσ ςϊρωςησ LC/TOF-MS: Ιοντικϊ χρωματογραφόματα αναλυτών ςε 

εμβολιαςμϋνα δεύγματα οϑρων και μεταβολικϊ δεύγματα 
 

 

β2-Ανταγωνιςτϋσ (β2-Blockers)      

Αcebutolol Alprenolol Atenolol Bisoprolol Betaxolol Carteolol Carvedilol 

       
       

Celiprolol Esmolol Labetalol Levobunolol Metipranolol Metoprolol Nadolol 

       
       

Oxprenolol Pindolol Propranolol Sotalol Timolol   
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Αναβολικού Παραγοντεσ       

1-Androstenedione Bolasterone Boldenone Boldione Calusterone Calusterone metabolite Clenbuterol 

       
       

Clostebol metabolite Danazol metabolite Drostanolone metabolite Fluoxymesterone met.1 Fluoxymesterone met.2 Formebolone metabolite Gestrinone 

       

       

6α-OH-androstenedione 4-OH-testosterone Mesterolone metabolite Methandienone met.1 Methandienone met.2 Methandienone met.3 Methyl-1-testosterone 

       
       

Methyldienolone Methyltrienolone 19-NE/ 19-NA Norbolethone met.2 Normethandrolone OH-met. Normethandrolone 4H-met. Oral Turinabol metabolite 
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Oxandrolone Prostanazol OH-17-keto mets Prostanazol diOH-keto mets 16-OH Stanozolol 3-OH Stanozolol THG Norethandrolone met.2 

       
       

Trenbolone Epitrenbolone α-Zearalanol β-Zearalanol Zilpaterol Estradienedione OH-met 17α-Μethyltestosterone (IS) 

       
       

Κορτικοςτεροειδό       

Beclomethasone Betamethasone Budesonide Budesonide metabolite Deflazacort desacetyl-mt Deflazac. desacetyl-OH-mt Deflaz.desacetyl-epoxy-mt 

       
       

Desonide Dexamethasone Fludrocortisone Flumethasone Flunisolide Fluocortolone Methylprednislolone 
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Prednisolone/Cortisone Prednisone Triamcinolone Triamcinolone acetonide Ενιςχυτόσ μεταφορϊσ Ο2 Efaproxiral 

    

  

 
       

Αναςτολεύσ αρωματϊςησ      
Aminoglutethimide Anastrozole Androstatrienedione Androst-4,6-dienedione 17OHAndrostatriene-3one 6-Oxo-androstenedione 6OH-Testosterone 

       
       

Exemestane Exemestane dihydro-mt Formestane Testolactone Testolactone dihydro-mt Testolact. tetrahydro-mt  

      

 

       

Εκλεκτικού ρυθμιςτϋσ υποδοχϋων οιςτρογϐνων    
Raloxifene Tamoxifene OH-MeO-met. Tamoxifene-deMe-OH-met Tamox.deMe-OH-MeO-met  Tamoxifene/Toremifenemt Toremifene Toremifene-OH-met 
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Toremifene-deMe-OH-met Toremifene metabolite C   Αντι-οιςτρογϐνα Clomiphene-OH-met Clomiphene-OH-MeO-mt Clomiphene-OH-desEt-mt 

  

 

(Antiestrogens) 

   
       

β2-Αγωνιςτϋσ (β2-Αgonists)      
Bambuterol Fenoterol (artifact) Formoterol Ractopamine Salbutamol Salmeterol Terbutaline 

       

       

Διουρητικϊ κ.α καλυπτικού παρϊγοντεσ (Diuretcs and other masking agents)    
Acetazolamide Althiazide Amiloride Bendroflumethiazide Brinzolamide Bumetanide Canrenone 

       

       

Chlorothiazide Chlorthalidone Clopamide Cyclothiazide Dorzolamide Ethacrynic acid Hydrochlorothiazide 
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Hydroflumethiazide Indapamide Methylchlorothiazide Metolazone Piretanide Polythiazide Probenecid 

     

 

 

       

Torasemide Trichloromethiazide Triamterene Xipamide    

    

   

       

Ναρκωτικϊ (Narcotics)      

6-Acetylmorphine Alfentanyl Buprenorphine Dextromoramide Dihydrocodeine Fentanyl Hydromorphone 

       
       

Methadone Methadone metabolite Morphine Norcodeine Norfentanyl Normorphine Oxycodone 
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Oxymorphone Pentazocine Pethidine Pethidine metabolite Sulfentanyl Codeine (ISTD)  

      

 

       

Διεγερτικϊ (Stimulants)      

Adrafinil Amiphenazole Amphepramone N,N-diethylnorephedrine N-ethylnorephedrine Nordiethylpropion Amphetamine 

       
       

Benfluorex Benfl.desbenzaldehyde-mt Benfl.desbenzaldcarboxy-mt Benzphetamine Benzylamphetamine 1-Benzylpiperazine Buflomedil 

       
       

Bupropion Bupropion diH-mt Bupropion OH-mts Bupropion diH-OH-mts 1-(3-Chlorphenyl)piperazine Carphedone Carphedone 4OH-mt 
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Clobenzorex Clobenzorex diOH-mts Clobenzorex OH-mts Cocaine Benzoylecgonine Ecgonine methylester Cropropamide 

       
       

Crotethamide Cyclazodone Dimethylamphetamine Ephedrine/Pseudoephedrine Etafedrine Ethamivan Ethamivan desethyl-MT 

       
       

Ethylamphetamine Etilefrine Famprofazone Fenbutrazate Fencamfamine Fencamine Fenethylline 

       
       

Fenethylline metabolite Fenfluramine Fenproporex Fenproporex OH-met Flephedrone Fluoroamphetamine Furfenorex 
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Heptaminol p-Hydroxyamphetamine 6-Hydroxybromantan Isometheptene Isometheptene OH-mets MDMA HMA 

       
       

HMMA MDA Mefenorex  Mefenorex p-OH-met  Mefenorex pOH-mMeo-met  Mephedrone Mephentermine 

       
       

Methamphetamine Methoxyphenamine p-Methylamphetamine Methylenedioxypyrovalerone Methylephedrine Mehexanamine/2Aminoheptane Methylphenidate 

       
       

Modafinil Niketamide Nikethamide met Norfenfluramine Norprseudo-/Nor- ephedrine Ortetamine/pME-amphetam. Pemoline 
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Pentetrazol Pentetrazol OH-met Phendimetrazine Phenmetrazine Phenpromethamine Phentermine Phenylephrine 

       
       

Pholedrine Pipradol Prenylamine Prenylamine metabolite Prolintane Prolintane diOH-met Prolintane OH-met 

       
       

Prolintane oxo-OH-met Prolintane oxo-met Propylhexedrine Propylhexedrine OH-mets Nor-propylhexedrine Strychnine Sibutramine desme-OH-mts 

       
       

Sibutramine N-desme-mt Sibutramine didesme-OH-mts Sibutramine didesme-mt Sydnocarb Sydnocarb metabolite Synephrine (TriF-methylphenyl)piperazine 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 10: Μϋθοδοσ ϊρωςησ LC/TOF-MS: ϋλεγχοσ 

ειδικϐτητασ – παρϊδειγμα εκτϑπωςησ δειγμϊτων ρουτύνασ 

αθλητών για την ουςύα 16-Hydroxystanozolol 

 

16-HYDROXYSTANOZOLOL

ΘΕΤΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ RT dif 0.003 min ΔΕΙΓΜΑ ΑΝΑΦΟΡΑΣ (10 ng ml-1)

Mass error 1.7 ppm

A34834.d A34835.d A34836.d A34837.d

A34838.d A34839.d A34840.d A34841.d

A34846.d A34847.d A34848.d CALMIX10_lot2621_3.d
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RTdif (min): διαωορά χρόνου ανάςχεςθσ τθσ ουςίασ ςε φποπτο δείγμα (Α34846) ςε ςχζςθ με το 

εμβολιαςμζνο δείγμα αναωοράσ τθσ ίδιασ παρτίδασ δειγμάτων (Calmix10_lot2621_3) 

Mass error (ppm): ςωάλμα μάηασ για το διαγνωςτικό ιόν του αναλφτθ ςτο φποπτο δείγμα ςε ςχζςθ με 

τθ κεωρθτικι τιμι m/z του ιόντοσ 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 11: Μϋθοδοσ ϊρωςησ LC/TOF-MS:  
 

ΔΕΙΓΜΑ 1 (proficiency test): INDAPAMIDE  

 

ΔΕΙΓΜΑ 2 (proficiency test): SALBUTAMOL 

 
 

 

 

Ανϊλυςη πραγματικών θετικών δειγμϊτων 
 

ΔΕΙΓΜΑ 3  (proficiency test): TETRAHYDROGESTRINONE

 

 

ΔΕΙΓΜΑ 4 (proficiency test): OXPRENOLOL 

 
 

 

 

 

 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 11: ΜΕΘΟΔΟ ΑΡΩΗ LC/TOF-MS: Ανϊλυςη πραγματικών δειγμϊτων  

Σελίδα | 295  
 

ΔΕΙΓΜΑ 5 (δείγμα proficiency test): EXEMESTANE 

 
 

ΔΕΙΓΜΑ 6 (δείγμα proficiency test): PROBENECID 

 

ΔΕΙΓΜΑ 7 (δείγμα ακλθτι): COCAINE 
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ΔΕΙΓΜΑ 8 (δείγμα proficiency test): TRENBOLONE 

 
ΔΕΙΓΜΑ 9 (δείγμα ακλθτι): 4-METHYL-2-HEXANAMINE 

 
ΔΕΙΓΜΑ 10 (δείγμα proficiency test): SYDNOCARB 

 

ΔΕΙΓΜΑ 11 (δείγμα ακλθτι): STANOZOLOL 

 
ΔΕΙΓΜΑ 12 (δείγμα ακλθτι): FORMOTEROL – TRIAMCINOLONE ACETONIDE 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 12: Αξιολϐγηςη Μεθϐδου Ποςοτικοϑ Προςδιοριςμοϑ τησ Κορτιζϐλησ ςε Οϑρα 

Αλϐγων – Καμπϑλεσ Προςθόκησ Γνωςτών Ποςοτότων 

 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS 

  Δείγμα - Μοντζλο 0,5 μg mL-1  Δείγμα - Μοντζλο 1,0 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

C‘blank’
 (1) 

(μg mL-1) 
Εξίςωςθ Συςχετίςεωσ r2 (2) 

Cυπολογιηόμενθ 
(3)  

(μg mL-1) 
 

Εξίςωςθ Συςχετίςεωσ r2 Cυπολογιηόμενθ  
(μg mL-1) 

Θμζρα 1 0,125 y = 0,642 x + 0,417 0,998 0,650  y = 0,671 x + 0,731 0,998 1,090 
Θμζρα 2 0,109 y = 0,728 x + 0,462 0,998 0,634  y = 0,739 x + 0,851 0,9995 1,152 
Θμζρα 3 0,136 y = 0,690 x + 0,452 0,99998 0,655  y = 0,670 x + 0,799 0,997 1,192 
Θμζρα 4 0,006 y = 0,763 x + 0,455 0,998 0,596  y = 0,771 x + 0,780 0,997 1,012 
Θμζρα 5 0,035 y = 0,850 x + 0,487 0,9996 0,573  y = 0,794 x + 0,870 0,998 1,096 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS 

  ΔΕΙΓΜΑ – ΜΟΝΣΕΛΟ 0,5 μg mL-1  ΔΕΙΓΜΑ – ΜΟΝΣΕΛΟ 1,0 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

C‘blank’ 
(1) 

(μg mL-1) 
Εξίςωςθ Συςχετίςεωσ r2  (2) 

Cυπολογιηόμενθ 
(3)  

(μg mL-1) 
 

Εξίςωςθ Συςχετίςεωσ r2 Cυπολογιηόμενθ  
(μg mL-1) 

Θμζρα 1 0,105 y = 0,967 x + 0,614 0,9990 0,635  y = 1,032 x + 1,132 0,9992 1,096 
Θμζρα 2 0,084 y = 0,919 x + 0,552 0,99990 0,601  y = 0,923 x + 1,045 0,998 1,134 
Θμζρα 3 0,117 y = 0,800 x + 0,469 0,9998 0,586  y = 0,769 x + 0,912 0,9993 1,187 
Θμζρα 4 0,053 y = 0,961 x + 0,541 0,9996 0,563  y = 0,975 x + 1,031 0,998 1,057 
Θμζρα 5 0,047 y = 0,878 x + 0,489 0,99990 0,558  y = 0,8471 x + 0,944 0,9990 1,115 

   

                       (1) Συγκζντρωςθ τθσ ενδογενοφσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα οφρων που χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι των δειγμάτων-μοντζλων  
                       (2) Τετράγωνο ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ τθσ καμπφλθσ προςκικθσ 
                       (3) Πειραματικά υπολόγιηόμενθ ςυγκζντρωςθ τθσ κορτιηόλθσ ςτο δείγμα-μοντελο (πθλίκο τομισ προσ κλίςθ καμπφλθσ προςκικθσ)  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 13: Έλεγχοσ ειδικϐτητασ μεθϐδου ποςοτικοϑ 

προςδιοριςμοϑ κορτιζϐλησ ςε οϑρα αλϐγων – Εξεταζϐμενεσ Ουςύεσ  

 

ΔΕΙΓΜΑ Α/Α ΟΥΣΙΑ ΚΑΤΘΓΟΙΑ 

SPEC1 

1 Triamcinolone Κορτικοςτεροειδζσ 

2 Prednisolone Κορτικοςτεροειδζσ 

3 Prednisone Κορτικοςτεροειδζσ 

4 Methylprednisolone Κορτικοςτεροειδζσ 

5 Dexamethasone Κορτικοςτεροειδζσ 

6 Flumethasone Κορτικοςτεροειδζσ 

7 Beclomethasone Κορτικοςτεροειδζσ 

8 Triamcinolone acetonide Κορτικοςτεροειδζσ 

9 Fludrocortisone Κορτικοςτεροειδζσ 

10 Fluocortolone Κορτικοςτεροειδζσ 

11 Budesonide Κορτικοςτεροειδζσ 

12 16α-Hydroxyprednisolone Κορτικοςτεροειδζσ (Budesonide met.) 

13 Trenbolone Αναβολικό ςτεροειδζσ  

SPEC2 

14 Salmeterol β2-Αγωνιςτισ 

15 Bolasterone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

16 Ethisterone Αναβολικό ςτεροειδζσ (Danazol met.) 

17 16β-Hydroxyfurazabol Αναβολικό ςτεροειδζσ (Furazabol met.) 

18 3-Hydroxystanozolol Αναβολικό ςτεροειδζσ (Stanozolol met.) 

19 Buprenorphine Ναρκωτικό 

SPEC3 

20 Amiloride Διουρθτικό 

21 Pemoline Διεγερτικό 

22 Etiocholanolone Ανδρογόνο (ενδογενζσ ςτουσ ανκρωπουσ) 

23 Boldenone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

24 Nandrolone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

25 Epitestosterone Ενδογενεσ ςτεροειδζσ 

26 Estrone Ενδογενζσ ςτεροειδζσ 

27 Mesterolone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

28 Ritodrine α2-Αγωνιςτισ 

29 Methenolone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

30 Methandriol Αναβολικό ςτεροειδζσ 

31 Mibolerone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

32 Methandienone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

33 Calusterone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

34 Oxandrolone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

35 Triamterene Διουρθτικό 

36 Norethandrolone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

37 Benzoylecgonine Διεγερτικό (Cocaine met.) 

38 Probenecid Καλυπτικόσ παράγοντασ 

39 DHEA (dehydroepiandrosterone) Ενδογενζσ ςτεροειδζσ 
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ΔΕΙΓΜΑ Α/Α ΟΥΣΙΑ ΚΑΤΘΓΟΙΑ 

SPEC4 

40 Betamethasone Κορτικοςτεροειδζσ 

41 Flunisolide Κορτικοςτεροειδζσ 

42 Epitrenbolone Αναβολικό ςτεροειδζσ (Trenbolone met.) 

SPEC5 

43 Zeranol Αναβολικόσ Ραράγοντασ 

44 19-Norandrosterone Αναβολικό ςτεροειδζσ (Nandrolone met.) 

45 19-Norandrosterone Αναβολικό ςτεροειδζσ (Nandrolone met.) 

46 Salbutamol β2-Αγωνιςτισ 

47 4-Hydroxytestesterone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

48 17α-methyl-5β-androstane-3α,17β-diol Αναβολικό ςτεροειδζσ (17α-methyltestosterone met.) 

49 Epimetendiol Αναβολικό ςτεροειδζσ (Methandienone met.) 

50 Formoterol β2-Αγωνιςτισ 

51 4-Hydroxy-4-androstene-3,17-dione Αναβολικό ςτεροειδζσ 

52 
9α-Fluoro-17α-methylandrost-4-ene-
3α,6β,11β,17β-tetrol 

Αναβολικό ςτεροειδζσ (Flyoxymesterone met.) 

53 
9α-Fluoro-18-nor-17,17-dimethyl-4,13-
diene-11β-ol-3-one 

Αναβολικό ςτεροειδζσ (Flyoxymesterone met.) 

54 Formebolone metabolite Αναβολικό ςτεροειδζσ 

55 6α-Hydroxyandrostenedione 
Αναβολικό ςτεροειδζσ (5α-androst-1-ene-3,17-
dione met.) 

56 6β-Hydroxymethandienone Αναβολικό ςτεροειδζσ (methandienone met.) 

57 Mibolerone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

58 17α-Εthyl-5β-estrane-3α,17β-diol Αναβολικό ςτεροειδζσ (Norethandrolone met.) 

59 Aminoglutethimide Αναςτολζασ αρωματάςθσ 

60 6-Hydroxybromantane Διεγερτικό (Bromantane met.) 

SPEC6 

61 Oxandrolone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

62 5β-Androst-1-en-17β-ol-3-one Αναβολικό ςτεροειδζσ (Boldenone met.) 

63 Fenoterol β2-Αγωνιςτισ 

64 Terbutaline β2-Αγωνιςτισ 

65 Clenbuterol β2-Αγωνιςτισ 

66 17α-methyl-5α-androstane-3α,17β-diol Αναβολικό ςτεροειδζσ (17α-methyltestosterone met.) 

67 7β,17α-Dimethyl-5β-androstane-3α,17β-diol Αναβολικό ςτεροειδζσ (Calusterone met.) 

68 13β,17α –diethyl-3α,17β-dihydroxy-5α-gonane Αναβολικό ςτεροειδζσ (Norbolethone met.) 

69 13β,17α –diethyl-3α,17β-dihydroxy-5β-gonane Αναβολικό ςτεροειδζσ (Norbolethone met.) 

70 5α-tetrahydronorethisterone Αναβολικό ςτεροειδζσ (Norethisterone met.) 

SPEC7 

71 Methenolone Αναβολικό Στεροειδζσ 

72 Furazabol Αναβολικό Στεροειδζσ 

73 Bambuterol β2-Αγωνιςτισ 

74 4-Chloroandrosterone Αναβολικό Στεροειδζσ (Clostebol met.) 

75 17-Epioxandrolone Αναβολικό Στεροειδζσ (Oxandrolone met.) 

76 7α,17α-dimethyl-5β-androstane-3α,17β-diol Αναβολικό Στεροειδζσ (Drostanolone met.) 

77 17α-Ethyl-5α-estrane-3α,17β-diol Αναβολικό Στεροειδζσ (Norethandrolone met.) 

78 3α-Hydroxy-1α-methyl-5α-androstane-17-one Αναβολικό Στεροειδζσ (Mesterolone met.) 

79 Gestrinone Αναβολικό Στεροειδζσ 

80 17-Epimethandienone Αναβολικό Στεροειδζσ (Methandienone met.) 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 14: Αξιολϐγηςη Μεθϐδου Ποςοτικοϑ Προςδιοριςμοϑ τησ Θεοβρωμύνησ ςε Οϑρα 

Αλϐγων – Καμπϑλεσ Προςθόκησ Γνωςτών Ποςοτότων 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/IT-MS 

 Δείγμα - Μοντζλο  1,5 μg mL-1  Δείγμα - Μοντζλο  3,0 μg mL-1  Δείγμα - Μοντζλο  4,5 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

Εξίςωςθ Συςχετίςεωσ r2 (1) Cυπολογιηόμενθ
 

(μg mL-1) (2) 
 Εξίςωςθ 

Συςχετίςεωσ 
r2 Cυπολογιηόμενθ 

(μg mL-1) 
 Εξίςωςθ 

Συςχετίςεωσ 
r2 Cυπολογιηόμενθ 

(μg mL-1) 

Θμζρα 1 y = 0,1069 x + 0,1597 0,998 1,494  y = 0,1093 x + 0,3355 0,998 3,070  y = 0,1158 x + 0,5107 0,995 4,408 

Θμζρα 2 y = 0,1345 x + 0,2055 0,9997 1,528  y = 0,1548 x + 0,4329 0,996 2,796  y = 0,1469 x + 0,6234 0,997 4,243 

Θμζρα 3 y = 0,1564 x + 0,2400 0,9998 1,535  y = 0,1535 x + 0,4478 0,998 2,917  y = 0,1456 x + 0,6951 0,998 4,776 

Θμζρα 4 y = 0,1284 x + 0,1578 0,998 1,369  y = 0,1219 x + 0,3390 0,997 2,780  y = 0,1220 x + 0,5514 0,997 4,520 

Θμζρα 5 y = 0,0984 x + 0,1483 0,998 1,506  y = 0,1019 x + 0,2937 0,997 2,881  y = 0,1020 x + 0,4810 0,998 4,714 

ΜΕΘΟΔΟΣ LC/TOF-MS 

 Δείγμα - Μοντζλο  1,5 μg mL-1  Δείγμα - Μοντζλο  3,0 μg mL-1  Δείγμα - Μοντζλο  4,5 μg mL-1 

Αναλυτικι 
Δοκιμαςία 

Εξίςωςθ Συςχετίςεωσ r2 Cυπολογιηόμενθ 
(μg mL-1) 

 Εξίςωςθ 
Συςχετίςεωσ 

r2 Cυπολογιηόμενθ 
(μg mL-1) 

 Εξίςωςθ 
Συςχετίςεωσ 

r2 Cυπολογιηόμενθ 
(μg mL-1) 

Θμζρα 1 y = 0,1522 x + 0,2294 0,9996 1,507  y = 0,1607 x + 0,4807 0,9993 2,992  y = 0,1600 x + 0,7232 0,997 4,521 

Θμζρα 2 y = 0,1656 x + 0,2461 0,9992 1,486  y = 0,1207 x + 0,3902 0,9998 3,232  y = 0,1170 x + 0,5682 0,9991 4,858 

Θμζρα 3 y = 0,1324 x + 0,1856 0,9994 1,402  y = 0,1521 x + 0,4216 0,9993 2,772  y = 0,1654 x + 0,7445 0,998 4,502 

Θμζρα 4 y = 0,1120 x + 0,1781 0,9994 1,591  y = 0,1557 x + 0,483 0,9997 3,103  y = 0,1672 x + 0,7724 0,998 4,620 

Θμζρα 5 y = 0,1778 x + 0,2838 0,9999 1,596  y = 0,1762 x + 0,5263 0,998 2,988  y = 0,1725 x + 0,8045 0,998 4,665 
 

(1) Τετράγωνο ςυντελεςτι ςυςχετίςεωσ τθσ ευκείασ παλινδρόμθςθσ τθσ καμπφλθσ προςκικθσ 
(2) Πειραματικά υπολογιηόμενθ ςυγκζντρωςθ τθσ κεοβρωμίνθσ ςτο δείγμα-μοντζλο (πθλίκο τομισ προσ κλίςθ καμπφλθσ προςκικθσ) 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 15: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ  

θεοβρωμύνησ ςε οϑρα αλϐγων – χρωματογραφικϊ χαρακτηριςτικϊ 

(S/N) ςτο κατώτερο ϐριο ποςοτικοπούηςησ 

 

 

 
Ιοντικά χρωματογραφιματα LC/Ion Trap-MS και LC/TOF-MS εμβολιαςμζνου δείγματοσ αλόγου 
ςυγκζντρωςθσ 0,75 μg mL-1 (κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ κεοβρωμίνθσ) 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 16: Αξιολϐγηςη μεθϐδου LC/Ion Trap-MS για την 

ταυτοπούηςη (επιβεβαύωςη)  τησ  θεοβρωμύνησ ςε οϑρα αλϐγων 

Δείγμα 
CΤΘΒ  

(μg mL-1) 
Χρόνοι Ανάςχεςθσ 1 % Σχετ. Αναλογίεσ Διαγνωςτικών Ιόντων 2 

RTΤΘΒ. RT3-PX. RRT m/z 138 m/z 181 m/z 135 m/z 110 
1 2 7,581 8,690 0,8724 100 12,7 11,3 9,2 

2 2 7,634 8,715 0,8760 100 13,2 10,0 9,4 

3 2 7,582 8,689 0,8726 100 13,9 12,9 9,0 

4 2 7,581 8,700 0,8714 100 12,0 11,2 9,7 

5 3 7,787 8,850 0,8799 100 13,0 10,7 9,0 

6 3 7,805 8,884 0,8785 100 13,8 9,7 10,4 

7 3 7,747 8,827 0,8776 100 14,2 10,4 10,0 

8 3 7,814 8,890 0,8790 100 12,9 11,2 10,2 

9 6 7,815 8,900 0,8781 100 14,8 11,9 9,9 

10 6 7,806 8,874 0,8796 100 12,8 10,9 8,6 

11 6 7,755 8,823 0,8790 100 13,6 10,5 10,3 

12 6 7,746 8,815 0,8787 100 14,1 11,3 9,4 

13 9 7,743 8,812 0,8787 100 14,0 10,9 10,3 

14 9 7,800 8,870 0,8794 100 12,6 10,8 9,9 

15 2 7,781 8,859 0,8783 100 12,8 10,8 11,5 

16 5 7,746 8,817 0,8785 100 11,8 10,0 9,9 

17 10 7,813 8,889 0,8790 100 12,7 10,8 9,3 

18 10 7,767 8,835 0,8791 100 13,2 11,8 9,7 

19 0,75 7,704 8,785 0,8769 100 17,4 12,6 11,4 

20 0,75 7,690 8,793 0,8746 100 14,2 8,3 9,3 

21 1,5 7,742 8,820 0,8778 100 14,1 10,9 12,2 

22 3 7,825 8,886 0,8806 100 13,7 11,7 10,1 

23 3 7,737 8,805 0,8787 100 12,5 9,3 9,5 

24 6 7,790 8,849 0,8803 100 13,7 11,6 9,8 

25 6 7,782 8,849 0,8794 100 14,2 12,6 10,3 

26 9 7,761 8,832 0,8787 100 13,2 12,3 10,2 

27 9 7,743 8,813 0,8786 100 13,2 11,1 11,1 

28 12 7,743 8,823 0,8776 100 12,8 11,6 9,9 

29 12 7,725 8,808 0,8774 100 13,5 10,8 10,0 

30 15 7,775 8,835 0,8800 100 14,4 12,3 10,1 

31 15 7,791 8,857 0,8796 100 14,1 11,9 9,8 

32 2 7,798 8,882 0,8780 100 10,4 10,7 9,3 

33 5 7,813 8,876 0,8802 100 11,5 11,4 8,9 

34 10 7,751 8,828 0,8780 100 12,0 12,2 10,8 

35 9 7,770 8,841 0,8789 100 12,8 9,8 9,1 

36 12 7,672 8,780 0,8738 100 10,9 10,7 9,7 

37 12 7,685 8,801 0,8732 100 11,5 9,5 10,4 

38 15 7,784 8,865 0,8781 100 11,6 9,3 9,3 

39 15 7,662 8,778 0,8729 100 11,8 10,0 9,9 

40 5 7,696 8,809 0,8737 100 11,1 9,9 10,5 

Μean  7,744 8,824 0,8776 100 13,1 10,9 9,9 

SD  0,065 0,053 0,0025  1,3 1,0 0,7 
1Χρόνοσ ανάςχεςθσ (RT, min) κεοβρωμίνθσ (ΤΗΒ) και εςωτερικοφ προτφπου (3-PX) και ςχετικόσ χρόνοσ 

ανάςχεςθσ (RRT) 2 % Σχετ. αναλογία επιφάνειασ διαγνωςτικοφ ιόντοσ ωσ προσ αυτι του κφριου  ιόντοσ  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 17: Αξιολϐγηςη μεθϐδου LC/TOF-MS για την ταυτοπούηςη 

(επιβεβαύωςη)  τησ  θεοβρωμύνησ ςε οϑρα αλϐγων 

Δείγμα 

CΤΘΒ  

(μg mL-

1) 

Χρόνοι Ανάςχεςθσ  m/z 181,0720 m/z 138,0662 m/z 138,0614 

RTΤΘΒ.
1 

(min) 

RT3-PX.
1 

(min) 
RRT1 % Σχετ. 

Αναλoγία
2 

Σωάλμα 
μαηασ 
(ppm) 

% Σχετ. 
Αναλoγία

2 

Σωάλμα 
μαηασ 
(ppm) 

% Σχετ. 
Αναλoγία

2 

Σωάλμα 
μαηασ 
(ppm) 

1 0,75 11,373 12,858 0,8845 100 0,7 98,0 0,9 14,7 >10 

2 1,5 11,357 12,848 0,8840 100 1,5 92,6 2,3 14,9 >10 

3 6 11,345 12,843 0,8834 100 1,4 86,0 0,7 14,1 4,7 

4 9 11,318 12,838 0,8816 100 0,8 87,4 0,7 13,6 2,5 

5 12 11,302 12,838 0,8804 100 0,5 80,3 1,0 12,8 0,8 

6 15 11,316 12,840 0,8813 100 0,1 82,5 1,2 12,2 0,7 

7 2 11,442 12,904 0,8867 100 2,1 89,0 1,6 14,5 8,5 

8 5 11,304 12,834 0,8808 100 0,8 85,5 0,9 14,7 1,4 

9 10 11,344 12,845 0,8831 100 0,2 84,1 0,1 12,2 1,9 

10 2 11,358 12,858 0,8833 100 1,8 93,1 0,1 16,8 0,8 

11 2 11,385 12,864 0,8850 100 0,1 76,5 2,1 14,5 8,4 

12 2 11,396 12,885 0,8844 100 2,4 71,0 2,0 13,5 0,4 

13 2 11,364 12,872 0,8828 100 1,3 82,3 0,8 12,9 8,1 

14 2 11,337 12,868 0,8810 100 1,2 82,7 0,2 15,4 9,5 

15 2 11,393 12,875 0,8849 100 0,6 73,2 0,5 14,7 >10 

16 1,5 11,455 12,931 0,8859 100 0,5 79,0 0,7 14,4 4,7 

17 3 11,505 12,960 0,8877 100 0,0 74,5 0,7 12,3 2,3 

18 4,5 11,491 12,944 0,8877 100 0,6 73,7 0,2 10,8 1,4 

19 4,5 11,49 12,932 0,8885 100 1,0 75,2 0,7 13,0 3,2 

20 6 11,509 12,956 0,8883 100 0,5 73,1 0,2 11,6 0,3 

21 6 11,529 12,967 0,8891 100 0,7 78,2 0,2 11,8 0,3 

22 4,5 11,489 12,946 0,8875 100 0,2 72,8 0,9 11,6 0,6 

23 6 11,528 12,958 0,8896 100 0,1 73,2 0,2 12,7 1,1 

24 7,5 11,445 12,924 0,8856 100 0,6 72,2 0,4 12,2 0,1 

25 7,5 11,487 12,936 0,8880 100 0,2 78,7 0,4 11,3 1,7 

26 5 11,52 12,956 0,8892 100 0,6 71,4 0,2 12,6 2,2 

27 4,5 11,495 12,924 0,8894 100 1,3 73,5 0,4 12,4 2,0 

28 4,5 11,519 12,948 0,8896 100 0,9 81,2 1,0 10,3 0,2 

29 6 11,464 12,930 0,8866 100 0,1 81,4 0,9 11,6 0,9 

30 6 11,54 12,953 0,8809 100 1,0 85,3 1,3 11,2 0,0 

31 7,5 11,477 12,935 0,8873 100 1,0 79,3 0,2 12,1 2,6 

32 7,5 11,512 12,954 0,8887 100 0,6 74,9 0,1 13,4 1,5 

33 9 11,525 12,962 0,8891 100 0,4 77,9 0,4 11,6 1,5 

34 9 11,527 12,964 0,8892 100 0,6 77,2 1,5 12,3 0,8 

35 6,5 11,525 12,948 0,8901 100 0,6 77,6 1,2 12,4 2,4 

36 8,5 11,48 12,924 0,8883 100 0,1 70,4 0,6 13,1 1,4 

37 1,2 11,506 12,940 0,8892 100 0,4 83,7 1,1 10,3 5,4 

38 3 11,518 12,953 0,8892 100 0,7 84,5 0,7 11,4 3,2 

39 4,5 11,476 12,922 0,8881 100 0,8 92,8 0,9 10,9 4,7 

40 3 11,325 12,835 0,8824 100 1,3 96,5 1,0 12,1 8,5 

Mean  11,442 12,909 0,8863 100 0,7 80,6 0,8 12,8 2,7 

SD  0,079 0,047 0,0030  2,4 7,3 2,3 1,4 9,4 
1Χρόνοσ ανάςχεςθσ (RT, min) κεοβρωμίνθσ (ΤΗΒ) και εςωτερικοφ προτφπου (3-PX) και ςχετικόσ χρόνοσ 

ανάςχεςθσ (RRT) 2 % Σχετ. αναλογία επιφάνειασ διαγνωςτικοφ ιόντοσ ωσ προσ αυτι του κφριου  ιόντοσ  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 18: Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ ςαλικυλικοϑ οξϋοσ ςε οϑρα αλϐγων με LC/QTOF-

MS: πρϐτυπα διαλϑματα παρακαταθόκησ και εργαςύασ  

 

ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΠΑΡΑΚΑΣΑΘΗΚΗ (ΔΠ) 

Διάλυμα Ουςία 
Συγκζντρωςθ  

(μg mL-1) 
Ηυγιςκείςα 

ποςότθτα (mg)  
Πγκοσ (mL) Διαλφτθσ Διάλυςθσ Αποκικευςθ 

ΔΡ1 SA1 2297 23,2 10 Μεκανόλθ   

ΔΡ2 SA1 2614 26,4 10 Μεκανόλθ   

ΔΡ3 IS2  4000 40,4 10 Μεκανόλθ   

ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΕΡΓΑΙΑ (ΔΕ) 

Διάλυμα Ουςία 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL-1) 
Πγκοσ αρχικοφ 

διαλφματοσ (μL) 
Τελικόσ όγκοσ (mL) Διαλφτθσ Αραίωςθσ Αποκικευςθ 

ΔΕ1 SA1 100 453 (ΔΡ1) 10 Κινθτι Φάςθ3 
  

ΔΕ2 SA1 100 765 (ΔΡ2) 20 Κινθτι Φάςθ3 
  

ΔΕ3 IS2 200 500 (ΔΡ3) 10 Κινθτι Φάςθ3 
  

 

1
 SA: ςαλικυλικό οξφ (salicylic acid) 

2
 IS: εςωτερικό πρότυπο, 4-μεκυλοςαλικυλικό οξφ (internal standard) 

3
κινθτι φάςθ: ακετονιτρίλιο /νερό (60/40, v/v), 0.1% οξικό οξφ (v/v) 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 19: Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ ςαλικυλικοϑ οξϋοσ ςε οϑρα αλϐγων με 

LC/QTOF-MS: παραςκευό προτϑπων εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων καμπϑλησ αναφορϊσ 

και δειγμϊτων ελϋγχου  

 

ΡΟΤΥΡΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΚΑΜΡΥΛΘΣ ΒΑΘΜΟΝΟΜΘΣΘΣ  

Δείγμα 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL-1) 
Διάλυμα 
Εργαςίασ 

Πγκοσ (μL)  
δ/τοσ εργαςίασ 

Πγκοσ (mL) 
οφρων 

Πγκοσ (μL) δ/τοσ 
εργαςίασ IS 

Πγκοσ διαλφτθ 
αραίωςθσ 

Τελικόσ Πγκοσ 
Δείγματοσ (mL) 

STD1 2,5 ΔΕ1 25 1,0 80 7 mL + 975 μL  9,08 

STD2 5,0 ΔΕ1 50 1,0 80 7 mL + 950 μL  9,08 

STD3 10,0 ΔΕ1 100 1,0 80 7 mL + 900 μL  9,08 

STD4 20,0 ΔΕ1 200 1,0 80 7 mL + 800 μL  9,08 

STD5 30,0 ΔΕ1 300 1,0 80 7 mL + 700 μL  9,08 

STD6 40,0 ΔΕ1 400 1,0 80 7 mL + 600 μL  9,08 

STD7 50,0 ΔΕ1 500 1,0 80 7 mL + 500 μL  9,08 

ΡΟΤΥΡΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΕΛΕΓΧΟΥ 

Δείγμα 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL-1) 
Διάλυμα 
Εργαςίασ 

Πγκοσ (μL)  
δ/τοσ εργαςίασ 

Πγκοσ (mL) 
οφρων 

Πγκοσ (μL) δ/τοσ 
εργαςίασ IS 

Πγκοσ διαλφτθ 
αραίωςθσ 

Τελικόσ Πγκοσ 
Δείγματοσ (mL) 

QC1 3,0 ΔΕ2 30 1,0 80 7 mL + 970 μL  9,08 

QC2 7,5 ΔΕ2 75 1,0 80 7 mL + 925 μL  9,08 

QC3 25,0 ΔΕ2 250 1,0 80 7 mL + 750 μL  9,08 

QC4 45,0 ΔΕ2 450 1,0 80 7 mL + 550 μL  9,08 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 20: Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ ςαλικυλικοϑ 

οξϋοσ ςε οϑρα αλϐγων με LC/QTOF-MS: Πειραματικϊ 

αποτελϋςματα καμπυλών αναφορϊσ  

 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 1
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

2,5 0,16369 0,00071 0,4 2,46 -1,6 

5,0 0,317 0,012 3,8 5,14 4,1 

10,0 0,601 0,012 1,9 10,11 1,1 

20,0 1,173 0,023 2,0 20,10 2,0 

30,0 1,760 0,024 1,4 30,36 1,2 

40,0 2,264 0,011 0,5 39,18 -2,0 

50,0 2,828 0,053 1,9 49,04 -1,9 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 2
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

2,5 0,1758 0,0040 2,3 2,495 -0,2 

5,0 0,3179 0,0049 1,5 4,940 -1,2 

10,0 0,627 0,011 1,7 10,25 2,5 

20,0 1,234 0,016 1,3 20,70 1,3 

30,0 1,761 0,019 1,1 29,78 -0,7 

40,0 2,322 0,038 1,6 39,43 -1,4 

50,0 2,865 0,041 1,4 48,78 -2,4 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 3
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3
 SD %RSD 

4
 Μζςθ Τιμι %Εr

 5
 

2,5 0,1700 0,0019 1,1 2,467 -1,3 

5,0 0,3163 0,0085 2,7 5,07 1,4 

10,0 0,611 0,010 1,6 10,32 3,2 

20,0 1,157 0,019 1,6 20,03 0,2 

30,0 1,705 0,018 1,0 29,80 -0,7 

40,0 2,249 0,043 1,9 39,48 -1,3 

50,0 2,798 0,022 0,8 49,25 -1,5 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 4
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3
 SD %RSD 

4
 Μζςθ Τιμι %Εr

 5
 

2,5 0,1655 0,0040 2,4 2,466 -1,4 

5,0 0,3073 0,0027 0,9 5,031 0,6 

10,0 0,607 0,017 2,7 10,46 4,6 

20,0 1,141 0,022 1,9 20,12 0,6 

30,0 1,690 0,021 1,2 30,04 0,1 

40,0 2,193 0,043 2,0 39,14 -2,1 

50,0 2,720 0,041 1,5 48,69 -2,6 
 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 20: Πειραματικϊ αποτελϋςματα καμπυλών αναφορϊσ μεθϐδου ποςοτικοϑ 
προςδιοριςμοϑ ςαλικυλικοϑ οξϋοσ (ςυνϋχεια) 
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1
 Λόγοσ επιφάνειασ χρωματογραφικισ κορυφισ ςαλικυλικοφ οξζοσ προσ εςωτερικοφ προτφπου 

2 
Συγκζντρωςθ υπολογιηόμενθ από τθν εξίςωςθ ςυμμεταβολισ που εξάγεται με τθ χριςθ ηυγιςμζνθσ 

γραμμικισ ανάλυςθσ παλιδρόμθςθσ με ςυντελεςτι ςτατιςτικοφ βάρουσ 1/x
2
 

3
 Mζςθ απόκριςθ: κάκε πρότυπο τθσ καμπφλθσ αναφοράσ παραςκευάηεται και αναλφεται εισ διπλοφν 

(ςυνολικά 4 μετριςεισ για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ) 
4
 Επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 

5
 Επί τοισ εκατό ςχετικό ςφάλμα πειραματικά υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ ςε ςχζςθ με τθ κεωρθτικι 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 5
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

2,5 0,1630 0,0048 3,0 2,435 -2,6 

5,0 0,3225 0,0038 1,2 5,227 4,5 

10,0 0,606 0,011 1,9 10,19 1,9 

20,0 1,181 0,029 2,4 20,27 1,3 

30,0 1,708 0,048 2,8 29,50 -1,7 

40,0 2,265 0,010 0,5 39,25 -1,9 

50,0 2,830 0,032 1,1 49,14 -1,7 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 6
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

2,5 0,1537 0,0038 2,5 2,457 -1,7 

5,0 0,301 0,011 3,8 5,094 1,9 

10,0 0,5994 0,0035 0,3 10,44 4,4 

20,0 1,128 0,010 0,9 19,91 -0,5 

30,0 1,6975 0,0078 0,5 30,12 0,4 

40,0 2,191 0,021 1,0 38,96 -2,6 

50,0 2,7559 0,0065 0,2 49,083 -1,8 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 21: Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ ςαλικυλικοϑ οξϋοσ ςε οϑρα αλϐγων με LC/QTOF-

MS: Έλεγχοσ ορθϐτητασ και πιςτϐτητασ: πειραματικϊ υπολογιζϐμενεσ ςυγκεντρώςεισ 

εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων ελϋγχου (quality control samples, QC’s) 

 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 1ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  
 Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 3,101 3,4  7,85 4,7  25,02 0,1  44,2 -1,7 

QC2 3,059 2,0  7,76 3,5  24,39 -2,4  45,5 1,0 

QC3 2,946 -1,8  7,48 -0,3  26,26 5,0  44,4 -1,2 

QC4 3,121 4,0  7,97 6,2  24,73 -1,1  46,6 -3,1 

QC5 3,000 0,0  7,93 5,8  24,66 -1,3  41,8 -7,0 

QC6 3,027 0,9  7,70 2,6  25,56 2,2  43,7 -2,9 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 2ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  
 Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 3,008 0,3  7,662 2,2  25,21 0,8  47,4 5,2 

QC2 3,040 1,3  7,710 2,8  25,48 1,9  50,7 12,7 

QC3 2,910 -3,0  7,731 3,1  24,64 -1,4  47,8 6,2 

QC4 2,931 -2,3  7,640 1,9  25,50 2,0  47,2 4,8 

QC5 3,072 2,4  7,647 2,0  25,40 1,6  45,5 1,2 

QC6 3,080 2,7  7,687 2,5  24,35 -2,6  44,5 -1,0 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 21: Έλεγχοσ ορθϐτητασ και πιςτϐτητασ μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ ςαλικυλικοϑ οξϋοσ 
Πειραματικϊ υπολογιζϐμενεσ ςυγκεντρώςεισ εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων ελϋγχου (quality control samples, QC’s) (ςυνϋχεια) 
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ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 3ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 2,951 -1,6  7,82 4,2  25,11 0,4  44,15 -1,9 

QC2 2,835 -5,5  7,50 0,1  24,38 -2,5  45,00 0,0 

QC3 3,009 0,3  7,73 3,1  25,65 2,6  44,65 -0,8 

QC4 3,026 0,9  7,70 2,6  24,67 -1,3  44,45 -1,2 

QC5 2,806 -6,5  7,54 0,5  24,76 -1,0  43,92 -2,4 

QC6 2,865 -4,5  7,76 3,4  25,93 3,7  44,80 -0,5 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 4ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 3,061 2,0  7,95 6,0  25,04 0,2  44,48 -1,1 

QC2 2,935 -2,2  7,60 1,4  25,14 0,6  43,75 -2,8 

QC3 2,957 -1,4  7,59 1,3  24,38 -2,5  44,94 -0,1 

QC4 2,892 -3,6  7,49 -0,1  24,39 -2,4  43,18 -4,0 

QC5 3,079 2,6  7,59 1,2  24,79 -0,8  44,89 -0,3 

QC6 2,951 -1,6  7,60 1,3  24,92 -0,3  43,24 -3,9 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 5ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 3,046 1,5  8,32 10,9  25,36 1,4  44,69 -0,7 

QC2 3,020 0,7  8,08 7,8  24,42 -2,3  43,60 -3,1 

QC3 2,998 -0,1  7,73 3,1  24,65 -1,4  43,35 -3,7 

QC4 3,037 1,2  8,00 6,7  24,83 -0,7  43,52 -3,3 

QC5 2,975 -0,8  7,59 1,2  24,48 -2,1  43,91 -2,4 

QC6 3,051 1,7  7,98 6,4  24,69 -1,2  43,91 -2,4 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 21: Έλεγχοσ ορθϐτητασ και πιςτϐτητασ μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ ςαλικυλικοϑ οξϋοσ 
Πειραματικϊ υπολογιζϐμενεσ ςυγκεντρώςεισ εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων ελϋγχου (quality control samples, QC’s) (ςυνϋχεια) 
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ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 6ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 3,113 3,8  7,54 0,6  24,87 -0,5  43,77 -2,7 

QC2 3,043 1,4  7,64 1,8  24,68 -1,3  44,21 -1,8 

QC3 3,088 2,9  7,53 0,4  25,29 1,2  44,44 -1,3 

QC4 3,175 5,8  7,86 4,9  25,30 1,2  43,54 -3,3 

QC5 3,174 5,8  8,03 7,1  24,85 -0,6  43,71 -2,9 

QC6 3,103 3,4  7,86 4,9  25,19 0,8  42,45 -5,7 

 

%Er: επί τοισ εκατό ςχετικό ςφάλμα πειραματικά υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ ςαλικυλικοφ οξζοσ (Cπειραμ.) ςε ςχζςθ με τθ κεωρθτικι ςυγκζντρωςθ (Cκεωρ.) 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 22: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ 

ςαλικυλικοϑ οξϋοσ ςε οϑρα αλϐγων με LC/QTOF-MS: χρωματογραφικϊ 

χαρακτηριςτικϊ (S/N) ςτο κατώτερο ϐριο ποςοτικοπούηςησ 

 

 
 

Ιοντικό χρωματογράφθμα LC/QTOF-MS εμβολιαςμζνου δείγματοσ αλόγου ςυγκζντρωςθσ 2,5 μg mL-1 

(κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ ςαλικυλικοφ οξζοσ) 



 

Σελίδα | 312  
 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 23: Έλεγχοσ ειδικϐτητασ μεθϐδου ποςοτικοϑ 

προςδιοριςμοϑ ςαλικυλικοϑ ςε οϑρα αλϐγων - Ουςύεσ που 

μελετόθηκαν 

ΔΕΙΓΜΑ Α/Α ΟΥΣΙΑ ΚΑΤΘΓΟΙΑ 

Spec(1) 

1 Acetaminophen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

2 Alglofenac Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

3 Amobarbital Βαρβιτουρικό 

4 Caprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

5 Clanobutin sodium Xολαιρετικό 

6 Diclofenac Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

7 Diflunisal Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

8 Etodolac Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

9 Fenbufen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

10 Fenoprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

11 Flufenamic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

12 Flunixin Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

13 Flurbiprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

14 Ibuprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

15 Indoprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

16 Ketoprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

17 Meclofenamic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

18 Mofebutazone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

19 Nabumetone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

20 Naproxene Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

21 Niflumic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

22 Nimesulide Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

23 Oxyphenbutazone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

24 Phenylbutazone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

25 Salicylamide Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

26 Thiosalicylic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

27 Tolfenamic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

28 Zomepirac Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

29 Cinchofen Αναλγθτικό 

30 Suprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

31 Indomethacine Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

32 Famprofazone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

33 Nifenazone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

34 Suxibuzone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

35 Tolmetin Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

36 Acemetacin Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

37 Valdecoxib Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

38 Celecoxib Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

39 Mefenamic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 23: Έλεγχοσ ειδικϐτητασ μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ ςαλικυλικοϑ 
οξϋοσ - Ουςύεσ που μελετόθηκαν 
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ΔΕΙΓΜΑ Α/Α ΟΥΣΙΑ ΚΑΤΘΓΟΙΑ 

Spec(2) 

40 Atenolol β-Ανταγωνιςτισ 

41 Betamethasone Κορτικοςτεροειδζσ 

42 Boldenone Αναβολικό ςτεροειδζσ 

43 Dexamethasone Κορτικοςτεροειδζσ 

44 Triamcinolone acetonide Κορτικοςτεροειδζσ 

Spec(3) 

45 Meloxicam Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

46 Flufenamic acid Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

47 Flunixin Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

48 Furosemide Διουρθτικό 

49 Ketoprofen Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

50 Phenylbutazone Αντιωλεγμονϊδεσ (ΜΣΑΦ) 

51 Hydrochlorothiazide Διουρθτικό 

52 Phenobarbital Βαρβιτουρικό 

53 Ethacrynic acid Διουρθτικό 

54 Bumetanide Διουρθτικό 

Spec(4) 

55 2,3-Dihydroxy-benzoic acid  

56 2,5-Dihydroxy-benzoic acid  

57 Benzoic acid  

58 Nalidixic acid  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 24: Αξιολϐγηςη μεθϐδου LC/QTOF-MS για την 

ταυτοπούηςη (επιβεβαύωςη)  του ςαλικυλικοϑ οξϋοσ ςε οϑρα αλϐγων 

Δείγμα CSA (μg mL-1) 
Χρόνοι Ανάςχεςθσ

1 
% Σχετ. Αναλογίεσ Διαγνωςτικών Ιόντων2

 

RTSA
1 

(min) RTIS
1 (min) RRT1 m/z 137,0244 m/z 93,0346 m/z 65,0397 

1 3,0 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 35,1 10,5  

2 3,0 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 34,7 10,6  

3 7,5 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 34,7 10,4  

4 7,5 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 33,3 10,0  

5 25 1,22 1,34 0,9104 100,0 % 33,9 10,0 

6 25 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 33,4 10,3 

7 45 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 39,1 11,2 

8 45 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 39,5 11,6 

9 2,5 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 34,8 11,2 

10 2,5 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 32,6 9,9  

11 5 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 34,7 10,0 

12 5 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 35,1 10,5 

13 10 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 34,4 10,0 

14 10 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 32,3 9,8  

15 20 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 32,5 9,7  

16 20 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 32,8 9,8  

17 40 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 43,3 12,9 

18 40 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 44,2 12,7 

19 50 1,23 1,34 0,9179 100,0 % 39,3 11,5 

20 50 1,24 1,34 0,9254 100,0 % 40,2 12,1 

Mean    0,9216 100,0 % 36,0 10,7 

SD    0,0045  3,6 1,0 

 

  Σφάλμα m/z / Ανάλυςθ MS Σφάλμα m/z / Ανάλυςθ MS/MS 

Δείγμα CSA (μg mL-1) m/z 137,0244 m/z 151,0401 m/z 137,0244 m/z 93,0346 m/z 65,0397 

1 3,0 2,2 0,0 8,0 6,4 18,5 

2 3,0 1,5 0,1 7,3 6,4 15,4 

3 7,5 1,5 0,0 6,6 6,4 10,8 

4 7,5 0,0 0,0 7,3 6,4 12,3 

5 25 2,2 0,2 4,4 5,4 9,2 

6 25 1,5 0,0 5,1 6,4 12,3 

7 45 1,5 0,0 4,4 4,3 12,3 

8 45 2,2 0,0 4,4 5,4 9,2 

9 2,5 1,5 0,0 0,7 1,1 4,6 

10 2,5 2,2 0,2 5,8 10,7 6,2 

11 5 0,0 0,1 4,4 5,4 9,2 

12 5 1,5 0,0 9,5 11,8 3,1 

13 10 0,7 0,0 5,1 8,6 6,2 

14 10 0,7 0,0 5,1 8,6 10,8 

15 20 1,5 0,1 3,6 8,6 13,8 

16 20 1,5 0,1 5,8 5,4 13,8 

17 40 2,2 0,1 3,6 6,4 12,3 

18 40 2,2 0,1 5,1 6,4 12,3 

19 50 2,2 0,0 2,9 4,3 12,3 

20 50 3,6 0,1 2,9 4,3 10,8 

Mean  1,6 0,0 5,1 6,4 10,3 

SD  0,8 0,1 2,0 2,4 4,9 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 25: Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ 3-Μεθοξυτυραμύνησ ςε Οϑρα Αλϐγων με 

HILIC/QTOF-MS: Πρϐτυπα Διαλυματα Παρακαταθόκησ και Εργαςύασ  

 

ΠΡΟΣΤΠΑ ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΠΑΡΑΚΑΣΑΘΗΚΗ (ΔΠ) 

Διάλυμα Ουςία 
Συγκζντρωςθ  

(μg mL-1) 
Ηυγιςκείςα ποςότθτα 

(μικτό βάροσ) (g) 3 
Ηυγιςκείςα ποςότθτα 
(κακαρό βάροσ) (mg) 4 Διαλφτθσ Διάλυςθσ Πγκοσ (mL) 

ΔΡ(1) 3-ΜΤ 1 3120 0,0192 15,60 μεκανόλθ/νερό 50/50 (v/v) 5 

ΔΡ(2) 3-ΜΤ 1 2877 0,0177 14,38 μεκανόλθ/νερό 50/50 (v/v) 5 

ΔΡ(3) 3-ΜΤ-d4 
2 918 0,0056 4,59 μεκανόλθ/νερό 50/50 (v/v) 5 

ΠΡΟΣΤΠΑ ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΕΡΓΑΙΑ (ΔΕ) 

Διάλυμα Ουςία 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL-1) 
Αρχικό Διάλυμα 

Πγκοσ αρχικοφ 
διαλφματοσ (μL) 

Διαλφτθσ Αραίωςθσ 
Τελικόσ 

όγκοσ (mL) 

ΔΕ(1) 3-ΜΤ 1 250 ΔΡ(1) 801 μεκανόλθ 10 

ΔΕ(2) 3-ΜΤ 1 250 ΔΡ(2) 869 μεκανόλθ 10 

ΔΕ(3) 3-ΜΤ-d4 
2 100 ΔΡ(3) 545 μεκανόλθ 5 

 
1
 3-MT: 3-μεκοξυτυραμίνθ (3-methoxytyramine), (μικτό μοριακό βάροσ: 203,7 – κακαρό μοριακό βάροσ: 167,2)  

2
 3-MT-d4: 3-μεκοξυτυραμίνθ-1,1,2,2-d4 (εςωτερικό πρότυπο, IS) (μικτό μοριακό βάροσ: 207,6 – κακαρό μοριακό βάροσ: 171,1) 

3
 ηυγιςκειςα ποςότθτα ςτερεισ πρότυπθσ ουςίασ με τθ μορφι υδροχλωρικοφ άλατοσ 

4
υπολογίηεται λαμβάνοντασ υπόψθ τθν κακαρότθτα του προτφπου και το κακαρό μοριακό βάροσ τθσ ουςίασ   
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 26: Ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ 3-Μεθοξυτυραμύνησ ςε Οϑρα 

Αλϐγων με HILIC/QTOF-MS: Παραςκευό προτϑπων δειγμϊτων καμπϑλησ 

αναφορϊσ και δειγμϊτων ελϋγχου  

 

ΠΡΟΣΤΠΑ ΔΕΙΓΜΑΣΑ ΚΑΜΠΤΛΗ ΑΝΑΥΟΡΑ (STD’s) 

Δείγμα 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL-1) 
Διάλυμα 
Εργαςίασ 

Πγκοσ (μL)  
δ/τοσ εργαςίασ 

Πγκοσ (mL) 
οφρων 

Πγκοσ (μL) δ/τοσ 
εργαςίασ IS 

Πγκοσ (μL) 
νεροφ  

Τελικόσ Πγκοσ 
Δείγματοσ (mL) 

Blank 0 - - 2,5 - 260 2,76 

Zero 0 - - 2,5 60 200 2,76 

STD1 1 ΔΕ1 10 2,5 60 190 2,76 

STD2 2,5 ΔΕ1 25 2,5 60 175 2,76 

STD3 5 ΔΕ1 50 2,5 60 150 2,76 

STD4 10 ΔΕ1 100 2,5 60 100 2,76 

STD5 15 ΔΕ1 150 2,5 60 50 2,76 

STD6 20 ΔΕ1 200 2,5 60 - 2,76 

ΠΡΟΣΤΠΑ ΔΕΙΓΜΑΣΑ ΕΛΕΓΦΟΤ (QC’s) 

Δείγμα 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL-1) 
Διάλυμα 
Εργαςίασ 

Πγκοσ (μL)  
δ/τοσ εργαςίασ 

Πγκοσ (mL) 
οφρων 

Πγκοσ (μL) δ/τοσ 
εργαςίασ IS 

Πγκοσ διαλφτθ 
αραίωςθσ 

Τελικόσ Πγκοσ 
Δείγματοσ (mL) 

QC1 2 ΔΕ2 20 2,5 60 180 2,76 

QC2 4 ΔΕ2 40 2,5 60 160 2,76 

QC3 12 ΔΕ2 120 2,5 60 80 2,76 

QC4 18 ΔΕ1 180 2,5 60 20 2,76 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 27: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ  

προςδιοριςμοϑ 3-μεθοξυτυραμύνησ ςε οϑρα αλϐγων με 

HILIC/QTOF-MS: Aποτελϋςματα καμπυλών αναφορϊσ 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 1
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

1 0,563 0,015 2,5 0,99 -0,6 

2,5 1,314 0,034 2,6 2,46 -1,4 

5 2,592 0,071 2,7 4,97 -0,6 

10 5,248 0,074 1,4 10,17 1,7 

15 7,65 0,20 2,6 14,89 -0,7 

20 10,27 0,28 2,7 20,01 0,1 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 2
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

1 0,563 0,014 2,5 0,97 -2,9 

2,5 1,371 0,026 1,9 2,48 -0,8 

5 2,65 0,14 5,3 4,87 -2,6 

10 5,55 0,15 2,7 10,29 2,9 

15 8,07 0,24 3,0 15,00 0,0 

20 10,69 0,46 4,3 19,90 -0,5 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 3
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3
 SD %RSD 

4
 Μζςθ Τιμι %Εr

 5
 

1 0,563 0,016 2,9 0,93 -7,1 

2,5 1,369 0,036 2,6 2,47 -1,3 

5 2,75 0,10 3,7 5,10 2,1 

10 5,27 0,15 2,9 9,92 -0,8 

15 8,04 0,31 3,9 15,22 1,5 

20 10,47 0,12 1,1 19,86 -0,7 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 4
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3
 SD %RSD 

4
 Μζςθ Τιμι %Εr

 5
 

1 0,572 0,014 2,4 1,11 10,8 

2,5 1,282 0,027 2,1 2,47 -1,1 

5 2,564 0,092 3,6 4,94 -1,2 

10 5,16 0,10 2,0 9,92 -0,8 

15 7,81 0,13 1,7 15,02 0,1 

20 10,42 0,22 2,1 20,04 0,2 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 27: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ  προςδιοριςμοϑ 3-μεθοξυτυραμύνησ - 
Aποτελϋςματα καμπυλών αναφορϊσ 
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1
 Λόγοσ επιφάνειασ χρωματογραφικισ κορυφισ 3-μεκοξυτυραμίνθσ προσ εςωτερικοφ προτφπου 

2 
Συγκζντρωςθ υπολογιηόμενθ από τθν εξίςωςθ ςυμμεταβολισ που εξάγεται με τθ χριςθ γραμμικισ ανάλυςθσ 

παλιδρόμθςθσ 
3
 Mζςθ απόκριςθ: κάκε πρότυπο τθσ καμπφλθσ αναφοράσ παραςκευάηεται και αναλφεται εισ διπλοφν (ςυνολικά 4 

μετριςεισ για κάκε επίπεδο ςυγκζντρωςθσ) 
4
 Επί τοισ εκατό ςχετικι τυπικι απόκλιςθ 

5
 Επί τοισ εκατό ςχετικό ςφάλμα πειραματικά υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 3—μεκοξυτυραμίνθσ ςε ςχζςθ 

με τθ κεωρθτικι 

 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ 5
Η

 ΕΙΡΑ ΜΕΣΡΗΕΩΝ 

Θεωρθτικι 
Συγκζντρωςθ 

(μg mL
-1

)  

Aπόκριςθ
1 

Ρειραματικι Συγκζντρωςθ
2
 (μg mL

-1
)

 

Μζςθ Τιμι
3 

SD %RSD 
4 

Μζςθ Τιμι
 

%Εr
 5 

1 0,528 0,034 6,5 1,00 0,3 

2,5 1,321 0,021 1,6 2,54 1,8 

5 2,543 0,097 3,8 4,92 -1,6 

10 5,21 0,17 3,3 10,12 1,2 

15 7,64 0,16 2,1 14,83 -1,1 

20 10,34 0,17 1,6 20,08 0,4 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 28: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ 3-μεθοξυτυραμύνησ 

ςε οϑρα αλϐγων με HILIC/QTOF-MS - Έλεγχοσ ορθϐτητασ και πιςτϐτητασ: πειραματικϊ 

υπολογιζϐμενεσ ςυγκεντρώςεισ εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων ελϋγχου (quality control 

samples, QC’s) 

 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 1ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 2 μg mL-1  Cκεωρ. 4 μg mL-1  Cκεωρ. 12 μg mL-1  Cκεωρ. 18 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 1,761 -11,9  3,90 -2,6  11,95 -0,4  18,73 4,1 

QC2 1,870 -6,5  3,85 -3,8  11,72 -2,3  17,93 -0,4 

QC3 1,893 -5,4  4,11 2,9  11,73 -2,3  17,23 -4,3 

QC4 1,929 -3,6  3,96 -1,0  11,28 -6,0  17,55 -2,5 

QC5 1,936 -3,2  3,91 -2,3  11,62 -3,2  17,90 -0,6 

QC6 2,142 7,1  3,77 -5,8  12,45 3,7  19,12 6,2 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 2ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 1,930 -3,5  3,91 -2,3  11,62 -3,2  17,41 -3,3 

QC2 1,967 -1,6  3,71 -7,1  11,45 -4,6  17,78 -1,2 

QC3 1,929 -3,5  3,56 -10,9  10,80 -10,0  18,56 3,1 

QC4 1,971 -1,5  3,76 -6,0  11,74 -2,1  16,86 -6,3 

QC5 1,807 -9,7  3,72 -6,9  11,53 -3,9  17,82 -1,0 

QC6 1,931 -3,4  3,85 -3,8  12,68 5,7  18,01 0,1 



ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 28: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ 3-μεθοξυτυραμύνησ - Έλεγχοσ ορθϐτητασ και πιςτϐτητασ  
Πειραματικϊ υπολογιζϐμενεσ ςυγκεντρώςεισ εμβολιαςμϋνων δειγμϊτων ελϋγχου (quality control samples, QC’s) (ςυνϋχεια) 
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ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 3ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 2,102 5,1  3,76 -6,1  10,70 -10,8  17,54 -2,5 

QC2 1,927 -3,6  3,91 -2,2  11,96 -0,3  16,41 -8,8 

QC3 1,978 -1,1  3,95 -1,3  11,76 -2,0  17,56 -2,5 

QC4 1,914 -4,3  3,86 -3,4  11,75 -2,1  19,10 6,1 

QC5 1,960 -2,0  4,16 4,0  11,62 -3,2  18,47 2,6 

QC6 1,881 -5,9  4,04 1,0  11,04 -8,0  17,84 -0,9 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 4ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 2,076 3,8  4,11 2,6  11,44 -4,7  18,40 2,2 

QC2 2,045 2,2  4,23 5,8  12,41 3,4  17,67 -1,8 

QC3 1,989 -0,5  4,25 6,3  12,05 0,4  18,18 1,0 

QC4 2,048 2,4  3,90 -2,5  11,71 -2,4  18,45 2,5 

QC5 2,026 1,3  4,04 1,1  12,23 1,9  17,71 -1,6 

QC6 2,026 1,3  4,14 3,4  12,02 0,2  17,98 -0,1 

ΡΕΙΑΜΑΤΙΚΑ ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 5ΘΣ ΣΕΙΑΣ ΜΕΤΘΣΕΩΝ 

 Cκεωρ. 3,0 μg mL-1  Cκεωρ. 7,5 μg mL-1  Cκεωρ. 25,0 μg mL-1  Cκεωρ. 45,0 μg mL-1 

Δείγμα 
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

   
Cπειραμ.  

(μg mL-1) 
%Εr

  

QC1 2,121 6,1  4,11 2,7  11,27 -6,1  17,96 -0,2 

QC2 2,108 5,4  3,98 -0,4  12,31 2,5  17,72 -1,5 

QC3 1,969 -1,6  4,11 2,8  12,85 7,1  17,81 -1,0 

QC4 2,088 4,4  4,05 1,2  12,22 1,8  17,48 -2,9 

QC5 2,111 5,5  3,86 -3,6  11,92 -0,7  18,45 2,5 
QC6 2,039 1,9  4,07 1,7  11,44 -4,6  17,36 -3,6 

%Er: επί τοισ εκατό ςχετικό ςφάλμα τθσ πειραματικά υπολογιηόμενθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 3-μεκοξυτυραμίνθσ  ςε ςχζςθ (Cπειραμ.) με τθ κεωρθτικι ςυγκζντρωςθ (Cκεωρ.) 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 29: Αξιολϐγηςη μεθϐδου ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ 3-μεθοξυτυραμύνησ ςε οϑρα 

αλϐγων με HILIC/QTOF-MS: Έλεγχοσ ειδικϐτητασ-παρεμποδύςεων απϐ το υπϐςτρωμα 

 
Χρωματογραφιματα HILIC/QTOF-MS λευκοφ (μθ εμβολιαςμζνου) δείγματοσ οφρων (Α) και προτφπου δείγματοσ εμβολιαςμζνου με 3-μεκοξυτυραμίνθ ςτο χαμθλότερο όριο 
ποςοτικοποίθςθσ τθσ μεκόδου (STD1, 1 μg mL

-1
).    
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Περίληψη 
 

Στθν παροφςα μελζτθ αναπτφχκθκαν, αξιολογικθκαν μζκοδοι ανίχνευςθσ, επιβεβαίωςθσ 

ι/και ποςοτικοποίθςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν κατά τουσ ελζγχουσ ντόπινγκ ςε δείγματα 

οφρων ακλθτϊν ι αλόγων με εφαρμογι τθσ ςυνδυαςμζνθσ τεχνικισ LC/TOF-MS. Το πρϊτο 

μζροσ τθσ εργαςίασ αφορά ςτθ χρθςιμοποίθςθ τθσ τεχνολογίασ LC/TOF-MS ςτθν πολλαπλι 

ανίχνευςθ ςάρωςθσ απαγορευμζνων ουςιϊν ςε οφρα ακλθτϊν. Στο δεφτερο μζροσ, θ ίδια 

τεχνολογία εφαρμόςτθκε για τον ποςοτικό προςδιοριςμό και τθν ταυτοποίθςθ τεςςάρων 

απαγορευμζνων ουςιϊν ορίου με τθν τεχνικι τθσ απευκείασ ζγχυςθσ.  

Η ενοποίθςθ διαφορετικϊν πρωτοκόλλων ςάρωςθσ με ςτόχο τθν ανίχνευςθ ενόσ μεγάλου 

εφρουσ απαγορευμζνων ουςιϊν αποτελεί πλζον ςθμαντικι επιδίωξθ για τα εργαςτιρια 

ντόπινγκ που διενεργοφν τουσ ελζγχουσ ντόπινγκ. Στθν παροφςα εργαςία αναπτφχκθκε 

μζκοδοσ πολλαπλισ ανίχνευςθσ 266 απαγορευμζνων ουςιϊν από όλεσ τισ κατθγορίεσ 

απαγορευμζνων ουςιϊν χαμθλοφ μοριακοφ βάρου που αναφζρονται ςτθ Λίςτα του WADA. 

Η προτεινόμενθ μεκοδολογία βαςίςτθκε ςτθν υδρόλυςθ των οφρων, τθν εφαρμογι απλισ 

διαδικαςίασ υγρό-υγρό εκχφλιςθσ και ανάλυςθ των κατεργαςμζνων δειγμάτων με ςφςτθμα 

UHPLC /QTOF-MS, το οποίο ρυκμίςτθκε ςε λειτουργία λιψθσ φαςμάτων πλιρουσ ςάρωςθσ. 

Εφαρμόςτθκε κετικόσ ιοντιςμόσ με θλεκτροψεκαςμό. Η μεκοδολογία που χρθςιμοποιικθκε 

για τθν απομόνωςθ των προσ ανάλυςθ ουςιϊν από τα οφρα εδαρμοηόταν ιδθ ςτο 

Εργαςτιριο του ΟΑΚΑ για τθν ανίχνευςθ αναβολικϊν παραγόντων και κορτικοςτεροειδϊν. 

Στθν παροφςα εργαςία, ελζχκθκε θ αποδοτικότθτα τθσ παραπάνω μεκόδου 

προκατεργαςίασ ςτθν ανίχνευςθ ουςιϊν από όλεσ τισ κατθγορίεσ τθσ Λίςτασ (διουρθτικϊν, 

ναρκωτικϊν, διεγερτικϊν). Κατά τον ζλεγχο αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου μελετικθκε θ 

ικανότθτα ανίχνευςθσ, θ ειδικότθτα, θ επιδραςθ υποςτρϊματοσ, θ ανάκτθςθ, θ 

επαναλθψιμότθτα, θ ικανότθτα ακριβοφσ μζτρθςθσ μάηασ και υπολογίςτθκαν τα όρια 

ανίχνευςθσ. Από τα αποτελζςματα τθσ αξιολόγθςθσ τθσ μεκόδου τζκθκαν κριτιρια 

ανίχνευςθσ μιασ ουςίασ με τθν προτεινόμενθ μεκοδολογία, τα οποία βαςίηονται ςτο χρόνο 

ανάςχεςθσ και ςτθν ακρίβεια μζτρθςθσ του λόγου m/z. Η καταλλθλότθτα τθσ 

προτεινόμενθσ μεκόδου ςτον ζλεγχο ντόπινγκ ελζγχκθκε περαιτζρω με εφαρμογι αυτισ 

ςτθν ανάλυςθ πραγματικϊν κετικϊν δειγμάτων οφρων. Η δυνατότθτα λιψθσ φαςμάτων 

ακριβοφσ μάηασ πλιρουσ ςάρωςθσ που παρζχεται με τθν τεχνολογία TOF/MS και 

εφαρμόηεται ςτθν αναπτυχκείςα μεκοδολογία επιτρζπει ακόμθ τθν αναδρομικι 

επανεξζταςθ δειγμάτων που ζχουν αναλυκεί ςτο παρελκόν προκειμζνου να διαπιςτωκεί θ 

λιψθ νζων ουςιϊν που ειςάγονται μετζπειτα ςτθ Λίςτα του WADA, όπωσ και ζγινε με τθν 

περίπτωςθ ανίχνευςθσ τθσ ουςίασ 4-methyl-2-hexanamine, που οδιγθςε ςτθν εκ νζου 

αναφορά αρικμοφ δειγμάτων ωσ κετικά ενϊ αρχικά είχαν αναφερκεί ωσ αρνθτικά ςτισ 

αρμόδιεσ αρχεσ. 

Η κορτιηόλθ αποτελεί για τα άλογα ενδογενι ουςία και ςυχνά χορθγείται ςε αυτά λόγω τθσ 

αντιφλεγμονϊδουσ δράςθσ τθσ. O AORC ζχει ορίςει ωσ ανϊτατο επιτρεπτό όριο 

ςυγκζντρωςθσ τθσ ελζυκερθσ κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων το 1 μg mL-1. Αναπτφχκθκαν και 

αξιολογικθκαν δφο απλζσ και ταχείεσ μζκοδοι LC/MS απευκείασ ζγχυςθσ για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό και τθν ταυτοποίθςθ τθσ κορτιηόλθσ ςε οφρα αλόγων με κοινι πορεία 

κατεργαςίασ και τθ χρθςιμοποίθςθ δφο ςυςτθμάτων LC/MS (LC/IT-MS και LC/TOF-MS). 
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Κφριο πλεονζκτθμα τθσ προτεινόμενθσ μεκοδολογίασ αποτελεί θ απλοποιθμζνθ πορεία 

κατεργαςίασ των δειγμάτων που βςίηεται ςτθν απευκείασ ζγχυςθ του φιλτραριςμζνου και 

αραιωμζνου δείγματοσ οφρων ςτο ςφςτθμα LC/MS. Το εξεταηόμενο εφροσ γραμμικότθτασ 

τθσ μεκόδου ιταν 0,25 – 2,5 μg mL-1. Κατά τον ζλεγχο επιδράςεων από το υπόςτρωμα των 

οφρων, παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν καμπφλεσ αναφοράσ ςε υδατικά δείγματα και 

δείγματα οφρων διαφορετικϊν αλόγων και μεγάλθ διακφμανςθ των αποκρίςεων τόςο τθσ 

κορτιηόλθσ όςο και του εςωτερικοφ προτφπου ςτα διαφορετικά υποςτρϊματα οφρων. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τισ επιδράςεισ από το υπόςτρωμα, τθ μθ διακεςιμότθτα λευκϊν 

δειγμάτων και το υψθλό κόςτοσ αγοράσ ι παραςκευισ δευτεριωμζνου εςωτερικοφ 

προτφπου τθσ κορτιηόλθσ, μελετικθκε θ δυνατότθτα εφαρμογισ τθσ τεχνικισ προςκικθσ 

γνωςτϊν ποςοτιτων για ζναν αξιόπιςτο ποςοτικό προςδιοριςμό. Η μζκοδοσ αξιολογικθκε 

ωσ προσ τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ (γραμμικότθτα, ακρίβεια, επαναλθψιμότθτα, 

εκλεκτικότθτα, ζλεγχο επιμόλυνςθσ εκ μεταφοράσ) και ςτα δφο οργανολογικά ςυςτιματα. 

Τα αποτελζςματα τθσ αξιολόγθςθσ κρίνουν τθ μζκοδο κατάλλθλθ για το ςκοπό που 

αναπτφχκθκε. Η μζκοδοσ εφαρμόςτθκε ςτθν ανάλυςθ ενόσ πραγματικοφ κετικοφ 

δείγματοσ. 

Η κεοβρωμίνθ αποτελεί για τα άλογα απαγορευμζνθ ουςία ςε ςυγκζντρωςθ μεγαλφτερθ 

από 2 mg mL-1 και ςυχνά βρίςκεται ςτα οφρα των αλόγων ωσ μεταβολίτθσ τθσ καφεÏνθσ ι 

ωσ ςυςτατικό τθσ τροφισ τουσ. Aναπτφχκθκε και αξιολογικθκε μζκόδοσ ποςοτικοποίθςθσ 

και επιβεβαίωςθσ τθσ κεοβρωμίνθσ ςε οφρα αλόγων με τθν τεχνικι LC-MS. Για το ςκοπό 

αυτό χρθςιμοποιικθκαν δφο ςυςτιματα LC-MS (LC/IT-MS και LC/TOF-MS). Και ςτισ δφο 

περιπτϊςεισ πραγματοποιικθκε απευκείασ ανάλυςθ των δειγμάτων οφρων με ελάχιςτθ 

προκατεργαςία των δειγματων χωρίσ διαδικαςία εκχφλιςθσ για τθν απομόνωςθ του 

αναλφτθ. Το εξεταηόμενο όριο γραμμικότθτασ τθσ μεκόδου ιταν 0,75 – 15 μg mL-1. Κατά τον 

ζλεγχο επιδράςεων από το υπόςτρωμα των οφρων, παραςκευάςτθκαν και αναλφκθκαν 

καμπφλεσ αναφοράσ ςε υδατικά δείγματα και δείγματα οφρων διαφορετικϊν αλόγων. Κατά 

τον ζλεγχο αυτό διαπιςτϊκθκε μεγάλθ διακφμανςθ των αποκρίςεων τόςο τθσ κεοβρωμίνθσ 

όςο και του εςωτερικοφ προτφπου ςτα διαφορετικά υποςτρϊματα οφρων. Λαμβάνοντασ 

υπόψθ τισ επιδράςεισ από το υπόςτρωμα, και τθ μθ διακεςιμότθτα ςτθν αγορά 

δευτεριωμζνου εςωτερικοφ προτφπου του αναλφτθ, μελετικθκε θ δυνατότθτα εφαρμογισ 

τθσ τεχνικισ προςκικθσ γνωςτϊν ποςοτιτων για ζναν αξιόπιςτο ποςοτικό προςδιοριςμό. 

Η μζκοδοσ αξιολογικθκε ωσ προσ τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ (γραμμικότθτα, 

ακρίβεια, επαναλθψιμότθτα, εκλεκτικότθτα, ζλεγχο επιμόλυνςθσ εκ μεταφοράσ) και ςτα 

δφο οργανολογικά ςυςτιματα. Τα αποτελζςματα τθσ αξιολόγθςθσ κρίνουν τθ μζκοδο 

κατάλλθλθ για το ςκοπό που αναπτφχκθκε. Η μζκοδοσ εφαρμόςτθκε ςτθν ανάλυςθ δφο 

πραγματικϊν κετικϊν δειγμάτων. Τζλοσ πραγματοποιικθκε ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων  

εφαρμογισ τθσ μεκόδου ςτα δφο ςυςτιματα LCMS και δεν διαπιςτϊκθκε ςθμαντικι 

διαφορά μεταξφ τουσ. 

Το ςαλικυλικό οξφ ζχει αναλγθτικζσ, αντιφλεγμονϊδεισ και αντιπυρετικζσ ιδιότθτεσ και 

ςυχνά βρίςκεται ςτα οφρα των αλόγων λαμβανόμενο είτε μζςω τθσ τροφισ είτε κατόπιν 

χοριγθςθσ ακετυλοςαλικυλικοφ οξζοσ για κεραπευτικοφσ ςκοποφσ. Θεωρείται 

απαγορευμζνθ ουςία όταν θ ςυγκζντρωςι του ςτα οφρα υπερβαίνει τα 750 mg mL-1. 

Αναπτφχκθκε ταχεία μζκοδοσ ποςοτικοποίθςθσ του ςαλικυλικοφ οξζοσ. Η μεκοδολογία 

περιελάμβανε 900 φορζσ αραίωςθ των δειγμάτων οφρων, προςκικθ εςωτερικοφ προτφπου 

και ανάλυςθ με τθν τεχνολογία UHPLC/QTOF-MS. Ωσ τεχνικι ιονιςμοφ επιλζχκθκε ο 
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αρνθτικόσ ιονιςμόσ με θλεκτροδιάχυςθ (ESI(-)). Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό του 

ςαλικυλικοφ οξζοσ επιλζχκθκε θ τεχνικι λειτουργίασ πλιρουσ ςαρωςθσ (full scan) του 

ςυςτιματοσ QTOFMS. Για τθν επιβεβαίωςθ πραγματοποιικθκε δεφτερθ ανάλυςθ των ιδθ 

κατεργαςμζνων δειγμάτων με τθν τεχνικι ςάρωςθσ προεπιλεγμζνου ιόντοσ (MSMS 

ανάλυςθ). Η διάρκεια τθσ ανάλυςθσ ιταν 2 min. Η μζκοδοσ αξιολογικθκε ωσ προσ τα κφρια 

χαρακτθριςτικά ποιότθτασ και κρίκθκε κατάλλθλθ για το ςκοπό που αναπτφχκθκε. Τζλοσ,  

εφαρμόςκθκε ςτθν ανάλυςθ δφο πραγματικϊν δειγμάτων οφρων αλόγων. 

Η 3-μεκοξυτυραμίνθ (3ΜΤ) αποτελεί ζναν από τουσ μεταβολίτεσ τθσ ντοπαμίνθσ και τθσ 

λεβοντόπα, ουςιϊν που αποτελοφν για τα κθλαςτικά ενδογενείσ ουςίεσ, αλλά ταυτόχρονα 

κυκλοφοροφν και ςε φαρμακευτικά ςκευάςματα για τθν αντιμετϊπιςθ τθσ καταπλθξίασ 

(shock) και τθ κεραπεία τθσ νόςου του Parkinson, αντίςτοιχα. Η ςυγκζντρωςθ τθσ 3ΜΤ ςτα 

οφρα των αλόγων χρθςιμοποιείται ωσ δείκτθσ χοριγθςθσ τθσ λεβοντόπα και τθσ 

ντοπαμίνθσ. Ο AORC ζχει κζςει ωσ ανϊτατο επιτρεπόμενο όριο ςτθ ςυγκζντρωςθ τθσ 3ΜΤ 

ςτα οφρα των αλόγων τα 4 μg mL-1 (ελεφκερθσ και ςυηευγμζνθσ). Αναπτφχκθκε μζκοδοσ 

LC/QTOF-MS για τθν ποςοτικοποίθςθ και τθν επιβεβαίωςθ τθσ 3ΜΤ ςε οφρα αλόγων. Η 

προκατεργαςία των δειγμάτων περιελάμβανε υδρόλυςθ, καταβφκιςθ των πρωτεινϊν με 

προςκικθ ακετονιτριλίου και υπερφυγοκζντρθςθ και φιλτράριςμα του υπερκείμενου 

υγροφ. Ωσ εςωτερικό πρότυπο χρθςιμοποιικθκε 3ΜΤ-d4. Χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι HILIC, 

θ οποία επιτρζπει τθ ςυγκράτθςθ πολφ πολικϊν μορίων με τθ χρθςιμοποίθςθ πολικϊν 

ςτατικϊν φάςεων και κινθτϊν φάςεων με υψθλι περιεκτικότθτα οργανικοφ τροποποιθτι. 

Για τθν ανίχνευςθ του αναλφτθ και του εςωτερικοφ προτφπου επιλζχκθκε κετικόσ ιονιςμόσ 

με τθν τεχνικι τθσ θλεκτροδιάχυςθσ και θ ςάρωςθ κυγατρικϊν ιόντων προεπιλεγμζνου 

ιόντοσ επιλζχκθκε ωσ τεχνικι λειτουργίασ του οργάνου QTOF-MS. Η μζκοδοσ αξιολογικθκε 

ωσ προσ τα κφρια χαρακτθριςτικά ποιότθτασ και κρίκθκε κατάλλθλθ για το ςκοπό που 

αναπτφχκθκε. Τζλοσ εφαρμόςκθκε ςε 3 πραγματικά κετικά δείγματα. 
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Summary 
 

In the current study, new qualitative and quantitative methods were developed and 

validated for the doping control screening analysis, confirmation, and/or quantitative 

determination of prohibited substances using LC/TOF-MS technology. The first part of this 

work presents the use of LC/TOF-MS for the multiple detection of a great number of 

prohibited substances in athletes urine. In the second part, the same technology was applied 

for the quantification and identification of 4 threshold substances in horse urine using direct 

injection analysis. 

Unification of screening protocols for a wide range of doping agents has become an 

important issue for doping control laboratories. In the present study, a high throughput 

screening method was developed for the multiple detection of 266 small molecule analytes 

from all categories of prohibited substances included in the WADA List. The proposed 

methodology  is based on a single-step liquid-liquid extraction of hydrolyzed urine and the 

use of a rapid-resolution LC/TOF-MS system acquiring continuous full scan spectral data. 

Electrospray ionization in the positive mode was applied. The extraction protocol and 

sample preparation procedure used in this study was applied in the OACA doping control 

laboratory for the routine screening analysis of anabolic agents and corticosteroids. Our 

approach on sample preparation was to study the efficiency of this procedure for other 

classes of substances (stimulants, narcotics, diuretics). Validation parameters consisted of 

identification capability, limit of detection, specificity, ion suppression, extraction recovery, 

repeatability and mass accuracy. Detection criteria were established on the basis of 

retention time reproducibility and mass accuracy. The suitability of the methodology for 

doping control was demonstrated with positive urine samples. The preventive role of the 

method was proved by the case where full scan acquisition with accurate mass 

measurement allowed the retrospective reprocessing of acquired data from past doping 

control samples for the detection of a designer drug, the stimulant 4-methyl-2-hexanamine, 

which resulted in re-reporting a number of stored samples as positives for this particular 

substance, when, initially, they had been reported as negatives. 

Hydrocortisone is the primary endogenous glucocorticosteroid and is used in equine 

veterinary medicine for its anti-inflammatory properties. As an endogenous substance, its 

control in equine sports is regulated by a threshold value of 1 μg ml-1 free hydrocortisone in 

urine. Two simple and rapid LC/MS methods with direct injection analysis were developed 

and validated for the quantification and identification of hydrocortisone in equine urine 

using the same sample preparation but different mass spectrometric systems: IT-MS and 

TOF-MS. The main advantage of the proposed methodology is the minimal sample 

preparation procedure, as particle-free diluted urine samples were directly injected into 

both LC/MS systems. Desonide was used as internal standard (IS). The tested linear range 

was 0,25–2,5 μg ml−1 for both methods. Matrix effects were evaluated by preparing and 

analyzing calibration curves in water solutions and different horse urine samples. A great 

variation of the signal both for hydrocortisone and the internal standard was observed in 

different matrices. To overcome matrix effects, the unavailability of blank matrix and the 

excessive cost of the isotopically labeled internal standard, standard additions calibration 
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method was applied. This work is an exploration of the performance of the standard 

additions approach in a method where neither non isotopic internal standards nor extensive 

sample preparation is utilized and no blank matrix is available. Validation results on linearity, 

accuracy and precision for both methods prove their suitability for the doping control 

analysis of hydrocortisone in horse urine. The above method was applied to a real sample, 

using both LC/MS methods. 

In equine sport, theobromine is prohibited with a threshold level of 2 μg mL-1 in urine. Two 

simple LC/MS methods for the identification andquantification of theobromine were 

developed and validated using the same sample preparation procedure but different mass 

spectrometric systems (IT-MS and TOF-MS. Particle-free diluted urine samples were directly 

injected into the LC/MS systems, avoiding the time-consuming extraction step. 3-

Propylxanthine was used as the internal standard. The tested linear range was 0.75–15 μg 

mL-1. Matrix effects were evaluated analyzing calibration curves in water and different 

fortified horse urine samples. A great variation in the signal of theobromine and the internal 

standard was observed in different matrices. To overcome matrix effects, a standard 

additions calibration method was applied. The linearity, accuracy and precision for both 

methods prove their suitability for the doping control analysis of theobromine in horse 

urine. The methods were applied to two case samples, demonstrating simplicity, accuracy 

and selectivity. 

Salicylates have analgesic, anti-inflammatory, and antipyretic properties. In horses, 

salicylates may derive both from feeding as well as from medication. In equine sport, 

salicylic acid is prohibited with a threshold level of 750 μg mL−1 in urine. A simple and rapid 

LC/MS method was developed and validated for the quantification and identification of 

salicylic acid. Urine samples after 900-fold dilution and addition of the internal standard (4-

methylsalicylic acid) were directly injected to the LC/QTOF-MS system. Electrospray 

ionization in negative mode with full scan acquisition mode and product ion scan mode were 

chosen for the quantification and identification of salicylic acid, respectively. Run time was 

2.0 min. The tested linear range was 2.5–50 μg mL−1 (after 100-fold sample dilution). The 

linearity, accuracy, and precision results prove the method’s suitability for the doping 

control analysis of salicylic acid in horse urine. The area ratios of the diagnostic product ions 

of salicylic acid were found to be precise for confirmation purposes. The above method was 

applied to the quantitative and confirmatory analysis of two real samples. 

The endogenous catecholamine dopamine and its pharmacologically inert precursor, L-dopa, 

are both available as human pharmaceutical preparations and can be used as performance 

enhancing drugs in horses. Urinary 3-methoxytyramine is used as an indicator of 

dopaminergic manipulation resulting from dopamine or levodopa administration and is 

prohibited with a urinary threshold of 4 μg mL−1 (free and conjugated). A simple LC/MS 

method was developed and validated for the quantification and identification of 3-

methoxytyramine in equine urine. Sample preparation involved enzymatic hydrolysis and 

protein precipitation. ΗILIC was selected as a separation technique that allows effective 

retention of polar substances like 3-methoxytyramine and efficient separation from matrix 

compounds. Electrospray ionization (ESI) in positive mode with product ion scan mode was 

chosen for the detection of the analytes. Studies on matrix effects showed ion suppression 

depending on the horse urine used. To overcome the variability of the results originating 

from the matrix effects, isotopic labelled internal standard was used and linear regression 
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calibration methodology was applied for the quantitative determination of the analyte. The 

linearity, accuracy and precision results prove the method’s suitability for the doping control 

analysis of 3-methoxytyramine in horse urine. The above method was applied to the 

quantitative and confirmatory analysis of three case samples. 

 

 

 

     

 

          

 

 


