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Στην εξεταστική επιτροπή της διδακτορικής διατριβής συµµετείχαν, εκτός των 

ανωτέρω, τα παρακάτω µέλη ∆ΕΠ µε αλφαβητική σειρά: 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 
POPs: Persistent Organic Pollutants 

PAHs: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 

PCBs: Polychlorinated Biphenyls 

BCF: Bioconcentration factor 

BAF: Bioaccumulation factor 

LD50: Half Lethal Dose 

SOX: Soxhlet 

SPE: Solid Phase Extraction 

SPME: Solid Phase MicroExtraction 

MSPD: Matrix Solid Phase Dispersion 

GC: Gas Chromatography 

GC-MS: Gas Chromatography-Mass Spectrometry 

LOD: Limit of Detection 

LOQ: Limit of Quantification 

SD: Standard Deviation 

RSD: Relative Standard Deviation
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Α. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  

 

 

 

 

ΟΡΓΑΝΟΧΛΩΡΙΩΜΕΝΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ 

 

Εισαγωγή 

 Οι ανθεκτικοί οργανικοί ρυπαντές (Persistent Organic Pollutants, POPs) είναι οργανικές 

ενώσεις που εµφανίζουν ανθεκτικότητα σε διαδικασίες αποδόµησης οι οποίες περιλαµβάνουν 

φυσικές, χηµικές και βιολογικές µετατροπές. Οι POPs διακρίνονται σε δύο κατηγορίες 

σηµαντικών ενώσεων: τους κυκλικούς αρωµατικούς υδρογονάνθρακες (PAHs) και τους 

χλωριωµένους υδρογονάνθρακες. Η δεύτερη κατηγορία περιλαµβάνει τις οργανοχλωριωµένες 

ενώσεις οι οποίες έχουν τη µεγαλύτερη παραγωγή και είναι οι πιο ανθεκτικές στην 

αποδόµηση.  

Η ανακάλυψη του DDT και τα πλεονεκτήµατά του υπέρ της καταπολέµησης των 

εντόµων οδήγησαν στην αναγνώριση και αποδοχή του ως εντοµοκτόνο αλλά και στην 

προστασία των ανθρώπων από ασθένειες όπως η ελονοσία και ο τύφος. Η παρασκευή 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων οδήγησε στην ευρεία ανάπτυξη παραγωγής νέων 

φυτοφαρµάκων, αλλά µε ελάχιστες δικλείδες προστασίας από τους ελεγκτικούς µηχανισµούς, 

έχοντας ως αποτέλεσµα την ανάπτυξη ανθεκτικότητας των οργανισµών στα φυτοφάρµακα 

και την επακόλουθη πρόκληση επιπτώσεων στον άνθρωπο και το περιβάλλον.  

Οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις που δρουν ως ρυπαντές στο περιβάλλον διακρίνονται σε 

τρεις κύριες κατηγορίες:  

i) Τα εντοµοκτόνα και τα αγροχηµικά, πχ DDT. 

ii) Τους µονωτές ηλεκτρικών συσκευών, πχ. PCBs (πολυχλωριωµένα διφαινύλια). 

iii) Τα προϊόντα χηµικών διεργασιών των οργανοχλωριωµένων ενώσεων, πχ PCDDs, 

PCDFs 

Χρονολογικά, η πρώτη κατηγορία οργανοχλωριωµένων ενώσεων ήταν τα PCBs που 

παρασκευάστηκαν στο τέλος του 19ου αιώνα. Πρόκειται για οµάδα 209 συγγενών ενώσεων, 
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γνωστών ως συµπαράγωγα, που διαφέρουν ως προς τον αριθµό των ατόµων χλωρίου 

προσδεµένων στο µόριο του διφαινυλίου. Το DDT συντέθηκε το 1875 αλλά χρησιµοποιήθηκε 

ως εντοµοκτόνο για πρώτη φορά το 1939 στην Ελβετία και απέκτησε ευρεία χρήση κατά το 

2ο Παγκόσµιο Πόλεµο και µαζική παραγωγή για την γεωργία (εντοµοκτόνο) και την 

ανθρώπινη υγεία τη δεκαετία του 1950. Η παραγωγή και η χρήση του DDT οδήγησε στην 

εµπορική παραγωγή νέων οργανοχλωριωµένων εντοµοκτόνων όπως HCHs (Lindane), 

dieldrin, chlordane, heptachlor, toxaphen, mirex, chlordecone. 

Η παρουσία αυτών των ενώσεων στο περιβάλλον ευνοείται κατά γενικό τρόπο πρώτα 

από την πληθώρα οργανοχλωριωµένων ενώσεων που παρασκευάστηκαν βιοµηχανικά 

χρησιµοποιώντας ως κύριο συστατικό το φθηνό και εύκολα διαθέσιµο αέριο χλωρίου. 

∆εύτερον, επειδή οι ενώσεις αυτές διαθέτουν κυκλική χηµική δοµή µορίου, δηλαδή  

θερµοανθεκτικότητα και ανθεκτικότητα στην βιοαποδόµηση και τρίτον διότι η ανεξέλεγκτη 

χρήση και απόθεσή τους στο περιβάλλον οδήγησε στη συσσώρευσή τους. Η επίδραση των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο περιβάλλον και τον άνθρωπο εξαρτάται από το βαθµό της 

έκθεσής τους (διασπορά, συγκέντρωση), το χρόνο ηµιζωής, τις χηµικές και φυσικές ιδιότητες 

καθώς και τη φύση του περιβάλλοντος εφαρµογής τους (έδαφος, νερό, αέρας) και 

περιγράφεται από τον όρο «τύχη και συµπεριφορά των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο 

περιβάλλον» (Smith A. G. et al, 2002). 

Είναι αναγκαίο να κατανοηθεί ο τρόπος της συµπεριφοράς των οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων στο περιβάλλον καθώς και τα χαρακτηριστικά της ένωσης ή του περιβάλλοντος που 

ευνοούν και αναπτύσσουν τη διαδικασία της τύχης τους.  

 
Σχήµα 1.1 Κύριες κατηγορίες προϊόντων χλωρίωσης (τροποποίηση από Smith A. G. et al, 

2002). 
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1.1 Πηγές  των οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

Η συνθήκη των Ηνωµένων Εθνών για τους ανθεκτικούς οργανικούς ρυπαντές που 

υπογράφηκε στη Στοκχόλµη  (UNEP, 2001) όρισε δώδεκα χηµικές ουσίες/κατηγορίες 

χηµικών ουσιών για τις οποίες θα πρέπει να µετρηθούν τα τωρινά επίπεδα τιµών τους και να 

παρακολουθηθεί η τύχη τους στο περιβάλλον ή η χρήση τους. Πρόκειται για τις ενώσεις: 

DDT, Aldrin, Dieldrin, Endrin, Chlordane, Heptachlor, Hexachlorobenzene, Mirex, 

Toxaphene, PCBs, Dioxins, Furans. Έτσι, σύµφωνα µε το άρθρο 7 της συνθήκης θα πρέπει οι 

χώρες που την υπέγραψαν, να σχεδιάσουν και να αναπτύξουν Εθνικά Σχέδια Εφαρµογής 

(National Implementation Plans, NIPs). Ιδιαίτερα οι χώρες που χρησιµοποιούν ακόµη ή δεν 

ελέγχουν την εφαρµογή αυτών των ενώσεων πρόκειται να οδηγηθούν σε δραστική µείωση 

της χρήσης στη γεωργία και της χρήσης για την καταπολέµηση ασθενειών. Όµως, 

αναπτύσσοντας τα NIPs, πολλές χώρες θα αναγκαστούν επίσης να αποδεχτούν την 

κληρονοµιά των υψηλών επιπέδων τιµών των  POPs από την παλιότερη ανεξέλεγκτη χρήση 

και να αντιµετωπίσουν µε πράξεις, τον κίνδυνο της ρύπανσης του εδάφους, του υπεδάφους 

και των ζωντανών οργανισµών. Χρειάζεται να αναζητηθούν λύσεις για τη διαχείριση των 

αποθηκευµένων και µετακινούµενων οργανοχλωριωµένων εντοµοκτόνων και των 

πολυχλωριωµένων διφαινυλίων (συστατικών των POPs) στο περιβάλλον. Είναι λοιπόν 

αναγκαίος ο έλεγχος και η παρακολούθηση των επιπέδων τιµών συγκέντρωσης των POPs 

(Papadopoulos A., 2004) τώρα αλλά και µελλοντικά, ώστε κάθε χώρα να συµµορφωθεί µε τη 

συνθήκη της Στοκχόλµης (Muir D. et al, 2006). Στην παρούσα διατριβή λοιπόν, επιλέξαµε να 

µελετήσουµε τα επίπεδα τιµών συγκέντρωσης κάποιων από τους παραπάνω POPs σε ιχθυρά 

επιλεγόµενων περιοχών. Από το σύνολο των 209 συµπαράγωγα, µόνο τα 132 έχουν µετρηθεί 

σε βιοµηχανικά προϊόντα σε ποσοστό µεγαλύτερο από 0,05%. Μεταξύ αυτών, η Community 

Bureau of Reference της Ευρωπαϊκής ένωσης (1982), επέλεξε τα συµπαράγωγα PCBs: 28, 52, 

101, 118, 138, 153 και 180, βασιζόµενη στην ανθεκτικότητα, στην σχετική παρουσία, στην 

τοξικότητα και στο διαχωρισµό τους κατά τις µετρήσεις δειγµάτων για τα προγράµµατα 

ελέγχου παρουσίας των PCBs σε τρόφιµα, υδρόβιους και γενικά ζωικούς οργανισµούς 

(Barcelo D., 2000). 

 

1.1.1 Οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα 

Τα οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα της µελέτης (aldrin, endrin, dieldrin, α-HCH, β-

HCH, γ-HCH, δ-HCH, α-chlordane, γ-chlordane, 4,4-DDE, 4,4- DDD, endosulfan I, 

endosulfan II, endosulfan sulfate, endrin aldehyde, heptachlor, heptachlor epoxide, endrin 
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ketone and methoxychlor) χρησιµοποιήθηκαν ως φυτοφάρµακα (εντοµοκτόνα) πρώτη φορά 

το 1939 (DDT), εντατικοποιήθηκε η παραγωγή τους έως τη δεκαετία του 1980, 

απαγορεύτηκε εν συνεχεία η χρήση των περισσοτέρων υπό τον κίνδυνο της περιβαλλοντικής 

ρύπανσης και τοξικότητας, ενώ κάποια (όπως endosulfan, endosulfan sulfate) εξακολουθούν 

να χρησιµοποιούνται ακόµη και σήµερα.  

Τα εντοµοκτόνα εφαρµόζονται στο γεωργικό περιβάλλον µε διάφορους τρόπους όπως 

µε ψεκασµούς των υπέργειων τµηµάτων των φυτών, µε επένδυση και προστασία των σπόρων 

ή άλλων πολλαπλασιαστικών οργάνων και µε επεµβάσεις στο έδαφος.  

Η ποσότητα ενός φυτοφαρµάκου που φτάνει το στόχο από την εφαρµογή του είναι 

µόλις 0,3% που σηµαίνει ότι το 99,7% της ποσότητας διαχέεται στο περιβάλλον. Τα 

φυτοφάρµακα φτάνοντας στο έδαφος ή στο πεδίο εφαρµογής τους διαχέονται αφού 

υπόκεινται σε διαδικασίες αποδόµησης ή διασποράς που περιλαµβάνουν εξάτµιση, διάχυση 

στα υπόγεια ύδατα, απορροή στα επιφανειακά ύδατα, βιολογική αποδόµηση από τα φυτά ή 

µικροοργανισµούς του εδάφους, παραµονή στα έδαφος. Σύµφωνα µε τον Hayo M.G. Van der 

Werf (1996), η εξάτµιση των φυτοφαρµάκων αποτελεί το 80-90% της διάχυσης  τους στο 

περιβάλλον. 

 

1.1.2 Πολυχλωριοµένα διφαινύλια (PCBs) 

Τα PCBs παράχθηκαν εµπορικά από το 1929 ως ψυκτικά και µονωτικά υλικά 

µετασχηµατιστών και πυκνωτών υψηλής τάσης, βερνίκια, πρόσθετα για την ευκαµψία 

µονωτικών υλικών, κ.α. λόγω των εξαιρετικών ιδιοτήτων τους όπως θερµική και χηµική 

σταθερότητα και πολύ µικρή ηλεκτρική αγωγιµότητα. Επισηµάνθηκαν µε διάφορες εµπορικές 

ονοµασίες ανάλογα µε τη χώρα στην οποία χρησιµοποιήθηκαν: Aroclor (ΗΠΑ), Kaneclor 

(Ιαπωνία), Fenclor (Ιταλία), Pyralene (Γαλλία), Clophen (∆. Γερµανία). Η µέγιστη παραγωγή 

τους καταγράφηκε τη δεκαετία 1970. 

 Τα PCBs εισέρχονται στο περιβάλλον κατά τη διάρκεια της παραγωγής, χρήσης και 

αποθήκευσή τους, ενώ δεν είναι γνωστή µέχρι σήµερα η φυσική τους παρουσία. Η είσοδος 

τους στον αέρα προέρχεται από κοµποστοποίηση αποβλήτων (παραπροϊόν), επικίνδυνα ή 

ιατρικά απόβλητα, εξάτµιση από χώρους απόθεσης επικίνδυνων αποβλήτων, από τη 

βιοµηχανία χάλυβα και σιδήρου, από τυχαίες διαρροές (απόχυση ή διαρροή, φωτιά) και από 

παλιότερες εστίες ρύπανσης και διαχέονται στο περιβάλλον.  

Η κύρια πηγή PCBs στο νερό είναι ο κύκλος µεταφοράς τους στο περιβάλλον (ίζηµα 

αέρας, έδαφος). Γενικά η συγκέντρωση PCBs αυξάνει κοντά στους τόπους ανθρώπινης 
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δραστηριότητας. Ο βυθός των υδάτινων επιφανειών αποτελεί µεγάλη αποθήκη των PCBs από 

την οποία εξέρχονται σε µικρές ποσότητες προς το νερό, µε αποτέλεσµα η συγκέντρωσή τους 

στα ψάρια να είναι χιλιάδες φορές υψηλότερη από το νερό (βιοσυσσώρευση). 

Η παραµονή των PCBs στο έδαφος διαρκεί αρκετά χρόνια. Μεταφέρονται και 

παραµένουν στα εδάφη κυρίως µε τον κύκλο µεταφοράς τους στο περιβάλλον και την έκθεση 

σε χώρους εργασίας (αντικατάσταση και συντήρηση µετασχηµατιστών, ατυχήµατα, 

πυρκαγιά, απόχυση ή αποθήκευση υλικών που περιέχουν PCBs). Επιπρόσθετα, πηγή 

ρύπανσης µε PCBs αποτελεί ο παλιός ηλεκτρικός εξοπλισµός που ευθύνεται και για την 

υψηλότερη συγκέντρωσή τους σε εσωτερικούς παρά εξωτερικούς χώρους (Borja J. et al,  

2005, Barcelo D., 2000) 

H χρήση και παραγωγή τους περιορίστηκε ή απαγορεύτηκε σε πολλές χώρες (Σουηδία 

1972, ΗΠΑ 1977, Νορβηγία 1980, Φιλανδία 1985, ∆ανία 1986) ενώ πρόσφατα η συνθήκη 

της Στοκχόλµης για τους POPs κατέταξε τα PCBs ως κατηγορία χηµικών ενώσεων απόλυτης 

προτεραιότητας οριστικής εξάλειψης έως το 2025. Σύµφωνα µε τη συνθήκη αυτή του 

Οργανισµού Ηνωµένων Εθνών διαχωρίστηκε µια οµάδα δώδεκα χηµικών ενώσεων, 

ονοµαζόµενη «βρώµικη δωδεκάδα (dirty dozen)», που περιλαµβάνει ανθεκτικούς 

οργανικούς ρυπαντές που απαγορεύτηκε ή πρόκειται να απαγορευτεί ή να περιοριστεί 

σταδιακά η χρήση τους στα πλαίσια διεθνής συµφωνίας (Muir D., et al, 2006).  

 

Πίνακας 1.1 Οι POPs που αποτελούν τη βρώµικη δωδεκάδα και η κατάσταση χρήσης τους 

σε κάποιες χώρες του κόσµου (Colin Baird and Michael Cann, 2005). 

POP U.S.A. Canada U.K. Mexico China India 

DDT X X X R R R 

Aldrin X X X X OK OK 

Dieldrin X X X X OK R 

Endrin X X X X OK X 

Chlordane R X X OK R OK 

Heptachlor R X X X OK OK 

Hexachlorobenzene X X X - - - 

Mirex X X - R R - 

Toxaphene X X X X OK X 

PCBs X R R OK - - 

Dioxins BP BP BP BP BP BP 

Furans BP BP BP BP BP BP 

X=απαγορευµένη ή µη εγγεγραµµένη χρήση, R=µόνο περιορισµένες χρήσεις, OK= µη περιοριστική χρήση, BP= παραπροϊόν 
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1.2 Τύχη και συµπεριφορά των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο 

περιβάλλον 

  Οι  οργανοχλωριωµένες ενώσεις µετά την είσοδό τους στο περιβάλλον (PCBs) ή την 

εφαρµογή τους στα φυτά ή το έδαφος (εντοµοκτόνα) υφίστανται µια σειρά φυσικών, χηµικών 

και βιολογικών διεργασιών αποδόµησης και µετακίνησης (υδρόλυση, φωτόλυση, οξείδωση, 

διάσπαση, µεταφορά, εξάτµιση, ριζική πρόσληψη από τα φυτά, κ.α.) και αρχίζουν να 

ρυπαίνουν το έδαφος, τα νερά των ποταµών, των λιµνών και των θαλασσών, εµφανίζονται σε 

επικίνδυνες συγκεντρώσεις στα τρόφιµα και τα λιπαρά µέρη του ανθρώπινου σώµατος.  

 

Σχήµα 1.2 ∆ιεργασίες αποδόµησης και µετακίνησης των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο 

περιβάλλον. 

 

Οι διεργασίες αποδόµησης (διάσπασης και αποσύνθεσης) διακρίνονται στις: 

(1) Βιολογική αποσύνθεση 

Περιλαµβάνει διάσπαση, αποσύνθεση ή αδρανοποίηση της οργανοχλωριωµένης ένωσης 

και οφείλεται σε ζώντες οργανισµούς. 

(2) Χηµική αποσύνθεση 

Πρόκειται για καθαρά χηµική διάσπαση, χωρίς καµία επίδραση από ζώντες οργανισµούς. 

(3) Φωτοαποσύνθεση 

Είναι χηµική διάσπαση που οφείλεται στη δράση του φωτός. 
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Οι διεργασίες µετακίνησης των οργανοχλωριωµένων ενώσεων  διακρίνονται σε: 

1. Προσρόφηση στα εδαφικά κολλοειδή (Absorption). 

2. Έκπλυση στα βαθύτερα στρώµατα του εδάφους (Leaching). 

3. Εξάτµιση ή εξάχνωση (πτητικότητα) και διαφυγή στην ατµόσφαιρα µε µορφή ατµών 

(Volatilization). 

4. Πρόσληψη και/ή έκκριση από τα φυτά (Absorption, Exudation). 

5. Συγκράτηση και/ή πρόσληψη από τη βλάστηση και στη συνέχεια αποµάκρυνση µε τη 

συγκοµιδή (Crop removal). 

6. Επιφανειακή µετακίνηση µε διάβρωση (από τον άνεµο ή το νερό) (Runoff). 

Ο ρυθµός αποδόµησης γενικά εξαρτάται και αυξάνεται µε την αύξηση της θερµοκρασίας και 

της υγρασίας του εδάφους και χαρακτηρίζεται από το χρόνο ηµιζωής (DΤ50).  Τα προϊόντα 

της αποδόµησης (µεταβολίτες) µπορεί να έχουν ανεπιθύµητα περιβαλλοντικά χαρακτηριστικά 

όπως την ίδια επιβαρυντική συµπεριφορά, µεγαλύτερη κινητικότητα, κ.α. (Χελά ∆. Γ., 

(1999), Hayo M.G. van der Werf (1996)). 

 

1.2.1 Έδαφος 

1.2.1.1  ∆ιεργασίες διάσπασης – αποσύνθεσης των οργονοχλωριωµένων 

ενώσεων 

1.2.1.1.1 Βιολογική αποσύνθεση 

Η βιολογική αποσύνθεση συντελείται κατά το µεγαλύτερο µέρος από τα βακτήρια, τους 

µύκητες και τους ακτινοµύκητες µέσα στο έδαφος. Το εάν µια οργανοχλωριωµένη ένωση 

είναι ενεργή ή ανενεργή, έχει µικρή ή µεγάλη διάρκεια ζωής, µετακινείται εύκολα ή όχι, 

προσροφάται στο έδαφος ή προσλαµβάνεται από τα φυτά ή αφήνει επιβλαβή υπολείµµατα 

στο έδαφος εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από το µεταβολισµό της από τους µικροοργανισµούς. 

Οι µικροοργανισµοί άλλοτε δεν µεταβολίζουν τις οργανοχλωριωµένες ενώσεις, άλλοτε τις 

µεταβολίζουν εύκολα ή υπό συνθήκες και έµµεσα (συµµεταβολισµός). Οι κυριότερες 

βιοχηµικές αντιδράσεις που εξηγούν πως γίνεται η µικροβιακή αποσύνθεση των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων  στο έδαφος είναι:  

i) Απαλογόνωση 

ii) Οξείδωση – Αναγωγή 

iii) Υδρόλυση 

iv) Υδροξυλίωση 

v) Ρήξη αρωµατικού δακτυλίου  
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1.2.1.1.2  Χηµική αποσύνθεση 

Η χηµική αποσύνθεση είναι η διάσπαση ή αποσύνθεση µιας ένωσης µε καθαρά χηµικές 

αντιδράσεις και χωρίς τη συµβολή των µικροοργανισµών στο έδαφος. Μπορεί να έχει σαν 

αποτέλεσµα και την ενεργοποίηση της ένωσης, σε αντίθεση µε τη φωτοχηµική διάσπαση. Οι 

τρεις κύριες αντιδράσεις χηµικής αποσύνθεσης είναι η οξείδωση, η αναγωγή και η υδρόλυση. 

Μικρότερη σηµασία έχει ο σχηµατισµός αδιάλυτων αλάτων, χηµικών συµπλόκων ή 

ελέυθερων ριζών. 

Οξείδωση. Με την οξείδωση µια ένωση χάνει ηλεκτρόνια, αλλάζει έτσι η ενεργειακή της 

κατάσταση, γίνεται πολύ ασταθής και µπορεί να πάρει µέρος σε διάφορες χηµικές 

αντιδράσεις στο έδαφος. 

Αναγωγή. Είναι το αντίθετο της οξείδωσης, δηλαδή το µόριο της ένωσης παίρνει ηλεκτρόνια 

και στη συνέχεια συµµετέχει σε διάφορες χηµικές αντιδράσεις που οδηγούν στην αποδόµησή 

του. 

Υδρόλυση. Κατά την υδρόλυση, η ένωση αντιδρά µε το νερό, χηµικοί δεσµοί σπάνε και το 

νερό (Η+ ή ΟΗ-) ενώνεται µε τα µόρια της ένωσης µέσω αντικατάστασης ενός ή 

περισσοτέρων ατόµων ή οµάδων ατόµων. Η υδρόλυση είναι εντονότερη σε όξινα ή αλκαλικά 

εδάφη καθώς επίσης όταν τα µόρια των ενώσεων είναι προσροφηµένα στα εδαφικά 

κολλοειδή. Ο ρυθµός υδρόλυσης γενικά εξαρτάται από την θερµοκρασία, το PH, την ιοντική 

ισχύ, την παρουσία µεταλλικών ιόντων (καταλυτική δράση). Για παράδειγµα, εάν η 

αντίδραση υδρόλυσης καταλύεται από οξύ ή βάση ο χρόνος ηµιζωής θα επηρεάζεται από το 

PH του εδάφους. Ακόµα η ισχυρή ιοντική ισχύς του δεσµού C-Cl θα επιβραδύνει τις 

διαδικασίες υδρόλυσης.  

 

1.2.1.1.3 Φωτοαποσύνθεση 

Περιλαµβάνει τις φωτοχηµικές αντιδράσεις κατά τις οποίες οι οργανοχλωριωµένες 

ενώσεις απορροφούν ηλιακή ενέργεια (υπεριώδη ακτινοβολία) µε αποτέλεσµα τη µερική ή 

ολική απενεργοποίησή τους. 

 

1.2.1.2  ∆ιεργασίες µετακίνησης των οργανοχλωριωµένων ενώσεων   

1.2.1.2.1  Προσρόφηση 

Προσρόφηση είναι η προσέλκυση και συγκράτηση ιόντων ή/και µορίων των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων  πάνω στην επιφάνεια των ανόργανων και οργανικών 

κολλοειδών του εδάφους. Πρόκειται για ένα φυσικό – χηµικό φαινόµενο που επηρεάζει την 
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ποσότητά τους στο εδαφικό διάλυµα και καθορίζει τη βιολογική της δράση, τη µετακίνησή 

της στο έδαφος, την εξάτµιση – εξάχνωση στην ατµόσφαιρα καθώς και τη µικροβιακή 

αποσύνθεση. Η προσρόφηση στα κολλοειδή του εδάφους διακρίνεται, µε βάση τις υπεύθυνες 

γι’ αυτήν δυνάµεις, σε: 

α) φυσική προσρόφηση  β) χηµική προσρόφηση 

Η προσρόφηση µιας οργανοχλωριωµένης ένωσης στο έδαφος µειώνει την κινητικότητά 

της και εξαρτάται από τις φυσικές και χηµικές ιδιότητες του εδάφους (ανόργανα κολλοειδή, 

οργανική ουσία, pH, υγρασία) και τη µοριακή δοµή της. Η οργανική ύλη του εδάφους 

προσροφά τα µόρια των µη ιονικών οργανοχλωριωµένων ενώσεων και η έκταση της 

προσρόφησης υπολογίζεται µε τον συντελεστή προσρόφησης koc από την περιεχόµενη 

οργανική ύλη, 100
%oc

k
koc =  (εξίσωση Freundlich). Συµβαίνει επίσης ηµαντικό ποσοστό 20 

έως 70 % ενός φυτοφαρµάκου ή των µεταβολιτών του παραµένει στο έδαφος ως υπόλειµµα 

συνδεδεµένο ισχυρά µε τα οργανικά και ανόργανα κολλοειδή συστατικά του εδάφους. Έτσι, 

σ’ αυτή την κατάσταση η εξαγωγή τους είναι δύσκολη και τελικά χάνουν την βιολογική τους 

δραστηριότητά. 

 

1.2.1.2.2  Κύκλος νερού στο περιβάλλον 

Ο κύκλος του νερού στο περιβάλλον συνεισφέρει σηµαντικά στην τύχη των  

οργανοχλωριωµένων ενώσεων µέσω της εκπλύσης από το βρόχινο νερό και της επιφανειακής 

απορροής. 

Έκλπυση είναι η µετακίνηση της ένωσης προς τα υπόγεια στρώµατα του νερού. Η 

έκπλυση επηρεάζεται από τους εξής παράγοντες: 

α) την υδατοδιαλυτότητα των οργανοχλωριωµένων ενώσεων. Όσο περισσότερο ευδιάλυτη 

είναι µια ένωση, τόσο περισσότερο εκπλύνεται, εφόσον δεν δρουν άλλοι παράγοντες. 

β) την ποσότητα νερού που διέρχεται µέσα από το έδαφος. 

γ) την υφή – δοµή του εδάφους. 

δ) τον ιονισµό της ένωσης, αφού επηρεάζει το βαθµό της προσρόφησης. 

Ως απορροή ορίζεται το ποσό νερού και κάθε διαλυµένου ή αιωρούµενου υλικού σε 

αυτό, που αποµακρύνεται από τις επιφανειακές εκτάσεις διαµέσου της επιφανειακής 

αποστράγγισης. Το υλικό απορροής µπορεί να περιέχει διαλυµένες, αιωρούµενες ή 

απορροφηµένες από το έδαφος οργανοχλωριωµένες ενώσεις. Η απορροή προκαλεί ρύπανση 

των επιφανειακών υδάτων, εν αντιθέσει µε την έκπλυση που προκαλεί ρύπανση των υδάτων 

του υπεδάφους. Η έκταση της ρύπανσης αυτής εξαρτάται από τις ιδιότητες της ένωσης, τα 
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εδαφικά χαρακτηριστικά, το ρυθµό αποστράγγισης και το βάθος της δεξαµενής του νερού. 

Επί παραδείγµατι, ο ρυθµός έκπλυσης µειώνεται µε την αύξηση της ποσότητας του 

οργανικού υλικού και το βάθος της δεξαµενής νερού µε υψηλή βιολογική δραστηριότητα, 

ενώ η παρουσία µεγάλων ανοιγµάτων του εδάφους (ρήγµατα, ρωγµές, ανοίγµατα) αυξάνει 

την πιθανότητα έκλπυσης.  

 

1.2.1.2.3  Πτητικότητα 

Η πτητικότητα των φυτοφαρµάκων οφείλεται για την απώλεια ποσοστού 80-90% αυτού 

από την εφαρµογή του ή διάχυσή του στο περιβάλλον (Hayo M.G. van der Werf, 1996). Ο 

ρυθµός πτητικότητας αυξάνει µε την αύξηση της υγρασίας του µέσου εναπόθεσης του 

φυτοφαρµάκου και µειώνεται κατά την ανάµιξη µε το έδαφος, αφού τότε η πτητικότητα 

εξαρτάται από τη µετακίνηση στην επιφάνεια του εδάφους ή την µεταφορά διαµέσου της 

υγρασίας του εδάφους. 

Κριτήρια πτητικότητας µιας οργανοχλωριωµένης ένωσης αποτελούν η τάση ατµών 

αλλά πιο εκτεταµένα ο συντελεστής Henry, KH. Έτσι,  οργανοχλωριωµένες ενώσεις µε 

µεγάλο µοριακό βάρος όπως DDT, PCBs, οι οποίες έχουν πολύ χαµηλή τάση ατµών και άρα 

χαµηλή ατµοσφαιρική συγκέντρωση και χαµηλή διαλυτότητα στο νερό, δεν συνεισφέρουν 

σηµαντικά στο ποσό των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων της ατµόσφαιρας. Εξαιτίας της 

πτητικότητας τους στο περιβάλλον επέρχεται γρήγορη και σηµαντική έκθεση στο περιβάλλον 

η οποία όµως δεν οδηγεί σε άµεσο περιβαλλοντικό κίνδυνο εξαιτίας της ακαριαίας διάλυσης 

στην ατµόσφαιρα και την πρόκληση διαδικασιών αποδόµησης (φωτόλυση, οξείδωση). 

 

1.2.1.2.4 Πρόσληψη από τα φυτά 

Η ριζική και φυλλική πρόσληψη οργανοχλωριωµένων ενώσεων από τα φυτά είναι η 

σηµαντικότερη οδός έκθεσης του ανθρώπου και των ζώων σε αυτό και αποτελεί ίσως την 

κυριότερη πηγή βιοσυσσώρευσης. 

 

1.2.2 Ατµόσφαιρα 

Στην ατµόσφαιρα, η φωτοχηµική διάσπαση είναι ο κύριος τρόπος υποβάθµισης και 

καταστροφής των οργανοχλωριωµένων ενώσεων. Ένας άλλος τρόπος αποµάκρυνσης από την 

ατµόσφαιρα είναι η επιστροφή τους στη επιφάνεια του εδάφους ή των φυτών από τη βροχή, 

την οµίχλη, το χιόνι και το χαλάζι. Μ’ αυτό τον τρόπο προκαλείται ρύπανση οικοσυστηµάτων 

µακριά από τον τρόπο εφαρµογής ή παρουσίας των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων. Με την 
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επιστροφή τους στο έδαφος, η τύχη τους είναι όµοια µε εκείνη των ενώσεων που βρίσκονται 

στο έδαφος. 

 

1.2.3  Υπόγεια και επιφανειακά νερά 

Τα επιφανειακά νερά επιβαρύνονται µε οργανοχλωριωµένες ενώσεις µέσω: απορροής 

από τη δράση του νερού, διάβρωσης του εδάφους, απευθείας εφαρµογή στο νερό, 

ατµοσφαιρικές κατακρηµνίσεις, έκπλυση παράπλευρων επιφανειών, τυχαία ή µη απόρριψη 

σε νερά, ενώ τα υπόγεια νερά επιβαρύνονται κυρίως µέσω έκλπυσης. 

Σε ένα υδάτινο σύστηµα οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις κατανέµονται µεταξύ νερού, τυχόν 

αιωρούµενων σωµατιδίων και του πυθµένα – ιζήµατος. Η βιοδιαθεσιµότητα και συνεπώς η 

επικινδυνότητα τους στα νερά εξαρτάται και επηρεάζεται από τη φάση στην οποία 

βρίσκονται, π.χ. ενώσεις προσροφηµένες σε εδαφικά κολλοειδή, αιωρούµενα σωµατίδια ή σε 

ιζήµατα είναι λιγότερο βιοδιαθέσιµες και άρα περισσότερο τοξικές από ότι οι ενώσεις στην 

υγρή φάση. 

Έτσι, οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις  βρισκόµενες σε ένα υδάτινο σύστηµα υφίσταται 

διάφορες διεργασίες, όπως: αραίωση κυρίως στα επιφανειακά αλλά και στα υπόγεια νερά, 

εξάτµιση στα επιφανειακά υγρά, φωτόλυση στα επιφανειακά υγρά, αποδόµηση χηµική ή 

βιολογική, πρόσληψη από µικροοργανισµούς κυρίως στα επιφανειακά νερά, προσρόφηση σε 

αιωρούµενα σωµατίδια ή στο έδαφος, ίζηµα στον πυθµένα, βιοµεγέθυνση. 
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Σχήµα 1.3 Τύχη και µεταφορά των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο υδάτινο σύστηµα (Χελά ∆. Γ., 

1999) 
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1.2.4 Παγκόσµια µεταφορά των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο περιβάλλον 

Μέχρι τις αρχές της δεκαετίας 1980, οι υψηλότερες συγκεντρώσεις 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων παρατηρούνταν στους ωκεανούς του Βόρειου Ηµισφαιρίου 

εξαιτίας της µεγαλύτερης χρήσης τους στις αναπτυγµένες χώρες:  Ιαπωνία, Ευρώπη, Βόρεια 

Αµερική αλλά µε την πάροδο των ετών και δεδοµένης της κλιµατικής αλλαγής και της 

αυξηµένης χρήσης σε αναπτυσσόµενες χώρες  του νότιου Ηµισφαιρίου οι 

οργανοχλωριωµένες ενώσεις στην ατµόσφαιρα ακολουθούν µια µακράς πορείας παγκόσµια 

µεταφορά συσσωρευόµενες κυρίως στις πολικές περιοχές της γης. Πολλές µελέτες 

φανερώνουν ατµοσφαιρική µεταφορά και συγκέντρωση PCBs, DDTs, HCHs και chlordanes 

στην Αρκτική και στις νότιες πολικές περιοχές (IPCS, 1995). 

∆εδοµένου ότι η θερµοκρασία ατµόσφαιρας, εδάφους και νερού των τροπικών χωρών 

είναι υψηλότερη από τη θερµοκρασία χωρών µε ήπιο ή πολικό κλίµα, κατανοούµε ότι η 

διάχυση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στην ατµόσφαιρα και το νερό χωρών τροπικού 

περιβάλλοντος θα είναι ταχύτερη. Εξαιτίας αυτού, στις χώρες µε τροπικό κλίµα η διεργασία 

της απορροής ρυπασµένων µε  οργανοχλωριωµένες ενώσεις νερών στους ωκεανούς είναι πιο 

σηµαντική από ότι στους ωκεανούς µε κανονικό κλίµα. Επιπρόσθετα, ο χρόνος παραµονής 

των ενώσεων στο νερό τροπικού κλίµατος είναι σύντοµος και η µεταφορά στην ατµόσφαιρα 

µεγαλύτερη. Επιβεβαίωση αυτού προήλθε από τη µελέτη µέτρησης υπολειµµάτων 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων στον αέρα και σε επιφανειακά ύδατα (Iwata, H., 1993) κατά 

την οποία η συγκέντρωση των HCHs είχε τη µεγαλύτερη αναλογία από όλα τα POPs. Η 

συγκέντρωσή τους ήταν µεγαλύτερη στο βόρειο ηµισφαίριο, σε περιοχές µε χαµηλή 

θερµοκρασία κοντά στην Αρκτική αλλά και στις περιοχές αρχικής εφαρµογής του (µε 

τροπικό κλίµα). Από την άλλη, η συγκέντρωση DDT ήταν µεγαλύτερη µόνο στις θάλασσες 

της τροπικής Ασίας, ενώ τα PCBs και Chlordanes εµφανίζουν περισσότερο οµοιόµορφη 

παγκόσµια κατανοµή. 

Το φαινόµενο αυτό οφείλεται στην εξάτµιση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στις 

τροπικές περιοχές ακολουθούµενη από συµπύκνωση καθώς µειώνεται η ατµοσφαιρική 

θερµοκρασία προς τους πόλους που εξαρτάται από την πτητικότητα κάθε ένωσης. Ενώσεις µε 

υψηλότερη πτητικότητα µεταφέρονται σε πιο µακρινές περιοχές,  
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Σχήµα 1.4 Η επίδραση της πτητικότητας των POPs στην απόσταση µεταφοράς τους από τον 

ισηµερινό προς τους πόλους της γης. 

 

Ένας άλλος σηµαντικός παράγοντας της συγκέντρωσης των ενώσεων αυτών στους 

πόλους είναι η περιορισµένη βιολογική δραστηριότητα αποδόµησης τους καθώς και ο 

περιορισµός των χηµικών διεργασιών αποδόµησης λόγω της χαµηλής θερµοκρασίας και της 

µικρής διάρκειας της ηµέρας (λιγότερο ηλιακό φώς). 

Η µέτρηση σηµαντικών συγκεντρώσεων οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε ψάρια και 

θηλαστικά στην Αρκτική υποδηλώνει την έκθεση των οργανισµών στις ενώσεις στις πολικές 

περιοχές ως αποτέλεσµα της µακράς πορείας ατµοσφαιρικής µεταφοράς τους στο γήινο 

περιβάλλον (IPCS, 1995). 

 

1.2.5 Συσσώρευση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο υδάτινο περιβάλλον 

και πρόσληψη από τους υδρόβιους οργανισµούς   

Οι υδρόβιοι οργανισµοί απορροφούν, δεσµεύουν και συγκεντρώνουν τις 

οργανοχλωριωµένες ενώσεις στον λιπώδη ιστό τους µέσω της τροφής και του νερού διότι 

αυτές οι ενώσεις παρόλο που έχουν µικρή διαλυτότητα στο νερό, ιδιαίτερα στο θαλασσινό 

νερό, έχουν υψηλούς συντελεστές λιποφιλίας (Kow), δηλαδή µεγάλη λιποφιλία. Οι 

οργανοχλωριωµένες ενώσεις από το νερό διαχέονται (και βιοσυγκεντρώνονται) στο λιπώδη 

ιστό των ιχθυρών καθώς το νερό περνάει ανάµεσα στα βράγχια τους. 
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Στο νερό, οι  οργανοχλωριωµένες ενώσεις απορροφούνται στο ίζηµα του βυθού και στα 

αιωρούµενα σωµατίδια παρά διαλύονται σ’αυτό. Έτσι, οι οργανισµοί που τρέφονται από το 

βυθό λαµβάνουν µαζί µε την τροφή και οργανοχλωριωµένες ενώσεις. Η πρόσληψη και ο 

συντελεστής συγκέντρωσης του DDT σε µύδια υπολογίστηκε σε 690000 (Lisebrough et.al, 

1976b). Επίσης, έχουν αναφερθεί συντελεστές βιοσυσσώρευσης του DDT στα ψάρια: 

Pimephales promelas και Salmo gairdneri, που εκτέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 

DDT για διαφορετικό χρονικό διάστηµα ίσοι µε 69100, 154100 και 51335 αντίστοιχα (IPCS 

1995). Γενικά, η πρόσληψη και κατανοµή οργανοχλωριωµένων ενώσεων από το υδάτινο 

περιβάλλον είναι δυναµική, σύνθετη και επηρεάζεται από την εποχή και τις τοπικές συνθήκες 

(Vassilopoulou V. et al, 1993). Σε περιοχές που χαρακτηρίζονται κλειστές (Μεσόγειος, 

Νορβηγικά φιόρδ, Βόρεια Θάλασσα) και για µη µεταναστευτικούς οργανισµούς, ο κίνδυνος 

ρύπανσης από  οργανοχλωριωµένες ενώσεις είναι ιδιαίτερα υψηλός.  

 

 

Σχήµα 1.5 Συσσώρευση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στην θαλάσσια τροφική αλυσίδα 

(οστρακοειδή, ψάρια, θηλαστικά) (τροποποίηση από Smith A. G. et al, 2002). 

 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι στον άνθρωπο, η κατανάλωση ενός µόνο ψαριού λίµνης 

προσδίδει µεγαλύτερη ποσότητα οργανοχλωριωµένων ενώσεων από τη συνολική ποσότητα 

που αποθηκεύεται µέσω του πόσιµου νερού της ίδιας λίµνης καθόλη τη διάρκεια της ζωής 

του (Colin Baird and Michael Cann, 2005). 
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Σχήµα 1.6 Μοντέλο εκτίµησης της πιθανότητας ρύπανσης του υδάτινου οικοσυστήµατος (Menzie 

2003) 

 

1.3 Φυσικοχηµικές ιδιότητες που καθορίζουν την κατανοµή των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο περιβάλλον 

Ορισµένες φυσικές και χηµικές ιδιότητες των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

καθορίζουν σηµαντικά  την τύχη και συµπεριφορά τους στο περιβάλλον στο οποίο 

εφαρµόζονται ή διαχέονται. Αυτές που έχουν τη µεγαλύτερη σηµασία είναι η διαλυτότητα 

στο νερό, η λιποφιλία, η προσρόφηση στο έδαφος ή στο ίζηµα, η αλληλεπίδραση µε τα 

συστατικά του περιβάλλοντος, η πτητικότητα (τάση ατµών), ο ιονισµός, ο παράγοντας 

βιοσυσσώρευσης (BCF) (Αλµπάνης Τ., 1999). 
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Σχήµα 1.7  Οι ιδιότητες των ενώσεων που καθορίζουν την κατανοµή τους στα 

περιβαλλοντικά συστήµατα (Αλµπάνης Τ., 1999). 

 
1.3.1 ∆ιαλυτότητα στο νερό 

∆ιαλυτότητα (S) είναι η µέγιστη ποσότητα µιας χηµικής ένωσης που διαλύεται σε 

καθαρό νερό σε ορισµένη θερµοκρασία. Η διαλυτότητα µιας οργανοχλωριωµένης ένωσης στο 

νερό σχετίζεται µε την ενυδάτωσή του, η οποία οφείλεται στην παρουσία υδρόφιλων χηµικών 

οµάδων στο µόριό της που σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου µε τα µόρια νερού του εδαφικού 

διαλύµατος. Η υδατοδιαλυτότητα επηρεάζει τη δραστικότητα και την εκλεκτικότητα, τον 

ιονισµό, το βαθµό προσρόφησης στο έδαφος, την έκπλυση και την πτητικότητα µιας ένωσης. 

Οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις που έχουν µεγάλη διαλυτότητα στο νερό έχουν µικρούς 

συντελεστές προσρόφησης και βιοσυσσώρευσης ενώ αποδοµούνται εύκολα από τους 

µικροοργανισµούς. Η διαλυτότητα των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στα φυσικά νερά 

επηρεάζεται σηµαντικά από τη θερµοκρασία και την αλατότητα αυτών. Συνήθως η άνοδος 

της θερµοκρασίας αυξάνει τη διαλυτότητά τους αλλά υπάρχουν και εξαιρέσεις. Επίσης η 

παρουσία διαλυµένων αλάτων στο νερό οδηγεί γενικά σε µείωση της διαλυτότητας και η 

σχέση αλατότητας (Α) και διαλυτότητας  (S) εκφράζεται από τη σχέση:  

AkCkSS SSS

oo ⋅=⋅='log  

όπου  So =διαλυτότητα στο απεσταγµένο νερό 

          S΄=µοριακή διαλυτότητα στο διάλυµα του άλατος 

          Ks =εµπειρική παράµετρος της αλατότητας 

          A=Cs=µοριακή συγκέντρωση άλατος 
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1.3.2 Λιποφιλία 

Η λιποφιλία των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων εκτιµάται από το δείκτη κατανοµής 

αυτών (Kow) µεταξύ κανονικής οκτανόλης και νερού. Ο συντελεστής κατανοµής οκτανόλης / 

νερού µιας ένωσης Α, ορίζεται ως: 

][

][

wA

A
Kow ο=  

[Ao], [Aw]: εκφράσεις συγκέντρωσης της ένωσης στις φάσεις οκτανόλης και νερού 

αντίστοιχα. Ο δείκτης κατανοµής Kow εκφράζεται σχεδόν πάντοτε ως δεκαδικός λογάριθµος 

επειδή λαµβάνει πολύ µεγάλες τιµές. Για παράδειγµα, η τιµή Kow του DDT είναι περίπου 

1,000,000 ή log Kow= 6. 

 

1.3.3 Προσρόφηση 

Η προσρόφηση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων ενώ στα αιωρούµενα σωµατίδια 

συµβάλλει στην αποµάκρυνσή τους, στο έδαφος και τα ιζήµατα συµβάλλει στην 

παρατεταµένη παρουσία υπολειµµάτων των ενώσεων αλλά και στην προστασία των µορίων 

τους από τις διεργασίες αποδόµησης. 

Η κατανοµή των οργανοχλωριωµένων ενώσεων µεταξύ διαλύµατος και στερεής φάσης 

χαρακτηρίζεται από µια σταθερά ισορροπίας ][*][ αqs α AKpA d ≈ . Πρόκειται για µια δυναµική 

κατάσταση (ισορροπία): 

 

προσροφηµένη ποσότητα     ↔    µη προσροφηµένη ποσότητα 

 

Η δυναµική αυτή ισορροπία εξαρτάται από: 

1. Τη θερµοκρασία του συστήµατος (διάλυµα-στερεό). 

2. Το pH 

3. Την επιφάνεια και την κατανοµή µεγέθους των σωµατιδίων των οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων  

4. Την αλατότητα 

5. Την παρουσία άλλου διαλυµένου οργανικού υλικού. 

Ο ρυθµός της διαδικασίας προσρόφησης και η ισχύς της καθορίζεται από το χηµικό 

χαρακτήρα και το σχήµα του µορίου, την οξύτητα ή βασικότητα των µορίων, τη διαλυτότητα 

στο νερό, την κατανοµή φορτίου στο οργανικά κατιόν, την πολικότητα και το µέγεθος των 

µορίων. Η προσροφητική ικανότητα του προσροφητικού που οφείλεται στην παρουσία 

Καds 

Kdes 
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οργανικής ύλης ως του σηµαντικότερου περιεχοµένου προσροφητικού συστατικού 

εκφράζεται µε το συντελεστή προσρόφησης KOC  

ίζηµα ή έδαφος στο  ύληςοργανικής νης περιεχόµεποσοστό%     ,100
%

=⋅= OC
OC

K
KOC  

 

1.3.4 Αλληλεπίδραση µε τα συστατικά του περιβάλλοντος 

Η µεταφορά µιας ένωσης από το νερό στην ατµόσφαιρα εξαρτάται από την ισορροπία 

κατανοµής της µεταξύ της ατµόσφαιρας και του νερού και εκφράζεται από την σταθερά 

Henry:  

H 
][][][

][

)()()(

)(

O

aq

O

A

aq

A

aq

g

A

TRP

A

TRP

A

A ⋅
=

⋅
==  

όπου )(gA , )(aqA  = συγκέντρωση της ένωσης στην αέρια ή υγρή φάση, αντίστοιχα. 

AP  = µερική πίεση 

O

AP = µερική πίεση κεκορεσµένου διαλύµατος (διαλυτότητα) 

R = σταθερά των αερίων 

Τ = θερµοκρασία 

 

1.3.5 Βιοσυσσώρευση – Βιοσυγκέντρωση 

Βιοσυσσώρευση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων ονοµάζεται η συνεχής αύξηση της 

συγκέντρωσης τους στα επίπεδα της τροφικής αλυσίδας. Η συσσώρευση αυτή οφείλεται 

κυρίως στην κατανοµή των ουσιών µεταξύ νερού και οργανικών διαλυτών. Οι ουσίες που 

είναι διαλυτές στους οργανικούς διαλύτες και σχεδόν αδιάλυτες στο νερό, παρουσιάζουν τη 

µεγαλύτερη συσσώρευση στους ιστούς των οργανισµών. Το φαινόµενο της βιοσυσσώρευσης 

πραγµατοποιείται κατά µήκος της τροφικής αλυσίδας και καθώς ανεβαίνουµε την τροφική 

αλυσίδα αυξάνεται η συγκέντρωσή των ενώσεων στους ιστούς λόγω έλλειψης κατάλληλων 

µηχανισµών αποβολής ή αποδόµησης τους και λόγω των χηµικών ιδιοτήτων των  

οργανοχλωριωµένων ενώσεων. Ο λόγος της συγκέντρωσης µιας ουσίας στον οργανισµό προς 

τη συγκέντρωση της ουσίας σε κάποιο περιβαλλοντικό υπόστρωµα (νερό, στερεή ή υγρή 

τροφή ή άλλο φυτικό ή ζωικό οργανισµό) ονοµάζεται συντελεστής βιοσυσσώρευσης 

(bioaccumulation factor –BAF). 
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Σχήµα 1.8 Βιοσυσσώρευση του DDT στην τροφική αλυσίδα (Ζιώγας Β.Ν. και Μαρκόγλου 

Α.Ν.,2010) 

 

Όταν η πρόσληψη των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων είναι άµεση από το νερό η 

διαδικασία ονοµάζεται βιοσυγκέντρωση και ο συντελεστής βιοσυγκέντρωσης (BCF) 

ορίζεται ως ο λόγος της συγκέντρωσης µιας ουσίας στον οργανισµό προς τη συγκέντρωση 

της ουσίας στο νερό. Οι τιµές του δείκτη λιποφιλίας µιας ένωσης αντιστοιχούν µε τις τιµές 

του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης στα ιχθυρά εκτός εάν το µέγεθος των µορίων µιας ένωσης 

εµποδίζει τη διάχυσή τους. Γενικά ισχύει ότι όσο µεγαλύτερος είναι ο συντελεστής 

λιποφιλίας, τόσο µεγαλύτερη είναι η πιθανότητα να δεσµευτεί µια ένωση στο έδαφος ή στο 

ίζηµα και να µεταναστεύσει στο λιπώδη ιστό των ζωικών οργανισµών. Ενώσεις που κατέχουν 

τιµές  log Kow µεταξύ 4-7 βιοσυγκεντρώνονται σε µεγαλύτερο βαθµό από άλλες ενώσεις. 

Όταν, τέλος, οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις µεταφερθούν µέσω της τροφικής αλυσίδας και 

συσσωρευτούν στους ανώτερους οργανισµούς (πουλιά, άνθρωποι) η διεργασία ονοµάζεται 

βιοµεγέθυνση και χρησιµοποιείται όταν η συγκέντρωση µιας ένωσης σε έναν οργανισµό 

είναι υψηλότερη από αυτή της τροφής που καταναλώνει.  



Οργανοχλωριωµένες Ενώσεις 

21 

 

Σχήµα 1.9  Η βιοσυγκέντρωση και η βιοµεγέθυνση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στα 

ψάρια (Colin Baird, Cann Michael, 2005). 

 

 

Σχήµα 1.10  Βιοσυσσώρευση PCBs στην τροφική αλυσίδα των Μεγάλων Λιµνών του 

Καναδά (Colin Baird, Cann Michael , 2005). 

 

1.3.6 Ιονισµός 

Ο ιονισµός των ενώσεων προκαλεί το σχηµατισµό κατιόντων, ανιόντων και µορίων τα 

οποία δεσµέυονται ή προσροφούνται µε ηλεκτροστατικές δυνάµεις και ασθενείς δεσµούς 

(υδρόφιλοι, υδρόφοβοι) αντίστοιχα στο περιβάλλον (Αλµπάνης Τ., 1999). 
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1.3.7 Πτητικότητα 

Πτητικότητα είναι η διαφυγή των µορίων µιας ουσίας από τη στερεά ή υγρή φάση στην 

αέρια κατάσταση (εξάτµιση νερού, εξάχνωση ναφθαλίνης). Κριτήριο πτητικότητας αποτελεί 

η τάση ατµών της ένωσης υπό κανονικές συνθήκες. Με βάση την τάση ατµών στους 25 οC, οι 

οργανοχλωριωµένες ενώσεις διακρίνονται σε τρεις κατηγορίες: Μη πτητικές: τάση ατµών 

<10-7 mmHg, Λίγο πτητικές: τάση ατµών 10-4 έως 10-6 mmHg, Πολύ πτητικές: τάση ατµών 

10-1 έως 10-3 mmHg (Μπότη Β. Ι., 2009). 

 

1.4 Αρχές τοξικολογίας 

Όλες οι χηµικές ενώσεις, φυσικές ή συνθετικές, εµπεριέχουν τον κίνδυνο της τοξικότητας, ο 

οποίος εξαρτάται από τη συγκέντρωση της χηµικής ένωσης. Ο Philippus Aureοlus 

Thephrastus Bombastus von Hohenheim – Paracelsus (1443 – 1541), ο οποίος αναγνωρίζεται 

ως πατέρας της τοξικολογίας, δήλωσε ότι «όλες οι ουσίες είναι δηλητήρια. Η σωστή δόση 

είναι αυτή που διαχωρίζει το δηλητήριο από το φάρµακο». Ως τοξικότητα ορίζεται η 

ενδογενής ιδιότητα µιας χηµικής ένωσης να προκαλεί βλάβες στον άνθρωπο και στους 

άλλους οργανισµούς-µη στόχους, αλλά και στη λειτουργία των οικοσυστηµάτων σε 

συγκεκριµένες συνθήκες. Κίνδυνος τοξικότητας είναι η πιθανότητα να προκληθεί βλάβη από 

ένα χηµικό παράγοντα κατά τη χρήση ή την εφαρµογή του (Ζιώγας Β.Ν. και Μαρκόγλου 

Α.Ν.,2010) 

Για να υπάρξει τοξική δράση θα πρέπει οι χηµικές ουσίες να εισχωρήσουν σε ένα στόχο 

(άνθρωπος, ψάρι, κλπ) σε κατάλληλα υψηλή συγκέντρωση και για κατάλληλα αρκετό 

χρονικό διάστηµα.  

Η τοξική δράση λοιπόν εξαρτάται από:  

(1) τις φυσικές και χηµικές ιδιότητες της ουσίας  

(2) τη διάρκεια και την κατάλληλη χρονική στιγµή της έκθεσης. 

Το τοξικό αποτέλεσµα µιας µόνο δόσης ή µιας µόνο επαφής αναφέρεται ως οξεία τοξικότητα, 

ενώ χρόνια τοξικότητα είναι το τοξικό αποτέλεσµα µακροχρόνιας επαφής µε µικρές, µη 

θανατηφόρες δόσεις. Για παράδειγµα, όταν η επίδραση µιας χηµικής ουσίας γίνεται αισθητή 

σε χρονικό διάστηµα µικρότερο ή ίσο των 24 ωρών πρόκειται για οξεία τοξικότητα, για 

χρονικό διάστηµα µικρότερο ή ίσο µε ένα µήνα πρόκειται για υποξεία τοξικότητα, για 1 έως 3 

µήνες για υποχρόνια τοξικότητα και για περισσότερο από 3 µήνες για χρόνια τοξικότητα. 

Μέτρο της οξείας τοξικότητας είναι η µέση θανατηφόρα δόση (LD50), δηλαδή η δόση στην 

οποία θανατώνεται το 50% των πειραµατόζωων και εκφράζεται σε mg δραστικής ουσίας ανά 
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kg  σωµατικού βάρους. Ανάλογα µε την τιµή LD50, οι ενώσεις χαρακτηρίζονται ως άκρως 

τοξικές (LD50 <1mg/kg), πολύ τοξικές (LD50=1-5 mg/kg), τοξικές (LD50=5-50 mg/kg), µέσης 

τοξικότητας (LD50= 50-500 mg/kg) και ελαφρώς τοξικές (LD50 > 500mg/kg). 

Σχετικά µε τη χρονική στιγµή έκθεσης, τα έµβρυα και ο οργανισµός στα πρώτα στάδια 

της ζωής έχουν µεγαλύτερη ευαισθησία σε τοξικές ενώσεις. 

 

Σχήµα 1.11 Συσχέτιση της θνησιµότητας πειραµατοζώων και της συγκέντρωσης ενός φυτοφαρµάκου 

(Ζιώγας Β.Ν. και Μαρκόγλου Α.Ν.,2010) 

 

Η ίδια χηµική ουσία µπορεί να προκαλέσει χρόνια και οξεία τοξικότητα στον ίδιο 

οργανισµό µε διαφορετικούς µηχανισµούς. Για παράδειγµα, η άµεση έκθεση σε µια 

οργανοχλωριωµένη ένωση προκαλεί ως σύµπτωµα οξείας τοξικότητας ερεθισµό του 

δέρµατος που οδηγεί σε chlorance (ανθεκτικό και οξύπονο ανάλογο του ance) ενώ χρόνια 

έκθεση σε χαµηλότερες δόσεις απ’αυτές που προκαλούν δερµατική ασθένεια, µπορεί να 

προκαλέσουν καρκίνο. 

(3) τη συγκέντρωση στην οποία εκτίθεται ο οργανισµός - στόχος. 

Η συγκέντρωση ενός οργανικού ρυπαντή µπορεί ή από µόνη της να οδηγήσει στην πρόκληση 

τοξικότητας ή να δράσει µέσω αλληλεπιδράσεων µε άλλες υπάρχουσες τοξικές ουσίες 

(προσθετικά, συνεργατικά, ανταγωνιστικά). Είναι ακόµη δυνατό, µια τοξική ένωση να 

αποκτήσει τοξική δράση όταν βρεθεί µε µια άλλη ένωση, σε έναν οργανισµό - στόχο, χωρίς 

προηγουµένως να είναι τοξική (συνεργιστική δράση) 

(4) την ευστάθεια του βιολογικού συστήµατος. 

Οι κυριότεροι οδοί έκθεσης σε µια χηµική ουσία είναι η κατάποση, η εισπνοή και η 

δερµατική επαφή. Οι χηµικές ουσίες διαπερνώντας τους φυσικούς φραγµούς του σώµατος 
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καταλήγουν στους ιστούς ή στους αποθηκευτικούς χώρους του οργανισµού. Η 

επικινδυνότητα των τοξικών ουσιών εκφράζεται µε δύο δείκτες: τον NOAEL (No Observable 

Adverse Effect Level) και τον LOAEL (Lowest Observable Adverse Effect Level).  Ο 

NOAEL εκφράζει το επίπεδο δόσης κάτω από το οποίο δεν παρατηρείται αρνητική επίδραση 

και ουσιαστικά φανερώνει την υψηλότερη έκθεση χωρίς αρνητική επίδραση και ο LOAEL 

εκφράζει το χαµηλότερο επίπεδο έκθεσης που σχετίζεται µε κάποια αρνητική επίδραση. Και 

οι δυο δείκτες σχετίζονται µε τη χρόνια τοξικότητα. Ο δείκτης NOAEL χρησιµοποιείται για 

τον προσδιορισµό της ηµερήσιας αποδεκτής λήψης µιας ουσίας από τον άνθρωπο (ADI) 

δηλαδή της υψηλότερης δόσης δραστικής ουσίας η οποία χορηγούµενη καθηµερινά για όλη 

τη διάρκεια ζωής ενός ενήλικα δεν ενέχει κίνδυνο για την υγεία του. Με βάση τα παραπάνω 

στοιχεία καθορίζονται τα µέγιστα επιτρεπτά όρια υπολειµµάτων (MRLs) (Μπότη, Β. Ι., 

2009). 

 

1.5 Χηµεία, τοξικότητα και περιβαλλοντική σηµασία των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

1.5.1 Εισαγωγή  

Τα κύρια χαρακτηριστικά των οργανοχλωριωµένων ενώσεων είναι η χαµηλή 

διαλυτότητα στο νερό, η υψηλή λιποφιλία, ο µεγάλος χρόνος ηµιζωής, η µεγάλη 

ανθεκτικότητα και άρα η βιοσυσσώρευση και η βιοµεγέθυνση στους οργανισµούς και το 

περιβάλλον. Η κύρια αιτία απόδοσης αυτών των χαρακτηριστικών είναι η παρουσία των 

ατόµων χλωρίου στον βενζολικό δακτύλιο.  

Ο δεσµός άνθρακα – χλωρίου είναι πολύ σταθερός στην υδρόλυση και όσο 

µεγαλύτερος είναι ο αριθµός ατόµων χλωρίου (υποκαταστάτες) στο µόριο της ένωσης, τόσο 

µεγαλύτερη αντοχή προσδίδει στο µόριο έναντι βιολογικών, χηµικών και φωτολυτικών 

αποδοµήσεων. Επιπρόσθετα, ο δεσµός βενζολικού άνθρακα – χλωρίου προσδίδει υψηλότερη 

ανθεκτικότητα σε σχέση µε το δεσµό αλειφατικού άνθρακα – χλωρίου. Ως συνέπεια των 

παραπάνω, ο βαθµός χλωρίωσης των µορίων των οργανοχλωριωµένων ενώσεων είναι 

αντιστρόφως ανάλογος µε τον ρυθµό µεταβολισµού τους και ευθέως ανάλογος της 

συσσώρευσης στο λιπώδη ιστό φυτικών και ζωικών οργανισµών. Μια ένωση που 

συσσωρεύεται στο περιβάλλον είναι πιθανόν πιο επικίνδυνη από µια άλλη που είναι το ίδιο 

τοξική αλλά δεν συσσωρεύεται. 

Στο περιβάλλον, οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις µετατρέπονται σε µεταβολίτες µε 

βιολογικές, χηµικές και φυσικές διαδικασίες, ενώ η αποτελεσµατικότητά των διαδικασιών 
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µετατροπής τους εξαρτάται από τις φυσικοχηµικές τους ιδιότητες και τα χαρακτηριστικά του 

υποστρώµατος στο οποίο εφαρµόζονται ή διαχέονται. Αξίζει να αναφερθεί ότι τα προϊόντα 

µετατροπής των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων µπορεί να είναι πιο ανθεκτικά από την 

αρχική ένωση όπως παρατηρείται π.χ. µε το DDE και το dieldrin που προέρχονται από το 

µεταβολισµό των DDT και aldrin αντίστοιχα. 

Η συσχέτιση της τοξικής δράσης µιας συγκεκριµένης ένωσης ή κατηγορίας ενώσεων µε 

την πρόκληση µιας ασθένειας ή επίδρασης είναι δύσκολη, διότι το περιβάλλον υπόκειται 

στην επίδραση ευρείας και συνεχούς έκθεσης σε µίγµατα χηµικών ουσιών. Γι’αυτόν το λόγο, 

η ανθεκτικότητα και η βιοσυσσώρευση των  οργανοχλωριωµένων ενώσεων προκαλεί αύξηση 

της συγκέντρωσης τοξικών ουσιών στο περιβάλλον καθιστώντας τη χρόνια τοξικότητα πιο 

σηµαντική από την οξεία. Η έκθεση σε υψηλές συγκεντρώσεις οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

(ατύχηµα, διαδικασία παραγωγής) έχει αποδειχθεί ότι προκαλεί ασθένεια και θάνατο, ενώ η 

έκθεση σε χαµηλές συγκεντρώσεις (περιβάλλον, τροφική αλυσίδα) προκαλεί επιδράσεις όπως 

δυσλειτουργία του ανοσοποιητικού συστήµατος, αναπαραγωγικές ανωµαλίες, νευρολογικές 

βλάβες, ανωµαλίες συµπεριφοράς και καρκινογένεση. Βέβαια, η επιστηµονική απόδειξη της 

σύνδεσης µεταξύ της χρόνιας έκθεσης σε συγκεντρώσεις οργανοχλωριωµένων ενώσεων και 

της επίδρασης στην υγεία του ανθρώπου είναι πολύ δύσκολο να επιτευχθεί αλλά είναι δυνατό 

διερευνηθεί µέσω εργαστηριακών πειραµάτων. 

 

1.5.2  Χηµικές και φυσικές ιδιότητες 

1.5.2.1  Οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα 

Τα οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα της παρούσας µελέτης χρησιµοποιήθηκαν ευρέως 

µετά το 1950 ενώ σήµερα αυτά που κυκλοφορούν στις ανεπτυγµένες χώρες είναι το 

endosulfan και endosulfan sulfate. Πρόκειται για παράγωγα οργανοχλωριωµένων 

υδρογονανθράκων, µεγάλης εντοµοτοξικής δράσης και διάρκειας που προσλαµβάνονται 

ταχύτατα από την επιδερµίδα των οργανισµών-στόχων (που είναι φωσφολιπιδικής συστάσης) 

λόγω της µεγάλης λιποφιλίας τους. 

Με βάση τη χηµική δοµή τους, τα εντοµοκτόνα αυτά κατατάσσονται σε τρεις 

υποοµάδες:  α) την υποοµάδα του DDT και των παραγώγων του, β) την υποοµάδα των 

παραγώγων του εξαχλωροκυκλοεξανίου, γ) την υποοµάδα των κυκλοδιενίων (Ζιώγας Β.Ν. 

και Μαρκόγλου Α.Ν., 2010). 
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α) Στην υποοµάδα αυτή υπάγονται οι ενώσεις DDT, DDD, DDE, Methoxychlor  

Κατά την αντίδραση παρασκευής του DDT παράγονται κυρίως 3 ισοµερή, µε βάση τη 

θέση των ατόµων χλωρίου στους φαινολικούς δακτυλίους του µορίου: το p,p (παρα – παρα) 

ισοµερές , το o,p (όρθο – παρά) ισοµερές και το o,o (όρθο – όρθο) ισοµερές. 

Το p,p-ισοµερές παράγεται σε πολύ µεγαλύτερο ποσοστό (60-80%) και είναι κατά πολύ 

δραστικότερο των δύο άλλων. 

 

DDT (διχλωρο-διφαίνυλο-τριχλωροαιθάνιο) 

Χηµική ονοµασία:  

1, 1-(2,2,2-τρίχλωροαιθυλιδένιο) δις-                 

(4-χλωροβενζόλιο). 

 

 

CAS number: 50-29-3 , µοριακός τύπος: C14H9Cl5 , µοριακό βάρος: 354,49 

Εµφάνιση: Άοσµοι, άχρωµοι κρύσταλλοι ή άσπρη σκόνη. 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 108,5°C, σηµείο βρασµού: 185°C, KH: 1,29x10-5 atm m3/mol at 25°C, 

logKOC: 5,146-6,26, logKOW: 4,89-6,914, διαλυτότητα στο νερό:1,2-5 µg/L στους 25°C, τάση ατµών: 

1,60 x10-7 torr στους 20°C (πηγή: IPCS 1995). 

To DDT µεταβολίζεται σε µεγάλο αριθµό µεταβολιτών, οι σπουδαιότεροι είναι το 

DDE, το dicofol και το DDD. 

 

DDD (διµέθοξυ – διφαίνυλο – διχλωροαιθάνιο) 

Το DDD  ανακαλύφθηκε από τον Lauger (1944). Πρόκειται για συγγενή ένωση του 

DDT (προκύπτει από αναγωγική αποχλωρίωση του p,p - DDT) και είναι σταθερότερο αυτού. 

Χηµική ονοµασία:  

 

 

CAS number:  72-54-8 , µοριακός τύπος:  C14H10Cl4, µοριακό βάρος: 320,05 

Εµφάνιση:- 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: -°C, σηµείο βρασµού: -°C, KH: 4,0 x10-6 atm m3/mol at 25°C, logKOC: 5,18, 

logKOW: 6,02 , διαλυτότητα στο νερό: 0,090mg/L στους 25°C, τάση ατµών: 1,35 x10-6 torr στους 25°C 

(πηγή: WHO 2003b). 
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DDE (διχλωρο – διφαίνυλο – διχλωροαιθυλένιο) 

To DDE   προκύπτει από αφυδροχλωρίωση του DDT και είναι µη δραστικό µόριο. 

Χηµική ονοµασία:  

 

 

CAS number: 72-55-9 , µοριακός τύπος: C14H8Cl4 , µοριακό βάρος: 318,03 

Εµφάνιση: - 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: -°C, σηµείο βρασµού: -°C, KH: 2,1 x10-5 atm m3/mol at 25°C, logKOC: 4,70, 

logKOW: 6,51 , διαλυτότητα στο νερό: 0,12 mg/L στους 25°C, τάση ατµών: 6,0 x10-6 torr στους 25°C 

(πηγή: WHO 2003b). 

 

Methoxychlor 

Το methoxychlor προέκυψε από το DDT µε αντικατάσταση των ατόµων χλωρίου των 

βενζολικών δακτυλίων από µεθοξυ-οµάδες ( - OCH3). Οι µέθοξυ οµάδες παρόλο που έχουν 

ίδιο περίπου µέγεθος µε τα άτοµα χλωρίου αντιδρούν σε υψηλότερο βαθµό παράγοντας 

υδατοδιαλυτές ενώσεις που αποδοµούνται στο περιβάλλον και δεν συσσωρεύονται στους 

οργανισµούς. Γι’αυτό χρησιµοποιείται ακόµη ως εντοµοκτόνο σε κάποιες περιπτώσεις.  

Χηµική ονοµασία: 

 1,1,1-τρίχλωρο-2,2-δις 

(4-µεθοξυφαινύλιο)αιθάνιο 

 
 

CAS number:  72-43-5 , µοριακός τύπος: C16H15Cl3O2 , µοριακό βάρος: 345,64 

Εµφάνιση: Κίτρινο κρυσταλλικό. 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 86-88°C, σηµείο βρασµού: decomposes °C, KH: atm m3/mol at 25°C, logKOC: , 

logKOW: , διαλυτότητα στο νερό: µg/L at 25°C, τάση ατµών: torr στους 25°C (πηγή: WHO 2003b ) 

 

β) Υποοµάδα του εξαχλωροκυκλοεξανίου 

Τα ισοµερή εξαχλωροκυκλοεξανίου προέρχονται από την αντικατάσταση ενός ατόµου 

υδρογόνου καθενός ατόµου άνθρακα του κυκλοεξανίου µε ένα άτοµο χλωρίου. Παράγονται 

έτσι οκτώ (8) ισοµερή που διαφέρουν ως προς την σχετική διευθέτηση των ατόµων χλωρίου 

στο µόριο του εξαχλωροκυκλοεξανίου. 
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Χηµική ονοµασία: 

 1,2,3,4,5,6-εξαχλωροκυκλοεξάνιο 

 

 

   

 

CAS number:319-84-6 (α-ισοµερές)/319-85-9 (β-ισοµερές)/ 58-89-9 (γ-ισοµερές)/ 319-86-8              

δ-ισοµερές), µοριακός τύπος:  C6H6Cl6, µοριακό βάρος: 290,83 

Εµφάνιση: - 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 159-160/314-315/112,5/141-142°C, σηµείο βρασµού: 

288(760mmHg)/60(0,5mmHg)/323,4(760mmHg)/60(0,5mmHg) °C, KH: 4,8-6,0 x10-6/4,5 x10-7/3,2-7,8 

x10-6 /2,1 x10-7 atm m3/mol at 23°C, logKOC: 3,57/3,57/3,0-3,57/3,8, logKOW: 3,46-3,85/4,50-3,78-

3,98/3,3-3,61/4,14, διαλυτότητα στο νερό: 10/5/17/10 ppm, τάση ατµών: 0,02/0,005/9,4/0,35 x10-6 

mmHg στους 20/20/20/25°C (πηγή: WHO 2003). 

 

γ) Υποοµάδα των κυκλοδιενίων. 

Οι πιο σηµαντικές ενώσεις της υποοµάδας αυτής είναι οι: aldrin, chlordane, dieldrin, 

endrin, endosulfan, heptachlor, endrin ketone, endrin aldehyde, heptachlor epoxide, 

endosulfan sulfate. 

Τα εντοµοκτόνα αυτά ανακαλύφθηκαν από τον Kearns στα τέλη της δεκαετίας ’40. 

 

Aldrin 

Χηµική ονοµασία: 1, 2, 3, 4, 10, 10 – εξαχλωρο 

– 1, 4, 4α, 5, 8, 8α – εξαυδρο – εξω – 1, 4 – εσω – 

5,8, διµεθανοφθαλένιο 

 

 

CAS number:  309-00-2 , µοριακός τύπος: C12H8Cl6, µοριακό βάρος: 364,92 

Εµφάνιση: Άσπροι, άοσµοι κρύσταλλοι σε καθαρή µορφή. 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 104°C, σηµείο βρασµού: 145°C στα 2mmHg, KH: 4,96 x10-4 atm m3/mol at 

25°C, logKOC: 2,61/4,69, logKOW: 5,17-7,4 , διαλυτότητα στο νερό: 17-180 µg/L στους 25°C,  τάση 

ατµών: 2,31 x10-5 mmHg στους 20°C (πηγή: IPCS 1995). 
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Chlordane 

Το  chlordane  ήταν το πρώτο µέλος της σειράς των κυκλοδιενίων που ανακαλύφθηκε 

το 1945. Το τεχνικώς καθαρό προϊόν είναι µίγµα ισοµερών από τα οποία τα σπουδαιότερα 

είναι τα cis (α) και trans (γ) ισοµερή. 

Χηµική ονοµασία: 

1,2,3,4,5,6,7,8,8-οκτάχλωρο-

2,3,3α,4,7,7α-εξάυδρο-4,7-µέθανο-

1Η-ινδένιο. 

 

 

CAS number:  57-74-9 , µοριακός τύπος:  C10H6Cl8, µοριακό βάρος: 409,78 

Εµφάνιση: Άχρωµο έως καφεκίτρινο διάφανο υγρό µε αρωµατική οσµή παρόµοια του χλωρίου. 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: <25°C, σηµείο βρασµού: 165°C στα 2mmHg, KH:4,8 x10-5 atm m3/mol at 25°C, 

logKOC: 4,58-5,57, logKOW:6,00 , διαλυτότητα στο νερό: 56 ppb στους 25°C, τάση ατµών: 10-6 mmHg στους 

20°C (πηγή: IPCS 1995).  

 

Dieldrin 

Τα dieldrin είναι το εποξείδιο του aldrin και αποτελεί ένα από τα ισχυρότερα και 

µεγάλης διάρκειας δράσης εντοµoκτόνα επαφής και στοµάχου. 

Χηµική ονοµασία: 

 3,4,5,6,9,9-εξάχλωροδιµέτανοναφθ- 

[2,3- β] οξυρένιο. 

 

 

CAS number: 60-57-1, µοριακός τύπος: C12H8Cl6Ο , µοριακό βάρος: 380,91 

Εµφάνιση: Άσπροι κρύσταλλοι, άοσµο έως ήπια χηµική οσµή. 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 175-176°C, σηµείο βρασµού: decomposes °C, KH: 5,8 x10-5 atm m3/mol at 

25°C, logKOC: 4,08-4,55, logKOW:3,692-6,2 , διαλυτότητα στο νερό: 140µg/L at 20°C, τάση ατµών: 1,78 

x 10-7 mmHg στους 20°C (πηγή: IPCS 1995). 

 

Endrin 

Το endrin είναι το ενδο-ενδό-ισοµερές του dieldrin και χρησιµοποιήθηκε ως 

εντοµοκτόνο επαφής και στοµάχου. 
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Χηµική ονοµασία:  

3,4,5,6,9,9-εξάχλωροδιµεθανοναφθ 

[2,3-β]οξιρένιο. 

 

 

CAS number: 72-20-8 , µοριακός τύπος:  C12H8Cl6Ο, µοριακό βάρος: 380,92 

Εµφάνιση: Άσπρο, άοσµο, κρυσταλλικό στερεό (καθαρή µορφή). 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 200°C, σηµείο βρασµού: 245°C, KH: 5,0 x10-7 atm m3/mol, logKOC: , 

logKOW:3,209-5,339 , διαλυτότητα στο νερό: 220-260µg/L at 25°C, τάση ατµών: 7x10-7 mmHg στους 

25°C (πηγή: IPCS 1995). 

 

Endrin ketone 

Χηµική ονοµασία: 

2,5,7-µέθανο-3H- 

κυκλοπέντα(α)πενταλεν-3-ιο. 

 

 

CAS number: 53494-70-5  , µοριακός τύπος: C12H8Cl6Ο , µοριακό βάρος: 380,9 

Εµφάνιση: στερεό 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: -°C, σηµείο βρασµού:- °C, KH: 2,2 x10-8 atm m3/mol at 23°C, logKOC: -, 

logKOW: 4,99, διαλυτότητα στο νερό: -, τάση ατµών:- (πηγή: WHO 1992). 

 

Endrin aldehyde 

Χηµική ονοµασία:  

1,2,4-µέθενοκύκλοπέντα(cd)-πενταλένιο-5- 

κάρβοξυαλδεύδη 

 

 

CAS number: 7421-93-4  , µοριακός τύπος: C12H8Cl6Ο , µοριακό βάρος: 381,9 

Εµφάνιση:στερεό 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 145-149°C, σηµείο βρασµού: decomposes στους 245°C, KH:2,9 x10-9 atm 

m3/mol στους 25°C, logKOC:3,929-4,653 , logKOW:4,80 , διαλυτότητα στο νερό: 50mg/L at 25°C, τάση 

ατµών: 2,0x10-7 mmHg στους 25°C (πηγή: WHO 1992). 
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Endosulfan 

Το endosulfan είναι µη διασυστηµατικό εντοκτόνο και ακαρεοκτόνο επαφής και 

στοµάχου (εµπορική ονοµασία: Thiodan). Το τεχνικώς καθαρό προϊόν συνίσταται από δύο 

στερεϊσοµερή, το α και το β-ισοµερές. 

Χηµική ονοµασία: α-ισοµερές/β-ισοµερές 

6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6, 

9,-9a-hexahydro-6,9-methano-2,4, 

3-benzodioxathiepin-3-oxide. 

 
 

CAS number:  959-98-8/33213-65-9 , µοριακός τύπος: C9H6Cl6O3S, µοριακό βάρος: 406,93 

Εµφάνιση: άχρωµοι / υποκίτρινοι κρύσταλλοι 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 108-110 / 208-210 °C, σηµείο βρασµού:-°C, KH:1,01 x10-4/1,91 x10-5atm 

m3/mol at 25°C, logKOC: 3,55/-, logKOW:3,83/3,52 , διαλυτότητα στο νερό: 0,53/0,28 mg/L at 25°C, 

τάση ατµών: 1x10-5 mmHg στους 25°C (πηγή: U.S. Department of Health and Human Services, 2000). 

 

Endosulfan sulfate 

Προέρχεται από µεταβολισµό του endosulfan. ∆εν χαρακτηρίζεται από αρνητικές 

ιδιότητες των οργανοχλωριωµένων ενώσεων και η χρήση του επιτρέπεται µέχρι και σήµερα. 

Χηµική ονοµασία:  

 

 

CAS number:  1031-07-8 , µοριακός τύπος:  C9H6Cl6O4S, µοριακό βάρος: 422.9 

Εµφάνιση: κρύσταλλοι καφέ χρώµατος 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 181/198-201°C, σηµείο βρασµού: -°C, KH: 2,61 x10-5atm m3/mol at 25°C, 

logKOC: -, logKOW: 3,66, διαλυτότητα στο νερό: 0,117/0,22µg/L at 25°C, τάση ατµών: 1x10-5 mmHg 

στους 25°C  (πηγή: U.S. Department of Health and Human Services, 2000). 
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Heptachlor 

Το heptachlor χρησιµοποιήθηκε ως εντοµοκτόνο το 1952 και η σύνθεσή του είναι 

παρόµοια µε αυτή του chlordane. 

Χηµική ονοµασία:  

1,4,5,6,7,8,8-επτάχλωρο-3α,4,7,7α-τετράυδρο-4,7 

µέθανολ-1Η-ινδένιο. 

 

 

CAS number:  76-44-8, µοριακός τύπος: C10H5Cl7 , µοριακό βάρος: 373,32 

Εµφάνιση:  

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης: 95-96°C, σηµείο βρασµού: 135-145 στα 1-1,5/decomposes στα 760mmHg 

°C, KH: 2,3 x10-3atm m3/mol at 25°C, logKOC: 4,38, logKOW:4,40-5,50 , διαλυτότητα στο νερό: 180 ppb 

στους 25°C, τάση ατµών: 3x10-4 mmHg στους 20°C (πηγή: IPCS 1995). 

 

 

Heptachlor epoxide 

Προέρχεται από τη µετατροπή του heptachlor στους ζωικούς οργανισµούς. 

Χηµική ονοµασία:  

1,4,5,6,7,8,8,-Επτάχλωρο-2,3-έποξυ-3α,4,7,7α-

τετράυδρο-4,-7-µέθανοινδένιο. 

 

CAS number: 1024-57-3, µοριακός τύπος:C10H5Cl7Ο, µοριακό βάρος:  389,32 

Εµφάνιση:- 

Ιδιότητες: Σηµείο τήξης:160-161,5 °C, σηµείο βρασµού: °C, KH: 3,2 x10-5atm m3/mol at 25°C, 

logKOC: 4,32, logKOW: 3,65/5,40 , διαλυτότητα στο νερό:0,35mg/L at 25°C, τάση ατµών: 2,6x10-6 

mmHg στους 20°C (πηγή: WHO 2003b).  
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Πίνακας 1.2 Χηµικές και φυσικές ιδιότητες οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

Οργανοχλωριωµένη 
ένωση 

Μοριακό 
βάρος 

Τάση ατµών 
(mmHg, 
250C) 

∆ιαλυτότητα 
στο νερό 
(mg/L) 

Log Kow Log KOC 

α-HCH 290,83 
0,02 x 10-6 
(200C) 

10 3,46-3,85 3,57 

β-HCH 290,83 
0,005 x 10-6 
(200C) 

5 3,78-4,50 3,57 

γ-HCH 290,83 
9,4 x 10-6 
(200C) 

17 3,3-3,6 3,0-3,57 

Heptachlor 373,32 
3 x 10-4 
(200C) 

0,18 4,5-5,5 4,38 

δ-HCH 290,83 0,35 x 10-6 10 4,14 3,8 

Aldrin 364,92 
2,31 x 10-5 
(200C) 

0,017-0,18 5,17-7,4 2,61/4,69 

Heptachlor epoxide 389,32 
2,6 x 10-6 
(200C) 

0,35 3,65/5,40 4,32 

γ-chlordane 409,78 1,0 x 10-6 0,056 6,0 4,58-5,57 

α-chlordane 409,78 1,0 x 10-6 0,056 6,0 4,58-5,57 

Endosulfan I 406,93 1,0 x 10-5 0,53 3,83 3,55 

4,4 –DDE 318,03 6,0 x 10-6 0,12 6,51 4,70 

Dieldrin 380,91 
1,78 x 10-7 
(200C) 

0,14 3,7-6,2 4,08-4,55 

Εndrin 380,92 7 x 10-7 0,22-0,26 3,209-5,339 - 

4,4 –DDD 320,05 1,35 x 10-6 0,090 6,02 5,18 

Endosulfan II 406,93 1,0 x 10-5 0,28 3,52 - 

Endrin aldehyde 381,9 2 x 10-7 50 4,80 3,929-4,653 

Endosulfan sulphate 422,9 1,0 x 10-5 117-220 µg/L 3,66 - 

Methoxychlor 345,64 - - - - 

Endrin ketone 380,90 - - 4,99 - 

 

1.5.2.2 Πολυχλωριοµένα διφαινύλια 

Τα PCBs είναι χηµικές ουσίες (χηµικός τύπος C12H10-nCln) που αποτελούνται από ένα 

µόριο διφαινυλίου στο οποίο άτοµα υδρογόνου αντικαθίστανται µε άτοµα χλωρίου. Η βασική 

δοµή τους αναπαρίσταται στο παρακάτω σχήµα. 

 

Σχήµα 1.12 Συντακτικός τύπος των πολυχλωριοµένων διφαινυλίων. 
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 Υπάρχουν δύο διαφορετικά αλλά σχετικά συστήµατα για την ονοµατολογία τους. Το 

σύστηµα IUPAC αριθµεί τα άτοµα άνθρακα του διφαινυλίου στα οποία δεσµεύονται τα 

άτοµα χλωρίου και καταγράφονται διαδοχικά για το πρώτο και το δεύτερο φαινολικό 

δακτύλιο. Για παράδειγµα, το συµπαράγωγο PCB µε άτοµα χλωρίου στις θέσεις άνθρακα 2, 

3, 4 του πρώτου και 3' του δεύτερου δακτυλίου φαινυλίου, καταγράφεται ως 233'4 ή 

ξεχωρίζοντας ταυτόχρονα τους δύο δακτυλίους ως 234-3' ή 234-3. 

Το δεύτερο σύστηµα ονοµατολογίας αναπτύχθηκε από τους Ballschmiter και Zell 

(1980) και καταγράφει τα συµπαράγωγο µε έναν αριθµό από PCΒ 1 έως PCB  209.  

Έτσι, για τον προσδιορισµό του ονόµατος του PCB 156 κατά IUPAC: 

1) προσδιορίζουµε τη θέση του PCB 156 στον πίνακα 

2) ταυτοποιούµε τους αριθµούς στην άκρη της στήλης (2345) και της γραµµής (34) του 

πίνακα 

3) το όνοµα του PCB 156 είναι 2,3,4,5,3’,4’-έξαχλωροδιφαινύλιο (πίνακας 1.2). 

 

Πίνακας 1.3 Μετατροπή ονοµατολογίας των πολυχλωριοµένων διφαινυλίων µεταξύ των 

προαναφερόµενων συστηµάτων ονοµατολογίας (WHO 2003). 

 

 

Τα συµπαράγωγα PCBs που έχουν τον ίδιο αριθµό ατόµων χλωρίου ονοµάζονται οµόλογα 

και τα οµόλογα µε διαφορετικές θέσεις υποκατάστασης από άτοµα χλωρίου ονοµάζονται 

ισοµερή. Για παράδειγµα, τα συµπαράγωγα µε 3 άτοµα χλωρίου ονοµάζονται τριχλωρο 
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διφαινύλια, ενώ τα οµόλογα διχλωδιφαινύλια διαθέτουν 12 ισοµερή. Ανάλογα µε την 

διευθέτηση των δακτυλίων φαινυλίου στο µόριο του PCB, τα συµπαράγωγα διακρίνονται σε 

επίπεδα (planar ή coplanar) και µη επίπεδα (non-planar). Κριτήριο αυτής της διάκρισης 

αποτελεί η χωροδιάταξη των δύο δακτυλίων φαινυλίου κατά την περιστροφή τους γύρω από 

το µεταξύ τους δεσµό άνθρακα-άνθρακα. Όταν οι δακτύλιοι περιστρεφόµενοι εξαιτίας των 

ηλεκτροστατικών απώσεων µεταξύ των ηλεκτραρνητικών χλωρίων, βρίσκονται στο ίδιο 

επίπεδο, τα συµπαράγωγα ονοµάζονται planar ενώ όταν βρίσκονται σε κάθετα επίπεδα 

ονοµάζονται non-planar. Έτσι υποκαταστάσεις από άτοµα χλωρίου σε ορθο-θέσεις στους 

φαινολικούς δακτυλίους είναι non-planar συµπαράγωγα, ενώ τα µόνο όρθο και µη όρθο 

συµπαράγωγα θεωρούνται αποκλειστικά planar συµπαράγωγα. Η ιδιότητα αυτή έχει ως 

αποτέλεσµα τα όρθο (-o) διευθετηµένα συµπαράγωγα στο ένα ή και στους δύο δακτυλίους να 

εµφανίζονται πολικά έχοντας τη δυνατότητα να σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου και άρα να 

είναι περισσότερο διαλυτά στο νερό. Τα µέτα (-m) και πάρα (-p) διευθετηµένα συµπαράγωγα 

θα είναι µη πολικά και έτσι περισσότερο λιπόφιλα. Τα επίπεδα ή µέτα και πάρα καθώς και τα 

µόνο ορθό διευθετηµένα συµπαράγωγα είναι έτσι περισσότερο τοξικά µε τα 3 -όρθο και 4 -

όρθο διευθετηµένα PCBs τα πλέον τοξικά συµπαράγωγα. 

 

 Πίνακας 1.4 Τα περισσότερο διαδεδοµένα συµπαράγωγα (mol %) των κοινών εµπορικών 

προιόντων PCBs (WHO 2003b). 
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Άλλη µια σηµαντική ιδιότητα των PCBs αποτελεί η ανθεκτικότητά τους. Έτσι, είναι 

ανθεκτικά στην επίδραση οξέων και βάσεων και έχουν θερµική σταθερότητα προσδίδοντάς 

τους πλεονεκτήµατα που δικαιολογούν την ευρεία χρήση τους ως µονωτικά υλικά. Σε υψηλές 

θερµοκρασίες όµως, αποσυνθέτονται παράγοντας ως παραπροϊόντα υδροχλωρικό οξύ και 

PCBFs. 

 

Χηµική ονοµασία: χλωροδιφαινύλια 

 

 

CAS number: 1336-36-3 

Οµάδα συµπαραγώγων Μοριακό βάρος Τάση ατµών (Pa) ∆ιαλυτότητα στο νερό 

(g/m3) 

Log Kow 

Μονοχλωροδιφαινύλιο 188,7 0,9-2,5 1,21-5,5 4,3-4,6 

∆ιχλωροδιφαινύλιο 223,1 0,008-0,60 0,06-2,0 4,9-5,3 

Τριχλωροδιφαινύλιο 257,5 0,003-0,22 0,015-0,4 5,5-5,9 

Τετραχλωροδιφαινύλιο 292,0 0,002 0,0043-0,010 5,6-6,5 

Πενταχλωροδιφαινύλιο 326,4 0,0023-0,051 0,004-0,02 6,2-6,5 

Έξαχλωροδιφαινύλιο 360,9 0,0007-0,012 0,0004-0,0007 6,7-7,3 

Έπταχλωροδιφαινύλιο 395,3 0,00025 0,000045-0,0002 6,7-7 

Όκταχλωροδιφαινύλιο 429,8 0,0006 0,0002-0,0003 7,1 

Εννέαχλωροδιφαινύλιο 464,2 - 0,00018-0,0012 7,2-8,16 

∆έκαχλωροδιφαινύλιο 498,7 0,00003 0,000001-0,0000761 8,26 

Πηγή: IPCS 1995 

 

Γενικά, τα PCBs είναι δυσδιάλυτα στο νερό (εξαίρεση αποτελούν τα ορθο-

υποκατεστηµένα συµπαράγωγα) ενώ είναι ευδιάλυτα σε µη πολικούς οργανικούς διαλύτες 

και στα βιολογικά υγρά. Η διαλυτότητα στο νερό µειώνεται µε την αύξηση του βαθµού 

χλωρίωσης. Έτσι, η διαλυτότητα του µονοχλωροδιφαινυλίου είναι 6ppm ενώ του 

οκταχλωροδιφαινυλίου 0,007ppm. Η διαλυτότητα ποικίλει µεταξύ των οµόλογων 

συµπαράγωγα. 

Τέλος, η πτητικότητα των PCBs µειώνεται µε αύξηση της χλωρίωσης και ιδιαίτερα για τα 

µέτα και πάρα συµπαράγωγα. Τα πιο χλωριωµένα συµπαράγωγα είναι σχεδόν µη πτητικά.  
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1.5.3 Τοξικότητα των οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

1.5.3.1 Τοξικότητα των οργανοχλωριωµένων εντοµοκτόνων 

Τα περισσότερα από τα οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα της µελέτης δεν εµφάνισαν 

γενοτοξική δράση κατά την παρατεταµένη χορήγηση δόσεων σε τρωκτικά ενώ ορισµένα από 

αυτά (DDTs, lindane, dieldrin) είναι νευροτοξικά σε υψηλές δόσεις. Ωστόσο, δε µπορεί να 

εκτιµηθεί η συσχέτιση αυτών των επιδράσεων µε τα επίπεδα συγκέντρωσης στα οποία 

εκτίθεται ο ανθρώπινος οργανισµός στο περιβάλλον. Για παράδειγµα, κάποια εντοµοκτόνα 

επηρεάζουν το αναπαραγωγικό σύστηµα των πειραµατοζώων ή των ανθρώπων όταν 

εκτίθονται κατά περίπτωση αλλά δεν είναι δυνατή η συσχέτιση των επιδράσεων µε τα 

µετρούµενα περιβαλλοντικά τους επίπεδα. Επίσης, ο µεταβολισµός τους στο περιβάλλον 

είναι γενικά αργός, γεγονός που ευννοεί την ανθεκτικότητα και την παραµονή τους στους 

ιστούς των ζωικών οργανισµών (Ζιώγας Β.Ν. και Μαρκόγλου Α.Ν., 2010). 

Aldrin 

Το aldrin είναι τοξικό για τους ανθρώπους. Η θανατηφόρος δόση για τους ενήλικες 

εκτιµάται ότι είναι 5g ή 83mg/kg σωµατικού βάρους. Οι παρενέργειες και τα συµπτώµατα 

της οξείας τοξικότητας του aldrin περιλαµβάνουν πονοκέφαλο, ναυτία, ζαλάδα, δυσφορία, 

εµετό, ακολουθούµενα από µυϊκές συσπάσεις και σπασµούς. 

Μελέτες σε εργάτες παραγωγής των aldrin, dieldrin, endrin φανέρωσαν στατιστικά 

σηµαντική αύξηση του µεγέθους συκωτιού και καρκίνο του αναπνευστικού. Το aldrin σε 

αντίθεση µε άλλες οργανοχλωριωµένες ενώσεις δεν συνδέεται άµεσα µε ενδοκρινικές 

διαταραχές και επιδράσεις στο αναπαραγωγικό και ανοσοποιητικό σύστηµα του ανθρώπου. 

Η τοξικότητα του aldrin στους υδρόβιους οργανισµούς ποικίλει από τα ασπόνδυλα στα οποία 

η µέση θανατηφόρος δόση (LD50), κατά την έκθεση για 96 ώρες, υπολογίζεται σε 1-20µg/L 

έως τα ψάρια σε 9,5-53µg/L. Το aldrin µεταβολίζεται γρήγορα σε dieldrin από φυτά, 

µικρόβια και ζωικούς οργανισµούς (IPCS 1995). 

Dieldrin 

Το dieldrin αποτελεί ένα από τα ισχυρότερα εντοµοκτόνα και µαζί µε το aldrin είναι 

από τα σταθερότερα και τοξικότερα χλωριοµένα εντοµοκτόνα για τον άνθρωπο, τα θηλαστικά 

και τις µέλισσες. Η θανατηφόρος δόση του dieldrin για τον άνθρωπο είναι 10mg/kg 

σωµατικού βάρους. Οι παρενέργειες και τα συµπτώµατα οξείας τοξικότητας είναι τα ίδια 

όπως για το aldrin. Η φυτοτοξικότητά του είναι χαµηλή. Η τοξικότητα στους υδρόβιους 

οργανισµούς ποικίλει, ενώ είναι πολύ µεγάλη στα περισσότερα είδη ψαριών (1,1 – 41 µg/L) 

(IPCS 1995). 
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Chlordane 

Το trans ισοµερές (γ-ισοµερές) είναι δέκα φορές εντοµοτοξικότερο του cis ισοµερούς.  

Τα συµπτώµατα της έκθεσης του ανθρώπου στο chlordane περιλαµβάνουν θολή όψη, 

σύγχυση, αταξία, βήχα, κοιλιακούς πόνους, ναυτία, εµετό, διάρροια, ερεθιστικότητα, 

τρεµούλα, σπασµούς. Οι µελέτες σε εργάτες παραγωγής chlordane που εκτέθηκαν για 2 έως 

15 χρόνια δεν φανέρωσαν τοξικές επιδράσεις, ενώ δεν φαίνεται ότι προκαλούνται διαταραχές 

στο ανοσοποιητικό και αναπαραγωγικό σύστηµα. Στους υδρόβιους οργανισµούς η LD50 

ποικίλει από 1200mg/kg σωµατικού βάρους (έκθεση για 4-5 µήνες) έως 10mg/kg (έκθεση για 

10 εβδοµάδες) (IPCS 1995). Το chlordane είναι επίσης τοξικό στα σκουλήκια. ∆εν έχουν 

διαπιστωθεί επιδράσεις στο ανοσοποιητικό και αναπαραγωγικό σύστηµα των ζωικών 

οργανισµών. Είναι εξαιρετικά τοξικό στις µέλισσες, ενώ δεν είναι φυτοτοξικό, µε εξαίρεση τα 

κολοκυνθοειδή (Ζιώγας Β.Ν. και Μαρκόγλου Α.Ν., 2010). 

Endrin 

Το endrin είναι τοξικό για τον άνθρωπο. Η εκτιµώµενη θανατηφόρος δόση είναι 6g ή 

100mg/kg σωµατικού βάρους. Συµπτώµατα ήπιας τοξικότητας από το endrin αποτελούν: 

αδυναµία στα πόδια, κοιλιακή δυσανεξία και ναυτία, αλλά όχι εµετό. 

Το endrin είναι εξαιρετικά τοξικό για τα ψάρια και η θανατηφόρος δόση είναι µικρότερη του 

1.0µg/L σε έκθεση πάνω από 20 ηµέρες. Τα υπάρχοντα δεδοµένα δεν µπορούν να 

καταστήσουν ανησυχία για κίνδυνο καρκινογένεσης για τον άνθρωπο, αλλά η κύρια δράση 

του endrin είναι εναντίον του κεντρικού νευρικού συστήµατος (WHO 1992). 

Endosulfan 

Τα δύο στερεοϊσοµερή (α, β) έχουν περίπου την ίδια εντοµοτοξική δράση. Το 

endosulfan είναι πολύ τοξικό για όλους σχεδόν τους οργανισµούς. Μεταβολίζεται γρήγορα, 

αλλά η οξειδωµένη του µορφή, το endosulfan sulfate, έχει την ίδια περίπου τοξικότητα µε το 

endosulfan και τους µεταβολίτες του, κυρίως στα σπονδυλωτά. Έχει δειχθεί ότι προκαλεί 

ενδοκρινική διαταραχή τόσο σε υδρόβιους όσο και χερσαίους οργανισµούς επιφέροντας 

επιδράσεις όπως καθυστερηµένη ανάπτυξη αµφιβίων, µειωµένη έκκριση κορτιζόνης στα 

µόρια, καθυστερηµένη ανάπτυξη γεννητικών οργάνων και µειωµένα επίπεδα ορµονών στα 

πουλιά, ατροφία όρχεων και µειωµένη παραγωγή σπέρµατος στα θηλαστικά. Προκαλεί 

επίσης νευροτοξικές και αιµατολογικές επιδράσεις και νεφροτοξικότητα. Όµως, έρευνες 

χρόνιας τοξικότητας στον άνθρωπο δεν φανέρωσαν καρκινογένεση, αναπαραγωγικές 

διαταραχές ή τερατογένεση ενώ εκτεταµένη ή µη κατάλληλη εφαρµογή του έχει συνδεθεί µε 
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εκ’ γενετής φυσικές διαταραχές, διανοητική καθυστέρηση και θάνατο (U.S. Department of 

Health and Human Services, 2000). 

Endosulfan sulfate 

Αποτελεί µεταβολίτη του endosulfan. Σύµφωνα µε τις µέχρι σήµερα γνώσεις µας δεν 

χαρακτηρίζεται από τις αρνητικές ιδιότητες των υπολοίπων οργανοχλωριωµένων 

εντοµοκτόνων και η χρήση του επιτρέπεται µέχρι και σήµερα. ∆εν συσσωρεύεται στο λιπώδη 

ιστό και δεν περνάει στο γάλα των θηλαστικών. Αποβάλλεται από τους οργανισµούς µε τη 

µορφή αλκοολών (Ζιώγας Β.Ν. και Μαρκόγλου Α.Ν.,2010). 

Heptachlor and heptachlor epoxide 

Το heptachlor epoxide είναι εντοµοτοξικότερο του µητρικού µορίου. Η παρατεταµένη 

έκθεση σε heptachlor προκαλεί βλάβες στο συκώτι και στο κεντρικό νευρικό σύστηµα. 

Σύµφωνα µε την IARC, (IPCS 1995) , το heptachlor συνδέεται µε την καρκινογένεση στα 

ζώα αλλά όχι στον άνθρωπο. Παρόλα αυτά, τα επίπεδα συγκέντρωσής του στο περιβάλλον 

και τους οργανισµούς είναι χαµηλότερα από αυτά που επιφέρουν τοξικές επιδράσεις. 

DDTs (DDT, DDE,DDD) 

Η δερµατική επαφή µε DDT δεν συνδέεται άµεσα µε ασθένεια ή ερεθισµούς. Η 

επίδραση άµεσης πρόσληψης DDT και DDE διερευνήθηκε σε µελέτη όπου εθελοντές 

προσέλαβαν µε την τροφή δόσεις αυτών. Έτσι, δόση ίση µε 6-10mg/kg σωµατικού βάρους 

DDTs προκάλεσε πονοκέφαλο, ναυτία, ενώ δόση 16mg/kg σωµατικού βάρους οδήγησε 

convulsoy. Τα DDTs δεν προσβάλλουν το αναπαραγωγικό σύστηµα του ανθρώπου ενώ η 

χρόνια έκθεση προκαλεί τάση εµφάνισης νευροψυχολογικών συµπτωµάτων. Παρατηρήθηκε 

ότι προκαλεί καρκινογένεση στα πειραµατόζωα και θεωρείται πιθανό καρκινογόνο για τον 

άνθρωπο. Στον ανθρώπινο λιπώδη ιστό, το DDT αποθηκεύεται ως DDE. ∆ηλαδή, το DDT 

µετατρεπόµενο στο περιβάλλον σε DDE περνάει στον ανθρώπινο οργανισµό µέσω της 

τροφής. Είναι λιποδιαλυτό και δεν βιοαποδοµείται παραµένοντας για µεγάλο χρονικό 

διάστηµα στο ανθρώπινο σώµα. 

Το DDT είναι πολύ τοξικό για τα ψάρια και επηρεάζει τη συµπεριφορά τους. Για 

παράδειγµα, έκθεση του brook trout (είδος πέστροφας) σε δόση DDT  ίση µε 8mg/L οδήγησε 

σε µετανάστευσή του σε υψηλότερες θερµοκρασίες ενώ έκθεση σε δόσεις 0-50µg/L δεν είχε 

επιδράσεις. Στα πτηνά, το DDT δεν είναι πολύ τοξικό. Εντούτοις, το DDE προκαλεί 

ανεπιστρεπτές επιδράσεις στο αναπαραγωγικό τους σύστηµα, όπου παρατηρήθηκε η µείωση 

του πάχους των κελύφων των αβγών πουλιών (IPCS 1995) 
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Methoxychlor 

Γενικά, η τοξικότητα του methoxychlor στα θερµόαιµα είναι πολύ µικρότερη του DDT. 

∆εν είναι γενοτοξικό ενώ τα δεδοµένα µελετών βραχείας, µακράς και αναπαραγωγικής 

τοξικότητας δεν είναι επαρκή. Μια µελέτη σε κουνέλια επέφερε τιµή NOAEL 5mg/kg 

σωµατικού βάρους/ηµέρα η οποία είναι η χαµηλότερη από τιµές LOAELs και NOAELs 

άλλων µελετών. 

HCHs 

Από τα ισοµερή της παρασκευής των HCHs, το γ-ισοµερές (lindane) είναι το πιο 

εντοµοτοξικό αλλά λιγότερο τοξικό και ανθεκτικό από τα υπόλοιπα εντοµοκτόνα, γι’ αυτό 

και χρησιµοποιείται ακόµη και σήµερα σε ορισµένες χώρες. Τα περισσότερα δεδοµένα για τις 

τοξικές επιδράσεις των HCHs αφορούν το lindane.  

Μελέτη βραχείας και µακράς διάρκειας τοξικότητας σε ποντικούς έδειξε ότι το lindane 

είναι τοξικό για το συκώτι και τους νεφρούς. Ηπατοκυτταρική υπερτροφία παρατηρήθηκε σε 

άλλες µελέτες σε ποντικούς. Εντούτοις, δεν είχε καρκινογόνο επίδραση αλλά ευθύνεται για 

την παρουσία αδενωµάτων και καρκινωµάτων ενώ δεν προκαλεί γενοτοξικότητα  (IPCS 

1995). 

 

1.5.3.2 Τοξικότητα των πολυχλωριοµένων διφαινυλίων (PCBs) 

Τα PCBs έχουν µέτρια τοξικότητα η οποία εξαρτάται από τον αριθµό και τη θέση των 

ατόµων χλωρίου στο µόριο βάσει της οποίας διακρίνονται σε PCBs µε όρθο, µόνο όρθο και 

µη όρθο διευθέτηση ατόµων χλωρίου. Οι επιδράσεις τοξικότητας προέρχονται κυρίως από 

εκτεταµένη ή χρόνια έκθεση. Η θανατηφόρος δόση σε ζωικούς οργανισµούς ποικίλλει από 

0,5g/kg έως 11,3g/kg σωµατικού βάρους. 

  Τα PCBs απορροφούνται από τον οργανισµό µέσω του δέρµατος, του αναπνευστικού 

και του γαστροεντερικού συστήµατος και µεταβολίζονται στο αίµα, στο συκώτι και στους 

µύες. Οι παρενέργειες στην υγεία εξαρτώνται από τον τρόπο έκθεσης, την ηλικία, το φύλο και 

την περιοχή συσσώρευσης στον οργανισµό. Μελέτη Σουηδού επιστήµονα (WHO 2003), 

φανέρωνε συσχέτιση της βιοσυσσώρευσης PCBs µε την λέπτυνση κελύφων των αβγών 

θαλασσινών πουλιών, προκαλώντας ταυτόχρονα µειωµένη αναπαραγωγική ικανότητα. Το 

φαινόµενο αυτό οφείλεται στην έκφραση των αντιοιστρογονικών ιδιοτήτων των PCBs που 

µπορούν να εµποδίσουν την αποθήκευση ασβεστίου στα κελύφη κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξής τους. 
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Η παρατεταµένη ή χρόνια έκθεση ανθρώπων σε PCBs είναι πιθανό να προκαλεί 

καρκινογένεση, αφού παρατηρήθηκε η παρουσία σπάνιων µορφών ηπατικών καρκίνων και 

κακοήθους µελανώµατος. Άλλες µελέτες έδειξαν ότι έκθεση σε υψηλές συγκεντρώσεις PCBs 

προκαλούν οξείες παρενέργειες όπως η δερµατική ασθένεια γνωστή ως chlorance, ηπατίτιδα, 

απώλεια βάρους, περιορισµό ηπατικής λειτουργίας, βλάβες στο κεντρικό νευρικό σύστηµα, 

πονοκέφαλο, νευρικότητα, ζαλάδα, κούραση. Μελέτες σε ζωικούς οργανισµούς στους 

οποίους χορηγήθηκαν µεγάλες δόσεις PCBs µε την τροφή, εµφάνισαν ήπια ηπατική βλάβη 

και σε κάποιες περιπτώσεις θάνατο. Παρενέργειες έκθεσης αποτελούν επίσης οι βλάβες στο 

συκώτι, το στοµάχι και τον θυρεοειδή, αλλαγές συµπεριφοράς, προβλήµατα στην 

αναπαραγωγή. 

Κοινός µηχανισµός προέλευσης όλων αυτών των επιδράσεων αποτελεί η πρόσδεση των 

µη όρθο PCBs στους Ah (aryl hydrocarbon) υποδοχείς  των κυττάρων η οποία προκαλεί την 

δράση γονιδίων που προκαλούν τις προαναφερόµενες παρενέργειες. Η δράση των PCBs ως 

ενδοκρινικών διαταρακτών προκαλεί οµοιόσταση της θυρεοειδούς ορµόνης και ανάπτυξη 

βροχοκύλης γιατί τα PCBs εµποδίζουν το σχηµατισµό του πρωτεϊνικού συµπλόκου της trans 

θυρετίνης. Τα PCBs, πιθανόν να επηρεάζουν το αναπαραγωγικό σύστηµα αντρών και 

γυναικών προκαλώντας τη δραστηριότητα οιστρογόνων ενώ προκαλούν ανοσοτοξικότητα. 

Τέλος, µπορούν να επηρεάσουν την παραγωγικότητα του φυτοπλαγκτού που αποτελεί 

την κύρια πηγή τροφής των υδροβίων οργανισµών (WHO 2003b). 

 

1.5.4 Περιβαλλοντική συµπεριφορά 

1.5.4.1 Οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα 

Aldrin και dieldrin 

Τα aldrin και dieldrin δεσµεύονται ισχυρά στο έδαφος και εµφανίζουν µεγάλη αντοχή 

στην έκπλυση στα υπόγεια στρώµατα νερού. Ο σηµαντικότερος µηχανισµός απωλειών από το 

έδαφος είναι η εξάτµιση. Επιπρόσθετα, το aldrin και τα προϊόντα αποδόµησής του  

βιοσυγκεντρώνονται εξαιτίας της υδροφοβικότητας και της ανθεκτικότητάς τους.  

Με την είσοδό του στο περιβάλλον, το aldrin µετατρέπεται γρήγορα στο dieldrin. Ο 

χρόνος ηµιζωής του dieldrin σε κανονικό έδαφος είναι περίπου 5 χρόνια. Η υψηλή αυτή 

ανθεκτικότητα και η µεγάλη λιποφιλία οδηγούν στην βιοσυγκέντρωση και βιοµεγέθυνσή του 

στους ζωικούς οργανισµούς .  

Μελέτες έκθεσης ζωικών οργανισµών σε συγκεντρώσεις dieldrin 0.8 έως 4,2 µg/L και 

0,017 έως 0,86 µg/L για 32 ηµέρες οδήγησαν σε συντελεστές βιοσυσσώρευσης 12,500 και 



Κεφάλαιο 1 

42 

13,300 αντίστοιχα. Μια άλλη µελέτη συσσώρευσης του dieldrin σε ζωικούς οργανισµούς, 

κατά την οποία τους χορηγήθηκαν δίαιτες εµπλουτισµένες µε dieldrin (ή aldrin) µε 

ταυτόχρονη έκθεση τους µε εµπλουτισµένο µε αυτό νερό, δεν επέφερε επιπλέον αύξηση 

συγκέντρωσης που σηµαίνει ότι πρωταρχική πηγή συσσώρευσης του dieldrin στους ζωικούς 

οργανισµούς αποτελεί το νερό. ∆ηλαδή οι ζωικοί οργανισµοί λαµβάνουν τα dieldrin και 

aldrin κατευθείαν από το νερό. Οι χηµικές ιδιότητες του aldrin όπως η χαµηλή διαλυτότητα 

στο νερό, η υψηλή σταθερότητα και  ηµιπτητικότητα ευνοούν την µεταφορά του σε µακρινές 

αποστάσεις. Υπολείµµατα dieldrin έχουν ανιχνευτεί στον αέρα, το νερό και τους οργανισµούς 

του αρκτικού περιβάλλοντος (IPCS 1995). 

 

Chlordane 

Το chlordane είναι αδιάλυτο στο νερό και διαλυτό στους οργανικούς διαλύτες. Έχει 

µέτρια πτητικότητα ενώ δεσµεύεται εύκολα στα υδάτινα ιζήµατα. Η υψηλή λιποφιλία του 

(log kow=6) είναι η αιτία της βιοσυγκέντρωσης στο λίπος των οργανισµών. Για παράδειγµα, 

ψάρια (fathead minnows) που εκτέθηκαν σε συγκέντρωση chlordane ίση µε 5.0 µg/L για 32 

ηµέρες είχε συντελεστή βιοσυσσώρευσης 37800 ενώ άλλα ψάρια (sheepshead minnow) που 

εκτέθηκαν για 189 ηµέρες είχαν 16000. Όπως συµβαίνει µε τα aldrin και dieldrin, το 

chlordane λαµβάνεται από τους οργανισµούς κυρίως από το νερό και δευτερευόντως από την 

διατροφή τους. Οι χηµικές του ιδιότητες ευνοούν την εύκολη και µακρά µεταφορά του (IPCS 

1995). 

DDTs (DDT, DDE,DDD) 

Κατά τη διάρκεια της εκτεταµένης χρήσης του DDT ως εντοµοκτόνο και φάρµακο 

ενάντια σε ιούς (1940-1970), ελευθερώθηκαν µεγάλες ποσότητες στην ατµόσφαιρα, ενώ 

σηµαντικές εκποµπές DDT προέρχονται από τους χώρους παραγωγής, από τη µεταφορά και 

την κίνηση στο περιβάλλον. Εντούτοις, ενώ απαγορεύθηκε η χρήση του από το 1972 στην 

Ευρώπη και τις Ην. Πολιτείες, συνεχίζει να ανιχνεύεται αλλά σε πολύ χαµηλότερα επίπεδα 

συγκέντρωσης από αυτά του 1960. Ως συµπέρασµα προκύπτει ότι είτε ελευθερώνεται στον 

αέρα από τη σηµερινή παραγωγή του σε κάποιες χώρες είτε προέρχεται από εξάτµιση των 

υπαρχόντων υπολειµµάτων από τις προηγούµενες χρήσεις του. Το DDT και οι µεταβολίτες 

του µεταφέρονται από το ένα µέσο στο άλλο µε διαδικασίες διαλυτοποίησης, προσρόφησης, 

βιοσυσσώρευσης και εξάτµισης και µεταξύ του ίδιου µέσου µέσω ρευµάτων, αέρα, διάχυσης. 

 Το DDT και οι κύριοι µεταβολίτες του (pp DDD, pp DDE) προσροφούνται ισχυρά στο 

έδαφος και είναι ελάχιστα διαλυτοί στο νερό. Ποσό ίσο µε 50% της αρχικής ποσότητας 
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εφαρµογής του, παραµένει στο έδαφος για 10-15 χρόνια. Στο έδαφος τα DDTs υφίστανται 

µια διαδικασία «ωρίµανσης» όπου αποµονώνονται µε αποτέλεσµα να περιορίζεται η 

διαθεσιµότητά τους στους µικροοργανισµούς (βιοαποδόµηση), η εκχύλιση τους από διαλύτες 

άρα και η τοξικότητα του στους οργανισµούς. Η «ωρίµανση» αυτή οφείλεται στη συνεχή 

διάχυση των DDTs στους µικροπόρους των συστατικών του εδάφους µε αποτέλεσµα να 

δεσµεύονται ισχυρά και να αποµονώνονται. Πλέον, τα µόρια των DDTs δεν είναι διαθέσιµα, 

ως υποστρώµατα, στους µικροοργανισµούς, στα φυτά και τα ζώα.  

 Η κύρια πηγή των απωλειών των DDTs από το έδαφος είναι η εξάτµιση και η έκπλυση 

στα υπόγεια ύδατα. Η διαδικασία της εξάτµισης των DDTs από το έδαφος και το νερό µπορεί 

να είναι συνεχώς επαναλαµβανόµενη και γι’ αυτό µεταφέρονται σε µακρινές αποστάσεις 

µέσω της διαδικασίας που χαρακτηρίζεται ως «παγκόσµια απόσταξη» από τις θερµές στις 

ψυχρότερες περιοχές της γης. 

Ο ρυθµός εξάτµισης από το έδαφος εξαρτάται και αυξάνεται µε την αύξηση της 

θερµοκρασίας και της έντασης του ηλιακού φωτός. Αντίστροφα, µεταφορά του από την 

ατµόσφαιρα στις υδάτινες επιφάνειες και το έδαφος γίνεται µέσω υγρής ή ξηρής εναπόθεσης. 

Στην αέρια φάση, τα DDTs αντιδρούν µε τις ρίζες υδροξυλίου (OH-) που παράγονται 

φωτοχηµικά και θεωρώντας τη µέση συγκέντρωση OH-  ως 1,5*10/cm3  ο χρόνος ηµιζωής του 

DDT θα είναι 37 ώρες στον αέρα. Οι εκτιµώµενοι χρόνοι ηµιζωής των µεταβολιτών DDE και 

DDD είναι 17 και 30 ώρες αντίστοιχα αφού αυτοί έχουν υψηλότερες τάσεις ατµών 

(παραµένουν περισσότερο στην ατµόσφαιρα). Έτσι µικρότερες ποσότητες των DDE, DDD 

προσροφούνται στο έδαφος σε σχέση µε το DDT. Η φωτοοξείδωση, τέλος, των DDTs, όπως 

αναφέρθηκε, δεν πραγµατοποιείται γρήγορα λόγω της «ωρίµανσης» και αποµόνωσης των 

µορίων τους στο έδαφος. 

Η ανθεκτικότητα των DDTs σε συνδυασµό µε την υψηλή λιποφιλία τους, οδηγεί στην 

βιοσυσσώρευση στους οργανισµούς. Έχουν αναφερθεί συντελεστές βιοσυσσώρευσης σε 

ψάρια που εκτέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις DDT για διαφορετικό χρονικό 

διάστηµα ίσοι µε 69100, 154100 και 51335 (IPCS 1995). Σύµφωνα µε τον WHO (2003), η 

υψηλή συσσώρευση DDT στους υδρόβιους οργανισµούς που εντάσσονται στα υψηλά 

επίπεδα της τροφικής αλυσίδας οφείλεται περισσότερο στην απευθείας δέσµευσή του από το 

νερό παρά στη διατροφή, δηλαδή η βιοµεγέθυνση υπολείπεται της βιοσυσσώρευσης. 
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α, β – endosulfan / endosulfan sulfate 

Οι δύο κύριες πηγές παρουσίας του endosulfan στο περιβάλλον είναι οι απώλειες από 

την αέρια εφαρµογή του και η εξάτµιση από το έδαφος και τις υδάτινες επιφάνειες. Στην 

ατµόσφαιρα µπορεί να µεταφερθεί σε µεγάλες αποστάσεις πριν την εναπόθεσή του. 

Η κατανοµή του στο περιβάλλον είναι αποτέλεσµα της ανθεκτικότητας και της 

µεταφοράς του.  Συγκεκριµένα, η κατανοµή του στις φάσεις αέρας/νερό επηρεάζει σηµαντικά 

την τύχη του στην ατµόσφαιρα. Σε επιφανειακά και υπόγεια ύδατα και γενικότερα σε υδατικά 

διαλύµατα το endosulfan υπόκεινται σε διαδικασίες υδρόλυσης, οξείδωσης, βιοαποδόµησης. 

Ο βαθµός της υδρόλυσης εξαρτάται από το PH της υδάτινης επιφάνειας και µε µείωση 

του PH αυξάνεται ο χρόνος ηµιζωής του. Η χηµική του αποδόµηση µελετήθηκε κάτω από 

αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες και βρέθηκε ότι σε αερόβιες συνθήκες υφίσταται 

υδρόλυση και οξείδωση ενώ σε αναερόβιες συνθήκες µόνο υδρόλυση. Ο χρόνος ηµιζωής από 

την εξάτµισή του από υδάτινες επιφάνειες είναι µεγαλύτερος από 1 χρόνο ενώ το α-ισοµερές 

εξατµίζεται πολύ περισσότερο από το β-ισοµερές. 

 Στο έδαφος φθάνει από την εφαρµογή του σε καλλιέργειες και απόθεση 

αχρησιµοποίητων συσκευασιών και απορροφάται ισχυρά και έχει ελάχιστη κινητικότητα η 

οποία εξαρτάται από τη σχέση kow=kackoc. Οι κύριες διαδικασίες αποδόµησης του endosulfan 

στο έδαφος περιλαµβάνουν φωτόλυση (στην επιφάνεια του εδάφους), υδρόλυση (υπό 

αλκαλικές συνθήκες) ή βιοαποδόµηση. Η βιοαποδόµηση υπό αερόβιες συνθήκες αποδίδει 

endosulfan sulfate (σε ποσοστό 30-60%) αλλά και υπό αναερόβιες (σε ποσοστό 3-8%). 

Μικρόβια της οικογένειας των ψευδοµονάδων µετατρέπουν το β-ισοµερές σε α-ισοµερές και 

βιοαποδοµούν και τα δύο σε endosulfan alcohol και endosulfan ether. Ο χρόνος ηµιζωής του 

«συνολικού»  endosulfan κυµαίνεται από 288 έως 2241 ηµέρες (UNEP 2007). 

Τα υπολείµµατα των ισοµερών endosulfan µετά την εφαρµογή τους σε επιφάνειες 

φυτών µειώνονται σε λιγότερο του 20% µια εβδοµάδα µετά την εφαρµογή και δεν 

ανιχνεύονται µετά 2-3 εβδοµάδες.  

Σε εργαστηριακά πειράµατα µελέτης της φωτόλυσης των α και β ισοµερών (αέρια 

φάση) κατά την έκθεση φύλλων φυτού στο ηλιακό φως παρατηρήθηκε µετατροπή του α-

ισοµερούς στο β-ισοµερές το οποίο είναι και πιο σταθερό, ενώ ο χρόνος ηµιζωής του 

εκτιµήθηκε στις 7 ηµέρες. Το endosulfan sulfate είναι σταθερό στην απευθείας φωτόλυση µε 

φως µήκους κύµατος > 300nm, αντιδρά όµως µε OH- και έχει χρόνο ηµιζωής στην 

ατµόσφαιρα 1,23 ώρες. 

Μελέτη των επιπέδων υπολειµµάτων του σε ψάρια, κατά τη συνεχή έκθεση υδάτινων 

οικοσυστηµάτων σε endosulfan, φανέρωσε ότι η συγκέντρωσή του µεγιστοποιείται µετά µια 
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περίοδο 7 ηµερών έως 2 εβδοµάδων. Ο µέγιστος συντελεστής βιοσυσσώρευσης µετρήθηκε 

περίπου σε 3000, ενώ σύµφωνα µε τη IUPAC µετρήθηκε 2755 σε ψάρια. Μια άλλη µελέτη 

µέτρησης υπολειµµάτων σε ψάρια έδειξε ότι η συγκέντρωση endosulfan µειώθηκε σε 

χαµηλές συγκεντρώσεις 3 µήνες µετά τον αεροψεκασµό του για τον έλεγχο της µύγας τσε-τσε 

στην Αφρική (3µηνη περίοδος ψεκασµού). Όµως, η ένωση ανιχνευόταν ακόµη στα ψάρια, 

µετά από 12 µήνες από τον τελευταίο ψεκασµό. Η συγκέντρωση υπολειµµάτων του 

κυµάνθηκε σε παρόµοια επίπεδα σε πουλιά που τρέφονται µε ψάρια και σε κροκοδείλους 

φανερόνοντας ότι δεν βιοµεγενθύνεται στην τροφική αλυσίδα (HSDB, 1999). H µελέτη των 

Rajendran, N., et al (1991) υπολόγισε συντελεστή βιοσυσσώρευσης <100 σε οστρακοειδή 

αλλά οι Schimmel, S.C et al. (1977) υπολόγισαν συντελεστές βιοσυσσώρευσης από 2400 έως 

11000 σε θαλασσινά ψάρια. Παρόλα αυτά, κατά την αξιολόγηση της ενεργού αυτής ουσίας 

από την IUPAC εντοπίστηκαν µια σειρά από τοµείς που γεννούν ανησυχίες. Αυτό συµβαίνει 

όσον αφορά την τύχη και τη συµπεριφορά της στο περιβάλλον, καθώς η πορεία 

αποικοδόµησης της δραστικής ουσίας δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως και σε µελέτες σχετικά 

µε την αποικοδόµηση της στο έδαφος, στο νερό/ίζηµα καθώς και σε µελέτες του 

µεσοκόσµου, βρέθηκαν άγνωστοι µεταβολίτες. Όσον αφορά την οικοτοξικολογία 

παραµένουν πολλές ανησυχίες, καθώς µε βάση τα διαθέσιµα στοιχεία δεν µπορούν να 

αξιολογηθούν ικανοποιητικά οι µακροπρόθεσµοι κίνδυνοι και ειδικότερα η παρουσία των 

προαναφερθέντων µεταβολιτών. Επίσης, τα διαθέσιµα στοιχεία δεν επιτρέπουν να εξεταστεί 

επαρκώς η έκθεση των χειριστών σε συνθήκες κλειστού χώρου. Επιπλέον, η ουσία 

endosulfan είναι πτητική, ο κύριος µεταβολίτης της είναι ανθεκτικός και εντοπίστηκε στα 

αποτελέσµατα παρακολούθησης περιοχών στις οποίες δεν χρησιµοποιείται η εν λόγω ουσία. 

Κατά συνέπεια, καθώς παραµένουν οι ανησυχίες αυτές, οι διενεργηθείσες αξιολογήσεις µε 

βάση τα υποβληθέντα στοιχεία δεν απέδειξαν ότι είναι δυνατόν, υπό τις προτεινόµενες 

συνθήκες χρήσης, τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα που περιέχουν την ουσία endosulfan να 

πληρούν γενικά τις απαιτήσεις που καθορίζονται στο άρθρο 5 παράγραφος 1 στοιχεία α) και 

β) της οδηγίας 91/414/ΕΟΚ (Εγκύκλιος ΥΠΑΑΤ, 2006). Το α-ισοµερές είναι λιγότερο 

ανθεκτικό από το β-ισοµερές ενώ το endosulfan sulfate εµφανίζεται ιδιαίτερα ανθεκτικό (U.S. 

Department of Health and Human Services, 2000). 

Endrin, endrin ketone, endrin aldehyde 

Το endrin εισάγεται στην ατµόσφαιρα µέσω της εφαρµογής του, της εξάτµισης αλλά 

και ως αέριο κατά τη διάρκεια παραγωγής. Από τις περισσότερες µελέτες διαφαίνεται ότι 

µετά την εφαρµογή του σε καλλιέργειες και εδάφη εξατµίζεται τάχιστα ενώ ο ρυθµός 
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εξάτµισης εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως το οργανικό υλικό και η υγρασία του 

εδάφους, η υγρασία της ατµόσφαιρας, ο άνεµος και η επιφάνεια των φυτών. Μετά την 

εφαρµογή του, το endrin οδηγείται στα επιφανειακά ύδατα κυρίως µέσω της επιφανειακής 

απορροής από το έδαφος και τις καλλιέργειες. Τα υγρά απόβλητα των περιοχών παραγωγής 

αλλά και η λανθασµένη αέρια εφαρµογή του συνεισφέρουν στην παρουσία του στο νερό 

αλλά τα υπολείµµατα του περιορίζονται σε τοπικό επίπεδο.  

Η ανίχνευση του endrin στο έδαφος είναι αποτέλεσµα της απευθείας εφαρµογής του 

στο έδαφος και στις καλλιέργειες. Στο έδαφος µπορεί να παραµείνει, να µεταφερθεί και να 

αποδοµηθεί. Προσροφάται ισχυρά, απορροφάται γρήγορα και µετακινείται δύσκολα ιδιαίτερα 

όταν το οργανικό φορτίο είναι υψηλό. Εκτός από τον τύπο του εδάφους, ο βαθµός παραµονής 

του στο έδαφος εξαρτάται από την εξάτµιση, την έκπλυση, την διάβρωση από τον αέρα, την 

επιφανειακή απορροή και την πρόσληψη από την καλλιέργεια. Ο χρόνος ηµιζωής στο έδαφος 

µπορεί να είναι 12 χρόνια. Γενικά, τα κύρια προϊόντα αβιοτικής και έµβιας αποδόµησης είναι 

τα: endrin ketone, endrin aldehyde, ισοµερή αλκοόλη. 

Αβιοτικά, το endrin µετατρέπεται από την υπεριώδη ακτινοβολία σε κετόνη και πολύ 

λιγότερο σε αλδεϋδή. Τα κύρια προϊόντα φωτόλυσης του endrin είναι η endrin ketone, η 

περαιτέρω αποδόµηση της οποίας αποδίδει endrin aldehyde, ισοµερή αλκοόλη και άλλα 

προϊόντα. Το endrin τόσο υπό την επίδραση ηλιακού φωτός όσο και κατά τη διάρκεια 

παραµονής του 5 χρόνια σε σκοτάδι υπό κανονική θερµοκρασία µετατράπηκε σε endrin-

ketone. 

Ο βιοµετασχηµατισµός του endrin στο περιβάλλον πραγµατοποιείται κυρίως µε δύο 

µηχανισµούς: µε φωτοαποσύνθεση και µε βακτηριακή αποδόµηση. Κατάλληλα είδη 

µικροβίων σε κατάλληλες εδαφικές συνθήκες βιοαποδοµούν το endrin υπό αναερόβιες 

συνθήκες µετατρέποντάς το κυρίως σε endrin ketone. Κύρια είδη βακτηρίων αποτελούν τα 

τριχόδερµα, οι ψευδοµονάδες, οι βάκιλλοι (WHO ,1992) 

 HCHs 

Τα HCHs δεν αποτελούν φυσικές ουσίες. Το τεχνικώς παραγόµενο προϊόν HCH 

αποτελείται από α- HCH, β- HCH, γ- HCH, δ- HCH, ε- HCH και άλλα ισοµερή, τα κυριότερα 

από τα οποία είναι τα γ και β ισοµερή. Το γ- HCH κατά την παρουσία του στο έδαφος µπορεί 

να απορροφηθεί από τα συστατικά του εδάφους και να αποδοµηθεί, να εκπλυθεί 

(καταλήγοντας στα υπόγεια ύδατα) και να εξατµιστεί στην ατµόσφαιρα. Εντούτοις, µελέτες 

έχουν καταλήξει ότι παραµένει στο έδαφος και αποδοµείται παρά υπόκειται σε έκπλυση. 
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Προσδεδεµένο στο έδαφος κατανέµεται στην ατµόσφαιρα ως αποτέλεσµα των αερίων 

ρευµάτων που δρουν στην επιφάνεια του εδάφους και της πτητικότητάς του.  

Για τον προσδιορισµό του χρόνου ηµιζωής κατά την διαδικασία της εξάτµισής του 

πραγµατοποιήθηκαν εργαστηριακές µελέτες σε εδάφη και φυτά (βρώµη) και προσδιορίστηκε 

ότι ο χρόνος ηµιζωής του γ- HCH είναι 2,3 -24,8 ηµέρες και 0,29 – 0,73 ηµέρες όταν η 

θερµοκρασία περιβάλλοντος είναι 10οC και 20οC αντίστοιχα. 

Γενικά, ο χρόνος ηµιζωής κατά την εξάτµιση µειώθηκε µε αύξηση της θερµοκρασίας 

και αυξήθηκε µε αύξηση της υγρασίας του υποστρώµατος εφαρµογής του. 

Άλλα πειράµατα φανέρωσαν ότι ο ρυθµός εξάτµισης του γ- HCH από το έδαφος είναι 

>20% από εδάφη και περίπου 55% από επιφάνειες φυτών κατά τη διάρκεια 24 ωρών. 

Στην ατµόσφαιρα οι  κύριες διαδικασίες µετατροπής των ισοµερών HCHs είναι η 

βιοαποδόµηση και η αβιοτική αποδόµηση (αποχλωρίωση) από την υπεριώδη ακτινοβολία, 

παράγοντας πενταχλωροκυκλοεξάνιο. Ο ρυθµός αποδόµησης του β- HCH στην ατµόσφαιρα 

είναι πολύ λιγότερο αργός σε σχέση µε το γ-ισοµερές καθιστώντας το β-ισοµερές το πιο 

ανθεκτικό από όλα τα ισοµερή. Έτσι το β- HCH βιοσυγκεντρώνεται στα ασπόνδυλα 

(BCF=195 σε 3 ηµέρες), στα ψάρια (BCF=950 – 1500 και 500000 στο λιπώδη ιστό σε 3-10 

ηµέρες), στα πουλιά και τον άνθρωπο (BCF = 595). Σύµφωνα µε τον WHO, το β – HCH 

χαρακτηρίζεται από την υψηλότερη βιοσυγκέντρωση και τη µικρότερη εξαφάνιση από όλα τα 

ισοµερή HCH (WHO, 2003). 

Heptachlor / Heptachlor epoxide 

Το heptachlor εµφανίζει ανθεκτικότητα στο έδαφος όπου µετατρέπεται κυρίως στο 

heptachlor epoxide. Ο χρόνος ηµιζωής του είναι περίπου 2 χρόνια σε κανονικό έδαφος ενώ το 

heptachlor epoxide είναι πολύ ανθεκτικό σε περαιτέρω αποδόµηση. Γενικά και οι δύο 

ενώσεις δεσµεύονται ισχυρά στο έδαφος και µετακινούνται πολύ αργά. Η έκπλυσή τους προς 

τα υπόγεια ύδατα είναι περιορισµένη όπως προέκυψε κατά την πραγµατοποίηση µελέτης 

κατά την οποία βρέθηκε ότι το δυναµικό έκπλυσης του heptachlor στα 15cm εδάφους 

(παράγοντας που εκφράζει τη συγκέντρωση στην αέρια φάση πάνω από το 

έδαφος/συγκέντρωση στο έδαφος) είναι 5,5×10-3 (πολύ χαµηλή τιµή). Το heptachlor epoxide 

δεν υφίσταται έκπλυση στα υπόγεια ύδατα, αλλά προσροφάται ισχυρά στο νερό (στα 

αιωρούµενα στερεά σωµατίδια) και στο ίζηµα του βυθού.  

Ωστόσο, η κύρια διαδικασία µεταφοράς του heptachlor από το έδαφος είναι η εξάτµισή 

του. Η θερµοκρασία και η υγρασία επηρεάζουν σηµαντικά την ανθεκτικότητα των heptachlor 

και heptachlor epoxide κατά την εξάτµισής τους από το έδαφος. Η αύξηση τη θερµοκρασίας 
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µειώνει τους χρόνους ηµιζωής (εξατµίζεται περισσότερο) ενώ η ανθεκτικότητά τους είναι 

µεγαλύτερη σε εδάφη µε υγρασία. Επίσης, σηµαντικός παράγοντας που επηρεάζει την 

µετακίνησή τους στο έδαφος αποτελεί το περιεχόµενο οργανικό υλικό του εδάφους.  

Εξαιτίας της µεγάλης ανθεκτικότητάς τους και των υψηλών τιµών δεικτών λιποφιλίας 

(kow) οι ενώσεις αυτές βιοσυσσωρεύονται στους ζωικούς οργανισµούς ενώ µετρήθηκαν τιµές 

BCF 9500 και 14400 για το heptachlor και heptachlor epoxide αντίστοιχα (WHO, 2003). 

 

1.5.4.2 Πολυχλωριωµένα διφαινύλια 

Η παραγωγή των PCBs ξεκίνησε τη δεκαετία 1920. Η συνολική εµπορική παραγωγή 

ανέρχεται σε 2×109 kg από τα οποία τα 2×108 kg παραµένουν στο περιβάλλον και υπόκεινται 

σε διαδικασίες µεταφοράς, κατανοµής στις φάσεις έδαφος/αέρας/νερό και µετατροπής σε 

µεταβολίτες. 

Η κύρια διαδικασία µεταφοράς των PCBs στο περιβάλλον είναι η εξάτµιση από 

επιφανειακά ύδατα και από το έδαφος. Όπως φανέρωσε µελέτη στη λίµνη Μίσιγκαν της 

Βορείου Αµερικής η εξάτµιση είναι η κυριότερη διαδικασία µετακίνησης των PCBs από τις 

λίµνες. Παρόλα αυτά, ο ρυθµός εξάτµισης από τις υδάτινες επιφάνειες µειώνεται σηµαντικά 

εξαιτίας της κατανοµής των PCBs µεταξύ νερού και ιζήµατος (προσρόφηση). Γενικά, η 

προσρόφηση αυξάνεται µε αύξηση του οργανικού υλικού του ιζήµατος και των 

µικροσωµατιδίων του νερού. 

Τα PCBs προσροφούνται και ιζηµατοποιούνται µε αποτέλεσµα να ακινητοποιούνται για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα στα υδάτινα συστήµατα. Στη συνέχεια µπορούν να 

επαναδιαλυτοποιηθούν στο νερό και να εξατµιστούν στην ατµόσφαιρα. Ο ρυθµός της 

επαναδιαλυτοποίησης και της εξάτµισης είναι µεγαλύτερος το καλοκαίρι σε σχέση µε το 

χειµώνα. Γίνεται, λοιπόν, φανερό πως τα PCBs δρουν ως αποθήκη στο περιβάλλον στο οποίο 

απελευθερώνονται αργά. 

Τα PCBs που βρίσκονται ή µεταφέρονται φυσικά στη ατµόσφαιρα µετακινούνται µέσω 

υγρής ή ξηρής εναπόθεσης. Η ξηρή εναπόθεση πραγµατοποιείται µε την επίδραση της 

βαρύτητας προς το έδαφος και το νερό, ενώ η υγρή εναπόθεση πραγµατοποιείται µέσω της 

βροχής, της οµίχλης, του χιονιού. Βρίσκονται σε κάθε φυσικό υπόστρωµα στο περιβάλλον 

και βιοσυγκεντρώνεται και βιοσυσσωρεύονται στους οργανισµούς. Η βιοσυσσώρευσή τους 

στους υδρόβιους οργανισµούς εξαρτάται εκτός από τη συγκέντρωσή τους στο νερό και στο 

ίζηµα και από το επίπεδο της υδάτινης επιφάνειας στο οποίο οι οργανισµοί διαβιούν και 

τρέφονται. Έτσι, επειδή κατά τη διαδικασία µεταφοράς των PCBs από την ατµόσφαιρα στο 
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νερό η συγκέντρωσή τους εµφανίζεται  500 υψηλότερη στην επιφάνεια του νερού η 

βιοσυγκέντρωση θα είναι δεκάδες φορές υψηλότερη στους οργανισµούς που διαβιούν σ’αυτό 

το στρώµα νερού. 

Όµως, στο ίζηµα η συγκέντρωση PCBs είναι γενικά υψηλότερη από ότι στο νερό µε 

αποτέλεσµα η βιοσυγκέντρωσή τους στα ψάρια βυθού να είναι µεγαλύτερη. Στα ψάρια 

βιοσυσσωρεύονται στο λιπώδη ιστό (από τον οποίο αποµακρύνονται αργά) και κυρίως  στο 

λιπώδη ιστό των οργάνων αφού περιέχουν υψηλότερο ποσό πολικών λιπιδίων (π.χ. 

φωσφολιπίδια). Εν τέλει, µέσω της τροφικής αλυσίδας βιοµεγενθύνονται στους ανώτερους 

ζωικούς οργανισµούς. Παρολ’αυτά τα επίπεδα τιµών τους στα ψάρια της λίµνης Οντάριο που 

βρίσκονται στην κορυφή της τροφικής αλυσίδας µειώνονται από το 1970 και µετά αλλά µε 

µικρότερο βαθµό µείωσης σήµερα. Γενικά, τα περισσότερο χλωριοµένα συµπαράγωγα 

αυξάνονται µε το χρόνο σε σχέση µε τα λιγότερο χλωριοµένα αφού τα πρώτα αποδοµούνται 

πιο αργά. Για παράδειγµα, η αναλογία των µορίων PCBs µε 4 ή 5 άτοµα χλωρίου µειώθηκε 

κατά 6% σε πέστροφες της λίµνης Οντάριο ενώ η µείωση των µορίων µε 7 ή 8 άτοµα 

χλωρίου αυξήθηκε κατά 7% και 4% αντίστοιχα κατά τη διάρκεια των ετών 1977-1993. 

 Στο περιβάλλον, τα PCBs µπορούν να µετασχηµατιστούν και να αποδοµηθούν µε 

διαδικασίες που εξαρτώνται από το βαθµό χλωρίωσης του διφαινυλίου και τη µορφή της 

χλωρίωσης. Αύξηση του βαθµού χλωρίωσης και της οµοιοµορφίας της δοµής του µορίου 

αυξάνει την ανθεκτικότητα των συµπαράγωγα PCBs. Για παράδειγµα, µη χλωριωµένα άτοµα 

άνθρακα του διφαινυλίου ευνοούν το µεταβολισµό τους µέσω σχηµατισµού ενδιάµεσων 

προϊόντων (a rene oxide). Μελέτη των Kubatova et. al ,1998 (IPCS 1995) της αποδόµησης 

του PCB 11 (coplanar συµπαράγωγο) φανέρωσε ότι τα coplanar αποδοµούνται µέσω 

αναγωγικής αποχλωρίωσης από αναερόβια βακτήρια.  

Στην ατµόσφαιρα, οι δύο κύριες οδοί αποδόµησης είναι η αντίδραση µε ρίζες ΟΗ και η 

φωτόλυση. 

Κατά την αντίδραση των PCBs µε ρίζες ΟΗ οι χρόνοι ηµιζωής τους αυξάνονται µε 

αύξηση του βαθµού χλωρίωσης έτσι ώστε στην τροπόσφαιρα οι χρόνοι να είναι 3,5 – 7,6 

ηµέρες για τα µονοχλώρο- PCBs, 5,5 -11,8 ηµέρες για τα δίχλωρο- PCBs, 9,7 – 20,8 για τα 

τρίχλωρο- PCBs και 41,6 – 83,2 ηµέρες για τα πενταχλωρο- PCBs. Η φωτόλυση των PCBs 

περιλαµβάνει αποχλωρίωση, πολυµερισµό και υδροξυ – κάρβοξυ αντιδράσεις.  

Στο νερό, η φωτόλυση αποτελεί την κύρια διαδικασία αποδόµησης. Οι χρόνοι ηµιζωής 

των µόνο - χλώρο έως τέτρα - χλωρο PCBs που φωτολύονται µε το ηλιακό φως κατά τη 

διάρκεια του καλοκαιριού, σε βάθος 0,5cm στο νερό, εκτιµώνται από 17 έως 210 ηµέρες.  
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Κατά τη διάρκεια του χειµώνα ο ρυθµός φωτόλυσης είναι πολύ αργός και µειώνεται µε 

αύξηση του βαθµού χλωρίωσης. Η βιοαποδόµηση των PCBs αναµένεται να είναι πιο 

εκτεταµένη εν σχέσει µε την αβιοτική στο νερό αλλά πολύ περισσότερο στο έδαφος και τα 

ιζήµατα λόγω της υψηλότερης συγκέντρωσης πληθυσµών µικροοργανισµών και δύναται να 

πραγµατοποιηθεί από αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες. Η βιοαποδόµηση εξαρτάται από το 

βαθµό και τη διευθέτηση της χλωρίωσης στο διφαινύλιο, την συγκέντρωση του PCB, τον 

τύπο των µικροβιακών πληθυσµών, τη θερµοκρασία και το υπόστρωµα. Γενικά, υπό αερόβιες 

συνθήκες πραγµατοποιείται σε δύο στάδια· κατά το πρώτο, τα PCBs µετατρέπονται σε 

χλωριωµένα βενζοϊκά οξέα και κατά το δεύτερο αποδοµούνται σε CO2 και ανόργανα 

χλωριούχα άλατα. Η φωτόλυση των PCBs στο έδαφος πραγµατοποιείται σε µικρό βαθµό 

(IPCS 1995). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 

 

 

 

ΑΝΑΛΥΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ 

ΟΡΓΑΝΟΧΛΩΡΙΩΜΕΝΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ 

 

2.1 Εισαγωγή 

Τα οργανοχλωριωµένα φυτοφάρµακα και τα πολυχλωριοµένα διφαινύλια (οι 

οργανοχλωριωµένες ενώσεις της µελέτης) έχουν ανθρώπινη προέλευση και προκαλούν 

περιβαλλοντική ρύπανση. Εξαιτίας της λιπιδικής φύσης και της αντοχής τους, 

βιοσυσσωρεύονται στην τροφική αλυσίδα και παρόλο που έχει απαγορευτεί ή έχει 

περιοριστεί η εφαρµογή τους από τη δεκαετία 1970, προκαλούν την ιδιαίτερη ανησυχία των 

ανθρώπων αφού λαµβάνουν τέτοιες ενώσεις µέσω της τροφής. Έτσι είναι αναγκαιότητα, για 

τη διασφάλιση της περιβαλλοντικής προστασίας και άρα της ανθρώπινης υγείας, η χρήση 

αξιόπιστων και ευαίσθητων αναλυτικών µεθόδων για τον προσδιορισµό των υπολειµµάτων 

αυτών των ενώσεων στα περιβαλλοντικά δείγµατα και στα τρόφιµα. Κάθε αναλυτική µέθοδος 

που χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό αυτών των ενώσεων απαιτείται να κατέχει 

ικανότητα ελάχιστης ανιχνεύσιµης τιµής ώστε οι ενώσεις να ανιχνεύονται και να 

προσδιορίζονται σε πολύ χαµηλά επίπεδα συγκέντρωσης (ppb ή ppt). Επιπρόσθετα, ο 

αναλυτικός προσδιορισµός απαιτείται να γίνεται µε τη χρήση εκλεκτικών µεθόδων που να 

επιτρέπουν δηλαδή τον προσδιορισµό παρά την ταυτόχρονη παρουσία και άλλων ουσιών 

(οργανικών ή ανόργανων) στο υπόστρωµα. Οι συνυπάρχουσες ουσίες είναι δυνατόν να 

παρεµποδίζουν τον προσδιορισµό της επιθυµητής ένωσης, ιδιαίτερα όταν αυτή βρίσκεται σε 

πολύ χαµηλή συγκέντρωση στο υπόστρωµα. Λαµβάνοντας υπόψη τις παραπάνω 

προϋποθέσεις, διακρίνουµε τις αναλυτικές µεθόδους προσδιορισµού υπολειµµάτων σε δύο 

κατηγορίες: τις ειδικές (specific), όταν προσδιορίζεται µια ένωση και τις 
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πολυυπολειµµατικές (multiresidue) όταν προσδιορίζονται ταυτόχρονα πολλές ενώσεις της 

ίδιας ή διαφορετικών κατηγοριών. Η βασική διαδικασία ανάλυσης και ελέγχου των 

δειγµάτων τροφίµων για τον προσδιορισµό οργανοχλωριωµένων ενώσεων περιλαµβάνει 

τέσσερα κύρια στάδια: 

i. ∆ειγµατοληψία – Προκατεργασία δείγµατος 

ii. Εκχύλιση των υπολειµµάτων 

iii. Καθαρισµός δειγµάτων εκχύλισης 

iv. Προσδιορισµός των αναλυόµενων ενώσεων 

 

2.2 ∆ειγµατοληψία – Προκατεργασία δείγµατος 

Για τον έλεγχο υπολειµµάτων οργανοχλωριωµένων ενώσεων στα τρόφιµα απαιτείται η 

λήψη αντιπροσωπευτικού δείγµατος από το υπό ανάλυση τρόφιµο, δηλαδή κατάλληλη 

ποσότητα και κατάλληλος τρόπος δειγµατοληψίας και αποθήκευσης. Η ανάγκη για τη λήψη 

της µικρότερης δυνατής ποσότητας δείγµατος θα πρέπει να εξισορροπείται µε την ανάγκη για 

τη χρήση όσο το δυνατόν περισσότερο αντιπροσωπευτικού δείγµατος προς ανάλυση. Γι’αυτό, 

στα στερεά κυρίως δείγµατα π.χ. ζωικοί ιστοί, λαχανικά, φρούτα για την ορθή δειγµατοληψία 

απαιτείται κατάλληλη προκατεργασία του δείγµατος, η οποία συνίσταται στη διάρρηξη της 

κυτταρικής δοµής. ∆ηλαδή, το αναλυόµενο δείγµα τροφίµου, διαχωρίζεται σε όσο το δυνατόν 

µικρότερα κοµµάτια δηµιουργώντας έτσι µεγαλύτερη επιφανειακή περιοχή για την 

πληρέστερη εκχύλιση των ενώσεων. Αυτός ο διαχωρισµός µπορεί να περιλαµβάνει τεµαχισµό 

ή/και άλεσµα (mincing) του δείγµατος ακολουθούµενο από οµογενοποίηση µε ή χωρίς την 

παρουσία νερού ή οργανικού διαλύτη και από τη λήψη αντιπροσωπευτικού δείγµατος. Κατά 

διαφορετικό τρόπο για την πλήρη διάρρηξη της κυτταρικής δοµής του δείγµατος µπορούν να 

προστεθούν κατά το άλεσµα απορρυπαντικές ή λειαντικές ουσίες. Οι απορρυπαντικές ουσίες 

π.χ. δωδεκασουλφονικό νάτριο, συνεισφέρουν στη διάλυση των λιπαρών συστατικών αλλά 

και στην εκχύλιση και καθαρισµό του δείγµατος. Οι λειαντικές ουσίες π.χ. άµµος 

συµβάλλουν στην καταστροφή της κυτταρικής δοµής δρώντας ταυτόχρονα ως αφυδατικό 

µέσο (θειικό νάτριο, σίλικα) διευκολύνοντας τη διαδικασία της εκχύλισης (Barker S. A., 

2000). Γενικά, θα πρέπει η δειγµατοληψία και προκατεργασία του δείγµατος να διεξάγεται 

σύµφωνα µε αντίστοιχα πρωτόκολλα διεθνών ή εθνικών οργανισµών π.χ. FAO/WHO, EPA. 
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2.3 Εκχύλιση των υπολειµµάτων των οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

2.3.1 Γενικά 

Η εκχύλιση υπολειµµάτων οργανοχλωριωµένων ενώσεων αποσκοπεί στο διαχωρισµό 

τους από το µητρικό υλικό είτε αποµονώνοντας την προσδιοριζόµενη ένωση είτε 

αποµακρύνοντας τις παρεµποδίζουσες ουσίες. Οι µεθοδολογίες εκχύλισης βασίζονται στην 

κατανοµή των ενώσεων µεταξύ ενός διαλύτη που δεν αναµιγνύεται µε το νερό και της 

υδατικής φάσης ή στην αποµόνωση των ενώσεων σε µια στήλη ή σε στερεάς φάση 

υπόστρωµα. Είναι µια επιθυµητή κατανοµή των ενώσεων από το δείγµα υλικού προς το 

εκχυλιζόµενο δείγµα κατά την οποία µεγάλη σηµασία έχει η πολικότητα και η διαλυτότητα 

των ενώσεων στο νερό. Για παράδειγµα, σε προϊόντα ζωικής προέλευσης όπου στις 

περισσότερες περιπτώσεις οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις συσσωρεύονται στο λίπος, τα 

πρωταρχικά στάδια εκχύλισης περιλαµβάνουν αποµόνωση του λίπους από το υλικό είτε µε 

εκχύλιση (π.χ. γάλα, αυγά) είτε µε διαχωρισµό (π.χ. κρέας) ενώ στη συνέχεια το λίπος 

επαναδιαλύεται σε κατάλληλο διαλύτη. Η απόδοση µιας µεθόδου εκχύλισης εξακριβώνεται 

µε πειράµατα ανάκτησης κατά τα οποία το δείγµα εµπλουτίζεται µε πρότυπα γνωστών 

συγκεντρώσεων και στη συνέχεια προσδιορίζεται η τιµή της συγκέντρωσης αυτών. Είναι 

όµως απαραίτητο να διαφυλαχθεί ότι η δέσµευση των ενώσεων µε το δείγµα, στα πειράµατα 

ανάκτησης,  είναι της ίδιας φύσης µε τη δέσµευσή τους στη φυσική κατάσταση του 

δείγµατος.  

 

2.3.2 Εκχύλιση Soxhlet (SOX) 

Η εκχύλιση Soxhlet  αναπτύχθηκε στο τέλος του 19ου αιώνα και αποτελεί τη συχνότερα 

χρησιµοποιούµενη µέθοδο υγρής-στερεής εκχύλισης οργανοχλωριωµένων ενώσεων από 

στερεά υποστρώµατα. Κατ’αυτήν τη µέθοδο, το δείγµα τοποθετείται σε ένα γυάλινο σκεύος 

(σχήµατος δαχτυλήθρας) εντός της συσκευής Soxhlet και διαπερνάται συνεχώς µε 

συµπυκνωµένους ατµούς διαλύτη. Οι συνθήκες αυτής της τεχνικής εκχύλισης ποικίλουν αλλά 

συνήθως περιλαµβάνουν: χρήση περίπου 100 ml διαλύτη, 5-50 g στερεού δείγµατος και 

χρόνο εκχύλισης 4-18 ώρες. Η µέθοδος έχει αρκετά µειονεκτήµατα τα οποία συνοψίζονται 

στα εξής: 

• Απαιτείται µεγάλος όγκος διαλύτη 

• Γίνεται χρήση υπερκαθαρών και µη-πολικών διαλυτών (διχλωροµεθάνιο, µίγµα 

εξανίου-ακετόνης, µίγµα διχλωροµεθανίου-εξανίου) 
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• Πραγµατοποιείται εκρόφηση στερεού υλικού στο εκχυλιζόµενο δείγµα και άρα 

παραγωγή βρώµικων εκχυλισµάτων που απαιτούν εκτεταµένο καθαρισµό 

• ∆εν υπάρχει δυνατότητα αυτοµατοποίησης (Ahmed E. F., 2001). 

 

2.3.3 Υγρή-υγρή εκχύλιση (Liquid-liquid extraction) 

Πρόκειται για τη συνηθέστερα χρησιµοποιούµενη µέθοδο εκχύλισης ενώσεων από 

υδατικό υπόστρωµα. Βασίζεται στην κατανοµή µιας διαλυµένης ουσίας µεταξύ δύο υγρών τα 

οποία δεν αναµιγνύονται µεταξύ τους. Η ουσία κατανέµεται µεταξύ των δύο διαλυτών 

(φάσεις) σε ορισµένη αναλογία που περιγράφεται από τη σχέση KD=C2/C1, όπου KD ο 

συντελεστής κατανοµής που συνδέεται µε τις σχετικές διαλυτότητες της ουσίας στους δύο 

διαλύτες και C1,C2 οι συγκεντρώσεις αυτής στους δύο διαλύτες. Στην περίπτωση των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων γίνεται κατανοµή µεταξύ του υδατικού δείγµατος και ενός 

οργανικού διαλύτη µη αναµίξιµου µε το νερό. Έτσι ώστε τα ανόργανα ιόντα και οι πολικές 

οργανικές ενώσεις να βρίσκονται σε µεγαλύτερο ποσοστό στην υδατική φάση ενώ οι µη 

πολικές οργανικές ενώσεις να βρίσκονται κατά κύριο λόγο στην οργανική φάση 

(∆εληγιαννάκης Ι. και Χελά ∆., 2003). 

Κατά την υγρή-υγρή εκχύλιση, συγκεκριµένος όγκος του προς εκχύλιση δείγµατος 

φέρεται σε επαφή µε συγκεκριµένο όγκο του εκχυλιστικού µέσου µέσα σε διαχωριστική 

χοάνη και αναταράσσεται µέχρις ότου αποκατασταθεί ισορροπία οπότε και διαχωρίζονται οι 

δύο φάσεις. Όσο µεγαλύτερος είναι ο συντελεστής κατανοµής και όσο περισσότερες οι 

διαδοχικές εκχυλίσεις τόσο περισσότερο µετακινείται µια ένωση από τη µια φάση στην άλλη. 

Γι’ αυτό είναι απαραίτητος ο συνδυασµός της πολικότητας διαλύτη µε τη διαλυτότητα της 

αναλυόµενης ένωσης. Συνήθως χρησιµοποιείται µίγµα διαλυτών ώστε να επιτευχθεί η 

επιθυµητή δύναµη διάχυσης και διάλυσης των ενώσεων. Έτσι, µη πολικοί διαλύτες (εξάνιο) 

χρησιµοποιούνται  για την εκχύλιση από λιπαρά υποστρώµατα και µέτριας πολικότητας 

διαλύτες (ακετόνη, διχλωροµεθάνιο) για την εκχύλιση ενώσεων από υποστρώµατα µε υψηλό 

ποσό υγρασίας. Η τεχνική αυτή είναι αργή και επίπονη ενώ συγκεντρώνει ορισµένα 

µειονεκτήµατα, όπως: σχηµατισµός σταθερών γαλακτωµάτων, κατανάλωση µεγάλων 

ποσοτήτων οργανικών διαλυτών, επιβάρυνση µε τοξικά απόβλητα, επιπρόσθετα στάδια 

καθαρισµού του εκχυλιζόµενου δείγµατος. Εναλλακτικά, αναπτύχθηκε η υγρή-υγρή 

µικροεκχύλιση (Micro liquid-liquid extraction, MLLE) η οποία βασίζεται στην εκχύλιση από 

έναν µεγάλο όγκο νερού (400ml) σε έναν πολύ µικρό όγκο οργανικού διαλύτη (500µl) και 
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την απευθείας ανάλυση σε χρωµατογράφο παραλείποντας το στάδιο της συµπύκνωσης 

(Balinova, A., 1996). 

 

2.3.4 Υγρή-στερεή εκχύλιση (Solid phase extraction, SPE) 

Η υγρή-στερεή εκχύλιση ή εκχύλιση δια της στερεάς φάσης αναπτύχθηκε ως 

εναλλακτική τεχνική της υγρής-υγρής εκχύλισης. Χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό, 

καθαρισµό, συγκέντρωση ενώσεων από υδατικά αλλά και στερεά (µετά από κατεργασία) 

υποστρώµατα. Η τεχνική αυτή περιλαµβάνει τα εξής στάδια: i) προετοιµασία του 

προσροφητικού υλικού, ii) διήθηση του δείγµατος, iii) έκπλυση για την αποµάκρυνση 

παρεµποδιζουσών ουσιών, iv) εκρόφηση και ανάκτηση των προς ανάλυση ενώσεων. 

Πραγµατοποιείται είτε σε µικροστήλες που περιέχουν κατάλληλο προσροφητικό υλικό είτε 

σε δίσκους εκχύλισης όπου το προσροφητικό υλικό έχει ενσωµατωθεί σε πολυµερή 

µεµβράνη. Αρχικά, το υδατικό δείγµα διέρχεται από το στερεό υλικό της στήλης ή του δίσκου 

όπου και συγκρατούνται οι προς ανάλυση ενώσεις. Στη συνέχεια οι ενώσεις αυτές εκλούονται 

µε τη βοήθεια κατάλληλης ποσότητας οργανικού διαλύτη.  

Η τεχνική βασίζεται στους µηχανισµούς της προσρόφησης και της κατανοµής µιας 

ουσίας. Έτσι, οι οργανικές ενώσεις που είναι διαλυµένες στην υδατική φάση προσροφούνται 

πάνω σε στερεά υποστρώµατα κατανεµηµένες µεταξύ της επιφάνειας του προσροφητικού 

υλικού και της υδατικής φάσης. Η εκχύλιση είναι τότε αποτέλεσµα των αναταγωνιστικών 

αλληλεπιδράσεων των ιοντικών δυνάµεων που συγκρατούν τις διαλυµένες ενώσεις στην 

υδατική φάση και των δυνάµεων διάχυσης που προκαλούν τη µεταφορά των ενώσεων από το 

υδατικό µέσο στα προσδεµένα οργανικά µόρια που βρίσκονται στην προσροφητική 

επιφάνεια. Μετά, οι ενώσεις µπορούν να µεταφερθούν σε κάποιο οργανικό διαλύτη µε 

µεγαλύτερο συντελεστή διάχυσης. Οι ισχυρές, αντιστρεπτές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

προς ανάλυση ενώσεων και του προσροφητικού υλικού διακρίνονται σε υδρόφοβες δυνάµεις  

(δεσµοί van de Waals), πολικές δυνάµεις (δεσµοί υδρογόνου, διπόλου-διπόλου) και 

επιδράσεις ιονανταλλαγής.  

Τα επιφανειακά τροποποιηµένα υλικά παρασκευάζονται µε την επίδραση κατάλληλου 

µόνο, δι, τριχλωρο σιλανίου σε σίλικα πηκτής (στατική φάση) δηµιουργώντας µια 

επιφανειακή επίστρωση οργανικού υλικού το οποίο αντικαθιστά τις υδροξυλοµάδες που 

αποτελούσαν τις δραστικές οµάδες της στατικής φάσης.  



Κεφάλαιο 2 

56 

 
Τα υλικά σύµφωνα µε τις δραστικές οργανικές οµάδες που δεσµεύονται σ’ αυτά, 

διακρίνονται σε: 

i)  Ανάστροφης φάσης (Reversed phase) 

Χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση σχετικά µη-πολικών ενώσεων από πολικό 

δείγµα π.χ. νερά. Οι οργανικές δραστικές οµάδες είναι σχετικά υδρόφοβες όπως 

οκταδεκυλσιλυλ-σιλάνια, ή οργανικά πολυµερή µε βενζολικούς δακτυλίους (C-18 ή ODS, C-

8 προσδεµένη σίλικα, πορώδη πολυµερή, γραφιτικός άνθρακας, συµπολυµερή στυρολίου-

διβίνυλβενζόλιο (PS-DVB).  Η εκρόφηση πραγµατοποιείται µε οργανικό διαλύτη. 

ii) Κανονικής φάσης (Normal phase) 

Χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση πολικών ενώσεων από µη-πολικά υποστρώµατα 

(Alumina, florisil, silica gel). Οι οργανικές οµάδες είναι πολικές και για την εκρόφηση 

χρησιµοποιείται πολικός διαλύτης.  

iii) Ιονανταλλαγής (Ion – exchange) 

Χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση ιοντικών ενώσεων ή ενώσεων που µπορούν να 

µετατραπούν σε ιοντικές µε χρήση οργανικού διαλύτη π.χ. ιονανταλλακτικές ρητίνες 

(∆εληγιαννάκης Ι. και Χελά ∆. (2003),  Lambropoulou D. A. & Albanis T. A. (2007), 

A.L.Caprioti et.al., (2010)). 

Τα υλικά προσδεµένης φάσης είναι σταθερά κατά την επίδραση οργανικών διαλυτών. 

Το µέσο µέγεθος των πόρων τους είναι περίπου 60 Α ώστε να µπορούν να εκχυλίσουν 

οργανικές ενώσεις µοριακού βάρους έως περίπου 15.000. Υψηλές τιµές pH (>8) διαλυµάτων 

δείγµατος µπορούν να προκαλέσουν µερική υδρόλυση. 

Τα πλεονεκτήµατα της τεχνικής έναντι υγρών-υγρών διεργασιών είναι α) υψηλότερες 

ανακτήσεις, β) αποτελεσµατικότερη προσυγκέντρωση, γ) περιορισµένη χρήση οργανικού 

διαλύτη, δ) όχι προβλήµατα σχηµατισµού γαλακτωµάτων ή φυσαλίδων, ε) συντοµότερος 

χρόνος προετοιµασίας του δείγµατος, στ) ευκολία χειρισµού, ζ) ευκολότερη προσαρµογή σε 

αυτοµατοποιηµένη διαδικασία. (Kataoka, H., 2003). 
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Στα σχήµατα 1 και 2, φαίνεται η διαδικασία εκχύλισης δια της στερεάς φάσης σε 

µικροστήλες και µε δίσκους αντίστοιχα. 

 
Σχήµα 2.1  ∆ιαδικασία εκχύλισης δια της στερεής φάσης µε µικροστήλες (cartridges) (Bulletin 910, 

Supelco, Sigma-Aldrich Co., 1998) 

 

 
Σχήµα 2.2  Σύστηµα υγρής-στερεής εκχύλισης µε δίσκους εκχύλισης 

 

2.3.5 Υγρή-στερεή µικροεκχύλιση (solid phase microextraction, SPME) 

Η τεχνική της υγρής-στερεής µικροεκχύλισης εισήχθη στην αναλυτική χηµεία στις 

αρχές της δεκαετίας 1990. Πρόκειται για µια εύκολη, απλή, γρήγορη, αυτοµατοποιηµένη 

τεχνική που πραγµατοποιείται χωρίς τη χρήση διαλυτών και αποτελείται από δύο ξεχωριστά 

στάδια: 

- την εκχύλιση (δέσµευση των αναλυτέων ενώσεων σε µια στατική οργανική φάση) 

- την εκρόφηση 
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Σχήµα 2.3  Οργανολογία της τεχνικής της υγρής-στερεής µικροεκχύλισης. 

 
Μια ίνα από σίλικα µήκους περίπου 1 cm επικαλύπτεται µε µια στατική φάση συνήθως 

πολυσιλοξάνιο ή άλλο πολυµερές. Η ίνα προσαρµόζεται κατάλληλα σε µια τροποποιηµένη 

σύριγγα και βυθίζεται στο υπό ανάλυση διάλυµα για καθορισµένο χρόνο (2-15 λεπτά για 

υγρά δείγµατα) όπου οι αναλυτέες ενώσεις προσροφούνται. Στη συνέχεια η σύριγγα 

προσαρµόζεται σε ένα αέριο χρωµατογράφο όπου οι ενώσεις εκροφούνται θερµικά και 

ακολούθως προσδιορίζονται. Η µέθοδος βασίζεται στην κατανοµή των αναλυτών µεταξύ της 

υδατικής φάσης και της οργανικής στατικής φάσης (άµεση εκχύλιση) ή µεταξύ της αέριας 

φάσης πάνω από το υπό ανάλυση δείγµα και της οργανικής στατικής φάσης (headspace 

εκχύλιση). Το πρώτο είδος εκχύλισης χρησιµοποιείται για καθαρά υγρά δείγµατα ενώ το 

δεύτερο είδος για δείγµατα µε ακαθαρσίες ή ευαίσθητα στη φωτοαποδόµηση όπως π.χ. 

κάποια PCBs. Οι παράγοντες που επηρεάζουν την εκχύλιση είναι: ο τύπος της ίνας, ο χρόνος 

εκχύλισης, η ιονική ισχύς του δείγµατος, το pH, η θερµοκρασία εκχύλισης και η ανάδευση 

του δείγµατος. Κάποια υλικά που χρησιµοποιούνται για την επικάλυψη είναι το 

πολυδιµέθυλοσιλοξάνιο (PDMS), πολυακρυλικά υλικά, Carbowax – PDMS, PDMS – 

διβινυλιβενζόλιο, Carboxen – PDMS. Το στάδιο εκρόφησης επηρεάζεται από τη 

θερµοκρασία, το χρόνο εκρόφησης, κ.α (Lambropoulou D. A. & Albanis T. A. (2007), 

Lambropoulou D. A. et al (2007), Lambropoulou D. A. et al (2002)). 
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2.3.6 Εκχύλιση προσρόφησης σε αναδευόµενη ράβδο (SBSE) 

Κατά αυτή την τεχνική, το υπό ανάλυση διάλυµα αναδεύεται χρησιµοποιώντας µια 

γυάλινη µαγνητική ράβδο η οποία είναι καλυµµένη µε ένα λεπτό στρώµα 

πολυδιµέθυλοσιλοξανίου. Τότε, οι ενώσεις του δείγµατος προσκολούνται στη φάση του  

πολυδιµέθυλοσιλοξανίου και στη συνέχεια εκροφούνται θερµικά σε έναν αέριο 

χρωµατογράφο – φασµατογράφο µάζας. Κύρια πλεονεκτήµατα της µεθόδου αποτελούν: η 

ευκολία χρήσης, η αυξηµένη ευαισθησία, η υψηλή αναλυτική ακρίβεια, και ο περιορισµένος 

κίνδυνος επιµολύνσεων (Lambropoulou D. A. & Albanis T. A. (2007) 

 

2.3.7 Εκχύλιση διασποράς του υποστρώµατος σε στερεά φάση (Matrix solid 

phase dispersion, MSPD) 

Η µέθοδος διασποράς του υποστρώµατος σε στερεά φάση εισήχθη από τους Barker, 

Long et.al. (1989) ως µέθοδος εκχύλισης ενώσεων από στερεά και ηµιστερεά υποστρώµατα. 

Συνδυάζει βασικές αρχές φυσικής και χηµείας καθώς και τη µεθοδολογία αρκετών 

αναλυτικών τεχνικών (SPE,LLE) ώστε να επιτευχθεί διάρρηξη των κυττάρων του 

υποστρώµατος (δυνάµεις λόγω µηχανικής ανάµειξης) και διασπορά των συστατικών του 

µέσα και πάνω σε ένα στερεό υποστηρικτικό υλικό προσδεµένης φάσης (αλληλεπιδράσεις 

υλικών-χηµεία επιφανειών υλικών). ∆ηµιουργείται έτσι ένα ιδιαιτέρου χαρακτήρα 

χρωµατογραφικό υλικό για την εκχύλιση των αναλυόµενων ενώσεων από το διασπειρόµενο 

δείγµα.  

 

2.3.7.1 Βασική διαδικασία της εκχύλισης 

Σύµφωνα µε την πρώτη εφαρµογή της MSPD, ένα στερεό ή ηµιστερεό ή παχύρευστο ή 

υγρό υπόστρωµα αναµιγνύεται µε ένα στερεό υποστηρικτικό υλικό όπως π.χ. σίλικα το οποίο 

έχει παραγωγοποιηθεί ώστε να παραχθεί υλικό µε προσδεµένη οργανική φάση όπως  C-18  

(οκταδέκυλισιλάνιο) στην επιφάνειά του. Τα υλικά αυτά είναι τα ίδια µε αυτά που 

χρησιµοποιούνται στην υγρή-στερεή εκχύλιση. Το στερεό υποστηρικτικό υλικό λειτουργεί ως 

λειαντικό (π.χ. άµµος) και επιτελεί τη διάρρηξη της κυτταρικής δοµής του υποστρώµατος, 

σπάζοντας το σε µικρά κοµµάτια. Ταυτόχρονα, η προσδεµένη οργανική φάση επιτελεί τη 

διάλυση και  διασπορά των συστατικών του κοµµατιασµένου υποστρώµατος στην επιφάνεια 

του υποστηρικτικού υλικού δρώντας ως διαλύτης των συστατικών αυτών. Κατ’αυτόν τον 

τρόπο, το µείγµα διασπείρεται µέσα και πάνω στο υποστηρικτικό υλικό προσδεµένης φάσης 

παράγοντας, µέσω υδρόφιλων και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων µεταξύ των συστατικών, µια 



Κεφάλαιο 2 

60 

ιδιαίτερη µεικτού χαρακτήρα φάση για την αποµόνωση των αναλυόµενων ενώσεων. Η 

κατανοµή των συστατικών του υποστρώµατος στην επιφάνεια του υλικού βασίζεται στην 

σχετική τους πολικότητα. Τα µη-πολικά συστατικά διασπείρονται στις µη-πολικές 

προσδεµένες οργανικές φάσεις. Τα µικρού µεγέθους, υψηλής πολικότητας µόρια συστατικών 

(π.χ. νερό) ενώνονται µε δεσµούς υδρογόνου µε τις σιλανικές οµάδες που βρίσκονται 

ελεύθερες στην επιφάνεια και στο εσωτερικό του υποστηρικτικού υλικού ενώ τα 

µεγαλύτερου µεγέθους, λιγότερο πολικά µόρια συστατικών κατανέµονται κατά µήκος της 

επιφάνειας της δηµιουργούµενης διφασικής περιοχής (προσδεµένη φάση/διασπειρόµενο 

δείγµα/λιπιδικό περιεχόµενο). 

Κατά την εφαρµογή της µεθόδου, το δείγµα τοποθετείται σε ένα γυάλινο γουδί το οποίο 

περιέχει το υποστηρικτικό υλικό προσδεµένης φάσης και αναµιγνύονται µε γυάλινο 

γουδοχέρι για κατάλληλο χρονικό διάστηµα ώστε να επέλθει πλήρης διάρρηξη και διασπορά 

του δείγµατος. Ο χρόνος της ανάµιξης εξαρτάται από το ποσοστό του συνεκτικού ιστού ή 

άλλου άκαµπτου βιοπολυµερούς περιεχοµένου του δείγµατος. Όταν ολοκληρωθεί η ανάµιξη, 

το µίγµα τοποθετείται (πακτώνεται) σε µια άδεια στήλη (όταν δεν απαιτείται καθαρισµός) ή 

στην κορυφή µιας στήλης όπου στη βάση της έχει τοποθετηθεί προσροφητικό υλικό (όταν 

πραγµατοποιείται ταυτόχρονος-ενός σταδίου- καθαρισµός). Η στήλη είναι µια άδεια σύριγγα 

όπου στη βάση της και στην κορυφή της, µετά την τοποθέτηση των υλικών, τοποθετείται 

φίλτρο (frit) που µπορεί να είναι ανοξείδωτο ατσάλι, πολυπροπυλένιο, σελουλόζη ή 

σιλανοποιηµένος υαλοβάµβακας. Μετά την τοποθέτηση των υλικών, ακολουθεί συµπίεση 

του µίγµατος µε ένα τροποποιηµένο έµβολο ώστε να αποφευχθούν κανάλια (κενός χώρος) 

εντός της στήλης. Κατά το τελευταίο στάδιο, προστίθεται κατάλληλος διαλύτης ή µίγµα 

διαλυτών ώστε να εκλουστούν οι υπό ανάλυση ενώσεις. Η έκλουση γίνεται είτε υπό 

ατµοσφαιρική πίεση είτε µε την εφαρµογή ήπιου κενού. ∆ιακρίνονται δύο περιπτώσεις κατά 

το στάδιο της έκλουσης: α) οι υπό ανάλυση ενώσεις παραµένουν στη στήλη ώστε να 

εκλουστούν πρώτα οι παρεµποδίζουσες ουσίες (στάδιο πλυσίµατος) και µετά εκλούονται µε 

διαφορετικό διαλύτη β) οι παρεµποδίζουσες ουσίες παραµένουν στη στήλη (στάδιο 

ταυτόχρονου καθαρισµού) και εκλούονται οι υπό ανάλυση ενώσεις. 
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Σχήµα 2.4  Τα κυριότερα στάδια της διαδικασίας εκχύλισης µε τη µέθοδο της διασποράς του 

υποστρώµατος σε στερεά φάση. 

 

2.3.7.2 Παράγοντες που επηρεάζουν την εκχύλιση 

Στη µέθοδο εκχύλισης µε διασπορά του υποστρώµατος σε στερεά φάση, το δείγµα 

βρίσκεται διεσπαρµένο σε όλη τη στήλη αποτελώντας µέρος του συνόλου της 

χρωµατογραφικής διαδικασίας. Έτσι, κατά τη διάρκεια της εκχύλισης πραγµατοποιούνται 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ: της στατικής φάσης (στερεό υποστηρικτικό υλικό), της κινητής 

φάσης και των συστατικών του υποστρώµατος. Οι παράγοντες που προέρχονται απ’αυτές τις 

αλληλεπιδράσεις και επηρεάζουν τη διαδικασία αναλύονται ακολούθως (Barker S. A., 2000). 

- Η φύση του υποστηρικτικού υλικού. 

Τα στερεά υποστηρικτικά υλικά που έχουν χρησιµοποιηθεί έως σήµερα στις αναλυτικές 

τεχνικές είναι: παραγωγοποιηµένη σίλικα, άµµος, διατοµική γη, πολυµερή µοριακά 

οµοιώµατα και νανουλικά.  

Η χρήση παραγωγοποιηµένης σίλικας έχει σηµαντικό ρόλο στην αποφυγή 

προβληµάτων της υγρασίας του δείγµατος αφού τα ελεύθερα σιλάνια (non-endcapped) 

δηµιουργούν δεσµούς υδρογόνου µε τα µόρια του νερού διευκολύνοντας την έκλουση µε 

οργανικούς διαλύτες. Η άµµος και η διατοµική γη είναι οικονοµικά υλικά αλλά παρέχουν 

µειωµένη διαλυτότητα των υπο ανάλυση ενώσεων. Ωστόσο, διατηρούν την ίδια ικανότητα 
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διάρρηξης της κυτταρικής δοµής όπως η παραγωγοποιηµένη σίλικα. Επιπλέον, διάρρηξη και 

διασπορά των συστατικών του δείγµατος πραγµατοποιούνται µόνο στο βαθµό που επιτρέπουν 

οι αλληλεπιδράσεις που οφείλονται στις χηµικές οµάδες των συστατικών του στερεού υλικού.  

Πρόσφατα χρησιµοποιήθηκαν κάποια πολυµερή µοριακά οµοιώµατα (Caprioti A.L. 

et.al., 2010) ως προσροφητικά υλικά. Πρόκειται για πολυµερή υλικά που κατασκευάζονται 

για να αναγνωρίζουν µια συγκεκριµένη ένωση ή κατηγορία ενώσεων µε υψηλή 

εκλεκτικότητα. Ουσιαστικά είναι συνθετικά υλικά που µιµούνται τη δράση των αντιβιοτικών 

και των ενζύµων. Ένα άλλο νέο είδος υλικού αποτελούν τα ανθρακικά νανουλικά. Η µεγάλη 

τους επιφάνεια και τα δοµικά χαρακτηριστικά τους προσδίδουν εξαιρετική προσροφητική 

ικανότητα σε υδρόφοβες ενώσεις. 

 Το µέγεθος των πόρων του στερεού υλικού δεν παρουσιάζει κάποια ευκρινή διαφορά 

στην απόδοση της εκχύλισης σε αντίθεση µε το µέγεθος των σωµατιδίων. Η χρήση υλικών µε 

µέγεθος σωµατιδίων 3-10 µm οδηγεί σε εκτεταµένο χρόνο έκλουσης ενώ απαιτεί εκτεταµένη 

πίεση ή κενό ώστε να επιτευχθεί ικανοποιητική ροή του διαλύτη έκλουσης. Το σύνηθες 

µέγεθος σωµατιδίων υλικού είναι 40-100 µm.  

- Η φύση της προσδεµένης φάσης. 

Ως υλικά προσδεµένης φάσης στην MSPD χρησιµοποιούνται οµοίως µε την υγρή-

στερεή εκχύλιση τα υλικά ανάστροφης και κανονικής φάσης.  

Τα υλικά ανάστροφης φάσης, συνήθως C-18 και C-8, χρησιµοποιούνται για την 

αποµόνωση υδρόφοβων ή λιπόφιλων ενώσεων. Η λιπόφιλη προσδεµένη φάση θεωρείται 

απαραίτητη για τη διάρρηξη της κυτταρικής δοµής και τη διασπορά των συστατικών του 

δείγµατος αφού διαλύει τα συστατικά και δηµιουργεί µια νέα φάση που προσοµοιάζει την 

κυτταρική µεµβράνη. Τα υλικά κανονικής φάσης είναι ανόργανης φύσης και τα συνηθέστερα 

χρησιµοποιούµενα είναι τα: florisil, alumina, γραφτιτικός άνθρακας, σίλικα πηκτή, σίλικα µε 

προσδεµένες αµινοµάδες, δεξτρίνες. ∆εν διαλύουν τα συστατικά του δείγµατος παρά µόνο 

προσροφούν τα οργανικά συστατικά διατηρόντας όµως την ικανότητα διάρρηξης της 

κυτταρικής δοµής. Επιφέρουν γενικά ελλιπή διάρρηξη αφού µειώνονται οι χηµικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των συστατικών του δείγµατος και των υλικών της επιφάνειά τους. 

- Η φύση του υποστρώµατος. 

Τα συστατικά του υποστρώµατος (παρεµποδίζουσες ουσίες της εκχύλισης) µετά τη 

διασπορά τους µπορούν να µετακινηθούν κατά την έκλουση σε αντίθεση µε τα υλικά της 

προσδεµένης φάσης. Έτσι, ανάλογα µε το διαλύτη έκλουσης και τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

των συστατικών υποστρώµατος και στερεού υλικού, τα συστατικά του υποστρώµατος  

εκλούονται ανά κατηγορία σε κλάσµατα (fractiοnation). ∆ηµιουργούνται έτσι µη καθαρά 
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εκχυλίσµατα ενώ παράλληλα καλύπτουν θέσεις στην επιφάνεια της προσδεµένης φάσης 

δηµιουργόντας µια νέα φάση και διαφοροποιήσεις κατά την  εκχύλιση δειγµάτων µεταξύ του 

ίδιου υποστρώµατος. Μερικές φορές είναι αναγκαία µια µεταβολή της κατάστασης ιόντων 

στην επιφάνεια του στερεού υποστηρικτικού υλικού ώστε να εξασφαλιστούν οι 

αλληλεπιδράσεις αυτού µε τα υπό ανάλυση συστατικά. Αυτό πραγµατοποιείται µε τη χρήση 

οξέων, βάσεων, αλάτων, αντιοξειδωτικών, συµπλοκοποιητικών, ή άντι- συµπλοκοποιητικών 

παραγόντων κατά τη διάρκεια της αρχικής ανάµειξης των υλικών. 

- Η φύση του διαλύτη έκλουσης. 

Κατά τη διαδικασία της εκχύλισης  MSPD, η κατάλληλη επιλογή διαλύτη/των 

έκλουσης καθώς και η σειρά εφαρµογής τους επιτυγχάνει αποµόνωση και διαχωρισµό των 

υπό ανάλυση ενώσεων καθώς και καθαρισµό του εκχυλίσµατος. Κάνοντας χρήση ενός 

διαλύτη ή µίγµατος διαλυτών µε διαφορετικές πολικότητες είναι επιτρεπτός ο διαχωρισµός 

ενώσεων ή κατηγοριών ενώσεων διαφορετικών πολικοτήτων. ∆ηλαδή, επιλέγουµε διαλύτη 

έκλουσης που µπορεί να διαχωρίσει τις ενώσεις που επιθυµούµε µε βάση την πολικότητα. Η 

προετοιµασία των υποστηρικτικών υλικών µε τους διαλύτες έκλουσης µπορεί να αυξήσει την 

ανάκτηση των υπό ανάλυση ενώσεων και να επιταχύνει τη διασπορά του δείγµατος διότι 

εξοµαλύνονται οι πιθανές διαφορές στην επιφανειακή τάση µεταξύ υποστρώµατος και 

στερεού υλικού.  

Η τεχνική της MSPD εκχύλισης έχει βρει πολυάριθµες εφαρµογές αφού απαιτεί µικρή 

ποσότητα δείγµατος υποστρώµατος προς ανάλυση, µικρές ποσότητες προσροφητικού υλικού 

και διαλύτη έκλουσης, επιτυγχάνει ταυτόχρονα εκχύλιση και καθαρισµό εκχυλίσµατος σε ένα 

στάδιο και πραγµατοποιείται σε µικρό χρόνο παρέχοντας εν τέλει τη δυνατότητα χρήσης της 

ως µέθοδο ρουτίνας.  

 

2.3.8  Εκχύλιση µε υπερήχους (USE) 

Είναι µια απλή τεχνική εκχύλισης, κατά την οποία το υπό ανάλυση δείγµα αναµιγνύεται 

µε κατάλληλο διαλύτη και το µείγµα τοποθετείται σε ένα λουτρό υπερήχων. Στη συνέχεια το 

µείγµα διαχωρίζεται µε φιλτράρισµα και καθαρίζεται µε διαλύτη. Η απόδοση αυτής της 

τεχνικής εκχύλισης επηρεάζεται από την πολικότητα του διαλύτη, την οµογενοποίηση του 

µείγµατος και το χρόνο λειτουργίας των υπερήχων (Ahmed E. F., 2003).Ο χρόνος εκχύλισης 

είναι συνήθως >60 λεπτών, δεν απαιτείται ακριβή οργανολογία αλλά απαιτείται µεγάλος 

όγκος διαλύτη (50-200 ml) και επαναλαµβανόµενες εκχυλίσεις. 
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2.3.9   Εκχύλιση στο υπερκρίσιµο σηµείο (SFE) 

Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται κυρίως για την εκχύλιση ενώσεων από στερεά 

υποστρώµατα διότι απαιτεί περιορισµένη ποσότητα οργανικών διαλυτών και µικρή διάρκεια 

εκχύλισης. Το δείγµα τοποθετείται σε έναν υψηλής πίεσης θάλαµο και εκχυλίζεται από ένα 

υπερκρίσιµο υγρό. Ως υπερκρίσιµο υγρό ορίζεται ένα στοιχείο ή συστατικό το οποίο 

συµπεριφέρεται ως τέτοιο υγρό που όταν υποστεί υψηλότερη πίεση και θερµοκρασία από µια 

ανώτατη (κρίσιµη) τιµή γίνεται περισσότερο διεισδυτικό και έχει µεγαλύτερη διαλυτική 

ικανότητα. Οι αναλυτέες ενώσεις συγκεντρώνονται σε ένα µικρό όγκο διαλύτη ή σε µια 

υποδοχή (παγίδα) στερεής φάσης. Συνήθως χρησιµοποιείται το CO2 ως υπερκρίσιµο υγρό 

διότι έχει χαµηλό κόστος, είναι ευκόλως διαθέσιµο και ασφαλές ενώ οι κρίσιµες συνθήκες 

του επιτυγχάνονται εύκολα (θερµοκρασία; 31,2 oC, πίεση:72,8 atm). Αυτή η τεχνική παρέχει 

υψηλότερη εκλεκτικότητα κατά την εκχύλιση εν συγκρίσει µε άλλες τεχνικές ενώ τα 

εκχυλιζόµενα δείγµατα είναι πολύ καθαρά και έτσι απαιτείται µόνο κατά περίπτωση 

καθαρισµός. Η τεχνική της εκχύλισης στο υπερκρίσιµο σηµείο έχει χρησιµοποιηθεί για τον 

προσδιορισµό PCBs σε ψάρια (Lambropoulou D. A. & Albanis T. A. (2007). 

2.3.10 Εκχύλιση πεπιεσµένου υγρού (PFE) 

Χρησιµοποιείται για την εκχύλιση ενώσεων από στερεά υποστρώµατα. Σε αντίθεση µε 

την εκχύλιση στο υπερκρίσιµο σηµείο, αντί του CO2 , χρησιµοποιείται οργανικός διαλύτης ή 

µίγµα διαλυτών υπό αυξηµένη πίεση και θερµοκρασία προκειµένου να επιτευχθούν αύξηση 

της διαλυτότητας και διάχυσης των ενώσεων και καλύτερη εκρόφηση. Η οργανολογία της 

τεχνικής αυτής περιλαµβάνει ένα ανοξείδωτο ατσάλινο δοχείο (cell) στο οποίο παρέχεται η 

δυνατότητα ελεγχόµενης εφαρµογής θερµοκρασίας και πίεσης. Η εφαρµογή πίεσης 

εξασφαλίζει τη διατήρηση του διαλύτη σε υγρή µορφή. 

 Τα στάδια της εκχύλισης περιλαµβάνουν τα εξής: εισαγωγή του δείγµατος στο δοχείο 

εκχύλισης, παροχή οργανικού διαλύτη στο δοχείο εκχύλισης, εφαρµογή πίεσης και 

θερµοκρασίας στις προκαθορισµένες τιµές, µεταφορά του διαλύτη σε δοχείο συλλογής, 

καθαρισµό του εκχυλιζόµενου δείγµατος.  

Η µέθοδος αυτή απαιτεί υψηλό κόστος εξοπλισµού, υποχρεωτικό στάδιο καθαρισµού 

του εκχυλιζόµενου δείγµατος και µπορεί να προκαλέσει θερµική αποδόµηση κάποιων 

θερµοευαίσθητων ενώσεων. Έχει χρησιµοποιηθεί για την εκχύλιση PCBs από οστρακοειδή 

και ζωικούς ιστούς (Ahmed E. F., 2003), αλλά και ηµιπτητικών οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων (HCH ισοµερή, DDTs) από φρούτα (Ahmed E. F., 2001). 
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2.3.11  Εκχύλιση µε τη χρήση µικροκυµάτων (MAE) 

Η τεχνική αυτή εφαρµόζεται για την εκχύλιση ενώσεων τόσο από στερεά όσο και από 

υγρά υποστρώµατα. Το δείγµα αναµιγνύεται µε διαλύτη και ακτινοβολείται µε µικροκύµατα 

συχνότητας 2.450Hz (συχνότητα οικιακών συσκευών) για κατάλληλο χρονικό διάστηµα 

χωρίς να επέλθει βρασµός. Τα µικροκύµατα ως πηγή θερµότητας θερµαίνουν ταυτόχρονα 

ολόκληρο το δείγµα επιφέροντας πολύ µικρό χρόνο εκχύλισης. Η κατανοµή της 

εκχυλιζόµενης ένωσης από το δείγµα στο εκχύλισµα εξαρτάται από τη θερµοκρασία και τη 

φύση της ένωσης. Η διαδικασία της ακτινοβόλησης επαναλαµβάνεται αρκετές φορές ώστε να 

επιτευχθεί ικανοποιητική απόδοση, ακολουθεί διήθηση του εκχυλίσµατος και προσδιορισµός 

των ενώσεων. Για την εκχύλιση µε µικροκύµατα χρησιµοποιούνται δύο διαφορετικές 

τεχνικές: 

α) εκχύλιση µε µικροκύµατα µε την εφαρµογή πίεσης και θερµοκρασίας-PMAE 

β) εκχύλιση µε µικροκύµατα υπό ατµοσφαιρική πίεση -FMAE 

Η τεχνική προσφέρει µειωµένο χρόνο εκχύλισης και µειωµένη κατανάλωση διαλύτη 

αλλά περιορίζει την εκλεκτικότητα ενώ απαιτεί απαραίτητο στάδιο καθαρισµού του 

εκχυλίσµατος (Lambropoulou D. A. & Albanis T. A. 2007). 

 

2.4 Καθαρισµός εκχυλισµάτων 

Ανεξαρτήτως της χρησιµοποιούµενης µεθόδου εκχύλισης, τα εκχυλίσµατα µπορεί να 

περιέχουν πλήθος ουσιών που να παρεµποδίζουν την ανάλυση των επιθυµητών ενώσεων. 

Πρόκειται για ουσίες υψηλού µοριακού βάρους όπως λιπίδια, χρωστικές, κ.α., που πρέπει να 

περιοριστεί η συγκέντρωσή τους στο εκχύλισµα ώστε να διασφαλιστούν χαµηλά όρια 

ανίχνευσης των ενώσεων και να αποφευχθούν προβλήµατα στα όργανα ανίχνευσης. Οι 

διάφορες µέθοδοι καθαρισµού των εκχυλισµάτων βασίζονται: 

- στην πολικότητα (υγρή-υγρή κατανοµή, χρωµατογραφία στήλης) 

- στην προσρόφηση (υγρή-στερεή χρωµατογραφία στήλης) 

- στην καταβύθιση µε χαµηλή θερµοκρασία 

Συγκεκριµένα στις εκχυλίσεις ενώσεων από ζωικούς ιστούς ή ιστούς που περιέχουν 

λιπίδια στη σύστασή τους, οι µέθοδοι καθαρισµού των εκχυλισµάτων αποσκοπούν κυρίως 

στον καθαρισµό (αποµόνωση) των λιπιδίων που παρεµποδίζουν την ανάλυση και 

διακρίνονται σε δύο γενικές κατηγορίες: στις µεθόδους αποµάκρυνσης µε διάλυση 

(destructive)   και αποµάκρυνσης χωρίς διάλυση (non-destructive) των λιπιδίων (Ahmed E. F. 

(2003), Hong J. et al (2004)). 
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2.4.1 Μέθοδοι αποµάκρυνσης των λιπιδίων χωρίς διάλυση τους. 

2.4.1.1 Χρωµατογραφία διείσδυσης σε πηκτή (gel permeation chromatography) 

Η µέθοδος αυτή βασίζεται στο διαχωρισµό ουσιών µε βάση το µέγεθός τους, την 

κατανοµή και προσρόφηση τους σε πηκτή το οποίο διαπερνά κατάλληλος διαλύτης έκλουσης. 

Τα λιπίδια µεγέθους > 500Da εκλούονται πρώτα, κατά το πέρασµα του εκχυλίσµατος από τη 

στήλη που περιέχει την πηκτή και στη συνέχεια εκλούονται τα µικρού µεγέθους µόρια που 

περιλαµβάνουν τις οργανοχλωριωµένες ενώσεις που συσσωρεύονται στα βιολογικά δείγµατα. 

Η µέθοδος αυτή είναι κατάλληλη για εφαρµογή στην ανάλυση ψαριών, διότι οι οργανικές 

ενώσεις που συσσωρεύονται στο λίπος τους δεν µπορεί να έχουν µέγεθος > 500Da αφού η 

πρόσληψη τους γίνεται κυρίως µέσα από τα βράγχια τους από τα οποία δεν επιτρέπεται η 

είσοδος σωµατιδίων µεγαλύτερου µεγέθους. Ως προσροφητικό υλικό πλήρωσης της στήλης 

χρησιµοποιούνται κυρίως διβίνυλβενζολικό-πολυστυρένιο πηκτή (Bio-Beads SX-3) και 

διάφορα συµπολυµερή (P1 gel, envirogel). Η µέθοδος µπορεί να αυτοµατοποιηθεί πλήρως 

και διαθέτει µεγάλη ικανότητα κατακράτησης λίπους π.χ. µια στήλη 500x25 mm µπορεί να 

δεσµεύσει περίπου 500 mg λίπους. 

 

2.4.1.2  Υγρή-στερεή χρωµατογραφία στήλης µε χρήση προσροφητικών υλικών 

(Adsorption column) 

Η µέθοδος βασίζεται στην προσρόφηση λιπιδίων κατά τη διαβίβαση τους µέσα από 

στήλες που περιέχουν προσροφητικά υλικά. Για παράδειγµα, στην  MSPD εκχύλιση 

κατάλληλη ποσότητα τέτοιων υλικών τοποθετείται (πακτώνεται) στο κατω µέρος της στήλης 

πριν την έναρξη της διαδικασίας εκχύλισης. Κατά την εκχύλιση, οι υπό ανάλυση ενώσεις 

διέρχονται των προσροφητικών υλικών ενώ τα λιπίδια και άλλες παρεµποδίζουσες ουσίες 

κατακρατούνται (εφόσον έχει προηγηθεί κατάλληλη επιλογή των υλικών). Για παράδειγµα 

ένα προσροφητικό υλικό κανονικής φάσης,florisil, χρησιµοποιείται για τον καθαρισµό 

εκχυλισµάτων που περιέχουν µη-πολικά φυτοφάρµακα και PCBs (Kristenson M. E., et.al. 

2006) από λιπαρά υποστρώµατα αφού το  florisil επιτρέπει τη διέλευση µη-πολικών ενώσεων 

ενώ κατακρατούνται τα λιπίδια. Τα υλικά που συνήθως χρησιµοποιούνται είναι: florisil, 

αλούµινα, σίλικα, γραφιτικός άνθρακας, οξινισµένη σίλικα, κ.α.) 
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2.4.1.3  Παθητική διάχυση (∆ιάλυση) 

Το εκχύλισµα διαχέεται µέσω µιας µεµβράνης πολυµερούς µε διάµετρο πόρων περίπου 

50µm. Οι ενώσεις διαλύονται στο χρησιµοποιούµενο διαλύτη ενώ οι παρεµποδίζουσες ουσίες 

και τα λιπίδια παραµένουν µέσα στη µεµβράνη. Μ’αυτή τη µέθοδο, µπορεί να συγκρατηθεί 

ποσότητα λιπιδίων>20g αλλά απαιτείται µεγάλη ποσότητα διαλύτη.  

 

2.4.2 Μέθοδοι αποµάκρυνσης λιπιδίων µε διάλυσή τους (Destructive lipid 

removal) 

Η διάλυση των λιπιδίων επιτυγχάνεται είτε υπό την επίδραση αλκαλίων 

(σαπωνοποίηση) είτε µε οξειδωτική αφυδρογόνωση µε χρήση θειικού οξέος.  

Κατά τη σαπωνοποίηση, το εκχύλισµα που περιέχει λιπίδια θερµαίνεται στους 70 oC για 

30 min αφού αναµιχθεί µε αιθανολικό διάλυµα 20% υδροξειδίου του καλίου. Κατά τη χρήση 

θειικού οξέος, το εκχύλισµα αναµιγνύεται και αναδεύεται µε ποσότητα αυτού του διαλύµατος 

αρκετές φορές. Στη συνέχεια συγκεντρώνεται η οργανική φάση, αποµακρύνεται ο διαλύτης 

µε επίδραση αερίου αζώτου (10-20oC) και το εκχύλισµα επαναδιαλύεται σε άλλο οργανικό 

διαλύτη. Εναλλακτικά, το θεικό οξύ µπορεί να προστεθεί σε ποσότητα σίλικα και να 

τοποθετηθεί στο κάτω µέρος µιας στήλης από την οποία θα διαβιβαστεί το εκχύλισµα.  

 

2.5 Προσδιορισµός των οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

Για την ταυτοποίηση και τον ποσοτικό προσδιορισµό των οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων χρησιµοποιούνται διάφορες χρωµατογραφικές µέθοδοι. Αυτές περιλαµβάνουν: την 

αέρια χρωµατογραφία (gas chromatography - GC), την υγρή χρωµατογραφία (liquid 

chromatography - LC) την υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (high pressure liquid 

chromatography - HPLC), την αέρια χρωµατογραφία-φασµατοµετρία µάζας (GC/mass 

spectrometry - MS), την HPLC/MS, τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας (thin layer 

chromatography - TLC), και την τριχοειδή ηλεκτρόνιοχρωµατογραφία (capillary 

electrochromatography - CEL). Άλλες µη χρωµατογραφικές τεχνικές είναι: οι 

ανοσοπροσδιορισµοί (immunoassays - IA), πολαρογραφικές µέθοδοι, φωτοκινητικές µέθοδοι, 

σπεκτροφωτοµετρικές µέθοδοι, κ.α.  

Απώτερος στόχος µιας χρωµατογραφικής ανάλυσης είναι ο διαχωρισµός ενός µίγµατος 

ανόργανων ή οργανικών ενώσεων στα συστατικά του. Ο διαχωρισµός αυτός επιτυγχάνεται µε 

την κατανοµή των συστατικών του µίγµατος µεταξύ δύο φάσεων, µιας κινητής και µιας 

στατικής. Το προς διαχωρισµό µίγµα, εισάγεται µε τη βοήθεια µιας ρευστής φάσης (κινητή 
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φάση) σε µια προσροφητική φάση (στατική φάση)  µε µεγάλη ειδική επιφάνεια και τα 

συστατικά του διαχωρίζονται διαπερνώντας µε διαφορετική ταχύτητα την προσροφητική 

φάση λόγω της διαφορετικής κατανοµής τους µεταξύ της κινητής και της στατικής φάσης. Το 

σήµα καταγράφεται ως συνάρτηση του χρόνου από την έναρξη της ροής του δείγµατος στη 

χρωµατογραφική στήλη.  

 

Σχήµα 2.5  Βασική αρχή λειτουργίας της χρωµατογραφίας. Το προς διαχωρισµό µίγµα Α και Β 
εισάγεται σε µια στήλη. Τα συστατικά Α και Β µετατοπίζονται µε διαφορετική ταχύτητα εξαιτίας 

διαφορών στην κατανοµή τους 
 

 

Η γραφική παράσταση της απόκρισης (του ανιχνευτή) σε σχέση µε το χρόνο 

ονοµάζεται χρωµατογράφηµα.  

 

Σχήµα 2.6  Ένα τυπικό χρωµατογράφηµα. 
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Τα σήµατα των συστατικών του µίγµατος απεικονίζονται µε τη µορφή κορυφών 

(peaks). Χαρακτηριστικές παράµετροι που απορρέουν από ένα χρωµατογράφηµα αποτελούν: 

ο χρόνος συγκράτησης ή κατακράτησης (retention time, tR) που είναι ο χρόνος που η ουσία 

παραµένει µέσα στη διαχωριστική στήλη και η διαχωριστική ικανότητα (resolution, R) 

δηλαδή η ικανότητα της στήλης να διαχωρίζει τα συστατικά ενός µίγµατος. Για δύο κορυφές 

που έχουν χρόνους κατακράτησης tA, tB και πλάτη wA, wB, η διαχωριστική ικανότητα 

προσδιορίζεται ως εξής: 

BA

AB

BA

ABR

ww

tt

ww

ttt
R

+

−
=

+

−
=

∆
=

)(2

)(5,04σ
 

όπου σ: η τυπική απόκλιση των κορυφών 
 

2.5.1 Αέρια χρωµατογραφία (gas chromatography – GC) 

Τα βασικά τµήµατα ενός αέριου χρωµατογράφου απεικονίζονται στο παρακάτω σχήµα. 

 

Σχήµα 2.7  ∆ιάγραµµα ενός αέριου χρωµατογράφου. 
 

Το φέρον αέριο περιέχεται σε χαλύβδινους κυλίνδρους µε µεγάλη πίεση και παρέχεται 

στη συσκευή µε έναν ή περισσότερους ρυθµιστές πίεσης, που ρυθµίζουν την ταχύτητα ροής. 

Το δείγµα εισάγεται σε έναν θερµαινόµενο θάλαµο (εισαγωγέας) που βρίσκεται στην αρχή 

της στήλης είτε µε µια σύριγγα που τρυπάει ένα λεπτό ελαστικό δίσκο, είτε µε µια ειδική 

βαλβίδα εισαγωγής. Το φέρον αέριο µεταφέρει τα συστατικά του δείγµατος µέσα στη στήλη 

όπου διαχωρίζονται και το ένα µετά το άλλο διέρχονται από τον ανιχνευτή, ο οποίος στέλνει 

ένα σήµα στον καταγραφέα για κάθε ένωση που ανιχνεύει. Η στήλη, το σύστηµα εισαγωγής 

του δείγµατος και ο ανιχνευτής βρίσκονται µέσα σε ένα θερµοστατούµενο φούρνο, αν και τα 
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δύο τελευταία µπορούν να θερµανθούν ξεχωριστά (∆εληγιαννάκης Ι. και Χελά ∆. (2003), 

Lehotay J. S., (2002), Santos F. et al (2002)).  

 

 2.5.1.1 Τροφοδοσία φέροντος αερίου 

Η επιλογή του φέροντος αερίου (κινητή φάση) καθορίζεται από τις απαιτήσεις του 

ανιχνευτή που πρέπει να ανιχνεύει τα συστατικά που µεταφέρονται µε το φέρον αέριο σε 

πολύ µεγάλη αραίωση. Τα αέρια πρέπει να είναι χηµικώς αδρανή και αυτά που 

χρησιµοποιούνται συνήθως είναι το ήλιο, το άζωτο, το υδρογόνο. Εκτός από τη χρήση τους 

ως φέροντα αέρια είναι απαραίτητα για τη λειτουργία κάποιων ανιχνευτών (βοηθητικά ή 

make-up αέρια). 

 

2.5.1.2  Σύστηµα εισαγωγής δείγµατος 

Για τον αποτελεσµατικό διαχωρισµό απαιτείται κατάλληλη ποσότητα δείγµατος να 

εισαχθεί σαν βύσµα (plug ατµού) ώστε να αποφευχθεί διεύρυνση κορυφών και κακός 

διαχωρισµός. Ο όγκος έγχυσης του δείγµατος (injection volume) καθορίζεται από πολλούς 

παράγοντες όπως η διαθέσιµη ποσότητα δείγµατος, η χωρητικότητα της στήλης και η 

ευαισθησία του ανιχνευτή. Στους συνηθέστερους εργαστηριακούς χρωµατογράφους 

χρησιµοποιούνται 0,1 έως 10µl για υγρά δείγµατα και 1 έως 10ml για αέρια δείγµατα. Η 

συνηθέστερη τεχνική έγχυσης είναι η ένεση του υγρού ή αερίου δείγµατος µε µικροσύριγγα, 

µέσω αυτοσφραγιζόµενου ελαστικού διαφράγµατος σιλικόνης (septum). Το δείγµα εισέρχεται 

από το στόµιο εισόδου στο χώρο ταχείας εξάτµισης που βρίσκεται στην κορυφή της στήλης. 

 

Σχήµα 2.8  ∆ιατοµή στοµίου άµεσης έγχυσης δείγµατος µε σύστηµα ταχέος µικροεξατµιστή. 
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2.5.1.3 Χρωµατογραφικές στήλες 

Στην αέρια χρωµατογραφία χρησιµοποιούνται δύο γενικοί τύποι στηλών: οι 

πληρωµένες στήλες (packed columns) και οι στήλες ανοικτού σωλήνα ή τριχοειδείς (capillary 

columns). Οι πληρωµένες στήλες περιέχουν ένα στερεό υπόστρωµα (υλικό στήριξης) που 

µπορεί να είναι γη διατόµων ή κονιοποιηµένο πυρίµαχο υλικό ή οργανικό πορώδες 

πολυµερές, το οποίο είναι διαποτισµένο µε την υγρή στατική φάση. Έχουν µήκος από 1 έως 

20 m και διάµετρο από 3 έως 10 mm. Στις τριχοειδείς στήλες δεν υπάρχει στερεό υπόστρωµα 

και η υγρή στατική φάση συγκρατείται απευθείας στα τοιχώµατα της στήλης µε τη µορφή 

λεπτού υµενίου. Έχουν µήκος από 10 έως 50 m και διάµετρο από 0,2 έως 1,2 mm.  Οι στήλες 

έχουν γενικό σχήµα U ή W ή σπειροειδή µορφή. Οι µικρές στήλες παρασκευάζονται συνήθως 

από γυαλί ενώ οι µεγαλύτερες από χαλκό, αργίλιο ή ανοξείδωτο χάλυβα.  

Οι πυριτικές επιφάνειες των υλικών πλήρωσης ή των τοιχωµάτων των τριχοειδών 

στηλών αντιδρούν µε την υγρασία και παρέχουν υδρολυµένες επιφάνειες πυριτικών που 

έχουν δοµή: 

 

Οι οµάδες SiOH παρουσιάζουν µεγάλη συγγένεια µε πολικά οργανικά µόρια 

(αλκοόλες, αρωµατικοί υδρογονάνθρακες) και παρουσιάζουν µια τάση κατακράτησης τους µε 

προσρόφηση. Για την παρεµπόδιση της προσρόφησης απενεργοποιούνται µε σιλανοποίηση 

µε διµέθυλο-δίχλωρο-σιλάνιο ως εξής: 

 

Για την υγρή στατική φάση χρησιµοποιούνται ουσίες που διαφέρουν κυρίως ως προς το 

βαθµό πολικότητας και την περιοχή θερµοκρασίας που είναι δυνατό να χρησιµοποιηθούν. Τα 

επιθυµητά χαρακτηριστικά µιας υγρής φάσης είναι: 
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α) χαµηλή πτητικότητα (σηµείο βρασµού τουλάχιστον 100oC µεγαλύτερο από τη 

µέγιστη θερµοκρασία λειτουργίας της στήλης) 

β)  χηµική αδράνεια 

γ)  χαρακτηριστικά διαλύτη (κατάλληλες τιµές συντελεστή κατανοµής) 

δ)  να βρίσκεται εύκολα σε αναπαραγώγιµη µορφή 

Οι τρόποι αλληλεπίδρασης της στατικής φάσης µε τα µόρια των ενώσεων που αναλύονται 

διακρίνονται σε: 

- αλληλεπιδράσεις διπόλου/διπόλου 

- δεσµούς υδρογόνου 

- αλληλεπιδράσεις διασποράς 

- δυνάµεις επαγωγής (McNair H. M. and Miller J. M., 1997) 

Οι κυριότερες εµπορικά διαθέσιµες στατικές φάσεις φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 2.1  Μερικές στατικές φάσεις για τη χρωµατογραφία αερίου-υγρού. 

 

Για την επιλογή µιας στατικής φάσης συγκρίνεται η πολικότητα της υπό ανάλυση 

ένωσης µε την πολικότητα της στατικής φάσης. Η πολικότητα αποδίδει το βαθµό επίδρασης 

ηλεκτρικού πεδίου στην άµεση περιοχή ενός µορίου και µέτρο της αποτελεί η διπολική ροπή 

του. Σε γενικές γραµµές η πολικότητα της στατικής φάσης θα πρέπει να ταιριάζει µε αυτή 

των υπό ανάλυση (διαχωρισµό) ενώσεων. Τότε η σειρά έκλουσης καθορίζεται από το σηµείο 

βρασµού τους. Πολικές στατικές φάσεις περιέχουν δραστικές οµάδες όπως –CN, -CO, -OH. 

Οι στατικές φάσεις που αποτελούνται από υδρογονάνθρακες και διάλκυλοσιλοξάνια είναι 

απολικές ενώ από πολυεστέρες είναι ισχυρά πολικές. Τα διάφορα είδη στατικών φάσεων 

είναι: σιλικόνες, πολυαιθυλενική γλυκόλη, τροποποιηµένα πολυµερή σιλοξανίων, χηλικές 

φάσεις. Στον παραπάνω πίνακα, τα πόλυσιλοξάνια έχουν γενικό τύπο: 
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Τα πολυδιµέθυλοσιλοξάνια είναι σχετικά α-πολικά και όλες οι οµάδες αλκυλίων (-R) 

είναι µεθύλια (-CH3). Σε άλλα πολυσιλοξάνια, ένα κλάσµα των µεθυλοµάδων αντικαθίσταται 

από δραστικές οµάδες όπως φαινύλιο (-C6H5), κυανοπροπύλιο (-C3H6CN), τριφθοροπροπύλιο 

(-C2H4CF3). Η % αναγραφή δηλώνει τα ποσοστά αντικατάστασης των µεθυλοµάδων από την 

αναφερόµενη οµάδα στο σκελετό του πολυσιλοξανίου, π.χ. 5% φαίνυλοδιµεθυλοσιλοξάνιο 

σηµαίνει ότι το 5% των ατόµων πυριτίου του πολυµερούς είναι συνδεδεµένο µε το δακτύλιο 

του φαινυλίου. Ορισµένες δοµές στατικών φάσεων φαίνονται στο παρακάτω σχήµα. 

 

Σχήµα 2.9  ∆οµές ορισµένων στατικών φάσεων. α) διµέθυλσιλοξάνιο, β) 

διφαινυλδιµεθυλσιλοξάνιο, γ) κυανοπρόπυλφαινυλσιλοξάνιο (∆εληγιαννάκης Ι. και Χελά ∆., 

2003). 
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2.5.1.4 Ανιχνευτές 

Στην έξοδο της στήλης του αέριου χρωµατογράφου βρίσκεται ένας ανιχνευτής όπου 

ανιχνεύει τις ενώσεις που εκλούονται και καταγράφονται ως σήµα µε κάποιο σύστηµα 

καταγραφής.  Οι ανιχνευτές διακρίνονται σε κατηγορίες: 

- Ανάλογα µε το βαθµό απόκρισής τους στις ενώσεις: εκλεκτικούς, µη εκλεκτικούς και 

ειδικούς 

- Ανάλογα µε τον τρόπο απόκρισης: σε όσους αποκρίνονται στη συγκέντρωση και 

όσους αποκρίνονται στη µάζα 

Τα κυριότερα χαρακτηριστικά ποιότητας ενός ανιχνευτή είναι: 

1) ικανοποιητική ευαισθησία  

2) σταθερότητα και αναπαραγωγιµότητα 

3) γραµµική απόκριση σε περιοχή αρκετών τάξεων µεγέθους 

4) ευρεία περιοχή θερµοκρασιών λειτουργίας 

5) σύντοµοι χρόνοι απόκρισης 

6) αξιοπιστία και ευκολία χρήσης (McNair H. M. and Miller J. M., (1997), Lehotay J. 

Steven, (2002)). 

Οι ανιχνευτές που χρησιµοποιούνται στην αέρια χρωµατογραφία περιλαµβάνουν τα 

είδη: ανιχνευτής ιοντισµού φλόγας, ανιχνευτής θερµικής αγωγιµότητας, ανιχνευτής 

χηµειοφωταύγειας θείου, ανιχνευτής σύλληψης ηλεκτρονίων, ανιχνευτής αζώτου-φωσφόρου, 

ανιχνευτής ατοµικής εκποµπής, θερµοιοντικός ανιχνευτής, φλογοφωτοµετρικός ανιχνευτής 

και ανιχνευτής φωτοιοντισµού.  

Ιδιαίτερα για την ανάλυση οργανοχλωριωµένων ενώσεων, που περιέχουν δηλαδή άτοµα 

χλωρίου, ιδανικός ανιχνευτής είναι ο ανιχνευτής σύλληψης ηλεκτρονίων. Ο ανιχνευτής αυτός 

είναι εκλεκτικός και πολύ ευάισθητος για ενώσεις που περιέχουν αλογόνα, φωσφόρο, θείο, 

µόλυβδο, νιτροοµάδες και πολυπυρηνικά συστήµατα αρωµατικών δακτυλίων, π.χ. 

φυτοφάρµακα και πολυχλωριοµένα διφαινύλια. Η λειτουργία του στηρίζεται στη µεταβολή 

της αγωγιµότητας του αερίου που διέρχεται από τον ανιχνευτή λόγω των δηµιουργούµενων 

ιόντων από ραδιενεργή πηγή που βρίσκεται στον ανιχνευτή. Ο ανιχνευτής αυτός αποκρίνεται 

στη συγκέντρωση της προσδιοριζόµενης ουσίας. Ο ανιχνευτής σύλληψης ηλεκτρονίων 

αποτελείται από ένα θάλαµο ιονισµού όπου υπάρχει µια ραδιενεργή πηγή (συνηθέστερα 63Ni) 

η οποία εκπέµπει σωµατίδια β. Κατά τη διάρκεια της λειτουργίας του, ένα σταθερό ρεύµα 

αζώτου το οποίο διέρχεται από το θάλαµο, ιονίζεται από την εκποµπή των σωµατιδίων µε 

αποτέλεσµα την απελευθέρωση ελεύθερων ηλεκτρονίων. Ένα θετικά φορτισµένο ηλεκτρόδιο 
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συλλέγει αυτά τα ηλεκτρόνια και έτσι δηµιουργείται µια σταθερή πηγή ηλεκτρικού ρεύµατος 

(σταθερό ρεύµα). Αν ένα ηλεκτρονιόφιλο χηµικό είδος εισέλθει στο θάλαµο θα δεσµεύσει 

ελεύθερα ηλεκτρόνια και έτσι θα δηµιουργηθεί µια µείωση στο σταθερό ρεύµα. Το σήµα 

εξόδου παράγεται µε τον πολλαπλασιασµό και την ανόρθωση του σταθερού ρεύµατος 

(Ιωάννης ∆εληγιαννάκης-∆ήµητρα Χελά, 2003).  Οι ανιχνευτές σύλληψης ηλεκτρονίων δεν 

καταστρέφουν το δείγµα σε σηµαντικό βαθµό αλλά η γραµµική περιοχή τους περιορίζεται σε 

δύο τάξεις µεγέθους. 

 

 

Σχήµα 2.10 Σχηµατικό διάγραµµα ανιχνευτή σύλληψης ηλεκτρονίων. 

 

2.5.2 Αέρια χρωµατογραφία- φασµατοµετρία µαζών (GC-MS) 

 Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό, την ανίχνευση και την ταυτοποίηση 

των συστατικών οργανικών δειγµάτων χωρίς να χρειάζεται άλλη επιβεβαιωτική τεχνική. Η 

µέθοδος στηρίζεται στην παραγωγή ιόντων σε αέρια φάση, από ένα δέιγµα, τα οποία στη 

συνέχεια διαχωρίζονται σύµφωνα µε το λόγο της µάζας προς το φορτίο τους (m/e). Η 

οργανολογία της τεχνικής περιλαµβάνει έναν αέριο χρωµατογράφο συνδεδεµένο µε 

φασµατογράφο µάζας που παράγει τα ιόντα. Οι πιο συνηθισµένοι µέθοδοι παραγωγής ιόντων 

είναι ο ιονισµός µε ηλεκτρόνια (EI, electron impact) και ο χηµικός ιονισµός (CI, chemical 

ionization).  

 Ο ιονισµός µε ηλεκτρόνια δηµιουργείται από επιταχυνόµενα ηλεκτρόνια που 

παράγονται από ένα ηλεκτρικά θερµαινόµενο νήµα. Τα ηλεκτρόνια διασταυρώνονται µε τα 

µόρια του δείγµατος και διασπώνται σε θράυσµατα οπότε ταυτοποιούνται από τον αναλυτή. 

Ο χηµικός ιονισµός παράγει φάσµατα µάζας µέσω ιονικών αντιδράσεων τα οποία δίνουν 
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πληροφορίες για το µοριακό βάρος των ενώσεων χωρίς ή µε πολύ µικρή παραγωγή 

θραυσµάτων.  

 Ο διαχωρισµός των ιόντων πραγµατοποιείται από το φασµατογράφο µάζας ή αναλυτή 

σύµφωνα µε τις µάζες των ιόντων. Οι συνηθέστεροι αναλυτές είναι: οι φασµατογράφοι 

µαγνητικής απόκλισης, τα τετραπολικά φίλτρα (Quadrpole), ο διαχωριστής παγίδευσης 

ιόντων (Ion trap), ο δίδυµος φασµατογράφος µάζας (tandem mass spectrometer). Όλοι οι 

φασµατογράφοι µάζας, λειτουργούν σε συνθήκες µειωµένης πίεσης (<10-6 torr)  προκειµένου 

να ανιχνεύονται πολύ µικρές ποσότητες ουσιών (∆εληγιαννάκης Ι. και Χελά ∆., 2000).    
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  

 

 

 

 

ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ 

ΜΕΤΡΗΣΕΩΝ 

 

3.1 Εισαγωγή 

Η έννοια της λέξης ποιότητα είναι σχετική. Κάποιες φορές µπορεί να µας ενδιαφέρει η 

υψηλή ή χαµηλή ποιότητα ενός προϊόντος, διαδικασίας, υπηρεσίας αλλά κυρίως 

ενδιαφερόµαστε εάν η ποιότητα είναι επαρκής ή ανεπαρκής ως προς τις ζητούµενες 

απαιτήσεις του σκοπού του πελάτη που την αναζητά. 

Η ποιότητα του βασικού προϊόντος ενός αναλυτικού χηµικού εργαστηρίου, δηλαδή η 

ποιότητα της πληροφορίας για την ταυτότητα και/ή την ποσότητα των συστατικών ενός 

αναλυόµενου δείγµατος, εκτιµάται µέσω διεθνών αποδεκτών προτύπων αντικειµενικότητας, 

ορθότητας, αναπαραγωγικότητας και ιχνηλασιµότητας και  περιλαµβάνει τα ουσιώδη 

κριτήρια της χρησιµότητας και της αξιοπιστίας των µετρήσεων (Zoonen P. et.al., 1999). 

Η χρησιµότητα των µετρήσεων επιτρέπει  τη λήψη αξιόπιστων αποφάσεων και η 

αξιοπιστία των µετρήσεων επιτρέπει τη σύγκριση αποτελεσµάτων διαφορετικών αναλυτικών 

µεθόδων η οποία εξασφαλίζεται από την ιχνηλασιµότητα σε κατάλληλα πρότυπα. Πρόκειται 

για µια ιδιότητα όπου το αποτέλεσµα µιας µέτρησης ή η τιµή ενός προτύπου µπορεί να 

σχετιστεί µε καθορισµένες τιµές (συνήθως εθνικά ή διεθνή πρότυπα) διαµέσου µιας συνεχούς 

σειράς συγκρίσεων των βηµάτων ανάλυσης τα οποία διαθέτουν καθορισµένες αβεβαιότητες 

(Taverniers I., et.al, part I, 2004). Πρακτικά, σηµαίνει ότι η αναλυτική διαδικασία 

περιγράφεται ως µια αλυσίδα ή µε ένα διάγραµµα ροής που καταλήγει στο µετρήσιµο 

αποτέλεσµα χωρίς να χάνονται πληροφορίες κατά τα διαφορετικά αναλυτικά στάδια. Τελικά, 
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όλα τα στάδια ανάλυσης συνδέονται µε µια µέθοδο αναφοράς ή ένα υλικό ή µια µονάδα του 

διεθνούς συστήµατος µετρήσεων (International system, S.I.).  

Έτσι, η ιχνηλασιµότητα αποτελεί τη βάση για την δυνατότητα σύγκρισης διαφορετικών 

αποτελεσµάτων. Εάν απαιτείται η ποσοτική σύγκριση αποτελεσµάτων (ποσότητες ή επίπεδα 

αναλυτή) τότε η αξιοπιστία των µετρήσεων εξασφαλίζεται από την αβεβαιότητα της 

µέτρησης η οποία αποτελεί συνδυασµό των αβεβαιοτήτων των µετρήσεων όλων των σταδίων 

της αναλυτικής πορείας. Εν τέλει, η αβεβαιότητα µέτρησης και η ιχνηλασιµότητα καθορίζουν 

από κοινού την ποιότητα των αναλυτικών δεδοµένων (Taverniers I., et.al, part I, 2004). 

Τα αναλυτικά δεδοµένα θα πρέπει να είναι αξιόπιστα αφού µπορεί να χρησιµοποιηθούν 

ή/και να αποτελέσουν βασικό στοιχείο στη λήψη αποφάσεων αποτελώντας το τελικό στάδιο 

του κύκλου µιας χηµικής ανάλυσης. Γενικά, µια ανάλυση είναι µια σύνθετη, πολυεπίπεδη 

έρευνα τιµών των ιδιοτήτων των υλικών π.χ. η ταυτοποίηση και η συγκέντρωση ενός 

συστατικού ενός δείγµατος υλικού. Η χηµική ανάλυση ειδικότερα είναι µια κυκλική 

διαδικασία που έχει ως τελικό αποτέλεσµα την παραγωγή µιας χηµικής πληροφορίας. Ξεκινά 

ορίζοντας το βασικό αναλυτικό πρόβληµα και τελειώνει υπολογίζοντας και παρουσιάζοντας 

την αναλυτική µέτρηση που αποτελεί την απάντηση στο αρχικό πρόβληµα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.1 Η χηµική ανάλυση ως µια κυκλική διαδικασία (Zoonen P. et.al., 1999) 

 

 

Προσδιορισµός 
του 
προβλήµατος 

Προσδιορισµός 
του 
προβλήµατος 
ανάλυσης 

Επιλογή του  
δείγµατος 

∆ειγµατοληψία 
και τεχνικές 

Επεξεργασία 
δείγµατος 

Ανάλυση 
(διαχωρισµός 
και 
ανίχνευση) 

Επεξεργασία  
δεδοµένων 
και 
αποθήκευση 

Ερµηνεία 
δεδοµένων και 
εκτίµηση 



Ποιότητα και Αξιολόγηση των Αναλυτικών Μετρήσεων 

79 

Ως αναλυτικό σύστηµα ορίζεται ένα καθορισµένο πρωτόκολλο της µεθόδου που 

εφαρµόζεται σε ένα συγκεκριµένο τύπο υλικού και σε ένα συγκεκριµένο εύρος τιµών 

συγκέντρωσης της προσδιοριζόµενης αναλυτέας ένωσης. Έτσι, κάθε αναλυτικό σύστηµα 

είναι κατάλληλο για συγκεκριµένο αναλυτικό σκοπό και επιτυγχάνει αναλυτικά 

αποτελέσµατα που εκφράζονται µε µια αποδεκτή εκτεταµένη αβεβαιότητα (fitness for 

purpose) η οποία προσδιορίζει την ερµηνεία του αποτελέσµατος. 

 

3.2  Επικύρωση αναλυτικών µεθόδων 

Η διαδικασία που επιβεβαιώνει την καταλληλότητα (ικανότητα) µιας συγκεκριµένης 

αναλυτικής µεθόδου (ή αναλυτικού συστήµατος) να επιτύχει το σκοπό της, ονοµάζεται 

επικύρωση µεθόδου (validation). Ο ISO ορίζει ως επικύρωση «την επιβεβαίωση, µέσω 

εξέτασης και παροχής αντικειµενικών αποδείξεων (τεκµηρίων) ότι εκπληρώνονται οι 

ιδιαίτερες απαιτήσεις για συγκεκριµένη, σκοπούµενη  χρήση». 

Η  Eurachem  συµπεριλαµβάνει στον ορισµό της επικύρωσης µεθόδου ελέγχους ώστε 

να διασφαλίζεται ότι τα χαρακτηριστικά που καθορίζουν τις επιδόσεις της µεθόδου είναι 

κατανοητά και αποδεικνύουν ότι η µέθοδος είναι επιστηµονική υπό τις συνθήκες ανάλυσης 

για τις οποίες εφαρµόζεται. ∆ηλαδή, η επικύρωση χρησιµοποιείται για να αποδειχθεί ότι µια 

συγκεκριµένη αναλυτική µέθοδος µετράει αυτό που έχει σχεδιαστεί να µετρήσει και είναι 

εποµένως κατάλληλη για τον σχεδιασµένο σκοπό. Ξεκαθαρίζει έτσι η σύγχυση των εννοιών 

επικύρωση µεθόδου και διασφάλιση ποιότητας σε ένα εργαστήριο µιας και η τελευταία 

αναφέρεται σε πλήρεις µετρήσεις που ένα εργαστήριο οφείλει να υπολογίζει ώστε να παρέχει 

υψηλής ποιότητας αποτελέσµατα. Οι µετρήσεις αυτές περιλαµβάνουν την επικύρωση 

µεθόδου (1ο στάδιο), τον αποτελεσµατικό εσωτερικό ποιοτικό έλεγχο (IQC) (2ο στάδιο), την 

συµµετοχή σε δοκιµές ικανότητας (PT schemes) (3ο στάδιο) και την πιστοποίηση από ένα 

διεθνή πρότυπο οργανισµό (4ο στάδιο).  
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Σχήµα 3.2  Τα επίπεδα µετρήσεων για τη διασφάλιση ποιότητας των εργαστηρίων αναλυτικής 

χηµείας και χηµείας τροφίµων (προσαρµογή από Taverniers I. et.al, part ΙI, 2004). 

 

Προτού ξεκινήσει η διαδικασία επικύρωσης της µεθόδου είναι αναγκαίο να καθοριστεί 

ο σκοπός της περιλαµβάνοντας το αναλυτικό σύστηµα και τις αναλυτικές απαιτήσεις 

ταυτόχρονα. Το αναλυτικό σύστηµα περιλαµβάνει σε γενικές γραµµές, τον σκοπό και το 

είδος της µεθόδου, την κατηγορία και το εύρος συγκεντρώσεων των αναλυτέων ενώσεων, την 

κατηγορία των αναλυόµενων υλικών και το πρωτόκολλο της µεθόδου. Τα αποτελέσµατα του 

αναλυτικού συστήµατος ελέγχονται από κριτήρια επίδοσης ώστε αυτό να είναι κατάλληλο 

(ικανό) για τον πρωταρχικό σκοπό, τα οποία αποτελούν τη βάση για την αποδοχή των 

δεδοµένων των επικυρωµένων αναλυτικών µεθόδων. Έτσι, η επικύρωση διερευνά και 

περιλαµβάνει τις επιδράσεις όλων των παραµέτρων του αναλυτικού συστήµατος στο τελικό 

αναλυτικό αποτέλεσµα. 

Τα κριτήρια επίδοσης µιας αναλυτικής µεθόδου περιλαµβάνουν: µελέτη πιστότητας, 

έλεγχο ειδικότητας και εκλεκτικότητας, έλεγχο γραµµικότητας, µελέτη ρωµαλεότητας και 

αυθεντικότητας, προσδιορισµό ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης, έλεγχο ορθότητας 

και ανάκτησης µεθόδου (Κωνσταντίνου Ι., 2005). Επί παραδείγµατι, ο έλεγχος ειδικότητας 

της µεθόδου εξασφαλίζει ότι η µέθοδος ανταποκρίνεται σε µια συγκεκριµένη ένωση αλλά όχι 

σε αλληλεπιδράσεις ή επιµολύνσεις αυτής. Ο έλεγχος γραµµικότητας επιβεβαιώνει ότι η 
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υποτιθέµενη αρχικά σχέση αναλυτή και απόκρισης της µεθόδου είναι πραγµατική και µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί για τον υπολογισµό των αναλυτικών αποτελεσµάτων. Ο έλεγχος 

ορθότητας (ή υπολογισµού σφάλµατος) ελέγχει αν το σφάλµα της µεθόδου είναι στατιστικά 

σηµαντικό. Η µελέτη πιστότητας και αυθεντικότητας εξετάζει τις διακυµάνσεις του 

αποτελέσµατος της µεθόδου που πηγάζουν από τις συνθήκες ανάλυσης, τον εξοπλισµό, το 

χρόνο, τον αναλυτή κ.α. (Wood Roger (1999), Hibbert D. B. (1999)). 

Συµπερασµατικά, η επικύρωση µεθόδου προκειµένου να επιβεβαιώσει την εξαγωγή 

αξιόπιστων αποτελεσµάτων, οφείλει: 

1. να συµπεριλάβει όλες τις πιθανές αιτίες ή παραµέτρους που επηρεάζουν το τελικό 

αποτέλεσµα. 

2. να εξασφαλίσει την ιχνηλασιµότητα της µεθόδου. 

3. να εκτιµήσει τις αβεβαιότητες όλων των παραµέτρων της µεθόδου. 

Η επικύρωση µιας νέας αναλυτικής µεθόδου πραγµατοποιείται σε δύο στάδια: στην 

βασική επικύρωση που καθορίζει το σκοπό της επικύρωσης και την πλήρη επικύρωση που 

πραγµατοποιείται µε διεργαστηριακή µελέτη και αποδεικνύει την ορθότητα της βασικής 

επικύρωσης (Miller J.N., Miller J.C., 2005). 

 

3.2.1 Προσεγγίσεις υπολογισµού επικύρωσης αναλυτικών µεθόδων 

Η επικύρωση µεθόδου πραγµατοποιείται πρακτικά µε τον υπολογισµό των κριτηρίων 

επίδοσης. Σ' αυτά τα κριτήρια, που αναφέρθηκαν προηγούµενα, µπορεί να προστεθούν η 

βαθµονόµηση, η ιχνηλασιµότητα και η αβεβαιότητα µέτρησης της µεθόδου σύµφωνα µε 

οδηγό της Eurachem (CITAC/Eurachem Guide 2002). Η έννοια της αβεβαιότητας µέτρησης 

συµπεριλαµβάνει όλες τις επιδράσεις των παραµέτρων µιας µεθόδου και εποµένως επιτελεί 

περισσότερες λειτουργίες από το γεγονός ότι απλά αποτελεί κριτήριο επίδοσης της µεθόδου. 

Αποτελεί δε την αιτία ώστε να διαµορφωθούν εδώ και µερικά χρόνια τρεις διαφορετικές 

προσεγγίσεις για τον υπολογισµό της επικύρωσης µεθόδου. Η πρώτη προσέγγιση 

(προσέγγιση των κριτηρίων επίδοσης) θέτει συγκεκριµένα κριτήρια επίδοσης της µεθόδου και 

καθορίζει γι' αυτά αριθµητικές τιµές. Για να εξαγάγει αποδεκτά αποτελέσµατα, µια µέθοδος 

θα πρέπει να µην υπερβαίνει τα όρια των ανωτέρω αριθµητικών τιµών. Για παράδειγµα, 

µπορεί να απαιτείται ελάχιστη ακρίβεια 5% (RSD) ή όριο ανίχνευσης µιας ουσίας 0,1% 

(w/w). Οι δύο εναλλακτικές προσεγγίσεις κάνουν χρήση της αβεβαιότητας µέτρησης της 

µεθόδου. Η προσέγγιση «καταλληλότητα για το σκοπό της µεθόδου» (fitness – for – purpose) 

υπολογίζει την αβεβαιότητα µέτρησης ως συνάρτηση της συγκέντρωσης αναλυτή που µετρά 
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η αναλυτική µέθοδος. Η τρίτη προσέγγιση ή «modular validation approach», διαιρεί την 

αναλυτική διαδικασία σε συνεχόµενα στάδια ώστε το καθένα να αποτελεί ξεχωριστό 

αναλυτικό σύστηµα, επικυρώνει κάθε ένα σύστηµα ξεχωριστά και τελικά προχωρεί στο 

συνδυασµό µεταξύ τους. Σε µια αναλυτική µέθοδο τα στάδια αυτά µπορεί να είναι: η 

δειγµατοληψία, η εκχύλιση των αναλυτέων ενώσεων και ο υπολογισµός των ενώσεων. 

Πρόκειται λοιπόν, για µια βήµα – βήµα διαδικασία επικύρωσης µιας µεθόδου που λαµβάνει 

υπόψη την αβεβαιότητα µέτρησης κάθε σταδίου. 

 

Σχήµα 3.3  Σχηµατική αναπαράσταση µιας αναλυτικής µεθόδου που εµπεριέχεται σε µια αναλυτική 
διαδικασία και περιλαµβάνει τις διαφορετικές προσεγγίσεις επικύρωσης (MU: αβεβαιότητα µέτρησης, 

f: συνάρτηση, conc.: συγκέντρωση, LOD: όριο ανίχνευσης, LOQ: όριο ποσοτικοποίησης) 
(προσαρµογή από Taverniers I. et.al, part ΙI, 2004). 

 

3.2.2 Χαρακτηριστικά επίδοσης για την επικύρωση αναλυτικών µεθόδων 

Οι απαιτήσεις της µεθόδου καθορίζουν κάθε φορά την επιλογή της προσέγγισης 

επικύρωσής της αλλά και την έκταση που θα λάβει ορίζοντας διαφορετικό είδος και αριθµό 

κριτηρίων επίδοσης. Επιπρόσθετα, ο σκοπός της µεθόδου συνυπολογίζεται στην επιλογή των 

κριτηρίων της επίδοσης. Κατά την αξιολόγηση για επικύρωση µιας αναλυτικής µεθόδου 

απαιτούνται δύο στάδια: 

A) Ταξινόµηση της µεθόδου. 

Η συγκεκριµένη µέθοδος κατατάσσεται σε µια από τις εξής 4 κατηγορίες: 

i. Έλεγχοι ταυτοποίησης (identification tests) 

ii. Ποσοτικοί προσδιορισµοί για την περιεκτικότητα προσµείξεων (quantitative 

measurements impurities content). 
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iii. Έλεγχοι ορίων για προσµείξεις (limit tests for impurities) 

iv. Ποσοτικοί προσδιορισµοί δραστικών ουσιών (assays of active moieties) 

B) Εξέταση των χαρακτηριστικών (κριτηρίων) επίδοσης της αναλυτικής µεθόδου. 

Ως χαρακτηριστικά επίδοσης θεωρούνται εκείνες οι λειτουργικές ιδιότητες, παράµετροι, 

ιδιότητες, κριτήρια ή συµπεριφορές που εµφανίζει µια αναλυτική µέθοδος κατά την 

εφαρµογή της στην ανάλυση ενός δείγµατος και επιτρέπουν να αξιολογηθεί για την 

καταλληλότητα (ποιότητα) της για το σκοπό που έχει αναπτυχθεί. Τα χαρακτηριστικά 

ποιότητας κατά κανόνα ποσοτικοποιούν την ποιότητα της µεθόδου (Κωνσταντίνου Ι., 2005) 

Οι Ευρωπαϊκοί και διεθνείς οργανισµοί που καθορίζουν, µε την έκδοση κανονισµών 

και οδηγιών, τη διασφάλιση ποιότητας των αναλυτικών µεθόδων διαθέτουν διάφορους όρους, 

τρόπους µελέτης και αξιολόγησης και κριτήρια αποδοχής των χαρακτηριστικών ποιότητας 

επικύρωσης µιας αναλυτικής µεθόδου. 

 

Πίνακας 3.1 Σύνοψη Ευρωπαϊκών και ∆ιεθνών οργανισµών που εκδίδουν οδηγίες για τη 

διασφάλιση ποιότητας αναλυτικών µεθόδων (προσαρµογή από Taverniers I. et.al, part ΙI, 

2004). 

Οργανισµός Πλήρες όνοµα οργανισµού Οδηγίες για 
Eurachem A focus for analytical chemistry in Europe • Επικύρωση µεθόδου 
CITAC Cooperation of international traceability in 

analytical chemistry 
• ∆οκιµή ικανότητας 
• ∆ιασφάλιση ποιότητας 

EA European Cooperation for accreditation • Πιστοποίηση 
CEN European committee for normalization • Πρότυπα 
IUPAC International union of pure and applied 

chemistry 
• Επικύρωση µεθόδου 

ISO International standardization organigation • Πρότυπα 
AOAC International Association of official analytical chemists • Εσωτερικός ποιοτικός 

έλεγχος 
• ∆οκιµή ικανότητας 
• Πιστοποίηση  

FDA United states food and drugs administration • Επικύρωση µεθόδου 
USP United states pharmacopeia 
ICH International conference on harmonization 
FAO/WHO Food and agricultural organization/World health • Επικύρωση µεθόδου 
Codex/CCMAS Organization: Codex committee on methods of 

analysis and sampling 
 

ILAC International laboratory accreditation 
cooperation 

• ∆οκιµή ικανότητας 
• Πιστοποίηση 
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3.2.2.1 Ακρίβεια (Accuracy) 

Η δύσκολη ερµηνεία της έννοιας «ακρίβεια» καθιστά τον προσδιορισµό της ασαφή και 

γενικά όχι αποδεκτό. Γενικά, ως ακρίβεια αναφέρεται η διαφορά (σφάλµα, error ή bias) 

µεταξύ του µέσου όρου µιας σειράς µετρήσεων και της τιµής (µ) η οποία γίνεται αποδεκτή ως 

αληθής (true) ή ορθή (correct) τιµή της µετρούµενης ποσότητας. Ακόµα, χρησιµοποιείται για 

τη διαφορά µεταξύ µιας τιµής (xi) και της τιµής (µ). 

Ακρίβεια, είναι δηλαδή ο βαθµός µε τον οποίο ένα αποτέλεσµα δοκιµής που 

επιτεύχθηκε µε µια συγκεκριµένη µέθοδο προσεγγίζει την αληθή τιµή. ∆εν καθορίζει µια 

ποσότητα αλλά το βαθµό της πραγµατοποίησης της θεωρητικής έννοιας του ακριβούς. Η 

επιτροπή Αναλυτικής Ορολογίας της IUPAC χρησιµοποιεί τον όρο “bias” ή “στατιστική 

µεροληψία” για να εκφράσει την ακρίβεια, όπου bias είναι ο µέσος όρος των διαφορών, 

λαµβάνοντας υπόψη το πρόσηµο, των αποτελεσµάτων από την αληθή τιµή. 

 

3.2.2.1.1 Πιστότητα (Precision) 

Η πιστότητα είναι το πλέον χρησιµοποιούµενο χαρακτηριστικό επίδοσης µιας 

αναλυτικής µεθόδου και συχνά συσχετίζεται λανθασµένα µε την ορθότητα µιας µέτρησης. 

Πρακτικά, αποτελεί κυρίως χαρακτηριστικό ενός οργάνου ή µιας µεθόδου µέτρησης και όχι 

του ίδιου του αποτελέσµατος. Σύµφωνα µε την IUPAC η πιστότητα εκφράζει την προσέγγιση 

της συµφωνίας (εγγύτητας) µεταξύ των αποτελεσµάτων ανεξάρτητων εφαρµογών της 

µεθόδου υπό ρητά καθορισµένες συνθήκες. Μετρά τη διασπορά (µη πιστότητα) των 

αποτελεσµάτων, όταν η αναλυτική µεθοδολογία επαναλαµβάνεται σε ένα δείγµα. Περιγράφει 

δηλαδή τους βαθµούς ελευθερίας της διαδικασίας µέτρησης από τα τυχαία σφάλµατα ή το 

βαθµό επηρεασµού των σφαλµάτων αυτών στο τελικό αποτέλεσµα. Ο προσδιορισµός της 

πιστότητας γίνεται µε υπολογισµό της τυπικής απόκλισης (sd) ή των συντελεστών 

διακύµανσης (% CV) ή της σχετικής τυπικής απόκλισης (%RSD) ή των ορίων 

επαναληψιµότητας/αναπαραγωγιµότητας (r,R) ή του εύρους εµπιστοσύνης CI µιας σειράς 

αποτελεσµάτων που λαµβάνονται από ένα δείγµα υπό αυστηρά καθορισµένες συνθήκες. 

Οι µετρήσεις της πιστότητας διακρίνονται σε: 

α) µετρήσεις επαναληψιµότητας 

β) µετρήσεις ενδοεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας (ίδιο εργαστήριο) 

γ) µετρήσεις διεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας (διαφορετικά εργαστήρια) 

Επαναληψιµότητα (repeatability ή intra-run precision) είναι η πιστότητα υπό συνθήκες 

επαναληψιµότητας, δηλαδή το µέτρο της διασποράς των αποτελεσµάτων (η εγγύτητα ή ο 
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βαθµός συµφωνίας) διαδοχικών ανεξάρτητων µετρήσεων στο ίδιο δείγµα, που εκτελούνται 

κάτω από τις ίδιες συνθήκες, δηλαδή ίδια µέθοδος ελέγχου, ίδιος αναλυτής, ίδια συσκευή, 

ίδιο εργαστήριο και τον ίδιο χρόνο ή µε µικρή χρονική διαφορά. Η τιµή της θα πρέπει να 

είναι µικρότερη από 20% RSD ανά είδος και επίπεδο συγκέντρωσης ενώσεων (Lee W. P., 

2003,  European commission, Directive 96/46/EC). 

Ενδοεργαστηριακή αναπαραγωγιµότητα (Indermediate precision ή inter-run 

precision)  είναι η πιστότητα υπό συνθήκες αναπαραγωγιµότητας, δηλαδή το µέτρο της 

διασποράς µεταξύ των αποτελεσµάτων που λαµβάνονται µε την ίδια µέθοδο στο ίδιο δείγµα 

στο ίδιο εργαστήριο αλλά από διαφορετικούς αναλυτές που χρησιµοποιούν διαφορετικό 

εξοπλισµό κατά µια εκτεταµένη χρονική διάρκεια. Σύµφωνα µε την οδηγία 96/46/EC ορίζεται 

ως επικύρωση της επαναληπτικότητας της ανάκτησης (Lee W. P., 2003, European 

commission, Directive 96/46/EC). 

∆ιεργαστηριακή αναπαραγωγιµότητα (Reproducability ή Inter-laboratory precision) 

είναι η πιστότητα υπό συνθήκες αναπαραγωγιµότητας, δηλαδή το µέτρο της διασποράς 

µεταξύ των αποτελεσµάτων που λαµβάνονται µε την ίδια µέθοδο στο ίδιο δείγµα από 

διαφορετικά εργαστήρια µε διαφορετικούς αναλυτές που χρησιµοποιούν διαφορετικό 

εξοπλισµό. 

 

3.2.2.1.2 Ορθότητα (trueness) 

Η ορθότητα µιας αναλυτικής µεθόδου εκφράζεται ως % ποσοστό σφάλµατος ή ως bias. 

Εκφράζει την προσέγγιση της συµφωνίας µεταξύ του µέσου όρου των τιµών σειράς µεγάλου 

αριθµού µετρήσεων από την αληθή ή αποδεκτή τιµή και εκφράζεται από το συστηµατικό 

σφάλµα της µεθόδου. 

Το συστηµατικό σφάλµα διακρίνεται στο µόνιµο σφάλµα (persistent bias) και στο 

σφάλµα ανάλυσης (run effect). Το µόνιµο σφάλµα αναφέρεται σε διακυµάνσεις που 

επηρεάζουν όλο το αναλυτικό σύστηµα κατά µια χρονική περίοδο, είναι σχετικά µικρό και 

προέρχεται από σφάλµατα του  εργαστηρίου, της µεθόδου και του διαφορετικού είδους 

δείγµατος προς ανάλυση. Το σφάλµα ανάλυσης είναι µεγαλύτερο και προέρχεται από κάθε 

(συγκεκριµένη) ανάλυση. 

Η ορθότητα µιας αναλυτικής µεθόδου προσδιορίζεται µε τρεις κυρίως τρόπους: 

i. Με την ανάλυση υλικών αναφοράς (reference materials) 

ii. Με την ανάλυση εµβολιασµένων δειγµάτων υλικού (spike or surrogate) µε τις 

αναλυτέες ενώσεις. 
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iii. Με σύγκριση της µεθόδου µε µια δεύτερη µέθοδο αναφοράς, γνωστής πιστότητας. 

Και µε τους τρεις τρόπους η ορθότητα µετρείται µε µέτρηση του bias ή της % 

ανάκτησης των αναλυτέων ενώσεων. Εξαρτάται εποµένως από την συγκέντρωση ενώ για την 

εκτίµησή της γίνεται ανάλυση σε τουλάχιστον τρία διαφορετικά επίπεδα αυτής. Η % 

ανάκτηση συγκρίνεται εν συνεχεία µε αποδεκτές τιµές, π.χ. µε τιµές του προγράµµατος Peer 

Verified Methods του AOAC. Σύµφωνα µε την οδηγία SANCO/825/00 (European 

commission, 2000) µέθοδος που αποδίδει µέση ανάκτηση ενώσεων µεταξύ 70-110%, έχει 

αποδεκτή ορθότητα. 

 

Σχήµα 3.4 ∆ιαφοροποίηση των εννοιών ορθότητας και πιστότητας κατά τις πειραµατικές µετρήσεις 

(Κωνσταντίνου Ι., 2005). 

 

3.2.2.1.3 Σχέση Πιστότητας και Ορθότητας µεθόδου 

Από τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι κάθε αποτέλεσµα µιας αναλυτικής µεθόδου είναι 

το άθροισµα δύο όρων: ο πρώτος αναφέρεται στην αληθινή τιµή του µετρούµενου παράγοντα 

και ο δεύτερος στην ακρίβεια της  µεθόδου η οποία προκύπτει από τον υπολογισµό των 

σφαλµάτων των µετρήσεων. Ισχύει η σχέση: 

 xi  =  xw   +             δ       +          ε 

    µετρούµενη        αληθινή        συστηµατικό        τυχαίο  
        τιµή                  τιµή                 σφάλµα          σφάλµα 

 

                ορθότητα                  πιστότητα  
                µεθόδου                     µεθόδου 

 

                  ακρίβεια της µεθόδου 
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Αναλυτικό αποτέλεσµα 

 

 

                                    αληθής τιµή            σφάλµα  

 

 

αναµενόµενη τιµή 

  

                          συστηµατικό σφάλµα                                    τυχαίο σφάλµα 

       

                   

 

         

µόνιµη µεροληψία           τυχαία µεροληψία                    διεργαστηριακή               επαναληψιµότητα 

                                 αναπαραγωγιµότητα  

 

                             ενδοεργαστηριακή 

            Σφάλµα ανάλυσης                αναπαραγωγιµότητα  

         

επίδραση       σφάλµα µεθόδου         

υποστρώµατος 

        σφάλµα        

     εργαστηρίου 

            

 

 

 

                              ΟΡΘΟΤΗΤΑ                ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

                

  

   

 

Σχήµα 3.5 Προέλευση των σφαλµάτων ενός αναλυτικού αποτελέσµατος σε σχέση µε την ακρίβεια 

της αναλυτικής µεθόδου (προσαρµογή από Taverniers I. et.al, part ΙI, 2004). 

 

ανακρίβεια 

Στατιστική 

µεροληψία (bias) 
Μη - πιστότητα 

διαφορά µεταξύ  
αναλυτικού αποτελέσµατος 

και αληθούς τιµής 

∆ιαφορά µεταξύ 
αναµενόµενης τιµής και 
αληθούς τιµής 

διαφορά µεταξύ 
αναλυτικού 
αποτελέσµατος και 
αναµενόµενης τιµής 

∆ιακυµάνσεις κατά την 
αναλυτική διαδικασία 

∆ιακυµάνσεις κατά τη 
διάρκεια µιας ανάλυσης 

τυχαία µεροληψία 

ένδειξη διαφοράς µεταξύ 

αναµενόµενης και αληθούς 
τιµής 

ένδειξη διαφοράς µεταξύ 
αποτελέσµατος αναµενόµενης 

τιµής 
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3.2.2.2 Ανάκτηση (Recovery) 

Στόχος των αναλυτικών µεθόδων είναι η εκτίµηση της αληθούς τιµής της 

συγκέντρωσης µιας αναλυτέας ένωσης σε ένα δείγµα. Η µεταφορά της ένωσης από το 

σύνθετο δείγµα στο εκχυλιζόµενο διάλυµα επιφέρει απώλεια της συγκέντρωσής του µε 

αποτέλεσµα η προσδιοριζόµενη τιµή να είναι µικρότερη από την αληθή τιµή. Προκειµένου 

λοιπόν να προσδιοριστεί η αποτελεσµατικότητα µιας αναλυτικής µεθόδου στην ανίχνευση 

και ποσοτικοποίηση µιας ένωσης χρησιµοποιείται η παράµετρος ανάκτηση της µεθόδου 

(recovery). Υπολογίζεται µε τη χρήση εµβολιασµένων µε την αναλυτέα ένωση θετικών ή 

λευκών δειγµάτων της µεθόδου ως :το % κλάσµα [∆Cευρεθέν / ∆C προστιθέµενη]. Η 

ανάκτηση της µεθόδου θα πρέπει να υπολογίζεται σε διαφορετικούς τύπους δειγµάτων, σε 

διαφορετικό αριθµό περιπτώσεων για κάθε δείγµα και για διαφορετικά επίπεδα 

συγκέντρωσης της αναλυτέας ένωσης (σύµφωνα µε Eurachem, ISO, IUPAC, AOAC 

International State). Συγκεκριµένα, απαιτείται ο προσδιορισµός τουλάχιστον 6 επαναλήψεων 

εµβολιασµένων δειγµάτων µε την αναλυτέα ένωση σε διαφορετικά επίπεδα συγκέντρωσης 

αυτής. 

 

3.2.2.3 Εκλεκτικότητα (Selectivity) και Ειδικότητα (Specificity) 

Οι όροι εκλεκτικότητα και ειδικότητα µεθόδου χρησιµοποιούνται από κάποιους ως 

διαφορετικοί και από άλλους ως ταυτόσηµοι. Σύµφωνα µε την οδηγία 96/46/EC (European 

commission, 2000) η ειδικότητα ορίζεται ως η ικανότητα της µεθόδου να διακρίνει έναν 

αναλύτη από άλλες ουσίες. Γενικά, ο όρος “ειδική” αναφέρεται σε µια µέθοδο η οποία 

προσδιορίζει µια µόνο αναλυτέα ένωση ενώ ο όρος “εκλεκτική” αναφέρεται στη µέθοδο η 

οποία προσδιορίζει διαφορετικές ενώσεις ταυτόχρονα διαχωρίζοντας τη µια από την άλλη. 

∆ηλαδή η απόκριση της µεθόδου σε µια ένωση είναι ξεχωριστή από όλες τις αποκρίσεις όλων 

των άλλων ενώσεων. 

Εποµένως, µε τη χρήση µια πλήρως ειδικής µεθόδου για µια αναλυτέα ένωση, η 

συγκέντρωσή της µπορεί να προσδιοριστεί µε ακρίβεια, ασχέτως της παρουσίας άλλων 

ουσιών στο δείγµα (η µέθοδος δεν δίνει απόκριση για άλλο χαρακτηριστικό, εκτός του 

αναλυόµενου στοιχείου). Μια µέθοδος ονοµάζεται πλήρως εκλεκτική, εάν παρέχει ακριβή 

αναλυτικά αποτελέσµατα για τα διάφορα συστατικά του µίγµατος χωρίς καµία 

αλληλεπίδραση µεταξύ τους. Σύµφωνα µε την Eurachem, ειδικότητα σηµαίνει πλήρη 

εκλεκτικότητα, δηλαδή µια µέθοδος µπορεί να είναι ειδική εάν είναι πλήρως εκλεκτική.  

Ο προσδιορισµός της ειδικότητας µεθόδου, µπορεί να γίνει: 
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α) υπολογίζοντας την % ανάκτηση ενός αναλύτη σε εµβολιασµένα δείγµατα µε συγκέντρωση 

του αναλυτή και ενώσεων που πιθανώς να παρεµποδίζουν κατάλληλα τον προσδιορισµό 

(δηλαδή ουσίες µε παραπλήσιες φυσικοχηµικές µε τον αναλύτη ιδιότητες που βρίσκονται στο 

δείγµα) – IUPAC 

β) αναλύοντας τυφλά δείγµατα αντιπροσωπευτικών δειγµάτων και οι τυχόν αποκρίσεις δεν θα 

πρέπει να είναι µεγαλύτερες από το 30% της απόκρισης του ορίου ποσοτικοποίησης της 

µεθόδου. 

 

3.2.2.4 Ανιχνευσιµότητα (Detectability) 

Κατά τον προσδιορισµό ενός αναλυτή µε µια µέθοδο, που περιέχεται σε πολύ χαµηλή 

συγκέντρωση σε ένα δείγµα, το αναλυτικό σήµα θα είναι πολύ µικρό. Είναι λοιπόν δύσκολο 

να αποφασιστεί εάν αυτό το σήµα προέρχεται από τον αναλύτη ή από τον θόρυβο (σήµα 

υποβάθρου) που προκαλείται από τη µέθοδο ή το όργανο. Έτσι, σε ελέγχους προσδιορισµού 

του ρίσκου για την ανθρώπινη υγεία από την κατανάλωση τροφίµων που µπορεί να περιέχουν 

φυτοφάρµακα είναι κρίσιµη η ερώτηση εάν το τρόφιµο χαρακτηρίζεται ως µη ανιχνεύσιµο 

(not detectable) φυτοφάρµακων. Ή εάν ο αναλύτης δεν ανιχνεύεται από το όργανο ανάλυσης 

σηµαίνει ότι δεν περιέχεται στο αναλυόµενο δείγµα τροφίµου; Ή µήπως σηµαίνει ότι 

περιέχεται στο δείγµα αλλά σε συγκέντρωση χαµηλότερη από την ικανότητα προσδιορισµού 

του οργάνου; Ή περιέχεται σε συγκέντρωση µεταξύ των ανωτέρω ορίων; Όλοι αυτοί οι 

προβληµατισµοί έθεσαν την ανάγκη θέσπισης σαφών ορισµών των ορίων ανίχνευσης (limit 

of detection, LOD) και ποσοτικοποίησης (limit of quantification, LOQ) ενός αναλύτη µε µια 

µέθοδο. 

Έχουν διατυπωθεί αρκετοί διαφορετικοί όροι και ορισµοί για τον προσδιορισµό της 

ανιχνευσιµότητας µιας µεθόδου. Η Eurachem χρησιµοποιεί τον όρο “όριο ανίχνευσης”, ο ISO 

τον όρο “ελάχιστη ανιχνεύσιµη καθαρή συγκέντρωση”, ενώ η IUPAC  “ελάχιστη 

ανιχνεύσιµη τιµή (ορθή)”. Γενικά, ως όριο ανίχνευσης ορίζεται η χαµηλότερη ποσότητα ενός 

αναλυτή σε ένα δείγµα που µπορεί να ανιχνευτεί µε ακρίβεια αλλά όχι απαραίτητα να 

ποσοτικοποιηθεί. Ο προσδιορισµός των διάφορων ορισµών της ανιχνευσιµότητας πρέπει να 

λαµβάνει υπόψη ορισµένους παραµέτρους, όπως: 

• το σήµα υποβάθρου ή θόρυβο 

• την επίδραση της µήτρας του δείγµατος και των προσµίξεων 

• τη µεταβλητότητα των διαδικασιών εκχύλισης των ενώσεων 
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Στις σύγχρονες αναλυτικές µεθόδους, το όριο ανίχνευσης µπορεί να διακριθεί στο όριο 

ανίχνευσης  οργάνου (IDL: instrument detection limit) και στο όριο ανίχνευσης µεθόδου 

(MDL: method detection limit). 

Τα αναλυτικά όργανα (αέριος χρωµατογράφος, υγρός χρωµατογράφος, φασµατογράφος 

µάζας, κλπ) έχουν ορισµένη ικανότητα προσδιορισµού της ποσότητας ενός αναλύτη, που 

ορίζεται από το όριο ανίχνευσης οργάνου ως η χαµηλότερη ποσότητα ενός αναλύτη που 

µπορεί να ανιχνευθεί µε αξιοπιστία ή να διαχωριστεί από το σήµα υποβάθρου του οργάνου. 

Ανάλογα ορίζεται το όριο ποσοτικοποίησης οργάνου ως η χαµηλότερη ποσότητα ενός 

αναλυτή που µπορεί να µετρηθεί µε αξιοπιστία από το όργανο. 

Κατά την ανάλυση πραγµατικών δειγµάτων (φυτικών ή ζωικών ιστών, εδάφους, νερού, 

κλπ) για τον ορισµό των ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης πρέπει να ληφθεί υπόψη η 

επίδραση της µήτρας του δείγµατος µιας και αυτό αποτελείται από εκατοντάδες ή χιλιάδες 

συστατικά που αλληλεπιδρούν µε τον αναλύτη και επηρεάζουν την ανίχνευση και 

ποσοτικοποίησή του. Τα συστατικά του δείγµατος µπορεί: 

i. να εκτελούνται στον ίδιο χρόνο µε τον αναλύτη (GC, HPLC) ή να απορροφούν ή να 

εκπέµπουν στο ίδιο µήκος κύµατος 

ii. να αυξάνουν ή να εξαφανίζουν το σήµα του αναλύτη 

iii. να καταλύουν αντιδράσεις στις οποίες συµµετέχει ο αναλύτης, κ.α. 

Παρόλο που οι µέθοδοι εκχύλισης συµπεριλαµβάνουν στάδια καθαρισµού του 

εκχυλιζόµενου δείγµατος από τις προσµίξεις δεν είναι δυνατός ο πλήρης περιορισµός τους. 

Έτσι, αυτές οι επιδράσεις του δείγµατος λαµβάνονται υπόψη στον καθορισµό της 

ανιχνευσιµότητας θεσπίζοντας όρους ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης µεθόδου. 

Όριο ανίχνευσης µεθόδου είναι η µικρότερη ποσότητα αναλύτη που µπορεί να 

ανιχνευτεί ή να διαχωριστεί µε αξιοπιστία από το υπόβαθρο (θόρυβο) ενός συγκεκριµένου 

δείγµατος µε µια ειδική µέθοδο, λαµβάνοντας υπόψη όλες τις επιδράσεις. Ως όριο 

ποσοτικοποίησης της µεθόδου ορίζεται η µικρότερη ποσότητα του αναλύτη που µπορεί να 

ποσοτικοποιηθεί µε ορισµένο βαθµό αξιοπιστίας σε συγκεκριµένο δείγµα µε µια ειδική 

µέθοδο. Σύµφωνα µε τον ορισµό (οδηγία 96/46/EC) ως όριο προσδιορισµού ή 

ποσοστικοποίησης ορίζεται η χαµηλότερη συγκέντρωση ενός αναλύτη που υπολογίζεται µε 

αποδεκτή µέση τιµή ανάκτησης (70-110%) και αποδεκτή σχετική τυπική απόκλιση (<20%). 

Η ποικιλία των ορισµών και των κριτηρίων αποδοχής ανιχνευσιµότητας καθώς και η 

αναγκαιότητα εξαγωγής αξιόπιστων αναλυτικών αποτελεσµάτων θέτει σηµαίνουσα την 

αναφορά οµοιόµορφων ορισµών ώστε να είναι δυνατή η σύγκριση τιµών δεδοµένων µεταξύ 

δειγµάτων, µεθόδων και εργαστηρίων. 
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Οι µέθοδοι καθορισµού των ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης που ισχύουν εως 

σήµερα, συνοψίζονται ως εξής: 

(1) Μέθοδος της IUPAC 

(2) Μέθοδος πολλαπλασιασµού σφαλµάτων 

(3) Μέθοδος των Hubaux – Vos 

(4) Μέθοδος δύο σταδίων (US EPA) 

(5) Μέθοδος RMSE 

(6) Μέθοδος t 99 SLLMV  

(Lee W. P., 2003). 

Η µέθοδος δύο σταδίων (US EPA) εµπεριέχει τα εξής στάδια για τον καθορισµό των ορίων 

ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης µεθόδου: 

i. Προσδιορισµό των ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης οργάνου και χρήση αυτών 

για την εκτίµηση των ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης της µεθόδου. 

ii. Υπολογισµός των ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης της µεθόδου για την 

εκχύλιση/ανάλυση πραγµατικού δείγµατος. 

• Ο προσδιορισµός των IDL και IQL πραγµατοποιείται κυρίως µε τους εξής δύο τρόπους: 

α) Μέτρηση του θορύβου γύρω από το χρόνο κατακράτησης του αναλύτη (Νp-p: peak-to-

peak noise) και εκτίµηση της συγκέντρωσής του στο δείγµα η οποία να εµφανίσει σήµα 

ίσο µε 3*Np-p. Η συγκέντρωση αυτή θα είναι το εκτιµώµενο MDL. 

β) Ένας περισσότερο αξιόπιστος τρόπος εκτίµησης του MDL περιλαµβάνει τα εξής 

βήµατα: 

- Ανάλυση 5 τουλάχιστον εκχυλισµάτων τυφλών δειγµάτων. 

- Υπολογισµός του Np-p για κάθενα εκχύλισµα. 

- Υπολογισµός του µέσου όρου των τιµών Np-p. 

- Υπολογισµός της συγκέντρωσης αναλύτη σε διάλυµα που θα παρείχε σήµα εµβαδού 

ίσου µε 3*Np-p (λαµβάνοντας υπόψη τις απώλειες συγκέντρωσης κατά την εκχύλιση). 

- Εκτίµηση της τελικής τιµής του MDL υπολογίζοντας το ποσό του αναλύτη στο 

δείγµα που απαιτείται για να δώσει σήµα ίσο µε 3*Np-p. 

• Κατά το δεύτερο στάδιο της µεθόδου πραγµατοποιείται ο υπολογισµός των τιµών των 

MDL και MQL, σύµφωνα µε τα ακόλουθα βήµατα: 

− Ζυγίζονται τουλάχιστον 7 δείγµατα του προς ανάλυση υλικού σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο της µεθόδου. 

− Πραγµατοποιείται εκτίµηση του LOQ σύµφωνα µε το πρώτο στάδιο της µεθόδου. 
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− Τα δείγµατα εµβολιάζονται µε τον αναλύτη µε κατάλληλη ποσότητα ώστε η 

συγκέντρωσή του στο υλικό να είναι ίση µε το εκτιµώµενο LOQ (ELOQ). 

− Ακολουθεί εκχύλιση των εµβολιασµένων δειγµάτων σύµφωνα µε το πρωτόκολλο 

της µεθόδου. 

− Τα εκχυλιζόµενα δείγµατα αναλύονται σύµφωνα µε τη µέθοδο. 

− Προσδιορίζεται η ποσότητα του αναλύτη σε κάθε εµβολιασµένο δείγµα. 

− Υπολογίζεται η τυπική απόκλιση των µετρήσεων  (SELOQ) 

− Προσδιορίζεται η τιµή της παραµέτρου t για n-1 βαθµούς ελευθερίας και σε 

επίπεδο εµπιστοσύνης 99% (t99(n-1)) 

− Η τιµή MDL ορίζεται ως:  

ELOQn StMDL ⋅= − )1(99   ( 143.3)1(99 =−nt , για 7 επαναλήψεις εµβολιασµένων δειγµάτων) 

Αντίστοιχα, ορίζεται MDLMQL *3=  

Στο τέλος προκειµένου να επικυρωθεί ο υπολογισµός του MDL, πραγµατοποιείται 

εκχύλιση και ανάλυση 3 τουλάχιστον εµβολιασµένων δειγµάτων σε συγκέντρωση αναλύτη 

ίση µε την τιµή MDL (Lee W. P., 2003). 

 

3.2.2.5 Γραµµικότητα (Linearity) 

Η γραµµικότητα αναφέρεται στο εύρος της περιοχής συγκεντρώσεων στο οποίο 

χρησιµοποιείται η αναλυτική µέθοδος. Μπορεί να προσδιοριστεί ως εξής: 

a) Με αραιώσεις ενός πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης απευθείας στην καθαρή 

προσδιοριζόµενη ουσία. 

b) Με διαδοχικές αυξανόµενες ενισχύσεις (spiking) λευκού δείγµατος και εφαρµογή της 

αναλυτικής µεθόδου. 

Τα αποτελέσµατα ελέγχου της γραµµικότητας αξιολογούνται µε κατάλληλες 

στατιστικές µεθόδους κυρίως µε υπολογισµό της ευθείας παλινδρόµησης ή συµµεταβολής 

(linear regression), µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων (least squares). ∆ηµιουργούνται 

επίσης διαγράµµατα των αναλυτικών σηµάτων ως συνάρτηση της συγκέντρωσης του 

αναλύτη.  

Οι παράµετροι ελέγχου γραµµικότητας περιλαµβάνουν: το συντελεστή συσχέτισης r 

(correlation coeffient), το τετράγωνο αυτού r2, την τοµή στον άξονα των y (y – intercept), την 

κλίση της ευθείας συµµεταβολής (slope), το άθροισµα των τετραγώνων των υπολοίπων 

(residual sum of squares) ή την τυπική απόκλιση των υπολοίπων. Πρακτικά, δείγµατα υλικού 

εµβολιάζονται µε κατάλληλη ποσότητα του αναλύτη ώστε να προκύψουν εκχυλιζόµενα 
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δείγµατα πέντε επιπέδων συγκέντρωσης. Τα δείγµατα αναλύονται τουλάχιστον σε τρεις 

επαναλήψεις για κάθε συγκέντρωση (Κωνσταντίνου Ι., 2005). 

 

3.2.2.6 Ευαισθησία (Sensitivity) 

Ευαισθησία µεθόδου είναι η ικανότητα της µεθόδου να διακρίνει µικρές διαφορές 

συγκέντρωσης µάζας του αναλύτη. Πρακτικά είναι η κλίση της καµπύλης βαθµονόµησης. 

Μια µέθοδος χαρακτηρίζεται ευαίσθητη όταν µικρές αλλαγές συγκέντρωσης ποσότητας 

αναλύτη προκαλούν µεγάλες αλλαγές µετρούµενης απόκρισης (signal). Αρκετές φορές 

γίνεται σύγχυση µεταξύ των ορίων ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης και της ευαισθησίας της 

µεθόδου. Όταν µια µέθοδος είναι ικανή να ανιχνεύει (προσδιορίζει) χαµηλές συγκεντρώσεις 

(ποσότητες) ενός αναλύτη δεν σηµαίνει ότι είναι ευαίσθητη αλλά ότι η µέθοδος έχει υψηλή 

ανιχνευσιµότητα ή ότι το όριο ανίχνευσης της µεθόδου είναι πολύ χαµηλό. 

 

3.2.2.7 Αντοχή (Ruggedness) και Ανθεκτικότητα (Robustness) 

Αντοχή µεθόδου είναι η πιστότητα της µεθόδου όταν τα δείγµατα αναλύονται µεν κάτω 

από κανονικές συνθήκες αλλά µε την πραγµατοποίηση µικρών αλλαγών στις συνθήκες 

περιβάλλοντος ή/και χειρισµών (διαφορετικά εργαστήρια, όργανα, αντιδραστήρια, 

θερµοκρασία, χρόνος, κ.α.). 

Από την άλλη, η ανθεκτικότητα µεθόδου εκφράζει την ικανότητα της µεθόδου να δίνει 

αξιόπιστα αποτελέσµατα ή να παραµένει ανεπηρέαστη κάτω από προσχεδιασµένες µικρές 

µεταβολές των πειραµατικών συνθηκών. Αποτελεί δηλαδή, έναν δείκτη αξιοπιστίας της 

µεθόδου όταν αυτή χρησιµοποιείται σε αναλύσεις ρουτίνας. Αυτό το κριτήριο επίδοσης 

χρησιµοποιείται µόνο από τους οργανισµούς USP και ICH (Lee W. P., 2003). 

 

3.2  Αβεβαιότητα µέτρησης 

Τα αποτελέσµατα της εφαρµογής µιας αναλυτικής µεθοδολογίας συχνά αποτελούν 

πληροφορία που χρησιµοποιείται στη λήψη σηµαντικών αποφάσεων. Όπως αναφέραµε στην 

ενότητα 2, για να είναι τα αποτελέσµατα αξιόπιστα και συγκρίσιµα θα πρέπει να αναπτυχθεί 

η επικύρωση της µεθόδου. Το πιο σηµαντικό χαρακτηριστικό (κριτήριο επίδοσης) της 

επικύρωσης µιας αναλυτικής µεθόδου αποτελεί η αβεβαιότητα µέτρησης. Σύµφωνα µε τον 

ορισµό έκφρασης της αβεβαιότητας στη µέτρηση (Guide to the expression of uncertainty in 

measurement, GUM – 1993) η αβεβαιότητα ορίζεται ως: “µια παράµετρος που συσχετίζεται 

άµεσα µε το αποτέλεσµα µιας µέτρησης, η οποία χαρακτηρίζει τη διασπορά των τιµών που 



Κεφάλαιο 3 

94 

λογικά µπορούν να αποδοθούν στο είδος προς µέτρηση”. Ένας παρόµοιος οδηγός για 

εφαρµογή στην αναλυτική χηµεία (GUAM) εκδόθηκε το 1995. Η παράµετρος αυτή µπορεί να 

είναι η τυπική απόκλιση ή το εύρος του ορίου εµπιστοσύνης. Το όριο εµπιστοσύνης 

αντιπροσωπεύει ένα διάστηµα τιµών στο οποίο βρίσκεται η αληθή τιµή µιας µέτρησης µε µια 

συγκεκριµένη πιθανότητα λαµβάνοντας υπόψη όλες τις τιµές σφάλµατος (Taverniers I. et.al, 

part I, 2004). 

 Στο σχήµα 3.6 (Meyer V. R, 2007) αναπαρίσταται η σηµασία της χρήσης της 

αβεβαιότητας µέτρησης κατά την εξέταση της καταλληλότητας ενός τροφίµου σχετικά µε την 

συγκέντρωσή του σε ένα φυτοφάρµακο. Τα αποτελέσµατα Α και Β βρίσκονται κάτω από το 

όριο της µέγιστης επιτρεπόµενης συγκέντρωσης του φυτοφαρµάκου. Η µέση τιµή του 

αποτελέσµατος Γ βρίσκεται επίσης κάτω από του ορίου αλλά υπάρχει σοβαρή πιθανότητα 

υπέρβασης του εξαιτίας της αβεβαιότητας της µέτρησης. Εποµένως το δείγµα τροφίµου Γ θα 

πρέπει να απορριφθεί. Σύµφωνα µε τη µέτρηση ∆, το δείγµα το δείγµα τροφίµου στο οποίο 

αντιστοιχεί θα πρέπει επίσης να απορριφθεί ακόµα και αν υπάρχει µικρή πιθανότητα το όριο 

απόρριψης να µην ξεπεραστεί.  

 

Σχήµα 3.6  Η σηµασία της αβεβαιότητας στις πειραµατικές µετρήσεις. 
  

Η γνώση της αβεβαιότητας, λοιπόν, υποδηλώνει αυξηµένη εµπιστοσύνη για την 

εγκυρότητα ενός µετρούµενου αποτελέσµατος.  

Είναι αναγκαίο όµως να αναφερθούµε στη σχέση και τη διάκριση των εννοιών σφάλµα 

και αβεβαιότητα µέτρησης. Το σφάλµα αναφέρεται σε µεµονωµένο αναλυτικό αποτέλεσµα, 

είναι πάντοτε µια αριθµητική τιµή και ορίζεται ως η διαφορά µεταξύ του αποτελέσµατος και 

της πραγµατικής τιµής του είδους προς µέτρηση. Το σφάλµα µπορεί να χρησιµοποιηθεί για 

τη διόρθωση του αποτελέσµατος (συστηµατικό σφάλµα). Η αβεβαιότητα µέτρησης 

αναφέρεται στην αναλυτική µεθοδολογία και σε συγκεκριµένο είδος δείγµατος αλλά και σε 

διαφορετικά αποτελέσµατα µέτρησης, ενώ δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την διόρθωση 

των αποτελεσµάτων. Ορίζεται ως το εύρος τιµών γύρω από το τελικό αποτέλεσµα µέσα στο 
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οποίο πιστεύεται ότι βρίσκεται η αληθινή τιµή του είδους προς µέτρηση. Καλύπτει όλες τις 

πηγές σφαλµάτων που σχετίζονται µε τα επίπεδα συγκέντρωσης του αναλύτη καλύπτοντας 

όλο το σύστηµα της διασφάλισης ποιότητας (καταλληλότητα µεθόδου, ποιοτικός έλεγχος). Η 

αβεβαιότητα µέτρησης µιας αναλυτικής διαδικασίας ναι µεν προέρχεται από το σφάλµα ενός 

αναλυτικού αποτελέσµατος, αλλά είναι διαφορετική από αυτό. Η απόκλιση ενός µετρούµενου 

αποτελέσµατος από την πραγµατική τιµή αποδίδεται σε έναν αριθµό συστηµατικών και 

τυχαίων σφαλµάτων. Κάθε ένα συστατικό του συνολικού σφάλµατος προσθέτει τη δική του 

αβεβαιότητα στη συνολική αβεβαιότητα της αναλυτικής διαδικασίας. Έτσι, αυτά τα 

διαφορετικά συστατικά σφάλµατος αναφέρονται ως πηγές της αβεβαιότητας οι οποίες 

ποικίλουν προερχόµενες από τον ανθρώπινο παράγοντα και τον εξοπλισµό που 

χρησιµοποιείται για την ανάλυση.  

 

Πίνακας 3.2 Πιθανές πηγές αβεβαιότητας µέτρησης ενός αναλυτικού αποτελέσµατος. 

Πηγές αβεβαιότητας  

Ανθρώπινοι παράγοντες 
Παράγοντες που προέρχονται από τον 

εξοπλισµό 

Λανθασµένος ή µη ακριβής καθορισµός 
µετρούµενης τιµής 

Εγγενής αβεβαιότητα των προτύπων και/ή 
των υλικών αναφοράς 

Μη αντιπροσωπευτικό δείγµα 
Αβεβαιότητα παραµέτρων υπολογισµού του 

τελικού αποτελέσµατος, π.χ. 
φυσικοχηµικών σταθερών 

Λανθασµένη εφαρµογή της αναλυτικής 
διαδικασίας 

Προσεγγίσεις και υποθέσεις κατά τη 
διάρκεια της ανάλυσης σχετικά µε τη χρήση 

ενός συγκεκριµένου οργάνου 

Συστηµατικό σφάλµα ανάγνωσης εξαγώγιµων 
αποτελεσµάτων 

Παλινδροµήσεις µεταξύ 
επαναλαµβανόµενων µετρήσεων 

ταυτόσηµων εξωτερικών συνθηκών 

Άγνοια όλων των εξωτερικών παραγόντων που 
επηρεάζουν το αναλυτικό αποτέλεσµα 

 

Αβεβαιότητα προερχόµενη από την 
βαθµονόµηση των οργάνων µέτρησης 

 

 

Για την εκτίµηση της συνολικής αβεβαιότητας µέτρησης γίνεται εκτίµηση της 

αβεβαιότητας κάθε πηγής συνυπολογίζοντας τη συνεισφορά κάθε συστατικού σφάλµατος σ' 

αυτήν. 

Είναι φανερό λοιπόν ότι η έννοια της αβεβαιότητας µέτρησης δεν υπόκεινται σε 

ορισµούς αλλά µεταβάλλεται ανάλογα µε τις συνθήκες µέτρησης και το σηµείο αναφοράς 
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στο οποίο ένα αποτέλεσµα είναι ιχνηλάσιµο. Παρόλα αυτά για την έκφραση της 

αβεβαιότητας αναλυτικών αποτελεσµάτων χρησιµοποιούνται κοινοί όροι οι οποίοι 

αναφέρονται στον πίνακα 3.3. 

 

Πίνακας 3.3 Όροι που χρησιµοποιούνται κατά την εκτίµηση της αβεβαιότητας αναλυτικών 

µετρήσεων. 

Όρος Σύντοµη ερµηνεία Σύµβολο 

Αβεβαιότητα 
µέτρησης 

Μια µη αρνητική παράµετρος που χαρακτηρίζει τη 
διασπορά των τιµών µιας ποσότητας και σχετίζεται 
µε το είδος προς µέτρηση. 

u 

Οριζόµενη 
αβεβαιότητα 

Συστατικό της αβεβαιότητας µέτρησης που 
προέρχεται από το σύνολο των λεπτοµερειών που 
ορίζουν το µετρούµενο είδος. 

- 

Τυπική 
αβεβαιότητα 

Η αβεβαιότητα του αποτελέσµατος xi µιας µέτρησης 
εκφραζόµενη ως τυπική απόκλιση. 

u(xi) 

Συνδυασµένη 
τυπική 
αβεβαιότητα 

Το σύνολο των ξεχωριστών τυπικών αβεβαιοτήτων 
που προέρχονται από κάθε µετρούµενη ποσότητα  
του συνολικού πειραµατικού σχεδιασµού.   

uC(y) 

Εκτεταµένη 
αβεβαιότητα 

Πολλαπλάσιο µέγεθος της συνδυασµένης τυπικής 
αβεβαιότητας κατά έναν παράγοντα µεγαλύτερο της 
µονάδας. 

U 

Παράγοντας 
κάλυψης 

Ένας αριθµός µεγαλύτερος της µονάδας. Συνήθως 
είναι 2 ή 3 π.χ. στο επίπεδο εµπιστοσύνης 95% έχει 
την τιµή 2. 

k 

Σχετική 
αβεβαιότητα 

Η τυπική αβεβαιότητα διηρηµένη µε την απόλυτη 
τιµή της µετρούµενης ποσότητας. 

ur(xi) 

Πλαίσιο 
αβεβαιότητας 

Το πλαίσιο που περιλαµβάνει την αβεβαιότητα 
µέτρησης, τα συστατικά της αβεβαιότητας µέτρησης 
και το συνδυασµό τους καθώς και τον υπολογισµό 
της. 

- 

 

Κάθε αναλυτικό αποτέλεσµα σχετίζεται µε µια αβεβαιότητα και θα πρέπει να 

εκφράζεται µαζί µε αυτή. Για παράδειγµα, η ορθή παρουσίαση ενός αναλυτικού 

αποτελέσµατος είναι: 

gngUC kPCB /7.23.31)2(28 ±=± =−  

όπου 28−PCBC  είναι η συγκέντρωση αναλύτη υπολογιζόµενη ως η µέση τιµή µιας σειράς 

παράλληλων προσδιορισµών, U είναι η εκτεταµένη αβεβαιότητα µέτρησης και κ ο 

παράγοντας κάλυψης (κ=2, για p=95%)  (Konieczka P., 2009). 
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3.2.1 Εκτίµηση της αβεβαιότητας  

Η γενική διαδικασία προσέγγισης της αβεβαιότητας µέτρησης θα πρέπει να ακολουθεί 

τις ακόλουθες συνθήκες σύµφωνα µε τον οδηγό GUM: 

(1) Προσδιορισµός της διαδικασίας και του είδους προς µέτρηση. 

(2) Προσοµοίωση (συνήθως µε µαθηµατικό µοντέλο) του υπολογισµού των αναλυτικών 

αποτελεσµάτων µε βάση τις παραµέτρους της µέτρησης. 

(3) Προσδιορισµός της τυπικής αβεβαιότητας όλων των πιθανών πηγών σφάλµατος της 

µέτρησης. 

(4) Υπολογισµός της συνδυασµένης τυπικής αβεβαιότητας των αναλυτικών 

αποτελεσµάτων (χρήση πολ/σµού αβεβαιοτήτων). 

(5) Παρουσίαση των αποτελεσµάτων υπό τη µορφή αποτέλεσµα ±  εκτεταµένη 

αβεβαιότητα. 

Οι ενέργειες της εκτίµησης της αβεβαιότητας µέτρησης που διενεργούνται 

αναπαρίστανται κατά γενικό τρόπο στο γράφηµα.  

 

Σχήµα 3.7  Γενική προσέγγιση της αβεβαιότητας µέτρησης (Spack L., 2002). 
 

Ανάλογα µε τις διαθέσιµες πληροφορίες αλλά και το σκοπό εκτίµησης της 

αβεβαιότητας µέτρησης επιλέγεται ο κατάλληλος τρόπος προσέγγισής της.  

Οι βασικές προσεγγίσεις (Taverniers I. et.al, part I, 2004, Konieczka P., 2009) 

περιλαµβάνουν: 

Α. Προσέγγιση «από κάτω προς τα πάνω» (bottom – up approach) 

Ο προσδιορισµός της αβεβαιότητας µέτρησης βασίζεται στην αναγνώριση, εκτίµηση 

και συνδυασµό όλων των πιθανών πηγών αβεβαιότητας που σχετίζονται µε τη µέτρηση. Η 
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συνολική αβεβαιότητα προέρχεται από αβεβαιότητες των επιµέρους συστατικών της, γεγονός 

στο οποίο οφείλεται το όνοµα της προσέγγισης αυτής. Τα βασικά βήµατα υπολογισµού της 

αβεβαιότητας περιλαµβάνουν: 

i. Προσδιορισµό, όπου γίνεται η προσοµοίωση της διαδικασίας µέτρησης. 

ii. Αναγνώριση, όπου πραγµατοποιείται η αναγνώριση των πηγών αβεβαιότητας. 

iii. Ποσοτικοποίηση, όπου γίνεται ο υπολογισµός της αβεβαιότητας . 

iv. Συνδυασµός, όπου γίνεται υπολογισµός της εκτεταµένης αβεβαιότητας.  

Αυτό το είδος της βήµα – προς – βήµα προσέγγισης της αβεβαιότητας αναπτύχθηκε 

αρχικά για φυσικές µετρήσεις και προσαρµόστηκε στην αναλυτική χηµεία από την Eurachem 

ενώ θεωρείται ιδιαίτερα πολύπλοκη διαδικασία απαιτώντας χρόνο και εργασία. 

B. Προσέγγιση «καταλληλότητας» (Fitness – For – Purpose) 

Βασίζεται στον προσδιορισµό µιας παραµέτρου που ονοµάζεται “συνάρτηση 

καταλληλότητας”. Αυτή η συνάρτηση έχει τη µορφή µιας αλγεβρικής έκφρασης, u=f(c), η 

οποία περιγράφει τη σχέση µεταξύ της µέτρησης αβεβαιότητας και της συγκέντρωσης ενός 

αναλύτη. Έτσι, ο υπολογισµός της αβεβαιότητας µέτρησης προκύπτει από υπολογισµό 

κριτηρίων ποιότητας της µεθόδου π.χ. επαναληψιµότητα, αναπαραγωγιµότητα, σφάλµα. 

Πρόκειται κατ' ουσία για µια απλοποιηµένη προσέγγιση εν σχέση µε την προσέγγιση “από 

κάτω προς τα πάνω”. 

Γ. Προσέγγιση «από πάνω προς τα κάτω» (top – down approach) 

Ο υπολογισµός της αβεβαιότητας µέτρησης γίνεται µε τη χρήση πληροφοριών από 

διαφορετικά εργαστήρια τα οποία ελέγχουν και εφαρµόζουν την ίδια µέθοδο. Εποµένως, τα 

σφάλµατα που οφείλονται στο εργαστήριο και στη σειρά µετρήσεων (συστηµατικό σφάλµα) 

θα αποτελούν τώρα τυχαίες µεταβλητές και η διακύµανσή τους θα συνεισφέρει στην 

εκτιµώµενη αβεβαιότητα. Η προσέγγιση αυτή υιοθετείται από την επιτροπή αναλυτικών 

µεθόδων (Analytical Methods Committee). 

∆. Προσέγγιση βασιζόµενη στη διαδικασία επικύρωσης µιας αναλυτικής µεθόδου. 

Γίνεται εκτίµηση της αβεβαιότητας µέτρησης από τις µελέτες ενδό ή/και 

διεργαστηριακής επικύρωσης της µεθόδου, δηλαδή από δεδοµένα προσδιορισµού κριτηρίων 

ποιότητας, ελέγχου προόδου ή διασφάλισης ποιότητας. Μ' αυτόν τον τρόπο εκτιµάται επίσης 

η αβεβαιότητα µελλοντικών αποτελεσµάτων µετρήσεων. Βασικό πλεονέκτηµα της 

προσέγγισης αποτελεί ο ταυτόχρονος προσδιορισµός της αβεβαιότητας κατά την 

υποχρεωτική µελέτη επικύρωσης της µεθόδου, αποτελώντας έτσι φυσική προέκταση των 

µελετών αυτών. 
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Ε. Προσέγγιση βασιζόµενη στην ανθεκτικότητα µιας αναλυτικής µεθόδου 

Βασίζεται στη µελέτη ανθεκτικότητας και προέρχεται από ενδοεργαστηριακή 

προσοµοίωση των διεργαστηριακών µελετών.  

Οποιαδήποτε προσέγγιση εκτίµησης της αβεβαιότητας µέτρησης και να χρησιµοποιηθεί 

είναι αναγκαία προηγουµένως η κατανόηση της ακριβούς αναλυτικής διαδικασίας (Standard 

Operation Procedure, SOP). Κατάλληλα εργαλεία της αβεβαιότητας µέτρησης εξαγάγουν τα 

συστατικά της αβεβαιότητας από την αναλυτική διαδικασία. Αυτά περιλαµβάνουν: 

 

i. ∆ιάγραµµα ροής (Flow diagram) 

Σ' αυτό αναγράφονται όλα τα στάδια της αναλυτικής µεθόδου. Στο γράφηµα 3.8 

αναπαρίσταται το διάγραµµα ροής της µεθόδου που χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό 

PCB' s σε δείγµατα ιζηµάτων  (Konieczka P., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Σχήµα 3.8 ∆ιάγραµµα ροής της διαδικασίας προσδιορισµού PCBs σε ιζήµατα 
 

ii. ∆ιάγραµµα Ishikawa ή διάγραµµα «αιτία και αποτέλεσµα» ή διάγραµµα «ψαροκόκαλο» 

Αναγνωρίζει τις παραµέτρους (πηγές αβεβαιότητας) που επηρεάζουν ολόκληρη την 

αναλυτική διαδικασία της µεθόδου. 

Ζύγιση δείγµατος ιζήµατος 

Προσθήκη εσωτερικού προτύπου 

Εκχύλιση των PCBs 

Καθαρισµός εκχυλίσµατος 

Προσδιορισµός µε GC-MS 

Αποτέλεσµα 
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                                               καθαρότητα εσωτερικού                  ακρίβεια ζυγού 

                                                          προτύπου                                                       

 υπολογισµός RRF 

                                            επαναληψιµότητα βαθµονόµησης                                         ευαισθησία ζυγού 

 

                                                                                

                                                                                                                                                                     CPCB 

                                       εκχύλιση 

                     

                            ανάκτηση    

 

 

 

 

Σχήµα 3.9 ∆ιάγραµµα Ishikawa για τον προσδιορισµό PCBs σε ιζήµατα (Konieczka P., 2009). 

 

iii. Τυπική απόκλιση 
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iv. Υπολογισµός συνδυασµένης αβεβαιότητας 

∑
=

=
n

i

iC xuMu
1

2 )()(      (εξ. 3.2) 

 

v. Εκτεταµένη αβεβαιότητα 

kMuMU C *)()( =    (εξ. 3.3) 

Ο παράγοντας κάλυψης, k, εξαρτάται από τον αριθµό των πειραµάτων για τον υπολογισµό 

της αβεβαιότητας. 

 

 

 

 

Βαθµονόµηση Μάζα δείγµατος 

Ορθότητα Επαναληψιµότητα 
LOD 
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3.2.2 Συστατικά (κύριες πηγές) αβεβαιότητας αναλυτικών µεθόδων που 

χρησιµοποιούν χρωµατογραφικές αναλύσεις. 

Τα κύρια συστατικά που συνεισφέρουν στην αβεβαιότητα µέτρησης µιας αναλυτικής 

µεθόδου, στην οποία γίνεται χρήση χρωµατογραφικής ανάλυσης (Konieczka P., 2009), είναι: 

i. Η ποσότητα δείγµατος για τον προσδιορισµό. 

ii. Η τιµή ανάκτησης της αναλυτικής διαδικασίας. 

iii. Η επαναληψιµότητα των προσδιορισµών των πραγµατικών δειγµάτων ανάλυσης 

(επαναληψιµότητα των σηµάτων). 

iv. Η σχέση συγκέντρωσης αναλύτη και ανωτάτου ορίου ανίχνευσης. 

v. Η βαθµονόµηση των χρωµατογραφικών οργάνων. 

 

3.2.2.1 Αβεβαιότητα που σχετίζεται µε την ποσότητα δείγµατος 

Η συνεισφορά της αβεβαιότητας που προέρχεται από τη µέτρηση του βάρους ή του 

όγκου ενός δείγµατος είναι µικρή και συνήθως δεν λαµβάνεται υπόψη κατά το σχεδιασµό της 

διαδικασίας συνολικής αβεβαιότητας. 

 

3.2.2.2 Αβεβαιότητα που σχετίζεται µε την ανάκτηση µεθόδου (ορθότητα) 

Η ανάκτηση µεθόδου, δηλαδή ο λόγος της προσδιοριζόµενης συγκέντρωσης αναλύτη 

ως προς µια τιµή αναφοράς, συχνά χρησιµοποιείται για τη διόρθωση της προσδιοριζόµενης 

τιµής. Έτσι, οι αβεβαιότητες όλων των συστατικών που λαµβάνουν µέρος στον υπολογισµό 

της ανάκτησης θα συνεισφέρουν στη διακύµανση του τελικού αποτελέσµατος. Εκτενής 

αναφορά αυτού του είδους αβεβαιότητας θα πραγµατοποιηθεί στις επόµενες ενότητες.  

 

3.2.2.3 Αβεβαιότητα που σχετίζεται µε την επαναληψιµότητα 

Η επαναληψιµότητα των µετρήσεων πραγµατικών δειγµάτων αποτελεί συχνά 

σηµαντικό συστατικό της συνολικής αβεβαιότητας µιας µέτρησης και η εκτεταµένη 

αβεβαιότητα της µπορεί να υπολογιστεί από τη σχέση 

n

SD
ku =)(επαν    (εξ. 3.4) 

όπου SD η τυπική απόκλιση n µετρήσεων πραγµατικού δείγµατος. 
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3.2.2.4 Αβεβαιότητα που σχετίζεται µε το όριο ανίχνευσης του αναλύτη 

Σύµφωνα µε τον ορισµό του ορίου ανίχνευσης, όταν η συγκέντρωση ενός αναλύτη είναι 

ίση µε αυτό, τότε η αβεβαιότητα µέτρησης είναι 100% και όσο µεγαλύτερη η συγκέντρωση 

από το όριο ανίχνευσης τόσο µικρότερη η αβεβαιότητα. Γενικά, η σχετική αβεβαιότητα που 

οφείλεται στο όριο ανίχνευσης δίνεται από τη σχέση: 

.

)(

µετρC

LOD
u LODr =   (εξ. 3.5) 

όπου:  LOD: το όριο ανίχνευσης της µεθόδου και Cµετρ.: η µετρούµενη τιµή συγκέντρωσης 

του πραγµατικού δείγµατος. 

 
3.2.2.5 Αβεβαιότητα που σχετίζεται µε τη βαθµονόµηση του οργάνου 

Σε κάθε αναλυτική µέθοδο προσδιορίζεται η καµπύλη βαθµονόµησης, µέσω ανάλυσης 

συµµεταβολής, ώστε να εκτιµηθεί η συσχέτιση µεταξύ των µετρήσεων , αφού επιδρά τόσο 

στο αποτέλεσµα προσδιορισµού ενός µετρούµενου είδους σε ένα πραγµατικό δείγµα όσο και 

στη συνδυασµένη αβεβαιότητά του. Όταν για τον υπολογισµό της καµπύλης βαθµονόµησης 

χρησιµοποιούνται εσωτερικά πρότυπα, η αβεβαιότητα προέρχεται από τον υπολογισµό του 

συντελεστή σχετικής απόκρισης (relative response coefficient). Ο συντελεστής απόκρισης 

υπολογίζεται από κατάλληλα πρότυπα διαλύµατα που περιέχουν γνωστές ποσότητες αναλύτη 

και εσωτερικού προτύπου. Η τυπική αβεβαιότητα ορίζεται τότε από τη σχέση 

n

SD
u RRF=)(βαθµ    (εξ. 3.6) 

 

Συνεπώς, η συνδυασµένη αβεβαιότητα µιας χρωµατογραφικής ανάλυσης θα 

περιλαµβάνει τα προαναφερόµενα συστατικά. Έτσι, η σχετική συνδυασµένη αβεβαιότητα 

ενός αποτελέσµατος θα περιγράφεται από τη σχέση:  

2
)(

2
)(

2
)(

2
)(

2
)( )()()()()( LODrrrάrίrr uuuuuu ++++= επανβαθµκτανγµαδε   (εξ. 3.7) 

 

3.2.3 Εκτίµηση της αβεβαιότητας µε εσωτερική (in-house) µελέτη ανάπτυξης και 

επικύρωσης µιας µεθόδου 

Μέχρι σήµερα οι χρησιµοποιούµενες µέθοδοι στην αναλυτική χηµεία, προκειµένου να 

πραγµατοποιηθεί εκτίµηση της αβεβαιότητας, κάνουν χρήση των χαρακτηριστικών επίδοσης 

της µεθόδου (πιστότητα, ορθότητα/ανάκτηση) οι οποίες προκύπτουν από την εσωτερική 

µελέτη της επικύρωσης µιας µεθόδου ή από την ανάπτυξη και διεργαστηριακή µελέτη της 
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(ISO 1994, Barwick V. et al., 2000). Κατά την εσωτερική µελέτη για ανάπτυξη και 

επικύρωση µιας αναλυτικής µεθόδου γίνεται προσδιορισµός των παραµέτρων που 

σχετίζονται µε την απόδοση της µεθόδου. Η εκτίµηση της αβεβαιότητας από αυτές τις 

παραµέτρους απαιτεί: 

• Την καλύτερη δυνατή εκτίµηση της συνολικής πιστότητας 

• Την καλύτερη δυνατή εκτίµηση του ολικού συστηµατικού σφάλµατος και της 

αβεβαιότητάς του 

• Την ποσοτικοποίηση όποιας αβεβαιότητας συσχετίζεται µε επιδράσεις που δεν 

συνυπολογίστηκαν στις παραπάνω µελέτες συνολικής απόδοσης της µεθόδου. 

 

3.2.4 Αβεβαιότητα µέτρησης προερχόµενη από την ορθότητα (trueness) µιας 

αναλυτικής µεθόδου 

Ο έλεγχος της ορθότητας µιας αναλυτικής µεθόδου εµπεριέχει την εκτίµηση του 

συστηµατικού σφάλµατος αυτής και διενεργείται µε τον υπολογισµό της ανάκτησης της 

µεθόδου όπως αναλύθηκε στην ενότητα 3.2.2.1.2. Η συνεισφορά λοιπόν της διακύµανσης 

που προέρχεται από την ορθότητα της µεθόδου, δηλαδή από το συστηµατικό σφάλµα είναι 

πολύ σηµαντική για την εκτίµηση της συνολικής αβεβαιότητας. Στην ενότητα 3.2.2.2, 

αναφέρθηκε ότι η ανάκτηση ορίζεται ως ο λόγος της παρατηρούµενης συγκέντρωσης (ή 

ποσότητας γενικά) obsC ή ευρεθενC∆ µετά την εφαρµογή µιας αναλυτικής µεθοδολογίας σε ένα 

υλικό που περιέχει τον αναλύτη ως προς ένα επίπεδο αναφοράς refC ή προστC∆ , δηλαδή 

προστιθευρεθ CCCCR refobs ∆∆== . 

Συµπεραίνουµε, ότι η τιµή της ανάκτησης έχει άµεση σχέση µε την παρατηρούµενη 

συγκέντρωση και λαµβάνει την τιµή R=1 όταν η εφαρµογή της αναλυτικής µεθόδου είναι 

ιδανική. Όµως οι πραγµατικές πειραµατικές συνθήκες (µη πλήρης εκχύλιση, προσµίξεις, 

παρεµποδίσεις στον ποσοτικό προσδιορισµό του αναλύτη, κ.α.) οδηγούν στην απόκλιση της 

τιµής της ανάκτησης από τη µονάδα. Γι' αυτό είναι απαραίτητος ο έλεγχος της 

σηµαντικότητας της απόκλισής της από τη µονάδα. Ένας τυπικός έλεγχος σηµαντικότητας 

εκφράζεται ως εξής: 

• Αν t
u

R

Rm

m >
−1

 : η ανάκτηση διαφέρει σηµαντικά από τη µονάδα 

• Αν t
u

R

Rm

m ≤
−1

 : η ανάκτηση δεν διαφέρει σηµαντικά από τη µονάδα 
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όπου    R : η ανάκτηση, Ru : η αβεβαιότητα της ανάκτησης , t : η κρίσιµη τιµή βασιζόµενη σε 

έναν παράγοντα κάλυψης ή όταν ο έλεγχος είναι ολοκληρωτικά στατιστικός, t (a/2, n-1) είναι 

η σχετική τιµή του ελέγχου του Student' s t – test για επίπεδο εµπιστοσύνης 1 – a και n-i 

βαθµούς ελευθερίας. 

Ο έλεγχος αυτός περιλαµβάνει το ερώτηµα «εάν η ποσότητα R-1 είναι µεγαλύτερη από 

την αβεβαιότητα του προσδιορισµού της ανάκτησης, uR, σε κάποιο επίπεδο εµπιστοσύνης a». 

(Maroto A., et.al. 2001). 

 

Πίνακας 3.4  Πηγές αβεβαιότητας που σχετίζονται µε την ανάκτηση µιας µεθόδου. 

 

 
Από τον παραπάνω έλεγχο σηµαντικότητας µπορούµε να συµπεράνουµε εάν η 

ανάκτηση διαφέρει στατιστικά από τη µονάδα. Έτσι, εάν η ανάκτηση δεν διαφέρει από τη 

µονάδα τότε συµπεραίνουµε ότι η µέθοδος δεν έχει κάποιο σηµαντικό συστηµατικό σφάλµα. 

Εάν όµως η ανάκτηση διαφέρει στατιστικά από τη µονάδα, τότε η µέθοδος έχει σηµαντικό 

συστηµατικό σφάλµα και θα πρέπει να εφαρµοστεί διόρθωση στην τελική τιµή της. Παρόλα 

αυτά εξαιτίας της σύνθετης φύσης των υποστρωµάτων ανάλυσης (τρόφιµα, ιζήµατα) και της 

έλλειψης  κοινής προσέγγισης ή νοµοθεσίας δεν έχουν καθοριστεί συγκεκριµένες διαδικασίες 

για την διόρθωση ή µη της τιµής της ανάκτησης µιας µεθόδου όταν αυτή έχει σηµαντικό 

συστηµατικό σφάλµα. Σύµφωνα µε τους Thompson M., et. al. (1999), διακρίνονται 4 

περιπτώσεις ανάλογα µε τη χρήση της ανάκτησης, R , και η αβεβαιότητα µπορεί να 

διαχειριστεί ως εξής: 

α) Η ανάκτηση, R , δε διαφέρει σηµαντικά από τη µονάδα (1) 

Σ' αυτή την περίπτωση δεν είναι απαραίτητη η διόρθωση του αποτελέσµατος. Παρόλο 

που θα µπορούσε κάποιος να υποθέσει ότι η αβεβαιότητα που σχετίζεται µε την ανάκτηση 
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είναι αµελητέα θα πρέπει να συµπεριληφθεί στη συνολική αβεβαιότητα ενός αναλυτικού 

αποτελέσµατος. 

β) Η ανάκτηση, R , διαφέρει σηµαντικά από τη µονάδα (1) και εφαρµόζεται διόρθωση 

Σε αυτή την περίπτωση γίνεται διόρθωση του αποτελέσµατος (π.χ. cδιορθ =c/R, όπου c 

είναι το αρχικό αποτέλεσµα σε µια αβεβαιότητα, uc ). Είναι φανερό ότι η αβαβαιότητα, uR , 

που σχετίζεται µε την ανάκτηση θα πρέπει να συµπεριληφθεί στη συνολική εκτίµηση της 

αβεβαιότητας. Οδηγούµαστε έτσι στη συνδυασµένη αβεβαιότητα, uδιορθ, που δίνεται από τον 

τύπο: 22
)()( )()(*

R

u

C

u
Cu RC += διορθδιορθ    (εξ. 3.8) 

Η συνδυασµένη αβεβαιότητα προκύπτει πολλαπλασιάζοντας το µέγεθος uδιορθ µε έναν 

παράγοντα κ (συνήθως 2) οπότε υπολογίζεται η εκτεταµένη αβεβαιότητα, U.  

γ) Η ανάκτηση, R , διαφέρει σηµαντικά από τη µονάδα (1) και δεν εφαρµόζεται 

διόρθωση 

Αν η ανάκτηση διαφέρει σηµαντικά από τη µονάδα, τότε η διασπορά των τιµών που 

περιέχουν τη µετρούµενη ποσότητα δεν αντιπροσωπεύεται σωστά, εκτός και αν η 

αβεβαιότητα Ru  αυξηθεί σηµαντικά, αφού ο συνυπολογισµός της ανάκτησης στη συνολική 

αβεβαιότητα είναι λιγότερο ακριβής. Η µη εφαρµογή διόρθωσης για µια γνωστή συστηµατική 

επίδραση σε µια µέθοδο αντιτίθεται στη βέλτιστη εκτίµηση µιας ποσότητας προς µέτρηση. Γι' 

αυτό µερικές φορές υιοθετείται µια απλή προσέγγιση διόρθωσης της τιµής της ανάκτησης 

προσθέτοντας στην εκτεταµένη αβεβαιότητα έναν διορθωτικό παράγοντα, δηλαδή 

)( cRcubuu CC −+=+=διορ  . Σύµφωνα µε τους Barwick J., et. al 2000, η αβεβαιότητα θα 

πρέπει να αυξηθεί ώστε να συµπεριληφθεί το αδιόρθωτο συστηµατικό σφάλµα στην εκτίµησή 

της. Η σχετική εξίσωση που διορθώνει την αβεβαιότητα έχει ως εξής: 

)(
1 2

2

)( Ru
k

R
u R +







 −
=διορθ   (εξ. 3.9) 

κ=2 και εξαρτάται από τον αριθµό πειραµάτων για τον υπολογισµό της ανάκτησης. 

Εναλλακτικά, αν η διόρθωση δεν εφαρµόζεται επειδή η διαφορά από τη µονάδα έχει 

πρακτική ερµηνεία στην αναλυτική χηµεία, τότε η περίπτωση (γ) αντιµετωπίζεται όπως η 

περίπτωση (α). Τελικά, δεν επιτυγχάνεται διόρθωση του αποτελέσµατος και η αβεβαιότητα 

υπερεκτιµάται. 

Σε κάθε περίπτωση, είτε γίνει διόρθωση της τιµής της ανάκτησης είτε όχι, η 

αβεβαιότητα που προέρχεται από την εκτίµηση της ανάκτησης θα πρέπει να συνυπολογίζεται 

στη συνολική αβεβαιότητα (Maroto A. (2002), Haesselbarth W. (2004)). 
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δ) Η ανάκτηση, R , λαµβάνεται αυθαίρετα ίση µε τη µονάδα (1) και η αβεβαιότητα, Ru , 

ως µηδενική 

 

3.2.5 Υπολογισµός της αβεβαιότητας από την ανάκτηση µεθόδου 

Κατά τη διεξαγωγή πειραµάτων ανάκτησης για τον υπολογισµό της αβεβαιότητας που 

σχετίζεται µε την ορθότητα µιας µεθόδου, θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη τα εξής: 

α) Η ανάκτηση και εποµένως η αβεβαιότητά της µπορεί να εξαρτώνται από τη 

συγκέντρωση της αναλυτέας ουσίας. 

β) Η µελέτη ανάκτησης θα πρέπει να περιλαµβάνει όλο το εύρος των πιθανών 

υποστρωµάτων στα οποία δύναται να εφαρµοστεί η µέθοδος και για την οποία γίνεται 

επικύρωση. 

γ) Αν υπάρχει υπόνοια ότι ένα µέρος της ένωσης προς ανάλυση, δεν εκχυλίζεται, τότε η 

ανάκτηση που εκτιµάται µε υποκατεστηµένη ουσία (surrogate) θα παρουσιάζει 

συστηµατικό τυπικό σφάλµα. Αυτό θα πρέπει να εκτιµηθεί και να συνυπολογιστεί στη 

συνολική αβεβαιότητα. 

δ) Αν κατά την εφαρµογή µιας µεθόδου υπάρχει αναντιστοιχία µεταξύ των 

υποστρωµάτων κατά τη µελέτη ανάκτησης (επικύρωση) και στο υλικό υπό έλεγχο κατά 

την ανάλυση, τότε προστίθεται επιπλέον αβεβαιότητα στην τιµή της ανάκτησης. 

Σε γενικές γραµµές, η πρακτική εφαρµογή µιας µελέτης ανάκτησης περιλαµβάνει: 

− εκτίµηση των βασικών πηγών της αβεβαιότητας ανάκτησης 

− καθορισµός του αριθµού των αντιπροσωπευτικών παραµέτρων οι οποίοι θα 

µελετηθούν 

− καθορισµός του απαιτούµενου αριθµού αναλύσεων. 

Τελευταία, για την εφαρµογή µιας τέτοιας µελέτης, προτείνεται η χρήση πειραµατικού 

σχεδίου (experimental design) ώστε να λαµβάνονται υπόψη όλοι οι παράγοντες διακύµανσης 

καθώς και οι αλληλεπιδράσεις τους που συνεισφέρουν στην αβεβαιότητα. Προτεινόµενο 

είδος πειραµατικού σχεδίου είναι το πλήρως ένθετο σχέδιο ή ιεραρχικό (fully – nested 

design). 

Η εκτίµηση της τιµής της µέσης ανάκτησης, mR  (µέθοδος της µέσης ανάκτησης), 

προκύπτει από την εκτίµηση της ανάκτησης για κάθε ποσότητα της αναλυτέας ένωσης που 

έχει προστεθεί σε µια σειρά διαφορετικών υποστρωµάτων, αντιπροσωπευτικών των 

µελλοντικών δειγµάτων ρουτίνας. Αυτή η ανάκτηση υπολογίζεται τουλάχιστον εις διπλούν, 

ώστε τόσο η διάµεση πιστότητα της µεθόδου όσο και η µεταβολή της ανάκτησης λόγω του 
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υποστρώµατος, του είδους της αναλυτέας ένωσης και του επιπέδου συγκέντρωσης να 

µπορούν να εκτιµηθούν. Η ολική ανάκτηση, mR , και η τυπική απόκλισή της )( mRs   

υπολογίζονται από τις προαναφερθείσες µετρήσεις. Ένα πιθανό πειραµατικό σχέδιο 

αναπαρίσταται στο παρακάτω σχήµα. 

 

                                                       Rm  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.10 Πειραµατικό σχέδιο για την εκτίµηση της ανάκτησης όταν l διαφορετικές 

ποσότητες αναλυτέας ουσίας προστίθεται σε αντιπροσωπευτικά δείγµατα. Μελετούνται τρεις 

παράγοντες διακύµανσης: η προστιθέµενη ποσότητα , το υπόστρωµα και η διάµεση πιστότητα. Για 

κάθε επίπεδο p, η ανάκτηση µελετάται σε δείγµατα στα οποία το υπόστρωµα ποικίλει 

αντιπροσωπευτικά. Σε καθένα από τα p δείγµατα, η ανάκτηση υπολογίζεται n φορές υπό συνθήκες 

ενδιάµεσης πιστότητας.  Rijk είναι η kth ανάκτηση, που έχει παρατηρηθεί υπό συνθήκες ενδιάµεσης 

πιστότητας για µια ποσότητα i προστιθέµενη στο jth δείγµα. Rij είναι η µέση τιµή των ανακτήσεων 

Rijk. Ri  είναι η µέση τιµή των Rj και τελικά Rm είναι ο γενικός µέσος όρος των ανακτήσεων που 

επιτεύχθηκαν κατά το πειραµατικό σχέδιο (Maroto A. et al, 2001).

…  …  (a+m)p 

…  …  

Ποσότητα1 Ποσότηταi Ποσότηταl …  …  

(a+m)1 (a+m)j 

R11 R1j R1p …  …  

R111    …   R11n R1j1  …    R1jn R1p1…    R1pm 

(a+m)l (a+m)j (a+m)p 

Rl1 Rlj Rlp 

Rl11 …    Rl1n Rlj1 …    Rl1n Rlp1      …  Rlpn 

…………………
…. 

……………… 

Εµβολιασµένη ποσότητα, i 

…  …  
Υπόστρωµα + 
Αναλυτέα ουσία, j 

∆ιάµεση  
Πιστότητα, κ 
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Πρόκειται για ένα πλήρως ένθετο πειραµατικό σχέδιο τριών παραγόντων. Οι 

παράγοντες που µεταβάλλονται περιλαµβάνουν την ποσότητα της ένωσης προς ανάλυση, το 

υπόστρωµα και τη διάµεση πιστότητα. Το παραπάνω πειραµατικό σχέδιο µπορεί να 

απλοποιηθεί ή να γίνει πιο πολύπλοκο ανάλογα µε την αφαίρεση ή προσθήκη άλλων πηγών 

διακύµανσης (Maroto A. et al,  2001) 

 

3.2.6 Πρακτική διακύµανση των συστατικών της αβεβαιότητας 

Η πραγµατική ανάκτηση, R, ενός εµβολιασµένου δείγµατος µπορεί να αποδοθεί ως το 

άθροισµα τριών συστατικών: 

MCm RRRR ∆+∆+=   (εξ. 3.10) 

όπου, mR  είναι η ολική ανάκτηση ή ανάκτηση µεθόδου και τα δύο τελευταία συστατικά 

σχετίζονται µε τη διακύµανση της ανάκτησης που οφείλεται στο είδος του δείγµατος προς 

ανάλυση. Έτσι, το συστατικό CR∆  είναι η διακύµανση της ανάκτησης που εξαρτάται από την 

ποσότητα της ουσίας προς ανάλυση µε την οποία εµβολιάζονται τα δείγµατα και το 

συστατικό MR∆  είναι η διακύµανση της ανάκτησης που οφείλεται στα διαφορετικά είδη 

υποστρωµάτων των δειγµάτων προς ανάλυση. 

Η τιµή της µέσης ανάκτησης, mR , υπολογίζεται από τον υπολογισµό της ορθότητας 

µιας µεθόδου, µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη διόρθωση µελλοντικών αποτελεσµάτων (εάν 

κριθεί απαραίτητο) και υπολογίζεται από τη σχέση: 

l

R

R

l

i

i

m

∑
== 1    (εξ. 3.11) 

Στην εξίσωση 3.11 ο όρος iR  εκφράζει τη µέση ανάκτηση για κάθε υπόστρωµα, όταν l  

υποστρώµατα αναλύονται µε τη µέθοδο (Maroto A. et al, 2001). 

Προκειµένου, λοιπόν, να προσδιοριστεί η πραγµατική ανάκτηση, R, χρειάζεται να 

υπολογιστούν οι τιµές των συστατικών CR∆  και MR∆  της εξίσωσης 3.10. Όµως αυτά τα 

συστατικά αποτελούν άγνωστες ποσότητες για τα µελλοντικά δείγµατα ρουτίνας. Ωστόσο, 

αυτό που µπορεί να υπολογιστεί εκ των προτέρων είναι η διακύµανση που σχετίζεται µε τη 

µεταβολή της ανάκτησης εν σχέσει µε το υπόστρωµα προς ανάλυση, )(2
MRu ∆ , καθώς και εν 

σχέσει µε τη συγκέντρωση )(2
CRu ∆ . Αυτές οι διακυµάνσεις σχετίζονται αντίστοιχα µε την 
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κατανοµή των τιµών που οι ποσότητες MR∆  και CR∆  µπορούν να πάρουν ανάλογα µε τον 

τύπο δείγµατος υπό ανάλυση. Εποµένως, οι διακυµάνσεις αυτές, )(2
MRu ∆  και )(2

CRu ∆  

απαιτούν συστατικά της αβεβαιότητας και συνυπολογίζονται για τον προσδιορισµό 

µεταβολών στην ανάκτηση ενός συγκεκριµένου δείγµατος προς ανάλυση. 

Η αβεβαιότητα της πραγµατικής ανάκτησης, R, µπορεί τότε να υπολογιστεί ως εξής: 

)()()( 222
MCmR RuRuRuu ∆+∆+=   (εξ. 3.12) 

όπου )(2
mRu  είναι η αβεβαιότητα της ολικής ανάκτησης και υπολογίζεται µε την εφαρµογή 

ενός πλήρους ένθετου πειραµατικού σχεδίου. Οι διακυµάνσεις (ή αβεβαιότητες) )(2
CRu ∆  και 

)(2
MRu ∆  υπολογίζονται από την ανάλυση διακύµανσης (ANOVA, analysis of variances) 

των ανακτήσεων που προκύπτουν από την εφαρµογή του πλήρους ένθετου πειραµατικού 

σχεδίου. 
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Πίνακας 3.5 Υπολογισµός των διακυµάνσεων για το προτεινόµενο πειραµατικό σχέδιο µε τη 

χρήση ANOVA. 

 

Πηγές 

Αβεβαιότητας 
Επίπεδα 

Μέσο 

τετράγωνο 

Βαθµοί 

ελευθερίας 
Αβεβαιότητα 

Υποστρώµατα l=2 MSM l-1 
pr

MSMS
Ru CM

M

−
=∆ 2)(  

Συγκεντρώσεις p=3 MSC l(p-1) 
r

MSMS
Ru rC

C

−
=∆ 2)(  

Επαναλήψεις r=3 MSr lp(r-1) 
rr MSRu =∆ 2)(  

Σύνολο   lpr-1  

 
 

Από τη σχέση 3.11 προκύπτει ότι η αβεβαιότητα της ολικής ανάκτησης )( mRu  θα είναι: 

2

1

2 )(

)(
l

Ru

Ru

l

i

i

m

∑
==   (εξ. 3.13) 

Η αβεβαιότητα, )(Riu των µέσων ανακτήσεων υπολογίζεται από την τυπική απόκλιση 

αυτών: 

)1(

)(

)(

2

1

−⋅

−
=

∑
=

pp

RR

Ru

p

i

iij

i       (εξ. 3.14) 

όπου ijR  είναι η µέση ανάκτηση για ένα συγκεκριµένο υπόστρωµα και για ένα συγκεκριµένο 

επίπεδο συγκέντρωσης εν σχέσει µε την αναλυόµενη ουσία ενός εµβολιασµένου δείγµατος 

και p  είναι ο αριθµός των διαφορετικών επιπέδων συγκέντρωσης (Maroto A. et al (2001), 

Boti V. I. et al (2009)). 

Είναι σηµαντικό τέλος να σηµειωθεί ότι η αβεβαιότητα της ολικής ανάκτησης 

υπολογίζεται υποθέτοντας ότι οι αβεβαιότητες που σχετίζονται µε τον εµβολιασµό δείγµατος 

(καθαρότητα υλικού, συσκευές µάζας και όγκου) είναι αµελητέες, διαφορετικά θα πρέπει να 

συµπεριληφθούν στην εξίσωση 3.12. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

 

 

 

 

ΧΗΜΕΙΟΜΕΤΡΙΑ ΚΑΙ ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ 

ΜΕΘΟ∆ΩΝ 

 

Εισαγωγή  

Η χηµειοµετρία αναγνωρίζεται ως ένας κλάδος της αναλυτικής χηµείας από τα µέσα 

του 1970 αν και η προέλευση και ανάπτυξη των µεθόδων της βρίσκεται στους τοµείς της 

οικονοµίας και ψυχολογίας. Σύµφωνα µε τη διεθνή κοινότητα χηµειοµετρίας (International 

Chemometrics Society), χηµειοµετρία είναι η επιστήµη που συνδέει τις µετρήσεις που 

γίνονται σε ένα χηµικό σύστηµα ή µια χηµική διεργασία µε την κατάσταση του συστήµατος 

µέσω της εφαρµογής µαθηµατικών ή στατιστικών µεθόδων (Wikipedia). Με άλλα λόγια είναι 

η εφαρµογή των µαθηµατικών µεθόδων για την επίλυση όλων των τύπων χηµικών 

προβληµάτων. Το εύρος του πεδίου εφαρµογής της χηµειοµετρίας είναι τεράστιο 

λαµβάνοντας χώρα από τη φυσικοχηµεία (µελέτες κινητικής και ισορροπίας) έως την 

οργανική χηµεία (µελέτες βελτιστοποίησης αντιδράσεων), τη θεωρητική χηµεία, τη 

χρωµατογραφία και τη φασµατοσκοπία, τις περιβαλλοντικές µελέτες, την επιστηµονική 

αρχαιολογία, τη βιολογία, την ιατροδικαστική επιστήµη, την παρακολούθηση διαδικασιών 

στη βιοµηχανία, τη γεωχηµεία κ.α. Όµως κάθε επιστηµονικός  κλάδος της χηµείας διαθέτει 

ξεχωριστό πλαίσιο προσέγγισης για την εφαρµογή της χηµειοµετρίας αφού δεν υπάρχουν 

ενιαίοι κανόνες. Η χηµειοµετρία συσχετίζεται µε άλλους επιστηµονικούς κλάδους όπως 

αναπαρίσταται στο σχήµα 4.1.  
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Σχήµα 4.1 Συσχέτιση της χηµειοµετρίας µε τις άλλες επιστήµες (Brereton) 

 

Γενικά, οι χηµειοµετρικές µέθοδοι χρησιµοποιούνται για τη συλλογή σωστών 

δεδοµένων ή για την εξαγωγή πληροφοριών από τα υπάρχοντα δεδοµένα µε τη χρήση 

στατιστικών µεθόδων. 

 

Πίνακας 4.1. Βασικές χηµειοµετρικές µέθοδοι 

Βασική στατιστική Επεξεργασία σήµατος 

Βελτιστοποίηση µεθόδου Παραγοντική ανάλυση 

Πειραµατικό σχέδιο ∆ιαχωρισµός 

Βαθµονόµηση Ανίχνευση 

Προσαρµογή καµπύλης Αναγνώριση µοτίβου 

Εύρεση σε βιβλιοθήκες Νευρωνικά δίκτυα 

 

Ωστόσο, αποτελούν εργαλεία που συνεισφέρουν στην ποιότητα των µετρήσεων µαζί µε 

τις υπόλοιπες προσεγγίσεις διασφάλισης ποιότητας (καθορισµός βασικών στόχων, 

συνυπολογισµός υποθέσεων και αδυναµιών της χρησιµοποιούµενης µεθόδου, 

χαρακτηριστικά επίδοσης ή ποιότητας). Στην παρούσα µελέτη, οι χηµειοµετρικές µέθοδοι 

χρησιµοποιήθηκαν για τη βελτιστοποίηση των αναλυτικών µεθόδων και την εκτίµηση της 

επίδρασης διαφόρων παραγόντων στην εκτίµηση της αβεβαιότητας µεθόδου. 
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4.1 Βασικές στατιστικές έννοιες 

4.1.1 Μέση τιµή, τυπική απόκλιση, διακύµανση 

Για τη στατιστική αξιολόγηση µιας σειράς επαναλήψεων της ίδιας πειραµατικής 

µέτρησης αλλά και τη σύγκριση µεταξύ διαφορετικών σειρών επαναλήψεων 

χρησιµοποιούνται διάφορες βασικές έννοιες στατιστικής. 

Μέσος όρος ή µέση τιµή (Average ή mean value) 

Ο αριθµητικός µέσος όρος είναι το άθροισµα όλων των τιµών του δείγµατος διαιρεµένο µε 

τον αριθµό των τιµών. Συµβολίζεται µε το σύµβολο x  και υπολογίζεται από τη σχέση:  

n

x

x

n

i

i∑
== 1    (εξ. 4.1) 

Ο µέσος όρος x  µερικών τιµών ενός πληθυσµού αντιπροσωπεύει την εκτίµηση της αληθούς 

τιµής της µέτρησης.  

Τυπική απόκλιση (Standard deviation) 

Μπορούµε να ορίσουµε την τυπική απόκλιση σ µιας κανονικής κατανοµής σαν την 

απόκλιση από την αληθή τιµή (θετική ή αρνητική) µέσα στην οποία βρίσκονται 68,26% των 

τιµών του πληθυσµού. Η τυπική απόκλιση λοιπόν αποτελεί µέτρο του βαθµού συγκέντρωσης 

των τυχαίων τιµών της µεταβλητής x γύρω από τη µέση τιµή µ. Για τον υπολογισµό της 

τυπικής απόκλισης του δείγµατος χρησιµοποιείται η σχέση:  

1

)( 2

−

−
= ∑

n

xx
s

i
 (εξ. 4.2) 

Συντελεστής διακύµανσης (coefficient of variation, CV) ή σχετική τυπική απόκλιση (Relative 

Standard Deviation, RSD) 

Αποτελεί µέτρο της διασποράς των τιµών γύρω από τη µέση τιµή και υπολογίζεται από 

τη σχέση:  

x

s
RSDCV ⋅== 100     (εξ. 4.3) 

∆ιακύµανση (Variance) 

Πρόκειται για στατιστική έννοια που χρησιµοποιείται στη διάδοση των σφαλµάτων και 

ορίζεται ως το τετράγωνο της τυπικής απόκλισης, 2s  (Καραγιάννης Μ.Ι., 1987). 
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4.1.2 Κανονική κατανοµή ή κατανοµή Gauss δείγµατος 

Η διασπορά των τιµών ix  γύρω από την αληθή τιµή, µ, (µετά την αποµάκρυνση των 

συστηµατικών σφαλµάτων) ακολουθεί µια χαρακτηριστική κατανοµή όπως φαίνεται στο 

σχήµα 4.2. 

 

Σχήµα 4.2 Γραφική αναπαράσταση µιας κανονικής κατανοµής (µέση τιµή συµβολίζεται ως 

«µ»). 

 

Αυτή είναι γνωστή ως κανονική κατανοµή ή κατανοµή Gauss. Η κατανοµή Gauss 

περιγράφεται από την εξίσωση: 

2

2

2

)(

2

1
)( σ

µ

πσ

−
−

⋅=
x

exf  (εξ. 4.4) 

όπου  x είναι η πειραµατική τιµή, µ είναι η µέση τιµή, σ είναι η τυπική απόκλιση από τη 

µέση τιµή (εύρος της καµπύλης). 

Η αξία της κατανοµής Gauss έγκειται στο ότι για ένα πολύ µεγάλο πλήθος (θεωρητικά 

άπειρο) επαναλήψεων της ίδιας πειραµατικής µέτρησης, η κατανοµή αυτή µπορεί να 

προβλέψει τη συχνότητα εµφάνισης µιας δεδοµένης τιµής. Από την εξίσωση 4.4 προκύπτει 

ότι το 68,3% των αναµενόµενων τιµών θα βρίσκεται στο διάστηµα σµ +  έως σµ − , το 

95,4% των τιµών θα βρίσκονται στο διάστηµα σµ 2+  έως σµ 2− και το 99,7% των τιµών 

θα βρίσκονται στο σµ 3+  έως σµ 3− (σχήµα 4.3). 
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Σχήµα 4.3 Βασικές αρχές της κανονικής κατανοµής 

 

Μπορούµε πλέον να ορίσουµε µια περιοχή τιµών για την οποία µπορούµε 

δικαιολογηµένα να υποθέσουµε ότι περιέχει την αληθινή τιµή. Αυτή η περιοχή ονοµάζεται 

διάστηµα εµπιστοσύνης και τα όριά της, όρια εµπιστοσύνης (confidence limits). Ο όρος 

«εµπιστοσύνη» σηµαίνει ότι µπορεί να βεβαιωθεί για δοσµένο βαθµό εµπιστοσύνης π.χ. 

πιθανότητα ότι το διάστηµα εµπιστοσύνης περιλαµβάνει όντως την αληθινή τιµή (δηλαδή τη 

µέση τιµή που θα προσδιορίζαµε για άπειρο πλήθος επαναλήψεων). Ο υπολογισµός των 

ορίων εµπιστοσύνης βασίζεται στο συσχετισµό της τυπικής απόκλισης ισ , µιας 

συγκεκριµένης µέτρησης i, µε την τυπική απόκλιση της µέσης τιµής µσ                

 (Miller J.N., 2005). 

Για τον υπολογισµό των ορίων εµπιστοσύνης διακρίνουµε δύο περιπτώσεις: 
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α) Όταν το τυπικό σφάλµα σ είναι γνωστό 

Τότε, για Ν µετρήσεις, το όριο εµπιστοσύνης δίνεται από τη σχέση: 

Ν
±=

σ
µ

z
x   (εξ. 4.5) 

Η παράµετρος z προσδιορίζει το εύρος των ορίων εµπιστοσύνης και οι τιµές της σε 

σχέση µε το επίπεδο εµπιστοσύνης πηγάζουν από τις ιδιότητες της κατανοµής Gauss. Από 

τους πίνακες των τιµών της παραµέτρου z για διάφορα επίπεδα εµπιστοσύνης µπορούµε να 

δούµε ότι: 

Επίπεδο εµπιστοσύνης     z 

95%     1.96 

96%     2.00 

Μπορούµε, λοιπόν, να θεωρήσουµε ότι 96 στις 100 φορές η πραγµατική µέση τιµή 

απέχει το πολύ σ2±  από οποιαδήποτε πειραµατική µας τιµή. Αυτό είναι το επίπεδο 

εµπιστοσύνης 96%, όπου τα όρια εµπιστοσύνης είναι σ2± . Σε άλλη περίπτωση στο επίπεδο 

εµπιστοσύνης 95% µπορούµε να θεωρήσουµε ότι 95 στις 100 φορές η πραγµατική µέση τιµή, 

µ, απέχει το πολύ σ96,1± από οποιαδήποτε πειραµατική τιµή ή  

)(96,1)(96,1 nxn σµσµ +<<−  

β)  Όταν το τυπικό σφάλµα σ δεν είναι γνωστό 

Όταν δεν γνωρίζουµε το τυπικό σφάλµα σ και το σφάλµα µέσου όρου, αλλά την τυπική 

απόκλιση S του δείγµατος, για τον υπολογισµό των ορίων εµπιστοσύνης αντί της παραµέτρου 

z χρησιµοποιούµε την παράµετρο t, σύµφωνα µε τη σχέση: 

n

st
x n ⋅
±= −1µ   (εξ. 4.6) 

Σ’ αυτή την περίπτωση τα όρια εµπιστοσύνης θα είναι µεγαλύτερα αφού οι µετρήσεις 

δείγµατος είναι λιγότερες του πληθυσµού. 

Ο όρος (n-1) υποδεικνύει ότι η παράµετρος t εξαρτάται από αυτή την ποσότητα η οποία 

είναι γνωστή ως αριθµός των βαθµών ελευθερίας (degree of freedom, df) και συµβολίζεται 

µε ν. Οι βαθµοί ελευθερίας µιας στατιστικής κατανοµής ορίζονται µε τον αριθµό των 

ανεξάρτητων παρατηρήσεων, n, ελαττωµένο τόσο, όσος είναι ο αριθµός των παραµέτρων της 

κατανοµής, που υπολογίζονται από τις παρατηρήσεις. Στη συγκεκριµένη περίπτωση για τον 

υπολογισµό της τυπικής απόκλισης, s, ο αριθµός των ανεξάρτητων παρατηρήσεων είναι 1 και 

χρησιµοποιήθηκε για τον υπολογισµό του )( xxi − , δηλαδή για τον υπολογισµό του x  από τις 

πειραµατικές µετρήσεις (Καραγιάννης Μ.Ι., 1987). 
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4.1.3 ∆οκιµές σηµαντικότητας (Σύγκριση σειράς πειραµατικών δεδοµένων) 

Προκειµένου να εξεταστεί εάν η διαφορά µεταξύ µιας µετρούµενης και µιας πρότυπης 

ποσότητας οφείλεται σε τυχαία σφάλµατα, χρησιµοποιείται ένας στατιστικός έλεγχος που 

ονοµάζεται δοκιµή σηµαντικότητας. Αυτή η δοκιµή εξετάζει εάν η διαφορά µεταξύ δύο 

αποτελεσµάτων είναι σηµαντική ή διαφορετικά εάν µπορεί να αποδοθεί σε τυχαίες 

διακυµάνσεις. Κατά την εφαρµογή δοκιµών σηµαντικότητας διατυπώνουµε δύο υποθέσεις:  

- τη µηδενική υπόθεση (null hypothesis, Ho) στην οποία υποθέτουµε ότι υπάρχει 

ισοδυναµία µεταξύ π.χ. δύο σειρών πειραµατικών δεδοµένων όταν συγκρίνονται ως 

προς ορισµένη ιδιότητά τους και  

- την εναλλακτική υπόθεση (Ha) κατά την οποία εξετάζουµε εάν η διαφορά µεταξύ 

των σειρών δεδοµένων είναι στατιστικά σηµαντική. 

Εξετάζουµε, λοιπόν, εάν η διαφορά µεταξύ των δύο σειρών δεδοµένων είναι στατιστικά 

σηµαντική, δηλαδή αν οφείλεται σε στατιστική ανεπάρκεια λόγω του µικρού αριθµού 

πειραµάτων και όχι γιατί η µέθοδος είναι ανακριβής. Η βέβαιη απόρριψη µιας µηδενικής 

υπόθεσης και η παραδοχή µιας εναλλακτικής µπορεί να γίνει µόνο όταν η εµφανιζόµενη 

διαφορά δεν είναι τυχαίας φύσης. Όταν η διαφορά βρίσκεται µέσα στην περιοχή που 

προβλέπεται από την στατιστική, λόγω της τυχαίας κατανοµής των διαφόρων µετρήσεων, η 

απόρριψη της µηδενικής ή η παραδοχή της εναλλακτικής υπόθεσης µπορεί να γίνει µόνο µε 

τον καθορισµό ορίων στατιστικής βεβαιότητας. Με άλλα λόγια, όταν η διαφορά οφείλεται σε 

συστηµατικό σφάλµα µπορεί η απόρριψη µιας µηδενικής υπόθεσης να γίνει µε βεβαιότητα 

100%. Μπορεί λοιπόν, να υπολογιστεί η πιθανότητα µε την οποία η παρατηρούµενη διαφορά 

αποδίδεται σε τυχαία σφάλµατα. Συνήθως η µηδενική υπόθεση απορρίπτεται εάν η 

πιθανότητα που κάνει τη διαφορά να οφείλεται σε τυχαία σφάλµατα είναι µικρότερη από 0.05 

ή 5%. Τότε λέµε ότι η διαφορά είναι σηµαντική στο 0.05 ή 5% επίπεδο (Καραγιάννης Μ.Ι., 

1987). 

 

4.1.4 ∆οκιµασία student (t-test) 

Το 1908 ο Ιρλανδός χηµικός W. S. Gosset δηµοσίευσε µε το ψευδώνυµο “student” µια 

εργασία στην οποία περιγράφει την κατανοµή των µέσων όρων µικρού αριθµού µετρήσεων. 

Ο Gosset απέδειξε ότι η κατανοµή του λόγου της απόκλισης του µέσου όρου x  από την 

αληθή τιµή µ  προς την τυπική απόκλιση του µέσου όρου 
x

σ  ακολουθεί κανονική κατανοµή, 

µόνο όταν η τυπική απόκλιση της µιας µέτρησης σ  είναι δυνατό να υπολογιστεί µε βάση τις 
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αποκλίσεις όλων των τιµών x  από την αληθή τιµή, µ . Όταν οι δύο παράµετροι µ  και σ  

είναι άγνωστες, τότε ο λόγος  

n
s

x

s

x
t

x

⋅
−

=
−

=
µµ

   (εξ. 4.7) 

ακολουθεί µια κατανοµή που λέγεται κατανοµή student ή κατανοµή t. Οι τιµές της 

παραµέτρου t  δίνονται σε πίνακες και απαντούν στο ερώτηµα: Ποια είναι η πιθανότητα p  , 

η τιµή t  να είναι µεγαλύτερη από µια τιµή του πίνακα VPt ,  για ορισµένους βαθµούς 

ελευθερίας v  από εντελώς τυχαίες διακυµάνσεις;  

Έτσι από ένα τέτοιο πίνακα (παραρτήµατα) βλέπουµε ότι για 7=v , η πιθανότητα να 

υπερβαίνει το t  την τιµή 3.499 είναι %1=p . Γενικά η κατανοµή συχνότητα t  ισχύει όταν ο 

πληθυσµός είναι κανονικός. ∆εδοµένου ότι οι πληθυσµοί µε τους οποίους ασχολούµαστε στη 

Χηµεία είναι κανονικοί ή πλησιάζουν την κανονικότητα, οι µέσοι όροι αποκτούν γρήγορα 

την κανονική κατανοµή (για µικρό αριθµό µετρήσεων). 

Πολλές φορές καλούµαστε να αποφασίσουµε αν η διαφορά δύο τιµών είναι στατιστικά 

σηµαντική όπως για παράδειγµα στις περιπτώσεις:  

1) σύγκριση µεταξύ της µετρηθείσας µέσης τιµής x  ενός δείγµατος και της πραγµατικής 

τιµής ή µέσης τιµής του πληθυσµού µ . 

2) σύγκριση µεταξύ των µέσων όρων δύο δειγµάτων Ax  και Bx  

3) σύγκριση µεταξύ των µέσων όρων που µετρήθηκαν µε διαφορετικές µεθόδους ή σε 

διαφορετικά εργαστήρια. 

Σ’ αυτές τις περιπτώσεις εφαρµόζεται η δοκιµή – t και διατυπώνεται µια µηδενική υπόθεση 

Ho την οποία πρέπει να αποδεχτούµε ή να απορρίψουµε. 

(1) Σύγκριση µέσου όρου x  µε την αληθή τιµή µ  

Η δοκιµή αυτή εφαρµόζεται όταν θέλουµε να ελέγξουµε αν µια αναλυτική µέθοδος 

είναι ακριβής οπότε πρέπει να αποφασίσουµε αν η διαφορά x−µ  είναι στατιστικά 

σηµαντική ή οφείλεται σε στατιστική ανεπάρκεια επειδή έχουµε περιορισµένο αριθµό 

µετρήσεων. Ακολουθούµε τα εξής βήµατα: 

i) Αποφασίζουµε σε ποιο επίπεδο αξιοπιστίας θα γίνει αξιολόγηση π.χ. 96%. 

ii) Υπολογίζουµε την παράµετρο  n
s

x
t ⋅

−
=

µ
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iii) Βρίσκουµε την τιµή της παραµέτρου t για το επιλεγόµενο επίπεδο αξιοπιστίας και για 

δεδοµένο πλήθος µετρήσεων ),( npt . 

iv) Συγκρίνουµε την τιµή ),05.0( nt  µε την τιµή .πειραµt .  

Εάν .πειραµt  < ),05.0( nt  τότε η διαφορά x−µ  δεν είναι στατιστικά σηµαντική και η µέθοδος 

είναι ακριβής. Αντίθετα εάν .πειραµt  > ),05.0( nt , τότε η διαφορά x−µ  είναι στατιστικά 

σηµαντική. 

(2) Σύγκριση δύο µέσων όρων Ax  και Bx  

Για τον έλεγχο της ύπαρξης ή µη συστηµατικού σφάλµατος, ένας µέσος όρος σειράς 

µετρήσεων Ax  συγκρίνεται µε ένα δεύτερο µέσο όρο σειράς µετρήσεων Bx  που 

προσδιορίστηκε σε διαφορετικό χρόνο ή µε διαφορετικό πείραµα ή από διαφορετικό 

ερευνητή ή µε χρήση διαφορετικής τροποποιηµένης µεθόδου. Αφού και οι δύο µέσοι όροι 

είναι δείγµατα πληθυσµών θα διαφέρουν ως προς κάποιο βαθµό ακόµα και αν η µέθοδος 

προσδιορισµού τους δεν έχει συστηµατικό σφάλµα. Το κριτήριο της δοκιµής- t γι’ αυτή την 

περίπτωση είναι: 

BA

BA
BA

nn

nn

s

xx
t

+

⋅
⋅

−
=    (εξ. 4.8) 

Όπου An , Bn  ο αριθµός των µετρήσεων για κάθε σειρά και S  η τυπική απόκλιση που 

παριστάνει το τυχαίο σφάλµα που συνδέεται µε τη διαφορά. 

Η τυπική απόκλιση δίνεται από τη σχέση: 

2

)1()1(
    

2

)()( 2222

−+

⋅−+⋅−
=

−+

−+−
= ∑ ∑

BA

BBAA

BA

iBBiAA

nn

snsn
sή

nn

xxxx
s  (εξ. 4.9) 

Στη συνέχεια ο έλεγχος σηµαντικότητας πραγµατοποιείται όπως στην περίπτωση (1) για 

βαθµούς ελευθερίας  2−+= BA nnv . 

(3) Σύγκριση δύο σειρών µετρήσεων από διαφορετικές µεθόδους (paired t – test) 

Αν n  ο αριθµός των ζευγών των δειγµάτων που αναλύονται µε τις δύο µεθόδους Α και 

Β, iD  η θετική ή αρνητική τιµή των διαφορών iBiA xx −  και D  ο µέσος όρος όλων των 

διαφορών iD , η παράµετρος t  υπολογίζεται ως εξής: 

∑ −

−⋅
⋅−=

2)(

)1(

DD

nn
xxt

i

BA   (εξ. 4.10) 
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Ο έλεγχος σηµαντικότητας υπολογίζεται όπως στην περίπτωση (1) για 1−= nv  

βαθµούς ελευθερίας (Καραγιάννης Μ.Ι., 1987, ∆εληγιαννάκης Ι. και Χελά ∆., 2003). 

 

4.1.5 ∆οκιµασία F (F – test) 

Όταν θέλουµε να ελέγξουµε αν µια µέθοδος Α είναι πιο ακριβής από µια µέθοδο Β ή αν 

δύο µέθοδοι Α και Β διαφέρουν ως προς την ακρίβειά τους χρησιµοποιούµε τη δοκιµή F. Το 

F – test  δίδεται από τη σχέση: 

2

2

B

A

s

s
F =   (εξ. 4.11) 

όπου BA ss  ,  οι τυπικές αποκλίσεις των δύο µεθόδων. Στη σχέση αυτή θέτουµε στον αριθµητή 

την µεγαλύτερη διακύµανση ( 22
BA ss > ). Η εφαρµογή της δοκιµής F γίνεται ως εξής: 

Σχηµατίζουµε το λόγο 
2

2

B

A

s

s
F = . Αν ο λόγος αυτός είναι ίσος ή µεγαλύτερος από τη 

θεωρητική τιµή του λόγου ),(, BA vvpF  που δίνεται από πίνακες (παραρτήµατα) για βαθµούς 

ελευθερίας 1−= AA nv  και 1−= BB nv  (για δεδοµένο επίπεδο αξιοπιστίας), τότε οι δύο 

τυπικές αποκλίσεις διαφέρουν σηµαντικά. Αν ο λόγος είναι µικρότερος από την κρίσιµη τιµή 

),(, BA vvpF  τότε δεν υπάρχει σηµαντική στατιστική διαφορά των αποκλίσεων 

BA ss  , (Καραγιάννης Μ.Ι., 1987). 

 

4.1.6 Ανάλυση διακύµανσης (Analysis of Variance, ANOVA) 

Όταν θέλουµε να συγκρίνουµε τους µέσους όρους δύο σειρών πειραµατικών 

µετρήσεων για να ελέγξουµε αν διαφέρουν σηµαντικά, χρησιµοποιούµε τη δοκιµή t ή τη 

δοκιµή F. Αρκετές φορές όµως χρειάζεται να συγκρίνουµε περισσότερους από δύο µέσους 

όρους σειρών αποτελεσµάτων υπολογισµού συγκέντρωσης ενός αναλύτη µε διαφορετικές 

µεθόδους. Σ’ αυτές τις περιπτώσεις η διακύµανση των σειρών αποτελεσµάτων οφείλεται σε 

δύο κύριους παράγοντες: στο τυχαίο σφάλµα και στον ελεγχόµενο παράγοντα.  

Σ’ αυτές τις περιπτώσεις όπου θέλουµε να γνωρίζουµε: 

• ποια διακύµανση οφείλεται στην µεταβολή του ελεγχόµενου παράγοντα και ποια στο 

τυχαίο σφάλµα 

• αν µεταβάλλοντας τον ελεγχόµενο παράγοντα, οι µέσοι όροι των σειρών µετρήσεων 

διαφέρουν σηµαντικά, 

εφαρµόζουµε την ανάλυση διακύµανσης. 
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Η ανάλυση διακύµανσης (ANOVA) είναι µια υπερβολικά δυναµική στατιστική τεχνική 

η οποία χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό και την εκτίµηση των διαφορετικών αιτιών 

διακύµανσης. Χρησιµοποιείται ακόµα και όταν έχουµε περισσότερες της µιας πηγές τυχαίας 

διακύµανσης. Όταν όµως περιλαµβάνονται πολλοί παράγοντες, η ανάλυση διακύµανσης 

γίνεται πολύπλοκη. Η πιο απλή εφαρµογή είναι η ταξινόµηση µονής κατεύθυνσης (one- way 

ANOVA). 

Η γενική διευθέτηση των αποτελεσµάτων για (k) τάξεις (treatments) ή δείγµατα ή 

κατηγορίες για καθένα από τα οποία υπάρχουν (n) παρατηρήσεις αναπαρίστανται στο 

παρακάτω σχήµα. 

       
Μέση 

τιµή 

∆είγµα  1 x 11 x 12 … x 1j … x 1n 1χ  

∆είγµα 2 x 21 x 22 … x 2j … x 2n 2χ  

 . .  .   . 
 . .  .   . 

∆είγµα i x i1 x i2 … x ij … x in ιχ  

 . .  .   . 

∆είγµα n x h1 x h2 … x hj … x hn hχ  

    Συνολική µέση τιµή = x  

Σχήµα 4.4. ∆ιευθέτηση αποτελεσµάτων για ανάλυση διακύµανσης 

 

Κατά την εφαρµογή της ανάλυσης διακύµανσης γίνεται µέτρηση δύο πηγών διακύµανσης 

στα δεδοµένα: της διακύµανσης «µεταξύ των τάξεων (between treatments)» και της 

διακύµανσης «µέσα στις τάξεις (within treatments)». 

(i) ∆ιακύµανση µέσα στις τάξεις 

Η διακύµανση για κάθε τάξη (δείγµα) υπολογίζεται από την παράσταση: 

1

)( 2

−

−∑
n

xxi
   

Η συνολική διακύµανση µέσα στις τάξεις για όλα τα δείγµατα ονοµάζεται σαµέMS : µέσο 

τετράγωνο µέσα στις τάξεις και υπολογίζεται ως εξής: 

)1(

)( 2

−⋅

−

=
∑∑

nk

xx

MS
i j

iij

έσαµ   (εξ. 4.12) 

(ii) ∆ιακύµανση µεταξύ των τάξεων 
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Η µέση διακύµανση των τάξεων (δείγµατα), ονοµάζεται ύMSµεταξ : µέσο τετράγωνο 

µεταξύ των τάξεων και υπολογίζεται από την παράσταση: 

1

)(
2

−

−
⋅=
∑

k

xx

nMS i

i

ύµεταξ   (εξ. 4.13) 

έτσι η σηµαντικότητα µιας πηγής διακύµανσης έναντι µιας άλλης µπορεί να προσδιοριστεί µε 

την εφαρµογή της διακύµανσης F ως εξής: 

σαµ

µεταξ

έ

ύ

MS

MS
F =    (εξ. 4.14) 

Τότε η πειραµατική τιµή F συγκρίνεται µε την τιµή F που προκύπτει από πίνακες στην 

επιθυµητή στάθµη εµπιστοσύνης (Miller, J.N., 2005). 

 

Πίνακας 4.2 Πίνακας ανάλυσης διακύµανσης για k τάξεις και n παρατηρήσεις 

Πηγή 

διακύµανσης 

Άθροισµα 

τετραγώνων 

Βαθµοί 

ελευθερίας 

Μέσο 

τετράγωνο 
F p

α
 

Μεταξύ 
τάξεων 

SSµεταξύ k-1 MSµεταξύ 
σαµ

µεταξ

έ

ύ

MS

MS
  

Μέσα στις 
τάξεις 

SSµέσα k (n-1) MSµέσα   

Σύνολο  SSσυνολικό kn-1 MSσυνολικό   
α επίπεδο σηµαντικότητας για τη δοκιµασία F, αντιπροσωπεύει την πιθανότητα του σφάλµατος κατά την 

αποδοχή ενός αποτελέσµατος ως έγκυρο (γενικά, επίπεδο p<0,05 θεωρείται ως αποδεκτό επίπεδο σφάλµατος) 

Για τον υπολογισµό των βαθµών ελευθερίας του πίνακα, ισχύει: 

dFµεταξύ = αριθµός τάξεων -1 = k – 1 

dFµέσα = [αριθµός τάξεων · (αριθµός παρατηρήσεων – 1)] = k · (n – 1) 

dFολικό = k · n – 1 
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4.2 Βελτιστοποίηση αναλυτικών µεθόδων 

Εισαγωγή 

Η απόκριση ενός συστήµατος µέτρησης (δηλαδή το αποτέλεσµα ή η τιµή που εξάγεται 

από ένα πείραµα) σε πολλές αναλυτικές τεχνικές εξαρτάται από ελεγχόµενους πειραµατικούς 

παράγοντες ή παραµέτρους (factors), δηλαδή από κατηγοριοποιηµένες µεταβλητές οι οποίες 

µελετώνται σε ένα πείραµα. Για παράδειγµα, η άµεση ή έµµεση µέτρηση του ρυθµού µιας 

αντίδρασης επηρεάζει τον προσδιορισµό ενός ενζύµου. Τότε για ένα συγκεκριµένο πείραµα, 

ο ρυθµός αντίδρασης εξαρτάται από παράγοντες όπως η θερµοκρασία, το pH, η ιονική ισχύς, 

η χηµική σύσταση του ρυθµιστικού διαλύµατος, η συγκέντρωση του ενζύµου, κ.α. Είναι 

απαραίτητο να καθοριστούν επίπεδα (levels), δηλαδή διαφορετικές τιµές στους ανωτέρω 

παράγοντες ώστε να εξασφαλιστεί ότι ο ρυθµός αντίδρασης θα είναι όσο το δυνατόν κοντά 

στον επιθυµητό βαθµό. Η διαδικασία εύρεσης των βέλτιστων επιπέδων των πειραµατικών 

παραγόντων, ονοµάζεται βελτιστοποίηση της µεθόδου (optimization). Οι κύριοι στόχοι της 

βελτιστοποίησης µιας µεθόδου περιλαµβάνουν: 

(i) την εύρεση όλων των πειραµατικών παραγόντων που επηρεάζουν την απόκριση του 

συστήµατος µέτρησης 

(ii) τον προσδιορισµό και την κατηγοριοποίηση των παραγόντων που έχουν κύρια (main 

effect) και µερική (little effect) επίδραση στην απόκριση. 

(iii) τον συνυπολογισµό των πιθανών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των παραγόντων στον 

προσδιορισµό της βέλτιστης απόκρισης.  

Η διαδικασία βελτιστοποίησης µιας µεθόδου προσδιορίζει κατάλληλες πειραµατικές 

συνθήκες που επιφέρουν τη βέλτιστη απόκριση ή τουλάχιστον απόκριση κοντά στη βέλτιστη 

περιοχή και επιθυµείται αυτή να επιτυγχάνεται µε το µικρότερο δυνατό αριθµό πειραµατικών 

σταδίων (Brereton). 

Γενικά, ακολουθούνται δύο προσεγγίσεις για την βελτιστοποίηση µεθόδου: η 

προσέγγιση της µεταβολής ενός παράγοντα κάθε φορά και η προσέγγιση της χρήσης 

παραγοντικών σχεδιασµών. Θα αναφερθούµε αναλυτικά στη δεύτερη προσέγγιση. 

 

4.2.1 Πειραµατικό σχέδιο (experimental design) 

Ο όρος «πειραµατικό σχέδιο» ή «παραγοντικός σχεδιασµός» χρησιµοποιείται συνήθως 

για να περιγράψει µια διαδικασία που γίνεται για να: 

i) προσδιοριστούν οι παράµετροι που επηρεάζουν το αποτέλεσµα ενός πειράµατος 
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ii) σχεδιαστεί ένα πείραµα που δεν θα υφίσταται την επίδραση µη – ελεγχόµενων 

παραγόντων 

iii) διακριθούν και προσδιοριστούν οι επιδράσεις των µελετώµενων παραγόντων µε τη χρήση 

στατιστικής ανάλυσης στο αποτέλεσµα. 

Πρακτικά, προσδιορίζονται οι παράγοντες (ποσοτικοί ή ποιοτικοί) και τα επίπεδά τους 

(µε βάση προϋπάρχουσες µελέτες) και στη συνέχεια µελετάται ο κατάλληλος συνδυασµός 

των επιπέδων και ο αριθµός των πειραµάτων. Λεπτοµερειακή περιγραφή ανάπτυξης ενός 

πειραµατικού σχεδίου θα δοθεί παρακάτω. 

Κάθε πειραµατικό σχέδιο διέπεται από τις εξής βασικές αρχές: 

 

1. Λήψη πλήρως τυχαιοποιηµένων δεδοµένων (Randomization) 

Πρόκειται για τον τυχαίο προσδιορισµό πειραµατικών συνδυασµών των επιπέδων των 

παραγόντων πριν την έναρξη του πειράµατος. Έτσι αποφεύγεται η πιθανότητα για 

αποτελέσµατα µε συστηµατικά σφάλµατα και επιτυγχάνεται έγκυρη ερµηνεία της απόκρισης 

ώστε να χρησιµοποιηθεί για στατιστικές δοκιµές σηµαντικότητας. 

2. Επανάληψη (Replication) 

Για δεδοµένο πειραµατικό συνδυασµό χρησιµοποιείται: 

- για να υπολογιστεί η τυχαία διακύµανση των πειραµατικών αποτελεσµάτων 

(επαναλήψιµο αποτέλεσµα). 

- για τη διασφάλιση των αποτελεσµάτων από απρόβλεπτα σφάλµατα. 

- για την εκτίµηση του πειραµατικού σφάλµατος 

3. Πειράµατα σε µπλοκ (Blocking) 

Όταν οι επαναλήψεις των µετρήσεων δεν µπορούν να διεξαχθούν κάτω από τις ίδιες 

συνθήκες, για παράδειγµα όταν γίνονται σε διαφορετικές ηµέρες ή το υλικό δεν επαρκεί για 

όλες τις επαναλήψεις, τότε δηµιουργούνται οµάδες µε οµοειδή δεδοµένα (blocks). 

Αναπτύσσεται έτσι το πλήρες τυχαιοποιηµένο σχέδιο σε µπλοκ (randomized block design).  

Η σχέση µεταξύ των παραγόντων και της απόκρισης µέσα σε ένα δεδοµένο σύστηµα, 

εκφράζεται µαθηµατικά ως εξής: 

y = f(x1, x2, …xk)  (εξ. 4.15) 

όπου  y είναι η απόκριση στο σύστηµα και x1 … xk είναι οι παράγοντες που επιδρούν στην 

απόκριση όταν οι τιµές τους µεταβάλλονται. 

Η επιλογή ενός πειραµατικού σχεδιασµού εξαρτάται από τους στόχους του 

πειραµατιστή και τον αριθµό των υπό έλεγχο παραγόντων. ∆ιακρίνονται τρεις βασικές 

κατηγορίες πειραµατικών σχεδιασµών: 



Χηµειοµετρία και Βελτιστοποίηση Αναλυτικών Μεθόδων 

125 

- το πλήρως τυχαιοποιηµένο σχέδιο 

- το τυχαιοποιηµένο σχέδιο σε µπλοκ 

- το ιεραρχικό σχέδιο    

Στις δύο πρώτες περιπτώσεις οι παράγοντες διασταυρώνονται, δηλαδή κάθε επίπεδο ενός 

παράγοντα συνδέεται µε όλα τα επίπεδα του άλλου παράγοντα. Στην τρίτη περίπτωση, ο ένας 

παράγοντας είναι ένθετος του άλλου, δηλαδή όλα τα επίπεδα του ενός παράγοντα συνδέονται 

µε ένα επίπεδο του άλλου παράγοντα. 

Οι κυριότεροι πειραµατικοί σχεδιασµοί είναι: 

(i) το πλήρως παραγοντικό σχέδιο (full factorial design) 

(ii) το κλασµατικό παραγοντικό σχέδιο (fractional factorial design)  

(iii) το σχέδιο Plackett – Burman 

(iv) τα Λατινικά και Έλληνο – Λατινικά τετράγωνα (Latin – Latin/Grec 

squares) 

(v) τα σχέδια επιφανειών απόκρισης 

- central composite design 

- Box – Behnken design 

(vi) τα ειδικά σχέδια 

- D – optimal design 

- µικτά σχέδια 

(vii) τα πλήρως ένθετα ή ιεραρχικά σχέδια (fully nested / hierarchical designs) 

(Hanrahan G.et al (2005), Araujo P. W. (1)/(2)/(3) (1996)).  

 

4.2.2 Χρήση παραγοντικών σχεδιασµών στη διαδικασία βελτιστοποίησης 

πειραµατικών συνθηκών 

4.2.2.1 Χρήση των πειραµατικών σχεδίων στην αναλυτική χηµεία 

Στην αναλυτική χηµεία τα πειραµατικά σχέδια χρησιµοποιούνται για τη διαλογή 

παραγόντων που επηρεάζουν τα αναλυτικά αποτελέσµατα, για τη βελτιστοποίηση µιας 

αναλυτικής µεθόδου και για την ποσοτικοποίηση (συσχέτιση) αναλυτικών αποτελεσµάτων. 

Το στάδιο της διαλογής παραγόντων αποτελεί το πρωταρχικό στάδιο στον αποτελεσµατικό 

προσδιορισµό των παραγόντων που επιδρούν στην απόκριση ενός πειράµατος. Κατά τη 

διάρκειά του προσδιορίζονται και ταυτοποιούνται οι παράγοντες που έχουν κύρια επίδραση 

στην απόκριση. Γι’ αυτό το σκοπό, εφαρµόζονται τα πλήρως και µερικώς παραγοντικά 

σχέδια. Ακολούθως, κάνοντας χρήση διαφορετικών πειραµατικών σχεδίων (σχέδια 
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επιφανειών απόκρισης, ειδικά σχέδια) η απόκριση των πειραµάτων µιας αναλυτικής µεθόδου 

µπορεί να βελτιωθεί (βελτιστοποίηση) ως συνάρτηση µερικών πειραµατικών παραγόντων 

που επιλέχθηκαν κατά το προηγούµενο στάδιο της διαλογής. 

Έτσι, καθορίζονται βέλτιστες τιµές παραγόντων ή οι βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες. 

Τελικά, τα ποσοτικά δεδοµένα µπορούν να επεξεργαστούν και να συσχετιστούν µε χρήση 

πειραµατικών σχεδίων όπως µερικό ελάχιστο τετράγωνο (PLS), βασική συσχέτιση 

συστατικών (PCR), βασική ανάλυση συστατικών (PCA), τα Τεχνητά Νευρωνικά ∆ίκτυα, κ.α. 

(Feinberg M. H. et al (1991), Trepat-Pere E. et al (2006), Sotelo M. F. et al (2008)). 

 

4.2.2.2 Πλήρως παραγοντικό σχέδιο 

Το πλήρως παραγοντικό σχέδιο αποτελείται από έναν αριθµό πειραµάτων όπου όλα τα 

επίπεδα ενός παράγοντα συνδυάζονται µε όλα τα επίπεδα όλων των άλλων παραγόντων. Ένα 

τέτοιο σχέδιο περιγράφεται ως ΚΝ όπου Κ είναι ο αριθµός των επιπέδων των παραγόντων και 

Ν ο αριθµός των παραγόντων που µελετώνται σε αριθµό πειραµάτων ίσο µε ΚΝ. Ως 

παράδειγµα, για το πιο απλό πειραµατικό σχέδιο 22, διεξάγονται 22=4 πειράµατα όπου 2 

παράγοντες µεταβάλλονται σε δύο επίπεδά τους. Γι’ αυτό το σχεδιασµό (σχεδιασµός δύο 

επιπέδων), αλλά και για κάθε άλλο, το χαµηλό επίπεδο συµβολίζεται µε το πρόσηµο “-” ή “-

1”, ενώ το υψηλό µε το πρόσηµο “+” ή “+1”.  

Οπότε οι 4 πειραµατικές δοκιµές έχουν ως εξής: 

Αριθµός πειράµατος Παράγοντας 1 Παράγοντας 2 Απόκριση 

 1 +1 +1 y1 

 2 +1 -1 y2 

 3 -1 +1 y3 

 4 -1 -1 y4 

 

 Το χαµηλό και υψηλό επίπεδο των παραγόντων αποτελούν το κατώτατο και ανώτατο 

όριο της περιοχής µελέτης της µεταβολής του κάθε παράγοντα. 

Εάν ο σχεδιασµός του σχεδίου προβλέπει τη µελέτη τριών επιπέδων των παραγόντων, 

τότε το κεντρικό επίπεδο συµβολίζεται ως “0”. Η γραφική αναπαράσταση στο χώρο του 

ανωτέρω 22 σχεδίου, είναι ένα τετράγωνο. 
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Σχήµα 4.5 Πλήρως παραγοντικό σχέδιο δύο παραγόντων σε δύο επίπεδα, 22 = 4 πειράµατα. 

 

 Για ένα σχέδιο µε τρεις παράγοντες (23) ορίζεται ένας κύβος στο χώρο. 

 

       

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.6 Πλήρως παραγοντικό σχέδιο τριών παραγόντων σε δύο επίπεδα, 23 =8 πειράµατα. 

 

 Το πλήρως παραγοντικό σχέδιο είναι ένα ισορροπηµένο σχέδιο, δηλαδή επιτρέπει την 

εκτίµηση της επίδρασης ενός παράγοντα ανεξάρτητα από όλες τις άλλες επιδράσεις. 

 Η επίδραση (effect) ενός παράγοντα είναι η µεταβολή στην απόκριση, η οποία 

επέρχεται λόγω της µεταβολής στο επίπεδο του παράγοντα. Όταν ένας παράγοντας 

εξετάζεται µόνο σε δύο επίπεδα, η επίδραση είναι απλώς η διαφορά µεταξύ της µέσης 

απόκρισης όλων των δοκιµών που γίνονται µε τον παράγοντα στο χαµηλό επίπεδο (-1) και 

εκείνης όλων των δοκιµών µε τον παράγοντα στο υψηλό επίπεδο (+1). Αυτή είναι και η κύρια 

επίδραση (main effect) του παράγοντα. Αν η επίδραση ενός παράγοντα είναι διαφορετική σε 

διαφορετικά επίπεδα ενός άλλου παράγοντα, τότε υπάρχει αλληλεπίδραση (interaction) 

µεταξύ των δύο παραγόντων (Hanrahan G.et al (2005), Araujo P. W. et al (1) (1996), 

Αγατζίνη-Λεονάρδου, 1983).  

 Η ανάλυση του σχεδίου γίνεται µε κατάλληλη εφαρµογή της ανάλυσης διακύµανσης 

(ANOVA) όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα (Pena A., et al 2006). 
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Πίνακας 4.3 Ανάλυση διακύµανσης ANOVA για πειραµατικό σχέδιο δύο παραγόντων. 

Πηγή διακύµανσης 
Άθροισµα 

τετραγώνων 

Βαθµοί 

ελευθερίας 
Μέσο τετράγωνο 

Παράγοντας Α SSΑ a-1 
1−

=
a

SS
MS A

A  

Παράγοντας Β SSΒ b-1 
1−

=
b

SS
MS B

B  

Αλληλεπίδραση ΑxΒ SSΑΒ (a-1)(b-1) 
)1)(1( −−

=
ba

SS
MS AB

AB  

Σφάλµα εk(ij) SSΕ ab(n-1) 
)1( −

=
nab

SS
MS E

E  

Σύνολο  SSΤ abn-1  

 

4.2.2.3 Κλασµατικό παραγοντικό σχέδιο 

 Όταν ο αριθµός των υπό έλεγχο παραγόντων είναι µεγαλύτερος από τρεις, αυξάνεται 

αισθητά ο αριθµός των πειραµατικών δοκιµών. Σ’ αυτές τις περιπτώσεις θεωρούµε ότι οι 

αλληλεπιδράσεις παραγόντων τριών (µεταξύ 3 παραγόντων) ή παραπάνω κατευθύνσεων είναι 

πολύ µικρότερες ή πολύ λιγότερο σηµαντικές σε σχέση µε τις κύριες επιδράσεις και τις 

αλληλεπιδράσεις δύο κατευθύνσεων (µεταξύ δύο παραγόντων). Προκειµένου τότε να 

εκτιµηθούν οι κύριες επιδράσεις και οι αλληλεπιδράσεις δύο παραγόντων, επιλέγεται 

κατάλληλο κλάσµα από όλους τους πιθανούς συνδυασµούς αλληλεπιδράσεων των τριών 

παραγόντων και γίνεται ανάλυση του σχεδίου. Αυτό το «νέο» σχέδιο ονοµάζεται κλασµατικό 

παραγοντικό σχέδιο και αποτελεί ένα προσεκτικά καθορισµένο και αντιπροσωπευτικό 

υποσύνολο ενός πλήρους παραγοντικού σχεδίου. Σ’ αυτό το σχέδιο, ο αριθµός των 

πειραµάτων µειώνεται κατά ένα αριθµό p, δηλαδή αριθµούνται σε ΚN-P , ενώ συνήθως 

χρησιµοποιείται το κλασµατικό σχέδιο στο οποίο τα πειράµατα µειώνονται ακριβώς στο µισό 

(p=1). 

 

 

 

 

 
Σχήµα 4.7  Κλασµατικό παραγοντικό σχέδιο τριών παραγόντων σε δύο επίπεδα, 23-1 =4 πειράµατα. 

 

+ + + 

+ - - 

- + - 

- - + 
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 Μειονέκτηµα αυτού του τύπου σχεδίου αποτελεί το γεγονός ότι δεν µπορεί να εκτιµηθεί 

η ανεξάρτητη επίδραση ορισµένων παραγόντων (Araujo P. W. et al (1) 1996). 

 

4.2.2.4 Πλήρως ένθετο πειραµατικό σχέδιο ή ιεραρχικό 

 Σ’ αυτό το είδος σχεδίου τα επίπεδα ενός παράγοντα είναι ένθετα ή υποσύνολα των 

επιπέδων των άλλων παραγόντων. Ο αριθµός των επιπέδων του ένθετου παράγοντα δεν είναι 

απαραίτητο να είναι ίδιος µε τον αριθµό επιπέδων των άλλων παραγόντων, ενώ δεν υπάρχουν 

πια αλληλεπιδράσεις διότι τα επίπεδα των παραγόντων δεν διασταυρώνονται. Ένα τέτοιο 

σχέδιο αναπαρίσταται στο σχήµα: 

 

Σχήµα 4.8 Πλήρως ένθετο σχέδιο δύο παραγόντων 

 Σ’ ένα τέτοιο σχέδιο οι παράγοντες που επηρεάζονται από συστηµατικές µεταβολές 

πρέπει να τοποθετούνται σε υψηλότερο επίπεδο από τους παράγοντες που επηρεάζονται από 

τυχαίες µεταβολές (Maroto A. et al, 1999). Η ανάλυση του σχεδίου αυτού γίνεται µε τη 

χρήση ανάλυσης διακυµάνσεων (ANOVA). 

 

Πίνακας 4.4 Ανάλυση διακύµανσης ANOVA για ένα ένθετο πειραµατικό σχέδιο. 

Πηγή διακύµανσης 
Άθροισµα 

τετραγώνων 

Βαθµοί 

ελευθερίας 
Μέσα τετράγωνα 

Παράγοντας Αi SSΑ a-1 
1−

=
a

SS
MS A

A  

Παράγοντας Βj(i) SSΒ a(b-1) 
)1( −

=
ba

SS
MS B

B  

Σφάλµα εk(ij) SSΕ ab(n-1) 
)1( −

=
nab

SS
MS E

E  

Σύνολο  SSΤ abn-1  
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4.3 Τεχνητά Νευρωνικά ∆ίκτυα (Artificial Neural Networks, ANNs) 

4.3.1 Γενικά στοιχεία 

 Τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα είναι εµπνευσµένα από τη βιολογία και αποτελούνται από 

στοιχεία (τεχνητοί νευρώνες) τα οποία συµπεριφέρονται κατά τρόπο ανάλογο των πιο 

στοιχειωδών λειτουργιών των βιολογικών κυττάρων. Πρόκειται για µια αρχιτεκτονική δοµή 

(δίκτυο) αποτελούµενη από πλήθος διασυνδεδεµένων µονάδων (τεχνητοί νευρώνες). 

 

Σχήµα 4.9 Βασική δοµή νευρικού κυττάρου 

  

 Η ενασχόληση µε τα νευρωνικά δίκτυα ξεκίνησε µε την πρωτοποριακή δουλειά των 

ΜcCulloch και Pitts, 1943 η οποία περιέγραφε το «λογικό λογισµό των νευρωνικών 

δικτύων». Στη συνέχεια (1949) ο Hebb, µε το βιβλίο του «The organization of Behavior» 

πρότεινε ότι η συνδετικότητα του εγκεφάλου συνεχώς αλλάζει καθώς ο οργανισµός µαθαίνει 

διάφορες εργασίες και ότι οι νευρωνικοί συγκεντρωτές δηµιουργούνται από τέτοιες αλλαγές. 

Επίσης πρότεινε το αίτηµα µάθησης σύµφωνα µε το οποίο η αποτελεσµατικότητα µιας 

σύναψης µεταβλητής ανάµεσα σε δύο νευρώνες αυξάνεται µε την επανάληψη του ενός 

νευρώνα από τον άλλο κατά µήκος της σύναψης. Οι Rochester, Holland, Habit, Duda (1956) 

έκαναν την πρώτη προσπάθεια χρήσης υπολογιστή που χρησιµοποιεί την εξοµοίωση για να 

ελεγχθεί µια καλά σχηµατισµένη νευρωνική θεωρία (Λυκοθανάσης Σ., 2003). 

 Τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα (ΤΝ∆) αποτελούν µια προσπάθεια προσέγγισης της 

λειτουργίας του ανθρώπινου εγκεφάλου από µια µηχανή. Στο δίκτυο των ΤΝ∆, κάθε 
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νευρώνας έχει πολλές εισόδους αλλά µια µόνο έξοδο, η οποία µε τη σειρά της µπορεί να 

αποτελέσει είσοδο για άλλους νευρώνες. Οι συνδέσεις µεταξύ νευρώνων διαφέρουν ως προς 

τη σηµαντικότητά τους η οποία προσδιορίζεται από το συντελεστή βάρους (σύναψη). Η 

επεξεργασία κάθε νευρώνα καθορίζεται από τη συνάρτηση µεταφοράς, η οποία καθορίζει την 

κάθε έξοδο σε σχέση µε τις εισόδους και τους συντελεστές βάρους. 

 Για να χρησιµοποιηθεί ένα ΤΝ∆ πρέπει πρώτα να εκπαιδευτεί για να µάθει. Με τη 

διαδικασία της µάθησης προσδιορίζονται οι κατάλληλοι συντελεστές βάρους ώστε το ΤΝ∆ 

να εκτελεί τους επιθυµητούς υπολογισµούς µε τη βοήθεια αλγορίθµων που ονοµάζονται 

κανόνες µάθησης ή αλγόριθµοι εκπαίδευσης. Οι τιµές των βαρών των συνδέσεων αποτελούν 

τη γνώση που είναι αποθηκευµένη στο δίκτυο και καθορίζουν τη λειτουργικότητά του. Έτσι, 

τα ΤΝ∆ µαθαίνουν το περιβάλλον τους, δηλαδή το φυσικό µοντέλο που παρέχει τα δεδοµένα. 

 

4.3.2  Από τα βιολογικά στα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα 

 Ο εγκέφαλος είναι ένας πολύπλοκος, µη γραµµικός και παράλληλος υπολογιστής, 

έχοντας τη δυνατότητα να οργανώνει τους νευρώνες έτσι ώστε να εκτελεί συγκεκριµένους 

υπολογισµούς πολύ πιο γρήγορα από τους πιο γρήγορους ψηφιακούς υπολογιστές. Οι 

ιδιότητές του αυτές οφείλονται στην ικανότητά του να κατασκευάζει κανόνες (εµπειρία) η 

οποία µεγαλώνει µε την πάροδο του χρόνου. Κατά τα δύο πρώτα χρόνια ζωής µας έχουµε τη 

µέγιστη ανάπτυξη όπου δηµιουργούνται περίπου ένα εκατοµµύριο συνάψεις το δευτερόλεπτο 

(Λυκοθανάσης Σ., 2003). Στον ανθρώπινο εγκέφαλο υπάρχουν περίπου 3×1010 νευρώνες, ενώ 

κάθε νευρώνας διαθέτει κατά µέσο όρο 10000 συνάψεις (εισόδους) και 500 συναπτικές 

απολήξεις (εξόδους). Το ανθρώπινο κεντρικό νευρικό σύστηµα αποτελείται από 1015 

συναπτικές συνδέσεις περίπου. 

 Οι βασικές ιδιότητες των βιολογικών νευρώνων είναι (Σπύρου 1997): 

• είναι απλές δοµικές µονάδες 

• παρουσιάζουν οµοιόµορφη αρχιτεκτονική 

• πραγµατοποιούν παράλληλα κατανεµηµένη επεξεργασία 

• εµφανίζουν ταχύτητα επεξεργασίας και απόκρισης της τάξης των msec 

• επιδεικνύουν αξιόπιστη λειτουργία ακόµη και για θορυβώδη, ασαφή ή ηµιτελή 

δεδοµένα 

• εµφανίζουν ικανότητα λειτουργίας και σε συνθήκες βλάβης 

• έχουν τη δυνατότητα της αποθήκευσης και της ανάκλησης των πληροφοριών βάσει 

συσχετισµών 
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• επιδεικνύουν προσαρµογή (ένα σύστηµα για κάθε χρήση) 

Οι τεχνητοί νευρώνες είναι οργανωµένοι κατά τέτοιο τρόπο ώστε να προσοµοιώνουν την 

ανατοµία του ανθρώπινου εγκεφάλου, επιτυγχάνοντας να προσεγγίσουν µεγάλο αριθµό 

χαρακτηριστικών της δοµής και της λειτουργίας του. Για παράδειγµα, µαθαίνουν 

χρησιµοποιώντας την εµπειρία που έχουν συσσωρεύσει, έχουν την ικανότητα γενίκευσης από 

προηγούµενα παραδείγµατα σε νέα, µπορούν να επεξεργαστούν µια οµάδα δεδοµένων και να 

ξεχωρίσουν απ’ αυτά τα πιο ουσιώδη χαρακτηριστικά  (Λυκοθανάσης Σ., 2003). Έτσι: 

Ένα Ν∆ είναι ένας συµπαγής παράλληλος κατανεµηµένος επεξεργαστής, που έχει τη φυσική 

κλίση να αποθηκεύει εµπεριστατωµένη γνώση και να την κάνει διαθέσιµη για χρήση. Οι δύο 

κύριες οµοιότητες του εγκεφάλου µε ένα ΤΝ∆ συνοψίζεται ως εξής: 

i) Η γνώση αποκτάται από το δίκτυο µέσα από διαδικασία µάθησης. 

ii) Οι δυνάµεις σύνδεσης των νευρώνων (συναπτικά βάρη) χρησιµοποιούνται για την 

αποθήκευση της γνώσης. 

Σε πλήρη αντιστοιχία µε το απλοποιηµένο µοντέλο βιολογικού νευρώνα του σχήµατος 4.9 

αναπτύχθηκε το µοντέλο του τεχνητού νευρώνα. 

 

Σχήµα 4.10 Βασική δοµή τεχνητού νευρώνα 

 

 Ένας τεχνητός νευρώνας είναι µια µονάδα επεξεργασίας πληροφορίας. Τα τρία βασικά 

στοιχεία του είναι: 

i) Ένα σύνολο από συνάψεις, καθεµιά από τις οποίες χαρακτηρίζεται από ένα «βάρος» ή 

«δύναµη». Συγκεκριµένα, ένα σήµα xj στην είσοδο της σύναψης j που συνδέεται στον 

νευρώνα k, πολλαπλασιάζεται µε το συναπτικό βάρος wkj. 
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ii) Έναν αθροιστή για την πρόσθεση των σηµάτων εισόδου που παίρνουν βάρος από την 

αντίστοιχη σύναψη. 

iii) Μια συνάρτηση ενεργοποίησης για τη µείωση του εύρους της εξόδου του νευρώνα. 

Το µοντέλο του τεχνητού νευρώνα περιλαµβάνει ακόµα ένα εξωτερικό εφαρµοζόµενο 

κατώφλι θk που έχει επίδραση στην ελάττωση της εισόδου στην εφαρµοζόµενη συνάρτηση 

ενεργοποίησης και αναφέρεται συχνά ως πόλωση (bias). Με µαθηµατικούς όρους, ένας 

νευρώνας περιγράφεται µε τις παρακάτω εξισώσεις: 

∑
=

=
p

j

jkjk xwu
1

*     (εξ. 4.16)    και    )( κθφ −= kk uy   (εξ. 4.17) 

 Το uk είναι η γραµµική συνδυαστική έξοδος του νευρώνα, το φ(uk - θk) είναι η 

συνάρτηση ενεργοποίησης και το yk είναι το σήµα εξόδου του νευρώνα (πραγµατική έξοδος). 

Η συνάρτηση ενεργοποίησης φ(uk - θk) ορίζει την έξοδο ενός νευρώνα συναρτήσει του 

επιπέδου ενεργοποίησης της εισόδου. Υπάρχουν 3 βασικοί τύποι συναρτήσεων 

ενεργοποίησης: 

i) Συνάρτηση κατωφλιού 

ii) Τµηµατικά γραµµική συνάρτηση 

iii) Σιγµοειδής 

Η σιγµοειδής είναι η πιο συνηθισµένη µορφή µε χαρακτηριστικό παράδειγµα τη λογιστική 

συνάρτηση: 

)exp(1

1
)(

au
U +

=φ   (εξ. 4.18) 

 Αυτή η µορφή συνάρτησης ενεργοποίησης είναι µη γραµµική και χρησιµοποιείται για 

να µπορεί να µοντελοποιεί µη γραµµικά φαινόµενα. 

 

4.3.3 Βασικά χαρακτηριστικά των τεχνητών νευρωνικών δικτύων 

 Τα βασικά χαρακτηριστικά που καθορίζουν τη δοµή ενός ΤΝ∆ είναι: 

i) Οι υπολογιστικές µονάδες 

 ∆ιακρίνονται στις µονάδες εισόδου, στις κρυµµένες (hidden) µονάδες και στις µονάδες 

εξόδου, οι οποίες οµαδοποιούνται ανά κατηγορία σε επίπεδα ή στρώµατα (layers). Οι 

κρυµµένες µονάδες δεν έχουν συνδέσεις µε τον εξωτερικό κόσµο. Για παράδειγµα, σε µια 

µελέτη πειράµατος βαθµονόµησης, οι µονάδες εισόδου θα µπορούσαν να είναι οι τιµές 

απορρόφησης ενός αναλύτη σε ένα µήκος κύµατος και οι µονάδες εξόδου η συγκέντρωση του 

αναλύτη. Η σηµειογραφία ενός ΤΝ∆ έχει ως εξής: (είσοδοι: κρυµµένα επίπεδα: έξοδοι) π.χ. 
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3:5:1 για ένα ΤΝ∆ µε 3 εισόδους, 5 κρυµµένα επίπεδα, 1 έξοδο (Huitao L. et al (2002), 

Garcia S. F. et al (2004)). 

ii) Οι συνάψεις – βάρη 

 Ο καθορισµός των παραµέτρων του δικτύου (τιµών βαρών) για να επιτελεστεί η 

συγκεκριµένη λειτουργία που επιτυγχάνεται µέσω της διαδικασίας της µάθησης. 

iii) Η µάθηση 

 Πρόκειται για την ικανότητα του ΤΝ∆ να µαθαίνει από το περιβάλλον του και έτσι να 

βελτιώνει την απόδοσή του µέσω της µάθησης. Η βελτίωση αυτή γίνεται σταδιακά µε το 

χρόνο και µε καθορισµένο µέτρο. Η µάθηση επιτυγχάνεται µέσω µιας επαναληπτικής 

διαδικασίας ρυθµίσεων της τιµής των συναπτικών βαρών και των κατωφλίων. Ο 

αντικειµενικός στόχος της διαδικασίας µάθησης είναι να αναπτύξει ένα ΤΝ∆ κατάλληλη 

εσωτερική δοµή ώστε να αναγνωρίζει πρότυπα που θα µοιάζουν µε αυτά τα οποία 

εκπαιδεύτηκε. 

 

iv) Η αρχιτεκτονική 

 Ο τρόπος δόµησης των νευρώνων ενός ΤΝ∆ συνδέεται µε τον αλγόριθµο εκµάθησης 

που χρησιµοποιείται για την εκπαίδευση του δικτύου. ∆ιακρίνονται στα δίκτυα εµπρός 

τροφοδότησης, στα οποία τα σήµατα κατευθύνονται από την είσοδο στην έξοδο και 

ανάδρασης όταν οι έξοδοι κάποιων νευρώνων γίνονται είσοδοι νευρώνων προηγούµενων 

επιπέδων. 

Υπάρχουν 4 κλάσεις αρχιτεκτονικών δοµών: 

- Ενός επιπέδου – εµπρός τροφοδότησης δίκτυα 

 Οι νευρώνες είναι οργανωµένοι σε µορφή επιπέδων και πάντοτε δείχνουν στους 

νευρώνες του επόµενου επιπέδου. 

- Πολλαπλών επιπέδων – εµπρός τροφοδότησης δίκτυο 

 Υπάρχουν περισσότερα του ενός κρυφά επίπεδα µε κρυφούς νευρώνες. Οι νευρώνες σε 

κάθε επίπεδο έχουν ως εισόδους τα σήµατα εξόδου του προηγούµενου µόνο επιπέδου. 

- Αναδροµικά δίκτυα (π.χ. δίκτυο Hopfield) 

- ∆ικτυωτές δοµές 
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4.3.4 Θεωρία της µάθησης (εκπαίδευση) 

 Σύµφωνα µε τον ορισµό των Mendel και McClaren (Λυκοθανάσης Σ., 2003): µάθηση 

είναι µια διαδικασία µε την οποία προσαρµόζονται οι ελεύθερες παράµετροι ενός ΤΝ∆ µέσω 

µιας συνεχούς διαδικασίας διέγερσης από το περιβάλλον, στο οποίο βρίσκεται το δίκτυο. Το 

είδος της µάθησης καθορίζεται από τον τρόπο µε τον οποίο πραγµατοποιούνται οι αλλαγές 

των παραµέτρων. Με άλλα λόγια πρόκειται για την τροποποίηση των βαρών του ΤΝ∆ ώστε 

χρησιµοποιώντας ένα σύνολο δεδοµένων να πλησιάσουµε σταδιακά την επιθυµητή 

συµπεριφορά συγκρίνοντας την τρέχουσα απόκριση του δικτύου µε την επιθυµητή απόκριση.  

 Σύµφωνα µε τον πρώτο ορισµό, για τη µάθηση ακολουθούνται τα παρακάτω βήµατα: 

• Το νευρωνικό δίκτυο «διεγείρεται» από ένα περιβάλλον. 

• Υφίσταται αλλαγές σαν συνέπεια αυτής της διέγερσης. 

• «Απαντά» µε έναν καινούριο τρόπο στο περιβάλλον, λόγω των αλλαγών που 

συνέβησαν στην εσωτερική του δοµή. 

Έτσι, αν wkj(n) η τιµή του βάρους σύνδεσης wkj τη χρονική στιγµή n, και wkj(n+1) η τιµή του 

βάρους σύνδεσης wkj τη χρονική στιγµή (n+1), προκύπτει: 

)()()1( nkjnkjnkj www ∆+=+   (εξ. 4.19) 

όπου ∆wkj(n) µια ρύθµιση στο βάρος wkj (διόρθωση). 

 Για τη λύση ενός προβλήµατος µάθησης χρησιµοποιείται ένα καθορισµένο σύνολο από 

καλά ορισµένους κανόνες που καλείται αλγόριθµος µάθησης (learning algorithm). Υπάρχουν 

αρκετά είδη αλγορίθµων µάθησης που διαφέρουν ως προς τον τρόπο έκφρασης της ρύθµισης 

∆wkj. Ο τερµατισµός της διαδικασίας µάθησης ελέγχεται από κριτήρια ελέγχου της ποιότητας 

του δικτύου, δηλαδή το µέσο σφάλµα του συνόλου εκπαίδευσης και τη µεταβολή του. Για να 

τερµατιστεί η φάση της εκπαίδευσης, θα πρέπει η συνάρτηση σφάλµατος που µετράει τη 

διαφορά µεταξύ τρεχουσών και επιθυµητών αποκρίσεων, να ελαχιστοποιηθεί. 

 Η αξιολόγηση του σφάλµατος πραγµατοποιείται από ένα ανεξάρτητο σύνολο 

προτύπων, το σύνολο επικύρωσης (validation set) και µε βάση τον αριθµό των σφαλµάτων 

στο σύνολο αυτό υπολογίζουµε το σφάλµα ενός µοντέλου. Γενικά, όσο προχωράει η 

εκπαίδευση, τόσο µειώνεται το σφάλµα εκπαίδευσης αλλά και το σφάλµα επικύρωσης. Πέρα 

όµως από ένα όριο, φτάνοντάς το θεωρούµε ότι φθάσαµε στο βέλτιστο µοντέλο. Περαιτέρω 

µείωση του σφάλµατος εκπαίδευσης προκαλεί αύξηση του σφάλµατος επικύρωσης, οπότε 

εµφανίζεται το φαινόµενο της υπερ-εκπαίδευσης (overtraining). Μετά το τέλος της 

εκπαίδευσης, για κάθε είσοδο το ΤΝ∆ θα πρέπει να παρέχει την αντίστοιχη αποδεκτή έξοδο. 
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4.3.5 Είδη νευρωνικών δικτύων – Είδη αλγορίθµων µάθησης 

 Τα διάφορα είδη νευρωνικών δικτύων ταξινοµούνται σε κατηγορίες ανάλογα κυρίως µε 

τον τύπο διασύνδεσης των νευρώνων, τον κανόνα εκµάθησης και τη συνάρτηση 

ενεργοποίησης. Στο σχήµα 4.11 φαίνεται η ταξινόµηση και τα είδη των ΤΝ∆.  

 

Σχήµα 4.11 Ταξινόµηση τεχνητών νευρωνικών δικτύων 

 Το είδος Πολυεπίπεδο Perceptron (Multilayer Perceptron, MLP) αποτελεί δίκτυο 

εµπρόσθιας τροφοδότησης και περιλαµβάνει ένα επίπεδο εισόδου, ένα ή περισσότερα 

κρυµµένα επίπεδα και ένα επίπεδο εξόδου.  

Ένα δίκτυο MLP έχει τρία διακριτικά χαρακτηριστικά: 

1. Το µοντέλο κάθε νευρώνα στο δίκτυο περιλαµβάνει µια µη - γραµµικότητα στην 

έξοδο, δηλαδή µια µη γραµµική συνάρτηση ενεργοποίησης που έχει σιγµοειδή µορφή 

(λογιστική συνάρτηση). Η χρήση µιας τέτοιας συνάρτησης έχει βιολογικά κίνητρα 

µιας και προσπαθεί να δικαιολογήσει την επίµονη φάση των πραγµατικών νευρώνων, 

χαρακτηριστικό των οποίων είναι ότι δεν έχουν δυαδικές εξόδους αλλά η έξοδός τους 

έχει συνεχώς κάποια τιµή.  

2. Τα ένα ή περισσότερα κρυφά επίπεδα νευρώνων παρέχουν τη δυνατότητα στο δίκτυο 

να µάθει πολύπλοκες εργασίες µε το να εξάγουν προοδευτικά τα πιο σηµαντικά 

χαρακτηριστικά από τα διανύσµατα εισόδου. 

3. Το δίκτυο επιδεικνύει ένα υψηλό βαθµό διασύνδεσης που καθορίζεται από τις 

συνάψεις του. 
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Τα χαρακτηριστικά αυτά µαζί µε την εκπαίδευσή του προσδίδουν ιδιαίτερη υπολογιστική 

ισχύ στα MLPs. 

 Τα δίκτυα MLP χρησιµοποιούνται για την κατασκευή µοντέλων από δεδοµένα (data 

fitting), τον έλεγχο συστηµάτων, τα προβλήµατα ταξινόµησης (classification), για την 

επίλυση µερικών διαφορικών εξισώσεων. 

 

Σχήµα 4.12 Αρχιτεκτονική δοµή ενός MLP δικτύου 

 Όπως έχει ειπωθεί, οι αλγόριθµοι εκπαίδευσης χρησιµοποιούνται για την εκπαίδευση 

του ΤΝ∆, δηλαδή την ελαχιστοποίηση του σφάλµατος γενίκευσης. Η εκπαίδευση 

πραγµατοποιείται µέσω ενός συνόλου δεδοµένων π.χ. ένα σύνολο ζευγών τιµών εισόδου – 

εξόδου. Η εκπαίδευση του αλγορίθµου µε αυτό το σύνολο εκπαίδευσης µια φορά 

(επανάληψη), ονοµάζεται εποχή (epoch). Οι επαναλήψεις των εποχών ολοκληρώνονται όταν 

τα συναπτικά βάρη σταθεροποιηθούν σε συγκεκριµένες τιµές για τις οποίες η µέση τιµή 

σφάλµατος (για το σύνολο εκπαίδευσης) συγκλίνει στην ελάχιστη τιµή του.  

 Ο αλγόριθµος εκπαίδευσης «back – propagation» ή αλγόριθµος «πίσω διάδοσης» του 

λάθους ή αλγόριθµος «πίσω διάδοσης» βασίζεται στον κανόνα µάθησης διόρθωσης του 

λάθους (error correction learning rule) και αποτελεί έναν πολύ δηµοφιλή αλγόριθµο 

εκπαίδευσης. 

 Μια βελτιωµένη έκδοση αυτού του αλγορίθµου προκύπτει από τη χρήση του 

αλγορίθµου µάθησης «conjugated gradient descent». Η βελτίωση έγκειται στο ότι ο νέος 

αλγόριθµος υπολογίζει το µέσο σφάλµα από όλα τα ζεύγη τιµών του συνόλου εκπαίδευσης – 

πριν την ενηµέρωση των συναπτικών βαρών – µια φορά στο τέλος κάθε εποχής, σε αντίθεση 
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µε τον back – propagation όπου το µέσο σφάλµα υπολογίζεται σε κάθε ζεύγος τιµών, 

διορθώνεται πριν το πέρασµα από το επόµενο ζεύγος τιµών, υπολογίζεται ξανά, κ.ο.κ. µέσα 

σε µια εποχή, ώστε να βρεθεί το ελάχιστο. Με τον βελτιωµένο αλγόριθµο το σφάλµα 

µειώνεται πιο γρήγορα και οδηγείται σε µικρότερες τιµές. 

 Άλλοι αλγόριθµοι µάθησης που χρησιµοποιούνται από τον back – propagation είναι οι: 

gradient descent, Levenberg – Marpuurdt, κ.α.  

 

4.3.6 Πλεονεκτήµατα των ΤΝ∆ 

 Ένα σωστά εκπαιδευµένο ΤΝ∆ µπορεί να παράγει αποδεκτά, από πλευράς ακρίβειας, 

αποτελέσµατα σε σύντοµο υπολογιστικό χρόνο. Ιδιαίτερα σε περιπτώσεις χρονοβόρων 

αναλύσεων η προσέγγιση της λύσης των ΤΝ∆ παρέχει τις ακόλουθες ιδιότητες: 

(i) Μη – γραµµικότητα 

Πρόκειται για µια σηµαντική ιδιότητα ιδιαίτερα αν ο φυσικός µηχανισµός παραγωγής των 

σηµάτων εισόδου είναι µη – γραµµικός. Οφείλεται στο ότι οι νευρώνες που δοµούν ένα ΤΝ∆ 

είναι µη – γραµµικές συσκευές. 

(ii) Σχεδιασµός Εισόδου – Εξόδου 

Η εκπαίδευση ενός δικτύου επαναλαµβάνεται για πολλά παραδείγµατα (είσοδος – επιθυµητή 

απόκριση) µέχρι το δίκτυο να φτάσει σε µια σταθερή κατάσταση όπου δεν µεταβάλλονται 

πλέον τα συναπτικά βάρη. Έτσι, το δίκτυο µαθαίνει από τα παραδείγµατα, κατασκευάζοντας 

ένα συνδυασµό εισόδου – εξόδου για το πρόβληµα. 

(iii) Προσαρµοστικότητα 

Τα ΤΝ∆ έχουν τη δυνατότητα να προσαρµόζουν τα συναπτικά βάρη στις διεργασίες του 

περιβάλλοντός τους. 

(iv) Αντοχή σε σφάλµατα 

Έχει την ιδιότητα να είναι ανεκτικό σε σφάλµατα, δηλαδή η απόδοσή του µειώνεται µόνο 

κάτω από αντίξοες συνθήκες. 

(v) Αυτοοργάνωση – συναφής πληροφορία 

Η γνώση αναπαριστάνεται από την πολύ δοµηµένη και ενεργή κατάσταση του ΤΝ∆. 
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Β. ΣΚΟΠΟΣ ΚΑΙ ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΤΗΣ ∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗΣ 

∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 Σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η ανάπτυξη και η εφαρµογή µιας πολύ-

υπολειµµατικής µεθοδολογίας εκχύλισης για τον έλεγχο της παρουσίας επιλεγµένων 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε ιχθυρά µε τη χρήση σύγχρονων χηµειοµετρικών µεθόδων. 

Η παρούσα µελέτη έχει στόχο να προβάλλει µε απλό και συγκριτικό τρόπο τις δυνατότητες 

εφαρµογής χηµειοµετρικών µεθόδων στην ανάπτυξη και βελτιστοποίηση µεθοδολογιών 

εκχύλισης σε σχέση µε τις κλασσικές διαδικασίες βελτιστοποίησης αναλυτικών 

µεθοδολογιών. Κριτήρια αυτής της σύγκρισης αποτελούν τα χαρακτηριστικά ποιότητας των 

αναλυτικών µεθόδων (ανάκτηση, ανιχνευσιµότητα, πιστότητα) που προσδιορίζονται από τις 

µελέτες επικύρωσης. Επιπλέον οι χηµειοµετρικές µέθοδοι χρησιµοποιούνται για την εκτίµηση 

της αβεβαιότητας που προέρχεται από την ορθότητα της βελτιστοποιηµένης µεθόδου 

εκχύλισης που αναπτύχθηκε ώστε να προσδοθεί αξιοπιστία στα αποτελέσµατα των 

µετρήσεων της. 

Οργανοχλωριωµένες ενώσεις που συγκροτούν τη «βρώµικη δωδεκάδα» όπως ορίστηκε 

στη συνθήκη της Στοκχόλµης (πίνακας 1.1) και σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία συσσωρεύονται 

στα ιχθυρά ή ακόµα αποτελούν δείκτες βιοσυσσώρευσης των ιχθυρών αποτελούν το στόχο 

της µεθοδολογίας εκχύλισης. Μεταξύ των PCBs, τα συµπαράγωγα: 28, 52, 101, 118, 138, 153 

και 180, χρησιµοποιούνται κατά τις µετρήσεις δειγµάτων για τα προγράµµατα ελέγχου 

παρουσίας των PCBs σε τρόφιµα, υδρόβιους και γενικά ζωικούς οργανισµούς – σύµφωνα µε 

την Community Bureau of Reference της Ευρωπαϊκής ένωσης (1982) - λόγω της 

ανθεκτικότητας, της σχετικής παρουσίας, της τοξικότητας και της διαχωριστικής ικανότητας 

τους από τα άλλα συµπαράγωγα (Barcelo D., 2000). Πρόκειται για ενώσεις που αν και έχει 

απαγορευτεί (από τις δεκαετίες 1970 ή 1980) ή έχει περιοριστεί η χρήση τους, ανιχνεύονται 

ακόµη σήµερα στα τρόφιµα. Οι χαµηλές τιµές συγκέντρωσης αυτών στα φυσικά 

υποστρώµατα απαιτούν ακριβέστερες, εκλεκτικότερες και χαµηλής ανιχνεύσιµης ικανότητας 

µεθόδους χωρίς να υποτιµάται η ανάγκη για απλές, γρήγορες και µικρού κόστους µεθόδους 

εκχύλισης. Επιπρόσθετα, η υπό ανάπτυξη µεθοδολογία επιθυµείται να είναι 

πολυυπολειµµατική δηλαδή να εξασφαλίζει ακριβή και ταυτόχρονο προσδιορισµό των 

επιλεγµένων ενώσεων. Πρόκειται για την πρώτη µελέτη που πραγµατεύεται τον ταυτόχρονο 

χρωµατογραφικό προσδιορισµό επιλεγµένων οργανοχλωριωµένων ενώσεων και 

πολυχλωριωµένων διφαινυλίων σε δείγµατα ιχθυρών στην Ελλάδα. Η ικανοποίηση των 

παραπάνω απαιτήσεων και η φύση του υποστρώµατος ανάλυσης οδήγησε στην επιλογή της 
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µεθόδου εκχύλισης µε διασπορά του υποστρώµατος σε στερεά φάση (matrix solid phase 

dispersion, MSPD), ως µέθοδο προς ανάπτυξη και εφαρµογή της διατριβής. 

Αντικείµενο της µελέτης αποτελεί ο προσδιορισµός και έλεγχος της επίδρασης των 

κυριοτέρων παραγόντων (παραµέτρων) που επηρεάζουν την απόδοση της  MSPD ώστε να 

προσδιοριστούν οι βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες εκχύλισης για τον ταυτόχρονο 

προσδιορισµό των επιλεχθέντων  οργανοχλωριωµένων ενώσεων. ∆ιερευνούνται δύο µέθοδοι 

για την εύρεση των βέλτιστων πειραµατικών συνθηκών: η µέθοδος της αλλαγής ενός 

παράγοντα τη φορά και η µέθοδος της εφαρµογής παραγοντικών σχεδιασµών. Για τη δεύτερη 

µέθοδο, έγινε χρήση χηµειοµετρικών µεθόδων. Πρόκειται για µεθόδους που επωφελούνται 

των δυνατοτήτων της στατιστικής για την επίλυση προβληµάτων όπως, π.χ. στην παρούσα 

µελέτη, βελτιστοποίηση αναλυτικών µεθόδων και η εκτίµηση της αβεβαιότητας µέτρησης 

προερχόµενης από την ανάκτηση της µεθόδου. Έτσι, γίνεται χρήση παραγοντικών 

σχεδιασµών και συνδυασµός αυτών µε υπολογιστικά µοντέλα από το πεδίο της Τεχνητής 

Νοηµοσύνης, τα Τεχνητά Νευρωνικά ∆ίκτυα (ΤΝ∆). Τα ΤΝ∆ χρησιµοποιούνται τα τελευταία 

χρόνια στη χηµεία για την προσοµοίωση δεδοµένων.  

Για την εκτίµηση της αβεβαιότητας που προέρχεται από την ορθότητα της 

βελτιστοποιηµένης µεθόδου εκχύλισης που αναπτύχθηκε εφαρµόζονται χηµειοµετρικές 

µέθοδοι (ιεραρχικό πειραµατικό σχέδιο) ενώ πραγµατοποιείται δοκιµασία για τον έλεγχο 

ύπαρξης συστηµατικού µεθοδολογικού σφάλµατος ώστε να προσδοθεί αξιοπιστία στα 

αποτελέσµατα των µετρήσεων της. Η αβεβαιότητα που προέρχεται από την ορθότητα µιας 

µεθόδου ή η αβεβαιότητα ανάκτησης, συνεισφέρει σηµαντικά στην αβεβαιότητα των 

αναλυτικών αποτελεσµάτων των πραγµατικών δειγµάτων από την εφαρµογή της µεθόδου και 

συνυπολογίζεται στον υπολογισµό της τελικής αβεβαιότητας αυτών. 

Η βελτιστοποιηµένη και επικυρωµένη µεθοδολογία εκχύλισης εφαρµόζεται σε δύο 

περιοχές, του νοµού Αιτωλοακαρνανίας, Ελλάδα: τη λίµνη Τριχωνίδα και τη λιµνοθάλασσα 

Αιτωλικού για τον προσδιορισµό των επιπέδων τιµών συγκέντρωσης των επιλεγµένων 

ενώσεων σε αντιπροσωπευτικά είδη ψαριών. Αποτελεί την πρώτη µελέτη προσδιορισµού των 

επιλεγµένων ενώσεων σε ιχθυρά από τις προαναφερόµενες περιοχές.  

Συµπερασµατικά, η παρούσα διατριβή πραγµατεύεται την ανάπτυξη και 

βελτιστοποίηση µεθοδολογίας εκχύλισης οργανοχλωριωµένων ενώσεων από ιχθυρά κάνοντας 

χρήση χηµειοµετρικών µεθόδων. Μ’αυτές τις µεθόδους γίνεται ακόµα εκτίµηση της 

αβεβαιότητας που προέρχεται από την ορθότητα µεθόδου και τέλος υπολογίζεται η 

αβεβαιότητα των αποτελεσµάτων ανάλυσης των πραγµατικών δειγµάτων ιχθυρών ως 

απαραίτητο στοιχείο της ποιότητας ενός αναλυτικού αποτελέσµατος.
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Γ. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

 

 

 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
5.1 Πρότυπες ενώσεις της µελέτης 

Οι πρότυπες ενώσεις των πολυχλωριοµένων διφαινυλίων, PCBs (συµπαράγωγα: 28, 52, 

101, 138, 153, 180, 209) προµηθεύτηκαν από τη Sigma-Aldrich (Γερµανία) και το πρότυπο 

διάλυµα εργασίας αυτού του µίγµατος παρασκευάστηκε σε επίπεδο συγκέντρωσης 2 mg/L σε 

διαλύτη ισοοκτάνιο. Οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις της µελέτης: aldrin, endrin, dieldrin, α-

HCH, β-HCH, γ-HCH, δ-HCH, α-chlordane, γ-chlordane, 4,4-DDE, 4,4- DDD, endosulfan I, 

endosulfan II, endosulfan sulfate, endrin aldehyde, heptachlor, heptachlor epoxide, endrin 

ketone, methoxychlor προµηθεύτηκαν από τη Supelco (Bellefonte, PA, USA). 

Παρασκευάστηκε διάλυµα συγκέντρωσης 40 mg/L µίγµατος των ενώσεων το οποίο 

φυλάχθηκε σε γυάλινα αεροστεγώς κλεισµένα φιαλίδια των 10 mL στους -20οC. Το διάλυµα 

αυτό χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή πρότυπων διαλυµάτων αναφοράς σε διάφορες 

συγκεντρώσεις σε διαλύτη εξάνιο. Ως εσωτερικό πρότυπο (IS) χρησιµοποιήθηκε το 2,4,5,6 
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Tetrachloro-m-xylene (10 mg/L σε διαλύτη εξάνιο), το οποίο προµηθεύτηκε από τη Sigma-

Aldrich (Γερµανία). Όλα τα διαλύµατα εργασίας φυλασσόταν στους 4 οC.  

 

5.2 ∆ιαλύτες και αντιδραστήρια 

Κατά την πειραµατική διαδικασία, χρησιµοποιήθηκαν οι διαλύτες υψηλής καθαρότητας 

(Pesticide grade): εξάνιο, διχλωροµεθάνιο, ακετόνη, χλωροφόρµιο και µεθανόλη (RotisolveR 

,Pestilyse, Roth). Το αντιδραστήριο χλωριούχου νατρίου, καθαρότητας > 99,5%  που 

χρησιµοποιήθηκε τόσο κατά τη διαδικασία εκχύλισης όσο και κατά τον προσδιορισµό λίπους 

ιχθυρών προµηθεύτηκε από τη Merck (Darmstadt, Germany). 

5.3 Προσροφητικά υλικά  

Για την παρασκευή των στηλών της εκχύλισης MSPD που χρησιµοποιήθηκαν κατά τη 

διαδικασία βελτιστοποίησης της µεθόδου καθώς και την ανάλυση των δειγµάτων ιχθυρών 

χρησιµοποιήθηκαν τα υλικά: Florisil (60–100 mesh) που προµηθεύτηκε από τη Sigma–

Aldrich (Milwaukee, WI, USA), LiChroprep RP-18 (40–63µm) που προµηθεύτηκε από τη 

Merck (Darmstadt, Germany), Bondesil-PSA και  Bondesil –NH2 (40 µm) που προµηθεύτηκε 

από την εταιρία Varian. Το Florisil πριν τη χρήση του ενεργοποιήθηκε µε θέρµανση σε 

φούρνο στους 150 ◦C για 12 ώρες και απενεργοποιήθηκε στη συνέχεια µε 1% απιονισµένο 

νερό. Εν συνεχεία, φυλασσόταν σε θερµοκρασία δωµατίου σε ξηραντήρα και 

χρησιµοποιούταν εντός διαστήµατος 10 ηµερών.  

Οι σύριγγες που χρησιµοποιήθηκαν για τη εκχύλιση ήταν σύριγγες πολυπροπυλενίου 

χωρητικότητας 20 mL ενώ για το τάπωµα τους (στην κορυφή και στον πάτο) 

χρησιµοποιήθηκε υαλοβάµβακας αναλυτικού βαθµού. 

 

5.4 ∆ειγµατοληψία ιχθυρών 

5.4.1 Περιοχές δειγµατοληψίας και είδη δειγµάτων 

Επιλέχθηκαν δύο περιοχές για δειγµατοληψία των ιχθυρών της µελέτης: η λίµνη 

Τριχωνίδα και η λιµνοθάλασσα Αιτωλικού.  

Η λίµνη Τριχωνίδα βρίσκεται στο νοµό Αιτωλοακαρνανίας (βόρειο πλάτος: 21°28′,  

µήκος: 38°34′) και περιβάλλεται βόρεια από το Παναιτωλικό όρος, ανατολικά από τα όρη της 

Ναυπακτίας και νότια από το όρος Αράκυνθος ή Ζυγός. Η περίµετρός της είναι 51 χλµ και η 

επιφάνειά της καλύπτει 99 τετραγωνικά χλµ. Είναι µια µεσοτροφική λίµνη µε µεγάλη 

ποικιλία υδρόβιων οργανισµών. Έχει µέγιστο βάθος 58 µέτρα και µέσο βάθος 29 µέτρα.  Στο 

δυτικό τµήµα της λίµνης που ενώνεται µέσω αύλακα µε τη λίµνη Λυσιµαχεία, υπάρχουν 
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ανεξέλεγκτες χωµατερές όπου γίνεται συχνά καύση απορριµµάτων. Επίσης, η λίµνη 

υπόκειται στην απορροή αγροχηµικών των παράκτιων φυτοκαλλιεργειών.    

Η λιµνοθάλασσα Αιτωλικού (βόρειο πλάτος: 38°30′, µήκος: 21°35′) βρίσκεται στα 

βόρεια της λιµνοθάλασσας Μεσολογγίου µε την οποία συνδέεται µε αβαθή (0,30 µέτρα) 

ανοίγµατα γέφυρας γεγονός που κάνει προβληµατική την επικοινωνία των δύο αυτών 

λιµνοθαλασσών. Έχει έκταση 15.000 στρέµµατα, µέσο βάθος 12 µέτρα και µέγιστο βάθος 33 

µέτρα. Στην έξοδο της λιµνοθάλασσας βρίσκονται οι εγκαταστάσεις του βιολογικού 

καθαρισµού του δήµου Αιτωλικού ενώ επιπρόσθετα υπόκειται στην απορροή αγροχηµικών 

των παράκτιων φυτοκαλλιεργειών. 

 

Σχήµα 5.1 Χάρτης των περιοχών λίµνης Τριχωνίδας και λιµνοθάλασσας Αιτωλικού. 

 

Για λόγους που αναφέρονται στην επόµενη ενότητα (ενότητα 5.4.2), επιλέχθηκαν ως 

δείγµατα ιχθυρών, τα είδη κυπρίνος (Cyprinus carpio) και γλανίδι (Silurus aristotelis)    από 



Κεφάλαιο 5 

144 

τη λίµνη Τριχωνίδα και τα είδη κέφαλος (Mugil cephalus) και λαβράκι (Dicentranchus 

labrax)  από τη λιµνοθάλασσα Αιτωλικού. 

 Το λαβράκι µπορεί να φτάσει σε µήκος το 1 m και ζει σε ποικίλλα βάθη, σε βυθούς 

αµµώδεις, λασπώδεις και πετρώδεις. Η διατροφή του περιλαµβάνει ψάρια, καρκινοειδή, 

κεφαλόποδα, σκώληκες. Αναπαράγεται τους µήνες Ιανουάριο έως Μάρτιο. 

 

Σχήµα 5.2 Λαβράκι (Dicentranchus labrax) 

 

Ο κέφαλος φτάνει έως 70 cm  µήκος ζώντας σε βάθη έως 365 m. Είναι ψάρι ευρύθερµο 

και ευρύαλο που τρέφεται µε οργανικές ουσίες που υπάρχουν στη λάσπη, µε φύκη και µικρά 

ασπόνδυλα και αναπαράγεται την περίοδο Ιούλιος έως Σεπτέµβριος. Ο κέφαλος 

συµπεριλαµβάνεται στα ψάρια που χρησιµοποιούνται συχνά σε προγράµµατα ελέγχου 

ρύπανσης στην Ευρώπη και την Αµερική (Pastor D., 1996) αφού έχει την τάση να 

συσσωρεύει ρύπους σε υψηλότερο βαθµό από άλλα ιχθυρά. 

 

Σχήµα 5.3 Κέφαλος (Mugil cephalus) 
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Το γλανίδι οφείλει το επιστηµονικό του όνοµα στον φιλόσοφο Αριστοτέλη, ο οποίος 

πρώτος περιέγραψε τη διαδικασία αναπαραγωγής. Ζει σε αµµώδεις και χορταριασµένους 

βυθούς λιµνών, ποταµών, καναλιών και τρέφεται πρωτευόντως µε ζωντανά ή νεκρά ψάρια 

και δευτερευόντως µε καρκινοειδή, υδρόβια έντοµα, µικρούς βατράχους και φίδια. Η 

αναπαραγωγική του περίοδος ξεκινά όταν φτάσει την ηλικία των 2-3 ετών και εκτείνεται από 

Απρίλιο έως Ιούλιο. 

 

 
Σχήµα 5.4 Γλανίδι (Silurus aristotelis) 

 
 
Ο Κυπρίνος είναι ψάρι της οικογένειας των κυπρινιδών, πολύ παλιάς Ασιατικής καταγωγής, 

(κοινώς γριβάδι, σαζάνι, τσουκάνι). Στην Ευρώπη µεταφέρθηκε τον 13ο  αιώνα. Στην Βόρεια 

Αµερική έφθασε το 1872 από την Γερµανία, ενώ εξακολουθεί να απουσιάζει από την Νότια 

Αµερική και την Aφρική. Το µήκος του φθάνει τα 40-50 εκατοστά και το βάρος του τα 2 

κιλά, σε ηλικία 5 ετών. Σε ηλικία 10 ετών µπορεί να φθάσει τα 8-9 κιλά, ενώ έχουν 

αναφερθεί περιπτώσεις κυπρίνων που σε ηλικία 40 ετών έφθασαν τα 30 κιλά και µήκος 

περίπου 1,5 µέτρο. Ο κυπρίνος είναι παµφάγο ψάρι και τρέφεται τόσο µε υδρόβια βλάστηση, 

όσο και µε προνύµφες εντόµων, µικρά καρκινοειδή, σκώληκες και άλλα µικροσκοπικά 

υδρόβια ζώα. Η αναπαραγωγή του συνήθως πραγµατοποιείται Μάιο µε Ιούλιο, όταν η 

θερµοκρασία ξεπερνάει τους 19ο  - 20ο C. 
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Σχήµα 5.5 Κυπρίνος (Cyprinus carpio) 

 

 

5.4.2 ∆ιαδικασία δειγµατοληψίας 

Η δειγµατοληψία των ιχθυρών πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τον «Οδηγό για τον 

προσδιορισµό χηµικής ρύπανσης» της Αµερικανικής Υπηρεσίας για την Προστασία του 

Περιβάλλοντος, (EPA, 2000). Το αντικείµενο του οδηγού είναι η περιγραφή της διαδικασίας 

που προτείνεται από την EPA ώστε να εφαρµόζεται σε προγράµµατα ελέγχου χηµικής 

ρύπανσης περιοχών, χρησιµοποιώντας ως δείγµατα ελέγχου ιχθυρά και οστρακοειδή. 

Σύµφωνα µε τον οδηγό, τα προγράµµατα ελέγχου διακρίνονται σε δύο στάδια: στις 

προκαταρκτικές µελέτες (screening studies) και στις εκτεταµένες µελέτες δύο φάσεων (two-

phase intensive studies) ενώ η διαδικασία δειγµατοληψίας είναι κοινή για τα δύο στάδια. 

Σύµφωνα µε τον οδηγό, επιλέχθηκαν δύο είδη ιχθυρών από κάθε περιοχή δειγµατοληψίας: 

ένα είδος αρπακτικού (predator) και ένα είδος που τρέφεται από το βυθό (bottom feeder). 

Ταυτόχρονα φροντίσαµε τα είδη αυτά να έχουν µεγάλη κατανάλωση και µεγάλη παραγωγή 

στις περιοχές δειγµατοληψίας. Έτσι, επιλέχθηκαν το γλανίδι και το λαβράκι ως αρπακτικά  

είδη από τις περιοχές της λίµνης Τριχωνίδας και της λιµνοθάλασσας Αιτωλικού αντίστοιχα, 

ενώ ως είδη που τρέφονται από το βυθό επιλέχθηκαν ο κυπρίνος και ο κέφαλος από τις 

αντίστοιχες περιοχές. Η δειγµατοληψία διήρκεσε έξι (6) µήνες για κάθε περιοχή και τρία (3) 

δείγµατα κάθε είδους συλλέγονταν µια φορά κάθε µήνα, από Ιούλιο έως ∆εκέµβριο της ίδιας 

χρονιάς. 

 Για την επιλογή της διάρκειας δειγµατοληψίας λάβαµε υπόψη τα εξής: 

• Σύµφωνα µε τον οδηγό της EPA, η περισσότερο επιθυµητή περίοδος δειγµατοληψίας 

ιχθυρών είναι η περίοδος µεταξύ του τέλους καλοκαιριού έως αρχές φθινοπώρου. Αυτή 
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την περίοδο το λίπος των ιχθυρών κατέχει γενικά το υψηλότερο ποσοστό αποτελώντας 

σηµαντική αποθήκη οργανικών ρύπων. 

• Η παραπάνω περίοδος δειγµατοληψίας ταυτίζεται µε την περίοδο της µεγαλύτερης 

παραγωγής αυτών των ειδών 

• Όλα τα είδη, µε εξαίρεση τον κέφαλο, βρισκόταν εκτός της περιόδου αναπαραγωγής τους 

όπου είναι αυξηµένος ο ρυθµός πρόσληψης τροφής ενώ ταυτόχρονα, προστατεύθηκε η 

αναπαραγωγή τους 

Τα ξεχωριστά δείγµατα (individual samples) ιχθυρών παραλαµβάνονταν την ηµέρα συλλογής 

τους (χρόνος <24 ώρες) και πραγµατοποιούταν τα εξής βήµατα στο εργαστήριο: 

� Έλεγχος για ύπαρξη ξένων υλικών στην επιφάνειά τους και πλύσιµο µε νερό. 

� Ζύγιση και µέτρηση µήκους των δειγµάτων 

� Αποµάκρυνση λεπιών 

� Φιλετοποίηση  

� Προετοιµασία σύνθετου δείγµατος (composite sample) ανά είδος ιχθυρού 

Σύνθετο δείγµα είναι ένα οµογενές µίγµα δειγµάτων που προέρχεται από δυο ή περισσότερα 

ξεχωριστά δείγµατα ιχθυρών του ίδιου είδους που συλλέχθηκαν σε µια συγκεκριµένη περιοχή 

και αναλύεται ως µοναδικό δείγµα. Στη µελέτη µας, τα σύνθετα δείγµατα προήλθαν από 

ανάµιξη ίσης ποσότητας τριών ξεχωριστών δειγµάτων.   

Τα ξεχωριστά δείγµατα κάθε είδους φιλετοποιήθηκαν και τα φιλέτα (κάθε δείγµατος 

ξεχωριστά) τεµαχίστηκαν σε κοµµάτια µήκους 2,5 cm περίπου. Με τη χρήση µηχανής άλεσης 

κάθε δείγµα τεµαχίστηκε επιπλέον και το αλεσµένο δείγµα οµογενοποιήθηκε ως εξής:  

χωρίστηκε σε τέταρτα, κάθε τέταρτο αναµίχθηκε µε το απέναντι του και τα µισά που 

προέκυψαν αναµίχθηκαν µαζί. Η διαδικασία αυτή επαναλήφθηκε άλλες δύο φορές. Στη 

συνέχεια, ίσες ποσότητες από κάθε ξεχωριστό δείγµα αναµίχθηκαν, οµογενοποιήθηκαν όπως 

τα ξεχωριστά δείγµατα και αποτέλεσαν το σύνθετο δείγµα κάθε είδους του κάθε µήνα 

δειγµατοληψίας.  Το δείγµα αυτό αποτέλεσε το αναλυόµενο δείγµα και φυλάχθηκε στους -

20οC µέχρι τη στιγµή της ανάλυσης. 

 



Κεφάλαιο 5 

148 

 

Σχήµα 5.6 Η διαδικασία φιλετοποίησης ιχθυρών. 

 

5.5 Μέθοδος εκχύλισης και προσδιορισµός λίπους 

5.5.1 Εµβολιασµός δειγµάτων 

Ο εµβολιασµός δειγµάτων ιχθυρών µε πρότυπα διαλύµατα των αναλυτέων ενώσεων 

πραγµατοποιήθηκε προκειµένου τα κατάλληλα εµβολιασµένα δείγµατα να χρησιµοποιηθούν 

για τη βελτιστοποίηση της αναλυτικής µεθοδολογίας, την επικύρωση των δύο επιλεχθέντων 

µεθοδολογιών και την εκτίµηση των παραγόντων που επιδρούν σηµαντικά στην απόδοση 

αυτών. Ως αντιπροσωπευτικά δείγµατα ιχθυρών χρησιµοποιήθηκαν τα είδη: Κέφαλος (mugil 

cephalus) (λίπος ιστού=4,5%) και Κυπρίνος (cyprinus carpio), (λίπος ιστού=0,7%) και 

χρησιµοποιήθηκαν κατά περίπτωση.  
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Τα εµβολιασµένα δείγµατα ιχθυρών προετοιµάστηκαν µε προσθήκη κατάλληλου όγκου 

προτύπου διαλύµατος του µίγµατος των αναλυτέων ενώσεων σε ζυγισµένες µε ακρίβεια 

ποσότητες δείγµατος, ώστε να προκύψουν δείγµατα σε συγκέντρωση 10,25,50,100,200 ng/g 

ιστού. Στη συνέχεια τα εµβολιασµένα δείγµατα υποβλήθηκαν σε εκχύλιση µε τη µέθοδο 

MSPD, όπως θα αναφερθεί παρακάτω. Ο σκοπός της ανάλυσης εµβολιασµένων δειγµάτων 

είναι ο ποσοτικός προσδιορισµός των αναλυτέων ενώσεων, ο οποίος πραγµατοποιήθηκε µε 

τη µέθοδο εσωτερικής βαθµονόµησης µε χρήση εσωτερικού προτύπου, χρησιµοποιόντας 

πρότυπα διαλύµατα αναφοράς προσοµοίωσης του υποστρώµατος (matrix matched standards). 

Η παρασκευή αυτών των προτύπων πραγµατοποιήθηκε µε εµβολιασµό προτύπου µίγµατος 

των αναλυτέων ενώσεων σε εκχυλίσµατα τυφλών δειγµάτων (blank) ιχθυρών, δηλαδή 

δειγµάτων που δεν περιείχαν υπολείµµατα των υπό προσδιορισµό ενώσεων και υποβλήθηκαν 

στην ίδια διαδικασία εκχύλισης µε τα δείγµατα. Η συγκέντρωση των ενώσεων στα 

εµβολιασµένα δείγµατα ιχθυρών προσδιορίστηκε υπολογίζοντας το εµβαδό των κορυφών των 

ενώσεων που προέκυψαν κατά τη χρωµατογραφική ανάλυση των εµβολιασµένων δειγµάτων, 

σε σχέση µε αυτό του εσωτερικού προτύπου που χρησιµοποιήθηκε και συγκρίνοντας το 

εµβαδό των κορυφών των ενώσεων που προέκυψαν κατά τη χρωµατογραφική ανάλυση 

προτύπου διαλύµατος µίγµατος των ενώσεων, συγκρίνοντας το µε αυτό του ίδιου εσωτερικού 

προτύπου. Έτσι, προσδιορίστηκαν οι συντελεστές σχετικής απόκρισης (Relative Response 

Factors, RRFs) των ενώσεων ως προς το εσωτερικό πρότυπο από τη σχέση: 

                                                 
)()(

)()(

*

*

ISA

AIS

A
CArea

CArea
RRF =  

Όπου RRF(A) ο συντελεστής σχετικής απόκρισης, C(A) η συγκέντρωση της ένωσης Α στο 

πρότυπο διάλυµα ή στο εξεταζόµενο δείγµα όταν γνωρίζουµε τον RRF(A) και θέλουµε να 

προσδιορίσουµε τη συγκέντρωση της Α, C(IS) η συγκέντρωση του εσωτερικού προτύπου στο 

πρότυπο διάλυµα ή στο εξεταζόµενο δείγµα, Area(A) το εµβαδό της κορυφής της ένωσης Α 

και Area(IS) το εµβαδό της κορυφής του εσωτερικού προτύπου. 

 

5.5.2 Μέθοδος εκχύλισης µε διασπορά του υποστρώµατος σε στερεά φάση, 

MSPD. 

Η διαδικασία της εκχύλισης MSPD που ακολουθήθηκε κατά τη διάρκεια της µελέτης 

περιλάµβανε την παρακάτω γενική πορεία. Οι παράγοντες που εξετάστηκαν κατά τις 

διαδικασίες βελτιστοποίησης δεν αναφέρονται ονοµαστικά σ’αυτή τη γενική πορεία αλλά 

στις αντίστοιχες παραγράφους του 6ου κεφαλαίου.   
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Ποσότητα 1g δείγµατος ιχθυρού (σύνθετο δείγµα) αναµιγνύεται µε ποσότητα προσροφητικού 

υλικού (υλικό διασποράς) και ποσότητα 1g θειικού νατρίου, σε γυάλινο γουδί για περίπου 2 

λεπτά µε γυάλινο γουδοχέρι εωσότου παραληφθεί οµογενές µίγµα. ∆εν ενδείκνυται η χρήση 

πορσελάνινου ή άλλου σκεύους ανάµιξης για την αποφυγή απωλειών των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων. Εάν χρησιµοποιείται εµβολιασµένο δείγµα, προστίθεται 

ποσότητα προτύπου διαλύµατος των ενώσεων πριν την προσθήκη του υλικού διασποράς 

ώστε να επιτύχουµε το επιθυµητό επίπεδο εµβολιασµού, αναµιγνύεται και το µίγµα αφήνεται 

σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα και στη συνέχεια ακολουθείται κανονικά η διαδικασία 

εκχύλισης. 

Σε σύριγγα πολυπροπυλενίου χωρητικότητας 20 ml όπου έχουν προστεθεί κατά σειρά, από 

κάτω προς τα πάνω, φίλτρο µεµβράνης (0,22µm), ποσότητα υαλοάνθρακα και ποσότητα 2g 

προσφοφητικού υλικου (υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος) προσθέτουµε 10mL εξάνιο και 

αφήνουµε να στεγνώσει (περίπου 10 min). Προσθέτουµε το µίγµα (δείγµα + υλικό 

διασποράς), ποσότητα υαλοάνθρακα αναλυτικού βαθµού και πιέζουµε ελαφρώς µε 

τροποποιηµένο έµβολο το περιεχόµενο της στήλης ώστε να αποφευχθούν κανάλια εντός 

αυτής και αρχίζουµε την προσθήκη του διαλύτη ή του µίγµατος διαλυτών  έκλουσης 

συνολικού όγκου 15 mL. Η έκλουση πραγµατοποιείται µε αργό ρυθµό, σταγόνα-σταγόνα, µε 

την εφαρµογή µικρού κενού όταν είναι απαραίτητο. Το έκλουσµα συλλέγεται σε δοκιµαστικό 

σωλήνα και εξατµίζεται µέχρι όγκου περίπου 0,5 mL  κάτω από ήπιο ρεύµα αζώτου. 

Ακολούθως, γίνεται επαναδιάλυση σε διαλύτη εξάνιο, προστίθεται το εσωτερικό πρότυπο 

χρωµατογραφίας (2,4,5,6 tetrachloro-m-xylene) και ακολουθεί χρωµατογραφική ανάλυση. 

 

5.5.3 Προσδιορισµός λίπους ιχθυρών 

Ο προσδιορισµός του λίπους ιχθυρών (Manirakiza P. et al (2001), Smedes F. et al (1996)) 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τροποποιηµένη µέθοδο των Bligh and Dyer (Inouye L. S. et 

al., 2006) ως εξής: 

5g σύνθετου δείγµατος τέθηκαν σε κωνική φιάλη και αναµίχθηκαν µε οµογενοποιητή µε 

µίγµα διαλυτών: 5 ml CHCl3 και 5 ml MeOH για 2 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκαν 5 ml 

CHCl3 και το µίγµα αναµίχθηκε για 30 δευτερόλεπτα. Ακολούθως προστέθηκαν 5 ml νερό 

και αναµίχθηκαν για 30 δευτερόλεπτα. Η οργανική φάση του µίγµατος, που περιέχει το λίπος 

(φάση CHCl3), διηθήθηκε σε χωνί διηθήσεως µε διηθητικό χαρτί Whatman no. 1. 

Προστέθηκαν επιπλέον 5 ml CHCl3 και ακολούθησε  ανάµιξη για 2 λεπτά µε οµογενοποιητή. 

Το υγρό περιεχόµενο της κωνικής φιάλης διηθήθηκε στο ίδιο φίλτρο διηθήσεως και το 
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διήθηµα συλλέχθηκε σε έναν βαθµονοµηµένο ογκοµετρικό κύλινδρο των 50 ml. Μετά το 

διαχωρισµό των δύο φάσεων (οργανικής και υδατικής) µετρήθηκε ο όγκος της φάσης CHCl3.  

Στη συνέχεια, ζυγίστηκαν δύο δισκία πορσελάνης µε ακρίβεια 0,01g και σε κάθε ένα 

τοποθετήθηκαν 5 ml της φάσης του CHCl3 και τέθηκαν στους 105ο C για 30 λεπτά. 

Τοποθετήθηκαν σε ξηραντήρα και ζυγίστηκαν ξανά ώστε να υπολογιστεί το βάρος λίπους του 

δείγµατος. Τελικά, υπολογίζεται το % ποσοστό λίπους επί του βάρους δείγµατος, 

λαµβάνοντας υπόψη τον όγκο της φάσης του CHCl3 στο βαθµονοµηµένο ογκοµετρικό 

κύλινδρο και την αρχική ποσότητα δείγµατος. 

 

5.6 Χρωµατογραφική ανάλυση δειγµάτων 

5.6.1 Αέρια χρωµατογραφία (gas chromatography, GC) 

Για την αεριο-χρωµατογραφική ανάλυση χρησιµοποιήθηκε σύστηµα αέριας 

χρωµατογραφίας µε  ανιχνευτή  συλλήψεως  ηλεκτρονίων  GC-ECD –πήγη ηλεκτρονίων 63Ni 

(GC 2010, SHIMADZU) και επεξεργαστή Class VP, εφοδιασµένο µε στήλη Supelco SPB 

608 (65% dimethyl και 35% diphenyl polysiloxane) διαστάσεων: µήκος=30 µέτρα, 

διάµετρος= 0,25mm, πάχος φιλµ= 0,25µm. Οι χρωµατογραφικές συνθήκες επιλέχθηκαν ως 

εξής: Θερµοκρασία ανιχνευτή: 3000C, Θερµοκρασία εισαγωγέα: 2200C, τρόπος έγχυσης 

δείγµατος: splitless injection (βαλβίδα split κλειστή για 1,2 λεπτά), φέρον αέριο: He 

(99,999%) µε ροή 1,30 mL/min, βοηθητικό (make up) αέριο: N2 (99,999%) µε ροή 30 

mL/min. Το κατάλληλο θερµοκρασιακό πρόγραµµα επιλέχθηκε να είναι ως εξής:  

120ο C,   220ο C  (10ο C/min), 240ο C  (2ο C/min)  για 3 min, 260ο C  (2ο C/min), 290ο C (5ο 

C/min) για  10min. 
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Πίνακας 5.1 Χρόνοι κατακράτησης των οργανοχλωριωµένων ενώσεων κατά την ανάλυση 
στον GC-ECD 

α/α Αναλυτέα ένωση Χρόνος κατακράτησης (λεπτά) 

1 α-HCH 10,991 
2 β-HCH 12,057 
3 γ-HCH 12,275 
4 PCB 28 13,151 
5 Heptachlor 13,260 
6 δ-HCH 13,397 
7 PCB 52 14,226 
8 Aldrin 14,416 
9 Heptachlor epoxide 16,540 
10 γ-chlordane 17,370 
11 PCB 101 17,520 
12 α-chlordane 18,061 
13 Endosulfan I 18,181 
14 4,4 –DDE 19,142 
15 Dieldrin 19,645 
16 Endrin 21,500 
17 PCB 153 21,712 
18 4,4 –DDD 22,270 
19 Endosulfan II 22,694 
20 PCB 138 24,461 
21 Endrin aldehyde 24,762 
22 Endosulfan sulphate 25,943 
23 PCB 180 28,728 
24 Methoxychlor 30,684 
25 Endrin ketone 31,166 
26 PCB 209 39,767 
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Σχήµα 5.7 Χρωµατογράφηµα πρότυπου διαλύµατος 50 ppbτου µίγµατος των 26 οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε χρωµατογράφο GC-ECD 
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5.6.2  Αέρια χρωµατογραφία – φασµατοµετρία µάζας (Gas chromatography-Mass 

spectrometry, GC-MS) 

Στην διδακτορική διατριβή χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα αέριος χρωµατογράφος–

φασµατογράφος µάζας GC-MS-2010 (SHIMADZU) µε επεξεργαστή Class VP.  Ο 

χρωµατογράφος ήταν εφοδιασµένος µε στήλη DB-5 της εταιρείας Supelco (5% phenyl-

methylpolysiloxane) διαστάσεων: µήκος=30 µέτρα, διάµετρος= 0,25mm, πάχος φιλµ= 

0,25µm. Οι χρωµατογραφικές συνθήκες επιλέχθηκαν ως εξής: Θερµοκρασία ανιχνευτή: 

3000C, Θερµοκρασία εισαγωγέα: 2200C, τρόπος έγχυσης δείγµατος: splitless injection και 

φέρον αέριο: He (99,999%) µε ροή 1,75 mL/min. Το κατάλληλο θερµοκρασιακό πρόγραµµα 

επιλέχθηκε να είναι ως εξής: 50ο C (1 min), 180οC  (20ο C/min), 185ο C  (10ο C/min), 187,5ο C  
(0,2οC/min), 240ο C (3ο C/min), 300 ο C (10ο C/min) για 5min. 

Η παραγωγή ιόντων έγινε µε ιονισµό µε ηλεκτρόνια (ΕΙ) όπου η θερµοκρασία της πηγής 

ιονισµού ήταν 290ο C και του interface 240ο C. Πραγµατοποιήθηκαν δύο ειδών αναλύσεις 

ιόντων: διαλογής ιόντων (scan mode) µε εύρος εξέτασης ιόντων (m/z 50–500) και 

επιλεγµένων ιόντων (SIM mode). Στην SIM mode  ανάλυση ελέγχθηκε η παρουσία δύο 

τουλάχιστον χαρακτηριστικών ιόντων για κάθε αναλυτέα ένωση ενώ το πλήθος των ιόντων 

των ενώσεων της µελέτης χωρίστηκε σε 5 οµάδες σύµφωνα µε τους χρόνους κατακράτησης 

των ενώσεων στον αέριο χρωµατογράφο (πίνακας 5.2). 
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Πίνακας 5.2 Μοριακά βάρη και επιλεχθέντα ιόντα των οργανοχλωριωµένων ενώσεων για 

ανάλυση SIM / GC-MS 

Οµάδα Αναλυτέα ένωση Μοριακό βάρος Επιλεχθέντα ιόντα 

Οµάδα Ι α-HCH 288 181,219,217 
 β-HCH 288 181,219,217 
 γ-HCH 288 181,219,217 
 δ-HCH 288 181,219,217 

Οµάδα ΙΙ    
 PCB 28 256 256,258 
 Heptachlor 373 272,274 
 PCB 52 290 290,292 
 Aldrin 362 263,261,265 
 Heptachlor epoxide 386 373,375,377 

Οµάδα ΙΙΙ    
 γ-chlordane 406 246,248 
 PCB 101 324 326,328 
 Endosulfan I 407 195,277 
 α-chlordane 406 373,375,377 
 4,4 –DDE 316 246,248 
 Dieldrin 378 378,263 

Οµάδα IV    
 Endrin 378 263,261 
 Endosulfan II 407 195,241 
 4,4 –DDD 318 235,237,165 
 Endrin aldehyde 378 345,250 
 PCB 153 358 360,362 
 Endosulfan sulphate 420 270,272,274 
 PCB 138 358 358,360 

Οµάδα V    
 Endrin ketone 378 317,315,319 
 Methoxychlor 344 227,228 
 PCB 180 392 394,396 
 PCB 209 498 496,498 

 
 

5.7 Στατιστικά πακέτα επεξεργασίας 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα STATISTICA 7.0 (StatSoft, 

Inc., Tulsa, USA) για: την παραγωγή της µήτρας των παραγοντικών σχεδιασµών, την 

επεξεργασία των δεδοµένων που εξήχθησαν από αυτά (υπολογισµός µέσων ανακτήσεων 

ενώσεων και διακυµάνσεων των εξεταζόµενων παραγόντων στην ανάκτηση µεθόδου) και τη 

µοντελοποίηση των δεδοµένων των κλασµατικών παραγοντικών σχεδιασµών µε τη χρήση 

των Τεχνητών Νευρωνικών ∆ικτύων.   
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∆. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6  

 

 

 

ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΜΕ 

∆ΙΑΣΠΟΡΑ ΤΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ ΣΕ ΣΤΕΡΕΑ ΦΑΣΗ 

(MSPD). ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΒΕΒΑΙΟΤΗΤΑΣ ΜΕΤΡΗΣΗΣ 

ΠΡΟΕΡΧΟΜΕΝΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΟΡΘΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ 
 

Η βελτιστοποίηση µιας µεθοδολογίας εκχύλισης µε διασπορά του υποστρώµατος σε 

στερεά φάση αποσκοπεί στην εύρεση των βέλτιστων συνθηκών εκχύλισης που επιφέρουν την 

υψηλότερη δυνατή απόδοση. Η απόδοση της µεθόδου MSPD επηρεάζεται κυρίως από την 

πλήρωση της στήλης εκχύλισης και τη διαδικασία έκλουσης των ενώσεων. Κύριος στόχος της 

βελτιστοποίησης είναι η ποιοτική και ποσοτική εκχύλιση των αναλυτέων ενώσεων από τα 

δείγµατα  ανάλυσης, δηλαδή επιθυµούνται υψηλά ποσοστά ανάκτησης των ενώσεων, καθαρά 

εκχυλίσµατα, ελαχιστοποίηση παρεµποδίσεων (Martinez A. et al (2005), Pensado L. et al 

(2005), Criado Ramil M. et al (2004), Nardelli V. et al (2004) Albero B. et al (2003), Ling Y. 

C., Zhao M., (1999), Huang I. P. et al (1995)). 

Τα στάδια της εκχύλισης που εξετάστηκαν στην παρούσα µελέτη για την ανάπτυξη και 

βελτιστοποίηση της µεθοδολογίας ήταν: 

- δειγµατοληψία, οµογενοποίηση και καθορισµός ποσότητας δείγµατος 

- επιλογή είδους και ποσότητας προσροφητικού υλικού, ως υλικού διασποράς 

- επιλογή είδους και ποσότητας διαλύτη έκλουσης 

- επιλογή είδους και ποσότητας προσροφητικού υλικού, ως µέσου καθαρισµού του 

εκχυλίσµατος 

Πραγµατοποιήθηκαν δύο διαφορετικές εργασίες για τη βελτιστοποίηση της 

µεθοδολογίας εκχύλισης: 

1. Μεταβάλλοντας έναν παράγοντα κάθε φορά  

2. Με την εφαρµογή παραγοντικών σχεδιασµών  
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6.1 Μέθοδος αλλαγής ενός παράγοντα τη φορά  (Οne factor at a time) 

6.1.1 Βελτιστοποίηση της µεθοδολογίας εκχύλισης 

Κατά τον πρώτο τρόπο, επιλέχθηκαν (βάσει µεµονωµένων πειραµάτων και 

βιβλιογραφικών δεδοµένων) οι κυριότεροι τέσσερεις παράγοντες (παράµετροι) που 

επηρεάζουν την απόδοση της µεθοδολογίας εκχύλισης και µελετήθηκε η επίδραση του 

καθενός, όταν µεταβάλλεται στο επιλεχθέν εύρος τιµών, στην απόδοση της εκχύλισης 

διατηρώντας σε σταθερές τιµές τους άλλους τρεις παράγοντες. Η ίδια διαδικασία 

επαναλήφθηκε για καθέναν παράγοντα ξεχωριστά. Κριτήριο της απόδοσης εκχύλισης 

αποτέλεσε η ανάκτηση - για καθεµία από τις αναλυτέες ενώσεις - της ποσότητας µε την οποία 

εµβολιάστηκε δείγµα ιχθυρού πριν τη διαδικασία εκχύλισης. Οι υψηλότερες επιτρεπτές τιµές 

ανάκτησης των αναλυτέων ενώσεων καθόρισαν τη βέλτιστη περιοχή τιµών των µελετώµενων 

παραγόντων, βάσει των οποίων έγινε η επικύρωση της αναλυτικής µεθοδολογίας.  

Οι παράγοντες που επιλέχθηκαν είναι: 

1. το υλικό διασποράς 

2. η αναλογία δείγµατος και υλικού διασποράς 

3. ο διαλύτης έκλουσης 

4. το υλικό καθαρισµού του εκχυλίσµατος 

Στον πίνακα 6.1 φαίνονται τα επίπεδα τιµών των παραγόντων που εξετάστηκαν κατά τη 

µελέτη. 

Πίνακας 6.1 Οι επιλεγµένοι παράγοντες και τα επίπεδα µελέτης τους 

Παράγοντες Υλικά και επίπεδα τιµών 

Υλικό διασποράς 
 

C-18  100% 

 Florisil 100% 
 Bondesil-PSA 100% 
 C-18 + Bondesil-ΝΗ2 1:1 

Αναλογία δείγµατος / 
υλικού διασποράς 

C-18 / δείγµα  2:1 

 C-18 / δείγµα  1:1 
∆ιαλύτης έκλουσης 

 
Εξάνιο / διχλωροµεθάνιο 1:1 

 Εξάνιο / ακετόνη 9:1 
 εξάνιο 100% 

Υλικό καθαρισµού 
εκχυλίσµατος 

 
Florisil 100% 

 Florisil / C-18 1:1 

 



Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

159 

Με τις τιµές του ανωτέρω πίνακα και τον προαναφερόµενο τρόπο πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα βελτιστοποίησης για την επιλογή των πειραµατικών συνθηκών της εκχύλισης. Τα 

αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων για τις 26 οργανοχλωριωµένες ενώσεις της µελέτης 

αναπαριστάνονται στα σχήµατα 6.1 – 6.9. 
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Σχήµα 6.1 Επίδραση του είδους υλικού διασποράς στην ανάκτηση των αναλυτέων ενώσεων από εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο 

συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.2 Επίδραση του είδους υλικού διασποράς στην ανάκτηση των αναλυτέων ενώσεων από 

εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.3 Επίδραση του είδους υλικού διασποράς στην ανάκτηση των PCBs από 

εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.4 Επίδραση της αναλογίας δείγµα : υλικό διασποράς στην ανάκτηση των αναλυτέων ενώσεων 

από εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 



Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

163 

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

140,0

PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 153 PCB 138 PCB 180 PCB 209

Αναλυτέα ένωση

%
 Α

ν
ά

κ
τη

σ
η

αναλογία δείγµα:υλικό διασποράς=1:2 αναλογία δείγµα:υλικό διασποράς=1:1

 

Σχήµα 6.5 Επίδραση της αναλογίας δείγµα : υλικό διασποράς στην ανάκτηση των PCBs από 

εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.6 Επίδραση του µίγµατος διαλυτών έκλουσης στην ανάκτηση των PCBs από 

εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.7  Επίδραση του µίγµατος διαλυτών έκλουσης στην ανάκτηση των αναλυτέων ενώσεων από εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο 

συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.8 Επίδραση του είδους υλικού καθαρισµού του εκχυλίσµατος στην ανάκτηση των αναλυτέων ενώσεων από εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε 

επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 
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Σχήµα 6.9 Επίδραση του είδους υλικού καθαρισµού του εκχυλίσµατος στην ανάκτηση των PCBs από 

εµβολιασµένο δείγµα ψαριού (Κέφαλος) σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g wet weight ιστού. 

 
 

Από τα γραφήµατα αυτά, φαίνεται ότι κάνοντας χρήση του υλικού C-18 (1ο βήµα 

βελτιστοποίησης), η µέση τιµή και οι µεµονωµένες τιµές ανάκτησης όλων των ενώσεων είναι 

υψηλότερες σε σχέση µε τα υπόλοιπα εξεταζόµενα υλικά διασποράς ενώ παρελήφθησαν 

καθαρότερα εκχυλίσµατα. 

Κατά το 2ο βήµα βελτιστοποίησης, εξετάστηκε ποια αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς 

είναι ικανή να επιφέρει πλήρη εκχύλιση των αναλυτέων ενώσεων του δείγµατος προς 

ανάλυση και όπως φάνηκε από τις τιµές ανάκτησης αυτή η αναλογία είναι 1:2. 

Το είδος και ο όγκος διαλύτη έκλουσης (3ο βήµα βελτιστοποίησης) αποτελούν 

σηµαντικούς παράγοντες της εκλεκτικής έκλουσης ενώσεων και περιορισµού της 

συνέκλουσης παρεµποδιζουσών ουσιών. Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκαν διαλύτες ή 

µίγµατα διαλυτών διαφορετικής πολικότητας εξαιτίας της διαφορετικής σχετικής πολικότητας 

των αναλυτέων ενώσεων. Η διαλυτότητα των PCBs ήταν χαµηλή ή µηδενική για κάποιες 

ενώσεις κατά τη χρήση των διαλυτών: α) εξάνιο/διχλωροµεθάνιο (1/1) (µίγµα διαλυτών 

ενδιάµεσης πολικότητας) και β) εξάνιο/ακετόνη (9/1) αλλά υψηλότερη κατά τη χρήση 

διαλύτη εξάνιο (100%) (απολικός διαλύτης). Συγκεκριµένα, µε τη χρήση εξανίου 

καταγράφηκαν πολύ χαµηλές ή µηδενικές τιµές ανάκτησης των ενώσεων, οι οποίες 

αυξάνονταν µε αύξηση της πολικότητας του µίγµατος διαλυτών µέχρι το µίγµα διαλυτών 
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εξάνιο/διχλωροµεθάνιο (1/1) όπου οι τιµές ανάκτησης ήταν ικανοποιητικές. Ο όγκος διαλύτη 

έκλουσης ορίστηκε 15 mL και προέκυψε από µεµονωµένα πειράµατα και βιβλιογραφικά 

δεδοµένα.  

Τέλος, η εξέταση δύο ειδών υλικών καθαρισµού του εκχυλίσµατος δεν φανέρωσε 

σηµαντικές διαφορές στις τιµές ανάκτησης αλλά η χρήση υλικού florisil απέδωσε 

καθαρότερα εκχυλίσµατα.  

Στηριζόµενοι στην ερµηνεία των γραφηµάτων καθώς και σε πειραµατικές 

παρατηρήσεις  (π.χ. καθαρά εκχυλίσµατα, ανάκτηση όλων των ενώσεων) συµπεραίνεται ότι η 

υψηλότερη απόδοση εκχύλισης επιτυγχάνεται µε τις εξής τιµές παραγόντων: 

• υλικό διασποράς:  C-18 (100%) - 2g, 

• αναλογία δείγµα/ υλικό διασποράς: 1/2, 

• διαλύτης έκλουσης: µίγµα εξάνιο/διχλωροµεθάνιο: (50%) / (50%) - 15mL, 

• υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος: Florisil (100%) - 2g 

Ωστόσο µ’αυτόν τον τρόπο βελτιστοποίησης της µεθόδου, δεν είναι εφικτή η µελέτη 

των αλληλεπιδράσεων των παραγόντων µεταξύ τους και ο συνυπολογισµός των ποικίλων 

συνδυασµών των τιµών των εξεταζόµενων παραγόντων στην απόδοση της εκχύλισης των 

ενώσεων. 

 

6.1.2 Επικύρωση της αναλυτικής µεθοδολογίας  

Για την επικύρωση της µεθοδολογίας MSPD (µε τη συγκεκριµένη µέθοδο 

βελτιστοποίησης) προσδιορίστηκαν ορισµένα χαρακτηριστικά ποιότητας της. Πρόκειται για 

την ανάκτηση, τη γραµµικότητα, τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης και την πιστότητα 

(επαναληψιµότητα, αναπαραγωγιµότητα) της µεθόδου. Για τη µελέτη επικύρωσης 

χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα αντιπροσωπευτικό δείγµα ιχθυρού (Κέφαλος, mugil 

cephalus - λίπος=4,5%), το οποίο εµβολιάστηκε µε κατάλληλα πρότυπα διαλύµατα των 

αναλυτέων ενώσεων σε διάφορες συγκεντρώσεις. 

Η ανάκτηση της µεθόδου υπολογίστηκε σε τρία ανεξάρτητα δείγµατα ιχθυρού (n=3) τα 

οποία είχαν εµβολιαστεί µε πρότυπο διάλυµα ενώσεων σε τρία επίπεδα συγκέντρωσης : 10, 

50, 100 ng/g. Επιπρόσθετα, µη εµβολιασµένα δείγµατα ιχθυρού (n=3) αναλύθηκαν και 

λήφθηκαν υπόψη κατά τον υπολογισµό των ανακτήσεων. 

Η γραµµικότητα της µεθόδου στην απόκριση των αναλυτέων ενώσεων προσδιορίστηκε 

µε τη χρήση εµβολιασµένων δειγµάτων ιχθυρού σε τρια επίπεδα συγκεντρώσης: 10, 50, 100 

ng/g. Προσδιοριστήκαν οι συντελεστές συσχέτισης, r, και οι σταθερές προσδιορισµού, r2.  
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Τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης της µεθόδου προσδιορίστηκαν 

προσδιορίστηκαν ως οι χαµηλότερες συγκεντρώσεις για τις οποίες ο λόγος σήµατος-θορύβου 

παίρνει τουλάχιστον τις τιµές 3 και 10 αντίστοιχα, ακολουθώντας τις συστάσεις της IUPAC 

και βρέθηκαν όπως αναπαρίσταται στον πίνακα 6.3. 

Η πιστότητα της µεθόδου, ως το πλέον χρησιµοποιούµενο χαρακτηριστικό επίδοσης 

µιας αναλυτικής µεθόδου, αντικατοπτρίζει τη διακύµανση στα αποτελέσµατα όταν 

πραγµατοποιείται επαναλαµβανόµενη ανάλυση του ίδιου δείγµατος. Οι µετρήσεις πιστότητας 

εξειδικεύθηκαν σε µετρήσεις επαναληψιµότητας και σε µετρήσεις ενδοεργαστηριακής 

αναπαραγωγιµότητας. Η µέτρηση της επαναληψιµότητας περιλάµβανε προσδιορισµό της 

σχετικής τυπικής απόκλισης (%RSD) των τιµών ανάκτησης 6 επαναλήψεων εµβολιασµένου 

δείγµατος ιχθυρού µε το µείγµα των αναλυτέων ενώσεων σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g 

την ίδια ηµέρα. Η µέτρηση της ενδοεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας περιλάµβανε 

προσδιορισµό της (%RSD) των τιµών ανάκτησης 6 επαναλήψεων εµβολιασµένου δείγµατος 

ιχθυρού µε το µείγµα των αναλυτέων ενώσεων σε επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g σε 

διάστηµα τριών ηµερών. 

Έτσι η ανάκτηση κυµάνθηκε από 55% έως 114% (στο επίπεσο συγκέντρωσης 50 ng/g) 

, τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης από 0,3 έως 1,0 (ng/g) και 1,0 έως 3,3 (ng/g) 

αντίστοιχα. Η επαναληψιµότητα και η αναπαραγωγιµότητα της µεθόδου υπολογίστηκαν ως 

% RSD και βρέθηκαν στα επίπεδα τιµών 4,3-20,2 και 2,0-19,6 αντίστοιχα. 
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Πίνακας 6.2 Ανακτήσεις των αναλυτέων ενώσεων 

   

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

10ng/g 

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

50ng/g 

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

100ng/g 

α/α Αναλυτέες ενώσεις 

Χρόνος 

κατακρ. 

(λεπτά) 

Ανάκτησηα  (RSD) 

(%) 

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 

Ανάκτησηα ( RSD) 

(%) 

1 α-HCH 10,991 101,6 (11,0) 95,8 (1,4) 89,5 (2,0) 

2 β-HCH 12,057 68,7 (9,6) 86,6 (5,2) 84,1 (3,8) 

3 γ-HCH 12,275 140,0  (6,2) 98,3 (4,1) 91,1 (3,7) 

4 PCB 28 13,151 96,1 (6,1) 93,2 (3,5) 80,3 (3,5) 

5 Heptachlor 13,260 89,7  (0,6) 89,5 (15,6) 93,9 (2,2) 

6 δ-HCH 13,397 93,7  (16,7) 101,1 (5,7) 105,7 (4,8) 

7 PCB 52 14,226 111,4  (19,8) 73,1 ( 2,6) 69,1 (3,6) 

8 Aldrin 14,416 83,4  (8,3) 74,7 (5,4) 71,7 (3,2) 

9 
Heptachlor 

epoxide 
16,540 109,3  (21,5) 99,7 (9,3) 91,4 (4,9) 

10 γ-chlordane 17,370 104,7  (7,3) 84,1 (9,5) 81,6 (3,2) 

11 PCB 101 17,520 86,0  (3,3) 73,8 (2,8) 65,4 (2,6) 

12 α-chlordane 18,061 101,9  (5,4) 79,7 (9,2) 79,0 (2,4) 

13 Endosulfan I 18,181 58,5 (19,2) 75,8 (5,5) 78,4 (2,6) 

14 4,4 –DDE 19,142 112,5  (3,1) 89,5 (7,7) 80,7 (2,7) 

15 Dieldrin 19,645 88,9  (7,3) 85,0 (0,6) 82,2 (2,5) 

16 Endrin 21,500 130,8  (10,2) 106,0 (2,4) 100,9 (4,5) 

17 PCB 153 21,712 138,3  (1,4) 80,8 (10,9) 70,6 (2,8) 

18 4,4 –DDD 22,270 119,5  (6,9) 86,0 (9,8) 80,7 (3,3) 

19 Endosulfan II 22,694 82,7  (4,2) 61,9 (6,0) 60,7 (1,4) 

20 PCB 138 24,461 133,5  (7,6) 95,6 (5,5) 82,6 (4,2) 

21 Endrin aldehyde 24,762 60,7  (10,7) 55,0 (14,7) 53,4 (7,7) 

22 
Endosulfan 

sulphate 
25,943 100,7 (1,6) 80,4 (10,0) 74,7 (1,5) 

23 PCB 180 28,728 127,5  (7,4) 82,5 (7,4) 69,0 (5,9) 

24 Methoxychlor 30,684 113,4  (2,1) 114,1 (7,9) 110,3 (5,1) 

25 Endrin ketone 31,166 91,7  (2,1) 72,9 (10,5) 66,8 (1,7) 

26 PCB 209 39,767 121,9  (7,1) 90,3 (0,9) 89,0 (3,2) 

α:  n=3 
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Πίνακας 6.3 Μετρήσεις γραµµικότητας, ανιχνευσιµότητας και πιστότητας µεθόδου 

α/α Αναλυτέες 

ενώσεις 

Γραµµικότητα 

 r2 

LOD 

(ng/g) 

LOQ 

(ng/g) 

Επαναληψιµότητα 

RSDα (%) 

Αναπαραγωγιµότητα 

RSDα (%) 

1 α-HCH 0,999 0,3 1,0 6,8 8,1 

2 β-HCH 0,999 0,5 1,7 6,9 7,1 

3 γ-HCH 0,999 0,6 2,0 6,1 1,5 

4 PCB 28 0,996 0,7 2,3 9,8 12,6 

5 Heptachlor 0,999 0,3 1,0 11,6 5,7 

6 δ-HCH 0,999 0,3 1,0 8,7 2,0 

7 PCB 52 1,000 0,5 1,7 4,3 2,5 

8 Aldrin 0,999 0,6 2,0 4,8 2,2 

9 
Heptachlor 

epoxide 
0,999 0,5 1,7 8,5 3,7 

10 γ-chlordane 1,000 0,7 2,3 10,9 4,6 

11 PCB 101 0,998 0,5 1,7 7,3 2,2 

12 α-chlordane 0,999 0,7 2,3 13,2 8,1 

13 Endosulfan I 1,000 0,7 2,3 12,7 7,9 

14 4,4 –DDE 0,999 0,5 1,7 10,6 6,8 

15 Dieldrin 0,999 0,7 2,3 10,1 4,5 

16 endrin 0,999 0,8 2,6 10,1 6,3 

17 PCB 153 0,999 0,6 2,0 16,9 10,1 

18 4,4 –DDD 1,000 0,9 3,0 20,2 19,6 

19 Endosulfan II 0,999 0,6 2,0 7,6 8,1 

20 PCB 138 0,998 0,5 1,7 8,1 7,0 

21 
Endrin 

aldehyde 
1,000 0,8 2,6 11,5 5,9 

22 
Endosulfan 

sulphate 
0,999 0,7 2,3 11,7 11,5 

23 PCB 138 0,997      0,4 1,3 14,9 14,2 

24 Methoxychlor 0,999 1,0 3,3 9,6 12,5 

25 Endrin ketone 0,999 0,5 1,7 14,2 14,3 

26 PCB 209 0,997 0,4 1,3 12,3 11,7 
α: n=6 

Ως βέλτιστες συνθήκες εκχύλισης επιλέχθηκαν: 2g C-18 (προσδεµένη σίλικα 

ανάστροφης φάσης) ως υλικό διασποράς της ποσότητας (1g) δείγµατος ιχθυρού που 

εκχυλίστηκαν µε 15mL µίγµατος διαλυτών  εξάνιο/διχλωροµεθάνιο σε αναλογία 50/50 ενώ ο 

καθαρισµός του εκχυλίσµατος έγινε µε χρωµατογραφία στήλης χρησιµοποιώντας 2g Florisil  

ως υλικό πλήρωσης.  
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6.2 Μέθοδος εφαρµογής παραγοντικών σχεδιασµών 

6.2.1 Βελτιστοποίηση της µεθοδολογίας εκχύλισης 

Κατά αυτόν τον  τρόπο βελτιστοποίησης της µεθοδολογίας εκχύλισης, η επίδραση των 

τεσσάρων προαναφερόµενων παραγόντων στην απόδοση της εκχύλισης µελετήθηκε 

µεταβάλλοντας ταυτόχρονα όλους τους παράγοντες µαζί και λαµβάνοντας υπόψη τις µεταξύ 

τους αλληλεπιδράσεις. Η διαδικασία που επιτρέπει αυτή τη µελέτη περιλαµβάνει την 

εφαρµογή κατάλληλων στατιστικών µοντέλων που ονοµάζονται παραγοντικοί σχεδιασµοί 

(experimental designs). Βάσει των σχεδίων αυτών, πραγµατοποιούνται πειράµατα εκχύλισης, 

διαφορετικών µεταξύ τους, ώστε να υπολογιστεί η ανάκτηση των αναλυτέων ενώσεων για 

κάθε πειραµατική πορεία (runs). Ο αριθµός των πειραµατικών πορειών και οι τιµές των 

παραγόντων για καθεµιά προέρχονται από την εφαρµογή των στατιστικών µοντέλων. Οι 

διαφορές µεταξύ των πειραµατικών πορειών καθορίζονται από τις διαφορετικές τιµές των 

µελετώµενων παραγόντων για κάθε πορεία. Πολλές µελέτες φαίνεται να επιλέγουν να 

χρησιµοποιούν διάφορα είδη παραγοντικών σχεδιασµών για να βελτιστοποιήσουν 

µεθοδολογίες εκχύλισης ενώσεων από τρόφιµα (Hu Y. Y. et al (2005), Sun L. et al (2003), 

Aguilar C. et al (1999)). 

Στην παρούσα εργασία, χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραµµα «Statistica 7.0» 

(StatSoft, Inc. Tulsa, USA) και αφού µελετήθηκαν οι δυνατότητες εφαρµογής, επιλέχθηκε το 

«κλασµατικό παραγοντικό σχέδιο 3(4-1)» που περιλάµβανε 27 πειραµατικές πορείες µε τυχαία 

σειρά µεταβολής 4 παραγόντων σε 3 επίπεδα τιµών. Οι παράµετροι και τα επίπεδα τιµών στα 

οποία µελετήθηκαν καθώς και τα δεδοµένα που προέκυψαν από τις πειραµατικές µετρήσεις 

φαίνονται στον πίνακα 6.4 Ως µετρήσιµη απόκριση χρησιµοποιήθηκε η µέση τιµή των 

ανακτήσεων των είκοσι έξι (26) ενώσεων για κάθε σειρά πειραµατικών πορειών. Η ίδια 

διαδικασία επαναλήφθηκε χρησιµοποιώντας ως απόκριση την τυπική απόκλιση της µέσης 

τιµής των ανακτήσεων των αναλυτέων ενώσεων. 
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Πίνακας 6.4 Το σύνολο δεδοµένων του κλασµατικού παραγοντικού σχεδιασµού 3(4-1) που 

χρησιµοποιήθηκε για µοντελοποίηση µε τη χρήση των ANN-1 και ANN-2     

 Είσοδοι
α
    Έξοδοι

α
  

Πορεία 
Florisil

β
 

(%) 

Αναλογία 

δείγµατος/υλικού 

διασποράς 

∆ιχλωροµεθάνιο
γ
 

(%) 

C-18 

(%)
δ
 

Μέση τιµή 

ανάκτησης  

(%) 

Τυπική 

απόκλιση 

(%) 

1 0 1:2 0 50 58,7 47,1 

2 0 1:2 25 25 97,5 46,8 

3 50 1:1 50 0 101,8 35,8 

4 50 1:1 25 25 95,5 42 

5 0 1:1 50 25 99 32,9 

6 100 1:1 25 0 62,1 33,7 

7 50 1:2 25 0 75,7 32,8 

8 50 1:1 0 50 52,5 36 

9 100 1:2 25 50 63,4 28,6 

10 0 1:3 25 0 60,9 31,9 

11 100 1:3 25 25 71,4 34,3 

12 0 1:2 50 0 98,1 11,7 

13 100 1:2 50 25 66,8 21,1 

14 50 1:2 50 50 81,5 23,2 

15 50 1:3 0 0 42,8 48,9 

16 50 1:2 0 25 62,6 49,5 

17 50 1:3 25 50 90,6 37,6 

18 0 1:3 0 25 65,9 52 

19 100 1:3 0 0 39,3 44,2 

20 100 1:1 0 25 51,3 28,7 

21 100 1:1 50 50 68,1 18,3 

22 0 1:1 0 0 67,2 85,5 

23 0 1:3 50 50 91,7 15,4 

24 100 1:3 50 0 67 25,3 

25 100 1:2 0 0 42,4 45,3 

26 50 1:3 50 25 72,1 21,9 

27 0 1:1 25 50 61,1 20,1 
αANN1: τέσσερις είσοδοι και µια έξοδος (µέση τιµή ανάκτησης), ANN2: τέσσερις είσοδοι και µια έξοδος (τυπική 
απόκλιση) , β περιεχόµενο (%) Florisil σε υλικό C-18, γ περιεχόµενο (%) διχλωροµεθάνιο σε εξάνιο, δ περιεχόµενο (%) 
C-18 σε Florisil.  
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Μετά την πραγµατοποίηση των ανωτέρω πειραµάτων, τα δεδοµένα εκτιµήθηκαν µε 

χρήση χηµειοµετρικών µεθόδων ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες συνθήκες εκχύλισης. 

Συγκεκριµένα, το σύνολο των δεδοµένων του πίνακα 6.4 χρησιµοποιήθηκε κατάλληλα για 

την εφαρµογή των Τεχνητών Νευρωνικών ∆ικτύων (Artificial Neural Networks, ANNs). 

Σύµφωνα µε τη θεωρία των ANNs (4ο κεφάλαιο), οι παράγοντες που επιλέχθηκαν για τη 

βελτιστοποίηση της µεθοδολογίας εκχύλισης χρησιµοποιήθηκαν ως είσοδοι για το τεχνητό 

νευρωνικό δίκτυο. Οι αποκρίσεις του κλασµατικού παραγοντικού σχεδίου δηλαδή οι 

ανακτήσεις των αναλυτέων ενώσεων και η τυπική απόκλιση αυτών, έπρεπε να 

χρησιµοποιηθούν ως έξοδοι των δύο τεχνητών νευρωνικών δικτύων που εφαρµόστηκαν 

συνολικά στην παρούσα µελέτη. Έτσι, στο πρώτο νευρωνικό δίκτυο (ANN-1) έπρεπε να 

χρησιµοποιηθούν ως έξοδοι οι ανακτήσεις των αναλυτέων ενώσεων και στο δεύτερο 

νευρωνικό δίκτυο (ANN-2) έπρεπε να χρησιµοποιηθούν ως έξοδοι οι τυπικές αποκλίσεις της 

µέσης τιµής των ανακτήσεων των αναλυτέων ενώσεων. Θα έπρεπε δηλαδή ο αριθµός των 

εξόδων για κάθε ANN να είναι όσος και ο αριθµός των αναλυτέων ενώσεων (αφού για κάθε 

µια ένωση αντιστοιχεί ξεχωριστή τιµή αποκρίσεων). Η δοµή του κάθε ANN θα περιλάµβανε 

τότε 4 εισόδους και 26 εξόδους αφού θα στόχευε στη βέλτιστη απόκριση για κάθε αναλυτέα 

ένωση ξεχωριστά. Όµως προκειµένου να εκµεταλλευτούµε τα πλεονεκτήµατα των τεχνητών 

νευρωνικών δικτύων (ταχύτητα, ακρίβεια, αξιοπιστία, αποφυγή χρήσης κλασσικών 

υπολογιστικών µεθόδων) αλλά και να εκπληρώσουµε το σκοπό της µελέτης για ανάπτυξη και 

βελτιστοποίηση µιας πολύ-υπολειµµατικής µεθόδου προσδιορισµού οργανικών τοξικών 

ενώσεων σε ιχθυρά, χρησιµοποιήσαµε ως έξοδο για κάθε ANN τη µέση τιµή της απόκρισης 

των 26 αναλυτέων ενώσεων κάθε πειραµατικής πορείας. ∆ηλαδή, η δοµή του κάθε ANN 

περιλαµβάνει 4 εισόδους και 1 έξοδο (ο αριθµητικός µέσος όρος των τιµών ανακτήσεων ή 

της τυπικής απόκλισης του µέσου όρου των τιµών ανακτήσεων αντίστοιχα των 26 ενώσεων). 

Μ’αυτόν τον τρόπο µπορεί να βρεθεί µια κοινή περιοχή πειραµατικών συνθηκών που να 

επιτρέπει το βέλτιστο προσδιορισµό όλων των αναλυτέων ενώσεων ταυτόχρονα.  Παρόµοια 

διαδικασία ακολουθήθηκε από τους Hu et al. 2005, Boti et al. 2009, όπου χρησιµοποιήθηκε η 

µέση τιµή της απόκρισης 11 και 5 αναλυτέων ενώσεων αντίστοιχα ενός πειραµατικού 

σχεδιασµού για τη βελτιστοποίηση της αναλυτικής µεθόδου.  

Η αιτία της δόµησης και εφαρµογής δυο διαφορετικών ANNs µε διαφορετικές εξόδους 

είναι η αποφυγή ή ο περιορισµός αποκλίσεων της µετρούµενης µέσης τιµής των ανακτήσεων 

των 26 ενώσεων της µελέτης από την πραγµατική µέση τιµή. Κατά τον υπολογισµό των 

αριθµητικών µέσων όρων των ανακτήσεων των 26 ενώσεων είναι δυνατό κάποιες τιµές να 

είναι αρκετά µεγαλύτερες ή µικρότερες του µέσου όρου και µπορεί να αυξάνουν ή να 
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µειώνουν αντίστοιχα τη µέση τιµή µε λανθασµένο τρόπο. Έτσι, χρησιµοποιήσαµε το ANN-2 

µε έξοδο την τυπική απόκλιση της µέσης τιµής των ανακτήσεων των 26 ενώσεων ώστε να 

συµπεριληφθούν τυχόν τέτοιες αποκλίσεις στο µοντέλο εύρεσης των βέλτιστων συνθηκών 

εκχύλισης.  

Η εφαρµογή των δύο ANNs µπορεί τώρα να οδηγήσει στη βέλτιστη περιοχή 

πειραµατικών συνθηκών που επιφέρουν τη βέλτιστη δυνατή απόδοση εκχύλισης για τις 

ενώσεις της µελέτης. Ποιοτικά κριτήρια επιλογής των βέλτιστων πειραµατικών συνθηκών 

αποτέλεσαν η υψηλότερη επιτρεπτή µέση τιµή ανάκτησης για το ANN-1 και η χαµηλότερη 

δυνατή τιµή τυπικής απόκλισης της µέσης τιµής ανάκτησης των αναλυτέων ενώσεων για το 

ANN-2. ∆ηλαδή, οι βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες θα είναι αυτές που επιφέρουν τη 

µέγιστη δυνατή µέση τιµή ανάκτησης και ταυτόχρονα τη µικρότερη δυνατή τυπική απόκλιση 

αυτής της µέσης τιµής. Τα ποσοτικά κριτήρια επιλογής των βέλτιστων πειραµατικών 

συνθηκών απορρέουν από την εφαρµογή των δύο ξεχωριστών ANNs. Η αρχιτεκτονική δοµή 

των τεχνητών νευρωνικών δικτύων ερευνήθηκε µε τη χρήση του στατιστικού πακέτου 

Statistica. Τα ANNs δοκιµάζουν και αναζητούν µοντέλα (αλγόριθµους) προσοµοίωσης των 

πειραµατικών δεδοµένων µε τεχνητά δίκτυα ώστε να επιλεχθούν οι βέλτιστες πειραµατικές 

συνθήκες.   

Οι 27 πειραµατικές πορείες του παραγοντικού σχεδιασµού χρησιµοποιήθηκαν για την 

εύρεση των κατάλληλων ANNs. Κατ’εφαρµογή της θεωρίας του κεφαλαίου 4, µέρος των 

πορειών αυτών (23 πορείες) χρησιµοποιήθηκαν για την εκπαίδευση των δικτύων και άλλο 

µέρος αυτών (4 πορείες) χρησιµοποιήθηκαν ως δεδοµένα για την επιβεβαίωση του 

προσδιορισµού του κατάλληλου νευρωνικού δικτύου από το σύνολο όσων εξετάστηκαν κατά 

τη διαδικασία εκπαίδευσης. 

α)  Κατά τη διαδικασία εκπαίδευσης και εκµεταλλευόµενοι τις τεχνικές δυνατότητες του 

στατιστικού πακέτου, δοκιµάστηκαν οι εξής παράµετροι: 

• τύποι τεχνητών νευρωνικών δικτύων  

• δοµές δικτύων 

• αλγόριθµοι εκπαίδευσης 

Τροφοδοτούµε κάθε διαφορετικό νευρωνικό δίκτυο µε τα δεδοµένα εκπαίδευσης, το 

δίκτυο συνδυάζοντας δεδοµένα, αποκρίσεις και παραµέτρους χτίζει τη δοµή του και αποδίδει 

τελικά µια αρχιτεκτονική δοµή που να ικανοποιεί µε τον καλύτερο δυνατό τρόπο όλα τα 

δεδοµένα εισόδου. ∆ηλαδή, τα δεδοµένα εκπαίδευσης των δικτύων (23 πορείες), εξέτασαν 

κάθε δυνατό συνδυασµό των προαναφερόµενων παραµέτρων προκειµένου να ικανοποιηθούν 
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τα κριτήρια τερµατισµού της διαδικασίας εκπαίδευσης και εξαγωγής του  καταλληλότερου 

δικτύου. Ως κριτήρια τερµατισµού τέθηκαν το σφάλµα εκπαίδευσης και το σφάλµα 

επιβεβαίωσης (Root Mean Square, RMS). Το RMS είναι η τιµή της ρίζας του αθροίσµατος 

των διαφορών µέσου τετραγώνου µεταξύ των υπολογισµένων τιµών εξόδου του κάθε δικτύου 

και των επιθυµούµενων τιµών εξόδου (ή των τιµών εξόδου που εµείς θέτουµε κατά την 

εκπαίδευση του, δηλαδή οι αποκρίσεις του παραγοντικού σχεδίου). Η επιθυµητή τιµή RMS 

είναι η ελάχιστη τιµή που υπολογίζεται από την εξέταση όλων των δυνατών ANNs που 

δοκιµάζονται για την εύρεση του καταλληλότερου. 

β)  Κατά τη διαδικασία επιβεβαίωσης συγκρίθηκαν οι πραγµατικές τιµές των εξόδων όλων 

των δυνατών δικτύων µε τις επιθυµητές τιµές (αποκρίσεις του παραγοντικού σχεδίου) για να 

ελεγχθεί η ικανότητά του να µπορεί να προβλέπει τιµές µε το χαµηλότερο σφάλµα 

επιβεβαίωσης, κοντά σε εκείνο για το οποίο εκπαιδεύθηκε. ∆ηλαδή, ένα δίκτυο εκπαιδεύεται 

µε τα δεδοµένα εκπαίδευσης που του θέτουµε αλλά θα πρέπει να είναι ικανό να προβλέπει 

τιµές εξόδου µε σφάλµα κοντά στο σφάλµα εκπαίδευσής του κάθε φορά που εµείς του 

θέτουµε διαφορετικά δεδοµένα εισόδου. Έτσι, κάθε δίκτυο που εξετάστηκε, δοκιµάστηκε µε 

τις 4 πειραµατικές πορείες των δεδοµένων επιβεβαίωσης (άγνωστες πορείες για το δίκτυο 

εξέτασης) για να υπολογιστεί η τιµή RMS, η οποία επιθυµείται να είναι η χαµηλότερη δυνατή 

αλλά να πλησιάζει την τιµή RMS της διαδικασίας εκπαίδευσης. Τότε, επιλέγεται το τεχνητό 

νευρωνικό δίκτυο και χρησιµοποιείται για την εξαγωγή των βέλτιστων πειραµατικών 

συνθηκών.  

Οι τύποι τεχνητών νευρωνικών δικτύων που ερευνήθηκαν περιλάµβαναν τα είδη: 

πολυεπίπεδα perceptrons (multi-layer perceptrons, MLP) και τα δίκτυα RBF (radial basis 

function) µε 1 έως 14 κρυµµένους νευρώνες. Για την εκπαίδευση των δικτύων MLP 

δοκιµάστηκαν οι αλγόριθµοι back propagation, gradient descent και conjugate gradient 

descent. 

Ακολουθώντας την παραπάνω διαδικασία ενεργειών καταλήξαµε στα εξής σχετικά µε 

την επιλογή του κατάλληλου ANN και των βέλτιστων συνθηκών της µεθοδολογίας 

εκχύλισης: 

 

Ι. ANN -1,  µε έξοδο τη µέση τιµή της ανάκτησης των αναλυτέων ενώσεων. 

Η βέλτιστη δοµή νευρωνικού δικτύου που βρέθηκε ήταν ένα πολυεπίπεδο perceptron µε 

αρχιτεκτονική δοµή «4:12:1», δηλαδή αποτελείται από 4 εισόδους, 12 νευρώνες στο 

κρυµµένο επίπεδο και 1 έξοδο. Ο αλγόριθµος conjugate gradient descent στην 145η εποχή 
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βρέθηκε ο καταλληλότερος για την εκπαίδευση του νευρωνικού δικτύου ενώ τα σφάλµατα 

εκπαίδευσης και επιβεβαίωσης ήταν 0,0289 RMS και 0,0071 RMS   αντίστοιχα. 

 

             Υλικό διασποράς 

 

    Αναλογία  

    δείγµα:υλικό διασποράς                                                                                                                     µέση 

         διαλύτης έκλουσης                                                                                                                        ανάκτηση 

 
 
          υλικό καθαρισµού 

 
 

Σχήµα 6.6 Αρχιτεκτονική δοµή του τεχνητού νευρωνικού δικτύου ANN -1 

 

Από τα δεδοµένα επιβεβαίωσης προέκυψε το γράφηµα 6.7 που αναπαριστά τη 

συσχέτιση των παρατηρούµενων τιµών εξόδου του δικτύου µε τις επιθυµητές τιµές που 

προκύπτουν από τον παραγοντικό σχεδιασµό και φαίνεται ότι η συσχέτιση αυτή είναι αρκετά 

καλή.  

 

 

Σχήµα 6.7 Συσχέτιση µεταξύ παρατηρούµενων και επιθυµούµενων µέσων τιµών ανάκτησης των 

αναλυόµενων ενώσεων 
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Έτσι, αυτή η δοµή νευρωνικού δικτύου χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή 

επιφανειών απόκρισης της µέσης τιµής της ανάκτησης για δύο από τους τέσσερις παράγοντες 

της µελέτης κάθε φορά όπως φαίνεται στα σχήµατα 6.8 - 6.13. 

 

 

Σχήµα 6.8 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-1, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 

παραγόντων «αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς / υλικό διασποράς: Florisil (%) σε C-18» στη µέση 

τιµή ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Σχήµα 6.9 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-1, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «διχλωροµεθάνιο (%) σε εξάνιο / υλικό διασποράς: Florisil (%) σε C-18» στη µέση τιµή 
ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
 

 

Σχήµα 6.10  Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-1, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «υλικό καθαρισµού: C-18 (%) σε Florisil / υλικό διασποράς: Florisil (%) σε C-18» στη 
µέση τιµή ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Σχήµα 6.11 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-1, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς / διχλωροµεθάνιο (%) σε εξάνιο» στη µέση τιµή 
ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
 

 

Σχήµα 6.12 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-1, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς / υλικό καθαρισµού: C-18 (%) σε Florisil » στη µέση 
τιµή ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Σχήµα 6.13 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-1, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «υλικό καθαρισµού: C-18 (%) σε Florisil / διχλωροµεθάνιο (%) σε εξάνιο» στη µέση 
τιµή ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Από τα γραφήµατα των σχηµάτων αυτών συµπεραίνουµε ότι η µέγιστη απόδοση 

εκχύλισης όλων ταυτόχρονα των αναλυτέων ενώσεων επιτυγχάνεται υπό τις εξής 

πειραµατικές συνθήκες: 

• υλικό διασποράς: C-18 (80%) : Florisil (20%), 

• αναλογία δείγµατος/ υλικού διασποράς: 1/1, 

• διαλύτης έκλουσης: µίγµα εξάνιο/διχλωροµεθάνιο: (50%) / (50%), 

• υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος: µίγµα C-18 (25%) / Florisil (75%) 

Οι συνθήκες αυτές επιλέχθηκαν χωρίς προς το παρόν να ληφθεί υπόψη το ANN -2 µε 

έξοδο την τυπική απόκλιση της µέσης τιµής ανακτήσεων. 

 

ΙΙ. ANN -2, µε έξοδο την τυπική απόκλιση της µέσης τιµή της ανάκτησης των 

αναλυτέων ενώσεων 

Η βέλτιστη δοµή νευρωνικού δικτύου που βρέθηκε ήταν ένα πολυεπίπεδο perceptron µε 

αρχιτεκτονική δοµή «4:5:1», δηλαδή αποτελείται από 4 εισόδους, 5 νευρώνες στο κρυµµένο 

επίπεδο και 1 έξοδο. Ο αλγόριθµος conjugate gradient descent στην 182η εποχή βρέθηκε ο 

καταλληλότερος για την εκπαίδευση του νευρωνικού δικτύου ενώ τα σφάλµατα εκπαίδευσης 

και επιβεβαίωσης ήταν 0,0240 RMS και 0,0358 RMS   αντίστοιχα. 

 
 
             Υλικό διασποράς 

  
                         Αναλογία  

  
δείγµα : υλικό διασποράς                                                                                                     µέση  

  
        διαλύτης έκλουσης                                                                                τυπική απόκλιση 
 
         υλικό καθαρισµού  
 
 
 

Σχήµα 6.14 Αρχιτεκτονική δοµή του τεχνητού νευρωνικού δικτύου ANN -2 
 
 

Από τα δεδοµένα επιβεβαίωσης προέκυψε το γράφηµα 6.15 που αναπαριστά τη 

συσχέτιση των πραγµατικών τιµών εξόδου του δικτύου µε τις επιθυµητές τιµές που 

προκύπτουν από τον παραγοντικό σχεδιασµό και φαίνεται ότι η συσχέτιση αυτή είναι καλή. 
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Σχήµα 6.15 Συσχέτιση µεταξύ παρατηρούµενων και επιθυµούµενων τιµών της τυπικής απόκλισης 
των µέσων τιµών ανάκτησης των αναλυόµενων ενώσεων 

 

 Έτσι, αυτή η δοµή νευρωνικού δικτύου χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή 

επιφανειών απόκρισης της τυπικής απόκλισης της µέσης τιµής της ανάκτησης για δύο από 

τους τέσσερις παράγοντες της µελέτης κάθε φορά όπως φαίνεται στα σχήµατα 6.16 – 6.21. 

 

 

Σχήµα 6.16 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-2, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς / υλικό διασποράς: Florisil (%) σε C-18» στην 
τυπική απόκλιση της µέσης τιµής ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Σχήµα 6.17 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-2, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «διχλωροµεθάνιο (%) σε εξάνιο / υλικό διασποράς: Florisil (%) σε C-18» στην τυπική 
απόκλιση της µέσης τιµής ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
 

 

Σχήµα 6.18 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-2, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «υλικό καθαρισµού: C-18 (%) σε Florisil / υλικό διασποράς: Florisil (%) σε C-18» στην 
τυπική απόκλιση της µέσης τιµής ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Σχήµα 6.19 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-2, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς / διχλωροµεθάνιο (%) σε εξάνιο» στην τυπική 
απόκλιση της µέσης τιµής ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
 

 

Σχήµα 6.20 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-2, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «αναλογία δείγµα: υλικό διασποράς / υλικό καθαρισµού: C-18 (%) σε Florisil» στην 
τυπική απόκλιση της µέσης τιµής ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
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Σχήµα 6.21 Προσοµοίωση, µετά την εφαρµογή του ΑΝΝ-2, για τον προσδιορισµό της επίδρασης των 
παραγόντων «υλικό καθαρισµού: C-18 (%) σε Florisil / διχλωροµεθάνιο (%) σε εξάνιο» στην τυπική 
απόκλιση της µέσης τιµής ανάκτησης των επιλεγµένων ενώσεων. 
 
 

Από τα γραφήµατα των σχηµάτων αυτών συµπεραίνουµε ότι η µέγιστη απόδοση 

εκχύλισης όλων ταυτόχρονα των αναλυτέων ενώσεων επιτυγχάνεται υπό τις εξής 

πειραµατικές συνθήκες: 

• υλικό διασποράς: Florisil (100%), 

• αναλογία δείγµατος/ υλικού διασποράς: 1/2, 

• διαλύτης έκλουσης: µίγµα εξάνιο/διχλωροµεθάνιο: (50%) / (50%), 

• υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος: µίγµα C-18 (50% ) / Florisil (50%) 

Οι συνθήκες αυτές επιλέχθηκαν χωρίς προς το παρόν να ληφθεί υπόψη το ANN -1 µε 

έξοδο τη µέση τιµή ανακτήσεων. 

Προκειµένου να αποφασίσουµε ποιες θα είναι οι βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες 

εκχύλισης, συνυπολογίσαµε τους κάτωθι παράγοντες: 

• επίτευξη των υψηλότερων δυνατών µέσων τιµών ανακτήσεων των αναλυτέων ενώσεων 

(σχήµατα 6.8 – 6.13) 

• επίτευξη των χαµηλότερων δυνατών τιµών τυπικών αποκλίσεων των µέσων τιµών 

ανακτήσεων των αναλυτέων ενώσεων (σχήµατα 6.16 – 6.21) 
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• πρακτικές παρατηρήσεις κατά τη διεξαγωγή των πειραµάτων (καθαρότητα εκχυλισµάτων, 

ανάµιξη υλικών και παρασκευή στήλης, θόρυβος χρωµατογραφηµάτων, 

συνεκχυλιζόµενες ουσίες, κ.α.) 

και καταλήξαµε ότι οι βέλτιστες συνθήκες για την ταυτόχρονη ποιοτική και ποσοτική 

εκχύλιση των αναλυτέων ενώσεων της µελέτης είναι: 

• υλικό διασποράς: µίγµα C-18 (80%) / Florisil (20%), 

• αναλογία δείγµατος/ υλικού διασποράς: 1/2, 

• διαλύτης έκλουσης: µίγµα εξάνιο/διχλωροµεθάνιο: (50%) / (50%), 

• υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος: µίγµα C-18 (40% ) / Florisil (60%). 

 

6.2.2 Επικύρωση της αναλυτικής µεθοδολογίας 

Για την επικύρωση της µεθοδολογίας MSPD (µε τη συγκεκριµένη µέθοδο 

βελτιστοποίησης) προσδιορίστηκαν ορισµένα χαρακτηριστικά ποιότητας της. Πρόκειται για 

την ανάκτηση, τη γραµµικότητα, τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης και την πιστότητα 

(επαναληψιµότητα, αναπαραγωγιµότητα) της µεθόδου.  

Για τη µελέτη επικύρωσης χρησιµοποιήθηκαν δύο υποστρώµατα (δυο είδη ιχθυρών): 

Κέφαλος, mugil cephalus (ποσοστό λίπους µυικού ιστού=4,5%) και Κυπρίνος, cyprinus 

carpio (ποσοστό λίπους µυικού ιστού=0,7%) ώστε να υπάρχει διαφοροποίηση ως προς το 

ποσοστό του µυικού ιστού των ιχθυρών σε λίπος. Τα δείγµατα αυτών εµβολιάστηκαν µε 

κατάλληλα πρότυπα διαλύµατα των αναλυτέων ενώσεων σε διάφορες συγκεντρώσεις. 

Η ανάκτηση της µεθόδου υπολογίστηκε σε τρία (3) ανεξάρτητα δείγµατα κάθε είδους 

των ιχθυρών (για κάθε δείγµα, ο αριθµός επαναλήψεων ήταν n=3) τα οποία είχαν εµβολιαστεί 

µε πρότυπο διάλυµα των ενώσεων σε τρία επίπεδα συγκέντρωσης : 10, 50, 100 ng/g. 

Επιπρόσθετα, µη εµβολιασµένα δείγµατα ιχθυρών (n=3) αναλύθηκαν και λήφθηκαν υπόψη 

κατά τον υπολογισµό των ανακτήσεων. 
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Πίνακας 6.5 Ανακτήσεις των αναλυτέων ενώσεων για το ψάρι µε το υψηλότερο ποσοστό 

λίπους (mugil cephalus) 

α/α 
Αναλυτέες 

ενώσεις 

Χρόνος 

κατακράτησης 

(λεπτά) 

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 

ψάρι µε το υψηλότερο  
ποσοστό λίπους  
(mugil cephalus)  

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 

ψάρι µε το υψηλότερο  
ποσοστό λίπους 

 (mugil cephalus) 

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 
ψάρι µε το υψηλότερο  

ποσοστό λίπους 
 (mugil cephalus) 

   

Επίπεδο  

συγκέντρωσης 

10ng/g 

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

50ng/g 

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

100ng/g 

1 α-HCH 10,991 78,1 (2,3) 75,4 (2,9) 72,1 (5,3) 

2 β-HCH 12,057 82,7 (8,6) 89,5 (5,2) 77,1 (4,7) 

3 γ-HCH 12,275 58,9 (1,1) 65,6 (3,5) 57,2 (6,9) 

4 PCB 28 13,151 70,6 (10,4) 95,7 (9,4) 77,6 (2,4) 

5 Heptachlor 13,260 89,5 (6,9) 87,0 (8,2) 74,7 (3,8) 

6 δ-HCH 13,397 78,8 (5,5) 84,2 (8,9) 72,8 (5,3) 

7 PCB 52 14,226 98,7 (14,2) 85,9 (11,0) 76,9 (6,8) 

8 Aldrin 14,416 102,3 (0,2) 75,3 (7,4) 72,3 (6,5) 

9 
Heptachlor 

epoxide 
16,540 91,0 (5,9) 92,0 (10,6) 83,8 (2,1) 

10 γ-chlordane 17,370 100,8 (3,3) 92,1 (10,1) 75,5 (3,7) 

11 PCB 101 17,520 49,7 (8,7) 61,7 (5,7) 65,6 (3,6) 

12 α-chlordane 18,061 66,8 (22,0) 84,5 (14,4) 79,0 (13,2) 

13 Endosulfan I 18,181 114,4 (18,7) 89,3 (6,6) 84,0 (9,6) 

14 4,4 –DDE 19,142 75,3 (2,6) 86,1 (10,8) 77,8 (7,7) 

15 Dieldrin 19,645 88,3 (4,3) 94,5 (6,1) 76,5 (1,7) 

16 endrin 21,500 113,8 (4,5) 114,7 (4,3) 97,7 (2,0) 

17 PCB 153 21,712 82,5 (5,8) 89,0 (13,2) 77,2 (13,6) 

18 4,4 –DDD 22,270 97,8 (2,4) 93,7 (7,0) 98,2 (1,9) 

19 Endosulfan II 22,694 81,2 (3,7) 96,6 (6,2) 87,5 (10,8) 

20 PCB 138 24,461 104,6 (9,0) 105,6 (6,4) 88,3 (8,0) 

21 Endrin aldehyde 24,762 48,2 (9,5) 67,5 (2,8) 56,5 (8,3) 

22 
Endosulfan 

sulphate 
25,943 81,3 (7,3) 93,2 (3,5) 85,8 (11,9) 

23 PCB 180 28,728 95,1 (7,7) 88,9 (6,9) 86,2 (8,5) 

24 Methoxychlor 30,684 109,0 (11,4) 107,2 (8,6) 98,2 (8,7) 

25 Endrin ketone 31,166 84,0 (10,6) 89,4 (6,0) 85,7 (5,3) 

26 PCB 209 39,767 99,7 (3,5) 79,3 (7,7) 101,5 (9,3) 

α: n=3 
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Πίνακας 6.6 Ανακτήσεις των αναλυτέων ενώσεων για το ψάρι µε το χαµηλότερο 

ποσοστό λίπους (cyprinus carpio) 

α/α 
Αναλυτέες 

ενώσεις 

Χρόνος 

κατακράτησης 

(λεπτά) 

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 

ψάρι µε το χαµηλότερο 
ποσοστό λίπους 

(cyprinus carpio)  

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 

ψάρι µε το χαµηλότερο 
ποσοστό λίπους 

(cyprinus carpio) 

Ανάκτησηα (RSD) 

(%) 
ψάρι µε το χαµηλότερο 

ποσοστό λίπους 
(cyprinus carpio) 

   

Επίπεδο  

συγκέντρωσης 

10ng/g 

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

50ng/g 

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

100ng/g 

1 α-HCH 10,991 54,4 (5,0) 70,7 (3,8) 66,1 (6,5) 

2 β-HCH 12,057 65,1 (1,7) 64,0 (1,9) 67,8 (7,1) 

3 γ-HCH 12,275 42,8 (4,2) 54,9 (8,7) 53,1 (8,7) 

4 PCB 28 13,151 62,8 (14,0) 84,2 (2,3) 78,4 (6,1) 

5 Heptachlor 13,260 70,4 (9,6) 87,5 (2,8) 76,4 (5,6) 

6 δ-HCH 13,397 80,3 (9,5) 96,3 (3,6) 88,1 (9,9) 

7 PCB 52 14,226 131,6 (14,9) 119,0 (9,5) 94,5 (3,2) 

8 Aldrin 14,416 51,0 (15,9) 90,4 (9,9) 80,7 (5,7) 

9 
Heptachlor 

epoxide 
16,540 84,5 (10,1) 97,5 (2,3) 83,3 (6,9) 

10 γ-chlordane 17,370 90,2 (7,5) 99,5 (3,0) 86,3 (5,8) 

11 PCB 101 17,520 91,2 (12,8) 94,7 (3,9) 87,0 (4,3) 

12 α-chlordane 18,061 103,4 (14,5) 99,0 (1,7) 82,3 (6,8) 

13 Endosulfan I 18,181 87,9 (10,3) 97,7 (3,3) 82,7 (6,4) 

14 4,4 –DDE 19,142 88,2 (8,3) 103,9 (2,8) 85,5 (5,9) 

15 Dieldrin 19,645 77,1 (9,9) 98,3 (2,6) 85,4 (7,2) 

16 endrin 21,500 74,1 (2,5) 105,2 (9,2) 106,3 (8,1) 

17 PCB 153 21,712 116,8 (9,4) 106,6 (0,7) 87,5 (5,9) 

18 4,4 –DDD 22,270 70,7 (11,2) 92,5 (4,0) 82,2 (6,1) 

19 Endosulfan II 22,694 63,6 (16,1) 82,8 (2,2) 65,5 (8,0) 

20 PCB 138 24,461 92,5 (9,9) 100,0 (3,2) 89,9 (5,5) 

21 
Endrin 

aldehyde 
24,762 38,6 (0,5) 37,0 (13,0) 33,7 (8,2) 

22 
Endosulfan 

sulphate 
25,943 65,1 (7,9) 75,3 (2,0) 60,5 (10,8) 

23 PCB 180 28,728 90,9 (9,8) 89,9 (3,2) 89,9 (6,6) 

24 Methoxychlor 30,684 73,4 (11,3) 88,9 (6,7) 91,5 (6,7) 

25 Endrin ketone 31,166 70,9 (11,1) 71,0 (14,0) 66,5 (9,6) 

26 PCB 209 39,767 92,5 (4,5) 85,5 (11,6) 93,5 (3,4) 

α: n=3 

 

Η γραµµικότητα της µεθόδου στην απόκριση των αναλυτέων ενώσεων προσδιορίστηκε 

µε τη χρήση εµβολιασµένων µε πρότυπο διάλυµα των ενώσεων δειγµάτων ιχθυρών σε πέντε 

επίπεδα συγκεντρώσης: 10, 25, 50, 100, 200 ng/g. Προσδιορίστηκαν οι συντελεστές 
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συσχέτισης, r, και οι σταθερές προσδιορισµού, r2. Τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης 

της µεθόδου προσδιορίστηκαν προσδιορίστηκαν ως οι χαµηλότερες συγκεντρώσεις για τις 

οποίες ο λόγος σήµατος-θορύβου παίρνει τουλάχιστον τις τιµές 3 και 10 αντίστοιχα, 

ακολουθώντας τις συστάσεις της IUPAC  και βρέθηκαν όπως αναπαρίσταται στους πίνακες 

6.7 και 6.8. 

 

Πίνακας 6.7 Μετρήσεις γραµµικότητας και ανιχνευσιµότητας µεθόδου για το ψάρι µε το 

υψηλότερο ποσοστό λίπους (mugil cephalus) 

α/α Αναλυτέες 

ενώσεις 

Γραµµικότητα  (r2) 
ψάρι µε το υψηλότερο  ποσοστό 

λίπους 

(mugil cephalus) 

LOD (ng/g) 
ψάρι µε το υψηλότερο  ποσοστό 

λίπους 

(mugil cephalus) 

LOQ (ng/g) 
ψάρι µε το υψηλότερο  ποσοστό 

λίπους 

(mugil cephalus) 

1 α-HCH 0,990 0,090 0,29 

2 β-HCH 0,994 0,10 0,33 

3 γ-HCH 0,989 0,34 1,1 

4 PCB 28 0,990 0,19 0,63 

5 Heptachlor 0,992 0,33 1,1 

6 δ-HCH 0,988 0,16 0,53 

7 PCB 52 0,999 0,45 1,5 

8 Aldrin 0,996 0,10 0,33 

9 
Heptachlor 

epoxide 
0,998 0,19 0,63 

10 γ-chlordane 0,998 0,22 0,73 

11 PCB 101 0,998 0,70 2,3 

12 α-chlordane 0,997 0,20 0,66 

13 Endosulfan I 0,999 0,24 0,79 

14 4,4 –DDE 0,996 0,18 0,59 

15 Dieldrin 0,999 0,29 0,96 

16 endrin 0,992 0,51 1,7 

17 PCB 153 0,997 0,46 1,5 

18 4,4 –DDD 0,995 0,32 1,1 

19 Endosulfan II 0,998 0,67 2,2 

20 PCB 138 0,997 0,94 3,1 

21 Endrin aldehyde 0,996 0,57 1,9 

22 
Endosulfan 

sulphate 
0,996 0,31 1,0 

23 PCB 138 0,994 0,82 2,7 

24 Methoxychlor 0,999 1,0 3,3 

25 Endrin ketone 0,999 0,60 2,0 

26 PCB 209 0,987 0,98 3,2 
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Πίνακας 6.8 Μετρήσεις γραµµικότητας και ανιχνευσιµότητας µεθόδου για το ψάρι µε το 

χαµηλότερο ποσοστό λίπους (cyprinus carpio) 

α/α Αναλυτέες 

ενώσεις 

Γραµµικότητα 

  (r2) 
ψάρι µε το χαµηλότερο 

ποσοστό λίπους (cyprinus 

carpio) 

LOD (ng/g) 
ψάρι µε το χαµηλότερο ποσοστό 

λίπους (cyprinus carpio) 

LOQ (ng/g) 
ψάρι µε το χαµηλότερο ποσοστό 

λίπους (cyprinus carpio) 

1 α-HCH 0,999 0,090 0,30 

2 β-HCH 0,998 0,11 0,36 

3 γ-HCH 0,999 0,29 0,96 

4 PCB 28 0,999 0,17 0,56 

5 Heptachlor 0,998 0,25 0,83 

6 δ-HCH 0,999 0,13 0,43 

7 PCB 52 0,993 0,22 0,73 

8 Aldrin 0,998 0,090 0,30 

9 
Heptachlor 

epoxide 
0,998 0,17 0,56 

10 γ-chlordane 0,998 0,18 0,59 

11 PCB 101 0,999 0,38 1,2 

12 α-chlordane 0,997 0,090 0,30 

13 Endosulfan I 0,997 0,18 0,59 

14 4,4 –DDE 0,997 0,13 0,43 

15 Dieldrin 0,998 0,23 0,76 

16 endrin 0,999 0,45 1,5 

17 PCB 153 0,997 0,43 1,4 

18 4,4 –DDD 0,999 0,18 0,59 

19 Endosulfan II 0,993 0,60 2,0 

20 PCB 138 0,999 0,52 1,7 

21 Endrin aldehyde 0,997 0,57 1,9 

22 
Endosulfan 

sulphate 
0,992 0,29 0,96 

23 PCB 138 0,999 0,57 1,9 

24 Methoxychlor 0,999 0,95 3,1 

25 Endrin ketone 0,998 0,61 2,0 

26 PCB 209 0,998 1,03 3,4 

 

Τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης της µεθόδου όταν χρησιµοποιήθηκε ως 

υπόστρωµα το ψάρι µε το µικρότερο ποσοστό λίπους (κυπρίνος) ήταν χαµηλότερα από τα 

αντίστοιχα όρια της µεθόδου όταν χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα το ψάρι µε το 

µεγαλύτερο ποσοστό λίπους (κέφαλος). Το γεγονός αυτό φανερώνει την επίδραση του 

παράγοντα λίπος κατά την εκχύλιση οργανοχλωριωµένων ενώσεων από ιχθυρά η οποία 
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µεταφράζεται στο υψηλότερο σήµα θορύβου και στην παρεµπόδιση ανίχνευσης πολύ µικρών 

ποσοτήτων υπολειµµάτων των ενώσεων.  

Η πιστότητα της µεθόδου, ως το πλέον χρησιµοποιούµενο χαρακτηριστικό επίδοσης 

µιας αναλυτικής µεθόδου, αντικατοπτρίζει τη διακύµανση στα αποτελέσµατα όταν 

πραγµατοποιείται επαναλαµβανόµενη ανάλυση του ίδιου δείγµατος. Οι µετρήσεις πιστότητας 

εξειδικεύθηκαν σε µετρήσεις επαναληψιµότητας και σε µετρήσεις ενδοεργαστηριακής 

αναπαραγωγιµότητας. Η µέτρηση της επαναληψιµότητας περιλάµβανε προσδιορισµό της 

σχετικής τυπικής απόκλισης (%RSD) των τιµών ανάκτησης 6 επαναλήψεων εµβολιασµένων 

δειγµάτων του ιχθυρού µε το µεγαλύτερο ποσοστό λίπους µε το µείγµα των αναλυτέων 

ενώσεων σε τρία επίπεδα συγκέντρωσης 10, 50, 100 ng/g την ίδια ηµέρα. Η µέτρηση της 

ενδοεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας περιλάµβανε προσδιορισµό της (%RSD) των τιµών 

ανάκτησης 6 επαναλήψεων εµβολιασµένων δειγµάτων του ιχθυρού µε το µεγαλύτερο 

ποσοστό λίπους µε το µείγµα των αναλυτέων ενώσεων σε ένα επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g 

σε διάστηµα τριών ηµερών. 
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Πίνακας 6.9 Μετρήσεις πιστότητας µεθόδου 

α/α Αναλυτέες ενώσεις 
Επαναληψιµότητα  

RSD (%) 

Αναπαραγωγιµότητα 

RSD (%) 

 

  
Επίπεδο συγκέντρωσης 

50ng/g 

Επίπεδο συγκέντρωσης 

50ng/g 

1 α-HCH 5,6 2,6 

2 β-HCH 6,9 6,0 

3 γ-HCH 5,3 3,1 

4 PCB 28 10,8 8,9 

5 Heptachlor 7,7 7,3 

6 δ-HCH 8,3 8,4 

7 PCB 52 11,0 9,3 

8 Aldrin 6,7 3,7 

9 Heptachlor epoxide 13,3 13,4 

10 γ-chlordane 11,2 10,8 

11 PCB 101 8,0 7,6 

12 α-chlordane 14,9 16,2 

13 Endosulfan I 14,1 13,3 

14 4,4 –DDE 14,4 14,4 

15 Dieldrin 8,4 8,1 

16 endrin 11,3 4,9 

17 PCB 153 16,7 17,2 

18 4,4 –DDD 8,1 10,3 

19 Endosulfan II 9,1 9,7 

20 PCB 138 11,4 13,8 

21 Endrin aldehyde 14,3 11,5 

22 Endosulfan sulphate 11,4 14,1 

23 PCB 180 12,9 17,9 

24 Methoxychlor 14,6 18,3 

25 Endrin ketone 12,2 16,8 

26 PCB 209 19,7 18,0 
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6.2.3 Εκτίµηση της αβεβαιότητας της µεθόδου εκχύλισης MSPD προερχόµενης 

από την ορθότητα αυτής 

Όπως αναλύθηκε στο κεφάλαιο 3, για τον προσδιορισµό της αβεβαιότητας που 

προέρχεται από την ορθότητα µιας µεθόδου εφαρµόζεται η χρήση πειραµατικού σχεδίου 

(experimental design) ώστε να λαµβάνονται υπόψη όλοι οι παράγοντες διακύµανσης της 

ανάκτησης (που χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της ορθότητας) καθώς και οι 

αλληλεπιδράσεις τους που συνεισφέρουν στην αβεβαιότητα. Η διακύµανση της ανάκτησης 

εξαρτάται κυρίως από τη συγκέντρωση, τον τύπο του υποστρώµατος και τη διακύµανση της 

µεθόδου κατά τη διεξαγωγή  πειράµατος την ίδια ηµέρα. Στην παρούσα µελέτη, για τον 

προσδιορισµό της ανάκτησης µεθόδου (ορθότητα) και της προερχόµενης από αυτή 

αβεβαιότητας χρησιµοποιήθηκε ένα πλήρως ένθετο ή ιεραρχικό πειραµατικό σχέδιο (fully – 

nested design) αποτελούµενο από τρεις παράγοντες: υποστρώµατα (είδη ιχθυρού), επίπεδα 

συγκεντρώσεων αναλυτέων ενώσεων, επαναλήψεις πειραµατικών πορειών. Από τα δεδοµένα 

του ιεραρχικού σχεδίου και σύµφωνα µε τη θεωρία του 3ου κεφαλαίου υπολογίστηκαν οι 

διακυµάνσεις των παραγόντων αυτών ώστε να εξαχθούν επιπλέον συµπεράσµατα για την 

ύπαρξη ή µη συστηµατικού σφάλµατος της µεθόδου. Το ιεραρχικό σχέδιο που 

χρησιµοποιήθηκε φαίνεται στο παρακάτω σχήµα.         

       

                     mR          Παράγοντες 

                                   Υπόστρωµα, l 

                                   Εµβολιασµένη 

                           ποσότητα, p 

         

Επαναλήψεις, r 

 

Σχήµα 6.22  Πειραµατικό σχέδιο για την εκτίµηση της ανάκτησης όταν l υποστρώµατα διαφορετικών 
και αντιπροσωπευτικών προελεύσεων έχουν εµβολιαστεί σε p διαφορετικά επίπεδα συγκεντρώσεων 
µε το µείγµα των αναλυόµενων ουσιών. Εξετάζονται τρεις παράγοντες διακύµανσης: ο παράγοντας 

υπόστρωµα «Μ», η προστιθέµενη ποσότητα «C» και ο αριθµός επαναλήψεων «r»   
 

Η ιεράρχηση των παραγόντων στο χρησιµοποιούµενο ιεραρχικό σχέδιο 

πραγµατοποιήθηκε βάσει του βαθµού επηρεασµού τους σε συστηµατικές επιδράσεις της 

µεθόδου. Θεωρήσαµε, κατά ανάλογο τρόπο µε άλλες µελέτες (Boti et al., 2009) ότι ο 

παράγοντας υπόστρωµα (διαφορετικό είδος ιχθυρού) υφίσταται µεγαλύτερη συστηµατική 
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επίδραση από τον παράγοντα των διαφορετικών επιπέδων συγκεντρώσεων αφού για την 

εκτίµηση της αβεβαιότητας χρησιµοποιήσαµε δύο είδη ιχθυρών µε διαφορετικό ποσοστό 

λίπους γνωρίζοντας την ιδιότητα των οργανοχλωριωµένων ενώσεων να συσσωρεύονται στο 

λίπος. Ο παράγοντας επαναλήψεις θεωρείται ότι έχει υπολειµµατική διακύµανση (residual 

variation). 

 Ως υποστρώµατα χρησιµοποιήθηκαν δυο είδη ιχθυρών (l=2) µε διαφορετικό 

ποσοστό λίπους: το είδος  Μugil cephalus (ποσοστό λίπους = 4,5% επί του βάρους ιχθυρού) 

και το είδος Cyprinus carpio (ποσοστό λίπους = 0.7% επί του βάρους ιχθυρού). Για κάθε 

υπόστρωµα πραγµατοποιήθηκε ανάλυση σε τρία επίπεδα συγκέντρωσης των αναλυτέων 

ενώσεων (p=3): 25, 50, 100 ng/g και η ανάλυση για κάθε δείγµα επαναλήφθηκε τρεις φορές 

δηλαδή (r=3). Από το σχήµα 6.22 προκύπτει ότι το σύνολο των αναλύσεων ήταν 18 για κάθε 

ένωση. Η εξασφάλιση  υποστρωµάτων µε τα επίπεδα συγκέντρωσης του σχεδίου 

πραγµατοποιήθηκε µε εµβολιασµό δειγµάτων ιχθυρών όπως αναφέρθηκε στo 5ο κεφάλαιο. 

Η διαδικασία και η πορεία προσδιορισµού της τελικής µέσης ανάκτησης, της 

αβεβαιότητάς της και των επιµέρους συστατικών αβεβαιότητας πραγµατοποιήθηκε µε τη 

χρήση ανάλυσης διακύµανσης (ANOVA). 

   

Πίνακας 6.10 Πίνακας ANOVA για το ιεραρχικό σχέδιο και την εκτίµηση αβεβαιότητας 

Παράγοντες Επίπεδα Μέσα 

τετράγωνα 

Βαθµοί 

ελευθερίας 

Αβεβαιότητα 

Υπόστρωµα l=2 MSΜ l-1=1 u2(∆RΜ)=        

         MSΜ –  MSc/pr       

Επίπεδο 

συγκέντρωσης 

p=3 MSc l(p-1)=4 u2(∆RC) =                 

MSc – MSr /r 

Επαναλήψεις  r=3 MSr lp(r-1)=12 u2(∆Rr) = MSr 

Σύνολο    lpr-1=17  
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Πίνακας 6.11 Μέσα τετράγωνα και συστατικά της αβεβαιότητας από την εφαρµογή ANOVA στα δεδοµένα του ιεραρχικού σχεδίου 
 
 

df MSα/F-valueβ (pγ)      

  α-HCH β-HCH γ-HCH PCB 28   

Υπόστρωµα 1 0,02888/3,26(0,145404) 0,133817/6,61(0,061962) 0,016623/4,60(0,098601) 0,05238/2,16(0,21598)   

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0,008865/3,08(0,05857) 0,020256/7,79(0,002468) 0,003615/0,12(0,971182) 0,024302/1,57(0,244274)   

Επαναλήψεις 12 0,002883 0,002602 0,029233 0,015451   

Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 
(Rm) 

 
Αβεβαιότητα 

 0,737 0,785 0,570 0,861 

  

u
2
(∆RM)  0,002224 0,012618 0,001445 0,003119   

u
2
(∆Rc)  0,001994 0,005884 -0,008539 0,002950   

u
2
(∆Rr)  0,002883 0,002602 0,029233 0,15451   

)( mRu   0,000837 0,001633 0,000388 0,002551 
  

u(R)  0,064951 0,136034 0,03802 0,077953   

 df MSα/F-valueβ (pγ)      

  Heptachlor δ-HCH PCB 52 Aldrin   

Υπόστρωµα 1 0,000068/0,004(0,952998) 0,057574/3,12(0,152019) 0,371522/12,40(0,024431) 0,088621/6,74(0,060284)   

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0,017300/4,232(0,22992) 0,018445/5,93(0,007150) 0,029970/3,81(0,031768) 0,013147/1,39(0,295543)   

Επαναλήψεις 12 0,004088 0,003109 0,007860 0,009463   
 Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 

(Rm) 
 

Αβεβαιότητα 

 0,842 0,887 0,955 0,767 

  

u
2
(∆RM)  -0,001914 0,004347 0,037950 0,008386   

u
2
(∆Rc)  0,004404 0,005112 0,00737 0,001228   

u
2
(∆Rr)  0,004088 0,003109 0,007860 0,009463   

)( mRu   0,001378 0,001631 0,003013 0,00106 
  

U(R)  0,066377 0,097274 0,212907 0,098057   
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 df MSα/F-valueβ (pγ)      

  Heptachlor epoxide γ-chlordane PCB 101 α-chlordane   

Υπόστρωµα 1 0,002048/0,049(0,835776) 0,021081/0,455(0,53691) 0,360118/11,83(0,026309) 0,02205/0,41(0,556204)   

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0,041859/6,57(0,004873) 0,046323/11,19(0,000512) 0,030443/3,93(0,029009) 0,053608/3,93(0,029068)   

Επαναλήψεις 12 0,006376 0,004141 0,007749 0,013655   
 Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 

(Rm) 
 

Αβεβαιότητα 

 0,925 0,939 0,835 0,929 

  

u
2
(∆RM)  -0,004423 -0,002805 0,036630 -0,003506   

u
2
(∆Rc)  0,011827 0,014060 0,007565 0,013317   

u
2
(∆Rr)  0,006376 0,004141 0,007749 0,013655   

)( mRu   0,00358 0,003833 0,002686 0,004216 
  

u(R)  0,108814 0,11864 0,210244 0,115479   

 df MSα/F-valueβ (pγ)      

  Endosulfan I 4,4 -DDE Dieldrin Endrin   

Υπόστρωµα 1 0,00646/0,26(0,638) 0,069938/2,29(0,204559) 0,00399/0,13(0,735926) 0,027067/0,93(0,388516)   

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0,025004/7,96(0,002254) 0,030506/8,42(0,001780) 0,030513/10,54(0,000670) 0,028974/5,58(0,008977)   

Επαναλήψεις 12 0,003141 0,003622 0,002894 0,005196   
 Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 

(Rm) 
 

Αβεβαιότητα 

 0,925 0,924 0,919 1,085 

  

u
2
(∆RM)  -0,002060 0,004381 -0,002947 -0,000211   

u
2
(∆Rc)  0,007287 0,008961 0,009206 0,007926   

u
2
(∆Rr)  0,003141 0,003622 0,002894 0,005196   

)( mRu   0,002067 0,002497 0,002696 0,003154 
  

u(R)  0,085393 0,115537 0,095988 0,089084   



Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

197 

 df MSα/F-valueβ (pγ)      

  PCB 153 4,4 -DDD Endosulfan II PCB 138   

Υπόστρωµα 1 0,064321/1,06(0,362056) 0,014849/2,04(0,225911) 0,069316/2,45(0,192368) 0,007771/0,23(0,655279)   

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0,060867/7,85(0,002384) 0,007260/1,20(0,360817) 0,028259/3,39(0,044977) 0,033510/13,3(0,000229)   

Επαναλήψεις 12 0,007752 0,006055 0,008348 0,002519   
 Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 

(Rm) 
 

Αβεβαιότητα 

 0,968 0,915 0,803 1,003 

  

u
2
(∆RM)  0,000383 0,000843 0,004561 -0,002859   

u
2
(∆Rc)  0,017705 0,000401 0,006637 0,010330   

u
2
(∆Rr)  0,007752 0,006055 0,008348 0,002519   

)( mRu   0,004791 0,000591 0,002266 0,002912 
  

u(R)  0,13458 0,035288 0,105849 0,10168   

 df MSα/F-valueβ (pγ)      

  Endrin aldehyde Endosulfan sulfate PCB 180 Methoxychlor   

Υπόστρωµα 1 0,286777/13,43(0,0215) 0,208012/7,06(0,056593) 0,009661/0,3(0,612115) 0,100203/15,91(0,016289)   

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0,021359/5,04(0,012878) 0,029475/0,7(0,605023) 0,032034/10,57(0,000661) 0,006300/1,03(0,431147)   

Επαναλήψεις 12 0,004241 0,041946 0,003029 0,006116   
 Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 

(Rm) 
 

Αβεβαιότητα 

 0,445 0,715 0,921 0,978 

  

u
2
(∆RM)  0,029490 0,019837 -0,002486 0,010433   

u
2
(∆Rc)  0,005706 -0,004157 0,009668 0,000006   

u
2
(∆Rr)  0,004241 0,041946 0,003029 0,006116   

)( mRu   0,001834 0,002909 0,002649 0,000672 
  

u(R)  0,187617 0,140876 0,098363 0,102447   
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 df MSα/F-valueβ (pγ)      

  Endrin ketone PCB 209  
 

 
 

  

Υπόστρωµα 1 0.068573/5.03(0.088445) 0.062894/0.94(0.3877)     

Ποσότητα αναλυτέας ένωσης 4 0.013645/2.17(0.134566) 0.067071/7.02(0.003747)     

Επαναλήψεις 12 0.006293 0.009554     
 Μέση τιµή ολικής ανάκτησης 

(Rm) 
 

Αβεβαιότητα 

 0.763 0.942 

    

u
2
(∆RM)  0.006103 -0.000464     

u
2
(∆Rc)  0.002451 0.019172     

u
2
(∆Rr)  0.006293 0.009554     

)( mRu   0.00134 0.006841 
    

u(R)  0.092496 0.138633     

df: βαθµοί ελευθερίας 
α MS: µέσο τετράγωνο 

β F-value : F-test, εκτίµηση διακυµάνσεων   
γ p: πιθανότητα
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Για να διαπιστώσουµε εάν ένας παράγοντας εµφανίζει σηµαντικά µεγαλύτερη ή 

µικρότερη επίδραση στην µελετώµενη απόκριση  σε σχέση µε έναν άλλο παράγοντα και για 

να διαπιστωθεί η συνεισφορά ενός παράγοντα στην αύξηση της διακύµανσης σε σύγκριση µε 

τους άλλους µελετώµενους παράγοντες εφαρµόσαµε δυο κριτήρια που πηγάζουν από τα 

δεδοµένα της ανάλυσης διακύµανσης και των υπόλοιπων υπολογισµών του ιεραρχικού 

σχεδίου. Συγκεκριµένα: 

1. συγκρίναµε τις υπολογιζόµενες τιµές µέσου τετραγώνου µεταξύ δύο 

εξεταζόµενων παραγόντων 

Στην ανάλυση διακύµανσης (ANOVA) των δεδοµένων του ιεραρχικού σχεδίου 

αναµένεται οι τιµές των µέσων τετραγώνων να αυξάνονται από τα χαµηλά προς τα υψηλά 

επίπεδα του σχεδίου αφού ένας θετικός όρος προστίθεται στο µέσο τετράγωνο του 

χαµηλότερου επιπέδου. Έτσι, σύµφωνα µε τον πίνακα 6.8 οι διακυµάνσεις αναµένεται να 

είναι θετικές. Αν όµως η διακύµανση ενός παράγοντα είναι αρνητική σηµαίνει ότι ο 

παράγοντας αυτός εµφανίζει σηµαντικά µικρότερη επίδραση στη µελετώµενη απόκριση σε 

σχέση µε τον παράγοντα που βρίσκεται ακριβώς κάτω από αυτόν στο ιεραρχικό σχέδιο. Τότε 

η διακύµανση αυτή δεν λαµβάνεται υπόψη στον υπολογισµό της αβεβαιότητας u(R) της 

πραγµατικής ανάκτησης R. 

2. εφαρµόσαµε τη δοκιµασία F (F-test) για τη σύγκριση των διακυµάνσεων των 

εξεταζόµενων παραγόντων 

 Με τη δοκιµασία F συγκρίναµε τα µέσα τετράγωνα των παραγόντων της ανάλυσης 

διακύµανσης του σχεδίου δηλαδή τις διακυµάνσεις αυτών. Η τιµή F για κάθε παράγοντα 

υπολογίζεται ως ο λόγος του µέσου τετραγώνου ενός παράγοντα προς το µέσο τετράγωνο του 

παράγοντα που βρίσκεται ένα επίπεδο ακριβώς από κάτω στο ιεραρχικό σχέδιο. Με αυτόν 

τον τρόπο εξακριβώνεται εάν ένας παράγοντας σε υψηλό επίπεδο στην ιεραρχική δοµή του 

σχεδίου συνεισφέρει σηµαντικά στην αύξηση της διακύµανσης σε σύγκριση µε τη 

συνεισφορά όλων των παραγόντων που βρίσκονται χαµηλότερα από αυτόν.  

Σύµφωνα µε το 1ο κριτήριο, διαπιστώνουµε από τον πίνακα 6.9 ότι η διακύµανση που 

οφείλεται στα διαφορετικά είδη υποστρώµατος έχει αρνητική τιµή για τις ενώσεις: 

heptachlor, heptachlor epoxide, γ-chlordane, α-chlordane, endosulfan I, dieldrin, endrin, PCB-

138, PCB-180, PCB-209. Εποµένως, ο κυριότερος παράγοντας που συνεισφέρει στην 

αβεβαιότητα της µεθόδου για τις παραπάνω ενώσεις είναι τα επίπεδα συγκέντρωσης αυτών. 

Για τις υπόλοιπες ενώσεις δεν διαφαίνεται σηµαντικά µεγαλύτερη ή µικρότερη συνεισφορά 

στην αβεβαιότητα κάποιου από τους εξεταζόµενους παράγοντες.  
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Σύµφωνα µε το 2ο κριτήριο, λαµβάνοντας υπόψη τις τιµές F του πίνακα 6.9 

συµπεραίνουµε ότι ο παράγοντας υπόστρωµα συνεισφέρει σηµαντικά στην αύξηση της 

διακύµανσης της ανάκτησης σε σχέση µε τον παράγοντα του επιπέδου συγκέντρωσης για τις 

ενώσεις: PCB 52, PCB-101, endrin aldehyde, methoxychlor. Η τιµή F υπολογίζεται από τον 

πίνακα του παραρτήµατος για ν1=1 (βαθµοί ελευθερίας του παράγοντα υπόστρωµα) και ν2=4 

(βαθµοί ελευθερίας του παράγοντα ποσότητα αναλυτέας ένωσης). Η κρίσιµη τιµή F για 

p=0,05 (στατιστική βεβαιότητα 95%) είναι : 7,71. Για τις ενώσεις αυτές δηλαδή δεν 

διαφαίνεται σηµαντική επίδραση του επιπέδου συγκεντρώσεων ενώ για όλες τις υπόλοιπες 

ενώσεις η επίδραση των παραγόντων εξισώνεται.  Συµπερασµατικά, λαµβάνοντας υπόψη τα 

δυο κριτήρια αξιολόγησης των δεδοµένων της ανάλυσης διακύµανσης καταλήξαµε στην 

εκτίµηση της επίδρασης των µελετώµενων παραγόντων στην αβεβαιότητα της µεθόδου για 

κάθε ένωση χωριστά όπως φαίνεται στον πίνακα 6.10. 
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Πίνακας 6.12 Επίδραση των µελετώµενων παραγόντων στην αβεβαιότητα της µεθόδου 

Αναλυτέα 

ένωση 
Εξέταση 1

ου
 κριτηρίου Εξέταση 2

ου
 κριτηρίου 

Συνολική επίδραση 

παραγόντων 

α-HCH Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

β-HCH Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

γ-HCH Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

PCB 28 Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

Heptachlor 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

δ-HCH Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

PCB 52 Καµιά σηµαντική επίδραση Επίδραση υποστρώµατος υπόστρωµα 

Aldrin Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

Heptachlor 

epoxide 

Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

γ-chlordane 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

PCB 101 Καµιά σηµαντική επίδραση Επίδραση υποστρώµατος υπόστρωµα 

α-chlordane 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

Endosulfan I 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

4,4 –DDE Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

Dieldrin 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

endrin 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

PCB 153 Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

4,4 –DDD Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

Endosulfan II Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

PCB 138 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

Endrin aldehyde Καµιά σηµαντική επίδραση Επίδραση υποστρώµατος υπόστρωµα 

Endosulfan 

sulphate 
Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

PCB 180 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 

Methoxychlor Καµιά σηµαντική επίδραση Επίδραση υποστρώµατος υπόστρωµα 

Endrin ketone Καµιά σηµαντική επίδραση Καµιά σηµαντική επίδραση - 

PCB 209 
Επίδραση επιπέδου 

συγκέντρωσης 
Καµιά σηµαντική επίδραση επίπεδο συγκέντρωσης 
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Όπως αναλύθηκε στην παράγραφο 3.2.4, µπορούµε να εφαρµόσουµε έναν έλεγχο 

σηµαντικότητας για την ύπαρξη ή µη συστηµατικού σφάλµατος της διαδικασίας ανάκτησης 

των ενώσεων. Για τον έλεγχο αυτό χρησιµοποιούµε τη σχέση: 

t
u

R

Rm

m >
−1

, 

όπου mR : η ολική µέση ανάκτηση, 
mRu : η αβεβαιότητα της ανάκτησης , t : η κρίσιµη τιµή 

βασιζόµενη σε έναν παράγοντα κάλυψης ή όταν ο έλεγχος είναι ολοκληρωτικά στατιστικός, t 

(a/2, n-1) είναι η σχετική τιµή του ελέγχου του Student' s t – test για επίπεδο εµπιστοσύνης 1 

– a και n-1 βαθµούς ελευθερίας.  Ο έλεγχος αυτός περιλαµβάνει το ερώτηµα «εάν η ποσότητα 

R-1 είναι µεγαλύτερη από την αβεβαιότητα του προσδιορισµού της ανάκτησης, uR, σε κάποιο 

επίπεδο εµπιστοσύνης α. 

Έτσι, για κάθε ένωση της µελέτης προέκυψαν τιµές t εφαρµόζοντας δοκιµή 

σηµαντικότητας της ολικής ανάκτησης όπως φαίνεται στον πίνακα 6.11. 

Στον πίνακα φαίνεται ότι για όλες τις ενώσεις – µε εξαίρεση την ένωση PCB-138, οι 

τιµές tπειραµ.  είναι µεγαλύτερες από την κρίσιµη τιµή  t (=2,11-για 17 βαθµούς ελευθερίας που 

σχετίζονται µε την αβεβαιότητα της ολικής ανάκτησης). Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι οι τιµές 

ανάκτησης για τις προαναφερόµενες ενώσεις διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά από τη 

µονάδα και εποµένως η µέθοδος έχει σηµαντικό συστηµατικό σφάλµα.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

203 

 

 

Πίνακας 6.13 Οι ολικές ανακτήσεις των ενώσεων και οι τιµές t από τη δοκιµή σηµαντικότητας. 

Αναλυτέα 

ένωση 
α-HCH β-HCH γ- HCH 

PCB   

28 
Heptachlor 

δ- 

HCH 

PCB 

52 
Aldrin 

Heptachlor 

epoxide 

γ-

chlordane 

PCB 

101 

α-

chlordane 

Endosulfan 

I 

4,4-

DDE 

mR  0.737 0.785 0.570 0.861 0.842 0.887 0.956 0.767 0.924 0.939 0.835 0.930 0.925 0.924 

t (α=0.05) 314.41 131.45 1108.39 54.42 114.53 64.41 14.75 220.17 21.01 15.79 61.42 16.7 36.09 30.25 

               

Αναλυτέα 

ένωση 
Dieldrin Endrin 

PCB    

153 
4,4-DDD Endosulfan II 

PCB    

138 

Endrin 

aldehyde 

Endosulfan 

sulfate 

PCB   

180 
Methoxychlor 

Endrin 

ketone 

PCB      

209 

mR  0.919 1.085 0.968 0.915 0.803 1.004 0.445 0.715 0.921 0.978 0.763 0.942 

t (α=0.05) 29.96 27.05 6.63 144.67 87.15 1.22 302.85 98.14 29.88 32.48 176.57 8.43 
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6.3 Εφαρµογές της µεθοδολογίας MSPD για την εκχύλιση 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων από ιχθυρά 

Οι µελέτες για την ανίχνευση οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε ιχθυρά είναι 

πολυάριθµες και ξεκίνησαν από τη στιγµή που άρχισαν να διαφαίνονται οι αρνητικές 

επιπτώσεις τους στον άνθρωπο και το περιβάλλον. ∆ιατρέχοντας τη σχετική βιβλιογραφία 

διαπιστώσαµε ότι δεν υπάρχει συστηµατική προσπάθεια ενιαιοποίησης των δεδοµένων και 

προϋποθέσεων των µελετών, δηλαδή χρησιµοποιούνται διαφορετικές µέθοδοι εκχύλισης, 

διαφορετική διαδικασία δειγµατοληψίας, διαφορετικοί µέθοδοι ανίχνευσης και διαφορετική 

διαδικασία επεξεργασίας των δεδοµένων της µελέτης (αξιολόγηση µετρήσεων), γεγονός που 

έχει ως αποτέλεσµα από τη µία την βελτίωση και ανάπτυξη των µεθοδολογιών αλλά από την 

άλλη τη δυσκολία σύγκρισης µεθοδολογιών. 

Η τεχνική εκχύλισης MSPD εισήχθη για πρώτη φορά από τους Barker et al, (1989) και 

εφαρµόζεται αρκετά έως σήµερα ως αναλυτική µεθοδολογία εκχύλισης εξαιτίας των 

συγκριτικών πλεονεκτηµάτων της σε σχέση µε άλλες τεχνικές εκχύλισης όπως απλότητα, 

ευελιξία, ικανοποιητική απόδοση, εκλεκτικότητα, µικρός χρόνος και χαµηλό κόστος 

ανάλυσης και απαίτηση ήπιων συνθηκών εκχύλισης. Έχει καθιερωθεί ως αξιόπιστη 

αναλυτική µεθοδολογία των µεθοδολογιών εκχύλισης Soxhlet, MAE, SFE, PLE. Σύµφωνα µε 

τους Capriotti et al. (2010), την περίοδο από 1990 έως Σεπτέµβριος 2010, έχουν καταγραφεί 

στην επιστηµονική βιβλιογραφία 477 εγγραφές µε τον όρο: «matrix solid phase extraction», 

εκ των οποίων 360 άρθρα στην Αγγλική γλώσσα. Ειδικότερα, τα έτη 2007-2009, η 

αρθρογραφία που περιέχει τον όρο: «matrix solid phase extraction» αριθµεί 113 άρθρα. Την 

τελευταία δεκαετία αρκετά άρθρα εστιάστηκαν στη διερεύνηση του µηχανισµού της MSPD, 

τα πλεονεκτήµατα, τις εφαρµογές και τη βελτιστοποίηση της. Ελάχιστες όµως αναφορές 

υπάρχουν σχετικά µε την εφαρµογή της µεθοδολογίας MSPD για την ταυτόχρονη εκχύλιση 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων που περιλαµβάνουν πολυχλωριοµένα διφαινύλια από ιχθυρά 

και καµιά αναφορά για τη βελτιστοποίηση αυτής της µεθόδου µε τη χρήση παραγοντικών 

σχεδιασµών µε προσοµοίωση µε τεχνητά νευρωνικά δίκτυα για τον προαναφερόµενο σκοπό.  

Οι Ling Y.C., Chang M.Y. και  Huang I. P. (1994) χρησιµοποίησαν τη µεθοδολογία  

MSPD για την εκχύλιση πολυχλωριοµένων διφαινυλίων από ιχθυρά. Χωρίς να 

πραγµατοποιηθεί κάποια διαδικασία βελτιστοποίησης για την εκχύλιση, χρησιµοποιήθηκαν: 

0,5g δείγµατος, 2g C-18 ως υλικό διασποράς, 10mL εξανίου ως διαλύτης έκλουσης και 1g 

πηκτή οξινισµένης σίλικας ως υλικό καθαρισµού του εκχυλίσµατος. Η µελέτη αυτή απέδωσε 

όρια ανίχνευσης από 0,13 έως 0,17 (µg/g) , τιµές ανάκτησης 94,8±5,9 (%) (µέση τιµή για τα 
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επίπεδα συγκέντρωσης: 0,37 έως 9,17 µg/g) και 84,1±4,9 (%) (µέση τιµή για τα επίπεδα 

συγκέντρωσης: 0,89 έως 5,62 µg/g) για τα µίγµατα   PCBs: KC-300/KC-500 αντίστοιχα. 

Λίγο αργότερα, οι Ling Y.C., και  Huang I. P. (1995), προχώρησαν σε διαδικασία 

µερικής βελτιστοποίησης της µεθοδολογίας MSPD. ∆ιερεύνησαν την αποτελεσµατικότητα 

των σταδίων καθαρισµού εκχυλίσµατος και έκλουσης, µε τη µέθοδο της µεταβολής ενός 

παράγοντα τη φορά. Η βελτιστοποιηµένη µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για την εκχύλιση 16 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων και PCBs από ιχθυρά αλλά διαχωρίζοντας τις δύο παραπάνω 

οµάδες ενώσεων σε δύο πειραµατικές πορείες (µη ταυτόχρονος προσδιορισµός). Οι τιµές 

ανακτήσεων βρέθηκαν >85% για τις 16 ενώσεις και >95% για τα PCBs στα επίπεδα 

συγκέντρωσης εµβολιασµού του υποστρώµατος: 0,1-2 µg/g. Τα LOD ήταν 19,6-91,1 ng/g και 

71,4-112,2 ng/g, οι συντελεστές συσχέτισης 0,995 και 0,999 αντίστοιχα για τις παραπάνω 

κατηγορίες.  

Μια πρώτη προσπάθεια βελτιστοποίησης της µεθοδολογίας  MSPD µε εφαρµογή 

παραγοντικών σχεδιασµών πραγµατοποιήθηκε από τους Carro A. M. et al (2005) για την 

εκχύλιση χλωριωµένων και βρωµιωµένων ενώσεων από δείγµατα ιχθυρών ιχθυοτροφείου και 

ιχθυοτροφές. Μελετήθηκαν οι παράγοντες: είδος υλικού διασποράς, ποσότητα υλικού C-18, 

όγκος διαλύτη έκλουσης και διαδικασία έκλουσης µε τη χρήση πειραµατικού σχεδίου 2332//9. 

Η απόδοση της βελτιστοποιηµένης µεθόδου χαρακτηρίστηκε από τιµές ανάκτησης των 

ενώσεων (PCBs, 4,4,-DDT, α,γ-HCH, Heptachlor) µεταξύ 70-96%, LOD 0,1-7,1 ng/g, 

συντελεστή συσχέτισης 0,995 (για εύρος συγκεντρώσεων 50-400 ng/mL) και 

επαναληπτικότητα 1,1-7,7 %RSD σε επίπεδο συγκέντρωσης 100 ng/mL. Η χρωµατογραφική 

ανάλυση έγινε µε GC-ECD. Ακολούθησε ανάλυση µε GC-MS/MS όπου σηµειώθηκαν όρια 

ανίχνευσης 0,4-1,2 ng/g. 
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6.4 Συµπεράσµατα 

 
Η παρούσα µελέτη ασχολήθηκε µε την ανάπτυξη και εφαρµογή µιας µεθοδολογίας για 

την εκχύλιση επιλεγµένων οργανοχλωριωµένων ενώσεων από ιχθυρά. Οι ενώσεις που 

επελέγησαν αποτελούν συστατικά εντοµοκτόνων και πολυχλωριωµένα διφαινύλια όπως 

αναπτύχθηκε στο 1ο κεφάλαιο της παρούσας διατριβής. Ως µέθοδος εκχύλισης επιλέχθηκε η 

µέθοδος µε διασπορά του υποστρώµατος σε στερεά φάση (MSPD) και διενεργήθηκαν δύο 

διαφορετικές διαδικασίες για την βελτιστοποίησή της µε σκοπό την υψηλότερη δυνατή 

απόδοση. Στόχος της βελτιστοποίησης αποτελεί η εύρεση των βέλτιστων πειραµατικών 

συνθηκών αλλά και η ικανοποίηση των πρακτικών πειραµατικών συνθηκών.  

Για την πρώτη διαδικασία, ακολουθήθηκε η µέθοδος της µεταβολής ενός παράγοντα τη 

φορά σύµφωνα µε την οποία βρέθηκαν ως βέλτιστες συνθήκες οι : 

• υλικό διασποράς:  C-18 (100%) - 2g, 

• αναλογία δείγµατος/ υλικού διασποράς: 1/2, 

• διαλύτης έκλουσης: µίγµα εξάνιο/διχλωροµεθάνιο: (50%) / (50%) - 15mL, 

• υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος: Florisil (100%) - 2g 

Η απόδοση της µεθόδου µετρήθηκε υπολογίζοντας µε κατάλληλα πειράµατα ορισµένα 

σηµαντικά χαρακτηριστικά ποιότητά της. Έτσι η ανάκτηση κυµάνθηκε από 55% έως 114% 

(στο επίπεσο συγκέντρωσης 50 ng/g) , τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης από 0,3 έως 

1,0 (ng/g) και 1,0 έως 3,3 (ng/g) αντίστοιχα. Η επαναληψιµότητα και η αναπαραγωγιµότητα 

της µεθόδου υπολογίστηκαν ως % RSD και βρέθηκαν στα επίπεδα τιµών 4,3-20,2 και 2,0-

19,6 αντίστοιχα. 

Για τη δεύτερη διαδικασία ακολουθήθηκε η µέθοδος της εφαρµογής παραγοντικών 

σχεδιασµών µε προσοµοίωση των εξαγωγιµών δεδοµένων τους µε εφαρµογή τεχνητών 

νευρωνικών δικτύων σύµφωνα µε την οποία βρέθηκαν ως βέλτιστες συνθήκες οι : 

• υλικό διασποράς: µίγµα C-18 (80%) / Florisil (20%), 

• αναλογία δείγµατος/ υλικού διασποράς: 1/2, 

• διαλύτης έκλουσης: µίγµα εξάνιο/διχλωροµεθάνιο: (50%) / (50%), 

• υλικό καθαρισµού εκχυλίσµατος: µίγµα C-18 (40% ) / Florisil (60%). 

Η απόδοση της µεθόδου µετρήθηκε υπολογίζοντας µε κατάλληλα πειράµατα ορισµένα 

σηµαντικά χαρακτηριστικά ποιότητά της. Η απόδοση της µεθόδου εκτιµήθηκε µε τον 

υπολογισµό κριτηρίων ποιότητας για δύο διαφορετικά υποστρώµατα µε κριτήριο 

διαφοροποίησης το ποσοστό λίπους που όπως φάνηκε επηρεάζει την εκχύλιση των 
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οργανοχλωριωµένων ενώσεων από ιχθυρά.. Έτσι, για το υπόστρωµα µε το µεγαλύτερο 

ποσοστό λίπους, η ανάκτηση κυµάνθηκε από 68% έως 115% (µε εξαίρεση το PCB 101: 62%) 

στο επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g, τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης από 0,09 έως 

1,0 (ng/g) και 0,29 έως 3,3 (ng/g) αντίστοιχα. Για το υπόστρωµα µε το χαµηλότερο ποσοστό 

λίπους, η ανάκτηση κυµάνθηκε από 55% έως 119% (µε εξαίρεση την endrin aldehyde: 37%) 

στο επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g, τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης από 0,09 έως 

1,03 (ng/g) και 0,30 έως 3,4 (ng/g) αντίστοιχα. Η επαναληψιµότητα και η 

αναπαραγωγιµότητα της µεθόδου υπολογίστηκαν ως % RSD χρησιµοποιόντας το υπόστρωµα 

µε το υψηλότερο ποσοστό λίπους και βρέθηκαν στα επίπεδα τιµών 5,3-19,7 και 2,6-18,3 

αντίστοιχα. 

Εκτός από την εξέταση του εύρους τιµών για κάθε χαρακτηριστικό ποιότητας η 

µεµονωµένη εξέταση αυτών για κάθε ένωση φανερώνει την σηµαντικά καλύτερη απόδοση 

της µεθόδου βελτιστοποίησης µε την εφαρµογή των παραγοντικών σχεδιασµών, αφού 

επιτυγχάνει υψηλότερα επίπεδα ανάκτησης όλων των ενώσεων (πολυυπολειµµατική 

µέθοδος), χαµηλότερα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης των περισσοτέρων ενώσεων 

(περίπου 3 φορές πιο χαµηλά) και χαµηλότερες τιµές % RSD ως δείκτες επαναληπτικότητας 

και αναπαραγωγιµότητας. Αυτή η µέθοδος συνυπολογίζει τις αλληλεπιδράσεις των 

παραγόντων που επιδρούν σηµαντικά στην απόδοση της εκχύλισης οδηγώντας έτσι 

περισσότερο πιθανά (µικρότερη απόκλιση) στο πραγµατικό βέλτιστο σηµείο εκχύλισης των 

ενώσεων. Οι αλληλεπιδράσεις των παραγόντων συνυπολογίζονται αφού προκύπτουν από τη 

δηµιουργία της µήτρας των πειραµατικών πορειών της βελτιστοποίησης από την εφαρµογή 

των παραγοντικών σχεδιασµών. Τα αποτελέσµατα αυτά επιτυγχάνονται µε µικρότερο αριθµό 

πειραµάτων και εποµένως µε µικρότερο κόστος, λιγότερο κόπο, υψηλότερη ταχύτητα 

παραγωγής αποτελεσµάτων. Η εφαρµογή των τεχνητών νευρωνικών δικτύων, σε συνέχεια 

της παραγωγής δεδοµένων των παραγοντικών σχεδιασµών, είναι η διαδικασία για την εύρεση 

των βέλτιστων πειραµατικών συνθηκών.  

Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι η εφαρµογή παραγοντικών 

σχεδιασµών µε προσοµοίωση µετά τη χρήση ΤΝ∆ είναι µια ποιοτική, αποδοτική, γρήγορη 

και πλήρης προσέγγιση για τη βελτιστοποίηση µεθοδολογίας εκχύλισης οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων από ιχθυρά. Αποτελεί βελτιστοποιηµένη µεθοδολογία εκχύλισης µε διασπορά του 

υποστρώµατος σε στερεά φάση που µπορεί να αναπτυχθεί σε ικανοποιητικό χρόνο και να 

προσαρµόζεται ή/και να επαναπροσδιορίζονται οι συνθήκες της σύµφωνα µε τις πειραµατικές 

απαιτήσεις (π.χ. διαφορετικά είδη υποστρωµάτων). 
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Οι παραγοντικοί σχεδιασµοί εφαρµόστηκαν επιπλέον για την εκτίµηση της 

αβεβαιότητας που προέρχεται από την ορθότητα της µεθόδου (βελτιστοποιηµένη µέθοδος 

εκχύλισης). Η αβεβαιότητα µέτρησης αποτελεί σηµαντική παράµετρο υπολογισµού της 

διασποράς των πειραµατικών τιµών από την αληθινή τιµή του µετρούµενου είδους. 

Χαρακτηρίζει και αξιολογεί την ορθότητα µιας µεθόδου. Στην παρούσα µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε έρευνα για την εκτίµηση της αβεβαιότητας από την εκχύλιση των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων από δείγµατα ιχθυρών. Σχεδιάστηκε και εφαρµόστηκε ένα 

πλήρως ένθετο ή ιεραρχικό πειραµατικό σχέδιο από τα δεδοµένα του οποίου εξήχθησαν 

συµπεράσµατα για: 

• Τη συνεισφορά των επιλεγόµενων παραγόντων στην ορθότητα και άρα στην 

αβεβαιότητα της µεθόδου. 

• Την απόκλιση της ανάκτησης της µεθόδου από τη µονάδα (ιδανική ανάκτηση 

R=1) και άρα την ύπαρξη συστηµατικού σφάλµατος στη µέθοδο. 

Απ’ αυτούς τους υπολογισµούς µπορούµε να ανιχνεύσουµε την ύπαρξη ή όχι συστηµατικού 

σφάλµατος της µεθόδου, να συνυπολογίσουµε στον υπολογισµό της ανάκτησης τη 

διακύµανση από εξεταζόµενους παράγοντες και να προβούµε σε πληρέστερη καταγραφή των 

αναλυτικών αποτελεσµάτων (συµπεριλαµβάνοντας την αβεβαιότητα στην έκφραση των 

αναλυτικών αποτελεσµάτων) και σε διόρθωση του αποτελέσµατος λαµβάνοντας υπόψη το 

συστηµατικό σφάλµα. Εναλλακτικά, εάν δε γίνει διόρθωση και το συστηµατικό σφάλµα 

µπορεί να εξηγηθεί, γίνεται αναφορά σ’ αυτό ώστε να λαµβάνεται υπόψη κατά τη χρήση της 

µεθόδου. 

Στην παρούσα µελέτη, προσδιορίστηκε επίδραση του επιπέδου συγκέντρωσης στην 

ανάκτηση των περισσοτέρων ενώσεων του ιεραρχικού σχεδίου. Προκύπτει ως συµπέρασµα 

ότι για την ανάλυση µελλοντικών δειγµάτων ιχθυρών δεν απαιτείται διαφοροποίηση της 

µεθοδολογίας κατά την εξέταση διαφορετικών ειδών ιχθυρών, αφού το διαφορετικό 

υπόστρωµα δεν επιδρά στην ορθότητα της µεθόδου, δηλαδή δεν συνεισφέρει στην 

αβεβαιότητα των µετρήσεων. Προσδιορίστηκε ακόµη σηµαντικό συστηµατικό σφάλµα, από 

τη δοκιµή t
u

R

Rm

m ≥
−1

 δηλαδή σηµαντική στατιστική διαφορά της ανάκτησης µεθόδου από τη 

µονάδα για όλες τις ενώσεις εκτός της ένωσης PCB-138. Στην αναλυτική Χηµεία όταν 

εξετάζονται σύνθετα και ανοµοιόµορφα δείγµατα µεγάλου πληθυσµού και η µεθοδολογία 

ανάλυσης είναι πολύ υπολειµµατική οι βέλτιστες πειραµατικές συνθήκες επιλέγονται για να 

ικανοποιήσουν τις απαιτήσεις ανάλυσης όλων των ενώσεων µαζί. Είναι λοιπόν δυνατή και 
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δικαιολογηµένη, υπό προϋποθέσεις, η απόκλιση της τιµής ανάκτησης µιας ένωσης από την 

ιδανική τιµή, όπως συµβαίνει στην παρούσα µελέτη. Πέραν αυτού όµως, η εκτίµηση της 

αβεβαιότητας µέτρησης και ο υπολογισµός της στα πραγµατικά δείγµατα συµπεριλαµβάνει το 

σφάλµα στο αναλυτικό αποτέλεσµα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

 

 

 

 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ 

 
7.1 Προσδιορισµός των τιµών συγκέντρωσης των οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων στα δείγµατα ιχθυρών της µελέτης 

Η βελτιστοποιηµένη (µε την εφαρµογή των παραγοντικών σχεδιασµών) µεθοδολογία 

εκχύλισης µε διασπορά του υποστρώµατος σε στερεά φάση (MSPD), ύστερα από την 

επικύρωσή της, εφαρµόστηκε στον προσδιορισµό των οργανοχλωριωµένων ενώσεων της 

µελέτης σε δύο περιοχές: τη λίµνη Τριχωνίδα και τη λιµνοθάλασσα Αιτωλικού. Όπως 

αναφέρθηκε στο 5ο κεφάλαιο, πραγµατοποιήθηκε δειγµατοληψία δυο ειδών ιχθυρών από 

κάθε περιοχή και συγκεκριµένα: των ειδών κυπρίνος (Cyprinus carpio) και γλανίδι (Silurus 

aristotelis) από τη λίµνη Τριχωνίδα και των ειδών κέφαλος (Mugil cephalus) και λαβράκι 

(Dicentranchus labrax)  από τη λιµνοθάλασσα Αιτωλικού. Ακολουθώντας πιστά τη 

διαδικασία δειγµατοληψίας, τη διαδικασία εκχύλισης και τη χρωµατογραφική αναλυτική 

διαδικασία προσδιορίσαµε τις ποσότητες οργανοχλωριωµένων ενώσεων της µελέτης στα 

εξεταζόµενα δείγµατα ιχθυρών καθώς και το  % ποσοστό λίπους των δειγµάτων κάθε µήνα 

δειγµατοληψίας. 

 

Σχήµα 7.1 Μέτρηση µήκους ιχθυρών 
Πίνακας 7.1 Ανατοµικά χαρακτηριστικά και ποσοστό (%) περιεχόµενου λίπους των 

δειγµάτων ιχθυρών της µελέτης 
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Μήνας 

δειγµατοληψίας 
Είδος ιχθυρού Βάρος (g) Μήκος (cm) Λίπος (%) 

Ιούλιος     

 Κέφαλος 407±12 34±1 3,29 

 Λαβράκι 370±101 33±3 2,30 

 Γλανίδι 540±71 42±3 6,06 

 Κυπρίνος 990±51 44±2 0,73 

Αύγουστος     

 Κέφαλος 547±32 40±1 2,19 

 Λαβράκι 307±6 32±1 1,68 

 Γλανίδι 247±21 34±2 3,84 

 Κυπρίνος * * * 

Σεπτέµβριος     

 Κέφαλος 1030±20 50±2 1,49 

 Λαβράκι 850±33 47±2 1,24 

 Γλανίδι 625±219 41±7 1,94 

 Κυπρίνος 4910±182 66±25 1,66 

Οκτώβριος     

 Κέφαλος 515±21 36±0 3,85 

 Λαβράκι 203±31 30±2 0,72 

 Γλανίδι 597±31 44±1 4,76 

 Κυπρίνος 1805±163 51±3 1,94 

Νοέµβριος     

 Κέφαλος 625±106 56±23 3,34 

 Λαβράκι 280±25 33±3 0,34 

 Γλανίδι 1150±30 53±7 5,08 

 Κυπρίνος 1310±57 47±12 1,84 

∆εκέµβριος     

 Κέφαλος 490±15 37±1 1,84 

 Λαβράκι 410±60 35±3 1,53 

 Γλανίδι 730±37 46±7 5,24 

 Κυπρίνος 1120±63 49±12 1,70 

    * µη λήψη δείγµατος 

 

  

 

Οι τιµές των ποσοτήτων των ενώσεων εκφράστηκαν ως ng ποσότητας της κάθε ένωσης ανά g 

µυικού ιστού δείγµατος (ng/g ιστού) καθώς και ως  ng ποσότητας της κάθε ένωσης ανά g 

λίπους ιστού δείγµατος (ng/g λίπους). Οι τιµές αυτές αποτελούν το µέσο όρο τριών 
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αναλύσεων, δηλαδή συνολικά αναλύθηκαν κατά την εξάµηνη δειγµατοληψία εβδοµήντα δύο 

(72) δείγµατα. Σύµφωνα µε τους Pastor D. et al (1996), η κανονικοποίηση των 

συγκεντρώσεων των ρύπων ιχθυρών ως προς το λίπος τους είναι σηµαντική τόσο για έλεγχο 

της βιοσυγκέντρωσης όσο και για την µείωση διακυµάνσεων µεταξύ ειδών ιχθυρών αλλά και 

µεταξύ δειγµάτων του ίδιου είδους ιχθυρών.  Τα συγκεντρωτικά αποτελέσµατα των 

αναλύσεων στα δείγµατα της µελέτης καταγράφονται στους πίνακες 7.2. και 7.3. Στους 

πίνακες αυτούς καταγράφονται οι συγκεντρώσεις των ενώσεων που βρέθηκαν µεγαλύτερες 

από το όριο ποσοτικοποίησης της κάθε ένωσης ενώ δεν καταγράφηκαν οι ενώσεις της 

µελέτης για τις οποίες δεν µετρήθηκε ποσότητα για κανένα δείγµα ή ήταν κάτω του ορίου 

ανίχνευσηςσε κάποιον από τους µήνες δειγµατοληψίας. 
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Σχήµα 7.2 Ποσοστό ανίχνευσης των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στο σύνολο των δειγµάτων 

ιχθυρών της µελέτης 

 

 

 

 

 



Κεφάλαιο 7 

214 

Πίνακας 7.2 Συγκεντρώσεις (ng/g ιστού) των οργανοχλωριωµένων ενώσεων ιχθυρών των 
δύο περιοχών δειγµατοληψίας (λίµνη Τριχωνίδα και λιµνοθάλασσα Αιτωλικού)  

Μήνας 

δειγµατοληψίας/Είδος 

δείγµατος 

Endosulfan 

I 

4,4 -

DDE 
Endrin 

4,4 -

DDD 

Endosulfan 

II 

Endrin 

ketone 

Endosulfan 

sulfate 

PCB 

101 

PCB 

153 

Ιούλιος          

Κέφαλος κ.ο.α 1,6 κ.ο.α 0,9 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι κ.ο.α 2,9 7,1 1,0 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι κ.ο.α 59,3 3,4 4,0 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 2,2 4,5 

Κυπρίνος 4,6 4,4 3,7 2,0 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Αύγουστος          

Κέφαλος 9,4 6,7 10,0 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 9,2 κ.ο.α 24,8 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 5,7 31,3 6,3 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος Μη λήψη δείγµατος 

Σεπτέµβριος          

Κέφαλος κ.ο.α 2,1 10,0 1,0 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 7,7 3,1 8,7 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 8,3 26,1 κ.ο.α 7,9 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος κ.ο.α 13,9 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Οκτώβριος          

Κέφαλος 2,7 13,1 κ.ο.α 6,8 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 20,0 4,3 κ.ο.α 5,1 3,5 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 8,9 47,6 κ.ο.α 9,8 7,2 4,5 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος 11,7 10,8 κ.ο.α 2,3 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Νοέµβριος          

Κέφαλος 2,2 2,7 1,3 κ.ο.α 3,9 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 4,9 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 4,2 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 15,5 77,2 κ.ο.α 9,3 4,0 κ.ο.α 15,3 κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος 19,8 7,5 κ.ο.α κ.ο.α 5,8 κ.ο.α 4,5 κ.ο.α κ.ο.α 

∆εκέµβριος          

Κέφαλος 12,7 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 2,9 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 9,4 52,5 κ.ο.α 8,8 3,5 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος 12,6 8,2 κ.ο.α κ.ο.α 5,3 κ.ο.α 3,6 κ.ο.α κ.ο.α 

κ.ο.α.=κάτω του ορίου ανίχνευσης 
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Πίνακας 7.3 Συγκεντρώσεις (ng/g λίπους) των οργανοχλωριωµένων ενώσεων ιχθυρών των δύο 
περιοχών δειγµατοληψίας (λίµνη Τριχωνίδα και λιµνοθάλασσα Αιτωλικού) 

Μήνας 

δειγµατοληψίας/ 

Είδος δείγµατος 

Endosulfan 

I 

4,4 -

DDE 
Endrin 

4,4 -

DDD 

Endosulfan 

II 

Endrin 

ketone 

Endosulfan 

sulfate 

PCB 

101 

PCB 

153 

Ιούλιος          

Κέφαλος κ.ο.α 49 κ.ο.α 27 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι κ.ο.α 126 309 43 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι κ.ο.α 979 56 66 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 36 74 

Κυπρίνος 630 603 507 274 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Αύγουστος          

Κέφαλος 429 306 457 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 548 κ.ο.α 1476 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 148 815 164 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος Μη λήψη δείγµατος 

Σεπτέµβριος          

Κέφαλος κ.ο.α 141 671 67 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 621 250 702 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 428 1345 κ.ο.α 407 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος κ.ο.α 837 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Οκτώβριος          

Κέφαλος 70 340 κ.ο.α 177 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 2778 597 κ.ο.α 708 486 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 187 100 κ.ο.α 206 151 93 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος 603 554 κ.ο.α 119 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Νοέµβριος          

Κέφαλος 66 81 39 κ.ο.α 117 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι 1441 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 1235 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 304 1520 κ.ο.α 183 79 κ.ο.α 301 κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος 1073 408 κ.ο.α κ.ο.α 315 κ.ο.α 245 κ.ο.α κ.ο.α 

∆εκέµβριος          

Κέφαλος 690 κ.ο.α  κ.ο.α  κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Λαβράκι κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 190 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Γλανίδι 179 1002 κ.ο.α 168 67 κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α κ.ο.α 

Κυπρίνος 741 482 κ.ο.α κ.ο.α 312 κ.ο.α 182 κ.ο.α κ.ο.α 

κ.ο.α.=κάτω του ορίου ανίχνευσης 
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Από τους παραπάνω πίνακες φαίνεται ότι οι οργανοχλωριωµένες ενώσεις που βρέθηκαν σε 

κάθε είδος ιχθυρού κατά τη διάρκεια (αλλά όχι κάθε µήνα ) της δειγµατοληψίας ήταν οι: 

Endosulfan I, 4,4 –DDE, Endrin, 4,4 –DDD και Endosulfan II ενώ οι ενώσεις Endosulfan 

sulphate, Endrin ketone, PCB 101 και PCB 153 βρέθηκαν σε κάποια από τα είδη δειγµάτων. 

Συνολικά λοιπόν ανιχνεύθηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν 9 από τις 26 οργανοχλωριωµένες 

ενώσεις που µελετήθηκαν.  Η ένωση 4,4 –DDE βρέθηκε να κατέχει την υψηλότερη 

συγκέντρωση, ίση µε 77,2 ng/g ιστού (1520 ng/g λίπους), στο γλανίδι το µήνα 

δειγµατοληψίας Νοέµβριο ενώ η ένωση  endrin κατείχε τη χαµηλότερη συγκέντρωση, ίση µε 

1,3 ng/g ιστού (39 ng/g λίπους) στον κέφαλο, το µήνα δειγµατοληψίας Νοέµβριο.  

Στα παρακάτω διαγράµµατα φαίνονται οι ποσότητες των οργανοχλωριωµένων ενώσεων που 

προσδιορίστηκαν σε κάθε είδος ιχθυρού ξεχωριστά κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας. 
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Σχήµα 7.3 Οι ποσότητες (ng/g λίπους) οργανοχλωριωµένων ενώσεων που προσδιορίστηκαν στο 
δείγµα Κέφαλος (περιοχή δειγµατοληψίας: Λιµνοθάλασσα Αιτωλικού) 

 

Στο δείγµα Κέφαλος ανιχνεύθηκαν οι ενώσεις: Endosulfan I, 4,4 –DDE, Endrin, 4,4 –DDD 

και Endosulfan II. Η ένωση 4,4–DDD βρέθηκε να έχει τη µικρότερη συγκέντρωση (27 ng/g 

λίπους) και η ένωση endosulfan I τη µεγαλύτερη συγκέντρωση (690 ng/g λίπους). Οι 

µεταβολίτες του 4,4-DDT: 4,4-DDD και 4,4-DDE, είχαν συνεχή παρουσία, σχεδόν σε κάθε 

µήνα δειγµατοληψίας. Σύµφωνα µε τους Pastor D. et al. (1996), τους καλοκαιρινούς και 

φθινοπωρινούς µήνες όπου η κινητικότητα του νερού των λιµνοθαλασσών είναι µικρή, η 

συγκέντρωση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων αυξάνει µε αποτέλεσµα τα ψάρια που 
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τρέφονται κυρίως από το βυθό, όπως ο κέφαλος, να υπόκεινται  σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις αυτών. 

Η παρουσία της ένωσης endosulfan I πιθανόν να οφείλεται σε εφαρµογή σε καλλιέργειες 

παράκτιων περιοχών. Το φυτοπροστατευτικό εµπορικό προιόν που περιέχει τη δραστική 

ουσία endosulfan είναι µίγµα των δύο διαστερεοισοµερών: του α-endosulfan (ή I) και του β-

endosulfan (ή II) σε αναλογία από 2:1 µέχρι 7:3. Τα σκευάσµατα του είναι τα : Thiodan®, 

Endox®, Thiomul®, Beosit®, Endocell®, Malix®, Thionex®, Insecto®, και Tiovel® (Weber 

J. et al, 2010). Όµως η Ευρωπαική Επιτροπή προχώρησε πρόσφατα στην ανάκληση των 

εγκρίσεων για τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα που περιέχουν αυτή τη δραστική ουσία. Οι 

εγκρίσεις φυτοπροστατευτικών προϊόντων που περιέχουν endosulfan ανακαλέστηκαν έως τις 

2 Ιουνίου 2006. Από τις 3 ∆εκεµβρίου 2005 δεν χορηγούνται ούτε ανανεώνονται εγκρίσεις 

για φυτοπροστατευτικά προϊόντα που περιέχουν endosulfan µέσα στο πλαίσιο της 

παρέκκλισης που προβλέπεται από το άρθρο 8 παράγραφος 2 της οδηγίας 91/414/ΕΟΚ ενώ 

είναι δυνατόν να διατηρήσουν σε ισχύ τις εγκρίσεις για φυτοπροστατευτικά προϊόντα που 

περιέχουν endosulfan µέχρι τις 30 Ιουνίου 2007 εφόσον ικανοποιούνται συγκεκριµένες 

προυποθέσεις. Εν τέλει, η προθεσµία για κάθε χρήση  του, έχει εκπνεύσει  την 31η 

∆εκεµβρίου 2007 (Εγκύκλιος ΥΠΑΑΤ  16-2-2006). Έτσι, η τωρινή ανίχνευση υπολειµµάτων 

φανερώνει συνέχιση της χρήσης του από αποθέµατα εµπορικών σκευασµάτων ή από 

προµήθεια από χώρες του εξωτερικού αλλά και στην παραµονή και συσχέτισή του µε το 

ίζηµα των υδάτινων οικοσυστηµάτων, γεγονός που συντέλεσε στην απαγόρευση χρήσης του 

από την Ευρωπαική Ένωση. 

Επίσης λόγω της µεγάλης πτητικότητάς του αφενός και της προσρόφησής του στα στερεά 

σωµατίδια του εδάφους  αφετέρου είναι δυνατό να µεταφερθεί και σε µεγάλες αποστάσεις 

από τις περιοχές εφαρµογής είτε µε τον αέρα είτε προσροφηµένο στη σκόνη του εδάφους.  
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∆είγµα: ΛΑΒΡΑΚΙ
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Σχήµα 7.4 Οι ποσότητες (ng/g λίπους) οργανοχλωριωµένων ενώσεων που προσδιορίστηκαν στο 

δείγµα Λαβράκι (περιοχή δειγµατοληψίας: Λιµνοθάλασσα Αιτωλικού) 

 
 

Στο δείγµα Λαβράκι ανιχνεύθηκαν οι ενώσεις: Endosulfan I, 4,4 –DDE, Endrin, 4,4 –DDD, 

Endosulfan II, και Endrin ketone. Η ένωση 4,4–DDD βρέθηκε να έχει τη µικρότερη 

συγκέντρωση (43 ng/g λίπους) και η ένωση endosulfan I τη µεγαλύτερη συγκέντρωση (2278 

ng/g λίπους). Η παρουσία των µεταβολιτών 4,4-DDD/4,4-DDE δεν ήταν τόσο συχνή, όσο στο 

δείγµα κέφαλος που προέρχεται από την ίδια περιοχή δειγµατοληψίας, αλλά οι 

συγκεντρώσεις τους συνολικά ήταν περίπου ίσες. Οι ενώσεις Endosulfan I και Endosulfan II 

ανιχνεύθηκαν την ίδια περίοδο όπως και στον κέφαλο, ψάρι της ίδιας περιοχής 

δειγµατοληψίας πιθανόν λόγω εφαρµογής σε καλλιέργειες παράκτιων περιοχών. 
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∆είγµα: ΓΛΑΝΙ∆Ι
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Σχήµα 7.5 Οι ποσότητες (ng/g λίπους) οργανοχλωριωµένων ενώσεων που προσδιορίστηκαν στο 

δείγµα Γλανίδι (περιοχή δειγµατοληψίας: Λίµνη Τριχωνίδα) 

 
 

Στο δείγµα Γλανίδι ανιχνεύθηκαν οι ενώσεις: PCB 101, Endosulfan I, 4,4 –DDE, Endrin, 

PCB 153, 4,4 –DDD, Endosulfan II, Endosulfan sulphate και Endrin ketone Η ένωση PCB 

101 βρέθηκε να έχει τη µικρότερη συγκέντρωση (36 ng/g λίπους) και η ένωση 4,4–DDE τη 

µεγαλύτερη συγκέντρωση (1520 ng/g λίπους). Η παρουσία της ένωσης 4,4–DDE ήταν 

συνεχής κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας και κυµάνθηκε στα επίπεδα συγκέντρωσης 

815-1520 ng/g λίπους ενώ σηµαντική ήταν η παρουσία των ενώσεων Endosulfan I, 4,4 –DDD 

και Endosulfan II. Το Γλανίδι είχε το µεγαλύτερο ποσοστό λίπους από όλα τα είδη που 

εξετάστηκαν και σε συνδυασµό µε το ότι είναι αρπακτικό είδος ιχθυρού µπορεί να εξηγηθεί η 

αιτία των  συνεχών υψηλών συγκεντρώσεων των ενώσεων 4,4 –DDE, 4,4 –DDD (ενώσεις 

υψηλής λιποφιλίας). Η ανίχνευση  των ισοµερών endosulfan και ο µεταβολίτης αυτών 

Endosulfan sulphate πιθανόν να οφείλεται σε πρόσφατη εφαρµογή σε καλλιέργειες 

παράκτιων περιοχών. 
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∆είγµα: ΚΥΠΡΙΝΟΣ

0

200

400

600

800

1000

1200

Ιούλιος Αύγουστος Σεπτέµβριος Οκτώβριος Νοέµβριος ∆εκέµβριος

Μήνας δειγµατοληψίας

n
g

/g
 λ

ίπ
ο

υ
ς

Endosulfan I 4,4 -DDE Endrin 4,4 -DDD Endosulfan II Endosulfan sulfate

 

Σχήµα 7.6 Οι ποσότητες (ng/g λίπους) οργανοχλωριωµένων ενώσεων που προσδιορίστηκαν στο 

δείγµα Κυπρίνος (περιοχή δειγµατοληψίας: Λίµνη Τριχωνίδα) 

 

 
Στο δείγµα Κυπρίνος ανιχνεύθηκαν οι ενώσεις: Endosulfan I, 4,4 –DDE, Endrin, 4,4 –DDD, 

Endosulfan II και Endosulfan sulfate. Η ένωση 4,4 –DDD βρέθηκε να έχει τη µικρότερη 

συγκέντρωση (119 ng/g λίπους) και η ένωση Endosulfan I τη µεγαλύτερη συγκέντρωση 

(1073 ng/g λίπους). Η παρουσία της ένωσης 4,4–DDE ήταν συνεχής κατά τη διάρκεια της 

δειγµατοληψίας και κυµάνθηκε στα επίπεδα συγκέντρωσης 408-837 ng/g λίπους ενώ 

µετρήθηκαν υψηλές συγκεντρώσεις των ενώσεων Endosulfan I, Endosulfan II και Endosulfan 

sulfate. Η παρουσία των ενώσεων  4,4 –DDE και 4,4 –DDD πιθανόν οφείλεται στο µέγεθος 

(ηλικία) του είδους αυτού αφού συλλέγεται σε βάρος > 1 Kg αλλά και στη συσσώρευση των 

ενώσεων αυτών στο ίζηµα µιας και πρόκειται για ψάρι που τρέφεται από το βυθό. 

 

Πίνακας 7.4 Συχνότητα ανίχνευσης (% ποσοστό επί συνόλου των δειγµάτων) των 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε κάθε δείγµα ιχθυρού 

Είδος 

δείγµατος 

Endosulfan 

I 

4,4 -

DDE 
Endrin 

4,4 -

DDD 

Endosulfan 

II 

Endrin 

ketone 

Endosulfan 

sulfate 

PCB 

101 

PCB 

153 

Κέφαλος 67 83 50 50 17 0 0 0 0 

Λαβράκι 67 30 50 50 17 17 0 0 0 

Γλανίδι 83 100 33 83 50 17 17 17 17 

Κυπρίνος 80 100 20 40 40 0 40 0 0 
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Για να συγκρίνουµε τα επίπεδα των τιµών συγκεντρώσεων των ενώσεων µεταξύ των 4 ειδών 

ιχθυρών που µελετήθηκαν, µεταξύ των ειδών σε σχέση µε τις δύο περιοχές δειγµατοληψίας 

και µεταξύ των διατροφικών συνηθειών των ειδών ιχθυρών (αρπακτικό – τρεφόµενο από το 

βυθό) κατασκευάσαµε τον πίνακα 7.5 και τα διαγράµµατα 7.7 έως 7.12 που αναφέρονται 

στην παρουσία των οργανοχλωριωµένων ενώσεων στα δείγµατα της µελέτης. 

 

Πίνακας 7.5 Η µέση τιµή της συγκέντρωσης (ng/g λίπους) των αναλυτέων ενώσεων σε κάθε 

δείγµα ιχθυρού καθόλη τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 

 Είδος ψαριού 

Ανιχνεύσιµη ένωση 

Κέφαλος 

(µέση τιµή 

λίπους= 2,67%) 

Λαβράκι 

(µέση τιµή 

λίπους=1,30%) 

Γλανίδι 

(µέση τιµή 

λίπους=4,49%) 

Κυπρίνος 

(µέση τιµή 

λίπους=1,31%) 

4,4 -DDE 154 167 1110 481 

4,4 -DDD 53 162 145 70 

Endosulfan  I 210 902 208 509 

Endosulfan II 29 102 70 117 

Endosulfan sulfate - - 63 77 

Endrin 194 424 40 96 

Endrin ketone - 225 21 - 

PCB 101 - - 11 - 

PCB 153 - - 17 - 

 

Για τους µήνες δειγµατοληψίας όπου η τιµή συγκέντρωσης ήταν κάτω του ορίου ανίχνευσης 

για κάποια ένωση ενός δείγµατος προσθέσαµε τιµή συγκέντρωσης ίση µε το µισό της τιµής 

του ορίου ανίχνευσης προκειµένου να υπολογιστούν οι µέσες τιµές του πίνακα 7.5. 
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Αναλυτέα ένωση: 4,4-DDE
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Σχήµα 7.7 Τιµές συγκέντρωσης (ng/g λίπους) της ένωσης 4,4-DDE για τα τέσσερα είδη ιχθυρών κατά 

τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 

 

Αναλυτέα ένωση: 4,4-DDD
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Σχήµα 7.8. Τιµές συγκέντρωσης (ng/g λίπους) της ένωσης 4,4-DDD για τα τέσσερα είδη ιχθυρών 

κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 
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Οι µεταβολίτες του 4,4-DDT: 4,4–DDE και 4,4–DDD, έχουν µεγάλη ανθεκτικότητα 

στο περιβάλλον αφού ο χρόνος ηµιζωής τους είναι περίπου 15 χρόνια και επιπλέον 

εµφανίζουν πολύ υψηλή τοξικότητα σε πολλούς υδρόβιους οργανισµούς (US EPA 1989, 

WHO 1989, Pastor D., et al 1996). Η ένωση 4,4–DDE ανιχνεύθηκε τις περισσότερες φορές 

και στις υψηλότερες τιµές συγκέντρωσης συγκριτικά µε τις άλλες ενώσεις της µελέτης. 

Σύµφωνα µε τους πίνακες 7.5 και 7.6, οι υψηλότερες τιµές συγκέντρωσης µετρήθηκαν για τα 

είδη της λίµνης (Γλανίδι>Κυπρίνος) και µεταξύ των ειδών ιχθυρών και των δύο περιοχών, τα 

αρπακτικά είδη (Γλανίδι, Λαβράκι) συγκέντρωσαν σηµαντικά υψηλότερες ποσότητες σε 

σχέση µε τα είδη που τρέφονται από το βυθό (απόδειξη βιοσυσσώρευσης). Οι τιµές 

συγκέντρωσης της ένωσης 4,4–DDD ήταν συνολικά χαµηλότερες σε σχέση µε την ένωση 

4,4–DDΕ γεγονός που αποδεικνύει την κυριαρχία του 4,4–DDΕ ως κύριου µεταβολικού 

προιόντος του DDT. Μελέτη των Erdogrul et al. (2005) στα είδη Γλανίδι και Κυπρίνος 

φανέρωσε ότι η ένωση 4,4–DDΕ συνεισέφερε περισσότερο από 90% στο σύνολο των 

ενώσεων της οµάδας DDT. 

Αυτά τα δεδοµένα φανερώνουν ότι τα είδη ιχθυρών της λίµνης συσσωρεύουν 

µεγαλύτερες ποσότητες των ενώσεων αυτών ως αποτέλεσµα πιθανόν της παλαιότερης συχνής 

εφαρµογής του εντοµοκτόνου DDT στην περιοχή καθώς και της χαµηλότερης κινητικότητας 

του νερού της λίµνης σχετικά µε το νερό της λιµνοθάλασσας. Οι ενώσεις αυτές 

συσσωρεύονται στο ίζηµα (λόγω του µεγάλου Koc) από όπου ανάλογα µε τις επικρατούσες 

συνθήκες είναι δυνατό να  εκροφηθούν στο νερό. ∆ηλαδή, το ίζηµα λειτουργεί ως µια 

αποθήκη για τις ενώσεις αυτές. ∆εν πρέπει να παραβλέπονται αλλά δεν µπορούν να 

ισχυριστούν χωρίς κατάλληλη µελέτη η επίδραση παραγόντων όπως ο µεταβολισµός, το 

είδος, η διατροφή, το µέγεθος, κ.α. στη βιοσυσσώρευση των οργανοχλωριωµένων ενώσεων. 

Η υψηλότερη συγκέντρωσή τους στα αρπακτικά είδη αποδεικνύει την βιοσυσσώρευση των 

µεταβολιτών αυτών κατά µήκος της τροφικής αλυσίδας και τη συνάρτησή της από το λίπος 

του µυϊκού ιστού των ιχθυρών αφού το γλανίδι είχε το υψηλότερο % ποσοστό λίπους από τα 

δείγµατα ιχθυρών της δειγµατοληψίας. 

Μελέτη της Σαρηγιαννίδου Ε. Μ., (2007), για τον προσδιορισµό υπολειµµάτων οργανικών 

ρύπων στο ίζηµα της λιµνοθάλασσας Αιτωλικού κατέγραψε συγκεντρώσεις εύρους τιµών 

0,1-65,5mg/g dw   και 0,1-29,5 mg/g dw για τις ενώσεις  4,4–DDD και 4,4–DDE αντίστοιχα 

ενώ δεν ανιχνεύθηκε η ένωση 4,4-DDT. 
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Πίνακας 7.6 Συγκεντρώσεις (ng/g λίπους) των οργανοχλωριωµένων ενώσεων: 4,4-DDE και 
4,4-DDD των δειγµάτων ιχθυρρών των δύο περιοχών δειγµατοληψίας (λίµνη Τριχωνίδα και 
λιµνοθάλασσα Αιτωλικού) 
             

Μήνας δειγµατοληψίας Είδος ιχθυρού 4,4-DDE 4,4-DDD ∑ + )( DDDDDE  

Ιούλιος     

 Κέφαλος 49 27 76 

 Λαβράκι 126 43 169 

 Γλανίδι 979 66 1045 

 Κυπρίνος 603 274 877 

Αύγουστος     

 Κέφαλος 306 κ.ο.α. 306 

 Λαβράκι κ.ο.α. κ.ο.α. κ.ο.α. 

 Γλανίδι 815 κ.ο.α. 815 

 Κυπρίνος * * * 

Σεπτέµβριος     

 Κέφαλος 141 67 208 

 Λαβράκι 250 κ.ο.α. 250 

 Γλανίδι 1345 407 1752 

 Κυπρίνος 837 κ.ο.α. 837 

Οκτώβριος     

 Κέφαλος 340 177 517 

 Λαβράκι 597 708 1305 

 Γλανίδι 100 206 306 

 Κυπρίνος 554 119 673 

Νοέµβριος     

 Κέφαλος 81 κ.ο.α. 81 

 Λαβράκι κ.ο.α. κ.ο.α. κ.ο.α. 

 Γλανίδι 1520 183 1703 

 Κυπρίνος 408 κ.ο.α. 408 

∆εκέµβριος     

 Κέφαλος κ.ο.α. κ.ο.α. κ.ο.α. 

 Λαβράκι κ.ο.α. 190 190 

 Γλανίδι 1002 168 1002 

 Κυπρίνος 482 κ.ο.α. 482 

κ.ο.α.=κάτω του ορίου ανίχνευσης, *=µη λήψη δείγµατος 
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Το εντοµοκτόνο endosulfan χρησιµοποιείται σε καλλιέργειες οπωροκηπευτικών, καπνού, 

βαµβακιού, ελαιοκαλλιέργειες αλλά σε κάποιες περιπτώσεις για τη δηµόσια υγεία.  

 

 

Σχήµα 7.9 Συνολικές ποσότητες χρήσης της ένωσης endosulfan σε παγκόσµιο επίπεδο  

(Weber J., 2010) 

 

Οι ισοµερείς ενώσεις και οι µεταβολίτες του εντοµοκτόνου endosulfan, δηλαδή 

endosulfan  I, endosulfan II και  endosulfan sulfate, ανιχνεύθηκαν από Αυγουστο έως 

∆εκέµβριο. Οι σχετικές συγκεντρώσεις  των ισοµερών endosulfan I και II είχαν αναλογία σε 

γενικές γραµµές 70:30 που δικαιολογεί την ανίχνευση τους στα ιχθυρά ως αποτέλεσµα 

πρόσφατης εφαρµογής σε παράκτιες περιοχές των περιοχών δειγµατοληψίας. Η εξάτµιση της 

ένωσης endosulfan από τις καλλιέργειες αποτελεί µια σηµαντική πηγή της παρουσίας του 

στην ατµόσφαιρά και δευτερευόντως η άµεση διαφυγή του από την αέρια εφαρµογή 

(ψεκασµός). Γενικώς, η εξάτµιση του εµπορικού προιόντος που περιέχει δραστική ουσία 

endosulfan από τις επιφάνειες των φυτών βρέθηκε 5 φορές υψηλότερη από ότι η εξάτµιση 

από το έδαφος (Ruedel, 1997). 

 Εάν συγκρίνουµε τις τιµές συγκεντρώσεων των endosulfan I και endosulfan II 

(σχήµατα 7.10, 7.11 και πίνακας 7.5) ανά µήνα δειγµατοληψίας για τα ψάρια την λίµνης 

παρατηρούµε ότι αυτές είναι υψηλότερες στο είδος που τρέφεται από το βυθό. ∆εν ισχύει το 

ίδιο όµως για τα ψάρια της λιµνοθάλασσας πιθανότατα εξαιτίας του µικρότερου µέσου 
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βάθους της. Η ένωση Endosulfan φαίνεται ότι συσχετίζεται κύρια µε τα ιζήµατα και τα 

υδάτινα συστήµατα.  Η µελέτη κατανοµής και τύχης του endosulfan σε υδάτινα συστήµατα 

(Peterson and Batley, 1993), φανέρωσε ότι σηµαντικό ποσοστό της ένωσης καταλήγει στα 

ιζήµατα γεγονός που δικαιολογείται από τις υψηλές τιµές KOC , κυρίως για το β-ισοµερές. 

Όµως, στη λιµνοθάλασσα όπου το βάθος νερού είναι µικρό και η θερµοκρασία νερού 

υψηλότερη σε σχέση µε τη λίµνη, η εξάτµιση των ισοµερών endosulfan είναι µεγαλύτερη γι’ 

αυτό παρατηρούνται γενικά χαµηλότερες συγκεντρώσεις αλλά και µη συσχέτιση της 

διατροφής των ιχθυρών µε τα υπολείµµατα  endosulfan.  

Όπως αναφέρθηκε στο 1ο κεφάλαιο, οι συντελεστές βιοσυσσώρευσης των ισοµερών 

endosulfan σε ψάρια, σύµφωνα µε τις µέχρι τώρα µελέτες,  κυµαίνονται σε επίπεδα τιµών που 

δεν ξεπερνούν την τιµή 5000. Η µελέτη των Jonsson και Toledo (1993) για τον προσδιορισµό 

των συντελεστών βιοσυγκέντρωσης (BCF) σε αντιπροσωπευτικά είδη υδρόβιων οργανισµών 

(εργαστηριακή µελέτη) φανέρωσε τιµές από 2006 έως 10994 για την ένωση – endosulfan και 

από 1398 έως 9908 για την ένωση β- endosulfan. H UNEP (2001) καθόρισε ως οριακή τιµή 

συντελεστή βιοσυσσώρευσης των POPs για τους υδρόβιους οργανισµούς, την τιµή 5000. 

Εποµένως, θα πρέπει οι αναφορές των τιµών BCF της βιβλιογραφίας να µελετηθούν µε 

προσοχή ώστε να καθοριστούν οι επιπτώσεις της ένωσης  endosulfan στους ζωικούς 

οργανισµούς (βιοσυσσώρευση). Επιπρόσθετα στη δική µας µελέτη βρέθηκαν µεγάλες τιµές 

της ένωσης στα ψάρια αλλά θα πρέπει να γίνουν αντίστοιχες µελέτες στα νερά των περιοχών 

δειγµατοληψίας για να συµπεράνουµε ότι η ένωση endosulfan είναι ύποπτη βιοσυσσώρευσης. 

Αναλυτέα ένωση: Endosulfan I
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Σχήµα 7.10 Τιµές συγκέντρωσης (ng/g λίπους) της ένωσης endosulfan I για τα τέσσερα είδη ιχθυρών 

κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 
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Αναλυτέα ένωση: Endosulfan II
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Σχήµα 7.11 Τιµές συγκέντρωσης (ng/g λίπους) της ένωσης endosulfan II για τα τέσσερα είδη ιχθυρών 

κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 

 

Αναλυτέα ένωση: Endosulfan sulfate
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Σχήµα 7.12 Τιµές συγκέντρωσης (ng/g λίπους) της ένωσης endosulfan sulfate για τα τέσσερα είδη 

ιχθυρών κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 
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Τέλος, η ανίχνευση του µεταβολίτη endosulfan sulfate µόνο στη λίµνη πιθανόν 

οφείλεται στο µεγαλύτερο χρόνο παραµονής endosulfan στα βαθιά και ψυχρότερα νερά αυτής 

ή στην µεγαλύτερη ποσότητα εφαρµογής του ως εντοµοκτόνου στις παράκτιες περιοχές. 

Η µελέτη της Σαρηγιαννίδου Ε. Μ., (2007), κατέγραψε τιµές των ενώσεων endosulfan 

I, endosulfan II και endosulfan sulfate στα επίπεδα 0,12-6,0 ng/g dw, 0,12-2,2 ng/g dw και 

0,16-10,5 ng/g dw αντίστοιχα στο ίζηµα της λιµνοθάλασσας Αιτωλικού. Η κυριαρχία της 

ένωσης endosulfan sulfate φανερώνει τη µεταφορά της ένωσης endosulfan στο ίζηµα των 

υδάτινων οικοσυστηµάτων και στην πραγµατοποίηση διαδικαδιών µετατροπής του σε 

µεταβολικά προιόντα. 

Κατά τους τρεις πρώτους µήνες της δειγµατοληψίας ανιχνεύθηκε στα είδη ιχθυρών, η 

ένωση endrin, όπου τα ψάρια λιµνοθάλασσας συγκέντρωσαν σηµαντικά υψηλότερες  

συγκεντρώσεις σε σχέσεις µε τα ψάρια της λίµνης. Το ίδιο παρατηρήθηκε και για το προιόν 

µεταβολισµού της endrin, την ένωση endrin ketone. ∆εν µπορεί όµως να εξαχθεί συσχέτιση 

µεταξύ των ειδών ιχθυρών. 

 

Αναλυτέα ένωση: Endrin
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Σχήµα 7.13 Τιµές συγκέντρωσης (ng/g λίπους) της ένωσης endrin για τα τέσσερα είδη ιχθυρών κατά 

τη διάρκεια της δειγµατοληψίας 
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Σύµφωνα µε τη Σαρηγιαννίδου Ε. Μ., (2007), η ένωση endrin ανιχνέυθηκε µόνο µια φορά 

(1,52 ng/g dw) ενώ ο µεταβολίτης της endrin ketone απαντήθηκε σε υψηλοτερες 

συγκεντρώσεις από την αρχική ένωση. Στα ιζήµατα βρέθηκαν και υπόλοιπες 

οργανοχλωριωµένες ενώσεις σε µικρότερες τιµές (µελετήθηκαν οι ίδιες ενώσεις µε της 

παρούσας µελέτης) αλλά και PCBs. Συγκεκριµένα το εύρος τιµών των συµπαραγώγων PCBs 

ήταν: PCB 28 1,56-9,09 ng/g dw , PCB 52 0,11-3,4 ng/g dw, PCB 101 0,13-8,89 ng/g dw, 

PCB 153 0,1-13,4  ng/g dw και PCB 180 0,1-2,4 ng/g dw 

 
7.2 Υπολογισµός της αβεβαιότητας των αποτελεσµάτων προσδιορισµού 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων στα δείγµατα ιχθυρών της µελέτης 

Ο υπολογισµός της αβεβαιότητας των αναλυτικών αποτελεσµάτων που προέρχονται 

από χρωµατογραφικούς προσδιορισµούς µπορεί να πραγµατοποιηθεί υπολογίζοντας τα 

επιµέρους συστατικά αβεβαιότητας των παραγόντων που συνεισφέρουν σηµαντικά στην 

αβεβαιότητα του τελικού αποτελέσµατος. Σύµφωνα µε τους Konieczka et al (2010), αυτοί οι 

παράγοντες είναι: η ποσότητα δείγµατος για τον προσδιορισµό, η τιµή ανάκτησης της 

αναλυτικής διαδικασίας, η επαναληψιµότητα των προσδιορισµών των πραγµατικών 

δειγµάτων ανάλυσης (επαναληψιµότητα των σηµάτων), η σχέση συγκέντρωσης αναλύτη και 

ανωτάτου ορίου ανίχνευσης και η βαθµονόµηση των χρωµατογραφικών οργάνων. Στην 

ενότητα 3.2.2 της παρούσας µελέτης, αναφέρεται ο τρόπος προσδιορισµού των αβεβαιοτήτων 

που προέρχονται από τους παραπάνω παράγοντες καθώς και της τελικής εκτεταµένης 

αβεβαιότητας µιας µέτρησης, η οποία υπολογίζεται από τη σχέση: 

2
)(

2
)(

2
)(

2
)(

2
)( )()()()()( LODrrrάrίr uuuuukcU ++++= επανβαθµκτανγµαδε         (εξ. 7.1) 

 

όπου: 

U- η εκτεταµένη αβεβαιότητα µέτρησης 

k- ο παράγοντας κάλυψης (έχει τιµή=2 σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95%) 

c- η µέση τιµή συγκέντρωσης ενός αναλύτη 

)( γµαδείru - η σχετική τυπική αβεβαιότητα δείγµατος 

)(ανακτru - η σχετική τυπική αβεβαιότητα ανάκτησης της µεθόδου 

)(βαθµru  - η σχετική τυπική αβεβαιότητα βαθµονόµησης της µεθόδου 

)(επανru  - η σχετική τυπική αβεβαιότητα επαναληψιµότητας 

)(LODru   - η σχετική τυπική αβεβαιότητα του ορίου ανιχνεύσεως 



Κεφάλαιο 7 

230 

Ως σχετική τυπική αβεβαιότητα µιας µετρούµενης ποσότητας ορίζεται η τυπική 

αβεβαιότητα διηρηµένη µε την τιµή της µετρούµενης ποσότητας.  

Η σχετική τυπική αβεβαιότητα δείγµατος άλλες φορές συνυπολογίζεται για τον 

υπολογισµό της εκτεταµένης αβεβαιότητας µιας µέτρησης και άλλες όχι. Στην παρούσα 

µελέτη, συνυπολογίστηκε και ορίστηκε ίση µε την ευαισθησία του ζυγού µέτρησης της 

ποσότητας δείγµατος, δηλαδή )( γµαδείru =0,001. 

Η σχετική τυπική αβεβαιότητα ανάκτησης της µεθόδου υπολογίστηκε ως το πηλίκο της 

αβεβαιότητας ολικής µέσης ανάκτησης της µεθόδου δια της ανάκτησης µεθόδου (όπως 

υπολογίστηκαν από τη µελέτη εκτίµησης της αβεβαιότητας που προέρχεται από την ορθότητα 

της µεθόδου):  

m

mR

r

R

u
u =)(ανακτ     (εξ. 7.2) 

Τα δύο συστατικά του πηλίκου προέρχονται από τους υπολογισµούς των αβεβαιοτήτων 

προερχόµενων από την εκτίµηση της ορθότητας µεθόδου που υπολογίστηκαν στο 6ο 

κεφάλαιο της παρούσας µελέτης (πίνακας 6.9). Στον παραπάνω τύπο χρησιµοποιήθηκε η 

Rmu , δηλαδή η αβεβαιότητα της µέσης τιµής ανάκτησης, επειδή παρόλο που η µέθοδος 

φάνηκε να έχει συστηµατικό σφάλµα δεν κρίναµε απαραίτητο να εφαρµόσουµε κάποιον 

συντελεστή διόρθωσης της ανάκτησης αφού η διαφορά της από την ιδανική τιµή (µονάδα) 

είναι αναµενόµενη στις αναλυτικές µεθοδολογίες εκχύλισης ενώσεων από σύνθετα 

υποστρώµατα, όπως τα ψάρια.  

Για τη βαθµονόµηση του οργάνου µέτρησης χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του εσωτερικού 

προτύπου που περιλαµβάνει τον υπολογισµό του συντελεστή σχετικής απόκρισης (RRF) των 

ενώσεων. Στην παρούσα µελέτη, ο RRF κάθε ένωσης προσδιορίστηκε ως µέσος όρος τριών 

τιµών υπολογιζόµενων από τρία ξεχωριστά πρότυπα διαλύµατα που περιείχαν τις αναλυτέες 

ενώσεις και το εσωτερικό πρότυπο σε συγκέντρωση 50 ppb. Έτσι: 

RRF

SD
u RRF

r

1
*

3
)( =βαθµ   (εξ. 7.3) 

Για τον υπολογισµό της σχετικής τυπικής αβεβαιότητας που προέρχεται από την 

επαναληψιµότητα των µετρήσεων χρησιµοποιήθηκε η επαναληψιµότητα της επικυρωµένης 

µεθόδου, στο επίπεδο συγκέντρωσης 50 ng/g, δηλαδή: 

6
)(

RSD
ur =επαν    (εξ. 7.4) 
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Το πηλίκο του ορίου ανίχνευσης κάθε ένωσης δια της ανιχνεύσιµης ποσότητας των 

πραγµατικών δειγµάτων ιχθυρών της µελέτης εφαρµογής αποδίδει τη σχετική τυπική 

αβεβαιότητα του ορίου ανίχνευσης: 

δειγµC

LOD
u LODr =)(   (εξ. 7.5) 

 
Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω υπολογίστηκαν οι αβεβαιότητες των αποτελεσµάτων των 

πραγµατικών δειγµάτων που αναλύθηκαν και παρουσιάστηκαν µαζί µε το αναλυτικό 

αποτέλεσµα ως εύρος τιµών που φανερώνει τη διασπορά τιµών µέσα στο οποίο πιστεύεται ότι 

βρίσκεται η µετρούµενη τιµή µε εµπιστοσύνη 95% (πίνακες 7.6 – 7.9).  
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Πίνακας 7.6 Υπολογισµός αβεβαιότητας αποτελεσµάτων ανάλυσης πραγµατικών δειγµάτων του είδους: Κέφαλος (mugil cephalus) 

 
 
 
 
 

 Ιούλιος Αύγουστος Σεπτέµβριος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 
4,4 –DDE 

 
4,4 -DDD 

Endosulfan I 

 
4,4 –DDE 

 
Endrin 

4,4 –DDE 

 
Endrin 4,4 -DDD 

Συγκέντρωση (ng/g ιστού) 1,6 0,9 9,4 6,7 10 2,1 10 1 
LOD (ng/g) 0,16 0,25 0,21 0,16 0,48 0,16 0,48 0,25 
Επαναληψιµότητα-RSD (%) 8,7 8,7 13,3 8,7 5,5 8,7 5,5 8,7 

Ορθότητα: Ανάκτηση (Rm) 0,924 0,915 0,925 0,924 1,085 0,924 1,085 0,915 

Αβεβαιότητα         
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0417 0,0327 0,0298 0,0417 0,0093 0,0417 0,0093 0,0327 
Ανάκτηση 0,0027 0,00065 0,00223 0,0027 0,00291 0,0027 0,00291 0,00065 
Επαναληψιµότητα 
(για n επαναλήψεις) 

0,035 0,035 0,054 0,035 0,022 0,035 0,022 0,035 

Ορίου ανίχνευσης 0,1 0,277 0,022 0,024 0,048 0,076 0,048 0,25 
Συνδυασµένη αβεβαιότητα 0,113 0,281 0,065 0,059 0,054 0,093 0,054 0,254 
Εκτεταµένη αβεβαιότητα (%) 23 56 13 12 11 19 11 51 
Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2) 
(ng/g ιστού) 

1,6±0,36 0,9±0,5 9,4±1,2 6,7±0,79 10±1,1 2,1±0,39 10±1,1 1±0,5 
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Πίνακας 7.6 (συνέχεια) 
 Οκτώβριος Νοέµβριος ∆εκέµβριος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 
Endosulfan 

I 

 

4,4 –DDE 

 
4,4 -DDD 

Endosulfan 

I 

 

4,4 –DDE 

 
Endrin 

Endosulfan 

IΙ 

 

Endosulfan 

I 

 
Συγκέντρωση (ng/g ιστού) 2,7 13,1 6,8 2,2 2,7 1,3 3,9 12,7 
LOD (ng/g) 0,21 0,16 0,25 0,21 0,16 0,48 0,64 0,21 
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

13,3 8,7 8,7 13,3 8,7 5,5 6,0 13,3 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,925 0,924 0,915 0,925 0,924 1,085 0,803 0,925 

         
Αβεβαιότητα         

Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0298 0,0417 0,0327 0,0298 0,0417 0,0093 0,0295 0,0298 
Ανάκτηση 0,00223 0,0027 0,00065 0,00223 0,0027 0,00291 0,00282 0,00223 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,054 0,035 0,035 0,054 0,035 0,022 0,023 0,054 

LOD 0,077 0,012 0,037 0,095 0,059 0,369 0,164 0,016 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,099 0,056 0,061 0,113 0,08 0,369 0,168 0,0637 

Εκτεταµένη αβεβαιότητα 
(%) 

20 11 12 23 16 74 34 13 

Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2)  
(ng/g ιστού) 

2,7±0,53 13,1±1,5 6,8±0,82 2,2±0,50 2,7±0,43 1,3±0,96 3,9±1,3 12,7±1,6 
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Πίνακας 7.7 Υπολογισµός αβεβαιότητας αποτελεσµάτων ανάλυσης πραγµατικών δειγµάτων του είδους: Λαβράκι (dicentrarcus labrax) 
 
 Ιούλιος Αύγουστος Σεπτέµβριος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 4,4-DDE Endrin 4,4-DDD 
Endosulfan 

I 
Endrin 

Endosulfan 

I 
4,4-DDE Endrin 

Συγκέντρωση (ng/g ιστού) 2,9 7,1 1 9,2 24,8 7,7 3,1 8,7 
LOD (ng/g) 0,16 0,48 0,25 0,21  0,21 0,16  
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

8,7 5,5 8,7 13,3 5,5 13,3 8,7 5,5 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,924 1,085 0,915 0,925 1,085 0,925 0,924 1,085 

Αβεβαιότητα         
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0417 0,0093 0,0327 0,0298 0,0093 0,0298 0,0417 0,0093 
Ανάκτηση 0,0027 0,00291 0,00065 0,00223 0,00291 0,00223 0,0027 0,00291 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,035 0,022 0,035 0,054 0,022 0,054 0,035 0,022 

LOD 0,055 0,068 0,25 0,023 0,019 0,027 0,051 0,055 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,077 0,072 0,255 0,066 0,031 0,067 0,074 0,06 

Εκτεταµένη αβεβαιότητα 
(%) 

15 14 51 13 6 13 14 6 

Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2)  
(ng/g ιστού) 

2,9±0,45 7,1±1,0 1±0,5 9,2±1,2 24,8±1,5 7,7±1,0 3,1±0,46 8,7±1,0 
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Πίνακας 7.7 (συνέχεια) 
 Οκτώβριος Νοέµβριος ∆εκέµβριος 

Παράµετρος        

Αναλυτέα ένωση Endosulfan I 4,4-DDE 4,4-DDD 
Endosulfan 

II 
Endosulfan I 

Endrin 

ketone 
4,4-DDD 

Συγκέντρωση (ng/g ιστού) 20 4,3 5,1 3,5 4,9 4,2 2,9 
LOD (ng/g) 0,21 0,16 0,25  0,21 0,61 0,25 
Επαναληψιµότητα-RSD (%) 13,3 8,7 8,7 5,6 13,3 13,1 8,7 

Ορθότητα: Ανάκτηση (Rm) 0,925 0,924 0,915 0,803 0,925 0,763 0,915 

Αβεβαιότητα        
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0298 0,0417 0,0327 0,0294 0,0298 0,0109 0,0327 
Ανάκτηση 0,00223 0,0027 0,00065 0,00282 0,00223 0,00176 0,00065 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,054 0,035 0,035 0,023 0,054 0,053 0,035 

LOD 0,0105 0,037 0,049 0,183 0,043 0,145 0,086 
Συνδυασµένη αβεβαιότητα 0,063 0,066 0,068 0,187 0,075 0,155 0,098 
Εκτεταµένη αβεβαιότητα (%) 13  14 3 15 31 20 
Αποτέλεσµα        
Συγκέντρωση± U(k=2)  
 (ng/g ιστού) 

20±2,5 4,3±0,57 5,1±0,72 3,5±1,3 4,9±0,74 4,2±1,3 2,9±0,57 
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Πίνακας 7.8 Υπολογισµός αβεβαιότητας αποτελεσµάτων ανάλυσης πραγµατικών δειγµάτων του είδους: Γλανίδι (Silurus aristotelis) 
 Ιούλιος Αύγουστος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 4,4-DDE Endrin 4,4-DDD PCB 101 PCB 153 
Endosulfan 

I 
4,4-DDE Endrin 

Συγκέντρωση (ng/g ιστού) 59,3 3,4 4 2,2 4,5 5,7 31,3 6,3 
LOD (ng/g) 0,16  0,25 0,54 0,69 0,21 0,16  
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

8,7 5,5 8,7 5,9 8,7 13,3 8,7 5,5 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,924 1,085 0,915 0,835 0,968 0,925 0,924 1,085 

Αβεβαιότητα         
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0417 0,0093 0,0327 0,0144 0,0138 0,0298 0,0417 0,0093 
Ανάκτηση 0,0027 0,00291 0,00065 0,00322 0,00495 0,00223 0,0027 0,00291 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,035 0,022 0,035 0,024 0,035 0,054 0,035 0,022 

LOD 0,0027 0,141 0,0325 0,2454 0,1533 0,0368 0,0051 0,076 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,055 0,143 0,058 0,247 0,158 0,072 0,055 0,079 

Εκτεταµένη αβεβαιότητα 
(%) 

11 28 12 49 32 14 11 16 

Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2) 
 (ng/g ιστού) 

59,3±6,5 3,4±0,97 4,0±0,46 2,2±1,1 4,5±1,4 5,7±0,82 31,3±3,4 6,3±1,0 
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Πίνακας 7.8 (συνέχεια) 
 Σεπτέµβριος Οκτώβριος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 
Endosulfan 

I 
4,4-DDE 4,4-DDD 

Endosulfan 

I 
4,4-DDE 4,4-DDD 

Endosulfan 

II 

Endrin 

ketone 

Συγκέντρωση (ng/g ιστού) 8,3 26,1 7,9 8,9 47,6 9,8 7,2 4,5 
LOD (ng/g) 0,21 0,16 0,25 0,21 0,16 0,25 0,64 0,61 
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

13,3 8,7 8,7 13,3 8,7 8,7 5,6 13,1 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,925 0,924 0,915 0,925 0,924 0,915 0,803 0,763 

Αβεβαιότητα         
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0298 0,0417 0,0327 0,0298 0,0417 0,0327 0,0294 0,0109 
Ανάκτηση 0,00223 0,0027 0,00065 0,00223 0,0027 0,00065 0,00282 0,00176 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,054 0,035 0,035 0,054 0,035 0,035 0,023 0,053 

LOD 0,025 0,0061 0,032 0,023 0,0034 0,025 0,089 0,135 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,067 0,055 0,058 0,066 0,055 0,054 0,096 0,145 

Εκτεταµένη αβεβαιότητα 
(%) 

13 11 12 13 11 11 19 29 

Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2) 
 (ng/g ιστού) 

8,3±1,1 26,1±2,9 7,9±0,91 8,9±1,2 47,6±5,2 9,8±1,1 7,2±1,4 4,5±1,3 
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Πίνακας 7.8 (συνέχεια) 
 Νοέµβριος ∆εκέµβριος 

Παράµετρος          

Αναλυτέα ένωση 
Endosulfan 

I 
4,4-DDE 4,4-DDD 

Endosulfan 

II 

Endosulfan 

sulfate 

Endosulfan 

I 
4,4-DDE 4,4-DDD 

Endosulfan 

II 

Συγκέντρωση (ng/g 
ιστού) 

15,5 77,2 9,3 4 15,3 9,4 52,5 8,8 3,5 

LOD (ng/g) 0,21 0,16 0,25 0,64 0,30 0,21 0,16 0,25 0,64 
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

13,3 8,7 8,7 5,6 6,7 13,3 8,7 8,7 5,6 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,925 0,924 0,915 0,803 0,715 0,925 0,924 0,915 0,803 

Αβεβαιότητα          
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0298 0,0417 0,0327 0,0294 0,0098 0,0298 0,0417 0,0327 0,0294 
Ανάκτηση 0,00223 0,0027 0,00065 0,00282 0,00407 0,00223 0,0027 0,00065 0,00282 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,054 0,035 0,035 0,023 0,027 0,054 0,035 0,035 0,023 

LOD 0,0135 0,0021 0,0269 0,16 0,02 0,0223 0,003 0,1284 0,183 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,063 0,055 0,055 0,164 0,035 0,066 0,055 0,137 0,187 

Εκτεταµένη 
αβεβαιότητα (%) 

13 11 11 33 7 13 11 27 37 

Αποτέλεσµα          
Συγκέντρωση± U(k=2)  
(ng/g ιστού) 

15,5±1,9 77,2±8,4 9,3±1,0 4,0±1,3 15,3±1,1 9,4±1,2 52,5±5,7 8,8±2,4 3,5±1,3 
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Πίνακας 7.9 Υπολογισµός αβεβαιότητας αποτελεσµάτων ανάλυσης πραγµατικών δειγµάτων του είδους: Κυπρίνος (Cyprinus carpio) 
 Ιούλιος Σεπτέµβριος Οκτώβριος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 
Endosulfan 

I 
4,4-DDE Endrin 4,4-DDD 4,4-DDE 

Endosulfan 

I 
4,4-DDE 4,4-DDD 

Συγκέντρωση (ng/g 
ιστού) 

4,6 4,4 3,7 2 13,9 11,7 10,8 2,3 

LOD (ng/g) 0,21 0,16 0,48 0,25 0,16 0,21 0,16 0,25 
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

13,3 8,7 5,5 8,7 8,7 13,3 8,7 8,7 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,925 0,924 1,085 0,915 0,924 0,925 0,924 0,915 

Αβεβαιότητα         
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0298 0,0417 0,0093 0,0327 0,0417 0,0298 0,0417 0,0327 
Ανάκτηση 0,00223 0,0027 0,00291 0,00065 0,0027 0,00223 0,0027 0,00065 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,054 0,035 0,022 0,035 0,035 0,054 0,035 0,035 

LOD 0,0456 0,0363 0,13 0,125 0,0115 0,0179 0,0148 0,1087 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,076 0,065 0,132 0,134 0,055 0,064 0,056 0,119 

Εκτεταµένη αβεβαιότητα 
(%) 

15 13 26 27 11 13 11 24 

Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2)  
(ng/g ιστού) 

4,6±0,71 4,4±0,58 3,7±0,98 2,0±0,53 13,9±1,5 11,7±1,5 10,8±1,2 2,3±0,55 
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Πίνακας 7.9 (συνέχεια) 

 Νοέµβριος ∆εκέµβριος 

Παράµετρος         

Αναλυτέα ένωση 
Endosulfan 

I 
4,4-DDE 

Endosulfan 

II 

Endosulfan 

sulfate 

Endosulfan 

I 
4,4-DDE 

Endosulfan 

II 

Endosulfan 

sulfate 

Συγκέντρωση (ng/g 
ιστού) 

19,8 7,5 5,8 4,5 12,6 8,2 5,3 3,6 

LOD (ng/g) 0,21 0,16 0,64 0,30 0,21 0,16 0,64 0,30 
Επαναληψιµότητα-RSD 
(%) 

13,3 8,7 5,6 6,7 13,3 8,7 5,6 6,7 

Ορθότητα: Ανάκτηση 
(Rm) 

0,925 0,924 0,803 0,715 0,925 0,924 0,803 0,715 

Αβεβαιότητα         
Ποσότητα δείγµατος 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 
Βαθµονόµηση 0,0298 0,0417 0,0294 0,0098 0,0298 0,0417 0,0294 0,0098 
Ανάκτηση 0,00223 0,0027 0,00282 0,00407 0,00223 0,0027 0,00282 0,00407 
Επαναληψιµότητα  
 (για n επαναλήψεις) 

0,054 0,035 0,023 0,027 0,054 0,035 0,023 0,027 

LOD 0,0106 0,0213 0,11 0,067 0,0167 0,0195 0,121 0,083 
Συνδυασµένη 
αβεβαιότητα 

0,062 0,059 0,116 0,073 0,064 0,056 0,126 0,088 

Εκτεταµένη αβεβαιότητα 
(%) 

12 12 23 15 13 11 25 18 

Αποτέλεσµα         
Συγκέντρωση± U(k=2) 
 (ng/g ιστού) 

19,8±2,5 7,5±0,88 5,8±1,3 4,5±0,66 12,6±1,6 8,2±0,95 5,3±1,3 3,6±0,63 
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Οι τιµές της εκτεταµένης αβεβαιότητας κάθε ένωσης των πινάκων 7.6 έως 7.9 

υπολογίστηκαν σύµφωνα µε τη διαδικασία που προτάθηκε από τους Konieczka P., (2010) και 

προστέθηκε ως διασπορά τιµών στη µετρούµενη τιµή της ποσότητας της κάθε ένωσης. 

Επιπρόσθετα, η εκτεταµένη αβεβαιότητα που περιέλαβε όλες τις πιθανές πηγές αβεβαιότητας 

της µεθοδολογίας της παρούσας µελέτης προσδιορίστηκε ως % ποσοστό. Οι τιµές αυτές είναι 

µεγαλύτερες όσο η τιµή µετρούµενης ποσότητας πλησιάζει το όριο ανίχνευσης της µεθόδου, 

αφού τότε η αβεβαιότητα είναι ίση µε 100% της µετρούµενης τιµής. Οι τιµές αυτές για τα 

πραγµατικά δείγµατα της µελέτης ήταν <20% για τις περισσότερες ενώσεις.  

Ανάλογες τιµές εκτεταµένης αβεβαιότητας (<21%) αναφέρθηκαν σε µελέτη των 

Karakas S. Y., (2006) ενώ µεγαλύτερες τιµές (21 % έως 47%) αναφέρθηκαν στη µελέτη των 

Maroto A., (2001). Και οι δύο αυτές µελέτες προσδιόρισαν την εκτεταµένη αβεβαιότητα της 

µεθόδου και όχι των πραγµατικών δειγµάτων, µε διαφορετικό τρόπο η καθεµιά. Όπως 

συµπέραναν και οι παραπάνω µελέτες, κατά την ανάπτυξη νέων µεθοδολογιών είναι 

δικαιολογηµένες οι υψηλές τιµές εκτεταµένης αβεβαιότητας και µπορούν να βελτιωθούν µε 

τη βελτίωση της πιστότητας της µεθόδου. ∆ηλαδή µε την αύξηση των επαναλήψεων 

µέτρησης των µετρούµενων ποσοτήτων.  

Παρόλα αυτά η αβεβαιότητα µέτρησης, είτε µεγάλη είτε µικρή πρέπει να συνοδεύει τα 

αποτελέσµατα µιας µέτρησης ώστε να είναι συγκίσιµα αλλά και να  λαµβάνονται υπόψη οι 

παράγοντες που συµβάλλουν στη διακύµανση της µετρούµενης τιµής. Η χρήση του 

απλούστερου τρόπου διασποράς τιµών, που είναι η τυπική απόκλιση, δεν απεικονίζει την 

«περιγραφή» του τελικού αποτελέσµατος και έτσι δεν φανερώνει την εικόνα των 

αλληλεπιδράσεων που σχηµατίζουν το τελικό αποτέλεσµα µιας µέτρησης. 
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7.3 Σύγκριση επιπέδων τιµών των οργανοχλωριωµένων ενώσεων των 

δειγµάτων ιχθυρών της µελέτης µε επίπεδα τιµών ενώσεων σε δείγµατα  

ιχθυρών άλλων µελετών 

Πολυάριθµες µελέτες στην επιστηµονική βιβλιογραφία έχουν ασχοληθεί µε τον 

προσδιορισµό οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε ιχθυρά (ενδεικτικά: Easton M. D. L., 2002) 

αφού οι περισσότερες απ’ αυτές εφαρµόστηκαν ή εφαρµόζονται σε µεγάλες ποσότητες στο 

περιβάλλον, είναι λιπόφιλες και συσσωρεύονται στο λιπώδη ιστό των ιχθυρών και 

χρησιµοποιούνται ως δείκτες ρύπανσης του περιβάλλοντος. Σ’ αυτή την παράγραφο θα 

αναφερθούν επίπεδα τιµών των ενώσεων της µελέτης που αναφέρθηκαν τα τελευταία χρόνια 

σε ιχθυρά κυρίως από περιοχές δειγµατοληψίας της ευρύτερης περιοχής της Μεσογείου. 

Οι Christoforidis A. et al. (2008) ερεύνησαν την ύπαρξη των ενώσεων: PCBs, 

ισοµερών HCH, DDT, DDE, DDD και άλλων οργανοχλωριωµένων ενώσεων όπως 

εξαχλωροβενζόλιο και ενώσεις της κατηγορίας chlordane σε δύο είδη ιχθυρών (Leuciscus 

cephalus και Barbus cyclolepis) του ποταµού Νέστου στη Βόρεια Ελλάδα. Η κυρίαρχη ένωση 

στο µυικό ιστό των δειγµάτων ήταν το  lindane (0,73 ng/g ιστού) ενώ στο συκώτι των 

δειγµάτων η ένωση 4,4- DDD (30,71 ng/g ιστού). Αυτές οι ενώσεις ανιχνεύθηκαν σε ποσοστό 

90% των δειγµάτων. Οι ενώσεις 4,4- DDT, α-chlordane, γ- chlordane, trans nonachlor 

βρίσκονταν κάτω του ορίου ανίχνευσης για όλα τα δείγµατα ιστών των ιχθυρών. Μεταξύ των 

PCBs, τα συµπαράγωγα 47, 180,190 ήταν τα περισσότερο ανιχνεύσιµα. 

Οι Turco Lo V. et al. (2007) συνέκριναν τα επίπεδα τιµών συγκέντρωσης 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων και PCBs σε δείγµατα λαβρακιού (ελεύθερου και 

ιχθυοτροφείου) στη Σικελία,  Νότια Ιταλία. Οι συγκεντρώσεις DDTs (p,p-DDE, o,p-DDE, 

p,p-DDD, o,p-DDT, p,p-DDT)  και  PCBs ήταν υψηλότερες στο λαβράκι ιχθυοτροφείου. Οι 

συγκεντρώσεις DDTs ήταν γενικά χαµηλότερες από τις συγκεντρώσεις της παρούσας µελέτης 

αλλά η δειγµατοληψία τους πραγµατοποιήθηκε µετά την περίοδο αναπαραγωγής του 

λαβρακιού όπου το περιεχόµενο λίπος στον µυικό ιστό είναι µικρότερο άρα και η 

συσσώρευση οργανοχλωριωµένων ενώσεων. Οι τιµές  DDTs στο ελεύθερο λαβράκι και στο 

λαβράκι ιχθυοτροφείου ήταν 0,1 µg/Kg και 0,2-1,3 µg/Kg ιστού αντίστοιχα. Οι τιµές 

συγκέντρωσης  PCBs κυµάνθηκαν στα επίπεδα 1,1 έως 1,5 µg/Kg στο ελεύθερο λαβράκι.   

Μελέτη για την µέτρηση των επιπέδων τιµών οργανοχλωριωµένων ενώσεων  σε 12 

είδη ιχθυρών στη θάλασσα Μαρµαρά στην Τουρκία ( Coelhan M. et al., 2006), κατέδειξε 

συνολικές συγκεντρώσεις από 329,41 έως 1453,87 ng/g λίπους. Η οµάδα των   DDTs κατείχε 
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το 50% και περισσότερο της συνολικής συγκέντρωσης αυτών των ενώσεων κυµαινόµενη από 

211,58 έως 810 ng/g λίπους. Για το είδος Κέφαλος, το σύνολο των DDTs ήταν 810 ng/g 

λίπους, δηλαδή υπερδιπλάσιο από της παρούσας µελέτης (313 ng/g λίπους). Συγκεκριµένα, 

κατά σειρά τιµών συγκέντρωσης οι ενώσεις κατατάχθηκαν ως εξής: DDTs> PCBs> 

HCHs>οµάδα κυκλοδιενίων=toxaphene>HCB.  

Η µελέτη βιοσυσσώρευσης οργανοχλωριωµένων ενώσεων (PCBs, DDTs, HCBs) στα 

είδη ιχθυρών κέφαλος (mugil cephalus), mugil barbatus και λαβράκι (dicentrarcus labrax) του 

ποταµού Έβρου, ανατολικά της Ισπανικής χερσονήσου (Pastor D. et al, 1996) κατέγραψε τα 

επίπεδα των συγκεντρώσεων την άνοιξη 1992. Οι τιµές συγκέντρωσης των DDTs στον 

κέφαλο ήταν διπλάσιες (388 έως 840 ng/g λίπους) και στο λαβράκι σηµαντικά µεγαλύτερες 

(454 έως 513 ng/g λίπους) από ότι των ίδιων ειδών στην παρούσα µελέτη. Επιπρόσθετα, 

µετρήθηκαν σηµαντικές συγκεντρώσεις των ενώσεων PCBs και HCBs.  

Οι τιµές συγκέντρωσης των ενώσεων της οµάδας DDΤ βρέθηκαν χαµηλότερες σε 

λαβράκι που συλλέχθηκε από ανοικτή θαλάσσια περιοχή και ιχθυοτροφεία της Πορτογαλίας 

(Antunes P. et al., 2004), σε σχέση µε την παρούσα µελέτη. Οι συγκεντρώσεις αυτές 

κυµάνθηκαν από 108 έως 336 ng/g λίπους ενώ κυρίαρχο µέλος της οµάδας ήταν η ένωση 4,4-

DDE. Ταυτόχρονα ανιχνεύθηκαν συγκεντρώσεις ενώσεων PCBs σε τιµές 155 έως 294 ng/g 

λίπους.  

Η µελέτη των Perugini M. et al. (2004) στην κεντρική Αδριατική θάλασσα στην 

Ιταλία, κατέδειξε ότι συνολική συγκέντρωση PCBs 1415 ng/g λίπους και 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων 507 ng/g λίπους. Οι µεταβολίτες του DDT, 4,4,-DDE και 4,4,-

DDD κατείχαν το υψηλότερο ποσοστό συγκέντρωσης µεταξύ των οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων ενώ η ένωση DDT ανιχνεύθηκε µόνο σε δείγµατα µυδιών. Η µελέτη κατέληξε στην 

συνεισφορά της επίδρασης κάποιων παραγόντων στη συσσώρευση οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων. Έτσι, φάνηκε: η ικανότητα µεταβολισµού της ένωσης DDT κυρίως σε 4,4,-DDE 

από ιχθυρά που τρέφονται από το βυθό και βρίσκονται υψηλότερα στην τροφική αλυσίδα και 

η επίδραση της εποχής δειγµατοληψίας στα επίπεδα συγκεντρώσεων.  

Παρόλο που το χέλι (Anguilla anguilla) έχει υψηλό ποσοστό λίπους (περίπου 26%) 

και αναµένεται υψηλή συσχέτιση των τιµών συγκέντρωσης PCBs και οργνοχλωριοµένων 

ενώσεων και ποσοστού λίπους, µελέτη των Ferrante M. C. et al (2010) στον ποταµό 

Carigliano στην Ιταλία φανέρωσε συσχέτιση των τιµών συγκέντρωσης µόνο µε το µέγεθος 

των δειγµάτων (άρα και την ηλικία). Η ένωση 4,4,-DDE είχε την υψηλότερη συγκέντρωση 

µεταξύ των οργανοχλωριωµένων ενώσεων ενώ στο 93% των δειγµάτων ανιχνεύθηκε η ένωση   
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4,4-DDT. Κατά σειρά τιµών συγκέντρωσης, οι ενώσεις κατατάχθηκαν ως εξής: PCBs> DDTs 

>Dieldrin>HCB.  

Πρόσφατη µελέτη στην Τουρκία (Kalyoncu L. et al, 2009), ασχολήθηκε µε τη 

µέτρηση 14 οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε 18 είδη ιχθυρών, ευρείας κατανάλωσης. Όλες 

οι ενώσεις ανιχνεύθηκαν στα είδη ιχθυρών, µε τις ενώσεις της οµάδας DDT να κυριαρχούν σε 

όλα τα είδη. Μεταξύ των ιχθυρών, εξετάστηκαν τα είδη Κέφαλος (mugil cephalus) και 

Λαβράκι (dicentrarcus labrax) στα οποία µετρήθηκαν κυρίως οι ενώσεις: endrin (16,3 ng/g 

και 9,5 ng/g), ΣHCH (8,8 ng/g και 18,1 ng/g), ΣDDT (38,4 ng/g και 49,3 ng/g) endosulfan I (4.7 

ng/g και 5.9 ng/g) και endosulfan II (8,2 ng/g και 17,8 ng/g) για τα δύο είδη αντίστοιχα. 

Παρατηρούµε ότι οι παραπάνω ενώσεις µε εξαίρεση την οµάδα των HCH, ανιχνεύθηκαν και 

στη δική µας µελέτη αλλά σε µικρότερες ποσότητες για τα αντίστοιχα είδη ιχθυρών.  

Η βιοσυσσώρευση των ενώσεων PCBs και DDTs και η συσχέτιση των επιπέδων της 

ένωσης DDT µε το βάθος διαβίωσης και το µεταβολισµό των ιχθυρών καταγράφηκαν στη 

µελέτη των Storelli M. M. et al (2009) ιχθυρά που ζούν σε µεγάλα βάθη (300 µέτρων). Η 

ανάλυση δειγµάτων συκωτιού των ιχθυρών κατέγραψε συγκεντρώσεις οργανοχλωριωµένων 

ενώσεων µε τη σειρά επιπέδων ως εξής: PCBs> DDTs >>HCB και η ένωση 4,4-DDE να είναι 

η επικρατούσα (>90%) µεταξύ της οµάδας των DDTs.  

Στα πλαίσια εκτεταµένης µελέτης στην ευρύτερη περιοχή της Μεσογείου (Albaiges J., 

2005) κατά τη δεκαετία 1995-2005, µετρήθηκαν µεταξύ άλλων τα επίπεδα τιµών 

συγκέντρωσης ορισµένων POPs σε επιλεγµένα είδη ιχθυρών. Μετρήθηκαν ποσότητες DDTs, 

HCBs, Endrin, PCBs, PAHs, HCHs, Aldrin, Dieldrin, Heptachlor, Heptachlor epoxide. Οι 

ενώσεις  Endrin και Dieldrin ανιχνεύθηκαν σε τιµές συγκέντρωσης από <0,01 ng/g έως 1,3 

ng/g στο είδος κέφαλος (mugil cephalus). Για τις υπόλοιπες ενώσεις, οι µετρήσιµες 

ποσότητες φαίνονται στον πίνακα 7.10.  
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Πίνακας 7.10 Συγκεντρώσεις (ng/g ιστού) οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε ιχθυρά που 

συλλέχθηκαν στην Β∆ Μεσόγειο τη δεκαετία 1995-2005 

Είδος Ιχθυρού DDTs (DDT+DDE) HCBs PCBs 

Mullus sp. (Ligurian sea)* 17-82 0,2-1,5 41-147 

Mullus sp. (Catalan sea) 4,4-16,8 1,6-6,7 8,7-20,3 

Dicentrarghus sp. 2,6-4,0 0,6-0,8 4,4-6,2 

Lepidorombus sp. 0,8±0,2 - 2,1±0,3 

Phycis sp. 0,4±0,1 - 1,0±0,2 

Lepidion sp. 6,0-7,1 0,14-0,17 8,3-9,4 

Coryphaenoides sp. 1,9-4,3 0,25-0,67 2,5-4,6 

Bathypterois sp. 5,0-10,2 0,12-0,25 6,0-10,0 

Mora moro 7,4-12,6 - 9,0-16,2 

* επί ξηρού βάρους ιστού 
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7.4 Συµπεράσµατα  

Η βελτιστοποιηµένη µεθοδολογία εκχύλισης MSPD εφαρµόστηκε µετά την επικύρωσή 

της σε δύο υδάτινες περιοχές του νοµού Αιτωλοακαρνανίας (Ελλάδα): στη λιµνοθάλασσα 

Αιτωλικού και στη λίµνη Τριχωνίδα. Είναι η πρώτη φορά που µελετάται η ύπαρξη 

υπολειµµάτων οργανοχλωριωµένων ενώσεων στα ιχθυρά των περιοχών αυτών. Από κάθε 

περιοχή συλλέξαµε για έξι µήνες τρία ξεχωριστά δείγµατα ιχθυρών κάθε είδους 

ακολουθόντας τη διαδικασία δειγµατοληψίας της EPA που χρησιµοποιείται για µελέτες 

ελέγχου τιµών ρύπων σε ιχθυρά. Η διαδικασία αυτή απαιτεί µεταξύ άλλων την επιλογή δύο 

ειδών ιχθυρών από µια περιοχή όπου το ένα είδος να είναι αρπακτικό και το άλλο να τρέφεται 

από το βυθό. Έτσι, επιλέχθηκαν τα είδη ιχθυρών της παρούσας µελέτης (κεφάλαιο 5). 

Από τα αποτελέσµατα της µελέτης φαίνεται ότι οι ενώσεις που ανιχνεύονται σε 

σηµαντικές τιµές συγκέντρωσης σε όλα τα δείγµατα ιχθυρών είναι: 4,4-DDE, (83%), 

endosulfan I (74%), 4,4-DDD (57%), endrin (39%), endosulfan II (30%) (σχήµα 7.2). Οι 

ενώσεις 4,4-DDE και 4,4-DDD αποτελούν µεταβολίτες του 4,4-DDT. Το έτος 1995, το 

εντοµοκτόνο DDT είχε απαγορευτεί σε 59 χώρες, είχε περιοριστεί η χρήση του σε 20 χώρες 

ενώ δεν απαγορευόταν η χρήση του σε 13 χώρες (Li and Bidleman, 2003b). Πολλές µελέτες 

(ενότητα 7.3) αναφέρουν ότι η ένωση 4,4-DDT δεν ανιχνεύεται ή ανιχνεύεται σε 

συγκέντρωση κοντά στα όρια ανίχνευσης των αναλυτικών οργάνων ενώ οι µεταβολίτες του 

είναι σηµαντικά παρόντες σε δείγµατα ιχθυρών στην ευρύτερη περιοχή της Μεσογείου αλλά 

και παγκοσµίως.  

Στην παρούσα µελέτη, οι ενώσεις αυτές µετρήθηκαν συνολικά σε συγκέντρωση  κάτω 

του νοµίµου ορίου (MRL, maximum residue limit / αναφέρεται στο παράρτηµα ∆) της 

Ευρωπαϊκής ένωσης µε εξαίρεση το άθροισµα υπολειµµάτων 4,4-DDE και 4,4-DDD στο 

είδος Γλανίδι. Στα είδη ιχθυρών της λίµνης µετρήθηκαν σηµαντικά υψηλότερες τιµές και 

µεταξύ ειδών στα αρπακτικά είδη. Οι λίµνες εµφανίζουν µειωµένη εισροή-εκροή υδάτων σε 

σχέση µε τη θάλασσα και συνυπολογίζοντας τη µικρή τάση εξάτµισης των µεταβολιτών από 

τις υδάτινες επιφάνειες και την παραµονή τους στο ίζηµα (µικρές τιµές τάσης ατµών και 

µεγάλες τιµές KOC) είναι δυνατόν να εξηγηθούν οι υψηλές τιµές τους στα ιχθυρά της λίµνης. 

Ακόµα, οι υψηλές τιµές KOW των µεταβολιτών αυτών, οφείλονται για τη συσσώρευση τους 

στα αρπακτικά είδη ιχθυρών. Ανάλογα επίπεδα τιµών µετρήθηκαν και από µελέτες της 

περιοχής Μεσογείου (ενότητα 7.3). Συµπεραίνουµε λοιπόν, ότι παρόλο που η χρήση   DDT 

απαγορεύτηκε επίσηµα τη δεκαετία 1980 στην Ελλάδα, οι µεταβολίτες του εξακολουθούν να 

µετρούνται σε υψηλές τιµές συγκέντρωσης εξαιτίας των χηµικών ιδιοτήτων τους αλλά και 
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της χρήσης DDT σε άλλες χώρες του κόσµου. Είναι γι’αυτό απαραίτητες οι µελέτες ελέγχου 

της παρουσίας των ενώσεων αυτών για τον έλεγχο της δηµόσιας υγείας. Η παρούσα µελέτη 

όµως δε µπορεί να προχωρήσει σε λεπτοµερή ανάλυση των αιτιών βιοσυσσώρευσης των 

ενώσεων αυτών αφού αυτή εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως περιεχόµενο λίπος 

ιστού, διατροφή και τόπος διαβίωσης ιχθυρού, µεταβολισµός, ρυθµός ανάπτυξης, κ.α., αφού 

δεν ήταν αντικείµενό της. 

 Μετρήθηκαν επίσης τιµές συγκέντρωσης των ισοµερών endosulfan και του µεταβολίτη 

endosulfan sulfate. Οι ενώσεις αυτές προέρχονται από πρόσφατους ψεκασµούς καλλιεργειών 

στις παράκτιες περιοχές αφού το εµπορικό προιόν αυτών χρησιµοποιείται µέχρι σήµερα σε 

µεγάλες ποσότητες και εξατµίζεται γρήγορα και σε µεγάλες ποσότητες από τις επιφάνειες των 

φυτών και το έδαφος. Η πρόσληψή τους από τα ιχθυρά γίνεται µέσω του νερού και του 

ιζήµατος (σχετικές µελέτες – κεφάλαιο 7- το αποδεικνύουν) γεγονός που αποδεικνύεται από 

τα αποτελέσµατα της µελέτης. Οι υψηλές ποσότητες που µετρήθηκαν, για κάποιους µήνες 

δειγµατοληψίας, είναι ένδειξη της µεταφοράς τους στην ατµόσφαιρα των τοπικών περιοχών, 

της ανεξέλεγκτης ίσως χρήσης τους και της πρόσληψής τους από τους υδρόβιους 

οργανισµούς. Η Ευρωπαική ένωση απαγόρευσε από 1/1/2008 την έγκριση αδειών και χρήση 

σκευασµάτων που περιέχουν endosulfan ως δραστική ουσία. 

 Η παρούσα µελέτη δε φανέρωσε συγκεντρώσεις πολυχλωριοµένων διφαινυλίων στις 

περιοχές δειγµατοληψίας ως αποτέλεσµα πιθανότατα της απουσίας πρωτογενούς 

βιοµηχανικής παραγωγής σε αντίθεση µε µελέτες από άλλες περιοχές της Μεσογείου όπου 

µετρήθηκαν σηµαντικές ποσότητες PCBs (ενότητα 7.3) 
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Ε. ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

  

Η διαδικασία ανάπτυξης µιας πολυυπολειµµατικής µεθοδολογίας εκχύλισης 

οργανοχλωριωµένων ενώσεων από ιχθυρά περιγράφηκε και αναλύθηκε στο 6ο κεφάλαιο της 

παρούσας διατριβής. Πραγµατοποιήθηκε ανάπτυξη µε τη χρήση κλασσικών και 

χηµειοµετρικών µεθόδων και σύγκριση βάσει µελετών επικύρωσης δύο µεθόδων 

βελτιστοποίησης της µεθοδολογίας εκχύλισης µε διασπορά του υποστρώµατος σε στερεά 

φάση (MSPD) βάσει µελετών επικύρωσης. Ο υπολογισµός της αβεβαιότητας µέτρησης που 

προέρχεται από την ορθότητα της µεθόδου αποτελεί σηµαντικό κριτήριο ποιότητας και 

χρησιµοποιείται για την εκτίµηση ύπαρξης σηµαντικού συστηµατικού αναλυτικού 

σφάλµατος. Η βελτιστοποιηµένη αναλυτική µέθοδος εφαρµόστηκε σε δείγµατα ιχθυρών 

φυσικών αποδεκτών του νοµού Αιτωλοακαρνανίας (Ελλάδα) προκειµένου να 

προσδιοριστούν τα επίπεδα τιµών των µελετώµενων οργανικών ρύπων.  

Συµπερασµατικά, η πραγµατοποίηση της παρούσας διατριβής κατέληξε στα εξής: 

�   Η εφαρµογή χηµειοµετρικών µεθόδων (παραγοντικοί σχεδιασµοί, τεχνητά νευρωνικά 

δίκτυα) για την ανάπτυξη µιας αναλυτικής µεθοδολογίας παρέχει µια πλήρη και 

ολοκληρωµένη πορεία βελτιστοποίησης που µπορεί να συµπεριλάβει όλους τους 

πιθανούς παράγοντες που επιδρούν στην απόδοση της µεθόδου καθώς και τις µεταξύ 

τους αλληλεπιδράσεις. Η πορεία βελτιστοποίησης υλοποιείται µε σηµαντικά µειωµένο 

αριθµό επιµέρους πειραµατικών πορειών και εποµένως µειωµένο συνολικό κόστος 

ανάλυσης χωρίς οποιαδήποτε µείωση της αξιοπιστίας της µεθόδου. 

�   Η εφαρµογή παραγοντικών σχεδιασµών διερευνά και επιλέγει τους παράγοντες που 

συνεισφέρουν σηµαντικά στην απόδοση της ανάλυσης και προσδιορίζει τις µεταξύ 

τους αλληλεπιδράσεις ώστε να παρέχει ένα πλαίσιο µελετώµενων παραγόντων για την 

εύρεση των βέλτιστων πειραµατικών συνθηκών. Έτσι, στη µεθοδολογία εκχύλισης 

MSPD που αναπτύχθηκε οι παράγοντες που συνεισφέρουν σηµαντικά είναι: το υλικό 

διασποράς του υποστρώµατος, η αναλογία δείγµα ανάλυσης : υλικό διασποράς, το 

µίγµα διαλυτών έκλουσης των αναλυτέων ενώσεων και το στερεό υλικό καθαρισµού 

του εκχυλίσµατος. 

�   Οι βέλτιστες συνθήκες της αναλυτικής µεθοδολογίας προσδιορίστηκαν µε τη χρήση 

τεχνητών νευρωνικών δικτύων αντί των κλασσικών διαδικασιών. Έτσι, δεν απαιτείται 

η γνώση συναρτήσεων της µορφής y=f(x), όπου y: η απόκριση και  x: οι µελετώµενοι 
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παράγοντες ενώ επιτυγχάνεται προσδιορισµός οποιασδήποτε (γραµµικής και µη-

γραµµικής) σχέσης απόκρισης-παραγόντων. Τα ΤΝ∆ προσοµοιώνουν επιτυχώς 

πειραµατικά δεδοµένα µε τεχνητά δίκτυα και προσδιορίζουν τις βέλτιστες 

πειραµατικές συνθήκες. 

�   Παραγοντικοί σχεδιασµοί εφαρµόζονται για τον κατάλληλο προσδιορισµό της 

αβεβαιότητας µέτρησης που προέρχεται από την ορθότητα της µεθόδου. Έτσι, 

υπολογίζεται η αβεβαιότητα της ανάκτησης ή αβεβαιότητα της µεθόδου, εφόσον οι 

µελετώµενοι παράγοντες είναι αντιπροσωπευτικοί των πραγµατικών δειγµάτων 

ανάλυσης. Επιπρόσθετα, γίνεται εκτίµηση της ύπαρξης συστηµατικού σφάλµατος 

ώστε να εφαρµοστεί ή όχι διορθωτικός παράγοντας στην ανάκτηση της µεθόδου. Η 

συνολική µελέτη αβεβαιότητας πραγµατοποιείται κατά τη µελέτη επικύρωσης και δεν 

απαιτεί πρόσθετες ενέργειες.  

�   Η αναλυτική µεθοδολογία που αναπτύχθηκε µπορεί να εφαρµοστεί σε ψάρια κάθε 

είδους θαλάσσιων ή λιµναίων αποδεκτών για τον προσδιορισµό των επιπέδων τιµών 

των οργανοχλωριωµένων ενώσεων της µελέτης. Πρόκειται για την πρώτη µελέτη 

προσδιορισµού υπολειµµάτων των αναλυτέων ενώσεων στις συγκεκριµένες περιοχές 

εφαρµογής. 

�   Οι µεγαλύτερες συγκεντρώσεις των ενώσεων που µετρήθηκαν ήταν των: 4,4-DDE και 

4,4-DDD στα αρπακτικά ψάρια και στα ψάρια της λίµνης Τριχωνίδας ενώ 

µετρήθηκαν  υπολείµµατα της ένωσης Endosulfan µετά την επίσηµη απαγόρευσή του. 

�   Οι πηγές προέλευσης των τοξικών οργανοχλωριωµένων ενώσεων στους αποδέκτες 

φαίνεται να είναι περισσότερο η αγροκαλλιέργεια και όχι η βιοµηχανική 

δραστηριότητα.  

�   Ο προσδιορισµός της αβεβαιότητας των αποτελεσµάτων ανάλυσης πραγµατικών 

δειγµάτων συµβάλλει στην καλύτερη προσέγγιση της πραγµατικής τιµής. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ (Summary) 
 

 

 

 

Development and application of a method controlling organic toxic 

compounds in fish 

 

Thesis  
 Papadopoulos Vasilios (Chemist) 

 

  

 

Organic toxic compounds found in the environment from human activity are pesticides, 

polychlorinated biphenyls, polycyclic aromatic hydrocarbons, persistent organic pollutants, 

organic solvents and others. In this thesis, the selection of the toxic compounds was based on 

their toxicity, persistence and frequency in the environment, especially in fish organisms. 

Among them, the following compounds: aldrin, endrin, dieldrin, α-HCH, β-HCH, γ-HCH, δ-

HCH, α-chlordane, γ-chlordane, 4,4-DDE, 4,4- DDD, endrin aldehyde, heptachlor, heptachlor 

epoxide, endrin ketone and methoxychlor were selected as members of the dirty dozen of 

compounds as defined under the Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants 

(POPs). The use of compounds endosulfan I, endosulfan II, endosulfan sulfate has stopped 

since 2008 from E.U directive (2005) as susceptible for toxicity and bioaccumulation, as the 

above mentioned POPs. Among polychlorinated biphenyls (PCBs), PCBs congeners 28, 52, 

101, 138, 153, 180 and 209 were also selected as a representative group of the overall PCBs 

congeners.  

Matrix solid phase dispersion (MSPD) was used for the extraction of all the above 

analytes from fish matrices. This process extracts different kinds of compounds from solid, 

semi-solid and liquid matrices using solid-phase materials. MSPD is a simple preparation 

method that comprises sample homogenization, cellular disruption, fractionation, and 

purification in a single process. In the performance of MSPD, the analytes recoveries and 

matrix cleanup depend on several parameters such as the solid support and the bound phase, 

the nature of the sample matrix, the sample to solid support ratio, the solvent elution sequence 

performed, as well as the use of matrix modifiers. The influence of the main factors on the 
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extraction process yield was thoroughly evaluated. In order to maximize the extraction yield, 

we develop an analytical methodology with two optimization methods: the classical approach 

for an experiment involving factors named “one-factor-at-a-time strategy” and an alternative 

experimental arrangement named “factorial experiment”. In the step-by step approach, one 

experimental parameter is regularly changed within an interval of interest while other 

parameters are kept constant. This classic approximation methodology may not be efficient 

enough to reach true optimal conditions because a local optimum instead of a global one may 

be found. Using factorial experiments, the levels of a given factor are combined with all 

levels of every other factor in the experiment. In these cases the factorial will give a 

combination of variables near the maximum in contrast to the one-factor-at-a-time procedure.  

From the first optimization method, the maximum yield is achieved through the below 

optimum conditions of target analytes extraction: the dispersant C-18 100% (2g) mixed with 

the sample matrix at a ratio of 1:2, extracted with 50% dichloromethane : 50%  hexane elution 

solvent (15mL) since the clean up material is 100% florisil (2g). The recovery at 50 ng/g 

spiking level was ranged from 55% to 114%, the limits of detection and quantification from 

0.3 to 1.0 (ng/g) and from 1.0 to 3.3 (ng/g) respectively. Repeatability of the method ranged 

from 4.3 to 20.2 (% RSD) and reproducibility of the method ranged from 2.0 to 19.6 (% 

RSD). The correlation coefficient, r2 value, was above or equal to 0.996. 

Multivariable approach successfully overcomes the limitation of the classical method 

thus the probability of global optimum finding is much higher. Experimental design methods 

allow the experimenter to understand better and evaluate the factors that influence a particular 

system (e.g. extraction method) by means of statistical approaches. Such approaches combine 

theoretical knowledge of experimental designs and a working knowledge of the particular 

factors to be studied. A 3(4-1) fractional factorial design was developed to optimize the factors 

related to the extraction procedure to assure quantitative simultaneous extraction of the target 

analytes. Thus, all the variables were being changed at the same time according to the 

multivariable approach. These factors were: the dispersant, the sample to dispersant ratio, the 

elution solvent and cleaning up material for the column chromatography. The experimental 

data of 3(4-1) fractional factorial design were treated for modeling using artificial neural 

networks (ANNs). In general, compared with classical statistical optimization techniques, 

such as response surface methodology, ANNs show superiority as a modeling technique for 

data sets showing no linear relationships and act as global approximators and thus for both 

data fitting and prediction abilities. This combination (experimental design-ANN) allows the 

reduction of the number of experiments in order to obtain the optimal conditions and it 
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improves the development in analysis. Two different ANNs were used, the first one had as 

output the average recovery of the analytes and the second had as output the standard 

deviation of averaged recoveries. The optimum region found was the region generating the 

highest average recovery values for the 1st ANN and the lowest standard deviation of 

averaged recovery for each run for the 2nd ANN. The common region or values deriving from 

these two optimum regions could then best describe the global optimum for the MSPD 

method under investigation.  

From this optimization method, the maximum yield is achieved through the below 

optimum conditions of target analytes extraction: the dispersant C-18 80% / Florisil 20% (2g) 

mixed with the sample matrix at a ratio of 1:2, extracted with 50% dichloromethane : 50%  

hexane elution solvent (15mL) since the clean up material was C-18 40% / Florisil 60% (2g).  

The recovery was determined at two fish matrices differentiated in amount of lipid 

content. At matrix with higher lipid content, at 50ng/g spiking level, recovery was ranged 

from 68% to 115% (except for congener PCB 101: 62%), the limits of detection and 

quantification from 0.09 to 1.0 (ng/g) and  from 0.29 to 3.3 (ng/g) respectively. The 

correlation coefficient, r2 value, was above or equal to 0.987. At matrix with lower lipid 

content, at 50 ng/g spiking level, recovery was ranged from 55% to 119% (except for endrin 

aldehyde: 37%), the limits of detection and quantification from 0.09 to 1.03 (ng/g) and from 

0.30 to 3.4 (ng/g) respectively. The correlation coefficient, r2 value, was above or equal to 

0.992. Repeatability of the method ranged from 5.3 to 19.7 (% RSD) and reproducibility of 

the method ranged from 2.6 to 18.3 (% RSD).  

A fully nested experimental design is applied to estimate the uncertainty of 

measurement arising from trueness. The recovery was estimated in two fish species of 

different lipid content (mugil cephalus and cyprinus carpio, l=2). For each matrix, the 

analysis was carried out on three concentration levels, that is, 0.25, 0.50, 0.1 µg/g (p=3) and 

samples in triplicates (r=3). Using analysis of variances (ANOVA), the recovery of each 

analyte, the variations of the factors mentioned above and the overall recovery were 

determined. The matrices tested seem to cause a negligible variation in the measured recovery 

values than the different concentration levels for many analytes and no important variation 

was found for the rest of them.   

The proposed procedure was applied to real samples of four fish species (mugil 

cephalus, dicentrarchus labrax, cyprinus carpio and silurus aristotelis) sampled from two 

regions of Aitoloakarnania, Greece: Mesolonghi lagoon and Trichonis lake. The sampling 

period was extended from July to December 2009 and three samples of each species were 
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collected and prepared according to EPA protocol of sampling. The analytes: Endosulfan I, 

4,4 –DDE, Endrin, 4,4 –DDD and Endosulfan II were found in each species (but not in each 

month of sampling) and the analytes: Endosulfan sulphate, Endrin ketone, PCB 101 και PCB 

153 were found in some cases. No other of the 26 studied analytes were found.  

Finally, uncertainties of measurements of real samples analysis were calculated and 

presented together with the analytical results as a numeric range. The expanded uncertainty of 

each result including all possible sources of uncertainty was introduced to each result. These 

values of uncertainty were below 20% for most of the analytes.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α 

Σύνοψη των σχέσεων που χρησιµοποιούνται για τον υπολογισµό: 

• της αβεβαιότητας µέτρησης που προέρχεται από την ορθότητα της 

µεθόδου (αβεβαιότητα ανάκτησης) 

• της αβεβαιότητας των αποτελεσµάτων ανάλυσης των πραγµατικών 

δειγµάτων 
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Σηµείωση: Η επεξήγηση των σχέσεων αναφέρεται στο 3ο κεφάλαιο 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β 

Πίνακες µε τις τιµές των παραµέτρων που χρησιµοποιούνται για τις 

δοκιµές σηµαντικότητας: τιµές «t» και τιµές «F» 
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Πίνακας που δείχνει το ανώτερο όριο της τιµής 
2

2

2

1

s

s
F = , για τιµή p=0,05 (στατιστική βεβαιότητα 95%) και διάφορους βαθµούς ελευθερίας ν1 και ν2. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ 

Ανώτατα επιτρεπτά όρια των υπολειµµάτων οργανοχλωριωµένων ενώσεων 

της µελέτης σε τρόφιµα ζωικής προέλευσης 
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Α.  Ανώτατα επιτρεπτά όρια οργανοχλωριωµένων ενώσεων σε τρόφιµα ζωικής 

προέλευσης (ng/g λίπους)  

 

Ένωση Ανώτατο επιτρεπτό όριο (ng/g) 

Σchlordane 50 

ΣDDT 1000 

Dieldrin 200 

Σendosulfan 100 

Σheptachlor 200 

HCB 200 

α-HCH 200 

β-HCH 100 

γ-HCH 1000 

Endrin 50 

  

 

Β.  

 

Όριο συγκέντρωσης για την προστασία των καταναλωτών από άγριας φύσης υδρόβιους 

οργανισµούς: 140 ng/g wet weight 


