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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Αληηθείκελν ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο, απνηειεί ε αλάπηπμε θαη επηθχξσζε 

κεζφδνπ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ νξγαληθψλ νπζηψλ πνπ κεηαλαζηεχνπλ απφ ηνλ ηειηθφ 

πεξηέθηε ζην πεξηερφκελν θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο βνξηθνλαδφιεο, κε ρξήζε ηεο 

ηερληθήο ηεο πγξνρξσκαηνγξαθίαο – θαζκαηνκεηξίαο καδψλ (LC-MS).  

πγθεθξηκέλα, αλαπηχρζεθε θαη επηθπξψζεθε κηα κεζφδνο SPE-HPLC-MS γηα ηνλ 

ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ησλ νπζηψλ κεηαλάζηεπζεο. Καζνξίζηεθαλ νη ζπλζήθεο γηα 

ηε δηαδηθαζίαηεο εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο (SPE) θαη ππνινγίζηεθαλ νη νιηθέο 

αλαθηήζεηο ησλ αλαιπηψλ (%Recovery) ζην δείγκα.  

Καηά ηελ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ, πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ 

πνηφηεηάο ηεο. Οη παξάκεηξνη πνπ εμεηάζηεθαλ ήηαλ ε δνθηκαζία θαηαιιειφηεηαο ηνπ 

ζπζηήκαηνο, ε γξακκηθφηεηα, ε νξζφηεηα, ε επαλαιεςηκφηεηα, ε ελδηάκεζε πηζηφηεηα, 

ε ζηαζεξφηεηα θαη ε αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ.  

Σέινο, έγηλε εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ γηα ηνλ εκη-πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ νπζηψλ 

πνπ κεηαλαζηεχνπλ ζε πξαγκαηηθφ δείγκα βνξηθνλαδφιεο, ην νπνίν είρε έξζεη ζε επαθή 

κε ηνλ ηειηθφ πεξηέθηε ηεο ηειηθήο ζπζθεπαζίαο ηνπ θαξκάθνπ. Ζ αλάιπζε ηνπ 

δείγκαηνο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ ηερληθή HPLC-MS ζε ιεηηνπξγίεο ζεηηθνχ θαη 

αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ κε ειεθηξνςεθαζκφ (ESI).  

Ζ παξνχζα κειέηε κεηαλάζηεπζεο έρεη ζηφρν λα ειέγμεη ηελ χπαξμε ελψζεσλ πνπ 

κεηαλαζηεχνπλ, ζε ζπγθέληξσζε κεγαιχηεξε ηνπ αλαιπηηθνχ νξίνπ αμηνιφγεζεο 

ΑΔΣgenotoxic, ην νπνίν θαζνξίδεη φηη κηα νπζία είλαη γελνηνμηθή γηα ηνλ αλζξψπηλν 

νξγαληζκφ.  

 

 

ΘΔΜΑΣΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ: Φαξκαθεπηηθή αλάιπζε 

ΛΔΞΔΗ ΚΛΔΗ∆ΗΑ: Βνξηθνλαδφιε, κεηαλάζηεπζε, πεξηέθηεο, HPLC, MS, SPE, ΑΔΣ, 

Leachables, γελνηνμηθή δξάζε 
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ABSTRACT 

 

The purpose of this MSc thesis is the development and validation of an analytical 

method for the determination of the organic species that migrate from the final 

packaging into a voriconazole product, by using a Liquid Chromatography coupled to 

Mass Spectrometry (LC-MS) method.  

More specifically, an analytical SPE-HPLC/MS method for the simultaneous 

determination of leachables species was developed and validated. The conditions for 

the solid phase extraction (SPE) were determined and the total recoveries of the 

analytes (%Recovery) in the sample were calculated.  

During the method validation, the analytical characteristics of the method were 

evaluated. The examined parameters were the system suitability, the linearity, the 

trueness, the repeatability, the intermediate precision, the stability and the robustness of 

this method.  

Finally, the method was applied for the semi-quantitation of the substances that migrate 

into a real drug product, which has been previous come into contact with the final 

packaging of the drug product. The sample was analyzed by an HPLC-MS method with 

electrospray ionization (ESI) in positive and negative operation modes.  

Σhis migration study aims to verify the existence of leachables species at 

concentrations above the analytical evaluation threshold ΑΔΣgenotoxic, which defines that 

a substance may have genotoxic effect on human organism.  

 

 

 

SUBJECT AREA: Pharmaceutical analysis 

KEYWORDS: Voriconazole, migration, packaging, HPLC, MS, SPE, AET, Leachables, 

genotoxic effect 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1 

ΜΔΛΔΣΔ ΜΔΣΑΝΑΣΔΤΖ 

 

1.1 Δηζαγσγή 

 

Οη κειέηεο κεηαλάζηεπζεο (migration studies) είλαη εξγαζηεξηαθέο κειέηεο 

πνπ πξαγκαηνπνηνχληαη γηα ηε δηεξεχλεζε ηεο πνηνηηθήο θαη πνζνηηθήο θχζεο 

κηαο νπζίαο πνπ κεηαλαζηεχεη απφ πιηθφ ζπζθεπαζίαο/παξαγσγήο ζην 

πεξηερφκελν ελφο θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο, κε ζθνπφ ηελ εχξεζε ελφο 

ζπγθεθξηκέλνπ πξνθίι απηήο, ζην ηέινο ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπ εθάζηνηε 

θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο. [1] 

 

Μηα επηζηεκνληθά βάζηκε αμηνιφγεζε ησλ νπζηψλ πνπ κεηαλαζηεχνπλ είλαη 

ζεκαληηθή γηα ηνπο θαηαζθεπαζηέο, φζν θαη γηα ηνπο δηάθνξνπο πξνκεζεπηέο 

ηνπο, θπξίσο σο κέζν γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηεο θαηαιιειφηεηαο ησλ 

ζπζηεκάησλ ζπζθεπαζίαο/δηαλνκήο πνπ πξννξίδνληαη γηα ρξήζε, 

ιακβάλνληαο πάληα ππφςηλ ηηο ηζρχνπζεο λνκηθέο θαη θαλνληζηηθέο απαηηήζεηο 

πνπ δηέπνπλ ηελ Δπξσπατθή Φαξκαθνπνηία. Οη νπζίεο πνπ κεηαλαζηεχνπλ 

κπνξνχλ δπλεηηθά λα επεξεάζνπλ ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ 

θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο, ηελ αζθάιεηα θαη ηελ πνηφηεηά ηνπ. Οη πεγέο απφ 

ηηο νπνίεο απειεπζεξψλνληαη είλαη πνιιέο θαη αλαθέξνληαη ζηνλ Πίλαθα 1.1.  

Πίλαθαο 1.1: Πεγέο απειεπζέξσζεο νπζηώλ κεηαλάζηεπζεο [2] 

α/α Πεγέο 

1 Πιαζηηθά ζπζηήκαηα ζπζθεπαζίαο & Τιηθά θαηαζθεπήο 

2 Πιαζηηθά ζπζηήκαηα ζπζθεπαζίαο (αθνξά ηελ ηειηθή ζπζθεπαζία) 

3 Πιαζηηθά ζπζηήκαηα παξαγσγήο (σιελψζεηο, Φίιηξν παξαγσγήο) 

4 
Πιαζηηθέο Ηαηξηθέο ζπζθεπαζίεο γηα κεηαθνξά θαη δηαρείξηζε ησλ 

θαξκαθεπηηθψλ πξντφλησλ 
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1.2 Βαζηθέο Έλλνηεο θαη Οξηζκνί 

 

Leachables: είλαη νξγαληθέο θαη αλφξγαλεο ρεκηθέο ελψζεηο πνπ 

κεηαλαζηεχνπλ απφ έλα ζχζηεκα ηειηθήο ζπζθεπαζίαο/δηαλνκήο, απφ έλα 

ζπζηαηηθφ/ εμάξηεκα ηεο ηειηθήο ζπζθεπαζίαο ή απφ έλα πιηθφ θαηαζθεπήο 

ηεο ηειηθήο ζπζθεπαζίαο ζε έλα θαξκαθεπηηθφ πξντφλ ππφ θαλνληθέο 

ζπλζήθεο απνζήθεπζεο θαη ρξήζεο ή θαηά ηε δηάξθεηα επηηαρπλφκελσλ 

κειεηψλ ζηαζεξφηεηαο ηνπ θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο (accelerated stability 

studies). Οη νπζίεο απηέο κεηαλαζηεχνπλ κεηά ην πέξαο ηεο δηάξθεηαο δσήο 

ηνπ θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο. Δπηπιένλ, νη ρεκηθέο νπζίεο κπνξνχλ λα 

απειεπζεξσζνχλ απφ ηα ζπζηήκαηα ζπζθεπαζίαο/δηαλνκήο ζε αζζελείο 

κέζσ ηεο άκεζεο επαθήο. [1-3] 

 

Οη κειέηεο κεηαλάζηεπζεο κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζην πιαίζην κηαο 

νιηθήο αμηνιφγεζεο ησλ νπζηψλ πνπ κπνξεί λα κεηαλαζηεχζνπλ 

(«leachables»), κε ζηφρν λα δηεπθνιχλνπλ ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ νπζηψλ, 

ησλ νπνίσλ ε παξνπζία πξνθαιεί απνηειέζκαηα εθηφο πξνδηαγξαθψλ (OOS) 

γηα έλα πξντφλ, λα θαζηεξψζνπλ ηε ρεηξφηεξε πεξίπησζε (worst-case 

scenario) ζην πξνθίι κηαο «leachable»νπζίαο, θαη λα εληνπίζνπλ ηηο ηάζεηο 

ζηα επίπεδα ζπζζψξεπζεο ησλ ρεκηθψλ νπζηψλ πνπ απειεπζεξψλνληαη.  

 

Extractables: Δίλαη νξγαληθέο θαη αλφξγαλεο ρεκηθέο νληφηεηεο πνπ κπνξνχλ 

λα απειεπζεξσζνχλ απφ έλα ζχζηεκα ζπζθεπαζίαο/δηαλνκήο, εμάξηεκα ηεο 

ζπζθεπαζίαο ή πιηθφ ζπζθεπαζίαο θαηά ηελ παξαγσγή ηεο, ζε έλα 

θαξκαθεπηηθφ πξντφλ ππφ εμαλαγθαζκέλεο εξγαζηεξηαθέο ζπλζήθεο. 

Αλάινγα κε ηνλ εηδηθφ ζθνπφ ηεο κειέηεο ηεο εθρχιηζεο, απηέο νη 

εξγαζηεξηαθέο ζπλζήθεο (π.ρ. δηαιχηεο, ζεξκνθξαζία, ζηνηρεηνκεηξία, θ.ιπ.) 

κπνξνχλ λα επηηαρχλνπλ ή λα επηδεηλψζνπλ ηηο θαλνληθέο ζπλζήθεο 

απνζήθεπζεο θαη ρξήζεο γηα έλα θαξκαθεπηηθφ ζθεχαζκα. Οη νπζίεο πνπ 

εθρπιίδνληαη ή νη ελψζεηο πνπ πξνέξρνληαη απφ απηέο, έρνπλ ηε δπλαηφηεηα 

λα εηζέιζνπλ ζε έλα θαξκαθεπηηθφ πξντφλ θάησ απφ θαλνληθέο ζπλζήθεο 

απνζήθεπζεο θαη ρξήζεο. [3] 
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Extraction Studies: Δίλαη νη ζπλνιηθέο εξγαζηεξηαθέο δηεξγαζίεο εθρχιηζεο 

απφ ηα ζπζηαηηθά κηαο ζπζθεπαζίαο, ή απφ ηα πιηθά θαηαζθεπήο πνπ 

απαηηνχληαη, πξνθεηκέλνπ λα δεκηνπξγεζεί ην πξνθίι ησλ νπζηψλ απηψλ. Οη 

κειέηεο εθρχιηζεο αλαθέξνληαη ζπρλά σο «Διεγρφκελεο Μειέηεο Δθρχιηζεο». 

[2] 

 

Characterization (Υαξαθηεξηζκόο): είλαη ε αλαθάιπςε, ηαπηνπνίεζε θαη 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο θάζε νξγαληθήο θαη αλφξγαλεο νπζίαο πνπ κεηαλαζηεχεη, 

ε νπνία βξίζθεηαη ζε έλα θαξκαθεπηηθφ ζθεχαζκα πάλσ απφ έλα 

πξνθαζνξηζκέλν επίπεδν ή φξην. Σα φξηα βαζίδνληαη θπξίσο ζε δεηήκαηα 

αζθάιεηαο ησλ αζζελψλ, θαη δίλεηαη ηδηαίηεξε πξνζνρή ζηηο δπλαηφηεηεο ηεο 

αλαιπηηθήο ηερλνινγίαο, θαη ζε άιια ζπλαθή ζέκαηα. [3] 

 

Identification (Σαπηνπνίεζε): είλαη ε δηαδηθαζία γηα ηελ εχξεζε κηαο 

κνξηαθήο δνκήο ηεο νξγαληθήο νπζίαο πνπ κεηαλαζηεχεη ή ηελ εχξεζε ησλ 

ζπζηαηηθψλ ζηνηρείσλ ηεο, ζε πεξίπησζε πνπ είλαη αλφξγαλε ρεκηθή έλσζε. 

[3] 

 

Quantitation (Πνζνηηθνπνίεζε): είλαη ε δηαδηθαζία γηα ηε κέηξεζε ηνπ 

επηπέδνπ, ή ηεο ζπγθέληξσζεο, κηαο νξγαληθήο ή αλφξγαλεο νπζίαο πνπ 

κεηαλαζηεχεη θαη εκπεξηέρεηαη ζε έλα θαξκαθεπηηθφ ζθεχαζκα. [3] 

 

Leachables Profiles: είλαη ην πνηνηηθφ ή/θαη πνζνηηθφ αλαιπηηθφ πξνθίι ηνπ 

πεξηερνκέλνπ ηεο νπζίαο πνπ κεηαλαζηεχεη θαη εκπεξηέρεηαη ζε έλα 

ζπγθεθξηκέλν θαξκαθεπηηθφ ζθεχαζκα. [3] 

 

Οη πηζαλέο απηέο νπζίεο έρνπλ κηα ζεκαληηθή ρεκηθή πνηθηιία, θαη σο εθ 

ηνχηνπ, κηα πνηθηιία θπζηθψλ θαη ρεκηθψλ ηδηνηήησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο 

ηεο πνιηθφηεηαο, ηεο πηεηηθφηεηαο θαη ηεο δηαιπηφηεηαο. Δλψ, ζρεηηθά 

πηεηηθέο ελψζεηο κπνξνχλ λα κεηαλαζηεχζνπλ πην εχθνια ζε νπνηνδήπνηε 

ηχπν ζθεπάζκαηνο κέζσ έκκεζεο επαθήο, κε πηεηηθέο ελψζεηο απαηηνχλ 
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γεληθά άκεζε επαθή. Οη πηπρέο πνπ πξέπεη λα εμεηαζηνχλ σο πξνο ηελ 

επαθή είλαη δχν: Ζ θχζε ηεο επαθήο κε ην ζθεχαζκα (δειαδή, άκεζε ή 

έκκεζε) θαη ε δηάξθεηα ηεο επαθήο (παξνδηθή ή ζπλερήο). [4] 

 
 

1.3 Οξηαθέο Σηκέο Αζθαιείαο 

 
Σα φξηα πνπ έρνπλ πξνηαζεί εηδηθά γηα ηηο ρεκηθέο νπζίεο πνπ 

απειεπζεξψλνληαη ζε έλα θαξκαθεπηηθφ πξντφλ, βαζίδνληαη, είηε ζε ζεσξίεο 

γηα ηελ αζθάιεηα ησλ αζζελψλ, είηε ζηηο ηξέρνπζεο δπλαηφηεηεο ηεο 

αλαιπηηθήο ηερλνινγίαο. Σα φξηα αζθαιείαο είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθά, επεηδή 

νη ζχγρξνλεο αλαιπηηθέο ηερληθέο επηηξέπνπλ ηελ αλίρλεπζε ηρλψλ νξγαληθψλ 

θαη αλφξγαλσλ ρεκηθψλ νληνηήησλ ζε εμαηξεηηθά ρακειά επίπεδα (δειαδή, 

ng/mL, ng/g). Σα φξηα αζθαιείαο επηηξέπνπλ έλαλ επηζηεκνληθφ 

πξνζδηνξηζκφ ησλ απνδεθηψλ επηπέδσλ ησλ νπζηψλ θαη κπνξνχλ λα 

βαζηζηνχλ ζρεηηθά κε ηελ αμηνιφγεζε θηλδχλνπ, ζε απνηειέζκαηα απφ 

πξνθιηληθέο κειέηεο έθζεζεο, φπσο επίζεο θαη ζε πξφζζεηνπο παξάγνληεο 

θηλδχλνπ γηα ηελ αζθάιεηα, φπσο ε νδφο ρνξήγεζεο, ε θαζεκεξηλή έθζεζε, 

θαη ε δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο. Δπεηδή ηα φξηα αζθαιείαο πξνθχπηνπλ απφ ηα 

ζηνηρεία ηεο έθζεζεο, ζεσξνχληαη σο κνλάδεο έθζεζεο, φπσο ε ζπλνιηθή 

εκεξήζηα πξφζιεςε (TDI). Έηζη, νπνηνδήπνηε φξην πξέπεη λα κεηαηξαπεί ζε 

κνλάδεο ζπγθέληξσζεο (π.ρ., κg/mL), ψζηε λα κπνξεί λα εθαξκνζηεί σο έλα 

αλαιπηηθφ φξην ζην εξγαζηήξην. [5]  

 

Σα φξηα αζθαιείαο πνπ εθαξκφδνληαη ζηηο κειέηεο κεηαλάζηεπζεο είλαη ηα 

εμήο:  

 

Threshold of Toxicological Concern (TTC): είλαη έλα επίπεδν ηεο 

αλζξψπηλεο πξφζιεςεο ή έθζεζεο πνπ ζεσξείηαη φηη είλαη ακειεηένπ 

θηλδχλνπ, παξά ηελ απνπζία ησλ εηδηθψλ ρεκηθψλ δεδνκέλσλ ηνμηθφηεηαο. [3, 

6] 
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Safety Concern Threshold (SCT): είλαη ην φξην θάησ απφ ην νπνίν κηα νπζία 

πνπ κεηαλαζηεχεη ζα είρε κηα δφζε ηφζν ρακειή, ψζηε λα παξνπζηάδεη 

ακειεηέεο αλεζπρίεο γηα ηελ αζθάιεηα απφ θαξθηλνγφλεο θαη κε θαξθηλνγφλεο 

ηνμηθέο επηδξάζεηο. [3,5] 

 

Γηα γελνηνμηθέο νπζίεο (genotoxic) νθζαικηθψλ ή παξεληεξηθψλ 

θαξκαθεπηηθψλ ζθεπαζκάησλ, ην SCT αλέξρεηαη ζηα 1,5 κg/εκέξα, ελψ γηα 

εξεζηζηηθέο (rritant) ή επαηζζεζηνγφλεο νπζίεο (sensitizer) νθζαικηθψλ ή 

παξεληεξηθψλ θαξκαθεπηηθψλ ζθεπαζκάησλ, ην SCT αλέξρεηαη ζηα 5,0 

κg/εκέξα. [3] 

 

Qualification Threshold (QT): είλαη ην φξην θάησ απφ ην νπνίν κηα δεδνκέλε 

κε θαξθηλνγφλνο νπζία κεηαλάζηεπζεο δελ εμεηάδεηαη σο πξνο ηελ 

πηζηνπνίεζε αζθάιεηαο (ηνμηθνινγηθέο εθηηκήζεηο), εθηφο θαη αλ ε νπζία 

παξνπζηάδεη αλεζπρίεο σο πξνο ηε ζρέζε δνκήο-δξάζεο (SAR). [3, 5] 

Analytical Evaluation Threshold (AET): είλαη ην φξην ζην ή πάλσ απφ ην 

νπνίν κηα νπζία κεηαλάζηεπζεο ζα πξέπεη λα ραξαθηεξίδεηαη θαη λα 

αλαθέξεηαη γηα ηνμηθνινγηθή αμηνιφγεζε. Σν ΑΔΣ κπνξεί λα ππνινγηζηεί κε 

καζεκαηηθφ ηξφπν απφ ην SCT (ή άιια φξηα) κε βάζε παξάγνληεο πνπ 

πεξηιακβάλνπλ ηηο παξακέηξνπο δνζνινγίαο ηνπ θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο. 

[3, 7] 

 

Έλαογεληθφο ηχπνο γηα ηε κεηαηξνπή ηνπ SCT κηαο γελνηνμηθήο νπζίαο (1,5 

κg/εκέξα) ζην φξην ΑΔΣ δίλεηαη παξαθάησ:  

 

ΑΔΣ (
  

         
)=(

         

         
)×(

            

         
)  (1.1)  

 

Γηα πγξέο κνξθέο δνζνινγίαο:  

ΑΔΣ (
  

  
)= 

  

         
÷

  

         
  (1.2)  

 

Γηα ζηεξεέο κνξθέο δνζνινγίαο:  
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ΑΔΣ (
  

 
)= 

  

         
÷

 

         
  (1.3) 

 

Σν φξην ΑΔΣ θαζνξίδεη αθελφο ην επίπεδν ζην νπνίν νη άγλσζηεο νπζίεο ηεο 

κεηαλάζηεπζεο, ζα πξέπεη λα πξνζδηνξηζηνχλ θαη λα πνζνηηθνπνηεζνχλ ζε 

έλα ζπγθεθξηκέλν θαξκαθεπηηθφ πξντφλ, θαη αθεηέξνπ ην επίπεδν πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζεί σο βάζε γηα ηελ αλάπηπμε κηαο αλαιπηηθήο κεζφδνπ.  

 

Έλα παξάδεηγκα νξίνπ αζθαιείαο πνπ έρεη νπζηαζηηθά εθαξκνζηεί ζηελ 

αλάπηπμε θαξκαθεπηηθψλ πξντφλησλ είλαη ην φξην TTC. Ζ πξνζέγγηζε TTC 

εγθξίζεθε απφ ηνλ Δπξσπατθφ Οξγαληζκφ Φαξκάθσλ (EMA) γηα λα 

αμηνινγήζεη γελνηνμηθέο πξνζκίμεηο, ρξεζηκνπνηψληαο έλαλ παξάγνληα 

θηλδχλνπ θαξθίλνπ 10-5 (1 ζηηο 100.000). Σν πξνηεηλφκελν φξην αζθαιείαο ηνπ 

EMA γηα γελνηνμηθέο πξνζκίμεηο κε ηε ρξήζε ηνπ TTC, είλαη 1,5 κg/εκέξα. 

Ο νξγαληζκφο PQRI (Product Quality Research Institute) πξφηεηλε έλα 

«δέληξν απφθαζεο» (Δηθφλα 1.1) γηα ηελ αμηνιφγεζε ησλ νπζηψλ ηεο 

κεηαλάζηεπζεο. [8] 
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Δηθόλα 1.1: Γέληξν απόθαζεο γηα ηαπηνπνίεζε θαη αμηνιόγεζε νπζηώλ 

κεηαλάζηεπζεο [7] 
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1.4 θνπόο Μειεηώλ Μεηαλάζηεπζεο 

 

Ζ δηαρείξηζε ησλ νπζηψλ κεηαλάζηεπζεο είλαη ζεκαληηθή γηα ηνπο 

παξαγσγνχο ησλ θαξκαθεπηηθψλ θαη βηνηερλνινγηθψλ/βηνινγηθψλ πξντφλησλ 

θαη ηηο θαλνληζηηθέο αξρέο, επεηδή νξηζκέλεο απφ απηέο πνπ βξίζθνληαη ζε 

ζπγθεληξψζεηο κεγαιχηεξεο, κπνξνχλ λα παξνπζηάζνπλ αλεζπρίεο γηα ηελ 

αζθάιεηα ησλ αζζελψλ ή θαη ζέκαηα ζπκβαηφηεηαο ζηα θαξκαθεπηηθά 

ζθεπάζκαηα. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1980, ν Ακεξηθαληθφο 

Οξγαληζκφο Διέγρνπ Φαξκάθσλ θαη Σξνθίκσλ (FDA) άξρηζε επηζήκσο θαη 

δηεμνδηθά λα θαηαγξάθεη ηηο νπζίεο πνπ απειεπζεξψλνληαη ζηα θαξκαθεπηηθά 

πξντφληα χζηεξα απφ επξήκαηα επαηζζεζίαο ησλ αζζελψλ, πνπ 

πξνθιήζεθαλ απφ ρεκηθέο νπζίεο, ζρεηηθέο κε ηελ κεηαλάζηεπζε. [9, 10] Απφ 

ηφηε, ε δηαρείξηζε ησλ νπζηψλ απηψλ γηα ηα ζπζηήκαηα ζπζθεπαζίαο θαη ηα 

ηειηθά πξντφληα θαξκάθσλ, έρεη γίλεη έλα ζεκαληηθφ κέξνο ηεο αλάπηπμεο 

θαξκαθεπηηθψλ πξντφλησλ θαη ησλ θαλνληζηηθψλ πξνδηαγξαθψλ γηα πνιινχο 

ηχπνπο δνζνινγίαο, ηδηαίηεξα γηα εθείλνπο ηνπ πςεινχ θηλδχλνπ, σο πξνο ηελ 

αιιειεπίδξαζε κε ην ζχζηεκα ζπζθεπαζίαο, αιιά θαη σο πξνο ηελ νδφ 

ρνξήγεζεο. [11, 12] Σα είδε ησλ θαξκαθεπηηθψλ ζθεπαζκάησλ πςεινχ θαη 

ρακεινχ θηλδχλνπ παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 1.2.  

 

Γνζνκεηξηθέο κνξθέο πςεινχ θηλδχλνπ πεξηιακβάλνπλ: εηζπλεφκελα 

αεξνιχκαηα θαη δηαιχκαηα, ελέζηκα θαη ελέζηκα ελαησξήκαηα, νθζαικηθά θαη 

δηαδεξκηθά επηζέκαηα θαη αινηθέο. Δίλαη ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί, σζηφζν, φηη 

αθφκε θαη νη ρακεινχ θηλδχλνπ δνζνκεηξηθέο κνξθέο παξνπζηάδνπλ θάπνην 

θίλδπλν θαη φηη νη θαηάιιειεο θαη απζηεξέο αμηνινγήζεηο ησλ νπζηψλ κπνξνχλ 

λα απνβνχλ ζεκαληηθέο ζε ζπγθεθξηκέλα θαξκαθεπηηθά πξντφληα ζε 

θαηεγνξίεο δνζνινγίαο ρακειφηεξνπ θηλδχλνπ (π.ρ. ηνπηθέο θαη δηα ηνπ 

ζηφκαηνο κνξθέο). [13] 
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Πίλαθαο 1.2: Παξαδείγκαηα βαζκνύ αλεζπρίαο γηα θνηλέο θαηεγνξίεο θαξκαθεπηηθώλ 

πξντόλησλ [13] 

Βαζκόο 

αλεζπρίαο 

ζρεηηθά κε ηελ 

νδό ρνξήγεζεο 

Πηζαλόηεηα αιιειεπίδξαζεο ηεο ζπζθεπαζίαο κε ην ζθεύαζκα 

 Τςειή Μέηξηα Υακειή 

Τςειόο Δηζπλεφκελα 
αεξνιχκαηα θαη πξέη 

 
Δλέζηκα θαη Δλέζηκα 

ελαησξήκαηα 
 

Δηζπλεφκελα 
δηαιχκαηα 

 

Απνζηεηξσκέλεο θφλεηο 
θαη θφλεηο γηα έλεζε 

 
Δηζπλεφκελεο θφλεηο 

Μέηξηνο 

Γηαδεξκηθά 
Δπηζέκαηα 

 
Αινηθέο 

 
Οθζαικηθά δηαιχκαηα 

θαη ελαησξήκαηα 
 

Ρηληθά αεξνιχκαηα θαη 
πξέη 

 

- 

Υακειόο 

 
Σνπηθά δηαιχκαηα θαη 

ελαησξήκαηα 
 

Σνπηθά θαη γισζζηθά 
αεξνιχκαηα 

 

ηνκαηηθά δηαιχκαηα 
θαη ελαησξήκαηα 

 

- 

 
ηνκαηηθά δηζθία θαη 
θάςνπιεο (ζθιεξήο/ 
καιαθήο δειαηίλεο) 

 

Σνπηθέο θφλεηο 

 

Γηα ηνπ ζηφκαηνο θφλεηο 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2 

ΒΟΡΗΚΟΝΑΕΟΛΖ 

 

2.1 Δηζαγσγή – Υξήζεηο 

 
Ζ βνξηθνλαδφιε είλαη έλα αληηκπθεηηαζηθφ θάξκαθν πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα 

ηε ζεξαπεία νξηζκέλσλ κπθεηηαζηθψλ ινηκψμεσλ, φπσο ε αζπεξγίιισζε, ε 

θαληηληίαζε, ν έιεγρνο ηεο θνθθηδηνεηδνκπθεηίαζεο, ε ηζηνπιάζκσζε, ε 

πεληθηιίσζε θαη ινηκψμεηο απφ ηα είδε κπθήησλ Scedosporium θαη 

Fusarium,ηα νπνία κπνξεί λα εκθαληζηνχλ ζε αλνζνθαηεζηαικέλνπο 

αζζελείο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ αλζξψπσλ πνπ ππνβάιινληαη ζε 

αιινγελή κεηακφζρεπζε κπεινχ ησλ νζηψλ (BMT), νη νπνίνη έρνπλ 

αηκαηνινγηθνχο θαξθίλνπο ή ππνβάιινληαη ζε κεηακνζρεχζεηο νξγάλσλ. 

Μπνξεί λα ιακβάλεηαη απφ ην ζηφκα ή λα ρνξεγείηαη κε ελδνθιέβηα έγρπζε. 

[14] 

 

2.2 Φπζηθά θαη Υεκηθά Υαξαθηεξηζηηθά 

 

Ζ βνξηθνλαδφιε (voriconazole) είλαη κία ιεπθή ζθφλε, ε νπνία αλήθεη ζηα 

ηξηαδνιηθά αληηκπθεηηαζηθά δεχηεξεο γεληάο θαη απνηειεί ζπλζεηηθφ παξάγσγν 

ηεο θινπθνλαδφιεο. Απνηειείηαη απφ κία βνπηαλφιε ζπλδεδεκέλε κε ηξεηο 

αξσκαηηθνχο δαθηπιίνπο. Ζ βνξηθνλαδφιε είλαη ηξηαδνιηθφ αληηκπθεηηαζηθφ, 

ιφγσ ηνπ φηη ν πξψηνο άλζξαθαο ηεο βνπηαλφιεο ζπλδέεηαη κε κία ηξηαδφιε. 

ηνλ δεχηεξν άλζξαθα ηεο βνπηαλφιεο ππάξρεη κηα ππνθαηάζηαζε κε έλαλ 

βελδνιηθφ ππξήλα, ζηηο ζέζεηο 2 θαη 4 ηνπ νπνίνπ ππάξρεη θζφξην. Σέινο, ν 

ηξίηνο άλζξαθαο ηεο βνπηαλφιεο ζπλδέεηαη κε έλαλ εμακειή εηεξνθπθιηθφ 

δαθηχιην ππνθαηεζηεκέλν κε θζφξην, ηνλ 5-θζνξνππξηκηδηλν-4-πιν-δαθηχιην. 

Ωο πξνο ηε δηαιπηφηεηα, είλαη ινγηθφ ε βνξηθνλαδφιε, φληαο άπνιε, λα 

δηαιχεηαη ζε άπνινπο νξγαληθνχο δηαιχηεο, φπσο ε αηζαλφιε, ε αθεηφλε, ην 

κεζπιελνρισξίδην θαη ην δηκεζπινζνπιθνμείδην (dimethylsulfoxide, DMSO). 

[14, 15] 
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Δηθόλα 2.1: Απεηθόληζε ρεκηθήο δνκήο βνξηθνλαδόιεο [16, 17] 

 

 

 

Πίλαθαο 2.1: Υαξαθηεξηζηηθά βνξηθνλαδόιεο [14,15] 

Γεληθά Υαξαθηεξηζηηθά θαη Φπζηθνρεκηθέο Ηδηόηεηεο 

Όλνκα θαηά IUPAC 
(2R,3S)-2-(2,4-difluorophenyl)-3-(5-

fluoropyrimidin-4-yl)-1-(1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol 

CAS number 137234-62-9 

Μνξηαθόο Σύπνο C16H14F3N5O 

ρεηηθή Μνξηαθή κάδα 349,317 

Αθξηβήο Μάδα 349,115 

Δκθάληζε Λεπθή έσο ππφιεπθε ζθφλε 

εκείν ηήμεο 127 – 130 ˚C 

εκείν βξαζκνύ 508,6 ˚C 

Γηαιπηόηεηα 

9,78 × 10-2 g/L ζην λεξφ 

Γηαιπηή ζε αηζαλφιε, αθεηφλε, κεζπιελνρισξίδην 

θαη DMSO 

LogP 1,0 

Θεξκνθξαζία 

απνζήθεπζεο ηνπ 

πξντόληνο 

15 – 30 ˚C γηα ην κε αλαζπζηαζέλ πξντφλ,ελψ 5 ± 

3 ˚C γηα ην αλαζπζηαζέλ πξντφλ  

(γηα 24 ψξεο) 

https://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjSra-qwZ_gAhVKsqQKHWYcDJoQjRx6BAgBEAU&url=https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-voriconazole_fig1_262628073&psig=AOvVaw2Sq6xvnGjkSYTqvv-SevrJ&ust=1549281427114430
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2.3 Πξνζκίμεηο 

 

Καηά ηελ αλάιπζε δείγκαηνο βνξηθνλαδφιεο, είλαη δπλαηφλ λα αληρλεπηνχλ 

αξθεηέο πξνζκίμεηο (impurities). Απηέο κπνξεί λα πξνέξρνληαη απφ 

ππνιείκκαηα πξψησλ πιψλ, απφ πξνζκίμεηο θαηά ηελ παξαγσγηθή δηαδηθαζία 

θαη απφ πξντφληα απνηθνδφκεζεο. ηελ Δηθφλα 2.2, θαίλνληαη νη γλσζηέο 

πξνζκίμεηο (Α, Β, C, D θαη E) πνπ έρνπλ αληρλεπηεί ζε ζθεπάζκαηα 

βνξηθνλαδφιεο. χκθσλα κε ηελ επξσπατθή θαξκαθνπνηία, νη πξνζκίμεηο Α, 

Β θαη C, ζηελ πξψηε χιε, δελ πξέπεη λα uπεξβαίλνπλ έθαζηε ην 0,15%, ελψ 

ε πξφζκημε D, αληίζηνηρα, ην 0,2%. Όζνλ αθνξά ζηελ πξφζκημε Δ, ην φξην 

είλαη 0,1%, ελψ ην άζξνηζκα ησλ πέληε γλσζηψλ θαη ησλ άγλσζησλ 

πξνζκίμεσλ ηεο βνξηθνλαδφιεο ζηελ πξψηε χιε δελ πξέπεη λα μεπεξλάεη ην 

0,5%. Οη δηαδηθαζίεο ειέγρνπ πνηφηεηαο (QC) γηα ηελ αλίρλεπζε πξνζκίμεσλ 

ζε έλα θαξκαθεπηηθφ ζθεχαζκα, είλαη ππνρξεσηηθέο θαη δηεμάγνληαη κε HPLC. 

[16, 18, 19] 

 

Δηθόλα 2.2: Βνξηθνλαδόιε θαη βαζηθέο πξνζκίμεηο δξαζηηθήο νπζίαο [16, 20] 

https://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjrr_OEkqDgAhUPUlAKHcymCvEQjRx6BAgBEAU&url=/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967314010255&psig=AOvVaw3qmGWYrcfusYFR95XNV9sO&ust=1549303051071566&psig=AOvVaw3qmGWYrcfusYFR95XNV9sO&ust=1549303051071566
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2.4 Έθδνρα 

 

Ζ ζχλζεζε ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο κε δξαζηηθή ηε βνξηθνλαδφιε, θαζψο 

επίζεο θαη ν ξφινο ησλ εθδφρσλ πνπ εκπεξηέρνληαη, παξνπζηάδνληαη ζηνλ 

Πίλαθα 2.2. 

 

Πίλαθαο 2.2: ύλζεζε ηειηθνύ πξντόληνο θαη ξόινο εθδόρσλ πνπ πξνζηίζεληαη [21] 

πζηαηηθό Ρόινο 

Βνξηθνλαδφιε Γξαζηηθή νπζία 

Τδξνμππξνππιν-βεηα-θπθινδεμηξίλε 
Παξάγνληαο ζπκπινθνπνίεζεο θαη 

δηαιπηνπνίεζεο 

Υισξηνχρν λάηξην Παξάγνληαο ηνληθφηεηαο 

Τδξνρισξηθφ νμχ (1Ν) 
Παξάγνληαο ξχζκηζεο pHπξηλ ηε 

ιπνθηινπνίεζε (pH 5,4-5,8) 

 

2.5 Μεραληζκόο Γξάζεο 

2.5.1 Φαξκαθνθηλεηηθή 

 

Ζ θαξκαθνθηλεηηθή ηεο βνξηθνλαδφιεο έρεη κειεηεζεί θπξίσο ζε πγηείο 

εζεινληέο θαη ζε νξηζκέλνπο αζζελείο κε θίλδπλν εκθάληζεο κπθεηηαζηθψλ 

ινηκψμεσλ, κεηά απφηνπ ζηφκαηνο, ελδνθιέβηα θαη ζε κεηάβαζε απφ 

ελδνθιέβηα ζε απφ ηνπ ζηφκαηνο ρνξήγεζε. [22]  

 

Απνξξφθεζε  

Ζ βνξηθνλαδφιε απνξξνθάηαη ηαρέσο κεηά απφ ηελ απφ ηνπ ζηφκαηνο 

ρνξήγεζε θαη νη κέγηζηεο ζπγθεληξψζεηο απηήο ζην πιάζκα (Cmax) 

επηηπγράλνληαη κέζα ζε 2 ψξεο απφ ηε ρνξήγεζε. [23] πγθεθξηκέλα ην Σmax 

(ρξφλνο επίηεπμεο ηεο κέγηζηεο ζπγθέληξσζεο) ηεο θπκαίλεηαη απφ 1,43 έσο 

1,81 ψξεο. [24, 25] Ζ ζπγθέληξσζε ηεο βνξηθνλαδφιεο ζην πιάζκα 

ζηαζεξνπνηείηαη κέζα ζε 5 κε 7 εκέξεο κεηά απφ πνιιαπιέο δφζεηο ηνπ 

θαξκάθνπ απφ ηνπ ζηφκαηνο θαη γηα απηφ ηνλ ιφγν ην θάξκαθν ρνξεγείηαη θαη 

σο δφζε εθφδνπ ελδνθιεβίσο ηελ πξψηε εκέξα ζεξαπείαο κε απνηέιεζκα λα 
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κεηψλεηαη ν ρξφλνο επίηεπμεο ηεο ζηαζεξνπνηεκέλεο θαηάζηαζεο (Steady 

State). Ζ βηνδηαζεζηκφηεηά ηεο ππνινγίδεηαη λα είλαη >90% (90%-96%) θαη δε 

θαίλεηαη λα επεξεάδεηαη απφ ηε δφζε, φπσο επίζεο θαη απφ ην γαζηξηθφ pH, 

φπσο παξαηεξείηαη κε άιιεο αδφιεο. [5, 22, 24] 

 

Καηαλνκή  

Ζ βνξηθνλαδφιε ραξαθηεξίδεηαη απφ κεγάιν φγθν θαηαλνκήο (Vd), νη ηηκέο ηνπ 

νπνίνπ ζε ζηαζεξνπνηεκέλε θαηάζηαζε θπκαίλνληαη απφ 2 έσο 4,6L/Kg. Σν 

γεγνλφο απηφ ππνδειψλεη ηελ εθηεηακέλε θαηαλνκή ηεο ζηα εμσθπηηάξηα, 

αιιά θαη ελδνθπηηάξηα δηακεξίζκαηα ηνπ νξγαληζκνχ. Δμάιινπ, ν κεγάινο 

φγθνο θαηαλνκήο πνπ εκθαλίδεη δηθαηνινγείηαη θαη απφ ηελ πςειή 

ιηπνθηιηθφηεηά ηεο. [26] Παξ’ φια απηά,  φζνλ αθνξά ζηε θαηαλνκή ηεο 

βνξηθνλαδφιεο ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνχο, νη πιεξνθνξίεο είλαη ιηγνζηέο 

δεδνκέλνπ φηη ειάρηζηεο είλαη θαη νη πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ ελαπφζεζε 

ησλ κπθήησλ ζηα δηάθνξα ζεκεία ησλ ινηκψμεσλ. [22] Παξ’ φια απηά, 

ππάξρνπλ πνιιά ζηνηρεία πνπ απνδεηθλχνπλ πσο ε βνξηθνλαδφιε 

θαηαλέκεηαη επαξθψο ζην εγθεθαινλσηηαίν πγξφ (ΔΝΤ), ζην παινεηδέο θαη 

πδαηνεηδέο πγξφ ησλ νθζαικψλ, ζεκεία ηα νπνία έρνπλ κειεηεζεί εθηελψο 

ιφγσ ηεο ζνβαξφηεηαο θαη ηεο ζπρλφηεηαο ησλ κπθεηηαζηθψλ ινηκψμεσλ πνπ 

ηα πξνζβάιινπλ, αιιά θαη ζηα νζηά, ζηνπο πλεχκνλεο θαη ζε άιια 

δηακεξίζκαηα ηνπ νξγαληζκνχ.   

 

Βηνκεηαηξνπή  

Ζ βνξηθνλαδφιε απνκαθξχλεηαη απφ ηνλ νξγαληζκφ θπξίσο κέζσ ηεο 

κεηαβνιηθήο θάζαξζεο, κε ιηγφηεξν απφ 2% ηεο ρνξεγνχκελεο δφζεο λα 

απεθθξίλεηαη ακεηάβιεηε κε ηα νχξα, γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη ηνλ 

εθηεηακέλν κεηαβνιηζκφ ηεο. Ζ βηνκεηαηξνπή ηεο βνξηθνλαδφιεο 

πξαγκαηνπνείηαη θπξίσο απφ ην ηζνέλδπκν CYP2C19 θαη ζε κηθξφηεξν βαζκφ 

απφ ηα ηζνέλδπκα CYP3A4 θαη CYP2C9 ηνπ θπηνρξψκαηνο P450 θαη 

ραξαθηεξίδεηαη απφ κε γξακκηθή θαξκαθνθηλεηηθή ιφγσ θνξεζκνχ ηνπ 

ζπζηήκαηνο ηνπ επαηηθνχ κεηαβνιηζκνχ ηεο. [22, 24, 25] Πξέπεη λα ηνληζηεί 

πσο ε νπζία δελ απνηειεί κφλν ππφζηξσκα ησλ παξαπάλσ ηζνελδχκσλ 
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αιιά δξά θαη σο αλαζηνιέαο ηνπο. [22, 27, 28] Όπσο αλαθέξεηαη ζε έγγξαθν 

ηεο παξαζθεπάζηξηαο εηαηξείαο θαηά ηελ ππνβνιή ηεο αίηεζεο γηα ηε 

θπθινθνξία ηνπ θαξκάθνπ ην 2001, ε βνξηθνλαδφιε βηνκεηαηξέπεηαη ζην 

ήπαξ ζε ηνπιάρηζηνλ 8 δηαθνξεηηθνχο κεηαβνιίηεο. [29]  

 

Απνκάθξπλζε 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ιηγφηεξν απφ 2% ηεο ρνξεγνχκελεο δφζεο ηεο 

βνξηθνλαδφιεο απεθθξίλεηαη ακεηάβιεηε κε ηα νχξα. [5] Απφ ην 98% πνπ 

απνηειείηαη απφ ηνπο κεηαβνιίηεο ηεο, ην 80% απνκαθξχλεηαη θαη απηφ κε ηα 

νχξα θαη ην ππφινηπν 20% κε ηα θφπξαλα. [22, 24, 25] Ζ βνξηθνλαδφιε είλαη 

έλα θάξκαθν πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ κηθξή έσο κέηξηα ηηκή νιηθήο θάζαξζεο 

θαη ε νπνία πνηθίιιεη κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ κειεηψλ θαη θπκαίλεηαη απφ 15 

έσο 35,25L/h. [26] Ζ νιηθή δφζε ηνπ θαξκάθνπ, είηε κεηά απφ ελδνθιέβηα, 

είηε κεηά απφ per os ρνξήγεζε, απνβάιιεηαη κέζα ζε 48 ψξεο ελψ ν ρξφλνο 

εκίζεηαο δσήο ηεο ππνινγίδεηαη πεξίπνπ ζηηο 6 ψξεο κεηά απφ κία κνλή ή 

πνιιαπιέο δφζεηο βνξηθνλαδφιεο απφ ηνπ ζηφκαηνο ή ελδνθιεβίσο. Γεληθά, 

νη κέζεο ηηκέο ηνπ ρξφλνπ εκηδσήο είλαη κεγαιχηεξεο κεηά απφ πνιιαπιέο 

δφζεηο ηνπ θαξκάθνπ θαη ζρεηίδνληαη κε κεγαιχηεξε ζπζζψξεπζή ηνπ ζηνλ 

νξγαληζκφ ζε ζχγθξηζε κε ηηο κνλνδφζεηο. [22] 

 

2.5.2 Φαξκαθνδπλακηθή 

 

Οη αληηκπθεηηαζηθνί παξάγνληεο, φπσο ε βνξηθνλαδφιε είλαη νπζίεο πνπ 

θαηαζηξέθνπλ ηνπο κχθεηεο, θαηαζηέιινληαο ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα 

αλαπηχζζνληαη ή λα αλαπαξάγνληαη. Οη κχθεηεο παξάγνπλ ηα ζπζηαηηθά ηεο 

θπηηαξηθήο ηνπο κεκβξάλεο ρξεζηκνπνηψληαο ηελ εξγνζηεξφιε. Ζ ζχλζεζε 

ηεο εξγνζηεξφιεο ιακβάλεη ρψξα κε ηε βνήζεηα ηνπ ελδχκνπ απνκεζπιάζε 

ηεο 14-αιθα-ιαλνζηεξφιεο θαη ηνπ ζπκπιέγκαηνο ελδχκσλ CYP450. Ζ 

βνξηθνλαδφιε αλαζηέιιεη ηε ζχλζεζε ηεο εξγνζηεξφιεο εκπνδίδνληαο ηε 

ζχλδεζε ηεο  απνκεζπιάζεο ηεο 14-αιθα-ιαλνζηεξφιεο κε ην ζχκπιεγκα 

ελδχκσλ CYP450. Ζ αλαζηνιή ηεο απνκεζπιάζεο ηεο 14-αιθα-

ιαλνζηεξφιεο έρεη σο απνηέιεζκα ηελ εμάληιεζε ηεο εξγνζηεξφιεο ζηελ 
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θπηηαξηθή κεκβξάλε ησλ κπθήησλ, ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ κχθεηα θαη 

επνκέλσο ηελ παξεκπφδηζε ηεο αλάπηπμεο θαη ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ ηνπ. 

[15,21, 30] 

 

2.6 Υνξήγεζε 

 

 Ζ βνξηθνλαδφιε ρνξεγείηαη απφ ηνπ ζηφκαηνο θαη ελδνθιέβηα. Απφ ηνπ 

ζηφκαηνο ρνξεγείηαη κε ηε κνξθή δηζθίσλ θαη κε ηε κνξθή θφλεσο γηα πφζηκν 

ελαηψξεκα θαη ελδνθιέβηα ππφ ηε κνξθή ιπνθηινπνηεκέλεο ζθφλεο, ε νπνία 

πξέπεη λα αλακηρζεί κε έλα πγξφ (αξαησηηθφ) πξηλ ρξεζηκνπνηεζεί σο δηάιπκα 

πξνο έγρπζε. 

 

Οη θαξκαθνηερληθέο κνξθέο ηεο βνξηθνλαδφιεο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ 

πνζνηηθή ζχλζεζε απηψλ πνπ θπθινθνξνχλ επί ηνπ παξφληνο είλαη νη εμήο:  

 Βνξηθνλαδφιε 50mg επηθαιπκκέλα κε ιεπηφ πκέλην δηζθία  

 Βνξηθνλαδφιε 200mg επηθαιπκκέλα κε ιεπηφ πκέλην δηζθία  

 Βνξηθνλαδφιε 200mg θφληο γηα δηάιπκα πξνο έγρπζε  

 Βνξηθνλαδφιε 40mg/mL θφληο γηα πφζηκν ελαηψξεκα [31] 

 

 
Γνζνινγία ελειίθσλ θαη αζζελψλ >15 εηψλ 

χκθσλα κε ηνλ ΔΜΑ θαη ηνλ FDA, ε ζεξαπεία κε βνξηθνλαδφιε πξέπεη λα 

μεθηλά κε ηελ θαηάιιειε δφζε εθφδνπ, είηε ελδνθιέβηα, είηε απφ ηνπ ζηφκαηνο 

έηζη, ψζηε λα επηηεπρζνχλ ζπγθεληξψζεηο ζην πιάζκα ηελ πξψηε εκέξα, 

παξαπιήζηεο κε απηέο ζηε ζηαζεξνπνηεκέλε θαηάζηαζε. ηα πιαίζηα ινηπφλ 

ηνπ δνζνινγηθνχ ζρήκαηνο εθφδνπ, δειαδή ηηο πξψηεο 24 ψξεο κεηά ηε 

δηαπίζησζε ηεο ινίκσμεο, πξνηείλεηαη ε ρνξήγεζε 6mg/kg/12σξν 

ελδνθιέβηα ή 400mg/12σξν απφ ηνπ ζηφκαηνο ζε αζζελείο >40kg θαη 

200mg/12σξν απφ ηνπ ζηφκαηνο ζε αζζελείο <40kg θαη αζζελείο >15 εηψλ. Ζ 

δφζε ζπληήξεζεο (κεηά ηηο 24 ψξεο) πεξηιακβάλεη ηε ρνξήγεζε 

4mg/kg/12σξν ελδνθιέβηα ή 200mg/12σξν απφ ηνπ ζηφκαηνο ζε αζζελείο 

>40kg θαη 100mg/12σξν απφ ηνπ ζηφκαηνο ζε αζζελείο <40kg θαη αζζελείο 

>15 εηψλ.  
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Γνζνινγία παηδηψλ (2 έσο <12 εηψλ) θαη λεαξψλ εθήβσλ κε ρακειφ 

ζσκαηηθφ βάξνο (12 έσο 14 εηψλ θαη <50kg)  

Σν δνζνινγηθφ ζρήκα εθφδνπ γηα απηνχο ηνπο αζζελείο πεξηιακβάλεη ηελ 

ελδνθιέβηα ρνξήγεζε 9mg/kg βνξηθνλαδφιεο θάζε 12 ψξεο, ελψ ε ιήςε ηνπ 

θαξκάθνπ απφ ηνπ ζηφκαηνο ζηα πιαίζηα ηνπ ζρήκαηνο απηνχ δε ζπληζηάηαη. 

Ωο δφζε ζπληήξεζεο νξίδνληαη ηα 8mg/kg αλά 12σξν ελδνθιέβηα ή ηα 

9mg/kg απφ ηνπ ζηφκαηνο αλά 12σξν κε κέγηζηε δφζε ηα 350mg δχν θνξέο 

εκεξεζίσο. Όζνλ αθνξά ζηνπο λεαξνχο εθήβνπο πνπ δπγίδνπλ ιηγφηεξν απφ 

50kg, ζα πξέπεη λα αληηκεησπίδνληαη σο παηδηαηξηθνί αζζελείο θαηά ηε 

ρνξήγεζε ηεο βνξηθνλαδφιεο δηφηη κπνξεί λα ηε κεηαβνιίδνπλ κε ηξφπν πνπ 

νκνηάδεη κε απηφλ ησλ παηδηψλ παξά κε ησλ ελειίθσλ. Πξνζαξκνγή ηεο 

δνζνινγίαο ζπληζηάηαη ζε πεξίπησζε κε αληαπφθξηζεο ζηε ζεξαπεία ή κε 

αλνρήο απηήο.   

 

Ζ βνξηθνλαδφιε δελ εγθξίλεηαη γηα ρξήζε απφ παηδηά θάησ ησλ 2 εηψλ, ελψ  

δελ απαηηείηαη πξνζαξκνγή ηεο δφζεο ζε ειηθησκέλνπο αζζελείο. [32] 

 

Γηάξθεηα ζεξαπείαο  

Γεδνκέλεο ηεο πςειήο λνζεξφηεηαο θαη ζλεζηκφηεηαο πνπ ζρεηίδεηαη κε ηηο 

δηεζεηηθέο κπθεηηάζεηο θαη ηεο εγγελνχο δπζθνιίαο εθξίδσζεο ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ παζνγφλσλ, ε ζεξαπεία ησλ ινηκψμεσλ απηψλ κπνξεί λα 

δηαξθέζεη απφ εβδνκάδεο κέρξη κήλεο θαη ε δηάξθεηα απηή εμαξηάηαη απφ ηνλ 

ηχπν ηνπ παζνγφλνπ, ην ζεκείν θαη ηελ έθηαζε ηεο ινίκσμεο θαη ηε 

θαηάζηαζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο ηνπ αζζελνχο. [24] Καη’ 

επέθηαζε δελ ππάξρνπλ αθξηβείο θαηεπζπληήξηεο νδεγίεο γηα ηε δηάξθεηα 

ρνξήγεζεο ηεο βνξηθνλαδφιεο ζε θάζε πεξίπησζε κπθεηηαζηθήο ινίκσμεο, 

αιιά νη θιηληθέο δνθηκέο ππνδεηθλχνπλ νξηζκέλα δηαζηήκαηα ρνξήγεζεο ζηα 

πιαίζηα ησλ νπνίσλ γίλεηαη εκθαλήο ε θιηληθή αληαπφθξηζε ησλ αζζελψλ. 

ε γεληθέο γξακκέο ε ζεξαπεία κε βνξηθνλαδφιε, θαιφ είλαη, λα είλαη φζν ην 

δπλαηφλ πην βξαρεία θαη λα βαζίδεηαη ζηε ζνβαξφηεηα ηεο ππνθείκελεο λφζνπ 

ηνπ αζζελνχοθαη ζηελ θιηληθή αληαπφθξηζε ζην θάξκαθν, ελψ γηα 

καθξνρξφληα ζεξαπεία κεγαιχηεξε ησλ 6 κελψλ, ζα πξέπεη λα ιακβάλεηαη 
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ππφςε κία πξνζεθηηθή εθηίκεζε ηνπ νθέινπο έλαληη ηνπ θηλδχλνπ. Δηδηθφηεξα, 

φζνλ αθνξά ζηελ ελδνθιέβηα θαξκαθνηερληθή κνξθή ηεο βνξηθνλαδφιεο, ε 

δηάξθεηα ρνξήγεζήο ηεο δε πξέπεη λα μεπεξλά ηνπο 6 κήλεο, αθνχ ν 

ρξεζηκνπνηνχκελνο θνξέαο ηνπ θαξκάθνπ πνπ ππάξρεη ζην ζθεχαζκα 

(sulfobutyl ether β-cyclodextrin sodium, SBEβCD) δχλαηαη λα θαηαζηεί ηνμηθφο 

ή θαη κεηαιιαμηνγφλνο κεηά απφ καθξνρξφληα ρνξήγεζε. [33] 

 
Ζ αλαζχζηαζε ηεο ιπνθηινπνηεκέλεο ζθφλεο κπνξεί λα γίλεη κε 10 mL απφ 

ηα παξαθάησ: 

 Δλέζηκν Γηάιπκα Υισξηνχρνπ λαηξίνπ 9 mg/mL(0,9%)  

 Γηάιπκα «Compound Sodium Lactate» γηα ελδνθιέβηα έγρπζε  

 Γηάιπκα Γιπθφδεο 5% θαη «Lactated Ringer» γηα ελδνθιέβηα έγρπζε  

 Γηάιπκα Γιπθφδεο 5% θαη Υισξηνχρνπ λαηξίνπ 0,45% γηα ελδνθιέβηα 

έγρπζε  

 Γηάιπκα Γιπθφδεο 5% γηα ελδνθιέβηα έγρπζε  

 Γηάιπκα Γιπθφδεο 5% ζε 20 meq Υισξηνχρνπ θαιίνπ γηα ελδνθιέβηα 

έγρπζε  

 Γηάιπκα Υισξηνχρνπ λαηξίνπ 0,45% γηα ελδνθιέβηα έγρπζε  

 Γηάιπκα Γιπθφδεο 5% θαη Υισξηνχρνπ λαηξίνπ 0,9% γηα ελδνθιέβηα 

έγρπζε [32] 

 

2.7 Αλεπηζύκεηεο Δλέξγεηεο 

χκθσλα κε ηνλ ΔΜΑ, ε αζθάιεηα ηεο ρξήζεο ηεο βνξηθνλαδφιεο βαζίδεηαη 

ζε κηα νινθιεξσκέλε βάζε δεδνκέλσλ αζθαιείαο πνπ πξνήιζαλ απφ πάλσ 

απφ 2000 άηνκα εθ ησλ νπνίσλ νη 1655 αζζελείο ζπκκεηείραλ ζε θιηληθέο 

κειέηεο. Ζ βάζε απηή, αληηπξνζσπεχεη έλαλ εηεξνγελή πιεζπζκφ, ν νπνίνο 

πεξηιακβάλεη:   

 Αζζελείο κε αηκαηνινγηθέο θαθνήζεηεο  

 Αζζελείο πξνζβεβιεκέλνπο απφ HIV κε νηζνθαγηθή θαληηληίαζε θαη 

αλζεθηηθέο κπθεηηαζηθέο ινηκψμεηο 

 Με νπδεηεξνπεληθνχο αζζελείο κε θαληηληαηκία ή αζπεξγίιισζε 
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 Τγηείο εζεινληέο  

 

Απφ απηνχο ηνπο αζζελείο, 561 έιαβαλ ηε βνξηθνλαδφιε γηα πεξηζζφηεξν 

απφ 12 εβδνκάδεο, ελψ 136 γηα πάλσ απφ 6 κήλεο. ηε ζπλέρεηα 

πεξηγξάθνληαη κεξηθέο απφ ηηο θπξηφηεξεο αλεπηζχκεηεο ελέξγεηεο (ΑΔ) πνπ 

κπνξεί λα εκθαληζηνχλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζεξαπείαο κε βνξηθνλαδφιε, 

θαζψο θαη ε εκθάληζε ησλ ΑΔ ζηνλ παηδηαηξηθφ πιεζπζκφ. 

 

Οπηηθέο δηαηαξαρέο  

Ζ ζπρλφηεηα εκθάληζεο ησλ νπηηθψλ δηαηαξαρψλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

ζεξαπείαο κε βνξηθνλαδφιε είλαη πςειή. ηηο πεξηζζφηεξεο θιηληθέο κειέηεο, 

αιιά θαη ζεκειέηεο θαξκαθνθηλεηηθήο, απνηεινχλ ηε βαζηθή Αλεπηζχκεηε 

Δλέξγεηα θαη κπνξεί λα εκθαληζηεί σο εμήο: δηαθνξνπνηεκέλε/εληζρπκέλε 

νπηηθή αληίιεςε, ζάκβνο φξαζεο, δηαηαξαρή ζηελ αληίιεςε ησλ ρξσκάησλ 

θαη θσηνθνβία. Απηέο νη δηαηαξαρέο, ζηελ πιεηνςεθία ησλ πεξηπηψζεσλ είλαη 

παξνδηθέο θαη πιήξσο αλαζηξέςηκεο, εηδηθά κε ηε δηαθνπή ηεο ζεξαπείαο, 

ελψ ππάξρνπλ θαη δεδνκέλα εμαζζέλεζεο ησλ εθδειψζεσλ κε 

επαλαιακβαλφκελεο δφζεηο βνξηθνλαδφιεο. Σα βαζηθά ζπκπεξάζκαηα φζνλ 

αθνξά ζηηο νθζαικηθέο ΑΔ είλαη πσο απηέο είλαη ζε γεληθέο γξακκέο ήπηεο, 

ζπάληα νδεγνχλ ζε δηαθνπή ηεο ζεξαπείαο, δε ζρεηίδνληαη κε καθξνρξφληεο 

ζπλέπεηεο θαη ζπλήζσο εθδειψλνληαη ζηελ πεξίπησζε πνπ νη ζπγθεληξψζεηο 

ηεο βνξηθνλαδφιεο ζην πιάζκα είλαη πςειέο. Ο κεραληζκφο πξφθιεζεο ησλ 

νπηηθψλ δηαηαξαρψλ δελ είλαη πιήξσο γλσζηφο, αιιά ην ζεκείν δξάζεο 

θαίλεηαη λα βξίζθεηαη κέζα ζηνλ ακθηβιεζηξνεηδή.   

 

Γεξκαηνινγηθέο Αληηδξάζεηο 

χκθσλα κε δεδνκέλα απφ θιηληθέο κειέηεο, νη δεξκαηνινγηθέο αληηδξάζεηο 

εκθαλίδνληαη ζπρλφηεξα ζε αζζελείο κε ζνβαξά ππνθείκελα λνζήκαηα πνπ 

ιακβάλνπλ ηαπηφρξνλα πνιιαπιά θαξκαθεπηηθά πξντφληα. Ζ πιεηνλφηεηα 

ησλ εμαλζεκάησλ πνπ κπνξεί λα εκθαληζηνχλ είλαη ήπηαο έσο κέηξηαο 

βαξχηεηαο, ελψ ζπάληα είλαη ε εθδήισζε πνιχ ζνβαξψλ δεξκαηηθψλ 

αληηδξάζεσλ, φπσο ην ζχλδξνκν Stevens-Johnson, ε ηνμηθή επηδεξκηθή 
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λεθξφιπζε θαη ην πνιχκνξθν εξχζεκα. Ζ θσηνεπαηζζεζία έρεη αλαθεξζεί ζε 

πεξηπηψζεηο καθξνρξφληαο ζεξαπείαο ελψ γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ 

θαξθηλψκαηνο εθ πιαθψδνπο επηζειίνπ ν κεραληζκφο δελ έρεη εμαθξηβσζεί. 

ε πεξίπησζε πνπ ν αζζελήο αλαπηχμεη εμάλζεκα, ζα πξέπεη λα 

παξαθνινπζείηαη ζηελά θαη αλ νη βιάβεο επηδεηλσζνχλ, λα δηαθφπηεηαη ε 

ρνξήγεζε ηεο βνξηθνλαδφιεο.  

 

Γηαηαξαρέο επαηηθήο ιεηηνπξγίαο  

Οη δηαηαξαρέο ηεο επαηηθήο ιεηηνπξγίαο θαη ηα απμεκέλα επίπεδα ησλ 

επαηηθψλ ελδχκσλ ζπζρεηίδνληαη κε ηελ απμεκέλε ζπγθέληξσζε ηεο 

βνξηθνλαδφιεο ζην πιάζκα. Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ θιηληθνχ πξνγξάκκαηνο γηα 

ηε βνξηθνλαδφιε, δηαπηζηψζεθε πσο ε πιεηνλφηεηα ησλ πεξηπηψζεσλ κε 

θπζηνινγηθήο επαηηθήο ιεηηνπξγίαο αλαηάρζεθε ρσξίο λα γίλεη πξνζαξκνγή 

ηεο δφζεο, είηε κεηά απφ πξνζαξκνγή ηεο δφζεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο θαη 

ηεο δηαθνπήο ηεο ζεξαπείαο.   

 

Άιιεο αλεπηζχκεηεο ελέξγεηεο 

Δπηπξφζζεηα, έρνπλ παξαηεξεζεί αληηδξάζεηο ζρεηηδφκελεο κε ηελ έγρπζε, 

θαηά θχξην ιφγν έμαςε θαη λαπηία, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ρνξήγεζεο ηεο 

ελδνθιέβηαο θαξκαθνηερληθήο κνξθήο βνξηθνλαδφιεο. [5] Δπηπιένλ, πνιχ 

ζπρλέο αλεπηζχκεηεο ελέξγεηεο, νη νπνίεο εκθαλίδνληαη ζε πεξηζζφηεξν απφ 

ην 10% ησλ αλζξψπσλ, πεξηιακβάλνπλ πεξηθεξηθφ νίδεκα, πνλνθέθαιν, 

δπζθνιία ζηελ αλαπλνή, δηάξξνηα, έκεην, θνηιηαθφ άιγνο, λαπηία, εμαλζήκαηα 

θαη ππξεηφ. [14, 21] 

 

πρλέο αλεπηζχκεηεο ελέξγεηεο πνπ εκθαλίδνληαη ζην 1 έσο 10% ησλ 

αλζξψπσλ πεξηιακβάλνπλ ινηκψμεηο ηνπ θφιπνπ, ρακειφ αξηζκφ ιεπθψλ θαη 

εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ, ρακειά επίπεδα ζαθράξνπ ζην αίκα, κεησκέλε 

πνζφηεηα θαιίνπ θαη λαηξίνπ, θαηάζιηςε, παξαηζζήζεηο, άγρνο, αδπλακία, 

ιηπνζπκία, ηξφκνο, αδπλακία, κπξκήγθηαζκα, ππλειία, δάιε, 

ακθηβιεζηξνεηδήο αηκνξξαγία, αθαλφληζηνη θαξδηαθνί ξπζκνί, αξγνί ή 

γξήγνξνη θαξδηαθνί παικνί, ρακειή αξηεξηαθή πίεζε, θιεγκνλψδεηο θιέβεο, 
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ζχλδξνκν νμείαο αλαπλεπζηηθήο δπζρέξεηαο, πλεπκνληθφ νίδεκα, θιεγκνλή 

ησλ ρεξηψλ, πξήμηκν ηνπ πξνζψπνπ, ζηνκαρηθέο δηαηαξαρέο, δπζθνηιηφηεηα, 

νπιίηηδα, ίθηεξνο, ηξηρφπησζε, ιεπηνεηδέο δέξκα, θαγνχξα, εξπζξφ δέξκα, 

πφλνο ζηελ πιάηε, πφλνο ζην ζηήζνο θαη ξίγε. [14, 21] 

 

Σέινο, ε βνξηθνλαδφιε έρεη ζπζρεηηζηεί κε θσηνηνμηθφηεηα θαη 

ςεπδνπνξθπξία. πληζηάηαη φινη νη αζζελείο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ 

παηδηψλ, λα απνθεχγνπλ ηελ έθζεζε ζε άκεζν ειηαθφ θσο θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο ζεξαπείαο θαη λα ρξεζηκνπνηνχλ κέηξα, φπσο πξνζηαηεπηηθφ ξνπρηζκφ 

θαη αληειηαθφ κε πςειφ παξάγνληα πξνζηαζίαο απφ ηνλ ήιην (SPF). [21] 

 

Αλεπηζχκεηεο ελέξγεηεο ζηνλ παηδηαηξηθφ πιεζπζκφ  

Πξηλ ηε θπθινθνξία ηνπ ζθεπάζκαηνο ηεο βνξηθνλαδφιεο, ε αζθάιεηά ηεο 

κειεηήζεθε ζε 285 παηδηαηξηθνχο αζζελείο ειηθίαο 2 έσο 12 εηψλ. Οη αζζελείο 

απηνί είραλ πάξεη κέξνο, είηε ζε θαξκαθνθηλεηηθέο κειέηεο,είηε ζε 

πξνγξάκκαηα παξεγνξεηηθήο ζεξαπείαο. ε γεληθέο γξακκέο, ην πξνθίι ησλ 

ΑΔ ησλ παηδηαηξηθψλ αζζελψλ νκνηάδεη κε απηφ ησλ ελειίθσλ αλ θαη ζηνπο 

πξψηνπο είλαη πςειφηεξε ε ζπρλφηεηα εκθάληζεο δεξκαηηθψλ αληηδξάζεσλ. 

[34] Όζνλ αθνξά ζηηο ΑΔ ζε παηδηά κηθξφηεξα ησλ 2 εηψλ, ζε κηα κειέηε κε 

22 αζζελείο πνπ έιαβαλ βνξηθνλαδφιε ζηα πιαίζηα παξεγνξεηηθήο ζεξαπείαο 

αλαθέξζεθαλ νη εμήο ΑΔ ρσξίο λα ππάξρεη εμαθξηβσκέλε ζπζρέηηζε κε ηε 

ρνξήγεζε ηεο βνξηθνλαδφιεο: αληίδξαζε θσηνεπαηζζεζίαο, αξξπζκία, 

παγθξεαηίηηδα, απμεκέλα επίπεδα ρνιεξπζξίλεο αίκαηνο, απμεκέλα επαηηθά 

έλδπκα, εμάλζεκα θαη νίδεκα ηεο νπηηθήο ζειήο. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 

ΜΔΘΟΓΟΗ ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟΤ 

 

3.1 Δηζαγσγή 

 

Οη αλαιπηηθέο κέζνδνη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ νπζηψλ κεηαλάζηεπζεο 

αλαπηχζζνληαη κε βάζε ηε θχζε ηεο κήηξαο ηνπ δείγκαηνο ηνπ θαξκάθνπ, ηηο 

ηδηφηεηεο θαη ηα πηζαλά επίπεδα ζπζζψξεπζεο ησλ νπζηψλ, θαη ε 

απαηηνχκελε επαηζζεζία εμαξηάηαη απφ ην φξην αμηνιφγεζεο (ΑΔΣ, SCT) θαη 

ηηο δπλαηφηεηεο ησλ αλαιπηηθψλ ηερληθψλ πνπ εθαξκφδνληαη. Δπνκέλσο, νη 

νπζίεο κεηαλάζηεπζεο πνπ κειεηψληαη παξνπζηάδνπλ κηα ζεκαληηθή 

πξφθιεζε γηα ηελ αλάιπζε ηρλψλ, εηδηθά ζηελ πεξίπησζε πξνζδηνξηζκνχ 

νξγαληθψλ αλαιπηψλ. Δίλαη ζθφπηκν λα αλαθεξζεί φηη ν απψηεξνο ζηφρνο, 

πνπ είλαη ε ηαπηνπνίεζε ησλ νπζηψλ κεηαλάζηεπζεο πνπ αληρλεχηεθαλ, είλαη 

έλα πνιχ δχζθνιν εγρείξεκα πνπ εμαξηάηαη θαη απφ ηηο δπλαηφηεηεο ηεο 

εθάζηνηε αλαιπηηθήο ηερληθήο. Οη πξφηππεο ελψζεηο αλαθνξάο ησλ 

νξγαληθψλ νπζηψλ, κπνξεί λα κελ είλαη δηαζέζηκεο ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο 

γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο ηαπηνπνίεζεο ή ηεο πνζνηηθνπνίεζεο ηεο εθάζηνηε 

νπζίαο πνπ κεηαλαζηεχεη. Λακβάλνληαο απηά ηα δεδνκέλα, ν πξαθηηθφο 

ζηφρνο γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ ηνπ πξνθίι κεηαλάζηεπζεο ελφο θαξκαθεπηηθνχ 

ζθεπάζκαηνο, πξέπεη λα είλαη ε αλίρεπζε, ηαπηνπνίεζε θαη πνζνηηθνπνίεζε 

θάζε μερσξηζηήο νπζίαο πάλσ απφ έλα πξνθαζνξηζκέλν επίπεδν, κε έλα 

δεδνκέλν βαζκφ εκπηζηνζχλεο. [3] 

 

3.2 Αξρέο ηερληθήο εθρύιηζεο 

 

Ζ πξνθαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ ησλ νπζηψλ 

κεηαλάζηεπζεο είλαη ζπλάξηεζε ηεο ρεκηθήο ηνπο θχζεο, ηεο ζχζηαζεο ηεο 

κήηξαο ηνπ δείγκαηνο ηνπ θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο θαη ησλ αλαιπηηθψλ 

ηερληθψλ πνπ εθαξκφδνληαη. ε πνιιέο πεξηπηψζεηο, ε  κήηξα ηνπ δείγκαηνο 

είλαη πνιχπινθε θαη πεξηέρεη ηε δξαζηηθή θαξκαθεπηηθή νπζία θαη ηα έθδνρα, 
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ηα νπνία βξίζθνληαη ηππηθά ζε πςειά επίπεδα ζε ζρέζε κε ηηο νπζίεο πνπ 

απειεπζεξψλνληαη. Οη αλαιπηηθέο κέζνδνη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ νπζηψλ 

απηψλ ελζσκαηψλνπλ ζπλήζσο ηηο δηαδηθαζίεο πξνθαηεξγαζίαο ηνπ 

δείγκαηνο, κε ζθνπφ ηνλ δηαρσξηζκφ ηνπο απφ ηε κήηξα ηνπ θαξκαθεπηηθνχ 

πξντφληνο θαη ηε ζπκπχθλσζή ηνπο ζηε κέγηζηε δπλαηή ζπγθέληξσζε πξηλ 

ηελ αλάιπζε. Με βάζε ην είδνο ηνπ θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο θαζνξίδεηαη 

ε κέζνδνο θαηεξγαζίαο θαη ε αλαιπηηθή ηερληθή πνπ ζα πξνηείλεηαη. [3] 

 

3.2.1 Δθρύιηζε ηεξεήο Φάζεο (Solid Phase Extraction, SPE) 

 

Ζ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο είλαη κηα πνιχ δεκνθηιήο ηερληθή, δηαζέζηκε 

ζήκεξα γηα ηελ ηαρεία θαη επηιεθηηθή πξνθαηεξγαζία ηνπ δείγκαηνο. Ζ επειημία 

ηεο SPE επηηξέπεη ηε ρξήζε απηήο ηεο ηερληθήο γηα πνιινχο ζθνπνχο, φπσο 

ν θαζαξηζκφο, ν εκπινπηηζκφο ηρλψλ αλαιπηψλ, ε αθαιάησζε, ε 

παξαγνληνπνίεζε θαη ε θιαζκαηνπνίεζε ζε ηάμεηο. Σν ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ 

γηα ηελ ηερληθή απηή, μεθίλεζε κε ηελ εληαηηθή αλάπηπμε ησλ δηαδηθαζηψλ 

έξεπλαο γηα ηα λέα είδε ησλ πξνζξνθεηηθψλ πιηθψλ θαη δηήξθεζε απφ ηα ηέιε 

ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1960 κέρξη ηηο αξρέο ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1980, δίλνληαο κηα 

λέα ψζεζε ζηελ αλάπηπμε ηεο κεζνδνινγίαο SPE. [35]  

 

Ζ αξρή ηεο SPE κνηάδεη κε εθείλε ηεο πγξφ πγξφ εθρχιηζεο (LLE), θαζψο 

αλαθέξεηαη ζηε ζπγθξάηεζε ησλ δηαιπκέλσλ νπζηψλ κεηαμχ δχν θάζεσλ. 

Ωζηφζν, αληί γηα δχν κε αλακίμηκεο πγξέο θάζεηο, φπσο ζηελ LLE, ε SPE 

πεξηιακβάλεη ηε δηαζπνξά κηαο νπζίαο κεηαμχ ελφο πγξνχ (κήηξα ηνπ 

δείγκαηνο ή δηαιχηε κε αλαιχηεο) θαη ελφο ζηεξενχ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ. Ζ 

γεληθή πνξεία είλαη ε θφξησζε ηνπ δείγκαηνο πάλσ ζηε ζηεξεά θάζε ηεο 

SPE, ε απνκάθξπλζε ησλ αλεπηζχκεησλ ζπζηαηηθψλ, θαη ε παξαιαβή ησλ 

επηζπκεηψλ αλαιπηψλ κέζσ έθινπζεο κε θαηάιιειν δηαιχηε ζε έλα ζσιήλα 

ζπιινγήο. [36, 37] 
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Μεραληζκφο δηαδηθαζίαο SPE  

 

Ζ επηινγή ελφο θαηάιιεινπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ εμαξηάηαη απφ ηελ 

θαηαλφεζε ηνπ κεραληζκνχ ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ηνπ πξνζξνθεηή θαη 

ηνπ αλαιχηε ελδηαθέξνληνο. Οη πην θνηλνί κεραληζκνί ζπγθξάηεζεο ζηελ SPE 

βαζίδνληαη ζε δπλάκεηο Van der Waals (κε-πνιηθέο αιιειεπηδξάζεηο), 

δεζκνχο πδξνγφλνπ, δπλάκεηο δηπφινπ-δηπφινπ (πνιηθέο αιιειεπηδξάζεηο) 

θαη ζε αιιειεπηδξάζεηο θαηηφληνο-αληφληνο (ηνληηθέο αιιειεπηδξάζεηο). Κάζε 

πξνζξνθεηηθφ πιηθφ πξνζθέξεη έλα κνλαδηθφ ζπλδπαζκφ απηψλ ησλ 

ηδηνηήησλ, ν νπνίνο κπνξεί λα εθαξκνζηεί ζε κηα επξεία πνηθηιία ησλ 

πξνβιεκάησλ εθρχιηζεο. Οη αιιειεπηδξάζεηο πνπ ζπλαληψληαη είλαη νη εμήο: 

[37] 

 

1. Αληίζηξνθεο θάζεο (reversed phase): πεξηιακβάλεη κηα πνιηθή ή κεηξίσο 

πνιηθή κήηξα δείγκαηνο (σο θηλεηή θάζε) θαη κηα κε πνιηθή ζηαηηθή θάζε 

(πξνζξνθεηηθφ πιηθφ). Ο αλαιχηεο ελδηαθέξνληνο είλαη ζπλήζσο κηα 

κεηξίσο έσο κε πνιηθή έλσζε. Ζ ζπγθξάηεζε ησλ νξγαληθψλ αλαιπηψλ 

απφ πνιηθά δηαιχκαηα (π.ρ. λεξφ) πάλσ ζην πξνζξνθεηηθφ πιηθφ ηεο 

SPE, νθείιεηαη θπξίσο ζηηο ειθηηθέο δπλάκεηο ησλ δεζκψλ άλζξαθα-

πδξνγφλνπ κεηαμχ ηνπ αλαιχηε θαη ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ νκάδσλ ηεο 

επηθάλεηαο ηνπ πξνζξνθεηή. Απηέο νη κε πνιηθέο - κε πνιηθέο ειθηηθέο 

δπλάκεηο νλνκάδνληαη ζπλήζσο δπλάκεηο Van der Waals ή δπλάκεηο 

δηαζπνξάο.  

2. Καλνληθήο θάζεο (normal phase): πεξηιακβάλεη έλαλ πνιηθφ αλαιχηε, κηα 

κεηξίσο έσο κε πνιηθή κήηξα (π.ρ. αθεηφλε, ρισξησκέλνη δηαιχηεο θαη 

εμάλην) θαη κηα πνιηθή ζηαηηθή θάζε. Ζ ζπγθξάηεζε ελφο αλαιχηε ππφ 

ζπλζήθεο θαλνληθήο θάζεο νθείιεηαη θπξίσο ζε αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ 

πνιηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ νκάδσλ ηνπ αλαιχηε θαη πνιηθψλ νκάδσλ ηεο 

επηθάλεηαο ηνπ πξνζξνθεηή. Απηέο αλαθέξνληαη ζε δεζκνχο πδξνγφλνπ 

θαζψο θαη ζε αιιειεπηδξάζεηο π-π. Μηα έλσζε πνπ πξνζξνθάηαη κε 

απηνχο ηνπο κεραληζκνχο, εθινχεηαη κε ηε δηέιεπζε ελφο δηαιχηε πνπ 
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δηαηαξάζζεη ηνλ κεραληζκφ πξφζδεζεο, ζπλήζσο ελφο δηαιχηε ν νπνίνο 

είλαη πεξηζζφηεξν πνιηθφο απφ ηε κήηξα ηνπ δείγκαηνο.  

3. Aληαιιαγήο ηφλησλ (Ion exchange): κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

ελψζεηο πνπ ζπλππάξρνπλ ζε έλα δηάιπκα. Αληνληηθέο (αξλεηηθά 

θνξηηζκέλεο) ελψζεηο κπνξνχλ λα απνκνλσζνχλ πάλσ ζε κηα αιεηθαηηθή 

νκάδα ηεηαξηνηαγνχο ακίλεο ζπλδεδεκέλεο ζηελ επηθάλεηα ηνπ ππξηηίνπ. 

Οη θαηηνληθέο (ζεηηθά θνξηηζκέλεο) ελψζεηο απνκνλψλνληαη κε ηελ 

παξνπζία αιεηθαηηθψλ νκάδσλ ζνπιθνληθνχ νμένο πάλσ ζηελ επηθάλεηα 

ηεο ππξηηίαο. Ο πξσηαξρηθφο κεραληζκφο ζπγθξάηεζεο κηαο έλσζεο 

βαζίδεηαη θπξίσο ζηελ ειεθηξνζηαηηθή έιμε ηεο θνξηηζκέλεο ιεηηνπξγηθήο 

νκάδαο απηήο κε ηε θνξηηζκέλε νκάδα ε νπνία είλαη ζπλδεδεκέλε ζηελ 

επηθάλεηα ηεο ππξηηίαο.  

 

ηάδηα δηεμαγσγήο SPE  

 

Σα ζηάδηα πνπ αθνινπζνχληαη θαηά ηελ πξνθαηεξγαζία δείγκαηνο κε SPE 

παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθφλα 3.2 θαη είλαη ηα εμήο: [38]  

1. Δμηζνξξφπεζε (precondition) κε δηαβίβαζε ελφο δηαιχηε, ψζηε λα 

ελεξγνπνηεζνχλ νη δξαζηηθέο νκάδεο ηνπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ.  

2. Γηαβίβαζε ηνπ δηαιχκαηνο ηνπ δείγκαηνο (loading/sample addition), νπφηε 

ε επηζπκεηή νπζία θαη ελδερνκέλσο θαη άιιεο νπζίεο ηνπ δείγκαηνο 

θαηαθξαηνχληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ πξνζξνθεηηθνχ πιηθνχ.  

3. Έθπιπζε κε δηαιχηε (washing), γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ αλεπηζχκεησλ 

νπζηψλ, πνπ έρνπλ θαηαθξαηεζεί ζην πιηθφ πξνζξφθεζεο.  

4. Δθιεθηηθή έθινπζε (elution) ηεο επηζπκεηήο νπζίαο κε θαηάιιειν δηαιχηε, 

πνπ δελ εθινχεη ηηο άιιεο νπζίεο, πνπ ελδερνκέλσο έρνπλ πξνζξνθεζεί 

ζην πιηθφ. Σν έθινπζκα πνπ ιακβάλεηαη πεξηέρεη θαζαξή ηελ επηζπκεηή 

νπζία, ζπλήζσο ζε πνιχ κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε απφ ην αξρηθφ δείγκα, 

εάλ επηιεγνχλ θαηάιιεια νη φγθνη ησλ δηαιπκάησλ ηνπ δείγκαηνο θαη ηνπ 

πγξνχ εθινχζεσο. Απηφο είλαη θαη ν ιφγνο πνπ ε SPE είλαη κηα ηερληθή 

πξνζπγθέληξσζεο ελφο δείγκαηνο. [39] 
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Δηθόλα 3.1: ηάδηα δηεμαγσγήοSPE [39] 

 

 

3.2.2 Τγξό-πγξό Δθρύιηζε (Liquid liquid Extraction, LLE) 

 

ηελ ηερληθή απηή, θέξεηαη θαζνξηζκέλνο φγθνο ηνπ δηαιχκαηνο πξνο 

εθρχιηζε ζε δηαρσξηζηηθή ρνάλε θαη αλαηαξάζζεηαη κέρξηο φηνπ 

απνθαηαζηαζεί ηζνξξνπία. ηε ζπλέρεηα, νη δπν κε αλακείμηκεο θάζεηο 

δηαρσξίδνληαη κε ηελ εθξνή ηεο θάησ ζηηβάδαο (κε ηελ κεγαιχηεξε 

ππθλφηεηα) απφ ην θάησ κέξνο ηεο ρνάλεο. Απηή ε δηαθνξεηηθή θαηαλνκή 

πξνθαιείηαη απφ ηηο δηαθνξέο δηαιπηφηεηαο ησλ νπζηψλ κεηαμχ ησλ δχν κε 

αλακίμηκσλ θάζεσλ, ζπλήζσο κηαο πδαηηθήο θάζεο θαη κηαο νξγαληθήο 

θάζεο. [38] 

 

Πιενλεθηήκαηα / Μεηνλεθηήκαηα  

Έλα απφ ηα θχξηα πιενλεθηήκαηα ηεο LLE είλαη ε ηδηφηεηά ηεο λα επηηξέπεη 

ζπλερείο δηαδνρηθέο εθρπιίζεηο, δίλνληαο πςεινχο ζπληειεζηέο δηαρσξηζκνχ 

θαη, σο εθ ηνχηνπ, πξντφληα πςειήο θαζαξφηεηαο. Ζ ρξήζε ζπζθεπήο Soxhlet 

επηηξέπεη ηε δηεμαγσγή κεγάινπ αξηζκνχ δηαδνρηθψλ εθρπιίζεσλ. Ζ ηερληθή 

πξνζθέξεη επίζεο κεγάιε επειημία ζηηο δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο πνπ κπνξνχλ 

λα εθαξκνζηνχλ ζηελ πεξίπησζε πνιχπινθσλ δεηγκάησλ φπσο δηαθνξεηηθέο 
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ηηκέο pH, δηαθνξεηηθνί δηαιχηεο. Ζ LLE κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη ζε 

δηαθνξεηηθέο θιίκαθεο απφ κηθξφιηηξα κέρξη θαη ηφλνπο, παξέρνληαο 

επζηάζεηα θαη ζρεηηθά ρακειφ ιεηηνπξγηθφ θφζηνο. Ωζηφζν, ε LLE έρεη ην 

κεηνλέθηεκα φηη απαηηεί κεγάινπο φγθνπο δηαιχηε θαη φηη νη εθρπιίζεηο είλαη 

αξγέο θαη επίπνλεο. Μεγάιε δπζθνιία θαηά ηνλ δηαρσξηζκφ παξνπζηάδεηαη 

θαη ζηελ εθρχιηζε αλαιπηψλ ρακειήο ζπγθέληξσζεο. Σέινο, είλαη πνιχ 

δχζθνινο ν ρεηξηζκφο πξνβιεκαηηθψλ δεηγκάησλ, φπσο εθείλα πνπ 

ζρεκαηίδνπλ γαιαθηψκαηα πξηλ ή θαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθρχιηζεο. [40] 

 

Γηαιχηεο Δθρχιηζεο 

 

Απνθαζηζηηθφο παξάγνληαο γηα ηελ πιεξφηεηα θαη εθιεθηηθφηεηα ηεο 

εθρπιίζεσο είλαη ε επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ δηαιχηε, σο εθρπιηζηηθνχ κέζνπ. 

Ζ επηινγή ηνπ δηαιχηε γίλεηαη κε βάζε ηα εμήο θξηηήξηα:  

 

1. Γελ πξέπεη λα αληηδξά κε ηελ εθρπιηδφκελε νπζία έηζη, ψζηε λα 

απνθεπρζνχλ κε αλαζηξέςηκεο ρεκηθέο κεηαβνιέο. 

2. Να έρεη θαιή ηθαλφηεηα δηάιπζεο γηα ηηο ελψζεηο-ζηφρνπο κε ζθνπφ ηελ 

επίηεπμε πςειψλ πνζνζηψλ θαηαλνκήο. 

3. Να έρεη ρακειφ ζεκείν δέζεο, ψζηε λα αθαηξείηαη θαη λα 

πξνζπγθεληξψλεηαη εχθνια. 

4. Να κελ αλακηγλχεηαη κε ην λεξφ ή λα έρεη πνιχ πεξηνξηζκέλε δηαιπηφηεηα 

ψζηε λα παξέρεη δχν θάζεηο. 

5. Να ππάξρεη δηαθνξά ππθλφηεηαο κεηαμχ ηνπ δηαιχηε θαη ηνπ λεξνχ γηα 

εχθνιν δηαρσξηζκφ ησλ θάζεσλ. 

6. Να είλαη θζελφο θαη άκεζα δηαζέζηκνο ζε πςειή θαζαξφηεηα, ρσξίο λα 

είλαη ηνμηθφο ή εχθιεθηνο. 

 

ε πγξά ζθεπάζκαηα (π.ρ., εηζπλεφκελα δηαιχκαηα, κηθξνχ θαη κεγάινπ φγθνπ 

παξεληεξηθά, νθζαικηθά δηαιχκαηα), νη νπζίεο κεηαλάζηεπζεο κπνξνχλ λα 

παξαιεθζνχλ ρξεζηκνπνηψληαο ηελ πγξφ-πγξφ εθρχιηζε (LLE) κε κε-

αλακίμηκνπο κε ην λεξφ νξγαληθνχο δηαιχηεο, φπσο δηρισξνκεζάλην, εμάλην ή 

πεηξειατθφ αηζέξα. Σν pH ηνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο κπνξεί λα ξπζκηζηεί 
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πξνθεηκέλνπ λα εληζρπζεί ε εθρχιηζε ησλ αζζελψο φμηλσλ ή βαζηθψλ νπζηψλ, 

ή λα κεησζνχλ ηα πξνβιήκαηα εθρχιηζεο πνπ πξνθαινχληαη απφ ηε ζρεηηθά 

πςειή ζπγθέληξσζε ηεο δξαζηηθήο θαξκαθεπηηθήο νπζίαο θαη ησλ εθδφρσλ.   

 

ε ζηεξεά ζθεπάζκαηα (π.ρ., δηζθία, θαςάθηα, εηζπλεφκελεο θφλεηο), νη νπζίεο 

πνπ κεηαλαζηεχνπλ κπνξνχλ λα αλαθηεζνχλ κε δηάιπζε ηνπ δείγκαηνο ζε 

θαηάιιειν δηαιχηε θαη εθαξκφδνληαο ηελ πγξφ-ζηεξεφ εθρχιηζε.  

 

ε αινηθέο θαη θξέκεο, αθνινπζείηαη ε ίδηα πξνθαηεξγαζία δείγκαηνο κε ηα 

ζηεξεά ζθεπάζκαηα.  

 

 

3.3 Αλαιπηηθέο ηερληθέο 

 

3.3.1 Αεξηνρξσκαηνγξαθία - Φαζκαηνκεηξία Μαδώλ (GC-MS) 

 

Ζ ηερληθή GC-MS πξαθηηθά ζπλδπάδεη ηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο 

αεξηνρξσκαηνγξαθίαο θαη ηεο θαζκαηνκεηξίαο καδψλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

δηαθνξεηηθψλ νπζηψλ ζε έλα δείγκα. Απφ ηηο αξρέο ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1970 

άξρηζε ε εκθάληζε ησλ θαζκαηνκέηξσλ καδψλ, εηδηθά θαηαζθεπαζκέλσλ γηα 

λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο αλαιπηέο κάδαο ηεο αεξηνρξσκαηνγξαθίαο. [41] 

 

Α) Οξγαλνινγία  

Ζ νξγαλνινγία GC-MS απνηειείηαη απφ δχν θχξηα δνκηθά ζηνηρεία: ηνλ 

αεξηνρξσκαηνγξάθν θαη ην θαζκαηφκεηξν καδψλ. Ο αεξηνρξσκαηνγξάθνο 

ρξεζηκνπνηεί κηα ηξηρνεηδή ζηήιε ε νπνία ραξαθηεξίδεηαη απφ ηηο δηαζηάζεηο 

ηεο (κήθνο, δηάκεηξνο, πάρνο), θαζψο θαη ηηο ηδηφηεηεο ηεο ζηαηηθήο θάζεο. Ζ 

δηαθνξά κεηαμχ ησλ ρεκηθψλ ηδηνηήησλ ησλ δηαθνξεηηθψλ κνξίσλ ζε έλα 

κίγκα, ζα δηαρσξίζεη ηα πηεηηθά κφξηα θαζψο ην δείγκα ηαμηδεχεη θαηά κήθνο 

ηεο ζηήιεο, παξαζπξφκελν απφ ηελ αέξηα θηλεηή θάζε (θέξνλ αέξην). Σα 

κφξηα εκθαλίδνπλ δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο θαηαθξάηεζεο (Retentiontime, Rt) 

πάλσ ζηε ζηήιε αλάινγα κε ην κέγεζνο ηεο αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε απηή. Ο 
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ρξφλνο Rt  είλαη ν ρξφλνο πνπ ρξεηάδεηαη κηα νπζία γηα λα εθινπζηεί απφ ηε 

ζηήιε θαη λα θηάζεη ζηνλ αλαιπηή καδψλ, MS. Tν θαζκαηφκεηξν καδψλ 

ζπιιέγεη, ηνληίδεη, επηηαρχλεη, εθηξέπεη θαη αληρλεχεη ηα ηνληηζκέλα κφξηα 

μερσξηζηά. Απηφ ην επηηπγράλεη ζπάδνληαο θάζε κφξην ζε ζξαχζκαηα ηφλησλ 

θαη αληρλεχνληάο ηα ρξεζηκνπνηψληαο ην ιφγν κάδα/θνξηίν (m/z ratio). 

Απαξαίηεηε φκσο πξνυπφζεζε είλαη λα ππάξρεη ζπκβαηφηεηα κεηαμχ ησλ δπν 

δνκηθψλ ζηνηρείσλ, ψζηε λα κελ ππνβαζκίδεηαη ε απφδνζε θάζε κέξνπο. 

Δλψ, ν αεξηνρξσκαηνγξάθνο ιεηηνπξγεί ζε πςειέο πηέζεηο κε ηελ πξνζζήθε 

θέξνληνο αεξίνπ (He, N2, H2) σο θηλεηή θάζε, ην θαζκαηφκεηξν καδψλ είλαη 

ζρεδηαζκέλν λα ιεηηνπξγεί ππφ πςειφ θελφ. Ωο εθ ηνχηνπ, ην θέξνλ αέξην 

πξέπεη λα αθαηξεζεί απνηειεζκαηηθά πξηλ ηελ εηζαγσγή ηφλησλ ζην MS. [42] 

 

Δηθόλα 3.2: Γηάηαμε νξγαλνινγίαο GC-MS [42] 

 

B) Πεγέο Ηνληηζκνχ ζην MS  

Αθνχ ηα κφξηα ηαμηδέςνπλ θαηά κήθνο ηεο ζηήιεο, πεξλνχλ κέζσ ηεο 

γξακκήο κεηαθνξάο θαη εηζέξρνληαη ζην θαζκαηφκεηξν καδψλ πνπ ηνλίδνληαη 

κε δηάθνξεο κεζφδνπο, κε κία φκσο κέζνδν λα ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε 

δεδνκέλε ζηηγκή. Οη πεγέο ηνληηζκνχ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ ηερληθή GC-

MS είλαη νη εμήο:  

1. Ηνληηζκφο κε πξφζθξνπζε ειεθηξνλίσλ (ΔΗ): απνηειεί κηα ζθιεξή πεγή 

ηνληηζκνχ αέξηαο θάζεο, φπνπ e- παξάγνληαη απφ έλα ζεξκαηλφκελν λήκα (W 

ή Re) θαη επηηαρχλνληαη κε κηα ηάζε 70 V (ζηαζεξή ελέξγεηα επηηάρπλζεο). Σα 

επηηαρπλφκελα e- πξνζθξνχνπλ επάλσ ζηα κφξηα ησλ αλαιπηψλ θαη ηα 
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ηνληίδνπλ ή ηα ζξαπζκαηνπνηνχλ. Οη αληηδξάζεηο πνπ πξαγκαηνπνηνχληαη 

είλαη νη εμήο.  

 Ηνληηζκφο:    Μ + e- →  M●+ + 2e-  

Θξαπζκαηνπνίεζε: α) M●+  → ΔΔ+ + R●                                   

β) M●+  → ΟΔ+ + Ν  

φπνπ  

M●+ = κνξηαθφ ηφλ,  

ΔΔ+ = ζπγαηξηθφ ηφλ κε άξηην αξηζκφ ειεθηξνλίσλ,  

ΟΔ+ = ζπγαηξηθφ ηφλ κε πεξηηηφ αξηζκφ ειεθηξνλίσλ,  

R● = ξίδα θαη  

Ν = νπδέηεξν κφξην.  

 

Σν MS αληρλεχεη κφλν ηφληα θαη επνκέλσο ηα M●+, ΔΔ+, ΟΔ+, νπδέηεξα κφξηα 

θαη ξίδεο δελ αληρλεχνληαη απφ ην θαζκαηφκεηξν καδψλ. Σα πιενλεθηήκαηα 

απηήο ηεο ηερληθήο είλαη φηη είλαη επαξθψο κειεηεκέλε, κπνξεί λα εθαξκνζηεί 

ζε φια ηα πηεηηθά κφξηα θαη έρεη επαξθψο επαλαιήςηκν θάζκα καδψλ. 

Δπίζεο ιφγσ ζθιεξήο ζξαπζκαηνπνίεζεο, είλαη δπλαηή ε ηαπηνπνίεζε ηεο 

δνκήο δηαθφξσλ ελψζεσλ θαη ε αλάπηπμε βηβιηνζεθψλ. Παξφιν απηά, ην 

κνξηαθφ ηφλ κπνξεί λα απνπζηάδεη ή λα έρεη ρακειή αθζνλία. [43, 44]  

 

2. Υεκηθφο Ηνληηζκφο (CI): απνηειεί κηα καιαθή πεγή ηνληηζκνχ αέξηαο θάζεο, 

πνπ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ δχν βαζηθψλ αληηδξάζεσλ. [45] ηελ πξσηνγελή 

αληίδξαζε έλα ζηαζεξφ ζχκπιεγκα ηφλησλ ηνπ αληηδξαζηεξίνπ (ζπλήζσο 

CH4, NH3, N2) παξάγεηαη κέζσ βνκβαξδηζκνχ κε ειεθηξφληα πςειήο 

ελέξγεηαο. ηε δεπηεξνγελή αληίδξαζε ην κφξην “M” πνπ βξίζθεηαη ζην 

έθινπζκα ηνπ αεξηνρξσκαηνγξάθνπ, αληηδξά κε ηα ηφληα ηνπ αληηδξαζηεξίνπ 

θαη ηνληίδεηαη κε αληηδξάζεηο κεηαθνξάο πξσηνλίσλ ή θνξηίνπ, πξνζζήθεο, ή 

θαη ππξελφθηιεο ππνθαηάζηαζεο. ηελ Δηθφλα 3.3. παξνπζηάδνληαη νη 

αληηδξάζεηο ηνπ ρεκηθνχ ηνληηζκνχ. [46] 
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Δηθόλα 3.3: Πνξείεο ρεκηθνύ ηνληηζκνύ (CI) [46] 

 

Γ) Αλαιπηέο Μαδψλ 

Ο πην θνηλφο αληρλεπηήο καδψλ πνπ ζπλδέεηαη κε έλα αεξηνρξσκαηνγξάθν 

(GC) είλαη ην απιφ ηεηξάπνιν πνπ κεξηθέο θνξέο αλαθέξεηαη θαη σο "Mass 

Selective Detector» (MSD). Γηα ζξαπζκαηνπνηήζεηο MS2, ρξεζηκνπνηείηαη σο 

αλαιπηήο καδψλ ην ηξηπιφ ηεηξάπνιν (triple quadrupole) θαη ε ηερληθή 

νλνκάδεηαη δηαδνρηθή θαζκαηνκεηξία καδψλ (tandem MS ή GC-ΜS/MS). Ζ 

ηερληθή απηή είλαη ζεκαληηθή γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ρακειψλ 

ζπγθεληξψζεσλ αλαιπηψλ-ζηφρσλ παξνπζία πνιχπινθεο κήηξαο. Ζ 

αλάιπζε ζε κηα νξγαλνινγία GC-MS γίλεηαη, είηε κε πιήξε ζάξσζε (full-scan 

MS), είηε κε παξαθνινχζεζε επηιεγκέλνπ ηφληνο (SIM). Έλα φξγαλν GC-MS 

φκσο είλαη ζε ζέζε λα εθηειέζεη θαη ηηο δχν ιεηηνπξγίεο, είηε κεκνλσκέλα, είηε 

ηαπηφρξνλα, αλάινγα κε ηε ξχζκηζε πνπ γίλεηαη απφ ην ρεηξηζηή ηνπ. [46] 

 

3.3.2 Τγξνρξσκαηνγξαθία - Φαζκαηνκεηξία Μαδώλ (LC-MS) 

 

Ζ πγξνρξσκαηνγξαθία θαζκαηνκεηξία καδψλ (LC-MS) είλαη ν ζπλδπαζκφο 

ησλ δχν επηκέξνπο ηερληθψλ πνπ επηηξέπεη ηελ απνκφλσζε θαη ηε κέηξεζε 

ησλ αλαιπηψλ ζε εμαηξεηηθά ζχλζεηα κίγκαηα. Ζ πγξνρξσκαηνγξαθίαείλαη 

ζεκαληηθή γηα ηνλ δηαρσξηζκφ ησλ ελψζεσλ κε βάζε ηηο θπζηθνρεκηθέο ηνπο 
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ηδηφηεηεο, ελψ ην MS δηαθνξνπνηεί ηηο ελψζεηο κε βάζε ην ιφγν κάδα/θνξηίν 

πνπ έρνπλ (m/z ratio). Ζ νξγαλνινγία LC-MS παξνπζηάδεη πνιιά 

πιενλεθηήκαηα, αιιά θαη θάπνηα κεηνλεθηήκαηα. [41] Απηά παξνπζηάδνληαη 

ζηνλ Πίλαθα 3.1.  

Πίλαθαο 3.1: Πιενλεθηήκαηα θαη Μεηνλεθηήκαηα ηερληθήο LC-MS 

Πιενλεθηήκαηα 

Δθιεθηηθφηεηα 
Ο αλαιχηεο πξνζδηνξίδεηαη κε αθξίβεηα θαη αμηνπηζηία παξνπζία 

πνιχπινθεο κήηξαο ζην δείγκα. 

Σαρχηεηα 
Γεδνκέλνπ φηη ην MS δηαθξίλεη ελψζεηο κε βάζε ηε κάδα, ε 

αλάιπζε ζην LC είλαη πην γξήγνξε. 

Δπαζζεζία 

Ζ θαιή επαηζζεζία νδεγεί ζε κείσζε ηνπ ζνξχβνπ, αχμεζε ηνπ 

ιφγνπ S/N, επηηξέπνληαο ηνλ πξνζδηνξηζκφ αλαιπηψλ ζε ρακειά 

επίπεδα (fg/mL). 

Μεηνλεθηήκαηα 

Κφζηνο 
Οη νξγαλνινγίεο LC-MS είλαη δαπαλεξέο θαηά ηελ αγνξά, αιιά 

θαη θαηά ηελ θαζεκεξηλή ηνπο ζπληήξεζε. 

Πνιππινθφηεηα 

Σφζν νη ιεηηνπξγίεο LC φζν θαη ΜS είλαη δχζθνιν λα 

βειηηζηνπνηεζνχλ. Ηδηαίηεξε πνιππινθφηεηα παξνπζηάδεη ν 

κεραληζκφο ηνληηζκνχ. 

Πεξηνξηζκέλε 

Γπλακηθή 

Πεξηνρή 

Ζ πεξηνρή ζηελ νπνία ε επαηζζεζία έρεη κηα ζαθή ηηκή είλαη 

πεξηνξηζκέλε ζε ζρέζε κε άιιεο αλαιπηηθέο ηερληθέο. 

 

Α) Οξγαλνινγία  

Σα βαζηθά ζηνηρεία κηαο νξγαλνινγίαο LC-MS είλαη: ε επηθάλεηα ζχλδεζεο ηεο 

πγξνρξσκαηνγξαθίαο κε ηελ πεγή ηνληηζκνχ ηνπ MS θαη ν αλαιπηήο καδψλ. 

Ζ πεγή ηφλησλ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ εμάηκηζε / ηνληηζκφ ησλ κνξίσλ-

ζηφρσλ θαη ν αλαιπηήο καδψλ γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ ηφλησλ αέξηαο θάζεο κε 

βάζε ην ιφγν ηνπο m/z. Ο αλαιπηήο κάδαο, ΜS, αληρλεχεη ηηο κάδεο ησλ 

ηφλησλ πνπ δηαρσξίζηεθαλ θηέπεηηα ν αληρλεπηήο κεηξά ηε ζρεηηθή αθζνλία 

ηνπο. ε κία νξγαλνινγία LC-MS, ν πην ζπλεζηζκέλνο αλαιπηήο καδψλ γηα 

ηελ πνζνηηθνπνίεζε αλαιπηψλ είλαη ην ηξηπιφ ηεηξάπνιν (QqQ).   
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Ωο πξνο ηελ αξρή ιεηηνπξγίαο, ην δείγκα εηζάγεηαη ζηνλ εηζαγσγέα δείγκαηνο 

ηνπ πγξνρξσκαηνγξάθνπ γηα λα πξνσζεζεί κέζσ ηεο θηλεηήο θάζεο ζηε 

ζηήιε ηεο HPLC. Ζ δηαθνξά κεηαμχ ησλ ρεκηθψλ ηδηνηήησλ ησλ κνξίσλ ζην 

κίγκα, ζα δηαρσξίζεη ηα κφξηα θαζψο ην δείγκα ηαμηδεχεη θαηά κήθνο ηεο 

ζηήιεο. Έηζη, ηα κφξηα ιακβάλνπλ δηαθνξεηηθνχο ρξφλνπο θαηαθξάηεζεο (Rt) 

πάλσ ζηε ζηήιε αλάινγα κε ην κέγεζνο ηεο αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε απηή. 

Καηά ηελ έθινπζε ησλ κνξίσλ απφ ην ζχζηεκα LC, απηά εηζέξρνληαη ζηελ 

πεγή ηνληηζκνχ ηνπ MS φπνπ θαη κεηαηξέπνληαη ζε ηφληα αέξηαο θάζεο (gas 

ions). ηε ζπλέρεηα επηηαρχλνληαη κε ηελ εθαξκνγή δπλακηθψλ θαη εηζέξρνληαη 

ζηνλ αλαιπηή κάδαο. Λφγσ ησλ ειεθηξνζηαηηθψλ πεδίσλ κέζα ζην ηξηπιφ 

ηεηξάπνιν, ηα ηφληα αξρίδνπλ λα εθηξέπνληαη αλάινγα κε ηε κάδα ηνπο θαη ην 

θνξηίν ηνπο. ην ηέινο, ν αληρλεπηήο κεηαηξέπεη ηελ ελέξγεηα ησλ ηφλησλ ζε 

ειεθηξηθά ζήκαηα, ηα νπνία ζηε ζπλέρεηα κεηαδίδνληαη ζε έλαλ ππνινγηζηή 

γηα ηε δηαρείξηζε ησλ δεδνκέλσλ θαη ησλ ππνινγηζκψλ πνπ απαηηνχληαη. [47] 

 

B) Πεγέο Ηνληηζκνχ ζην MS  

Σν θχξην επίηεπγκα ήηαλ ε επίιπζε ηεο αζπκβαηφηεηαο ηεο εηζαγσγήο ηεο 

θηλεηήο θάζεο απφ ηε ζηήιε LC ζην θαζκαηφκεηξν καδψλ, ν νπνίνο 

βξίζθεηαη ππφ θελφ. Οη πεγέο ηνληηζκνχ ζε κηα νξγαλνινγία LC-

MSπαξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.2.  

Πίλαθαο 3.2: Πεγέο ηνληηζκνύ ζην MS θαη ιεηηνπξγία ηνπο 

Πεγή Ηνληηζκνχ Λεηηνπξγία 

Electrosray ionization (ESI) Δμάηκηζε θνξηηζκέλσλ ζηαγνληδίσλ 

Nanoelectrospray ionization (nanoESI) Δμάηκηζε θνξηηζκέλσλ ζηαγνληδίσλ 

Atmospheric pressure chemical 

ionization (APCI) 

Δθθέλσζε θνξψλα θαη κεηαθνξά 

πξσηνλίσλ 

Matrix-assisted laser desorption 

ionization (MALDI) 

Απνξξφθεζε θσηνλίνπ/κεηαθνξά 

πξσηνλίνπ 

Desorption/ionization on silicon (DIOS) 
Απνξξφθεζε θσηνλίνπ/κεηαθνξά 

πξσηνλίνπ 

Fast atom/ion bombardment (FAB) Δθξφθεζε ηφλησλ/κεηαθνξά πξσηνλίνπ 

 



54 

 

ήκεξα, ε πεγή ηνληηζκνχ κε ειεθηξνςεθαζκφ (ESI) θαη ν ρεκηθφο ηνληηζκφο 

αηκνζθαηξηθήο πίεζεο (APCI) είλαη νη πην θνηλέο ηερληθέο ΑΡΗ (atmospheric 

pressure ionization) ζε ρξήζε ξνπηίλαο γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε κηθξψλ 

κνξίσλ. Παξφιν απηά, ην ESI θαη ε MALDI είλαη δχν ηερληθέο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζπρλά ζε πγξά θαη ζηεξεά βηνινγηθά δείγκαηα, 

πξνζθέξνληαο εμαηξεηηθή επαηζζεζία θαη πνιιέο εθαξκνγέο ζηε βηνκνξηαθή 

αλάιπζε (θπξίσο “proteomics”). [48] 

 

1. Ηνληηζκφο κε ειεθηξνςεθαζκφ (ESI): απνηειεί κηα καιαθή πεγή ηνληηζκνχ 

γηα κφξηα αλαιπηψλ πνπ εμέξρνληαη απφ έλαλ πγξνρξσκαηνγξάθν. [49, 50] Ζ 

πγξή θηλεηή θάζε εμεξρφκελε απφ ην LC, ςεθάδεηαη κέζα απφ ηξηρνεηδή 

ζσιήλα ζηνλ νπνίν εθαξκφδεηαη πςειή ηάζε (3-4 kV), κε δηαγψληα ξνή 

αεξίνπ Ν2. Έηζη ζρεκαηίδεηαη  αεξφιπκα θνξηηζκέλσλ ζηαγνληδίσλ, δειαδή 

κεγάιε παξαγσγή ζεηηθψλ θαη αξλεηηθψλ ηφλησλ. Όηαλ ην θνξηηζκέλν 

αεξφιπκα θηάζεη ζηελ έμνδν ηνπ ηξηρνεηδνχο, γίλεηαη ςεθαζκφο ππφ 

αηκνζθαηξηθή πίεζε θαη θαηά ηελ πνξεία ησλ ζηαγνληδίσλ, ν φγθνο ηνπο 

κεηψλεηαη θαη ηα ηφληα ζπξξηθλψλνληαη. [49, 50] Δθφζνλ ε κφλε δχλακε πνπ 

θξαηάεη ηα ηφληα είλαη ε επηθαλεηαθή ηάζε, δεκηνπξγνχληαη ειεθηξνζηαηηθέο 

απψζεηο πνπ νδεγνχλ ζηελ έθξεμε θάζε ζηαγφλαο θαη ζην ζρεκαηηζκφ 

ηφλησλ ζηελ αέξηα θάζε (δψλε απνδηαιχησζεο). Σα ηφληα αέξηαο θάζεο 

(ζεηηθά θαη αξλεηηθά) κπαίλνπλ ζηελ είζνδν ηνπ MS (MS inlet), ην νπνίν 

ιεηηνπξγεί ππφ θελφ (Δηθφλα 3.4).   
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Δηθόλα 3.4: ρεκαηηθό δηάγξακκα πνξείαο ESI [51] 

 

Ο ηνληηζκφο ESI κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη κε εθαξκνγή θαηάιιεισλ δπλακηθψλ 

σο ESI(+) ή ESI(-), επηηξέπνληαο ηελ είζνδν ζεηηθψλ ή αξλεηηθψλ ηφλησλ 

αληίζηνηρα ζηελ είζνδν ηνπ MS θαη δεκηνπξγψληαο ηα ςεπδνκνξηαθά ηφληα 

[Μ+Ζ]+ θαη [M-H]-.  

Σν θχξην πιενλέθηεκα ηεο ρξήζεο ηνπ ESI είλαη ε θαιή επαηζζεζία θαη ν 

ζρεκαηηζκφο πξσηνλησκέλσλ ή απνπξσηνλησκέλσλ κνξίσλ κε κηθξή 

ζξαπζκαηνπνίεζε, ηδαληθφ γηα πνηθηιία αλαιπηψλ (κεηξίσο πνιηθψλ θαη 

πνιηθψλ). Κάπνηα φκσο απφ ηα κεηνλεθηήκαηά ηνπ είλαη ν ζρεκαηηζκφο 

ηφλησλ πξνζζήθεο (adduct ions) θαη ε απφζβεζε ζήκαηνο ζε δηαιχκαηα κε 

άιαηα θαη αληαγσληζηηθή κήηξα. Δπηπιένλ, ε απφθξηζε ηνπ ζήκαηνο κπνξεί 

λα είλαη κε γξακκηθή ζε πςειέο ζπγθεληξψζεηο ησλ αλαιπηψλ. [43, 52] 

 

2. Υεκηθφο Ηνληηζκφο ζε Αηκνζθαηξηθή Πίεζε (APCI): απνηειεί κηα καιαθή 

πεγή ηνληηζκνχ αέξηαο θάζεο πνπ είλαη πην θαηάιιειε γηα ηελ αλάιπζε 

ζρεηηθά κε πνιηθψλ κνξίσλ ζε ζπλδπαζκφ κε κηα νξγαλνινγία LC. Αξρηθά, ην 

έθινπζκα θηλεηήο θάζεο απφ ην LC ξέεη κέζσ ελφο ηξηρνεηδνχο θαη 

ζηαγνλίδηα παξάγνληαη κε εθλέθσζε ηεο πγξήο θάζεο ζε ζπξέη. ηελ πεγή 

APCI ππάξρεη έλαο ζεξκαηλφκελνο καλδχαο (ζ > 350 ˚C) πνπ εμαηκίδεη ηνλ 

δηαιχηε ηεο θηλεηήο θάζεο, παξάγνληαο κφξηα ζηελ αέξηα θάζε. Με 

εθθέλσζε θνξψλαο παξάγνληαη ειεθηξφληα πνπ ηνληίδνπλ ηνλ αέξα θαη ηα 

κφξηα ηνπ αεξίνπ, ζρεκαηίδνληαο ηηο ελψζεηο (Ν2+, H2O+, O2+), νη νπνίεο 

αληηδξνχλ ηαρέσο πξνο ζρεκαηηζκφ ηφλησλ H3O+ (Δηθφλα 3.5). Ζ κεηαθνξά 

πξσηνλίνπ απφ ηνλ ηνληηζκέλν δηαιχηε έρεη σο απνηέιεζκα ηνλ ζεηηθφ θαη 

αξλεηηθφ ρεκηθφ ηνληηζκφ ηνπ αλαιχηε θαη ηε δεκηνπξγία ησλ [Μ+Ζ]+ θαη [M-H]- 

αληίζηνηρα. [53, 54] 



56 

 

 

Δηθόλα 3.5: ρεκαηηθό δηάγξακκα πνξείαο APCI [51] 

Σν APCI δελ ππνθέξεη ηφζν απφ ζεκαληηθή απφζβεζε ζήκαηνο φπσο ην ESI. 

Ωζηφζν, ζεκαληηθή πξνζνρή ρξεηάδεηαη ζηελ επηινγή ηνπ δηαιχηε θαη ησλ 

πξφζζεησλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ θηλεηή θάζε, ψζηε 

λα απνθεπρζεί ν αληαγσληζηηθφο ηνληηζκφο ζσκαηηδίσλ ηεο κήηξαο. [51] 

 

Γ) Αλαιπηέο Μαδψλ 

Οη αλαιπηέο καδψλκπνξνχλ λα δηαθξηζνχλ ζε ρακειήο δηαθξηηηθήο 

ηθαλφηεηαο, φπσο είλαη ην απιφ ηεηξάπνιν (single quadrupole), ην ηξηπιφ 

ηεηξάπνιν (triple quadrupole) ή ε ηνληηθή παγίδα (ion trap) κε δπλαηφηεηα 

ζξαπζκαηνπνίεζεο MSn, θαη ζε πςειήο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο, φπσο είλαη ν 

αλαιπηήο ρξφλνπ πηήζεο (ΣΟF) θαη ην «orbitrap». Ωζηφζν, ν πην επξέσο 

ρξεζηκνπνηνχκελνο ηχπνο αλαιπηή γηα πνζνηηθνπνίεζε είλαη ην ηξηπιφ 

ηεηξάπνιν (QqQ), ιφγσ πςειψλ ηαρπηήησλ ζάξσζεο, κηθξφηεξνπ κεγέζνπο 

θαη θφζηνπο, ζε ζχγθξηζε κε άιινπο αλαιπηέο καδψλ.  

ε πνιιά εξγαζηήξηα ρξεζηκνπνηείηαη εμνπιηζκφο UPLC-QqQ-MS/MS, φπνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηήιεο ζηελέο θαη κηθξνχ κήθνπο πνπ εμαζθαιίδνπλ κηθξέο 

ξνέο ζην MS. Οη ζηήιεο απνηεινχληαη απφ ζπκπαγή ππξήλα κηθξψλ 

πιεξσκέλσλ ζσκαηηδίσλ (2,5-3,0 κm). Οη αληιίεο UPLC (Ultra-Performance 
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Liquid Chromatography) αλαπηχζζνπλ πςειέο πηέζεηο θαη ζπκβάιινπλ ζηελ 

αχμεζε ηεο ηαρχηεηαο θαη ηεο επαηζζεζίαο ησλ αλαιχζεσλ. [55, 56]  

Καξδηά ελφο ηεηξαπνιηθνχ θαζκαηφκεηξνπ είλαη νη ηέζζεξηο παξάιιειεο 

ξάβδνη νη νπνίεο δξνπλ σο ειεθηξφδηα. Οη δηαγψληεο ξάβδνη ζπλδένληαη 

ειεθηξηθά κεηαμχ ηνπο. Σν έλα δεχγνο ζπλδέεηαη κε ηνλ ζεηηθφ πφιν κηαο 

πεγήο κεηαβιεηήο ηάζεο DC, ελψ ην άιιν κε ηνλ αξλεηηθφ πφιν ηεο πεγήο. 

Ωζηφζν, φπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθφλα 3.6, ην ηξηπιφ ηεηξάπνιν (QqQ) είλαη έλα 

δηαδνρηθφ θαζκαηφκεηξν καδψλ πνπ απνηειείηαη απφ δχν ηεηξάπνια - 

αλαιπηέο καδψλ ζε ζεηξά θαη κηα παγίδα ζπγθξνχζεσλ πνπ βξίζθεηαη κεηαμχ 

ηνπο. Σν ελδηάκεζν ηεηξάπνιν δελ δηαρσξίδεη ηηο κάδεο ησλ ηφλησλ, αιιά 

απνηειεί κηα θπςειίδα ζπγθξνχζεσλ (CID), φπνπ ζξαπζκαηνπνηεί κε 

πεξίζζεηα αδξαλνχο αεξίνπ (Αr ή He) ηα ηφληα ζε κηθξφηεξα ζξαχζκαηα. ε 

θάπνηεο πεξηπηψζεηο, ην ελδηάκεζν ηεηξάπνιν κπνξεί λα αληηθαηαζηαζεί απφ 

έλα εμάπνιν ή νθηάπνιν γηα βειηίσζε ηεο απφδνζεο ηεο αλάιπζεο. [43] 

 

Δηθόλα 3.6: Απεηθόληζε δηάηαμεο ηξηπινύ ηεηξάπνινπ (QqQ) 

 

ε έλα ηξηπιφ ηεηξάπνιν, κπνξνχλ λα εθαξκνζηνχλ πνιιέο ιεηηνπξγίεο 

ζάξσζεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ κνξίσλ ελδηαθέξνληνο, αλάινγα κε ην ζθνπφ 

ηεο αλάιπζεο. Ζ πην απιή πεξίπησζε είλαη νη ιεηηνπξγίεο full-scan θαη SIM 

(single ion monitoring), φπνπ απφ ην ελδηάκεζν ηεηξάπνιν δηέξρνληαη νη 

κάδεο, ρσξίο λα ζξαπζκαηνπνηεζνχλ. ηε ιεηηνπξγία full-scan γίλεηαη ζάξσζε 

φισλ ησλ καδψλ ησλ ηφλησλ, ελψ ζηε ιεηηνπξγία SIM επηιέγνπκε πνηεο κάδεο 

ζέινπκε λα απνκνλψζνπκε. Αληίζεηα, νη ιεηηνπξγίεο SRM, MRM [57, 58], 

Product ion scanning, Precursor ion scanning θαη Neutral loss scan, 
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ρξεζηκνπνηνχλ ην ελδηάκεζν ηεηξάπνιν σο θπςειίδα ζπγθξνχζεσλ (CID) γηα 

ζξαπζκαηνπνίεζε ησλ καδψλ κε θαηάιιειε ελέξγεηα (Colisionenergy, CE). 

[64] Αλάινγα ην ζθνπφ ηεο αλάιπζεο επηιέγνληαη ζπγθεθξηκέλεο κάδεο ή 

ζαξψλνληαη φιεο ζηα ηεηξάπνια Q1 θαη Q2 , φπσο θαίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 3.3.  

 
Πίλαθαο 3.3: Λεηηνπξγίεο ζάξσζεο ηξηπινύ ηεηξάπνινπ (QqQ)  

Λεηηνπξγία Q1 Q2 Q3 θνπφο MS MS/MS 

Πιήξεο  

ζάξσζε 
άξσζε 

Γηέιεπζε φισλ 

ησλ ηφλησλ 

Γηέιεπζε 

φισλ ησλ 

ηφλησλ 

Πιεξνθνξίεο γηα 

ην κνξηαθφ 

βάξνο 

√  

SIM 
Καζνξηζκέλν 

m/z 

Γηέιεπζε φισλ  

ησλ ηφλησλ 

Γηέιεπζε 

φισλ ησλ 

ηφλησλ 

Πνζνηηθνπνίεζε √  

άξσζε 

ζπγαηξηθψλ 

ηφλησλ 

Καζνξηζκέλν 

m/z 

Γηέιεπζε φισλ  

ησλ ηφλησλ  

(+ 

ζξαπζκαηνπνίεζε) 

άξσζε 
Πιεξνθνξίεο  

γηα ηε δνκή 
 √ 

SRM 
Καζνξηζκέλν 

m/z 

Γηέιεπζε φισλ 

 ησλ ηφλησλ  

(+ 

ζξαπζκαηνπνίεζε) 

Καζνξηζκέλν 

m/z 

ηνρεπκέλε 

πνζνηηθνπνίεζε 
 √ 

MRM 
Καζνξηζκέλν 

m/z 

Γηέιεπζε φισλ  

ησλ ηφλησλ  

(+ 

ζξαπζκαηνπνίεζε) 

Καζνξηζκέλν 

m/z 

ηνρεπκέλε 

πνζνηηθνπνίεζε 
 √ 

άξσζε 

νπδέηεξσλ 

απσιεηψλ 

άξσζε 

Γηέιεπζε φισλ  

ησλ ηφλησλ  

(+ 

ζξαπζκαηνπνίεζε) 

άξσζε 
άξσζε  

αλαιπηψλ 
 √ 

άξσζε 

πξφδξνκσλ 

ηφλησλ 

άξσζε 

Γηέιεπζε φισλ  

ησλ ηφλησλ  

(+ 

ζξαπζκαηνπνίεζε) 

Καζνξηζκέλν 

m/z 

άξσζε  

αλαιπηψλ 
 √ 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4 

ΥΑΡΑΚΣΖΡΗΣΗΚΑ ΠΟΗΟΣΖΣΑ ΜΔΘΟΓΟΤ 

 

4.1 Δηζαγσγή 

 

Ζ αλάπηπμε θαη επηθχξσζε ησλ κεζφδσλ γηα ηηο νπζίεο πνπ κεηαλαζηεχνπλ, 

πξέπεη λα πξαγκαηνπνηεζεί ζχκθσλα κε ηηο απνδεθηέο πξαθηηθέο ηεο 

βηνκεραλίαο, κε θξηηήξηα θαη πξφηππα. Ζ έθηαζε ηεο επηθχξσζεο πνπ 

απαηηείηαη εμαξηάηαη απφ ηνπο ζηφρνπο ηεο κειέηεο ζηελ νπνία γίλεηαη ρξήζε 

ηεο αλαιπηηθήο κεζφδνπ. Οη παξάκεηξνη επηθχξσζεο πεξηιακβάλνπλ: ηελ 

αθξίβεηα, ηελ πηζηφηεηα (επαλαιεςηκφηεηα, ελδηάκεζε πηζηφηεηα), ηελ 

εηδηθφηεηα, ην φξην αλίρλεπζεο, ην φξην πνζνηηθνπνίεζεο, ηε γξακκηθφηεηα, ην 

εχξνο θαη ηελ αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ. Θα πξέπεη επίζεο λα αλαπηπρζνχλ 

δνθηκαζίεο θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο (Systemsuitabilitytesting, SST). 

[59]Παξαθάησ, δίλνληαη πεξηζζφηεξεο ιεπηνκέξεηεο γηα ηηο επηκέξνπο 

παξακέηξνπο ηεο επηθχξσζεο.  

 Αθξίβεηα (Accuracy): Ζ επηθχξσζε ησλ παξακέηξσλ ηεο αθξίβεηαο 

αμηνινγείηαη ζπλήζσο ζε δείγκαηα θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο 

εκπινπηηζκέλα κε γλσζηέο πνζφηεηεο νπζηψλ “ζηφρσλ”. Ζ επηινγή ηεο 

κήηξαο ηνπ πξντφληνο, ζα πξέπεη λα είλαη ηέηνηα, ψζηε λα κελ ππάξρεη 

επαθή κεηαμχ απηψλ θαη ησλ πιηθψλ ζπζθεπαζίαο. Σα επίπεδα 

εκβνιηαζκνχ κπνξνχλ λα πξνζδηνξηζηνχλ κε βάζε ηηο γλσζηέο πνζφηεηεο 

ησλ νπζηψλ “ζηφρνπ” απφ ηηο κειέηεο εθρχιηζεο. πλήζσο, ε αθξίβεηα 

πξαγκαηνπνηείηαη ηππηθά ζε ηξία επίπεδα εκβνιηαζκνχ γλσζηψλ 

ζπγθεληξψζεσλ.  

 Πηζηφηεηα (Precision): 

α) Δπαλαιεςηκφηεηα (Repeatability)                                     

β) ΔλδηάκεζεΠηζηφηεηα (Intermediate Precision)  

 Γξακκηθφηεηα (Linearity): Οη νπζίεο πνπ κεηαλαζηεχνπλ βξίζθνληαη ζηα 

ζπζηαηηθά ηεο ζπζθεπαζίαο ζε δηαθνξεηηθά επίπεδα ζπγθεληξψζεσλ. Γηα 
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λα πνζνηηθνπνηεζνπλ νξζά, ινηπφλ, απηέο νη «leachable»ελψζεηο, 

επηιέγεηαη θαη επηθπξψλεηαη κηαπεξηνρή ζπγθεληψζεσλ ε νπνία 

πεξηιακβάλεη ην πξνθαζνξηζκκέλν αλαιπηηθφ φξην (ΑΔΣ) γηα γελνηνμηθέο 

ελψζεηο (πεξηγξάθεηαη ζην εδάθην 5.3.1) θαζψο επίζεο θαη ηηκέο 

κηθξφηεξεο, αιιά θαη κεγαιχηεξεο απφ απηφ.     

 Δχξνο (Range)  

 Όξην αλίρλεπζεο (LOD) θαη Όξην πνζνηηθνπνίεζεο (LOQ): Γηα λα 

αληρλεπηνχλ θαη λα πνζνηηθνπνηεζνχλ νη άγλσζηεο ελψζεηο, ην φξην 

πνζνηηθνπνίεζεο πξέπεη λα είλαη ίζν ή κηθξφηεξν απφ ην πξνθαζνξηζκέλν 

αλαιπηηθφ φξην (ΑΔΣ).  

 Δηδηθφηεηα (Specificity): Ζ εθηίκεζε ηεο εηδηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ κπνξεί λα 

επηηεπρζεί, αμηνινγψληαο ηελ θαζαξφηεηα ηεο ρξσκαηνγξαθηθήο θνξπθήο 

ζε εκβνιηαζκέλα θαη κε εκβνιηαζκέλα δείγκαηα θαξκαθεπηηθνχ πξντφληνο. 

Ζ εηδηθφηεηα ηεθκεξηψλεηαη ζηελ πεξίπησζε φπνπ δελ παξαηεξνχληαη  

παξεκπνδίζεηο απφ νπζίεο ηεο κήηξαο ηνπ δείγκαηνο.  

 Αλζεθηηθφηεηα (Robustness): Γηα ηελ αμηνιφγεζή ηεο, είλαη ζεκαληηθφ λα 

ζρεδηαζηεί έλαο αξηζκφο πεηξακάησλ κε ζηαηηζηηθή πξνζέγγηζε θαη 

ιακβάλνληαο ππφςε φιεο ηηο πηζαλέο αλαιπηηθέο παξακέηξνπο, νη νπνίεο 

ζα έθξηλαλ θαηά πφζν ε κέζνδνο είλαη αλζεθηηθή (robust). Οη παξάκεηξνη 

κπνξνχλ λα αθνξνχλ ηνλ ξπζκφ ξνήο ηεο θηλεηήο θάζεο ζηελ HPLC, ηε 

ζηήιε, ηε βαζκηδσηή έθινπζε ηεο θηλεηήο θάζεο, θιπ.  

 Γνθηκαζίεο θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο (System Suitability Testing). 

Οη αλαιπηηθέο κέζνδνη βαζηζκέλεο ζηελ νξγαλνινγία GC θαη HPLC, ζα 

πξέπεη λα δηαζέηνπλ ηα θαηάιιεια θξηηήξηα θαηαιιειφηεηαο ηνπ 

ζπζηήκαηνο γηα ηελ αμηνιφγεζε κηαο κεζφδνπ ξνπηίλαο. Ζ ελδηάκεζε 

πηζηφηεηα (System Precision), απνηειεί κέξνο ηεο δνθηκαζίαο 

θαηαιιειφηεηαο ζπζηήκαηνο.  

 

 Ζ παξνχζα εξεπλεηηθή δηαηξηβή εμεηάδεη ηελ αλάπηπμε κεζφδνπ γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ νπζηψλ πνπ κεηαλαζηεχνπλ απφ ηνλ πεξηέθηε ζην ηειηθφ 

πξντφλ. Δπνκέλσο, ζα ειεγρζνχλ φιεο νη παξάκεηξνη πνπ πεξηγξάθεθαλ 

πξνεγνπκέλσο. [3, 60] 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 5 

ΑΝΑΠΣΤΞΖ ΚΑΗ ΔΠΗΚΤΡΧΖ ΜΔΘΟΓΟΤ ΓΗΑ ΣΟΝ HMI-

ΠΟΟΣΗΚΟ ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟ ΟΤΗΧΝ ΠΟΤ ΜΔΣΑΝΑΣΔΤΟΤΝ 

ΑΠΟ ΠΔΡΗΔΚΣΖ ΣΟ ΠΔΡΗΔΥΟΜΔΝΟ ΦΑΡΜΑΚΔΤΣΗΚΟΤ 

ΚΔΤΑΜΑΣΟ ΒΟΡΗΚΟΝΑΕΟΛΖ 

 

5.1 Δηζαγσγή -θνπόο κειέηεο 

 

Ζ ζπζθεπαζία ησλ θαξκαθεπηηθψλ πξντφλησλ απνηειεί νπζηαζηηθφ κέξνο ηεο 

παξαγσγήο ηνπο. Όηαλ επηιέγεηαη ην πιηθφ ζπζθεπαζίαο, ιακβάλνληαη ππφςε 

δηάθνξεο παξάκεηξνη, νη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο νπνίεο αθνξνχλ ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπ πιηθνχ. Οη παξάκεηξνη απηέο κπνξεί λα είλαη θξίζηκεο γηα 

ηε ζηαζεξφηεηα ηνπ πξντφληνο, γηα ηε δηαηήξεζε ηεο ζηεηξφηεηαο θαη γηα λα 

θάλνπλ ηα πξντφληα λα είλαη εχθνια ζηε ρξήζε. Σα πιηθά πνπ ζπλήζσο 

ζπλζέηνπλ ηε ζπζθεπαζία πεξηιακβάλνπλ θπξίσο πνιπκεξηθά θαη κεηαιιηθά 

κέξε. Δλψ ζα ζέιακε λα ζθεθηνχκε φηη ην κεγαιχηεξν κέξνο απηψλ ησλ  

πιηθψλ είλαη πξαθηηθά αδξαλέο, θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ αλακελφκελνπ ρξφλνπ 

δσήο θαη ρξήζεο ηνπ πξντφληνο, ε ζπλερήο επαθή, θαζψο θαη ε πίεζε, κπνξεί 

λα επηθέξνπλ κηα αιιαγή ζηε ζχλζεζε ηνπ απνζεθεπκέλνπ πξντφληνο κέζσ 

αιιειεπηδξάζεσλ κε ηε ζπζθεπαζία ηνπ. Σα πνιπκεξηθά πιηθά πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζπλήζσο σο πεξηέθηεο ζηε βηνκεραλία θαξκάθσλ 

πεξηέρνπλ δηάθνξα πξφζζεηα ηα νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ ελίζρπζε 

ησλ ηδηνηήησλ ησλ πεξηεθηψλ. Σππηθέο θαηεγνξίεο πξνζζέησλ πεξηιακβάλνπλ 

αληηνμεηδσηηθά, πιαζηηθνπνηεηέο, αληη-απνηθνδνκεηηθά, ρξσζηηθέο ή 

ζπγθνιιεηηθά. Απηά ηα πξφζζεηα ή ηα πξντφληα απνηθνδφκεζήο ηνπο, θαζψο 

θαη ππνιείκκαηα θαη ππνπξντφληα ηεο δηαδηθαζίαο πνιπκεξηζκνχ, κπνξνχλ 

λα ζπζζσξεπζνχλ ζηα θαξκαθεπηηθά πξντφληα κέζσ κηαο δηαδηθαζίαο πνπ 

αθνινπζεί έλα ζχλζεην κεραληζκφ, πνπ ραξαθηεξίδεηαη θπξίσο απφ κηα 

δηαδηθαζία δηάιπζεο θαη δηάρπζεο. Ζ κεηαθνξά απηψλ ησλ ελψζεσλ κπνξεί 

λα είλαη άκεζε (απαηηψληαο επαθή) ή έκκεζε θαη κπνξεί λα πξνρσξήζεη ζε 

πεξαηηέξσ αιιειεπίδξαζε κε ην πξντφλ ζρεκαηίδνληαο ελδερνκέλσο 

ραξαθηεξηζηηθά πξντφληα απνηθνδφκεζεο. 
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Οη κειέηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο ζπζθεπαζίαο πξντφλησλ επηθεληξψλνληαη 

ζηελ θαζηέξσζε απηήο ηεο αιιαγήο ζηε ζχλζεζε ηνπ πξντφληνο πνπ 

πξνθαιείηαη απφ ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο ζπζθεπαζίαο θαη ηνπ 

απνζεθεπκέλνπ πεξηερνκέλνπ κέζσ κνξηαθψλ αληαιιαγψλ. Ζ αληαιιαγή 

απηή κπνξεί λα επηηειείηαηηφζν κε άκεζν, φζν θαη έκκεζν ηξφπν κεηαθνξάο. 

Σν ελ ιφγσ πξντφλ είλαη ζε κνξθή ζθφλεο (ιπνθηινπνηεκέλν) θαη ζπλεπψο 

δελ είλαη ηθαλφ λα δηαρπζεί εληφο ηεο πνιπκεξηθήο κήηξαο πξνθεηκέλνπ λα 

ζπζζσξεπζνχλ εζψθιεηζηα, αιιά δηαζέζηκα «leachable είδε», φπσο ζα ήηαλ 

ηθαλφ λα θάλεη έλα πξντφλ ζε πγξή θαηάζηαζε, αλάινγα κε ηε δηαπεξαηφηεηα 

ηεο ελ ιφγσ κήηξαο. 

Ζ δηαρείξηζε ησλ νπζηψλ κεηαλάζηεπζεο είλαη ζεκαληηθή γηα ηνπο 

παξαζθεπαζηέο θαξκαθεπηηθψλ πξντφλησλ θαη ηηο θαλνληζηηθέο αξρέο, θαζψο 

νξηζκέλεο απφ απηέο βξίζθνληαη ζε ζπγθεληξψζεηο ζρεηηθά κεγάιεο θαη 

κπνξνχλ λα παξνπζηάζνπλ αλεζπρίεο γηα ηελ αζθάιεηα ησλ αζζελψλ ή θαη 

ζέκαηα ζπκβαηφηεηαο ζηα θαξκαθεπηηθά πξντφληα. θνπφο ηεο κειέηεο είλαη 

λα αμηνινγεζεί ε θαηαιιειφηεηα ηεο κεζφδνπ πνπ αλαπηχρζεθε γηα ρξήζε 

ζηελ αλάιπζε ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο Voriconazole 200 mg αλά θηαιίδην 

ζθφλεο γηα δηάιπκα πξνο έγρπζε, φζνλ αθνξά ζηελ εθαξκνγή ηεο γηα ηελ 

αλίρλεπζε θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ πηζαλψλ «leachable εηδψλ».  

 

5.2 ρεδηάγξακκα αλάιπζεο 

 

Γεδνκέλνπ φηη νη ελ ιφγσ «leachable ελψζεηο» πνηθίιινπλ σο πξνο ηε θχζε 

ηνπο, ε αλίρλεπζή θαη ν πξνζδηνξηζκφο ηνπο ζπλεπάγνληαη ηε ρξήζε 

δηαθνξεηηθψλ κεζνδνινγηψλ. Ζ κέζνδνο πνπ ζα επηθπξσζεί γηα ηελ 

αλίρλεπζε ηέηνησλ «leachable ελψζεσλ» είλαη κηα κεζνδνινγία βαζηζκέλε ζε 

κηα ηερληθή αληηζηξφθνπ θάζεο UPLC-PDA-MS, ε νπνία ρξεζηκνπνηεί κηα 

πεγή ηνληζκνχ κε ειεθηξνςεθαζκφ (ESI) ζε ακθφηεξνπο ηνπο ηξφπνπο 

αξλεηηθνχ θαη ζεηηθνχ ηνληζκνχ. Ο αληρλεπηήο ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο (UV) 

ρξεζηκεχεη γηα λα παξέρεη έλα γξήγνξν, αξρηθφ έιεγρν ησλ «leachable 

ελψζεσλ», ελψ ην θαζκαηφκεηξν καδψλ παξέρεη πνιχηηκα δεδνκέλα γηα λα 

επηηξέπεη ηελ ηαπηνπνίεζε ελψζεσλ. Υξεζηκνπνηψληαο έλα θαζκαηφκεηξν 
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καδψλ ηθαλφ λα πξνρσξήζεη ζηελ ζξαπζκαηνπνίεζε ηνπ αξρηθψο 

απνκνλσκέλνπ κνξηαθνχ ηφληνο, εληζρχεη ηηο δπλαηφηεηεο ηεο κεζφδνπ γηα λα 

δηαζαθελίζεη ηε δνκή ησλ ελψζεσλ πνπ αληρλεχνληαη. Απηή ε κέζνδνο 

ζηνρεχεη ζε έλα επξχ θάζκα δηαθνξεηηθψλ αλαιπηψλ θαη θπξίσο ζε κε 

πηεηηθνχο αλαιχηεο. 

Αξρηθά, ππνινγίζηεθε ην αλαιπηηθφ φξην ΑΔΣ, έπεηηα έγηλε ε αλάιπζε ηνπ 

δείγκαηνο θαη ζην ηέινο έγηλε αμηνιφγεζε γηα ην αλ κηα «leachable νπζία» 

βξίζθεηαη ζην δείγκα ζε ζπγθέληξσζε κεγαιχηεξε ηνπ ΑΔΣ θαη άξα κπνξεί λα 

ζεσξεζεί σο πηζαλψο γελνηνμηθή γηα ηελ αλζξψπηλε πγεία. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

έγηλε αμηνιφγεζε γηα ηελ χπαξμε πιαζηηθνπνηεηψλ πνπ έρνπλ κεηαλαζηεχζεη 

απφ ηνλ πεξηέθηε ζην πεξηερφκελν ηνπ θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο 

βνξηθνλαδφιεο (δξαζηηθή νπζία).  

Σν ζθεχαζκα βνξηθνλαδφιεο πνπ κειεηήζεθε είλαη έλα ελέζηκν δηάιπκα πνπ 

ρνξεγείηαη ελδνθιέβηα σο ζεξαπεία ελάληηα δηαθφξσλ εηδψλ κπθεηηάζεσλ. Σν 

ελ ιφγσ ζθεχαζκα βξίζθεηαη αξρηθά ζε κνξθή ιπνθηιησκέλεο ζθφλεο θαη ιίγν 

πξηλ ηε ρνξήγεζή ηνπ ζηνλ αζζελή πξαγκαηνπνηείηαη ε δηάιπζή ηνπ ζε 

θαηάιιειν δηαιχηε γηα ηε κεηαηξνπή ηνπ ζε δηάιπκα έηνηκν γηα ελδνθιέβηα 

ρνξήγεζε. Λφγσ ηνπ πνιχ ρακεινχ αλαιπηηθνχ νξίνπ ΑΔΣ ηνπ δείγκαηνο, ε 

αλαιπηηθή κέζνδνο πνπ αλαπηχρζεθε/επηθπξψζεθε θαη εθαξκφζηεθε 

πεξηιακβάλεη δηαδηθαζίεο θαζαξηζκνχ θαη πξνζπγθέληξσζεο ηνπ δείγκαηνο κε 

εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (SPE). ην ηέινο, έγηλε αλάιπζε ηνπ εθρπιίζκαηνο 

κε ηελ ηερληθή LC-MS, ψζηε λα πξνζδηνξηζηνχλ ηα ίρλε ησλ πιαζηηθνπνηεηψλ 

πνπ απειεπζεξψζεθαλ ζην πεξηερφκελν ηνπ θαξκάθνπ.   

Ο εξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο, νη πξψηεο χιεο θαη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ, πεξηγξάθνληαη ζην Παξάξηεκα Η.  

Σα ζηάδηα ηεο αλαιπηηθήο κεζφδνπ πνπ αθνινπζήζεθαλ, παξνπζηάδνληαη ζην 

ρήκα 5.1. 
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Τπνινγηζκφο αλαιπηηθνχ νξίνπ ΑΔΣ 

↓ 

Παξαζθεπή δηαιπκάησλ εξγαζίαο & Πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο 

↓ 

Δθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (SPE) 

↓ 

Αλάιπζε εθρπιίζκαηνο κε LC-MS 

↓ 

Δχξεζε αλακελφκελεο ζπγθέληξσζεο ησλ νπζηψλ ζην πξντφλ (κg∙mL-1) 

ρήκα 5.1: ηάδηα αλαιπηηθήο κεζόδνπ ζε δείγκα βνξηθνλαδόιεο 

 

Ζ επηθχξσζε πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ην δηάιπκα  ηνπ 

πξναλαθεξζέληνο πξντφληνο, ε ζχλζεζή ηνπ νπνίνπ παξνπζηάδεηαη ζηνλ 

Πίλαθα 5.1. 

 

Πίλαθαο 5.1: ύζηαζε δηαιύκαηνο πξντόληνο ζηελ πξν-ιπνθηινπνηεκέλε κνξθή 

πζηαηηθά ηνπ πξντόληνο πγθέληξσζε (mg/ mL) 

Βνξηθνλαδφιε 20 

Τδξνμπινπξνππιν-βεηα-θπθινδεμηξίλε 240 

Υισξηνχρν λάηξην 22,56 

Τδξνρισξηθφ νμχ (1Ν) κέρξη pH 5,6 

Τπεξθάζαξν λεξφ κέρξη ην 1mL 

 

Πξηλ ηε ρξήζε ηνπ ιπνθηινπνηεκέλνπ ηειηθνχ πξντφληνο, πξαγκαηνπνηήζεθε 

δηάιπζε ηνπ ιπνθηινπνηεκέλνπ ζηεξενχ κε πξνζζήζε 10 mL ππεξθάζαξνπ 

λεξνχ. Ζ ρξήζε ηνπ δηαιχκαηνο ηνπ πξντφληνο θαη φρη ηνπ πξντφληνο 

(ζηεξενχ), φπσο απηφ εκπεξηέρεηαη ζηελ ηειηθή ζπζθεπαζία, είλαη αλαγθαία 

ελέξγεηα δεδνκέλνπ φηη ε δηαδηθαζία ιπνθηινπνίεζεο ιακβάλεη ρψξα εληφο 

ηνπ ηκήκαηνο ηνπ γπάιηλνπ θηαιηδίνπ ηεο ηειηθήο ζπζθεπαζίαο θαη είλαη 

επνκέλσο αδχλαην λα γίλεη ε παξαδνρή φηη ην ελ ιφγσ πξντφλ δελ ζα 

αιιειεπηδξάζεη κε ην γπάιηλν θηαιηδίν ηεο ηειηθήο ζπζθεπαζίαο. Δμεηάδνληαο 

ηελ ηειηθή ζχζηαζε ηνπ πξντφληνο πνπ παξνπζηάδεηαη ζηνλ Πίλαθα 5.2, είλαη 

επίζεο πξνθαλέο φηη ην δηάιπκα πξντφληνο πξν-ιπνθηινπνίεζεο δηαθέξεη 
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κφλν σο πξνο ηελ παξνπζία χδαηνο θαη δελ ππάξρνπλ επηπξφζζεηνη 

παξάγνληεο γηα ηελ ππνβνήζεζε ηεο δηαδηθαζίαο ιπνθηινπνίεζεο, νη νπνίνη 

λα απνπζηάδνπλ ζηελ ηειηθή κνξθή. Οη δχν ζπζηάζεηο επνκέλσο είλαη ζε 

ζπκθσλία κεηαμχ ηνπο. 

 

Πίλαθαο 5.2: ύζηαζε ηειηθνύ πξντόληνο Voriconazole 200 mg / θηαιίδην ζθόλε πξνο 

έγρπζε 

πζηαηηθό Ρόινο πγθέληξσζε (mg/ vial) 

Βνξηθνλαδφιε Γξαζηηθή νπζία 200 

Τδξνμπινπξνππιν-βεηα-

θπθινδεμηξίλε 

Παξάγνληαο 

ζπκπινθνπνίεζεο θαη 

δηαιπηνπνίεζεο 

2400 

Υισξηνχρν λάηξην Παξάγνληαο ηνληθφηεηαο 225,6 

Τδξνρισξηθφ νμχ (1Ν) 
Παξάγνληαο ξχζκηζεο 

ηνπ pH (5,6) 

κέρξη pH 5,6 

(ζην δηάιπκα) 

 

Ο Πίλαθαο 5.3 πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδεη ηα εμαξηήκαηα πνπ απνηεινχληε 

ζπζθεπαζία ηνπ πξντφληνο καδί κε δηάθνξα πιηθά γηα θάζε κνλάδα. 

 

Πίλαθαο 5.3: Μέξε ζπζθεπαζίαο ηειηθνύ πξντόληνο 

Δμάξηεκα/ Σαπηνπνίεζε πξντόληνο  Τιηθό/ Υαξαθηεξηζκόο 

Γπάιηλν δνρείν ησλ 25 mL Τδξνιπηηθφ δηάθαλν γπαιί 

Αινπκηλέλην θαπάθη κε θφθθηλε πιαζηηθή 

ζθξαγίδα απφ πάλσ 
Αινπκίλην θαη πιαζηηθφ 

Διαζηηθφ Πψκα Γθξη ρισξησκέλν ειαζηηθφ πψκα 

 

Οη ελψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο αλαιχηεο-ζηφρνη γηα απηή ηελ 

επηθχξσζε θαζνξίζηεθαλ κέζσ κηαο κειέηεο εθρχιηζεο (Extractable species 

profiling study) πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε πξσηχηεξα ζηα πιηθά ζπζθεπαζίαο 

ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο. ε πνιιέο πεξηπηψζεηο ε έλσζε πνπ επηιέγεηαη σο 

αλαιχηεο-ζηφρνο αλακέλεηαη λα είλαη ρεκηθά ζπγγελήο κε ηνπο αλαιχηεο πνπ 

πηζαλφλ ππάξρνπλ ζην πξνθίι ησλ «leachable ελψζεσλ». 
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Ο πιαζηηθνπνηεηήο  Ph. Eur. Plastic Additive 08, ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

εζσηεξηθφ πξφηππν (internal standard, IS), δηφηη, κεηά απφ πεηξάκαηα, 

απνδείρζεθε  φηη δίλεη ζήκα ηφζν ζηε ιεηηνπξγία ζεηηθνχ, φζν θαη ζηε 

ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ θαη επίζεο ην ζήκα ηνπ ήηαλ παξφκνην ζηηο 

δχν ιεηηνπξγίεο ηνληηζκνχ. 

Οη αλαιχηεο-ζηφρνη (Ph. Eur. PlasticAdditives) 09, 11, 12, 13 θαη 21 ηνληίδνληαη 

κφλν θαηά ηε ιεηηνπξγία ζεηηθνχ ηνληηζκνχ, ελψ νη πιαζηηθνπνηεηέο 10, 11 θαη 

19 κφλν θαηά ηε ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ. Όζνλ αθνξά ζηνλ αλαιχηε-

ζηφρν  Plastic Additive 11, είλαη δπλαηφο ν ηνληηζκφο θαη ζηηο δχν ιεηηνπξγίεο 

ηνπ ESI, επνκέλσο  εμεηάζηεθε θαη ζηηο δχν πνιηθφηεηεο. 

Ο Πίλαθαο 5.4 παξνπζηάδεη ηηο ελψζεηο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηελ 

επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ UPLC-PDA-MS.  
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Πίλαθαο 5.4: Υεκηθέο νπζίεο αλαθνξάο (CRS) (πιαζηηθνπνηεηέο) πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ σο αλαιύηεο ζηόρνη γηα ηελ επηθύξσζε ηεο LC-MS κεζόδνπ 

Ολνκαζία 

επξσπατθήο 

θαξκαθνπνηίαο 

CAS 

number 

Μνξηαθόο 

Σύπνο 
Όλνκα θαηά IUPAC 

Καηεγνξία 

[61] 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 08 (IS) 
32509-66-3 C50H66O8 

Ethylene bis[3,3-bis[3-

(1,1-dimethylethyl)-4-

hydroxyphenyl]butanoate] 

Αληηνμεηδσηηθφ 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 09 
6683-19-8 C73H108O12 

Pentaerythritol tetrakis 

(3-(3,5-di-tert-butyl-4-

hydroxyphenyl) 

propionate 

Αληηνμεηδσηηθφ 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 10 
1709-70-2 C54H78O3 

1,3,5-Trimethyl-2,4,6-

tris(3,5-di-tert-butyl-4-

hydroxybenzyl) 

benzene 

Αληηνμεηδσηηθφ 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 
2082-79-3 C35H62O3 

Octadecyl 3-(3,5-di-tert-

butyl-4-

hydroxyphenyl)propionate 

Αληηνμεηδσηηθφ 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 12 
31570-04-4 C42H63O3P 

Tris(2,4-di-tert-

butylphenyl)  

phosphite 

Αληηνμεηδσηηθφ 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 13 
27676-62-6 C48H69N3O6 

1,3,5-Tris(3,5-di-tert-

butyl-4-hydroxybenzyl)-s-

triazine-2,4,6 

(1H,3H,5H)-trione 

Αληηνμεηδσηηθφ 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 19 
57-11-4 C18H36O2 

ηεαηηθφνμχ 

(Stearic 

aid)ήOctadecanoic acid 

Παξάγνληαο 

δηαζηαχξσζεο 

(Crosslinking 

agent) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 21 
112-84-5 C22H43NO 

Δξνπθακίδην 

(Erucamide) 

Παξάγνληαο 

νιίζζεζεο 

(Slip agent) 
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Πίλαθαο 5.5: πληαθηηθνί ηύπνη πιαζηηθνπνηεηώλ 

Ph. Eur. Plastic Additive 08 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 09 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 10 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 12 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 13 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 19 
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Ph. Eur. Plastic Additive 21 

 

 

 

5.3 Αλάπηπμε κεζόδνπ 

 

5.3.1 Τπνινγηζκόονξίνπ αλαιπηηθήο αμηνιόγεζεο (Analytical 

Evaluation Threshold, ΑΔΣ) 

χκθσλα κε ηνλ νξγαληζκφ PQRI (Product Quality Research Institute), ην 

φξην αζθαιείαο SCT πνπ θαζνξίδεη αλ κηα νπζία είλαη γελνηνμηθή (genotoxic) 

ζε έλα παξεληεξηθφ ζθεχαζκα, αλέξρεηαη ζηα 1,5 κg/day. Αληίζηνηρα, ην φξην 

SCT γηα κηα εξεζηζηηθή νπζία (irritant/toxic) ζε παξεληεξηθφ ζθεχαζκα 

θαζνξίδεηαη ζηα 5 κg/day. [8, 66] χκθσλα κε ην γεληθφηχπν κεηαηξνπήο ηνπ 

SCT ζην φξην ΑΔΣ, απηφ ππνινγίδεηαη κε βάζε ην ζελάξην «ρεηξφηεξεο 

πεξίπησζεο» (worst case scenario), φπνπ ζην δείγκα ελππάξρεη κηα νπζία 

γελνηνμηθνχ ή ηνμηθνχ ραξαθηήξα γηα ηνλ αλζξψπηλν νξγαληζκφ. [3] 

Σν φξην αλαιπηηθήο αμηνιφγεζεο (ΑΔΣ) αλαθέξεηαη ζηε ζπγθέληξσζε πάλσ 

απφ ηελ νπνία πξέπεη λα πξνζδηνξηζηνχλ ή / θαη λα πνζνηηθνπνηεζνχλ 

νη«leachable ελψζεηο» πνπ αληρλεχηεθαλ. χκθσλα κε ην SPC (Summary of 

Product Characteristics, Πεξίιεςε Υαξαθηεξηζηηθψλ Πξντφληνο), 

ιακβάλνληαο ππφςε ηε θάζε θφξησζεο (loading phase) γηα ηε ρνξήγεζε ηνπ 

θαξκάθνπ θαη έλα άηνκν κε βάξνο ζψκαηνο θαηά πξνζέγγηζε 80 Kg, ε 

κέγηζηε εκεξήζηα δφζε ζε ελεξγφ θαξκαθεπηηθφ ζπζηαηηθφ είλαη 960 mg. Απηή 

ε δφζε αληηζηνηρεί ζε πεξίπνπ 4,8 κνλάδεο πξντφληνο 200 mg/θηαιίδην. 

Ο ππνινγηζκφο γηα ην ζπγθεθξηκέλν φξην αθνινπζεί ηηο ζπζηάζεηο ηεο 

αληίζηνηρεο θαηεπζπληήξηαο γξακκήο/ νδεγίαο (guideline) ηεο USP, γηα ηελ 

νπνία ρξεζηκνπνηείηαη ε αθφινπζε εμίζσζε: [3] (§ 1.3) 
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ΑΔΣ(κg/container) = (
         

         
) × (

     

         
)     (5.1)  

ΑΔΣ(κg/mL) = (
  

         
) ÷ (

  

         
)             (5.2)  

 

Πην αλαιπηηθά, γηα κηα νπζία πνπ έρεη ραξαθηεξηζηεί γελνηνμηθνχ ραξαθηήξα:  

AETgenotoxic = (
          

            
) × (

      

                 
) × 0,5 (uncertainty factor) 

≈ 0,1563 κggenotoxiccompound/ productcontainer 

 

Οκνίσο, γηα κηα νπζία πνπ έρεη ραξαθηεξηζηεί σο ηνμηθή/εξεζηζηηθή: 

AETtoxic/irritant = (
          

            
) × (

      

                 
) × 0,5 (uncertainty factor) 

≈ 0,5208 κg toxic ή irritant compound/ product container 

 

Παξαηεξείηαη φηη ην φξην ΑΔΣ γηα ην νπνίν κηα νπζία κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί 

σο γελνηνμηθή, είλαη ζαθψο ρακειφηεξν, ζε ζρέζε κε ην ΑΔΣ γηα κηα νπζία 

ηνμηθή πνπ πξνθαιεί εξεζηζκφ. Ζ παξνχζα κειέηε κεηαλάζηεπζεο έρεη ζηφρν 

λα ειέγμεη ηελ χπαξμε πιαζηηθνπνηεηψλ ζε ζπγθέληξσζε κεγαιχηεξε ή 

κηθξφηεξε ηνπ ΑΔΣgenotoxic. 

 

5.3.2 Πεηξακαηηθή πνξεία – Παξαζθεπή δηαιπκάησλ/ δεηγκάησλ γηα ηελ 

επηθύξσζε ηεο κεζόινπ 

 

5.3.2.1 Παξαζθεπή δηαιπκάησλ εξγαζίαο 

 

 Πξφηππα δηαιχκαηα παξαθαηαζήθεο πιαζηηθνπνηεηψλ (stock solutions of 

plastic additives, SS-PA) ζε ζπγθέληξσζε 1000 ppm (κg/mL) ην θαζέλα, 

ζε δηαιχηε νμηθφ αηζπιεζηέξα: 
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Εχγηζε 10 mg ηνπ εθάζηνηε πιαζηηθνπνηεηή θαη αξαίσζε κέρξη ηα 10 mL ζε 

θαηάιιειε νγθνκεηξηθή θηάιε.   

Σα δηαιχκαηα ησλ πιαζηηθνπνηεηψλ δηαηεξήζεθαλ θαζ’ φιε ηε δηάξθεηα ηεο 

κειέηεο ζηελ θαηάςπμε ζε ζεξκνθξαζία -15 ± 3 ˚C, φπσο νξίδεη ε Δπξσπατθή 

Φαξκαθνπνηία. ηνλ Πίλαθα 5.4 παξνπζηάδνληαη νη πιαζηηθνπνηεηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλάπηπμε ηεο κεζφδνπ. Πξφθεηηαη γηα ρεκηθέο 

νπζίεο αλαθνξάο (CRS) ηνπ Δπξσπατθνχ Οξγαληζκνχ EDQM. [65]  

 

 Δλδηάκεζν (intermediate) δηάιπκα εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ ISLC, ΗΝΣ-ISLC ζε 

ζπγθέληξσζε 31,3 κg/mL:  

Μεηαθέξζεθαλ 0,157 mL απφ ην δηάιπκα παξαθαηαζήθεο ηνπ εζσηεξηθνχ 

πξνηχπνπ (Ph. Eur. Plastic Additive 08), SSIS, ζε νγθνκεηξηθή θηάιε ησλ 5 

mL πνπ είρε πξν-ζπκπιεξσζεί κε 2 mL δηαιχκαηνο θηλεηήο θάζεο Β (§ 5.3.3) 

θαη αλακείρζεθαλ κε ηε ρξήζε vortex γηα 20 sec γηα ελζσκάησζε. ηε 

ζπλέρεηα αξαηψζεθε ην δηάιπκα κέρξη ηε ραξαγή ηεο θηάιεο κε ηνλ ίδην 

δηαιχηε θαη αλαδεχηεθε μαλά κε vortex γηα 20 sec. Σν δηάιπκα απνζεθεπφηαλ 

ζε ζεξκνθξαζία 5 ± 3 ˚C, φηαλ δελ ρξεζηκνπνηνχηαλ. 

 

 Γηάιπκα εξγαζίαο εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ ISLC ζε ζπγθέληξσζε 3,13 κg/ 

mL: 

Παξαζθεπάζηεθε κε αξαίσζε 0,500 mL ηνπ ΗΝΣ-ISLC ζε νγθνκεηξηθή θηάιε 

ησλ 5 mL, φπσο πεξηγξάθεηαη αλσηέξσ. 

 

 Γηάιπκα πνπ πεξηέρεη ηνπο αλαιχηεο ζηφρνπο, RefLC-C ζε ζπγθέληξσζε 

35 κg/mL: 

Μεηαθέξζεθε φγθνο ίζνο κε 0,175 mL απφ θαζέλα απφ ηα πξνεηνηκαζκέλα 

δηαιχκαηα παξαθαηαζήθεο (SS-PA) ησλ αλαιπηψλ πνπ ,εθηφο απφ απηφ ηνπ 

εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ, δειαδή ηα δηαιχκαηα SS-PA9, SS-PA10, SS-PA11, 

SS-PA12, SS-PA13, SS-PA19 θαη SS-PA21 (βιέπε πίλαθα 5.4) ζε 

νγθνκεηξηθή θηάιε ησλ 5 mL πνπ πεξηείρε  κε 2,0 mL θηλεηήο θάζεο Β. 

Αλακείρζεθαλ κε vortex γηα ελζσκάησζε θαη αξαηψζεθαλ κέρξη ηε ραξαγή κε 
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ηνλ ίδην δηαιχηε. Αλαθηλήζεθαλ πάιη κε ηε ρξήζε ηνπ Vortex γηα 1 min. Σν 

δηάιπκα απνζεθεπφηαλ ζε ζεξκνθξαζία 5 ± 3 ˚C, φηαλ δελ ρξεζηκνπνηνχηαλ. 

 

 Γηάιπκα πνπ πεξηέρεη ηνπο αλαιχηεο ζηφρνπο, RefLC-Β ζε ζπγθέληξσζε 

10 κg/mL: 

Παξαζθεπάζηεθε φπσο αλσηέξσ ρξεζηκνπνηψληαο 0,050 mLαπφ ηα 

δηαιχκαηα παξαθαηαζήθεο ησλ αλαιπηψλ. 

 

 Γηάιπκα πνπ πεξηέρεη ηνπο αλαιχηεο ζηφρνπο, RefLC-Α ζε ζπγθέληξσζε 

1,0 κg/mL: 

Παξαζθεπάζηεθε φπσο αλσηέξσ ρξεζηκνπνηψληαο 0,500 mL απφ ην δηάιπκα 

RefLC-Β 

 

5.3.2.2 Γεληθή πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ – Πξνθαηεξγαζία κε ηελ ηερληθή  

SPE 

Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη έλα ζηάδην πξν-ζπγθέληξσζεο / 

εθρχιηζεο ησλ αλαιπηψλ ζηφρσλ κέζσ εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο (Solid 

Phase Extraction, SPE). Σν πξνζξνθεηηθφ πιηθφ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ην 

ηξνπνπνηεκέλν (end-capped) κε νθηαδεθπιν-δηνμείδην ηνπ ππξηηίνπ (C18), ην 

νπνίν είλαη γλσζηφ φηη είλαη ην πιένλ άπνιν θαη ιηγφηεξν επηιεθηηθφ ησλ 

θνηλψο ρξεζηκνπνηνχκελσλ πξνζξνθεηψλ, πξνθεηκέλνπ λα 

ειαρηζηνπνηεζνχλ νη πηζαλέο απψιεηεο θαηά ηε θάζε θφξησζεο. Σα θπζίγγηα 

ηεο SPE πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη ηα Chromabond C18 ec ef, έλαο 

ππνηχπνο ζρεδηαζκέλνο γηα λα ππνζηεξίδεη ηε γξήγνξε ξνή ηνπ δηαιχκαηνο 

κέζσ ηεο ζηαηηθήο θάζεο θαη λα επηηξέπεη ηελ μήξαλζε ηνπ πξνζξνθεηηθνχ 

πιηθνχ  ρσξίο ηελ εθαξκνγή πςεινχ θελνχ, γεγνλφο πνπ κπνξεί λα 

εθαξκνζηεί θαη γηα πηεηηθνχο αλαιχηεο.  

 

Α. Φάζε πξνεηνηκαζίαο-ελεξγνπνίεζεο ησλ θπζηγγίσλSPE: 

Γεδνκέλνπ φηη ηα θπζίγγηα είλαη πνιπκεξηθήο ζχλζεζεο ε θάζε απηή ζηνρεχεη 

ζηελ εμάιεηςε ηεο πηζαλήο ζπγθέληξσζεο ππνβάζξνπ ζε αλαιχηεο ζηφρνπο. 
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i. ηάδην έθπιπζεο: 6 mL 2-πξνπαλφιεο θαζαξφηεηαο HPLC 

θνξηψλεηαη ζηα θπζίγγηα. Ο δηαιχηεο αθήλεηαη λα ξέεη ιφγσ 

βαξχηεηαο γηα λα δηαιχζεη ηπρψλ επηκνιχλζεηο. 

ii. ηαδην ελεξγνπνίεζεο πξνζξνθεηή θαη αθαηξέζεσο ππνιεηπφκελνπ 

φγθνπ 2-πξνπαλφιεο:15 mL κεζαλφιεο, θαζαξφηεηαο LC-MS, 

θνξηψλεηαη ζην θπζίγγην θαη αθήλεηαη λα ξέεη ιφγσ βαξχηεηαο. 

iii. ηάδην εμηζνξξφπεζεο: 15 mL λεξνχ HPLC θνξηψλνληαη ζην 

θπζίγγην. Σν θπζίγγην δελ επηηξέπεηαη λα ζηεγλψζεη κεηαμχ ησλ 

ζηαδίσλ, αιιά νχηε θαη κεηά ην πέξαο ηνπ ηξίηνπ ζηαδίνπ 

εμηζνξξφπεζεο. 

 

Β. Φάζε θόξησζεο (Loading phase): 

ε 20 mL δηαιχκαηνο πξντφληνο (ηζνδχλακν κε ηελ αλαζπζηαζείζα 

πεξηεθηηθφηεηα δχν κνλάδσλ πξντφληνο) πξνζηίζεηαη 0,100 mL δηαιχκαηνο 

ISLC θαη ηελ θαηάιιειε πνζφηεηα απφ ηνπο αλαιχηεο-ζηφρνπο. Αθνινπζεί 

ελζσκάησζε κε ηε βνήζεηα vortex γηα 20 sec θαη ην εκβνιηαζκέλν δηάιπκα 

πξντφληνο θνξηψλεηαη ζην ελεξγνπνηεκέλν θπζίγγην ηεο SPE. 

 

Γ. Φάζε έθινπζεο (elution phase): 

Σν θπζίγγην μεξαίλεηαη ππφ ζπλζήθεο ρακειήο πίεζεο θελνχ γηα ρξνληθή 

πεξίνδν πεξίπνπ 1 min. Οη αλαιχηεο πνπ ζπγθξαηνχληαη απφ ηνλπξνζξνθεηή 

ζηε ζπλέρεηα εθινχνληαη ρξεζηκνπνηψληαο 6,0 mL κίγκαηνο έθινπζεο ην 

νπνίν απνηειείηαη απφ 10% 2-πξνπαλφιε θαη 90% θ-εμάλην. Σν εθινπζζέλ 

δηάιπκα ζπιιέγεηαη ζε πάιηλν δνθηκαζηηθφ ζσιήλα. Αθνινπζεί μήξαλζε 

θπζηγγίνπ ππφ ζπλζήθεο ρακειήο πίεζεο θελνχ γηα 1-2 min θαη ην  εθινπζζέλ 

δηάιπκα ζπιιέγεηαη ζηνλ ίδην δνθηκαζηηθφ ζσιήλα. Έπεηηα, ην δηάιπκα πνπ 

έρεη ζπιιερζεί εμαηκίδεηαη κέρξη μεξνχ ππφ ήπην ξεχκα αδψηνπ θαη ζηε 

ζπλέρεηα γίλεηαη αλαζχζηαζε απηνχ κε 1,0 mL δηαιχκαηνο θηλεηήο θάζεο Β. 

Σν δείγκα, ζηε ζπλέρεηα, θηιηξάξεηαη κέζσ ελφο θίιηξνπ RC (αλαγελλεκέλεο 

θπηηαξίλεο) 0,2 κm θαη κεηαθέξεηαη ζε θηαιίδην δείγκαηνο (sample vial) γηα λα 

αλαιπζεί. 
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Ζ πξνεγνχκελε ηηκή ηνπ AET (§ 5.3.1) εθθξάδεηαη βάζεη ησλ 

πεηξακαηηθψλδηαδηθαζηψλ ζε ζπγθέληξσζε δηαιχκαηνο ειέγρνπ: 

ΑΔΣ  
                                                

                              
                      

                                                       

 
                    

        

             
        

                     
                                

                     

                    
                                                

 

 

 

5.3.2.3 Παξαζθεπή δηαιπκάησλ γηα ηελ επηθύξσζε κεζόδνπ 

 

Έιεγρνο Δηδηθόηεηαο (Specificity) 

Ο έιεγρνο ηεο πηζαλήο παξνπζίαο ησλ αλαιπηψλ-ζηφρσλ ζην δείγκα έγηλε κε 

ηελ παξαζθεπή θαη ηε ζχγθξηζε ησλ αθφινπζσλ δχν δηαιπκάησλ: 

 

 Γηάιπκα πξντόληνο εκβνιηαζκέλν κε ην εζσηεξηθό πξόηππν:  

Γχν θηαιίδηα πξντφληνο αλαζπζηάζεθαλ κε 10,0 mL λεξνχ HPLC ην θαζέλα 

θαη αλαδεχηεθαλ κε vortex γηα επίηεπμε ηεο πιήξνπο δηάιπζεο ηνπ ζηεξενχ. 

Αθνινχζεζε ζπλέλσζε ησλ δχν δηαιπκάησλ θαη εκβνιηαζκφο κε 0,100 

mLδηαιχκαηνο ISLC. 

 

 Γηάιπκα πξντόληνορσξίο εζσηεξηθό πξόηππν: 

Όπσο αλσηέξσ ρσξίο ηελ πξνζζήθε δηαιχκαηνο ISLC. 

 

Έιεγρνο Γξακκηθόηεηαο (Linearity) – Καζαξά δηαιύκαηα 

 Πξφηππν δηάιπκα E, STD-E, 3,5 κg/mL: 

Μεηαθέξζεθε φγθνο ίζνο κε 1,0 mL απφ ην δηάιπκα RefLC-C (§ 5.3.2.1) ζε 

νγθνκεηξηθή θηάιε ησλ 10 mL πνπ πεξηείρε 2,0 mL θηλεηήο θάζεο Β. 

Αλακείρζεθαλ κε vortex γηα ελζσκάησζε θαη αξαηψζεθαλ κέρξη ηε ραξαγή 
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κε ηνλ ίδην δηαιχηε. Αλαθηλήζεθαλ πάιη κε ηε ρξήζε ηνπ vortex γηα 1min. Σν 

δηάιπκα απνζεθεπφηαλ ζε ζεξκνθξαζία 5±3 ˚C, φηαλ δελ ρξεζηκνπνηνχηαλ. 

 

 Πξφηππν δηάιπκα D, STD-D, 2,0 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ ρξεζηκνπνηψληαο 1,0 mL δηαιχκαηνο RefLC-Β. 

 

 Πξφηππν δηάιπκα C, STD-C, 1,0 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ ρξεζηκνπνηψληαο 0,500 mL δηαιχκαηνο RefLC-Β. 

 

 Πξφηππν δηάιπκα B, STD-B, 0,50 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ ρξεζηκνπνηψληαο 0,250 mL δηαιχκαηνο RefLC-Β. 

 

 Πξφηππν δηάιπκα A, STD-A, 0,06 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ ρξεζηκνπνηψληαο 0,600 mL δηαιχκαηνο STD-Β. 

 

Έιεγρνο Γξακκηθόηεηαο (Matrix Matched Linearity, MM) –  

Γηαιύκαηα πνπ πξνζνκνηάδνπλ ηε κήηξα ηνπ δείγκαηνο 

Βαζκνλνκεηήο (Calibrant): πξφηππν δηάιπκα παξαζθεπαζκέλν κε ηξφπν 

πνπ λα πξνζνκνηάδεη ηε κήηξα ηνπ δείγκαηνο (Matrix matched standard 

solution). 

 

Γηα ηελ παξαζθεπή ησλ βαζκνλνκεηψλ πνπ πξνζνκνηάδνπλ ζηε κήηξα ηνπ 

δείγκαηνο αθνινπζήζεθε ε γεληθή πεηξακαηηθή πνξεία πξνθαηεξγαζίαο, πνπ 

πεξηγξάθεηαη ζηελ ελφηεηα 5.3.2.2, κέρξη ην ζηάδην πξηλ ηελ αλαζχζηαζε κε 

ην 1,0 mL θηλεηήο θάζεο Β, δειαδή ηελ εμάηκηζε κέρξη μεξνχ.  

 

 Βαζκνλνκεηήο-E, MM-STD-E, 3,5 κg/mL: 

Μεηά ηελ εμάηκηζε κέρξη μεξνχ, γίλεηαη αλαζχζηαζε κε 0,900 mL θηλεηήο 

θάζεο Β θαη εκβνιηαζκφο κε 0,100 mL απφ ην δηάιπκα RefLC-C. Αθνινπζεί 

αλάδεπζε κε ηε ρξήζε vortex θαη δηήζεζε ηνπ δηαιχκαηνο κε θίιηξν RC 0,20 

κm. 



76 

 

 Βαζκνλνκεηήο-C, MM-STD-C, 1,0 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ κε ρξήζε 0,100 mL δηαιχκαηνο RefLC-B.   

 

 Βαζκνλνκεηήο-A, MM-STD-A, 0,06 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ κε ρξήζε 0,940 mL θηλεηήο θάζεο θαη 0,060 mL δηαιχκαηνο 

RefLC-A.   

 

Έιεγρνο Αθξίβεηαο (Accuracy) & 

Όξην πνζνηηθνπνίεζεο (Limit of quantification, LOQ) 

 Δκβνιηαζκέλν δείγκα Α (Spiked sample A), 0,1 κg/mL: 

Γχν θηαιίδηα πξντφληνο αλαζπζηάζεθαλ κε 10,0 mL λεξνχ HPLC ην θαζέλα 

θαη αλαδεχηεθαλ κε vortex γηα επίηεπμε ηεο πιήξνπο δηάιπζεο ηνπ ζηεξενχ. 

Αθνιχζεζε ζπλέλσζε ησλ δηαιπκάησλ θαη εκβνιηαζκφο κε 0,100 mL 

δηαιχκαηνο ISLC θαη 0,100 mL δηαιχκαηνο RefLC-A. 

 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο παξαζθεπέο ηνπ παξαπάλσ δηαιχκαηνο απφ ηνλ 

ίδην αλαιπηή, ηελ ίδηα εκέξα. 

 

 Δκβνιηαζκέλν δείγκα B (Spiked sample B), 1,0 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ κε ρξήζε 0,100 mL δηαιχκαηνο RefLC-B. 

 

 Δκβνιηαζκέλν δείγκα C (Spiked sample C), 3,5 κg/mL: 

Όπσο αλσηέξσ κε ρξήζε 0,100 mL δηαιχκαηνο RefLC-C. 

 

Έιεγρνο Πηζηόηεηαο (Precision) - 

Έιεγρνο Δπαλαιεςηκόηεηαο (Repeatability) 

 Δκβνιηαζκέλν δείγκα B (Spiked sample B), 1,0 κg/mL: 

Όπσο πεξηγξάθεθε αλσηέξσ. 
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Πξαγκαηνπνηήζεθαλ έμη παξαζθεπέο ηνπ παξαπάλσ δηαιχκαηνο απφ ηνλ ίδην 

αλαιπηή, ηελ ίδηα εκέξα. 

 

Έιεγρνο Πηζηόηεηαο (Precision) - 

Έιεγρνο Δλδηάκεζεο πηζηόηεηαο (Intermediate Precision) 

 Δκβνιηαζκέλν δείγκα B (Spiked sample B), 1,0 κg/mL: 

Όπσο πεξηγξάθεθε αλσηέξσ. 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο παξαζθεπέο ηνπ παξαπάλσ δηαιχκαηνο απφ 

δηαθνξεηηθφ αλαιπηή, κηα άιιε εκέξα. 

 

Έιεγρνο ηαζεξόηεηαο (Stability) 

 Δκβνιηαζκέλν δείγκα B (Spiked sample B), 1,0 κg/mL: 

Όπσο πεξηγξάθεθε αλσηέξσ. 

 

Έιεγρνο θαηαιιειόηεηαο ζπζηήκαηνο 

(System Suitability Testing, SST/ System Precision) 

 Γηάιπκα SST-1, (έλεζε κία θνξά αλά ηξφπν ιεηηνπξγίαο (ESI +/-))  

Μεηαθέξζεθαλ 0,100 mL απφ ην δηάιπκα παξαθαηαζήθεο ηνπ θάζε ελφο απφ 

ηνπο νρηψ αλαιχηεο ζε θηαιίδην δείγκαηνο θαη αλακίρζεθαλ κε vortex. Ζ 

ζπγθέληξσζε ηνπ θάζε αλαιχηε ήηαλ πιένλ 125,0 κg/mL. Έπεηηα 

κεηαθέξζεθαλ 0,500 mL απφ απηφ ην ελδηάκεζν δηάιπκα ζε νγθνκεηξηθή 

θηάιε ησλ 5 mL πνπ πεξηείρε 2,0 mL θηλεηήο θάζεο Β, αξαηψζεθε ην δηάιπκα 

κέρξη ηε ραξαγή κε ηνλ ίδην δηαιχηεθαη αλαθαηεχζεθε μαλά κε vortex γηα 20 

sec. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ παξαζθεπαζζέληνο δηαιχκαηνο SST-1 γηα θάζε 

αλαιχηε είλαη πεξίπνπ 12,5 κg/mL θαη ππνινγίζηεθε κε ηνλ αθφινπζν ηχπν:. 

 

πγθέληξσζε αλαιπηψλ = (
                     

            
) 

 

φπνπ Ν είλαη ν αξηζκφο ησλ αλαιπηψλ 
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 Γηάιπκα SST-2, (έλεζε πέληε ζπλερφκελεο θνξέο αλά ηξφπν ιεηηνπξγίαο 

(ESI +/-))  

Αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο κε κφλε δηαθνξά φηη 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ 20,0 mL λεξνχ HPLC αληί ηνπ δηαιχκαηνο ηνπ πξντφληνο. 

(Σα 20,0 mL λεξνχ HPLC ηζνδπλακνχλ πνζνηηθά κε ην πεξηερφκελν δχν 

θηαιηδίσλ πξντφληνο πνπ έρνπλ αλαζπζηαζεί κε 10,0 mL λεξνχHPLC ην 

θαζέλα).  

 

 

5.3.3 Αλάιπζε - Πξνζδηνξηζκόο “leachables” νπζηώλ κε LC-MS/MS 

(QqQ) 

O πξνζδηνξηζκφο ησλ νπζηψλ, πνπ κεηαλαζηεχνπλ απφ ηνλ πεξηέθηε ηνπ 

θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο, έγηλε γηα ηελ ηερληθή ηεο πγξνρξσκαηνγξαθίαο-

θαζκαηνκεηξίαο καδψλ κε ειεθηξνςεθαζκφ (LC-ESI-MS/MS). Ζ ηερληθή απηή 

επηιέρηεθε, θαζψο ζην ηειηθφ εθρχιηζκα έγηλε αλαζχζηαζε κε κίγκα δηαιπηψλ 

(44% αθεηνληηξίιην θαη 56% κεζαλφιε, θαη’ φγθν), θαηάιιειν γηα ηελ 

εηζαγσγή ηνπ δείγκαηνο ζε ζχζηεκα LC παξνπζία πδαηηθήο θηλεηήο θάζεο. 

ηελ ελφηεηα απηή, ζα αλαθεξζνχλ νη παξάκεηξνη πνπ επηιέρηεθαλ ζην 

ζχζηεκα ηεο πγξνρξσκαηνγξαθίαο (θηλεηή θάζε, ζηήιε), θαζψο θαη ζην 

ζχζηεκα θαζκαηνκεηξίαο καδψλ (MS mode, acquisition time).  

 

A. ύζηεκα Τγξνρξσκαηνγξαθίαο (HPLC)  

Ο αξρηθφο δηαρσξηζκφο ησλ αλαιπηψλ ζην ζχζηεκα LC-MS/MS, έγηλε κε ηελ 

ηερληθή ηεο πγξνρξσκαηνγξαθίαο πςειήο απφδνζεο (HPLC). Γεδνκέλνπ φηη 

ε θχζε ησλ αλαιπηψλ είλαη κε πνιηθνχ ραξαθηήξα, εθαξκφζηεθε ε 

πγξνρξσκαηνγξαθία αληίζηξνθεο θάζεο (Reversed Phase). Ζ ηερληθή απηή 

απαηηεί κηα ζρεηηθά κε πνιηθή ζηαηηθή θάζε, γη’ απηφ θαη ρξεζηκνπνηήζεθε κηα 

Pentafluorophenyl (PFP) ζηήιε. Αληίζεηα, γηα ηελ θηλεηή θάζε (πνιηθή), έγηλε 

ρξήζε πνιηθψλ δηαιπηψλ. Παξαθάησ παξνπζηάδνληαη νη παξάκεηξνη ηνπ 
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ρξσκαηνγξαθηθνχ ζπζηήκαηνο πνπ επηιέρζεθαλ κεηά απφ αξθεηά πεηξάκαηα 

βειηηζηνπνίεζεο.  

 

Υξσκαηνγξαθηθφ χζηεκα ShimadzuNexeraX2 HPLC 

LC-30AD UPLC αληιία κε ηέζζεξα θαλάιηα 

DGU-20A5R απαεξσηήξαο 

SIL30AC απηφκαην δεηγκαηνιήπηε 

CTO-20AC θνχξλν ζηήιεο 

SPD-M20A IVDD PDA αληρλεπηή 

Λνγηζκηθφ LabSolutions v.5,75 

Κηλεηή θάζε Α 5 mM πδαηηθνχ δηαιχκαηνο νμηθνχ ακκσλίνπ 

Κηλεηή θάζε Β 44% ACN ζε MeOH (v/v) 

ηήιε Phenomenex, Kinetex ®, PFP, 100 × 2,1mm 

× 1,7κm (Part No: 00D-4476-AN) 

Πξφγξακκα βαζκηδσηήο  

έθινπζεο 

Υξφλνο 

(min) 

% Κηλεηή  

θάζε Β 

Ρνή 

(mL/min) 

0,0 10 0,20 

0,3 10 0,20 

7,9 90 0,20 

28,3 90 0,20 
 

Όγθνο Έλεζεο 10 κL 

Θεξκνθξαζία δεηγκαηνιήπηε 12 oC 

Μέγηζηε πίεζε (psi) 15000 psi 

Θεξκνθξαζία ζηήιεο 35 oC 

Παξάκεηξνη PDA Μήθε θχκαηνο: 310, 330, 350, 380 (± 4) nm 

Λπρλία D2 

Θεξκνθξαζία θπςειίδαο 40 oC 

Πιάηνο ζρηζκήο 1,2 nm 
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 Κξηηήξηα επηινγήο θαη κεραληζκόο δξάζεο ρξσκαηνγξαθηθήο ζηήιεο 

PFP: 

 

Οη θζνξησκέλεο ζηαηηθέο θάζεηο έρνπλ δείμεη κεγάιε εθιεθηηθφηεηα γηα 

δηάθνξεο θαηεγνξίεο ελψζεσλ θαη ζε πνιιέο πεξηπηψζεηο έρνπλ απνδεηρζεί 

ρξήζηκεο σο ελαιιαθηηθή ιχζε έλαληη ησλ παξαδνζηαθψλ ζηαηηθψλ θάζεσλ 

C18 θαη C8, εηδηθφηεξα φηαλ ν επηδησθφκελνο δηαρσξηζκφο αλαιπηψλ είλαη πην 

απαηηεηηθφο.  

Οη ζηαηηθέο θάζεηο ΡFΡ ρξεζηκνπνηνχλ πνιιαπινχο κεραληζκνχο 

θαηαθξάηεζεο  γηα ηνλ δηαρσξηζκφ ησλ ελψζεσλ. Πεξηιακβάλνληαη 

πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο, π-π αιιειεπηδξάζεηο, αιιειεπηδξάζεηο 

δηπφινπ-δηπφινπ θαη αιιειεπηδξάζεηο δεζκνχ πδξνγφλνπ. Ο βαζκφο 

επηθξάηεζεο ηνπ θάζε κεραληζκνχ θαηαθξάηεζεο επεξεάδεηαη απφ ηηο 

θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο ηεο έλσζεο πνπ θαηαθξαηείηαη, ηε δνκή ηεο θαη ηηο 

ρξσκαηνγξαθηθέο ζπλζήθεο. 

Σα ειεθηξναξλεηηθά άηνκα θζνξίνπ ηεο ζηαηηθήο θάζεο δεκηνπξγνχλ ζην 

θαηλπιηθφ δαθηχιην έιιεηςε ειεθηξνλίσλ έηζη, ψζηε ε ζηαηηθή θάζε PFP λα 

δξα σο νμχ θαηά Lewis ή σο δέθηεο ειεθηξνλίσλ. Ζ π-π αιιειεπίδξαζε 

κπνξεί λα ζπκβεί κε αλαιχηεο πινχζηνπο ζε ειεθηξφληα (βάζεηο θαηά Lewis). 

Οη δεζκνί άλζξαθα-θζνξίνπ ηνπ δαθηπιίνπ είλαη πνιχ πνιηθνί, επηηξέπνληαο 

έηζη ζηνπο αλαιχηεο λα ζπγθξαηνχληαη επηπξφζζεηα κε αιιειεπηδξάζεηο 

δηπφινπ-δηπφινπ θαη αιιειεπηδξάζεηο δεζκνχ πδξνγφλπ, κε απνηέιεζκα ηελ 

απμεκέλε θαηαθξάηεζε ηνπ αλαιχηε. 

Οη ζηαηηθέο θάζεηο PFP δείρλνπλ εμαηξεηηθή εθιεθηηθφηεηα εηδηθά γηα πνιχ 

πνιηθνχο αλαιχηεο, αξσκαηηθέο θαη αθφξεζηεο ελψζεηο, θαηλφιεο, 

αινγνλσκέλεο ελψζεηο θαη ηαμάλεο. Δπηπιένλ, ηα ηζνκεξή ζέζεο εκθαλίδνπλ 

απμεκέλν δηαρσξηζκφ ζε ζηαηηθέο θάζεηο PFP. Οη θάζεηο PFP κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ ζε πςειά πδαηηθέο ζπλζήθεο.  

 

  



81 

 

 Kξηηήξηα επηιoγήο θηλεηώλ θάζεσλ Α θαη Β ζην ζύζηεκα LC-MS/MS:  

 

Κηλεηή Φάζε Α: 5 mM πδαηηθφ δηάιπκα νμηθνχ ακκσλίνπ 

Παξέρεη ηφληα NH4
+ θαη ηφληα Ζ+ κέζσ ηνληηζκνχ ηεο θηλεηήο θάζεο ζην ESI, 

δεκηνπξγψληαο ηζρπξνχο δεζκνχο H-C κε ηα κφξηα ησλ αλαιπηψλ. Ζ θηλεηή 

θάζε Α, απνηειεί έλαλ ηδαληθφ πνιηθφ δηαιχηε ζηελ HPLC, ζπκβαηφ 

παξάιιεια ζην MS θαη γηα ηηο δχν ιεηηνπξγίεο ηνπ (ESI(+), ESI(-)).   

Κηλεηή Φάζε Β: 44% ACN ζε MeOH (v/v)  

Tφζν ην αθεηνληηξίιην, φζν θαη ε κεζαλφιε απνηεινχλ ηδαληθνχο πνιηθνχο 

δηαιχηεο, ιφγσ κεγάιεο εθινπζηηθήο ηζρχνο. Βνεζάεη, επίζεο, ζηελ ελίζρπζε 

ηνπ ζήκαηνο ζηελ ιεηηνπξγία ESI (-) ζην MS.  

 

 

B. ύζηεκα Φαζκαηνκεηξίαο Μαδώλ (MS/MS)  

Ζ αλίρλεπζε ησλ ελψζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κνξθή ηφλησλ κε ηνλ 

αλαιπηή καδψλ, MS. Γηα ηνλ ηνληηζκφ θαη ηελ εμαέξσζε ηνπ δείγκαηνο, 

επηιέρηεθε σο πεγή ηνληηζκνχ ν ειεθηξνςεθαζκφο (ΔSI). Σν ΔSI απνηειεί κηα 

καιαθή πεγή εθξφθεζεο. Ο θχξηνο ιφγνο πνπ επηιέρηεθε είλαη φηη 

ζπλδπάδεηαη κε ην ζχζηεκα HPLC, παξέρνληαο θαιή επαηζζεζία θαη εχθνιε 

πνζνηηθνπνίεζε. Παξαθάησ παξνπζηάδνληαη νη παξάκεηξνη ηνπ ζπζηήκαηνο.  

 

 Φαζκαηφκεηξν καδψλ Shimadzu 8040 ηξηπιφ ηεηξάπνιν (QqQ) 

κε ινγηζκηθφ LabSolutions v.5,75 

Πεγή Ηνληηζκνχ Ζιεθηξνςεθαζκφο (ESI) 

Πνιηθφηεηα Θεηηθφο ηνληηζκφο ESI (+) /  

Αξλεηηθφο  ηνληηζκφο ESI (-)  

Λεηηνπξγία ζάξσζεο/αλάιπζεο MS (φρη ζξαπζκαηνπνίεζε)  

Mode : Q1 Scan, HR 

Υξφλνο ιήςεο δεδνκέλσλ 0 – 28,3 min  

Δχξνο ζάξσζεο m/z 125 έσο 1250  
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Σαρχηεηα ζάξσζεο 10000 u/s  

Γηάξθεηα αλάγλσζεο ηφληνο 0,150 s  

Γπλακηθφ πεγήο 4 kV  

Ρνή αεξίνπ εθλέθσζεο 2 L/min  

Ρνή αεξίνπ μήξαλζεο 12,5 L/min  

 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ ηφλησλ θαη ηελ θαηαγξαθή ησλ καδψλ ηνπο (m/z), 

επηιέρηεθε ε ιεηηνπξγία MS (ρσξίο ζξαπζκαηνπνίεζε), φπνπ γίλεηαη ζάξσζε 

φισλ ησλ καδψλ ζην πξψην ηεηξάπνιν (Q1 Scan). Απφ ηα ηεηξάπνια Q2, 

Q3, γίλεηαη απιή δηέιεπζε ησλ ηφλησλ. Ζ ηερληθή “Full-Scan MS”, παξέρεη 

θάζκα πιήξνπο ζάξσζεο αλά ρξνληθή ζηηγκή, δίλνληαο πιεξνθνξίεο γηα ην 

κνξηαθφ βάξνο ησλ ελψζεσλ.   

 

Δηθόλα 5.1: Σξηπιό ηεηξάπνιν – Λεηηνπξγία πιήξνπο ζάξσζεο (Full-Scan) MS[62] 

 

Ζ ηερληθή LC-MS είλαη ζε ζέζε λα δεκηνπξγήζεη έλα ραξαθηεξηζηηθφ “πξνθίι” 

γηα ηηο «leachable νπζίεο» ζηε κνξθή ησλ ρξσκαηνγξαθεκάησλ. Σα αθξηβή 

δεδνκέλα ησλ ελψζεσλ πνπ εμάγνληαη απφ ην MS πεξηιακβάλνπλ:  

ηνπ ηφληνο ηεο νπζίαο  

κεηξήζεηο ηεο αθξηβνχο αλαινγίαο ηζνηφπσλ (isotope ratio) ηνπ κνξηαθνχ 

ηφληνο  

λ ηξφπν ζξαπζκαηνπνίεζεο ησλ αλαιπηψλ, κε βάζε ηε 

ζξαπζκαηνπνίεζε ζηελ πεγή ηνληηζκνχ (in-source fragmentation) ή θαηά ηε 

δηαδνρηθή θαζκαηνκεηξία καδψλ (tandem MS)   
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Ζ νξγαλνινγία LC-MS εμάγεη θαηά ηελ αλάιπζε ελφο δείγκαηνο δχν θχξηα 

δεδνκέλα. Απηά είλαη ν ρξφλνο αλάζρεζεο ησλ άγλσζησλ νπζηψλ (Rt) θαη ηα 

θάζκαηα καδψλ ζε θάζε ρξνληθή ζηηγκή (MS spectra). Απφ ην θάζκα καδψλ 

κηα άγλσζηεο «leachable έλσζεο» ππάξρεη ε δπλαηφηεηα εχξεζεο ηνπ 

κνξηαθνχ ηχπνπ ηεο έλσζεο. ηε ζπλέρεηα κε ηε βνήζεηα βηβιηνζεθψλ (π.ρ. 

Chemspider) κπνξεί λα βξεζεί ε ζπληαθηηθή ηεο δνκή θαη ηέινο, ζπγθξίλνληαο 

ηα δεδνκέλα ηεο άγλσζηεο έλσζεο κε απηά ησλ πξφηππσλ νπζηψλ 

αλαθνξάο, είλαη δπλαηφ λα επηβεβαησζεί ε ηαπηνπνίεζε ηεο άγλσζηεο 

έλσζεο. Παξφιν απηά, νη πξφηππεο νπζίεο αλαθνξάο δελ είλαη πάληα 

δηαζέζηκεο θαη γη’ απηφ θξίλεηαη απαξαίηεηε ε δεκηνπξγία θαη ρξήζε ησλ 

επηπέδσλ εκπηζηνζχλεο – ηαπηνπνίεζεο. [33, 40] Σα ζηάδηα πνπ ιακβάλνπλ 

ρψξα θαη ηα δεδνκέλα πνπ παξάγνληαη θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ηαπηνπνίεζεο 

είλαη ηα εμήο:  

1. Ζ εχξεζε ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο  

2. Ζ εμέηαζε ηνπ ηζνηνπηθνχ πξνθίι 

3. Ζ εχξεζε ηεο ζηνηρεηαθήο ζχζηαζεο ηνπ δείγκαηνο (κνξηαθφο ηχπνο) 

4. Ο ηξφπνο ζξαπζκαηνπνίεζεο ηεο κάδαο  

5. Ζ ζχγθξηζε ηνπ θάζκαηνο καδψλ κε αληίζηνηρα δηαζέζηκσλ 

βηβιηνζεθψλ (π.ρ. NIST)   

6. Ζ ζχγθξηζε ηνπθάζκαηνο καδψλ θαη ηνπ ρξσκαηνγξαθηθφπ ρξφλνπ 

αλάζρεζεο κε απηά ηεο πξφηππεο νπζίαο αλαθνξάο  

 

Μία επηβεβαησκέλε ηαπηνπνίεζε (confirmed) ζεκαίλεη φηη θαηά ην ζηάδην 6, 

ππάξρεη πιήξεο ηαχηηζε ηνπ ρξφλνπ αλάζρεζεο θαη ηνπ θάζκαηνο καδψλ 

αλάκεζα ζην πξφηππν θαη ηελ άγλσζηε έλσζε. 

Μία ζίγνπξε ηαπηνπνίεζε (confident) ζεκαίλεη φηη ε αμηνιφγεζε έρεη 

ζπκπεξηιάβεη ηα πξψηα πέληε ζηάδηα πνπ πεξηγξάθνληαη παξαπάλσ θαη 

ππάξρεη ηαχηηζε θαηά ηε ζχγθξηζε ηνπ θάζκαηνο καδψληεο άγλσζηεο έλσζεο 

κε αληίζηνηρν θάζκα καδψλδηαζέζηκσλ βηβιηνζεθψλ. 

Μία ελδεηθηηθή ηαπηνπνίεζε (tentative), αιιά φρη ζίγνπξε, ζεκαίλεη φηη έρνπλ 

πξαγκαηνπνηεζεί ηα ηέζζεξα απφ ηα έμη παξαπάλσ ζηάδηα.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 6 

ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ ΚΑΗ ΤΕΖΣΖΖ 

 

6.1 Υαξαθηεξηζηηθά Πνηόηεηαο κεζόδνπ 

 

Καηά ηελ αλάπηπμε ηεο κεζφδνπ, πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο ησλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ πνηφηεηάο ηεο. Οη παξάκεηξνη πνπ ζα παξνπζηαζηνχλ είλαη 

ε δνθηκαζία θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο, ε εμεηδίθεπζε ηεο κεζφδνπ, ε 

γξακκηθφηεηά ηεο, ε αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ, ε επαλαιεςηκφηεηα θαη ε 

ελδηάκεζε πηζηφηεηα ηνπ νξγάλνπ, θαζψο επίζεο θαη ε ζηαζεξφηεηα ησλ 

δηαιπκάησλ θαη ε αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ. Σα ραξαθηεξηζηηθά πνηφηεηαο 

πξνζδηνξίζηεθαλ, ηφζν ζε ζεηηθφ, φζν θαη ζε αξλεηηθφ ηνληηζκφ ζην ESI. 

 

6.2 Έιεγρνο θαηαιιειόηεηαο ζπζηήκαηνο 

 

Διέγρζεθε κε ηα αθφινπζα δχν θξηηήξηα: 

 

i) Αλίρλεπζε ελώζεσλ κε βάζε ην ιόγν m/z θαη θξηηήξην S/N  

Ο ηνληηζκφο κε ειεθηξνςεθαζκφ κέζσ ηεο εθαξκνγήο θαηάιιεισλ 

δπλακηθψλ, επηηξέπεη ηελ είζνδν ησλ ηφλησλ ζην MS. Σα ηφληα πνπ 

δεκηνπξγνχληαη είλαη ζπλήζσο ςεπδνκνξηαθά [Μ+Ζ]+ θαη [M-H]-, ελψ 

ππάξρνπλ θαη πεξηπηψζεηο πνπ ζρεκαηίδνληαη ηφληα πξνζζήθεο (adduct 

ions). Μηα ηέηνηα πεξίπησζε είλαη ε δεκηνπξγία κεγαιχηεξσλ ηφλησλ, φπσο ηα 

ηφληα [Μ+NΖ4]
+. 

 

Πξηλ ηελ αλάπηπμε ηεο κεζφδνπ, παξαζθεπάζηεθε έλα δηάιπκα (SST-1)(§ 

5.3.2.3), ην νπνίν πεξηείρε φινπο ηνπο πιαζηηθνπνηεηέο ζε ζπγθέληξσζε 12,5 

κg ml-1 (ppm) ζε δηαιχηε κε ζχζηαζε 44% αθεηνληηξίιην θαη 56% κεζαλφιε 

θαη’ φγθν (v/v), κε ζθνπφ λα πξνζδηνξηζηεί θαη λα επηβεβαησζεί ε χπαξμε θαη 

ε αθξηβήο κάδα (exact mass) θάζε αλαιχηε, ζηφρνπ ηφζν ζηε ιεηηνπξγία 

ζεηηθνχ ηνληηζκνχ (ESI (+)), φζν θαη ζηε ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ (ESI 
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(-)).  Ζ αθξηβήο κάδα ηνπ θάζε αλαιχηε-ζηφρνπ δελ πξέπεη λα έρεη δηαθνξά 

κεγαιχηεξε απφ ± 1,0 amu απφ ηε ζεσξεηηθή ηηκή ηεο κάδαο ηνπ. 

 

Ζ αμηνιφγεζε ηνπ ελ ιφγσ δηαιχκαηνο έδεημε φηη φινη νη αλαιχηεο κπνξνχλ λα 

αληρλεπζνχλ θαηάιιεια, ρξεζηκνπνηψληαο ην ραξαθηεξηζηηθφ ηνπο κνξηαθφ 

ηφλ ζηνλ αληίζηνηρν ηξφπν ιεηηνπξγίαο. Ζ εμέηαζε ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο 

πνπ απνθηήζεθε γηα ην δηάιπκα SST-1 επηβεβαηψλεη φηη νη θνξπθέο πνπ 

απνδίδνληαη ζε φινπο ηνπο αλαιχηεο πιεξνχλ, επίζεο, ην θξηηήξην ηνπ ιφγνπ 

ζήκαηνο πξνο ζφξπβν (S/N), θαζψο ηφζν γηα ηε ιεηηνπξγία ζεηηθνχ, φζν θαη 

γηα ηε ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ ν ιφγνο S/N είλαη κεγαιχηεξνο ηνπ 10. 

ηνλ Πίλαθα 6.1, παξνπζηάδεηαη ε αθξηβήο κάδα ησλ αλαιπηψλ, θαζψο επίζεο 

θαη ε κνξθή ηνπο (dominant characteristic ions) θαη ν ιφγνο S/N, χζηεξα απφ 

ηελ αλάιπζε ηνπ πξφηππνπ δηαιχκαηνο πιαζηηθνπνηεηψλ ζπγθέληξσζεο 12,5 

ppm.  
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Πίλαθαο 6.1: Αλίρλεπζε αλαιπηώλ (πιαζηηθνπνηεηώλ) κε βάζε ην ιόγν m/z 

Λεηηνπξγία 

ηνληηζκνχ 
Αλαιχηεο Μνξθή 

Αθξηβήο κάδα 

m/z (amu) 
S/N 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 08 

[M+NH4]+ 812,9 67 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 09 

[M+NH4]+ 1195,1 82 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 

[M+NH4]+ 548,8 12 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 12 

[M+H]+ 647,8 95 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 13 

[M+NH4]+ 801,9 54 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 21 

[M+H]+ 338,5 250 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 08 

[M-H]- 793,4 54 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 10 

[M-H]- 773,6 11 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 

[M-H]- 529,5 11 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 19 

[M-H]- 283,2 14 
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ii) Τπνινγηζκόο %RSD κεηαμύ ησλ ελέζεσλ ηνπ δηαιύκαηνο SST-2 

(Έιεγρνο επαλαιεςηκόηεηαο) 

Ο έιεγρνο ηεο θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο πεξηιάκβαλε θαη ηελ 

παξαζθεπή ελφο δηαιχκαηνο (SST-2) (§ 5.3.2.3) ζχκθσλα κε ηελ πεηξακαηηθή 

πνξεία πνπ αθνινπζήζεθε γηα ηελ αλάιπζε ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο, κε ηε 

δηαθνξά φηη αληί γηα ηειηθφ πξντφλ, ρξεζηκνπνηήζεθε λεξφ HPLC. Σν δηάιπκα 

απηφ αλαιχζεθε πέληε ζπλερφκελεο θνξέο θαη ζηε ζπλέρεηα ππνινγίζηεθε ε 

ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε (% RSD)  γηα ην ζήκα ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ 

ζηηο πέληε ζπλερφκελεο ελέζεηο ηνπ ίδηνπ δηαιχκαηνο, ζχκθσλα κε ηνλ 

παξαθάησ ηχπν: 

 

             
                                    

                         
     (6.1) 

 

Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ην ζχζηεκα ζεσξείηαη θαηάιιειν γηα ηε 

δηεμαγσγή ηεο αλάιπζεο. Δίλαη δειαδή ζηαζεξφ ην ζήκα  ηνπ εζσηεξηθνχ 

πξνηχπνπ ζηηο πέληε ζπλερφκελεο ελέζεηο, θαζψο ε ηηκή ηνπ %RSD πνπ 

ππνινγίζηεθε φζνλ αθνξά ζην ESI (+) είλαη ίζε κε 14,5 θαη ζην ESI (-) είλαη 

ίζε κε 9,3. Δπνκέλσο θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο ε ηηκή ηνπ %RSD είλαη 

κηθξφηεξε απφ ηελ ηηκή 20, πνπ θαζνξίζηεθε σο πξνδηαγξαθή.  

 

6.3 Έιεγρνο Δηδηθόηεηαο (Specificity) 

 

Γηα ηνλ έιεγρν ηεο εηδηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ παξαζθεπάζηεθαλ, αλαιχζεθαλ 

θαη ζπγθξίζεθαλ δχν δηαιχκαηα ζχκθσλα κε ηε γεληθή πεηξακαηηθή πνξεία. Ζ 

δηαθνξά κεηαμχ ησλ δχν δηαιπκάησλ είλαη φηη ζην έλα  δηάιπκα είρε γίλεη 

εκβνιηαζκφο κε ην δηάιπκα ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ, ελψ ζην δεχηεξν 

δηάιπκα δελ είρε γίλεη εκβνιηαζκφο.Ζ αμηνιφγεζε ησλ ρξσκαηνγξαθεκάησλ 

ηνπ εκβνιηαζκέλνπ θαη ηνπ κε εκβνιηαζκέλνπ δηαιχκαηνο ηνπ πξντφληνο, ηα 

νπνία αλαιχζεθαλ ζε ESI (+) θαη ESI (-) ηξφπν ιεηηνπξγίαο έδεημε φηη ην 

εζσηεξηθφ πξφηππν (Ph. Eur. Plastic Additive 08) δελ πεξηέρεηαη ζην δηάιπκα 
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πξντφληνο, θαζψο δελ εκθαληδφηαλ ε θνξπθή ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ ζην 

κε εκβνιηαζκέλν δηάιπκα. ηηο παξαθάησ εηθφλεο (Δηθφλα 6.1 θαη 6.2) 

παξνπζηάδνληαη ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα ηνπ κε εκβιηαζκέλνπ θαη ηνπ 

εκβνιηαζκέλνπ δηαιχκαηνο, ηφζν ζηε ιεηηνπξγά ζεηηθνχ, φζν θαη ζηε 

ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ. 

 

Δηθόλα 6.1: Υξσκαηνγξαθήκαηα ηόληνο εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ γηα ην κε εκβνιηαζκέλν 

δηάιπκα (πάλσ) θαη ην εκβνιηαζκέλν δηάιπκα (θάησ), ζε ιεηηνπξγία ζεηηθνύ ηνληηζκνύ 

(ESI(+)) 
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Δηθόλα 6.2: Υξσκαηνγξαθήκαηα ηόληνο εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ γηα ην κε εκβνιηαζκέλν 

δηάιπκα (πάλσ) θαη ην εκβνιηαζκέλν δηάιπκα (θάησ), ζε ιεηηνπξγία αξλεηηθνύ 

ηνληηζκνύ (ESI(-)) 

 

Ο δηαρσξηζκφο ησλ ελψζεσλ ησλ αλαιπηψλ ζηφρσλ επηηξέπεηαη, ιφγσ ηνπ 

δηαθνξεηηθνχ ιφγνπ m/z θαη ηνπ δηαθνξεηηθνχ ρξφλνπ αλάζρεζεο   

 

6.4 Έιεγρνο Γξακκηθόηεηαο (Linearity) 

 

Κξηηήξην γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο γξακκηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ απνηειεί ν 

ζπληειεζηήο  πξνζδηνξηζκνχ (R2), ν νπνίνο ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ζα 

πξέπεη λα είλαη κεγαιχηεξνο ή ίζνο ηεο ηηκήο 0,98. Ο έιεγρνο ηεο 

γξακκηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ εμεηάζηεθε ζε δχν ζεηξέο δηαιπκάησλ.  

Αξρηθά ειέγρζεθε ζε θαζαξά δηαιχκαηα (STD-A-STD-E) (§ 5.3.2.3), δειαδή 

ζε δηαιχκαηα ησλ αλαιπηψλ ζηφρσλ ζε πέληε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο κε 

δηαιχηε ηελ θηλεηή θάζε Β, ε ζχζηαζε ηεο νπνίαο είλαη 44% αθεηνληηξίιην θαη 

56% κεζαλφιε. Σα δεδνκέλα πνπ απνθηήζεθαλ παξνπζηάδνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 6.2).  
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Πίλαθαο 6.2: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν γξακκηθόηεηαο ζε θαζαξά δηαιύκαηα 

Λεηηνπξγία 

ηνληηζκνύ 
Αλαιύηεο 

Κιίζε 

(Slope) 

εκείν ηνκήο 

ηνπ άμνλα Τ 

(Intercept) 

πληειεζηήο 

πξνζδηνξηζκνύ 

(Coefficient of 

determination, R2) 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 09 

3,32 

(±0,23) 

0,45 

(±0,39) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 

33,1 

(±1,8) 

5,8 

(±3,1) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 12 

9,01 

(±0,60) 

1,1 

(±1,1) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 13 

5,64 

(±0,13) 

0,07 

(±0,25) 
0,998 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 21 

55,1 

(±4,2) 

15,6  

(±7,2) 
0,98 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 10 

1,199 

(±0,041) 

0,019 

(±0,077) 
0,997 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 

14,56 

(±0,29) 

0,43  

(±0,50) 
0,998 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 19 

39,2 

(±2,3) 

14,0  

(±4,0) 
0,98 

 

Αθνιχζσο, έγηλε έιεγρνο γξακκηθφηεηαο ζε δηαιχκαηα πξνηχπσλ κε κήηξα 

ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο (Matrix Matched STDs, MM-STD-Α -MM-STD-C). Σα 

δεδνκέλα πνπ απνθηήζεθαλ παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα 

(Πίλαθαο 6.3). 
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Πίλαθαο 6.3: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν γξακκηθόηεηαο ζε δηαιύκαηα πνπ 

πξνζνκνηάδνπλ ηε κήηξα ηνπ ηειηθνύ πξντόληνο 

Λεηηνπξγία 

ηνληηζκνύ 
Αλαιύηεο 

Κιίζε 

(Slope) 

εκείν ηνκήο 

ηνπ άμνλα Τ 

(Intercept) 

πληειεζηήο 

πξνζδηνξηζκνύ 

(Coefficient of 

determination, R2) 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 09 

6,09 

(±0,50) 

3,33  

(±0,91) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 

54,1  

(±4,3) 

11,3  

(±7,9) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 12 

34,9  

(±2,0) 

71,8  

(±3,6) 
0,994 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 13 

11,69 

(±0,73) 

4,8  

(±1,3) 
0,992 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 21 

236  

(±15) 

669  

(±27) 
0,992 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 10 

1,67 

(±0,22) 

-0,06  

(±0,45) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 

14,1 

(±1,1) 

1,3  

(±2,0) 
0,98 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 19 

164  

(±14) 

135  

(±26) 
0,98 

 

Με βάζε ηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ θαηέπεηηα απφ ηελ αμηνιφγεζε ησλ 

θακππιψλ βαζκνλφκεζε ηνπ θάζε αλαιχηε ζηηο δχν ζεηξέο δηαιπκάησλ πνπ 

ειέγρζεθαλ, ζπκπεξαίλεηαη φηη ε γξακκηθφηεηα ζε έλα εχξνο ζπγθεληξψζεσλ 

απφ 0,06 ppm έσο 3,5 ppm είλαη ηθαλνπνηεηηθή θαη γηα ηνπο δχν ηχπνπο 

δηαιπκάησλ, θαζψο ηθαλνπνηείηαη ην θξηηήξην γηα ην ζπληειεζηή  

πξνζδηνξηζκνχ (R2), ν νπνίνο ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο είλαη κεγαιχηεξνο ηεο 
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ηηκήο 0,98. Δίλαη θαλεξφ φηη ν ζπληειεζηήο πξνζδηνξηζκνχ είλαη θαιχηεξνο 

γηα ηηο θακπχιεο πξνηχπσλ κε κήηξα πξνζνκνηάδνπζα ην ηειηθφπξντφλ. 

Δθφζνλ νη θακπχιεο πξνηχπσλ κε κήηξα πνπ πξνζνκνηάδεη ην ηειηθφ πξντφλ 

δελ πεξλνχλ απφ ηελ αξρή ησλ αμφλσλ, γηα ηνπο ππνινγηζκνχο επηβάιιεηαη 

λα ρξεζηκνπνηείηαη πάληα θακπχιε πνιιαπιψλ ζεκείσλ.  

 

6.5 Έιεγρνο επίδξαζεο θαηλνκέλνπ ηεο κήηξαο (Matrix Effect) 

 

Γεδνκέλνπ φηη ε κήηξα ηνπ δείγκαηνο είλαη πνιχπινθε θαη ε αλίρλεπζε ησλ 

αλαιπηψλ γίλεηαη ζε εχξε ζπγθεληξψζεσλ ppm, θξίζεθε απαξαίηεηε ε 

αμηνιφγεζε ηεο επίδξαζεο ηεο κήηξαο ζηελ αλάθηεζε ησλ αλαιπηψλ ζηφρσλ.  

Γηα ηνλ έιεγρν ινηπφλ ησλ θαηλνκέλσλ κήηξαο, ππνινγίζηεθε ν ζπληειεζηήο 

κήηξαο (Matrix Factor, MF), θαζψο θαη ε επίδξαζε κήηξαο (Matrix Effect, ME), 

ζχκθσλα κε ηνπο ηχπνπο πνπ παξνπζηάδνληαη παξαθάησ.   

 

   
                                     

                                      
    (6.2)  

 

ME = (MF - 1) × 100       (6.3)  

 

Γηα ηελ επεμεξγαζία ησλ ππνινγηζκψλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη θιίζεηο ησλ 

θακππιψλ βαζκνλφκεζεο φισλ ησλ αλαιπηψλ, ζε ζεηηθφ θαη αξλεηηθφ 

ηνληηζκφ, γηα ηηο δχν ζεηξέο δηαιπκάησλ Έρνληαο ινηπφλ φια ηα απαξαίηεηα 

δεδνκέλα, εθαξκφζηεθαλ νη εμηζψζεηο 6.2 θαη 6.3. Σα απνηειέζκαηα 

θαίλνληαη αλαιπηηθά ζηνλ Πίλαθα 6.4.   

 

Οη ηηκέο πνπ ιακβάλνπλ νη παξάγνληεο «Matrix Factor» θαη «Matrix Effect»  

είλαη:   

• MF ≥ 1 (Απφζβεζε ζήκαηνο / Ion suppression) ή ΜΔ ≤ 0 αληίζηνηρα.  

• MF ≤ 1 (Δλίζρπζε ζήκαηνο / Ion enhancement) ή ΜΔ ≥ 0 αληίζηνηρα.  
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Πίλαθαο 6.4: Δπίδξαζε κήηξαο ζηνλ πξνζδηνξηζκό νπζηώλ κεηαλάζηεπζεο 

Λεηηνπξγία ηνληηζκνύ Αλαιύηεο % Matrix Effect 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic Additive 09 83 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 63 

Ph. Eur. Plastic Additive 12 287 

Ph. Eur. Plastic Additive 13 107 

Ph. Eur. Plastic Additive 21 328 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic Additive 10 39 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 -3 

Ph. Eur. Plastic Additive 19 318 

 

Παξαηεξείηαη φηη ηφζν ζηνλ ζεηηθφ φζν θαη ζηνλ αξλεηηθφ ηνληηζκφ νη ελψζεηο 

ηεο κήηξαο ηνπ δείγκαηνο νδεγνχλ ζηελ ελίζρπζε ηνπ αλαιπηηθνχ ζήκαηνο 

ησλ αλαιπηψλ-ζηφρσλ (ΜΔ>0). Δμαίξεζε απνηειεί ην Ph. Eur. Plastic Additive 

11 γηα ην νπνίν παξαηεξείηαη κηα ειαθξηά απφζβεζε ηνπ ζήκαηνο.  

 

Γηα ην ιφγν απηφ ε πνζνηηθνπνίεζε ησλ ππφινηπσλ παξαζθεπαζκέλσλ 

δηαιπκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζεησλ θακππιψλ βαζκνλφκεζεο 

ησλ Matrix Matched STDs (MM-STD-Α - MM-STD-C).  

 

Ζ πνζνηηθνπνίεζε θάζε αλαιχηε-ζηφρνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηεο 

αληίζηνηρεο εμίζσζεο παιηλδξφκεζεο (y = ax + b) πνπ παξνπζηάδεηαη ζηνλ 

πίλαθα 6.3. Ζ ζπγθέληξσζε πνπ θάζε αλαιχηε-ζηφρνπ ππνινγίδεηαη 

ζχκθσλα κε ηνλ αθφινπζν ηχπν (6.4): 

 

                             ⁄            
                         

     
    (6.4) 
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6.6 Έιεγρνο Αθξίβεηαο (Accuracy) 

 

Κξηηήξηα γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο αθξίβεηαο ηεο κεζφδνπ απνηεινχλε % 

αλάθηεζε ηνπ θάζε αλαιχηε, ε νπνία ζα πξέπεη λα είλαη εληφο ηνπ εχξνπο 80-

120% θαη ε % ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε (%RSD) ηξηψλ δηαιπκάησλ ίδηαο 

ζπγθέληξσζεο, ε νπνία δελ πξέπεη λα ππεξβαίλεη ην 20%. 

Γηα ηελ εμέηαζε ηεο αθξίβεηαο ηεο κεζφδνπ παξαζθεπάζηεθαλ εκβνιηαζκέλα 

δηαιχκαηα (Spiked solutions), ηα νπνία πεξηείραλ ηνπο αλαιχηεο-ζηφρνπο ζε 

ηξεηο δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο. Γηα θάζε επίπεδν ζπγθέληξσζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο αλεμάξηεηεο παξαζθεπέο. Ζ παξαζθεπή ησλ 

δηαιπκάησλ απηψλ πεξηγξάθεηαη ιεπηνκεξψο ζην θεθάιαην 5 (§ 5.3.2.3). 

Έπεηηα απφ ηελ αλάιπζε ησλ παξαπάλσ δηαιπκάησλ ζε ηξφπν ιεηηνπξγίαο 

ESI (+) θαη ESI (-)ππνινγίζηεθαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ θάζε αλαιχηε 

(Estimated concentration) θαη ε % αλάθηεζε (%Recovery) γηα θάζε αλαιχηε 

ζηφρν ζχκθσλα κε ηνπο ηχπνπο 6.4 θαη 6.5 πνπ πεξηγξάθνληαη παξαθάησ. 

Δπίζεο, ππνινγίζηεθε θαη ε % ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε (%RSD) κεηαμχ ησλ 

ηξηψλ δηαιπκάησλ ίδηαο ζπγθέληξσζεο (βι. ηχπν 6.1). Σα δεδνκέλα πνπ 

ζπιιέρζεθαλ παξαηίζεληαη ζηνπο Πίλαθεο 6.5 θαη 6.6.  

 

                             ⁄            
                         

     
    (6.4) 

 

               
                       

                   
     (6.5) 
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Πίλαθαο 6.5: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν αθξίβεηαο ηεο κεζόδνπ, ζε ιεηηνπξγία ζεηηθνύ 

ηνληηζκνύ 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 09 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

108,3 

105,5 5,0 99,4 

108,8 

1,0 

93,0 

97,4 4,0 100,4 

98,9 

3,5 

100,1 

105,7 5,2 105,9 

111,1 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

95,3 

93,6 
2,1 

 
91,4 

94,1 

1,0 

109,5 

106,8 
4,4 

 
101,4 

109,6 

3,5 

96,8 

100,0 5,2 106,0 

97,1 

Ph. Eur. Plastic Additive 12 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

102,0 

101,9 3,5 105,4 

98,2 

1,0 

102,2 

96,9 4,9 95,6 

92,9 

3,5 

105,6 

105,2 1,3 106,4 

103,7 
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Ph. Eur. Plastic Additive 13 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

100,7 

97,5 5,7 91,1 

100,7 

1,0 

104,9 

104,2 2,4 106,3 

101,5 

3,5 

99,7 

99,5 1,8 101,2 

97,7 

Ph. Eur. Plastic Additive 21 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

110,5 

105,0 4,8 103,8 

100,7 

1,0 

104,8 

102,1 3,2 98,5 

103,0 

3,5 

93,1 

98,3 5,2 98,3 

103,4 
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Πίλαθαο 6.6: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν αθξίβεηαο ηεο κεζόδνπ, ζε ιεηηνπξγία 

αξλεηηθνύ ηνληηζκνύ 

 

Ph. Eur. Plastic Additive 10 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

115,8 

113,8 1,6 
112,3 

113,4 

1,0 

103,6 

102,0 2,2 
103,0 

99,4 

3,5 

99,4 

96,9 2,3 95,1 

96,3 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

109,3 

107,5 1,5 
106,2 

107,0 

1,0 

93,1 

91,5 2,6 
88,8 

92,6 

3,5 

100,0 

102,7 3,0 
102,0 

106,1 

Ph. Eur. Plastic Additive 19 

πγθέληξσζε αλαιχηε (κg/mL) % Αλάθηεζε Μέζε % Αλάθηεζε (n=3) %RSD (n=3) 

0,1 

107,9 

106,9 2,5 
108,9 

103,8 

1,0 

96,0 

94,5 1,8 
94,7 

92,7 
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3,5 

98,5 

96,8 1,7 96,6 

95,3 

 

Δθφζνλ ε % αλάθηεζε ηνπ θάζε αλαιχηε, γηα θαζέλα απφ ηα ηξία επίπεδα 

ζηα νπνία ειέγρζεθε ε κέζνδνο σο πξνο ηε αθξίβεηά ηεο, είλαη εληφο ηνπ 

εχξνπο 80-120% θαη ε % ζρεηηθή απφθιηζε γηα θάζε επίπεδν είλαη κηθξφηεξε 

ηνπ 20%, ε κέζνδνο ζεσξείηαη αθξηβήο. 

 

6.7 Έιεγρνο Οξίνπ Πνζνηηθνπνίεζεο (LOQ) 

 

Ωο φξην πνζνηηθνπνίεζεο ηεο κεζφδνπ γηα έλαλ αλαιχηε νξίδεηαη ε 

ρακειφηεξε ζπγθέληξσζε απηνχ πνπ κπνξεί λα πξνζδηνξηζηεί κε απνδεθηή 

αθξίβεηα. [68] Δθφζνλ, πξνεγνπκέλσο, απνδείρζεθε φηη ε κέζνδνο είλαη 

αθξηβήο γηα φινπο ηνπο αλαιχηεο-ζηφρνπο ζην ρακειφηεξν ζεκείν ηεο 

θακπχιεο, δειαδή ηα 0,1 κg/ mL, σο φξην πνζνηηθνπνίεζεο ηεο κεζφδνπ 

νξίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ησλ 0,1 κg/ mL. Ζ ζπγθέληξσζε ησλ 0,1 κg/ mL είλαη 

κηθξφηεξε απφ ηε ζπγθέληξσζε ηνπ ΑΔΣ (0,3126 κg/mL), επνκέλσο έρεη 

απνδεηρζεί φηη ε κέζνδνο είλαη αξθεηά επαίζζεηε γηα ην LOQ θαη έρεη επαξθή 

αληρλεπζηκφηεηα. 

 

6.8 Έιεγρνο Πηζηόηεηαο (Precision) 

 

Όζνλ αθνξά ζηνλ έιεγρν ηεο πηζηφηεηαο ηεο κεζφδνπ, εμεηάζηεθαλ δχν 

παξάκεηξνη, ε επαλαιεςηκφηεηα θαη ε ελδηάκεζε πηζηφηεηα ηεο κεζφδνπ. 

 

 
6.8.1 Έιεγρνο Δπαλαιεςηκόηεηαο (Repeatability) 

 

Κξηηήξηα γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο επαλαιεςηκφηεηαο ηεο κεζφδνπ απνηεινχλε 

% αλάθηεζε ηνπ θάζε αλαιχηε, ε νπνία ζα πξέπεη λα είλαη εληφο ηνπ εχξνπο 
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80-120%θαη ε % ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε (%RSD) κεηαμχ ησλ έμη 

δηαιπκάησλ, ε νπνία δελ πξέπεη λα ππεξβαίλεη ην 20%. 

Γηα ηελ έιεγρν ηεο επαλαιεςηκφηεηαο ηεο κεζφδνπ παξαζθεπάζηεθαλ έμη 

εκβνιηαζκέλα δηαιχκαηα (spiked solutions), ηα νπνία πεξηείραλ ηνπο αλαιχηεο 

ζηφρνπο ζε ζπγθέληξσζε 1,0 ppm. Ζ παξαζθεπή ησλ δηαιπκάησλ απηψλ 

πεξηγξάθεηαη ιεπηνκεξψο ζην θεθάιαην 5. Έπεηηα απφ ηελ αλάιπζε ησλ 

παξαπάλσ δηαιπκάησλ ζε ESI(+) θαη ESI(-) ηξφπν ιεηηνπξγίαο 

ππνινγίζηεθαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ θάζε αλαιχηε θαη ε % αλάθηεζε γηα θάζε 

αλαιχηε-ζηφρν ζχκθσλα κε ηνπο ηχπνπο 6.3 θαη 6.4 πνπ παξνπζηάδνληαη 

παξαπάλσ. Υπνινγίζηεθε, επίζεο, θαη ε % ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε (%RSD) 

κεηαμχ ησλ έμη δεηγκάησλ. Σα δεδνκέλα πνπ ζπιιέρζεθαλ παξαηίζεληαη ζηνλ 

Πίλαθα 6.7. 

 

Πίλαθαο 6.7: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν επαλαιεςηκόηεηαο ηεο κεζόδνπ 

Λεηηνπξγία 

ηνληηζκνύ 
Αλαιύηεο % Αλάθηεζε % RSD (n=6) 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic Additive 09 95,4 4,3 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 107,6 3,1 

Ph. Eur. Plastic Additive 12 99,8 5,6 

Ph. Eur. Plastic Additive 13 101,8 3,3 

Ph. Eur. Plastic Additive 21 100,4 3,7 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic Additive 10 98,5 4,7 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 96,7 6,4 

Ph. Eur. Plastic Additive 19 95,1 3,9 

 

Δθφζνλ ε % αλάθηεζε ηνπ θάζε αλαιχηε, ζηα εκβνιηαζκέλα δηαιχκαηα, ηα 

νπνία παξαζθεπάζηεθαλ κε ζθνπφ ηνλ έιεγρν ηεο επαλαιεςηκφηεηαο ηεο ελ 

ιφγσ κειέηεο, είλαη εληφο ηνπ εχξνπο 80-120%, θαη ε % ζρεηηθή απφθιηζε 
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είλαη κηθξφηεξε ηνπ 20%,ηφζν ζηνλ ζεηηθφ, φζν θαη ζηνλ αξλεηηθφ ηνληηζκφ, ε 

κέζνδνο ζεσξείηαη επαλαιήςηκε.  

 

6.8.2 Έιεγρνο Δλδηάκεζεο πηζηόηεηαο (Intermediate Precision) 

 

Κξηηήξηα γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο ελδηάκεζεο πηζηφηεηαο ηεο κεζφδνπ 

απνηεινχλε κέζε % αλάθηεζε ηνπ θάζε αλαιχηε, ε νπνία ζα πξέπεη λα είλαη 

εληφο ηνπ εχξνπο 80-120%, εεπαλαιεςηκφηεηα ηνπ εξγαζηεξίνπ (overall 

repeatability, %RSDr) θαη ε ελδνεξγαζηεξηαθή αλαπαξαγσγηκφηεηα 

(intermediate precision, %RSDR). Οη δχν ηειεπηαίεο δελ πξέπεη λα 

ππεξβαίλνπλ ην 25%. 

Ζ αμηνιφγεζε ηεο κεζφδνπ σο πξνο ηελ ελδηάκεζε πηζηφηεηά ηεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ παξαζθεπή έμη εκβνιηαζκέλσλ δηαιπκάησλ (spiked 

solutions), ηα νπνία πεξηείραλ ηνπο αλαιχηεο ζηφρνπο ζε ζπγθέληξσζε 1,0 

ppm. Σξία απφ απηά ηα δηαιχκαηα παξαζθεπάζηεθαλ απφ ηνλ ίδην αλαιπηή 

αιιά ζε δηαθνξεηηθή εκέξα, ελψ ηα ππφινηπα ηξία δηαιχκαηα 

παξαζθεπάζηεθαλ ηε ίδηα εκέξα αιιά απφ δηαθνξεηηθφ αλαιπηή. Ζ 

παξαζθεπή ησλ δηαιπκάησλ απηψλ πεξηγξάθεηαη ιεπηνκεξψο ζην θεθάιαην 

5. Έπεηηα απφ ηελ αλάιπζε ησ παξαπάλσ δηαιπκάησλ ζε ESI(+) θαη ESI(-) 

ηξφπν ιεηηνπξγίαο ππνινγίζηεθαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ θάζε αλαιχηεθαη ε % 

αλάθηεζε γηα θάζε αλαιχηε ζηφρν ζχκθσλα κε ηνπο ηχπνπο 6.3 θαη 6.4 πνπ 

πεξηεγξάθεθαλ παξαπάλσ. Δθηφο απφ ηα έμη δηαιχκαηα πνπ κφιηο 

πεξηεγξάθεθαλ, γηα ηνλ έιεγρν ηεο ελδηάκεζεο πηζηφηεηαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

θαη ηα απνηειέζκαηα απφ ηνλ έιεγρν επαλαιεςηκφηεηαο ηεο κεζφδνπ. Σα 

δεδνκέλα πνπ ζπιιέρζεθαλ απφ ηα δψδεθα απηά δηαιχκαηα ζπγθξίζεθαλ 

κεηαμχ ηνπο θαη κε ηε βνήζεηα ηεο αλάιπζεο ηεο δηαθχκαλζεο θαηά έλα 

παξάγνληα (ANOVA) ππνινγίζηεθε ε επαλαιεςηκφηεηα ηνπ εξγζηεξίνπ 

(overall repeatability, %RSDr) θαη ε ελδνεξγαζηεξηαθή αλαπαξαγσγηκφηεηα 

(intermediate precision, %RSDR). Σα απνηειέζκαηα ηεο αμηνιφγεζεο 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 6.8. 
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Πίλαθαο 6.8: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν ελδηάκεζεο πηζηόηεηαο ηεο κεζόδνπ 

Λεηηνπξγία 

ηνληηζκνύ 
Αλαιύηεο 

Μέζε % Αλάθηεζε 

(n=9) 
% RSDr (n=9) % RSDR (n=9) 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 09 
101,1 3,9 8,1 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 
107,5 2,9 5,4 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 12 
108,0 4,2 10,3 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 13 
104,5 4,5 5,8 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 21 
103,7 3,5 5,5 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 10 
98,0 4,3 5,0 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 11 
95,9 5,5 7,1 

Ph. Eur. Plastic 

Additive 19 
96,2 3,6 4,1 

 

Όπσο αλαθέξζεθε θαη παξαπάλσ, θξηηήξηα γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο 

ελδηάκεζεο πηζηφηεηαο ηεο κεζφδνπ είλαη νη ηηκέο ηεο % RSDr θαη ηεο % 

RSDR. Οη ηηκέο θαη γηα ηεο δχν παξακέηξνπο δελ ππεξβαίλνπλ ην 25%, ηηκή 

φπνπ έρεη νξηζηεί σο πξνδηαγξαθή, επνκέλσο ε κέζνδνο ζεσξείηαη φηη έρεη 

απνδεθηή πηζηφηεηα.  

 

6.9 Έιεγρνο ηαζεξόηεηαο (Stability) 

 

Πξνθεηκέλνπ λα εμεηαζηεί ε ζηαζεξφηεηα ησλ δηαιπκάησλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ θαη θαηά ζπλέπεηα ζε 
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ζπλζήθεο ξνπηίλαο αλαιχζεθαλ δχν δηαιχκαηα δεηγκάησλ ηα νπνία είραλ 

παξαζθεπαζηεί κε ηνλ ίδην ηξφπν (πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 5) θαη πεξηείραλ 

ηνπο αλαιχηεο-ζηφρνπο ζε ζπγθέληξσζε 1,0 ppm. Σν έλα απφ ηα δχν απηά 

δηαιχκαηα παξαζθεπάζηεθε θαη αλαιχζεθε ηελ ίδηα εκέξα, ελψ ην άιιν είρε 

παξαζθεπαζηεί θαη απνζεθεπηεί ζην ρψξν ηνπ δεηγκαηνιήπηε επηά εκέξεο 

πξηλ ηελ αλάιπζή ηνπ. Μεηά απφ ηελ αλάιπζε θαη ησλ δχν απηψλ δηαιπκάησλ 

αμηνινγήζεθε ε % δηαθνξά κεηαμχ ηνπο, ε νπνία ππνινγίζηεθε ζχκθσλα κε 

ηνλ ηχπν 6.6 πνπ πεξηγξάθεηαη παξαθάησ. Ζ δηαθνξά απηή δελ πξέπεη λα 

ππεξβαίλεη ην 10%. Σα δεδνκελα πνπ ζπιιέρζεθαλπαξνπζηάδνληαη ζηνλ 

Πίλαθα 6.9. 

 

              
                                                                 

                              
    

(6.6) 
 

Πίλαθαο 6.9: Γεδνκέλα από ηνλ έιεγρν ζηαζεξόηεηαο ηεο κεζόδνπ 

Λεηηνπξγία 

ηνληηζκνύ 
Αλαιύηεο % Γηαθνξά (n=2) 

ESI(+) 

Ph. Eur. Plastic Additive 09 6,0 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 4,0 

Ph. Eur. Plastic Additive 12 9,6 

Ph. Eur. Plastic Additive 13 2,7 

Ph. Eur. Plastic Additive 21 5,9 

ESI(-) 

Ph. Eur. Plastic Additive 10 3,7 

Ph. Eur. Plastic Additive 11 1,5 

Ph. Eur. Plastic Additive 19 2,3 

 

Ζ κειέηε ζηαζεξφηεηαο έδεημε φηη ηα δηαιχκαηα παξακέλνπλ ζηαζεξά γηα 

δηάζηεκα επηά εκεξψλ απφ ηελ παξαζθεπή ηνπο αλ απνζεθεχνληαη ζηηο 

ζπλζήθεο ηνπ απηφκαηνπ δεηγκαηνιήπηε, κηαο θαη ε % δηαθνξά πνπ 
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ππνινγίζηεθε γηα θαζέλα απφ ηνο αλαιχηεο ζηφρνπο έρεη ηηκή κηθξφηεξε/ίζε 

απφ 10%.  

 

6.10 Έιεγρνο Αλζεθηηθόηεηαο (Robustness) 

 

Ζ αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ απαηηεί πεηξακαηηθφ ζρεδηαζκφ, κε ζθνπφ ηε 

κειέηε ησλ κεηαβνιψλ ησλ πεηξακαηηθψλ παξακέηξσλ θαη ηνλ εληνπηζκφ 

απηψλ πνπ επεξεάδνπλ ηε κέζνδν έηζη, ψζηε λα ηεζνχλ απζηεξέο αλνρέο θαη 

κέηξα ειέγρνπ ηνπο. Πξφθεηηαη ινηπφλ, γηα πξνζρεδηαζκέλεο ζθνπνχκελεο 

κηθξνκεηαβνιέο ησλ πεηξακαηηθψλ παξακέηξσλ. Μειεηήζεθε, ινηπφλ, ε 

αλζεθηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ σο πξνο ηηο παξακέηξνπο ηνπ νξγάλνπ LC-ESI-

MS/MS.  

 

Ζ κειέηε αλζεθηηθφηεηαο έγηλε ζε εκβνιηαζκέλα κε ηνπο αλαιχηεο ζηφρνπο 

(πιαζηηθνπνηεηέο) δηαιχκαηα ζπγθέληξσζεο ίζεο κε 1,0 κg/mL γηα θάζε 

αλαιχηε. Οη αξρηθέο παξάκεηξνη ηεο κεζφδνπ πνπ επηιέρηεθαλ ζην ζχζηεκα 

ηεο πγξνρξσκαηνγξαθίαο (θηλεηή θάζε, ζηήιε), θαζψο θαη ζην ζχζηεκα 

θαζκαηνκεηξίαο καδψλ (MS mode, acquisition time), αλαθέξζεθαλ αλαιπηηθά 

ζην Δδάθην 5.3.3. Γηα ηε κειέηε αλζεθηηθφηεηαο, ηφζν ζην ζεηηθφ ηνληηζκφ 

ESI(+), φζν θαη ζηνλ αξλεηηθφ ηνληηζκφESI(-), πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηέζζεξα 

(4) δηαθνξεηηθά πεηξάκαηα, ηα νπνία παξνπζηάδνληαη αθνινχζσο.  

 

Ο έιεγρνο αλζεθηηθφηεηαο αμηνιφγεζε ηελ επίδξαζε παξαγφλησλ νη νπνίνη 

είλαη γλσζηφ φηη επεξεάδνπλ ηελ απφδνζε ζηελ πγξνρξσκαηνγξαθία, ελψ 

παξάιιεια είλαη πηζαλή θαη ε επίδξαζε ηνπ ζήκαηνο ζηε θαζκαηνκεηξία 

καδψλ. Δηδηθφηεξα, πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη αθφινπζεο αιιαγέο: 

 

1. Μηα κεηαβνιή (± 1,5% ζηελ θηλεηή θάζε Β) ζηελ αξρηθή θαη ηελ ηειηθή 

ζχλζεζε ηεο θηλεηήο θάζεο, πξνθεηκέλνπ λα αμηνινγεζνχλ δηαθνξεηηθέο 

ξπζκίζεηο ζπκπηεζηφηεηαο γηα ηηο κνλάδεο αληιίαο ηεο HPLC. Ζ ζχζηαζε 

ηεο θηλεηήο θάζεο επεξεάδεη ηελ αγσγηκφηεηα θαη ηε δηαζεζηκφηεηα ησλ 
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ηφλησλ, επεξεάδνληαο έηζη, πηζαλψο θαη ην ζήκα ζηε θαζκαηνκεηξία 

καδψλ. 

 

2.  Μηα κεηαβνιή ηεο ξνήο ζηε ζηήιε (± 0,030 mL / min ίζε κε 15% ηεο 

θαλνληθήο ηηκήο), ε νπνία ππνδεηθλχεη πηζαλή αλαθξίβεηα ζηελ 

πξνζαξκνγή ηνπ ξπζκνχ ξνήο ζε δηαθνξεηηθά ζπζηήκαηα HPLC. Απηφ ην 

ραξαθηεξηζηηθφ επεξεάδεη ηελ ηαρχηεηα αλαπιήξσζεο ηεο επηθάλεηαο 

φζνλ αλαθνξά ζηελ πεγή ηνληζκνχ ESI. Απηφ απνηειεί έλα θξίζηκν 

ραξαθηεξηζηηθφ γηα ην ζήκα ζηε θαζκαηνκεηξία καδψλ. 

 

Κξηηήξηα γηα ηελ αμηνινγεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηεο κεζφδνπ ζηηο 

πξνθαινχκελεο κεηαβνιέο απνηεινχλ: 

α) Ζ αιιαγή ηνπ ρξφλνπ θαηαθξάηεζεο γηα θάζε αλαιχηε, ε νπνία δελ πξέπεη 

λα ππεβαίλεη ην απνδεθηφ φξην ηνπ ± 15%. 

β) Ζ % RSD ηνπ ζήκαηνοηνπ θάζε αλαιχηε-ζηφρνπ κεηαμχ ησλ δχν ελέζεσλ 

ππφ θαλνληθέο ζπλζήθεο θαη ησλ δχν ελέζεσλ αλά ηξνπνπνίεζε (+/-), αλά 

παξάκεηξν ζα πξέπεη λα είλαη κηθξφηεξε ή ίζε ηνπ 20% ζε φιεο ηηο 

πεξηπηψζεηο. 

 

Καη νη δχν απηέο αιιαγέο νδήγεζαλ ζε αιιαγή ηνπ ρξφλνπ θαηαθξάηεζεο γηα 

θάζε αλαιχηε. Ζ αιιαγή, σζηφζν, ήηαλ εληφο ηνπ απνδεθηνχ νξίνπ ± 15% γηα 

ην ρξφλν αλάζρεζεο (Rt) ηεο πξνζδηνξηδφκελεο νπζίαο.  

 

Όζνλ αθνξά ζηηο κεζφδνπο πνπ πεξηιακβάλνπλ αιιαγέο ζηε ζχζηαζε ηεο 

θηλεηήο θάζεο, δηεμήρζεζαλ δηαδνρηθέο ελέζεηο ηνπ εκβνιηαζκέλνπ 

δηαιχκαηνο, ελψ πξνεγνπκέλσο είραλ πξνεγεζεί ελέζεηο δηαιχηε (θηλεηή 

θάζε Β), δεδνκέλνπ φηη ην ζχζηεκα έπξεπε λα πξνζαξκνζηεί 

(conditioning/equilibration) αλαιφγσο πξηλ ηελ έλεζε ηνπ εκβνιηαζκέλνπ 

δηαιχκαηνο. 

Ζ % ζρεηηθή ηππηθή απφθιηζε(% RSD) γηα ην ζήκα (Response) ησλ 

αλαιπηψλ-ζηφρσλ αλάκεζα ζηηο δχν ελέζεηο ππφ θαλνληθέο ζπλζήθεο θαη ζηηο 

δχν ελέζεηο αλά ηξνπνπνίεζε (+/-) αλά παξάκεηξν (ζχλνιν έμη ελέζεσλ) ήηαλ 
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ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο πνιχ θνληά ζηελ αλακελφκελε κεηαβιεηφηεηα ηνπ 

ζπζηήκαηνο (% RSD ≤ 17,5). 

Απφ ηα παξαπάλσ δεδνκέλα, δηαπηζηψλεηαη φηη ε κέζνδνο πνπ επηιέρζεθε 

ζην ζχζηεκα LC-MS, είλαη αλζεθηηθή, θαζψο παξάγεη αθξηβή θαη αμηφπηζηα 

δεδνκέλα.  

 

Ζ κέζνδνο ινηπφλ είλαη αλζεθηηθή γηα ηηο κεηαβνιέο ησλ παξακέηξσλ:  

ο θάζεο Β ζηελ αξρηθή θαη ηελ ηειηθή ζχζηαζε 

ηεο θηλεηήο θάζεο.  

,030 mL / min (± 15%) κεηαβνιή ηεο ξνήο ζηε ζηήιε. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 7 

ΔΦΑΡΜΟΓΖ ΜΔΘΟΓΟΤ ΓΗΑ ΣΖΝ ΠΟΟΣΗΚΟΠΟΗΖΖ 

ΔΚΥΤΛΗΕΟΜΔΝΧΝ ΟΤΗΧΝ ΚΑΣΑ ΣΖΝ ΑΝΑΛΤΖ 

ΠΡΑΓΜΑΣΗΚΟΤ ΓΔΗΓΜΑΣΟ (REAL SAMPLE) 

 

7.1 Δίδε δεηγκάησλ 

 

Όπσο αλαθέξζεθε θαη ζην ππνθεθάιαην 5.2, ηα εμεηαδφκελα δείγκαηα είλαη 

ιπνθηινπνηεκέλα ηειηθά πξντφληα βνξηθνλαδφιεο, ηα νπνία 

παξαζθεπάζηεθαλ απφ ηε θαξκαθνβηνκεραλία. Δθηφο απφ ηα 

ιπνθηινπνηεκέλα ηειηθά πξντφληα παξειήθζεζαλ επίζεο θαη ηα επηκέξνπο 

ζπζηαηηθά ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο, δειαδή ε δξαζηηθή νπζία βνξηθνλαδφιε θαη 

ηα επηκέξνπο έθδνρα, ην θαζέλα μερσξηζηάέηζη, ψζηε λα παξαζθεπαζηεί ην 

δείγκα Διέγρνπ («Control»), ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αμηνιφγεζε 

ηεο χπαξμεο πηζαλψλ leachable εηδψλ.  Αλαιχζεθαλ, επνκέλσο, ηα αθφινπζα 

δχν είδε δεηγκάησλ: 

1. Γείγκα Σειηθνχ πξντφληνο («Final Product»).  

Πξφθεηηαη γηα ιπνθηινπνηεκέλν ηειηθφ πξντφλ, ην νπνίν έρεη 

αλαζπζηαζεί κε δηαιχηε λεξφ HPLC.  Πεξηέρεη ηε δξαζηηθή νπζία 

βνξηθνλαδφιεο, ηα έθδνρα, ηα ζπζηαηηθά ηεο κήηξαο ηνπ δείγκαηνο 

αιιά, θαη πηζαλνχο πιαζηηθνπνηεηέο (PAs) πνπ έρνπλ κεηαλαζηεχζεη 

απφ ηελ ηειηθή ζπζθεπαζία ηνπ πξντφληνο ζην δηάιπκα πξντφληνο, 

ιφγσ πηζαλήο αιιειεπίδξαζεο.  

 

2. Γείγκα Διέγρνπ («Control»).  

Πξφθεηηαη γηα δηάιπκα ηειηθνχ πξντφληνο, ην νπνίν έρεη παξαζθεπαζηεί 

ζην εξγαζηήξην ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο παξαζθεπήο ηνπ ηειηθνχ 

πξντφληνο κε ηε δηαθνξά φηη δελ έρεη έξζεη ζε επαθή κε ηνλ ηειηθφ 

πεξηέθηε ηνπ πξντφληνο. Δπνκέλσο, πεξηέρεη ηε δξαζηηθή νπζία 

βνξηθνλαδφιεο, ηα έθδνρα θαη ηα ζπζηαηηθά ηεο κήηξαο ηνπ δείγκαηνο. 
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Ο εξγαζηεξηαθφο εμνπιηζκφο, νη πξψηεο χιεο θαη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ, πεξηγξάθνληαη ζην Παξάξηεκα Η. 

 

7.2 ηάδηα πξνθαηεξγαζίαο δείγκαηνο 

 

Σα ζηάδηα πξνθαηεξγαζίαο ησλ δχν δεηγκάησλ αθνινπζνχλ ηελ ίδηα πνξεία 

πνπ αλαθέξζεθε ζην Δδάθην 5.3.2.2, πνπ πεξηιακβάλεη εθρχιηζε ζηεξεήο 

θάζεο (SPE). Ζ κέζνδνο εθαξκφζηεθε κε δχν ηαπηφρξνλα πεηξάκαηα έλα γηα 

ην ηειηθφ πξντφλ κεηά απφ αλαζχζηαζε κε δηαιχηε λεξφ HPLC (Γείγκα 1) θαη 

έλα γηα ην δείγκα Control (Γείγκα 2). Σα ζηάδηα ηεο πξνθαηεξγαζίαο ησλ δχν 

δεηγάησλ  παξνπζηάδνληαη ζην ρήκα 7.1. 

 

Πξνεηνηκαζία δείγκαηνο 

↓ 

Δθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (SPE) 

↓ 

Αλάιπζε εθρπιίζκαηνο κε LC-MS 

↓ 

Δχξεζε αλακελφκελεο ζπγθέληξσζεο νπζηψλ ζην πξντφλ (κg∙mL-1) 

 

ρήκα 7.1: ηάδηα πξνθαηεξγαζίαο δεηγκάησλ "Final Product" θαη "Control" 

  

7.3 Αλάιπζε - Πξνζδηνξηζκόο “leachables” νπζηώλ ζε άγλσζην 

δείγκα κε LC-MS 

 

Ζ αλάιπζε ησλ δεηγκάησλ έγηλε κε ηε κέζνδν πνπ επηθπξψζεθε γηα ην ζθνπφ 

απηφ.Οη παξάκεηξνη ηνπ ρξσκαηνγξαθηθνχ ζπζηήκαηνο αλαθέξζεθαλ 

αλαιπηηθά ζην Δδάθην 5.3.2.3.  

Οκνίσο νη παξάκεηξνη ηνπ ζπζηήκαηνο ηεο θαζκαηνκεηξίαο καδψλ MS, 

αλαθέξζεθαλ ζην Δδάθην 5.3.2.3.  
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7.4 Απνηειέζκαηα 

 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ αγλψζησλ νπζηψλ, βαζίδεηαη ζηηο ελψζεηο 

αλαθνξάο (target analytes). Ζ πνζνηηθνπνίεζε γηα θάζε άγλσζηε θνξπθή ζηα 

δείγκαηα, έγηλε κε ηε ρξσκαηνγξαθηθή θνξπθή ηνπ αλαιχηε-ζηφρνπ ν νπνίνο 

βξίζθεηαη ζε θνληηλφηεξν ρξφλνο αλάζρεζεο (Rt) κε ηελ άγλσζηε 

έλσζε.Δθφζνλ νη δχν ελψζεηο εθινχνληαη ζε ζηελφηαηε εγγχηεηα αλακέλεηαη 

λα ππφθεηληαη ζηελ ίδηα επίδξαζε ηεο κήηξαο ηνπ δείγκαηνο θαη λα 

κνηξάδνληαη παξφκνηεο θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο. Γηα ηνλ ππνινγζκφ ηεο 

ζπγθέληξσζεο κηαο άγλσζηεο νπζίαο πνπ κεηαλαζηεχεη απφ ηνλ πεξηέθηε ηνπ 

θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο ζην πξντφλ, ρξεζηκνπνηήζεθε ε Δμίζσζε 7.1.  

                                                                  ⁄   

            

       
            

       

            (7.1) 

 

Όπνπ: 

Area unknown: Σν εκβαδφλ ηεο θνξπθήο ηεο άγλσζηεο νπζίαο 

Area IS: Σν εκβαδφλ ηεο θνξπθήο ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ 

Area analyte: Σν εκβαδφλ ηεο θνξπθήο ηεο πξφηππεο νπζίαο αλαθνξάο 

(target analyte), πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο 

άγλσζηεο νπζίαο.  

C analyte: Ζ ζπγθέληξσζε C (κg/mL) ηεο νπζίαο αλαθνξάο (target analyte) 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο άγλσζηεο νπζίαο.  

 

Μεηά ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο θάζε άγλσζηεο νπζίαο ζην 

ηειηθφ δηάιπκα, ε ζπγθέληξσζε απηή κεηαθέξεηαη ζην αξρηθφ πξντφλ 

(product), δειαδή ζε κνλάδεο (κg/ product unit) κε ηε ρξήζε ηεο αθφινπζεο 

εμίζσζεο (εμίζζσζε 7.2):  
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                                                                     ⁄   

                                                                      

     (7.2)  

 

Όπνπ ν Dilution Factor (DF) ππνινγίζηεθε κε ηνλ εμήο ηχπν (7.3): 

DF = 
                   

                    
 

                    

                            
 

                            

              
 = 

0,5   (7.3) 

 

7.4.1 Γνθηκαζία θαηαιιειόηεηαο ζπζηήκαηνο 

 

Ζ δνθηκαζία θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο ειέγρζεθε κε 2 θξηηήξηα, φπσο 

θαη θαηά ηελ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ θαη ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ «leachable species» ζην ηειηθφ 

πξντφλ (Γείγκα 1).  

Όζνλ αθνξά ζην πξψην θξηηήξην, ην θξηηήξην ηνπ S/Ν, ν έιεγρνο ηεο 

θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο πεξηιάκβαλε ηελ παξαζθεπή ελφο 

δηαιχκαηνο (SST-1) ην νπνίν πεξηείρε φινπο ηνπο πιαζηηθνπνηεηέο ζε 

ζπγθέληξσζε 12,5 κg ml-1 (ppm) ζε δηαιχηε κε ζχζηαζε 44% αθεηνληηξίιην 

θαη 56% κεζαλφιε θαη’ φγθν (v/v), κε ζθνπφ λα πξνζδηνξηζηεί ε χπαξμε θάζε 

αλαιχηε ζηφρνπ θαζψο επίζεο θαη ν ιφγνο S/N ηνπ θαζελφο, ηφζν ζηε 

ιεηηνπξγία ζεηηθνχ ηνληηζκνχ (ESI (+)), φζν θαη ζηε ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ 

ηνληηζκνχ (ESI (-)).  

Ζ αμηνιφγεζε ηνπ ελ ιφγσ δηαιχκαηνο έδεημε φηη φινη νη αλαιχηεο κπνξνχλ λα 

αληρλεπζνχλ θαηάιιεια, ρξεζηκνπνηψληαο ην ραξαθηεξηζηηθφ ηνπο κνξηαθφ 

ηφλ ζηνλ αληίζηνηρν ηξφπν ιεηηνπξγίαο. Ζ εμέηαζε ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο 

πνπ απνθηήζεθε γηα ην δηάιπκα SST-1 επηβεβαηψλεη φηη νη θνξπθέο πνπ 

απνδίδνληαη ζε φινπο ηνπο αλαιχηεο πιεξνχλ ην θξηηήξην ηνπ ιφγνπ ηνπ 

ζήκαηνο πξνο ην ζφξπβν (S/N), θαζψο ηφζν γηα ηε ιεηηνπξγία ζεηηθνχ φζν θαη 

γηα ηε ιεηηνπξγία αξλεηηθνχ ηνληηζκνχ ν ιφγνο S/N είλαη κεγαιχηεξνο ηνπ 10. 

πγθεθξηκέλα, γηα ηε ιεηηνπξγία ESI (+) ν ιφγνο S/N μεπεξλάεη ηελ ηηκή 112,2 
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γηα φινπο ηνπο αλαιχηεο ζηφρνπο, ελψ αληίζηνηρα γηα ηε ιεηηνπξγία ESI (-) ηελ 

ηηκή 12,6. 

Όζνλ αθνξά ζην δεχηεξν θξηηήξην, ην θξηηήξην ηνπ %RSD, ν έιεγρνο ηεο 

θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο πεξηιάκβαλε ηελ παξαζθεπή ελφο 

δηαιχκαηνο (SST-2) ζχκθσλα κε ηελ πεηξακαηηθή πνξεία πνπ αθνινπζήζεθε 

γηα ηελ αλάιπζε ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο, κε ηε δηαθνξά φηη αληί γηα ηειηθφ 

πξντφλ, ρξεζηκνπνηήζεθε λεξφ HPLC. Σν δηάιπκα απηφ αλαιχζεθε πέληε 

ζπλερφκελεο θνξέο θαη ζηε ζπλέρεηα ππνινγίζηεθε ε ζρεηηθή ηππηθή 

απφθιηζε (% RSD)  γηα ην ζήκα ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ ζηηο πέληε 

ζπλερφκελεο ελέζεηο ηνπ ίδηνπ δηαιχκαηνο, ζχκθσλα κε ηνλ ηχπν 6.1 πνπ 

παξνπζηάδεηαη ζην εδάθην 6.1. 

Ο ππνινγηζκφο ηνπ %RSD έδεημε φηη ην ζχζηεκα ζεσξείηαη θαηάιιειν γηα ηε 

δηεμαγσγή ηεο αλάιπζεο, θαζψο ην ζήκα  ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ ζηηο 

πέληε ζπλερφκελεο ελέζεηο είλαη ζηαζεξφ. Ζ ηηκή ηνπ %RSD πνπ 

ππνινγίζηεθε φζνλ αθνξά ζηε ιεηηνπξγία ESI(+) είλαη ίζε κε 19,9% θαη ζηελ 

ESI(-) είλαη ίζε κε 10,4%. Δπνκέλσο θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο ε ηηκή ηνπ 

%RSD είλαη κηθξφηεξε απφ ηελ ηηκή 20, πνπ απνηειεί θαη ην θξηηήξην.  

ηηο παξαθάησ εηθφλεο παξνπζηάδνληαη νη θνξπθέο ησλ αλαιπηψλ ζηφρσλ 

απφ ηνλ έιεγρν θαηαιιειφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο, ζηελ ιεηηνπξγία ESI(+) θαη 

ESI(-) αληίζηνηρα.  

Δηθόλα 7.1: Κνξπθέο αλαιπηώλ ζηόρσλ ζην δηάιπκα SST-1, γηα ηνλ έιεγρν 

θαηαιιειόηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο, ζε ιεηηνπξγία ζεηηθνύ ηνληηζκνύ (ESI (+)) 
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(Μαύξν: additive 08, Ρνδ:  additive 13, Μπιε:  additive 09, Καθέ: additive 12, Πξάζηλν: 

additive 21) 

Δηθόλα 7.2: Κνξπθέο αλαιπηώλ ζηόρσλ ζην δηάιπκα SST-1, γηα ηνλ έιεγρν 

θαηαιιειόηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο, ζε ιεηηνπξγία αξλεηηθνύ ηνληηζκνύ (ESI (-)) 

(Μαύξν: additive 08, Ρνδ:  additive 10, Μπιε: additive 11, Καθέ: additive 19) 

 

 

7.4.2 Αλάιπζε δηαιύκαηνο ηειηθνύ πξντόληνο 

 

ην Δδάθην 5.3.1, έγηλε αλαιπηηθφο ππνινγηζκφο ηνπ ΑΔΣ ζην πξντφλ φζνλ 

αθνξά ζε νπζίεο πνπ ραξαθηεξίδνληαη σο “γελνηνμηθέο”, αιιά θαη ζε νπζίεο 

πνπ ραξαθηεξίδνληαη σο “εξεζηζηηθέο”. ηελ πξψηε πεξίπησζε, ην αλαιπηηθφ 

φξην είλαη ζαθψο ρακειφηεξν. Πην ζπγθεθξηκέλα, γηα ην δείγκα πξντφληνο 

βνξηθνλαδφιεο ηζρχεη:  

 

AETgenotoxic = 0,156 κg genotoxic compound /product vial  

AETirritant = 0,521 κg genotoxic compound /product vial 

 

Όζνλ αθνξά ζηελ αλάιπζε ησλ δηαιπκάησλ ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο 

αληρλεχηεθαλ αξθεηά επξήκαηα, φια ζην ζεηηθφ ηξφπν ηνληηζκνχ (ESI (+)). 

Αλάκεζα ζηα επξήκαηα, δελ πεξηιακβάλεηαη θάπνηνο απφ ηνπο 

πιαζηηθνπνηεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο αλαιχηεο-ζηφρνη, θαζψο θαλέλαο 
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απφ απηνχο δελ αληρλεχηεθε, είηε ζην ζεηηθφ, είηε ζηνλ αξλεηηθφ ηξφπν 

ηνληηζκνχ. 

ηνλ Πίλαθα 7.1, παξνπζηάδνληαη νη ελψζεηο (σο Rt θαη m/z), νη νπνίεο 

βξίζθνληαη ζε ζπγθεληξψζεηο θνληά ή άλσ ηνπ αλαιπηηθνχ νξίνπ ΑΔΣ. 

Πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε δχν εηδψλ ηειηθνχ πξντφληνο, ηειηθνχ πξντφληνο 

ην νπνίν είρε απνζεθεπηεί ηνπνζεηεκέλν θαλνληθά (upright) θαη ηειηθνχ 

πξντφληνο ην νπνίν είρε απνζεθεπηεί ηνπνζεηεκέλν αλάπνδα. 

(αλεζηξακκέλν, inverted). Έγηλαλ δχν παξαζθεπέο γηα θάζε είδνο ηειηθνχ 

πξντφληνο.Οη ζπγθεληξψζεηο πνπ βξέζεθαλ, ηφζν ζην ηειηθφ δηάιπκα 

(solution), φζν θαη ζην πξντφλ (product), ππνινγίζηεθαλ απφ ηνλ κέζν φξν 

ησλ ζπγθεληξψζεσλ ζηα δχν δείγκαηα (ζηηο δχν παξαζθεπέο) ηνπ ίδηνπ 

δηαιχκαηνο πνπ έιαβαλ ρψξα. 

 
Πίλαθαο 7.1: Οπζίεο («leachables») πνπ αληρλεύηεθαλ θαη πνζνηηθνπνηήζεθαλ ζε 

ζπγθεληξώζεηο θνληά ή άλσ ηνπ νξίνπ ΑΔΣ, ζηε ιεηηνπξγία ζεηηθνύ ηνληηζκνύ, ESI(+), 

όζνλ αθνξά ζηα δύν είδε δεηγκάησλ 

Rt (min) m/z 
Upright Inverted 

Average estimated concentration (κg/ product vial) 

11,6 456,5 0,371 κ.α.* 

14,0 408,3 2,22 2,20 

14,7 336,3 3,02 2,91 

15,2 408,5 12,0 12,7 

15,5 466,6 14,7 15,3 

15,9 568,7 9,09 9,42 

16,0 494,7 4,95 4,99 

16,2 582,8 6,09 6,26 

16,5 596,8 3,39 3,31 

16,6 640,9 2,73 2,79 

16,6 729,0 2,33 2,32 

17,0 743,0 1,46 1,44 

17,0 875,0 0,632 0,732 

17,3 831,0 0,644 0,528 

20,7 698,6 0,743 0,468 
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21,6 833,4 0,399 0,174 

23,7 846,6 0,277 0,070 

*κ.α. : Με αληρλεχζηκν 

 

Οη ελψζεηο πνπ επηζεκαίλνληαη κε πξάζηλν ρξψκα έρνπλ ζπγθέληξσζε 

κηθξφηεξε απφ ην φξην ΑΔΣ πνπ έρεη νξηζηεί γηα ηηο πηζαλέο γελνηνμηθέο 

νπζίεο. Οη ελψζεηο πνπ επηζεκαίλνληαη κε θίηξηλν ρξψκα βξέζεθαλ ζε 

ζπγθέληξσζε πνπ είλαη κεγαιχηεξε ηνπ ΑΔΣ γηα κηα πηζαλή γελνηνμηθή νπζία, 

αιιά ρακειφηεξε ηνπ ΑΔΣ γηα κηα πηζαλή εξεζηζηηθή νπζία. Σέινο, νη ελψζεηο 

κε θφθθηλν ρξψκα βξέζεθαλ ζε ζπγθέληξσζε κεγαιχηεξε ηνπ νξίνπ ΑΔΣ πνπ 

έρεη νξηζηεί γηα πηζαλέο εξεζηζηηθέο ελψζεηο.  

 

Αλάκεζα ζηηο άγλσζηεο νπζίεο (leachables) πνπ αληρλεχηεθαλ 

παξνπζηάδνληαη θαη δχν νκάδεο (θαηαλνκέο) κνξίσλ νη νπνίεο αθνινπζνχλ 

ζπγθεθξηκέλα κνηίβα. Ζ πξψηε θαηαλνκή, ηεο νπνίαο θχξην ηφλ είλαη απηφ κε 

m/z 408,5, απνηειείηαη απφ κφξηα ηα νπνία έρνπλ δηαθνξά κεηαμχ ηνπο 44 

amu. Απηφ ην κνηίβν είλαη ελδεηθηηθφ ησλ εζηέξσλ πνιπαηζπιελνγιπθφιεο 

(PEG) ή πην ζπγθεθξηκέλα ησλ εζηεξνπνηεκέλσλ ελψζεσλ πνπ βαζίδνληαη 

ζηελ επαλαιακβαλφκελε νκάδα αηζπιελνγιπθφιεο ή αηζπιελνμεηδίνπ. Έηζη ε 

δηαθνξά είλαη ίζε κε 44 amu ή πνιιαπιάζηα απηήο, 88, 132 θ.ι.π. γηα ηελ 

αλαπηπζζφκελε αιπζίδα CH2CH2Ο-. Ζ δεχηεξε θαηαλνκή, ηεο νπνίαο θχξην 

ηφλ είλαη ην ηφλ κε m/z 466,6, πεξηέρεη κφξηα πνπ δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο θαηά 

14 amu, γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη κηα επαλαιακβαλφκελε νκάδα ελφο 

ηκήκαηνο πδξνγνλαλζξαθηθήο αιπζίδαο (-CH2-). Λακβάλνληαο ππφςε ηε 

δήισζε ηνπ παξαγσγνχ γηα ηελ παξνπζία αληηδξαζηεξίσλ θπηηθήο 

πξνέιεπζεο, γίλεηαη ε ππφζεζε φηη νη ελψζεηο απηέο αλήθνπλ ζε θπηηθά έιαηα 

πνπ έρνπλ ππνζηεί ρεκηθή ηξνπνπνίεζε κε ζηφρν ην ζρεκαηηζκφ επνμεηδίσλ. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 8 

ΣΔΛΗΚΑ ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

 

8.1 Απνηειέζκαηα θαη πδήηεζε 

 

Ζ δπλαηφηεηα ηεοθαζκαηνκεηξίαο καδψλ (MS) λα αληρλεχεη ζρεδφλ θάζε 

νξγαληθή έλσζε ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο (< ppm), ηελ θαζηζηά ηδαληθή γηα 

ηνλ πξνζδηνξηζκφ κηαο κεγάιεο πνηθηιίαο νπζηψλ πνπ κεηαλαζηεχνπλ θαηά 

ηελ παξαγσγηθή δηαδηθαζία (θίιηξν, ζσιήλεο, ζπζθεπαζίεο θαξκαθεπηηθψλ 

ζθεπαζκάησλ) ζην πεξηερφκελν ησλ θαξκάθσλ.  

ηελ εξεπλεηηθή απηή εξγαζία, αλαπηχρζεθε κηα κέζνδνο SPE HPLC-MS γηα 

ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ησλ νπζηψλ πνπ κεηαλαζηεχνπλ (leachables) 

απφ ηνλ πεξηέθηε ηνπ θαξκαθεπηηθνχ ζθεπάζκαηνο ζε θαξκαθεπηηθφ 

ζθεχαζκα βνξηθνλαδφιεο. Ζ αλάιπζε, ε νπνία πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

πξφηππν δείγκα πξνζαξκνζκέλν ζηε κήηξα ηνπ δείγκαηνο ηεο βνξηθνλαδφιεο 

(matrix matched reference), ζεσξείηαη θαηάιιειε γηα ην ζθνπφ γηα ηνλ νπνίν 

πξννξίζηεθε (fit for purpose), αθνπ ηεξνχληαη φια ηα θξηηήξηα πνπ είραλ 

νξηζηεί. 

Ζ κέζνδνο πνπ επηθπξψζεθε πεξηιακβάλεη ζηάδηα πξνθαηεξγαζίαο ηνπ 

δείγκαηνο κε κεγάιε ρξνληθή δηάξθεηα (SPE). Παξφιν απηά, ηα ζηάδηα ήηαλ 

αλαγθαία δεδνκέλνπ ηνπ πνιχ ρακεινχ νξίνπ ΑΔΣ πνπ ππνινγίζηεθε θαη 

θαζνξίζηεθε. Ζ εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο ήηαλ ζεκαληηθή γηα ηνλ θαζαξηζκφ 

θαη ηελ πξνζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο.  

Καηά ηελ επηθχξσζε ηεο κεζφδνπ, πξαγκαηνπνηήζεθε έιεγρνο ησλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ πνηφηεηάο ηεο. Οη παξάκεηξνη πνπ εμεηάζηεθαλ ήηαλ ε 

δνθηκαζία θαηαιιειφηεηαο ηνπ  ζπζηήκαηνο, ε γξακκηθφηεηα, ε αθξίβεηα, ε 

ελδηάκεζε πηζηφηεηα, ε επαλαιεςηκφηεηα, ε εηδηθφηεηα, ην φξην 

πνζνηηθνπνίεζεο, ε ζηαζεξφηεηα ησλ δηαιπκάησλ θαη ε αλζεθηηθφηεηα ηεο 

κεζφδνπ. Σα θξηηήξηα γηα απηέο ηηο παξακέηξνπο πιεξνχληαη ζε θάζε 
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πεξίπησζε, απνδεηθλχνληαο φηη ε κέζνδνο πνπ αλαπηχρζεθε είλαη θαηάιιειε 

γηα ηελ αλάιπζε δείγκαηνο βνξηθνλαδφιεο. 

Καηά ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ, ζηνλ ζεηηθφ ηνληηζκφ ESI (+), αληρλεχηεθαλ 

αξθεηέο άγλσζηεο ελψζεηο. Αληίζεηα, ζηνλ αξλεηηθφ ηνληηζκφ ESI (-), δελ 

αληρλεχηεθε θακία άγλσζηε έλσζε.  

Οη ζπγθεληξψζεηο ηνπο βξέζεθαλ λα ππεξβαίλνπλ ην αλαιπηηθφ φξην 

ΑΔΣgenotoxic (γηα ελψζεηο κε πηζαλή γελνηνμηθή δξάζε γηα ηνλ αλζξψπηλν 

νξγαληζκφ). Κάπνηεο απφ ηηο ελψζεηο απηέο, βξέζεθαλ λα ππεξβαίλνπλ αθφκα 

θαη ην φξην AETirritant (γηα ελψζεηο κε πηζαλή εξεζηζηηθή δξάζε ζηνλ 

αλζξψπηλν νξγαληζκφ).  

 

8.2 Μειινληηθή Έξεπλα 

 

H κέζνδνο πνπ αλαπηχρζεθε κπνξεί λα βειηηζηνπνηεζεί κειινληηθά, ζηνπο 

παξαθάησ ηνκείο:  

Υξήζε δηαθνξεηηθψλθπζηγγίσληεο SPE, πνπ ζα είλαη πην εθιεθηηθά σο 

πξνο ηνπο άπνινπο αλαιχηεο. 

Βειηηζηνπνίεζεησλ ζπλζεθψλ ηεο δηαδηθαζίαο ηε SPE. 

 

Μηα ήδε επηθπξσκέλε κέζνδνο ζε ελέζηκν δηάιπκα βνξηθνλαδφιεο, κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί κειινληηθά γηα ηελ αλάιπζε παξφκνησλ δεηγκάησλ θαη γηα 

αλαιχηεο πνπ κεηαλαζηεχνπλ θαη είλαη άπνινπ ραξαθηήξα. 
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ΠΗΝΑΚΑ ΟΡΟΛΟΓΗΑ 

Ξελφγισζζνο φξνο Διιεληθφο Όξνο 

Active Pharmaceutical Ingredient Γξαζηηθή Φαξκαθεπηηθή Οπζία 

Acquisition mode Λεηηνπξγία ζάξσζεο/αλάιπζεο 

Acquisition time Υξφλνο ιήςεο δεδνκέλσλ 

Analytical Evaluation Threshold Αλαιπηηθφ Όξην Αμηνιφγεζεο 

Electrospray Ionization Ηνληηζκφο κε Ζιεθηξνςεθαζκφ 

Extractables Δθρπιίζηκεο Οπζίεο 

Extraction Studies Μειέηεο εθρχιηζεο 

Identification Σαπηνπνίεζε 

Internal Standard Δζσηεξηθφ Πξφηππν 

Leachables  Οπζίεο Μεηαλάζηεπζεο  

Leachable Species Profile Πξνθίι Μεηαλάζηεπζεο  

Mass Spectrometry  Φαζκαηνκεηξία Μαδψλ 

Mass to Charge ratio  Λφγνο κάδαο/θνξηίνπ 

Matrix Effect  Δπίδξαζε Μήηξαο  

Matrix Factor  Παξάγνληαο Μήηξαο  

Matrix matched Πξνζαξκνζκέλν ζηε κήηξα ηνπ δείγκαηνο  

Migration Studies  Μειέηεο Μεηαλάζηεπζεο  

Photodiode Array Detector Αληρλεπηήο πζηνηρίαο Φσηνδηφδσλ  

Quantification  Πνζνηηθνπνίεζε  

Recovery Αλάθηεζε  

Relative Standard Deviation ρεηηθή Σππηθή Απφθιηζε  

Retention Time Υξφλνο Αλάζρεζεο  

Solid Phase Extraction Δθρχιηζε ηεξεάο Φάζεο  

Specifications  Πξνδηαγξαθέο  

Spiked sample Δκβνιηαζκέλν Γείγκα  

System Suitability testing Έιεγρνο Καηαιιειφηεηαο πζηήκαηνο  

Validation  Δπηθχξσζε  
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ΤΝΣΜΖΔΗ – ΑΡΣΗΚΟΛΔΞΑ – ΑΚΡΧΝΤΜΗΑ 

Αθξσλύκηα θαη ε αλάπηπμή ηνπο 

AAS Atomic Absorption Spectroscopy  

AET Analytical Evaluation Threshold  

AMU Atomic Mass Unit  

API Active Pharmaceutical Ingredient  

CI Chemical Ionization  

CRS Certified Reference Substance 

DAD Diode Array Detector  

EDQM European Directorate for the Quality of Medicines   

EI Electron Impact  

EIC Extracted Ion Chromatogram   

EMA European Medicines Agency  

ESI Electrospray Ionization  

FDA Food and Drug Administration  

FTIR Fourier Transform Infrared Spectroscopy  

GC Gas Chromatography  

HPLC High Performance Liquid Chromatography  

ICH International Conference on Harmonization  

INT Internal   

IS Internal Standard  

M/Z Mass to Charge   

ME Matrix Effect  

MF Matrix Factor  

MS Mass Spectrometry  

PA  Plastic Additive  

PDA  Photo Diode Array  

PQRI  Product Quality Research Institute  

QQQ  Triple Quadrupole  

R (%)  Recovery (%)  

RH  Relative Humidity  

RP  Reversed-Phase Chromatography  

RSD  Relative Standard Deviation   
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RT  Retention Time  

S/N  Signal to Noise  

SCT  Safety Concern Threshold  

SIM  Single Ion Monitoring  

SPC Summary of Product Characteristics 

SPE  Solid Phase Extraction  

SST  System Suitability Testing  

TDI  Total Daily Intake  

TTC  Threshold of Toxicological Concern  

USP  United States Pharmacopeia  

UV  Ultraviolet  

V/V (%)  Volume to Volume (%)  

W/V (%)  Weight to Volume (%)  

ΔΚΠΑ  Δζληθφ Καπνδηζηξηαθφ Παλεπηζηήκην Αζελψλ  

ΔΦ  Δπξσπατθή Φαξκαθνπνηία   

ΜΒ  Μνξηαθφ Βάξνο 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ Η  

ΔΡΓΑΣΖΡΗΑΚΟ ΔΞΟΠΛΗΜΟ – ΑΝΣΗΓΡΑΣΖΡΗΑ 

Α. ΔΞΟΠΛΗΜΟ  

Υξσκαηνγξαθηθό 

ύζηεκα: 

ShimadzuNexeraX2 HPLC 

LC-30ADUPLC αληιία 4 δνρείσλ 

DGU-20A5R απαεξσηήο 

SIL30AC απηφκαηνο δεηγκαηνιήπηεο 

CTO-20AC θνχξλνο ζηήιεο 

SPD-M20A IVDD PDA αληρλεπηήο 

Λνγηζκηθφ LabSolutions v.5.75 

Φαζκαηόκεηξν καδώλ: Shimadzu 8040 ηξηπιφ ηεηξάπνιν (QqQ) 

κε πεγή ηνληηζκνχ κε ειεθηξνςεθαζκφ (ESI) 

Αλαιπηηθέο ηήιεο Phenomenex, Kinetex ®, PFP, 100 × 2,1mm × 1,7κm 

(Part No: 00D-4476-AN) 

ύζηεκα SPE: VACELUT SPS 24, Varian®, Agilent  

ηήιεο SPE C18 endcapped, 6mL/500 mg, Sorbent–LOT0615/7, 

CHROMABOND® • LC-Florisil 100/120 mesh particles, 

Magnesium Silicate, Sigma-Aldrich 

 

 

πζθεπή παξαγσγήο λεξνύ πςειήο θαζαξόηεηαο  

Υξεζηκνπνηήζεθε ζπζθεπή απφζηαμεο CorningMegapure κε δνρείν έμη 

ιίηξσλ, ε νπνία ηξνθνδνηείηαη κε απηνληηζκέλν λεξφ ην νπνίν έρεη δηέιζεη 

κέζα απφ ηνλαληαιιαθηηθή ζηήιε IONEL. Σν λεξφ πνπ παξαιακβάλεηαη 

ηειηθά, είλαη απηνληηζκέλν θαη απεζηαγκέλν, κε εηδηθή αληίζηαζε >18 MΩ∙cm.  
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Λνηπέο ζπζθεπέο  

 

1. Αλαιπηηθφο δπγφο AUW320 (10mg – 300g), ηεο εηαηξείαο Schimadzu 

2. Αλαιπηηθφο δπγφο AUX320 (10mg – 100g), ηεο εηαηξείαο Schimadzu 

3. Περάκεηξν Consort C3010, κε ειεθηξφδην πάινπ ηεο ίδηαο εηαηξίαο  

4. πζθεπή δηήζεζεο θηλεηήο θάζεο AFORA poro 3, κε ρξήζε θίιηξσλ PVDF,  

κε πφξνπο δηακέηξνπ 0,45 κm θαη ζπλνιηθή δηάκεηξν 47 mm, Rephile 

Bioscience 

5. Φίιηξα ζχξηγγαο αλαγελλεκέλεο θπηηαξίλεο (RC), κε δηάκεηξν πφξσλ 0,45 

κm, 45/25,  CHROMAFIL® Xtra 

6. χξηγγεο Nipro Syringe 5mL, 21G x 11/2’’, 0,8 x 38 mm with needle   

7. Μαγλεηηθφο Αλαδεπηήξαο ΗΚΑ®  RT15 10. 

 

 

Β. ΓΗΑΛΤΣΔ  - ΑΝΣΗΓΡΑΣΖΡΗΑ   

 

1. Αθεηνληηξίιην βαζκνχ θαζαξφηεηαο LC-MS Grade (Fischer Scientific)  

2. Μεζαλφιε βαζκνχ θαζαξφηεηαο LC-MS Grade (Fischer Scientific)  

3. Ομηθφ ακκψλην, 99% (ACROS Organics)  

4. Καλνληθφ Δμάλην, ≥ 95% (Sigma-Aldrich)  

5. Ηζνπξνπαλφιε βαζκνχ θαζαξφηεηαο HPLC (Fischer Scientific) 
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Γ. ΠΡΟΣΤΠΔ ΟΤΗΔ ΑΝΑΦΟΡΑ (CRS)  

(Λνηπέο πιεξνθνξίεο ζηνλ πίλαθα 5.4) 

 

1. Ph. Eur. Plastic Additive 08, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 

32509-66-3  

2. Ph. Eur. Plastic Additive 09, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 6683-

19-8 

3. Ph. Eur. Plastic Additive 10, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 1709-

70-2   

4. Ph. Eur. Plastic Additive 11, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 2082-

79-3 

5. Ph. Eur. Plastic Additive 12, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 

31570-01-4 

6. Ph. Eur. Plastic Additive 13, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 

27676-62-6   

7. Ph. Eur. Plastic Additive 19, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 57-

11-4   

8.  Ph. Eur. Plastic Additive 21, Batch no:3, purity: 100%, CAS number: 112-

84-5  
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