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ΠΕΡΙΛΗΨΗ   
 
Η παρούσα διπλωµατική εργασία αφορά στη µελέτη των πολυκυκλικών 
αρωµατικών υδρογονανθράκων (PAHs) σε υδατικά δείγµατα. Τα PAHs είναι 
µια οµάδα ενώσεων µε τοξικές και καρκινογενείς ιδιότητες και προέρχονται 
κυρίως από τα παράγωγα του πετρελαίου. Η µόλυνση των επιφανειακών και 
των υπόγειων υδάτων από τα PAHs είναι ένα ζήτηµα που έχει προκαλέσει το 
παγκόσµιο ενδιαφέρον και έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές µελέτες σχετικά µε 
τον τρόπο εισαγωγής τους σε αυτά καθώς και µε τις επιπτώσεις τους στην 
ανθρώπινη υγεία και στους υδρόβιους οργανισµούς. Η ανίχνευση και ο 
ποιοτικός προσδιορισµός των PAHs στην συγκεκριµένη εργασία έγινε µε την 
αναπτυσσόµενη τεχνική της Μικροεκχύλισης Υγρής Φάσης (LPME) µε 
φασµατοµετρία µαζών (GC/MS). ∆είγµατα νερού ελήφθησαν και αναλύθηκαν 
από διάφορα µέρη του Νοµού Χανίων, όπως η παραλία του Μαραθίου, το 
παλιό λιµάνι της πόλης των Χανίων, η παραλία της Σούδας πλησίον της 
ιχθυόσκαλας.  
 
Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε λεπτοµερή περιγραφή της 
µεθόδου LPME, αναλύθηκε η θεωρία που την διέπει και έγινε σύγκριση της µε 
άλλες τεχνικές Μικροεκχύλισης (SPME, SDME). H LPME αποδείχτηκε ότι 
υπερέχει έναντι των άλλων τεχνικών, µια και πρόκειται για µια εξαιρετικά 
απλή, γρήγορη και φθηνή µέθοδο, όπου η παρουσία της τριχοειδούς ίνας 
παρέχει σηµαντική προστασία στην µικρο-σταγόνα. Είναι µια τεχνική µεγάλης 
ευαισθησίας και συµβάλλει στην εξαγωγή αποτελεσµάτων πολύ µεγάλης 
ακρίβειας, σχετικά µε την ανάλυση διαφόρων βιολογικών και περιβαλλοντικών 
δειγµάτων.  
 
Επιπρόσθετα πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της λειτουργίας του αέριου 
χρωµατογράφου (GC), του φασµατογράφου µάζας (MS) καθώς και της 
σύζευξής τους. Η αέρια χρωµατογραφία αποτελεί µια από τις σηµαντικότερες 
µεθόδους χηµικής ανάλυσης που χρησιµοποιούνται σήµερα και η διάδοση της 
είναι ταχύτατη. Η σύζευξή της µε τον φασµατογράφο µάζας αποτελεί µια 
τεχνική µε πολλές εφαρµογές στην ανάλυση περιβαλλοντικών δειγµάτων.  
 
Έτσι στο πρώτο κεφάλαιο της εργασίας περιγράφονται αναλυτικά οι φυσικές 
και χηµικές ιδιότητες των PAHs καθώς και οι πηγές και τα σηµεία εµφάνισής 
τους στα επιφανειακά ύδατα. Στο δεύτερο κεφάλαιο περιγράφεται το 
θεωρητικό υπόβαθρο της τεχνικής LPME, η οποία χρησιµοποιήθηκε για την 
ανάλυση των δειγµάτων. Στο τρίτο κεφάλαιο περιγράφονται λεπτοµερώς τα 
µέρη του αέριου χρωµατογράφου, ενώ στο τέταρτο κεφάλαιο γίνεται ανάλυση 
της λειτουργίας του φασµατογράφου µάζας και της σύζευξής του µε τον αέριο 
χρωµατογράφο.Στο πέµπτο και έκτο κεφάλαιο αντίστοιχα παρουσιάζονται το 
πειραµατικό µέρος και τα αποτελέσµατα της ανάλυσης των υδάτινων 
δειγµάτων µε LPME-GC/MS. Η εργασία ολοκληρώνεται µε τις βιβλιογραφικές 
αναφορές που χρησιµοποιήθηκαν για την πραγµατοποίησή της. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
 
1.ΠΟΛΥΚΥΚΛΙΚΟΙ ΑΡΩΜΑΤΙΚΟΙ Υ∆ΡΟΓΟΝΑΝΘΡΑΚΕΣ (PAHs) 
 
1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ     
 
Η µόλυνση του νερού από οργανικές ενώσεις, πολλές από τις οποίες είναι 
τοξικές ή καρκινογόνες, έχει προκαλέσει το παγκόσµιο ενδιαφέρον. Τα νερά 
των ακτών αλλά και τα ποτάµια και οι λίµνες είναι αποδέκτες αστικών και 
βιοµηχανικών αποβλήτων, όµβριων υδάτων καθώς και άλλων εισροών που 
προέρχονται από εκροές αγροτικών δραστηριοτήτων. Όπως γνωρίζουµε τα 
ποτάµια, οι λίµνες και οι χείµαρροι χρησιµοποιούνται συνήθως για την 
παροχή πόσιµου νερού. Έτσι είναι ανεπιθύµητη η µόλυνση των υδάτινων 
πόρων όπου το νερό πρακτικά µπορεί να επαναχρησιµοποιηθεί [1].   
 
Μια πολύ σηµαντική κατηγορία ενώσεων που συµβάλλει στην µόλυνση των 
υδάτινων πόρων είναι οι πολυκυκλικές αρωµατικές ενώσεις, οι οποίες 
περιλαµβάνουν διάφορες οµάδες ενώσεων που έχουν δύο ή περισσότερες 
βενζολικές οµάδες στη δοµή τους και πολλές άλλες οµάδες που µπορεί να 
περιέχουν αρκετά άλλα στοιχεία. Υπάρχει µια σηµαντική ποικιλία τέτοιων 
οµάδων, αλλά µόνο λίγες από αυτές είναι σηµαντικές και σχετίζονται µε 
περιβαλλοντικά ζητήµατα [1]. 
 
Σε αυτή την κατηγορία των ενώσεων ανήκουν οι πολυκυκλικοί αρωµατικοί 
υδρογονάνθρακες (PAHs), στους οποίους έχει δοθεί πολύ µεγάλη σηµασία, 
µια και έχει τεκµηριωθεί η καρκινογένεση πολλών ενώσεων που ανήκουν σε 
αυτήν την κατηγορία, ύστερα από πειράµατα σε διάφορα είδη ζώων. Τα PAHs 
είναι χηµικές ενώσεις που αποτελούνται από ενωµένους (συζευγµένους) 
βενζολικούς δακτυλίους. Όταν ένα ζευγάρι ατόµων άνθρακα είναι κοινό, τότε οι 
δύο αρωµατικοί δακτύλιοι που διανέµονται από κοινού θεωρούµε ότι είναι 
συγχωνευµένοι. Η τελική δοµή είναι ένα µόριο, όπου όλα τα άτοµα άνθρακα 
και υδρογόνου βρίσκονται σε ένα επίπεδο. Έτσι προκύπτει µια ποικιλία 
ενώσεων µεταξύ του coronene (C10H8) και του naphthalene (C24H12). Σε 
αυτήν την ποικιλία ενώσεων υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός PAHs, που 
διαφέρουν ως προς τον αριθµό και την θέση των αρωµατικών δακτυλίων. Οι 
διαφοροποιήσεις ως προς τον αριθµό, την θέση και ενδεχοµένως την χηµεία 
των ατόµων που αντικαθιστούν άλλα άτοµα, βασίζονται στο βασικό σύστηµα 
δακτυλίων. Οι φυσικές και χηµικές ιδιότητες των PAHs ποικίλλουν ανάλογα µε 
το µοριακό τους βάρος. Τα PAHs αποτελούν µια από τις πιο επικίνδυνες 
κατηγορίες ρύπων του περιβάλλοντος, γεγονός που οφείλεται στο ότι έχουν 
καρκινογόνες και µεταλλαξιογόνες ιδιότητες. Μέσω χηµικών αντιδράσεων (µε 
H2SO4, HNO3) µπορούν να µετασχηµατιστούν σε περισσότερο τοξικές 
ενώσεις. Λόγω του τεράστιου ενδιαφέροντος που υπάρχει για τα PAHs 
(σχετικά µε τις επιπτώσεις τους στο περιβάλλον) έχουν συµπεριληφθεί στις 
λίστες προτεραιότητας ρυπαντών που έχει συντάξει η US EPA (Environmental 
Protection Agency) και η Ευρωπαϊκή Ένωση. Η US EPA έχει τοποθετήσει 
στην λίστα προτεραιότητας ρυπαντών 16 PAHs, χωρίς υποκατάστατες στο 
βασικό σύστηµα των βενζολικών δακτυλίων τους, µερικά από τα οποία 
θεωρείται ότι προκαλούν διάφορες µορφές καρκίνου στον άνθρωπο [1]. 
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Έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές έρευνες σχετικά µε την διασπορά αυτών των 
ενώσεων και τους κινδύνους που εγκυµονούν για την ανθρώπινη υγεία. Η 
χηµική δοµή των 16 PAHs της US EPA  δίνεται στον Πίνακα 1. Η λίστα της 
Ευρωπαϊκής Ένωσης περιλαµβάνει 6 βασικά PAHs: Fluorene, 
Benzo[b]fluoranthene, Benzo[k]fluoranthene, Benzo[a]pyrene, 
Benzo[g,h,i]perylene και Dibenzo[b,c]fluoranthene [1].   
 
Πίνακας 1:Χηµική δοµή των 16 PAHs που περιέχονται στην λίστα προτεραιότητας 
ρυπαντών της US EPA 
 

 
 
Tα PAHs εισάγονται στο περιβάλλον µέσω των φυσικών και ανθρωπογενών 
διαδικασιών καύσης. Εποµένως οι ποσότητες τους που βρίσκονται σε υδατικά 
και εδαφικά συστήµατα έχουν ένα συστατικό ατµοσφαιρικής προέλευσης. Οι 
κυριότερες φυσικές πηγές, µέσω των οποίων εισάγονται τα PAHs στην 
ατµόσφαιρα, είναι οι εκρήξεις ηφαιστείων και οι πυρκαγιές στα δάση και σε 
µεγάλες πεδιάδες. Οι σηµαντικότερες ανθρωπογενείς πηγές είναι : η καύση 
φυσικών καυσίµων, η αποτέφρωση απορριµµάτων, η παραγωγή ασφάλτου 
και άνθρακα, η διύλιση του πετρελαίου, η παραγωγή αλουµινίου και άλλες 
βιοµηχανικές δραστηριότητες [1].  
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 Παρά την ύπαρξη πολλών ανθρωπογενών πηγών στις αστικές και 
βιοµηχανικές περιοχές, τα PAHs απαντώνται σε σχετικά υψηλές 
συγκεντρώσεις σε αγροτικές και αποµακρυσµένες περιοχές, λόγω της 
ικανότητας τους να µεταφέρονται σε πολύ µεγάλες αποστάσεις ως αέρια και 
αεροζόλ και λόγω της φαινόµενης αντοχή τους στην αποικοδόµηση τους στην 
ατµόσφαιρα. Γι�αυτό το λόγο οι εκποµπές των PAHs σε αστικές και 
βιοµηχανικές περιοχές µπορούν να επηρεάσουν την ποιότητα των παράκτιων 
νερών καθώς και τα επιφανειακά νερά λιµνών και ποταµών [1].  
 
Ύστερα από την είσοδο των PAHs στο υδατικό περιβάλλον, η συµπεριφορά, 
και η τύχη που θα έχουν εξαρτάται από τις φυσικοχηµικές ιδιότητές τους. Οι 
κύριες διεργασίες µέσα στο νερό στις οποίες συµµετέχουν τα PAHs είναι οι 
ακόλουθες : διάλυση, εξάτµιση, προσρόφηση σε αιωρούµενα στερεά, 
διαδοχική ιζηµατοποίηση, βιοτική και αβιοτική αποικοδόµηση, πρόσληψη από 
υδρόβιους οργανισµούς και συσσώρευση. Στον Πίνακα 2 που ακολουθεί, 
απεικονίζονται οι χηµικοί τύποι των 16 ΡΑΗs της λίστας ρυπαντών της US 
EPA µαζί µε τις φυσικοχηµικές σταθερές τους και την εκτιµώµενη καρκινογενή 
δραστικότητά τους [1].  
 
1.2 ΠΗΓΕΣ ΚΑΙ ΣΗΜΕΙΑ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΥ ΤΩΝ PAHs 
 
1.2.1 ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΚΑ ΝΕΡΑ  
 
Οι πολυκυκλικοί αρωµατικοί υδρογονάνθρακες εισάγονται στα επιφανειακά 
νερά µέσω των ατµοσφαιρικών κατακρηµνισµάτων, των αστικών απορροών, 
από έκπλυση αστικών περιοχών από δηµοτικές εκροές, από βιοµηχανικές 
εκροές και από διαρροές ή κηλίδες πετρελαίου. Τα ατµοσφαιρικά 
κατακρηµνίσµατα περιλαµβάνουν την υγρή και ξηρή απόθεση σωµατιδίων και 
ατµών. Τα PAHs, ως ηµιπτητικές οργανικές ενώσεις, συναντώνται τόσο σε 
αέρια όσο και σε σωµατιδιακή µορφή στον αέρα και υπόκεινται σε έκπλυση µε 
τους ατµούς αλλά και µε τα σωµατίδια κατά τη διάρκεια της κατακρήµνισης 
[1]. 
 
Η εισαγωγή των PAHs στα επιφανειακά νερά οφείλεται κατά ένα µεγάλο 
ποσοστό στις ατµοσφαιρικές αποθέσεις. Έχει εκτιµηθεί ότι το 10-80% των 
PAHs που εισέρχονται στους ωκεανούς,, προέρχεται από ατµοσφαιρικές 
πηγές. Οι ποσότητες των PAHs που εισάγονται στην θάλασσα της Μεσογείου 
είναι περίπου 35-70 τόνους/έτος µε µέση τιµή 47.5t τόνους/έτος. Επίσης 
µελέτες έχουν δείξει ότι οι εισαγωγές PAHs από τους ποταµούς Έµπρο και 
Ρήνο στην Μεσόγειο είναι 5.3 και 1.3 τόνους/έτος αντίστοιχα. Επιπλέον έχει 
βρεθεί ότι τα όµβρια ύδατα περιέχουν πολλές οργανικές ενώσεις, 
συµπεριλαµβανοµένων και των PAHs. Οι συγκεντρώσεις των PAHs στα νερά 
της βροχής είναι σε αρκετές περιπτώσεις πολύ µεγαλύτερες από τις 
αντίστοιχες στο σώµα του νερού του αποδέκτη [1]. 
 
Μια σηµαντική ποσότητα PAHs που µεταφέρονται στα επιφανειακά νερά, 
προέρχεται από απορροές υπονόµων από αστικές εκπλύσεις. Οι αστικές 
εκπλύσεις περιλαµβάνουν τα νερά που προέρχονται από αδιαπέραστες 
εκτάσεις, όπως δρόµους, αυτοκινητόδροµους, πλακόστρωτους χώρους 
στάθµευσης, πεζοδρόµια και από διαπερατές εκτάσεις, όπως κήπους, 
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εργοτάξια. Συνεπώς οι αστικές εκπλύσεις περιέχουν PAHs που εναποτίθενται 
στη επιφάνεια τους καθώς και PAHs που σχετίζονται µε την βενζίνη για την 
κίνηση των αυτοκινήτων, PAHs από διαρροές πετρελαίου, από παράγωγα 
καυσαερίων, από σωµατίδια των ελαστικών των αυτοκινήτων, από την 
άσφαλτο από την επιφάνεια των δρόµων. Κατά την διάρκεια του χειµώνα και 
του φθινοπώρου έχουν βρεθεί υψηλές συγκεντρώσεις PAHs σε αστικές 
εκπλύσεις, λόγω της αυξηµένης κίνησης των οχηµάτων στους δρόµους και 
της αυξηµένης χρήσης συστηµάτων θέρµανσης. Το ποσοστό των αστικών 
επλύσεων που εισέρχονται στα νερά των αποδεκτών είναι διαφορετικό για 
κάθε περιοχή, µια και εξαρτάται από την ένταση µε την οποία οι καιρικές 
συνθήκες φορτίζουν (υγρή και ξηρή απόθεση) τους αποδέκτες [1]. 
  
Το αργό πετρέλαιο περιέχει υψηλά επίπεδα PAHs, αλλά η σχετική 
συγκέντρωση της κάθε ένωσης εξαρτάται από το είδος και την προέλευση του 
πετρελαίου. Επιπλέον σε διάφορα παράγωγα πετρελαίου παρατηρήθηκαν 
διακυµάνσεις στην περιεκτικότητα των PAHs. Έχει εκτιµηθεί ότι οι 
εγκαταστάσεις διύλισης πετρελαίου και παραγωγής πετροχηµικών προϊόντων 
συνεισφέρουν µέχρι και 200000 µετρικούς τόνους από τα παράγωγα του 
πετρελαίου και το ακατέργαστο πετρέλαιο στους ωκεανούς ετησίως. Αν και 
δεν είναι διαθέσιµες οι αντίστοιχες τιµές για τις εισροές στα γλυκά νερά, 
υπάρχουν αναφορές σχετικά µε τα απόβλητα των διυλιστηρίων που 
συµβάλλουν στην ρύπανση ποταµών και λιµνών [1].   
 
Επίσης τα PAHs εισέρχονται στα επιφανειακά νερά µέσω των βιοµηχανικών 
αποβλήτων. Βιοµηχανίες που ασχολούνται µε την κατασκευή χηµικών 
(διαλύτες, λιπαντικά, βαφικές ύλες, εντοµοκτόνα),όπου χρησιµοποιούνται 
PAHs χαµηλότερου µοριακού βάρους (naphthalene, acenaphtene) 
παράγουν απόβλητα µε υψηλή περιεκτικότητα σε PAHs. Γενικά βιοµηχανίες 
που χρησιµοποιούν πετρέλαιο ή κάρβουνο ως πρώτη ύλη ή ως καύσιµο 
παράγουν απόβλητα µε υψηλές συγκεντρώσεις σε PAHs. Επίσης σε 
απόβλητα βιοµηχανιών κατασκευής ελαστικών περιέχονται ποσότητες PAHs, 
όταν η αιθάλη χρησιµοποιείται ως µέσο ενίσχυσης για τα συνθετικά ελαστικά. 
Ύστερα από αναλύσεις σε 35 είδη βιοµηχανικών εκροών, τα µεγαλύτερα 
ποσοστά PAHs βρέθηκαν σε εκροές βιοµηχανιών παραγωγής οργανικών 
µειγµάτων και πλαστικών καθώς και σε εκροές από την κατασκευή σιδήρου 
και χάλυβα [1].  
 
Μια άλλη πηγή των PAHs για την ρύπανση των επιφανειακών νερών είναι τα 
αστικά απόβλητα. Έχει αποδειχθεί ότι οι ολικές συγκεντρώσεις των PAHs στα 
ανεπεξέργαστα αστικά απόβλητα ποικίλλουν σηµαντικά και εξαρτώνται από 
την ποσότητα των βιοµηχανικών εκροών που προεπεξεργάζονται µαζί µε τα 
αστικά απόβλητα. Τα επεξεργασµένα αστικά απόβλητα συνήθως περιέχουν 
αρκετα µικρές συγκεντρώσεις PAHs, λόγω της αποµάκρυνσής τους µέσω της 
προσρόφησής τους από τα σωµατίδια, της βιοαποικοδόµησής ή της εξάτµιση 
τους κατά την διάρκεια της επεξεργασίας τους [1,2].   
 
Παρά το γεγονός ότι είναι γνωστές συγκεκριµένες πηγές που ευθύνονται για 
την παρουσία των PAHs στα επιφανειακά νερά, υπάρχουν αρκετές 
περιπτώσεις που η παρουσία τους δεν µπορεί να συσχετιστεί µε µια 
συγκεκριµένη πηγή [1]. 
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Οι σύγχρονες βέβαια αναλυτικές τεχνικές παρέχουν την δυνατότητα 
αποτελεσµατικού προσδιορισµού των PAHs και εύρεσης των πηγών τους [1].  
 
 Η διαλυτότητα των PAHs στο νερό είναι χαµηλή και µειώνεται µε την αύξηση 
του µοριακού βάρους. Λόγω της υδροφοβικής τους φύσης (logKow=3-8) οι 
συγκεντρώσεις των διαλυµένων PAHs στο νερό είναι πολύ χαµηλές. Τα PAHs 
ενώνονται εύκολα µε σωµατιδιακή ύλη και  τελικά εναποτίθενται στο ίζηµα. Οι 
συγκεντρώσεις των PAHs στα νερά διαφόρων ποταµών της Ευρώπης 
απεικονίζονται στον Πίνακα 3 [1,6,7]. 
 
Θα πρέπει να αναφερθεί ότι είναι αρκετά δύσκολη η άµεση σύγκριση των 
στοιχείων της υπάρχουσας βιβλιογραφίας, λόγω των διαφορών στην φάση 
(διαλυµένη, σωµατιδιακή) και στα συστατικά που λαµβάνονται υπόψη σε κάθε 
µελέτη. Οι συγκεντρώσεις των PAHs στα ιζήµατα των ποταµών είναι πολύ 
υψηλότερες από τις αντίστοιχες του υδάτινου σώµατος. Χαρακτηριστικό 
παράδειγµα είναι ο ποταµός Slave στον Καναδά, όπου οι διαλυµένες 
συγκεντρώσεις των PAHs βρέθηκαν να είναι υψηλότερες από τα όρια 
ανίχνευσης των οργάνων ανάλυσης σε λίγες περιπτώσεις, ενώ οι 
συγκεντρώσεις τους στο ίζηµα ξεπερνούσαν το χαµηλότερο επίπεδο 
επίδρασης (Ontario Sediment Quality Guidelines). Παροµοίως η ολική 
συγκέντρωση στα στερεά σωµατίδια των PAHs στον ποταµό Seine κυµαινόταν 
από 2 έως 687 ng/l, ενώ τα επίπεδα των διαλυµένων PAHs ήταν µία τάξη 
µεγέθους χαµηλότερα [1,8]. 
  
Στον Πίνακα 4 απεικονίζονται κάποιες ενδεικτικές συγκεντρώσεις PAHs στο 
θαλασσινό νερό. Συνήθως οι συγκεντρώσεις των PAHs σε θαλασσινά νερά 
µακριά από την παραλία είναι σε χαµηλά ή µη ανιχνεύσιµα επίπεδα, ενώ 
παρατηρήθηκαν υψηλότερες συγκεντρώσεις σε παράκτιες περιοχές ή σε 
εκβολές ποταµών [9]  
 
Σε πρόσφατη µελέτη σχετικά µε την ποσότητα και την µεταφορά των PAHs 
στα νερά της ∆υτικής Μεσογείου βρέθηκε ότι η περιεκτικότητα των PAHs στην 
διαλυµένη µορφή ήταν µέγιστη στα ανοιχτά της Βαρκελώνης (1800pg/l) και 
στην εκβολή του ποταµού Ebro (2170pg/l), ενώ οι συγκεντρώσεις σε 
αποµακρυσµένες περιοχές παρατήρησης ήταν χαµηλότερες (400-890pg/l). Τα 
PAHs που συνδέονταν µε την αιωρούµενη σωµατιδιακή ύλη µεταφέρθηκαν 
κάτω από τα επιφανειακά νερά και οι συγκεντρώσεις τους κυµαίνονταν από 
200 έως 750pg/l, µε µέγιστη τιµή στα στενά του Γιβραλτάρ και της Σικελίας και 
το µέσο της εµπρόσθιας ζώνης µεταξύ της Ιβηρικής χερσονήσου και των 
Βαλέριων νήσων. Ελαφρά υψηλότερες συγκεντρώσεις βρέθηκαν στην 
υφαλοκρηπίδα (457-772) από ότι στην ανοιχτή θάλασσα (212-605pg/l) [9].  
 
Επίσης παρατηρήθηκαν υψηλές συγκεντρώσεις διαλυµένων στο νερό PAHs 
στο ∆έλτα του Ρήνου. Τα PAHs στην διαλυµένη φάση βρέθηκαν ότι είναι 
πάνω από 30 και 50ng/l το καλοκαίρι και το χειµώνα αντίστοιχα, ενώ οι 
αντίστοιχες σχετικές συγκεντρώσεις ήταν αρκετά χαµηλότερες (πάνω από 14 
και 19ng/l) [1].   
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1.2.2 ΥΠΟΓΕΙΑ ΝΕΡΑ   
 
Η ύπαρξη των PAHs στα υπόγεια νερά προέρχεται από µολυσµένα 
επιφανειακά νερά, από τις εκροές των γεωργικών αρδεύσεων, από την 
διήθηση σωµατιδίων που προέρχονται από περιοχές διάθεσης στερεών 
αποβλήτων ή από µολυσµένα εδάφη. Η κίνηση και η µεταφορά των PAHs στα 
εδαφικά συστήµατα καθώς και οι µηχανισµοί διείσδυσης τους στα υπόγεια 
νερά παραµένουν ασαφείς [1].   
 
Η σύσταση του υπόγειου νερού µεταβάλεται καθώς ρέει µέσω των διαφόρων 
εδαφικών σωµατιδίων και τα PAHs προσροφούνται στα οργανικά στερεά του 
χώµατος. Οι συγκεντρώσεις των καρκινογενών PAHs στα υπόγεια νερά σε 
περιοχές της Αµερικής κυµαίνονται από 0.2 ng/l έως 6.9 ng/l, ενώ οι 
αντίστοιχες τιµές στα επιφανειακά νερά κυµαίνονται από 0.1 ng/l έως 800 ng/l 
µε πιο συχνές συγκεντρώσεις µεταξύ 2 ng/l και 50 ng/l. Ωστόσο έχει 
αναφερθεί ότι οι συγκεντρώσεις των PAHs στα υπόγεια νερά που βρίσκονται 
κοντά στην επιφάνεια είναι δυνατόν να αυξηθούν ύστερα από περιόδους 
βροχόπτωσης, γεγονός που σηµαίνει ότι πραγµατοποιείται µια γρήγορη 
µεταφορά από το νερό της βροχής στο υπόγειο νερό [1].  
 
1.2.3 ΠΟΣΙΜΟ ΝΕΡΟ  
 
Η παρουσία των PAHs στο πόσιµο νερό µπορεί να οφείλεται στην χρήση 
επιφανειακών ή υπόγεων νερών για κατανάλωση ή στην χρήση σωλήνων,  
που είναι κατασκευασµένοι από άνθρακα (επίστρωση πίσσας) στα δηµόσια 
δίκτυα ύδρευσης, µια και αυτό επιτρέπεται σε ορισµένες χώρες. Επίσης από 
έρευνες έχει προκύψει ότι υψηλότερα επίπεδα PAHs αναµένονται στο πόσιµο 
νερό που προέρχεται από πηγές, όπως εγκαταστάσεις επεξεργασίας νερού 
και συστήµατα συλλογής του βρόχινου νερού. Η χλωρίωση του πόσιµου 
νερού, ως τεχνική απολύµανσης, µπορεί να οδηγήσει στον σχηµατισµό 
οξυγονωµένων και χλωριωµένων PAHs, ενώσεις που είναι πολύ πιο τοξικές 
από τα PAHs [1]. 
 
Ανάµεσα στις πολυάριθµες οργανικές ενώσεις που έχουν βρεθεί σε δείγµατα 
πόσιµου νερού, έχει αναφερθεί και η παρουσία PAHs από πολλούς 
ερευνητές. Οι συγκεντρώσεις των PAHs στο πόσιµο νερό σε διάφορες 
περιοχές (Ιαπωνία,∆ανία) παρέχονται στον Πίνακα 5. Η οδηγία της 
Ευρωπαϊκής Ένωσης 80/778/EEC ορίζει ως ανώτατο όριο για τα PAHs στο 
πόσιµο νερό τα 0.2 µg/l για τα Fluoranthene, Benzo[k]pyrene, 
Benzo[b]fluoranthene, Benzo[k]fluoranthene, Benzo[ghi]perylene και 
Indeno[l,2,3-cd]pyrene ως συστατικά αναφοράς. Τα µέγιστα επίπεδα για το 
άθροισµα αυτών των PAHs στα επιφανειακά νερά µπορούν να προσεγγίσουν 
το 1µg/l, ανάλογα µε τις διαδικασίες επεξεργασία των επιφανειακών νερών 
που ακολουθούνται [1].  
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1.2.4 Ε∆ΑΦΟΣ 
 
Η φυσική πτώση των αιωρούµενων σωµατιδίων της ατµόσφαιρας και οι 
βροχές, έχουν σαν αποτέλεσµα την παρουσία µικρών ποσοτήτων PAHs στο 
έδαφος. Μεγαλύτερες σχετικά συγκεντρώσεις παρατηρούνται σε περιοχές µε 
αυξηµένη βιοµηχανική δραστηριότητα και µεγάλη πυκνότητα πληθυσµού [1].   
 
Επίσης µεγάλες ποσότητες PAHs υπάρχουν στα στερεά απόβλητα των 
δυιλιστηρίων σε εδάφη, που χρησιµοποιούνται για landfarming επεξεργασία 
των αποβλήτων τους. Τα PAHs δεσµεύονται µε τα χουµικά συστατικά του 
εδάφους και σχηµατίζουν σταθερά σύµπλοκα. Η βιοαποικοδόµηση αυτών των 
PAHs-χουµικών συµπλόκων υπολογίζεται σε δεκάδες, εκατοντάδες ή και 
χιλιάδες χρόνια. Επίσης τα PAHs εισέρχονται στο χώµα ως σύνθετα µείγµατα, 
λόγω διαρροής από χώρους αποθήκευσης καυσίµων ή ύστερα από ατελή 
καύση διαφόρων ουσιών (κάρβουνο, πετρέλαιο, ξύλο, καπνός, βενζίνη, 
απορρίµµατα) [33].  
 
1.2.5 ΑΤΜΟΣΦΑΙΡΑ 
 
Η βιοµηχανία πετρελαίου είναι η σηµαντικότερη πηγή ρύπανσης της 
ατµόσφαιρας µε PAHs. Ο σχηµατισµός των PAHs λαµβάνει χώρα κατά την 
αναγέννηση του καταλύτη στην διαδικασία καταλυτικής διάσπασης 
προϊόντων, που χρησιµοποιούνται για την παραγωγή καυσίµων ή για την 
παραγωγή ασφάλτου [33]. 
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Η βιοµηχανία άνθρακα προκαλεί επίσης σηµαντικές εκποµπές PAHs και 
κυρίως κατά την διαδικασία καύσης του φυσικού αερίου και της πυρόλυσης 
υγρών αρωµατικών υδρογονανθράκων σε υψηλή θερµοκρασία. Άλλες πηγές 
είναι οι βιοµηχανίες λιπασµάτων, ενώ υψηλές συγκεντρώσεις PAHs 
παρατηρούνται στο εσωτερικό των χυτηρίων ή στα γκαράζ αυτοκινήτων [33].    
 
Επιπλέον η οικιακή θέρµανση αποτελεί σηµαντική πηγή ρύπανσης µε PAHs, 
κυρίως όταν χρησιµοποιείται το ξύλο ως καύσιµο υλικό. Αντίθετα το 
κάρβουνο, τα υγρά καύσιµα και το υγραέριο παράγουν µικρότερες ποσότητες 
PAHs. Σηµαντικές εκποµπές PAHs στην ατµόσφαιρα προκαλούνται και από 
την καύση των στερεών απορριµµάτων. Το είδος των ενώσεων που 
εκπέµπονται εξαρτάται από τη φύση των απορριµµάτων. Τα αυτοκίνητα τέλος 
αποτελούν την τελευταία σηµαντική πηγή ρύπανσης της ατµόσφαιρας µε PAHs. 
Τα σωµατίδια, που εκπέµπονται από τα αυτοκίνητα, περιέχουν εκτός των 
PAHs και τα αµίνο- και τα νίτρο-παράγωγα αυτών, καθώς και αζααρένια, 
ενώσεις καρκινογόνες και µεταλλαξιογόνες. Ο τύπος του αυτοκινήτου καθορίζει 
σε µεγάλο ποσοστό το είδος και την ποσότητα των PAHs, που εκπέµπονται 
στην ατµόσφαιρα [33].  
 
Τα αυτοκίνητα µε κινητήρες Diesel εκπέµπουν µικρότερες ποσότητες PAHs 
από τα βενζινοκίνητα αυτοκίνητα. Παρόλα αυτά το περιεχόµενο των 
καυσαερίων Diesel θεωρείται πιο καρκινογόνο και µεταλλαξιογόνο. Αυτό 
αποδίδεται στην αντίδραση των PAHs µε τα νιτρικά, που υπάρχουν σε υψηλές 
συγκεντρώσεις στις εξατµίσεις πετρελαιοκίνητων µηχανών προς σχηµατισµό 
πολυαρωµατικών νιτροπαραγώγων. Τα νιτροπαράγωγα είναι ισχυρότερα 
µεταλλαξιογόνα από τους µη υποκατεστηµέ-νους PAHs [33]. 
 
Το µεγαλύτερο ποσοστό (70-90%) των PAHs στην ατµόσφαιρα βρίσκεται σε 
σωµατιδιακή κατάσταση, προσροφηµένο σε αιωρούµενα σωµατίδια. Επιπλέον 
στην πλειοψηφία τους είναι προσροφηµένοι στα σωµατίδια µε µέγεθος 
µικρότερο των 5µm, δηλαδή στα σωµατίδια, που αντιστοιχούν στο 
αναπνευστικό κλάσµα των αεροζόλ. Τα σωµατίδια αυτά διεισδύουν στην 
ανώτερη αναπνευστική οδό και είναι διαθέσιµα για κατακάθιση στο πνευµονικό 
σύστηµα. Οι σωµατιδιακοί PAHs µπορούν να µεταφερθούν από τους ανέµους 
σε µακρινές αποστάσεις [33].  
 
Οι αντιδράσεις των PAHs στην ατµόσφαιρα είναι πολύ µεγάλης σηµασίας, επειδή 
σε πολλές περιπτώσεις προκύπτουν προϊόντα πολύ πιο επικίνδυνα για τον 
άνθρωπο από τις αρχικές ενώσεις. Παρακάτω αναφέρονται οι πιο σηµαντικές 
ατµοσφαιρικές αντιδράσεις των PAHs : 
Τα PAHs απορροφούν έντονα την ακτινοβολία UV (µήκη κύµατος 300-420 nm) 
και υφίστανται φωτοοξείδωση. Τα προϊόντα µπορεί να είναι ενδοπεροξείδια, διό- 
νες και γενικά καρβονυλικές ενώσεις. Η τάση για φωτοξείδωση είναι µεγαλύτερη 
στα PAHs, που είναι σε σωµατιδιακή κατάσταση παρά στην υγρή φάση. 
 
Οι PAHs αντιδρούν µε τα οξείδια του αζώτου και σχηµατίζουν νιτροπαράγωγα, 
τα οποία έχουν µεταλλαξιογόνες ιδιότητες. Οι αντιδράσεις των PAHs µε τα οξείδια 
του αζώτου είναι µεγάλης σηµασίας, επειδή ακόµη και µη µεταλλαξιογόνα PAHs 
µπορούν να σχηµατίσουν µεταλλαξιογόνα νιτροπαράγωγα (π.χ. περυλένιο). 
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Τα PAHs αντιδρούν επίσης µε το όζον και σχηµατίζουν οξείδια, π.χ. Βενζο(α)πυ- 
ρένιο-4,4-οξείδιο, ένα ισχυρό µεταλλαξιογόνο. 
 
Τα οξείδια του θείου (SO2, SO3) και το H2SO4 αντιδρούν εύκολα µε τα PAHs, 
ιδιαίτερα όταν αυτά είναι προσροφηµένα µε αιωρούµενα σωµατίδια. 
 
Τέλος τα PAHs αντιδρούν µε υπεροξείδια, ρίζες και άλλα οξειδωτικά της ατµό 
σφαιρας και σχηµατίζουν κινόνες, ενώσεις καρκινογόνες [33]. 

 
1.3 ΒΙΟΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ ΤΩΝ PAHs  
 
Η µικροβιακή αποδόµηση των PAHs, που αποτελούνται από 1-4 αρωµατικούς 
δακτυλίους, έχει ήδη περιγραφεί σε πολλές δηµοσιεύσεις. Η βιοαποικοδόµηση 
των PAHs βρίσκεται σε απευθείας συσχέτιση µε τον αριθµό των αρωµατικών 
δακτυλίων στο µόριο τους. Με αυξάνοντα αριθµό αρωµατικών πυρήνων 
µειώνεται η δυνατότητα βιοαποικοδόµησης. Στο µικροβιακό µεταβολισµό των 
PAHs δύο σηµαντικές κατηγορίες ενζύµων λαµβάνουν µέρος, οι µονό- και οι 
διοξυγενάσες. Για αυτό το λόγο οι µικροοργανισµοί χρειάζονται µοριακό 
οξυγόνο για την αρχική υδροξυλίωση του µορίου (Εικόνα 1). Η υδροξυλίωση 
είναι η πιο σηµαντική βιοχηµική µετατροπή των PAHs, η οποία ανοίγει το 
δρόµο στο µετέπειτα µεταβολισµό τους [33]. 

Στα βακτήρια οι διοξυγενάσες ενσωµατώνουν στον αρωµατικό δακτύλιο δύο 
άτοµα οξυγόνου υπό µορφή υδροξυλίων, που οδηγούν στη δηµιουργία 
διυδροδιόλων. Στη συνέχεια δεϋδρογενάσες καταλύουν τη δεύτερη σηµαντική 
βιοχηµική αντίδραση στον βακτηριακό µεταβολισµό των PAHs δηµιουργώντας 
ξανά έναν αρωµατικό δακτύλιο µε δύο υδροξυλικές οµάδες. Οι ενώσεις, που 
δηµιουργούνται, λέγονται κατεχόλες και ανήκουν στους σηµαντικότερους 
κεντρικούς µεταβολίτες του αρωµατικού µεταβολισµού. Η επόµενη βιοχηµική 
αντίδραση οδηγεί στην διάσπαση του αρωµατικού δακτυλίου στην ορθό- ή στην 
µέτα-θέση [33]. 
 
Οι µύκητες µπορούν να µεταβολίζουν τα PAHs µε τη βοήθεια κυτοχρωµικών Ρ-
450 µονοοξυγενασών. Το ένα άτοµο του µοριακού οξυγόνου δεσµεύεται στο 
µόριο του ΡΑΗ, ενώ το δεύτερο άτοµο του µοριακού οξυγόνου ανάγεται σε νερό. 
Κατά τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας παράγεται ένα µόριο ΡΑΗ-οξειδίου, το 
οποίο ενζυµικά µετατρέπεται σε µια trans-διυδροδιόλη και δε µπορεί να 
µεταβολιστεί περεταίρω. Εάν το ΡΑΗ-οξείδιο µετατραπεί αβιοτικά (χωρίς 
ένζυµα) δηµιουργείται ένα µόριο φαινόλης, η οποία µπορεί να αντιδράσει και 
να συνδεθεί µε θεϊικές ρίζες, γλυκόζη, γλουταθιόνη ή και γλυκουρονικό οξύ 
[33]. 
 
Μύκητες, που µεταβολίζουν τη λιγνίνη µε υπεροξειδάσες, όπως ο 
Phanerochaete chrysosporium, µπορούν να οξειδώσουν πολλούς ΡΑΗ, όπως 
πυρένιο, ανθρακένιο, βενζο(α)πυρένιο, βενζο(α)ανθρακένιο και περυλένιο. 
Μερικά φύκη έχουν ακόµη παρατηρηθεί, που µετατρέπουν µερικά  ΡΑΗ στις 
αντίστοιχες διυδροδιόλες ανοίγοντας έτσι το δρόµο προς το µεταβολισµό τους. 
Τα φύκη δεν µεταβολίζουν τα PAHs, τα βιοµετατρέπουν µόνο. Γενικά τα PAHs 
δεν µεταβολίζονται σε ανοξικές συνθήκες. Έτσι λοιπόν διατηρούνται 
αµετάβλητα για εκατοντάδες ή χιλιάδες χρόνια σε υπόγεια ύδατα ή βαθειά 
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στρώµατα χώµατος-ύδατος απουσία οξυγόνου. Στην Εικόνα 1 απεικονίζεται η 
µικροβιακή οξείδωση των PAHs σε µύκητες και βακτήρια [33].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
Εικόνα 1 : Μικροβιακή οξείδωση των PAHs σε µύκητες και βακτήρια µε την 
βοήθεια µονοοξυγενάσης και διοξυγενάσης. 
 
 
1.4 ΕΠΙΠΤΩΣΕΙΣ ΤΩΝ PAHs ΣΤΟΥΣ Υ∆ΡΟΒΙΟΥΣ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥΣ 
 
Τα PAHs έχουν πολλά χαρακτηριστικά που τους προσδίδουν την ιδιότητα 
επικίνδυνων υποκαταστάτων. Έχουν ανιχνευθεί πολλά PAHs σε υδρόβια 
φυτά, οστρακοειδή και σε διάφορα είδη ψαριών. Προσδιορίσιµες 
συγκεντρώσεις PAHs διαπιστώθηκαν και σε οστρακοειδή αποµακρυσµένων 
περιοχών του κόσµου (Ανταρκτική), γεγονός που αποδόθηκε στην ανά τον 
κόσµο διασπορά των πετρελαιοειδών και των προϊόντων καύσης. Τα PAHs 
έχουν µεγάλη διαλυτότητα στα λιπίδια και συγκεντρώνονται στους λιπώδεις 
ιστούς, στο γάλα και κυρίως στο συκώτι των υδρόβιων οργανισµών. Στο 
σκοτάδι και κάτω από αναερόβιες συνθήκες είναι πολύ ανθεκτικά, κυρίως 
όταν βρίσκονται σε ίζηµα [10,33].  
 
1.4.1 ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΤΩΝ PAHs    
 
Ένας µηχανισµός µέσω του οποίου µπορούν να προκύψουν βλάβες από τους 
πολυκυκλικούς αρωµατικούς υδρογονάνθρακες είναι η σύνδεση µε αντίδραση 
µε τα λιπίδια στις κυτταρικές µεµβράνες ή σε άλλα κυτταρικά τµήµατα. Αυτός 
ο τύπος αντίδρασης είναι χαρακτηριστικός για λιπόφιλα υποκατάστατα, 
δεδοµένου ότι είναι µικρής διάρκειας ενδιάµεσοι µεταβολίτες που αντιδρούν µε 
τις πρωτείνες ή ενώνονται µε το DNA. Η δέσµευση µε το DNA µπορεί να 
προκαλέσει µεταλλάξεις και αν οι µηχανισµοί διόρθωσης υπερφορτωθούν, 
µπορεί να προκληθεί καρκίνος [33]. 
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Μελέτες έχουν δείξει ότι η µεταβολικότητα είναι περισσότερο ανεπτυγµένη στα 
ψάρια, µέτρια ανεπτυγµένη στα οστρακοειδή και λιγότερο ανεπτυγµένη στα 
µαλάκια.Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την µεταφορά των PAHs στην τροφική 
αλυσίδα. Η µετέπειτα βιοσυσσώρευσή τους είναι µικρής σηµασίας και 
πρακτικά δεν συµβαίνει σε υψηλότερα διατροφικά επίπεδα. Ακόµα και σε 
αρκετά ρυπασµένα περιβάλλοντα παρατηρούνται χαµηλές συγκεντρώσεις 
των PAHs στα ψάρια [33]. 
 
Σηµαντικές είναι οι συνέπειες των PAHs στο ανοσοποιητικό σύστηµα των 
ασπόνδυλων. Μελέτες που έγιναν σε ψάρια, τα οποία εκτέθηκαν σε 
ρυπασµένα ιζήµατα σε δοκιµές στο εργαστήριο καθώς και στο πεδίο, έδειξαν 
ότι αυτά τα ψάρια είχαν µειωµένη µακροβιοφαγιακή δραστηριότητα. Επιπλέον 
παρατηρήθηκε και χαµηλότερος αριθµός λεµφαδένων σε σχέση µε τα 
φυσιολογικά επίπεδα. Επίσης έχει παρατηρηθεί σηµαντικά χαµηλότερη 
αντίδραση των λεµφοκυττάρων σε ψάρια που προέρχονται από πολύ 
ρυπασµένες περιοχές [33]. 
 
Γνωρίζουµε ότι η σύνθεση των ορµονών στα ψάρια και ο µεταβολισµός τους, 
εξαρτάται σε πολύ µεγάλο βαθµό από την οµαλή λειτουργία του 
κυτταροχωµίου P-450. Εποµένως υπάρχει η πιθανότητα κάθε ανισορροπία 
στην ενζυµική δραστηριότητα να οδηγήσει σε διαταραχή των διεργασιών 
ελέγχου των επιπέδων των ορµονών (αναπαραγωγή) [10,33]. 
 
 Ένας άλλος µηχανισµός, µέσω του οποίου επιδρούν τα PAHs στους 
οργανισµούς, είναι η αντίδραση τους µε τις κυτταρικές µεµβράνες και τα 
κυτταρικά στοιχεία. Αυτή η αντίδραση προκαλεί αλλαγές στην δοµή και την 
λειτουργία των µεµβρανών. Έτσι παρατηρούνται αλλαγές στην διαπερατότητα 
και διαταραχές στην µεταφορα ουσιών από και προς το εσωτερικό του 
κυττάρου. Επίσης υπάρχει ο κίνδυνος να διαταραχθεί το ισοζύγιο ενέργειας. 
Παραδείγµατα τέτοιων συνεπειών προέρχονται από τις παρατηρήσεις 
µειωµένης ανάπτυξης µυδιών, µειωµένου περιεχοµένου σε λίπος σε στρείδια 
καθώς και αρνητικές συνέπειες στην ανάπτυξη και την αναπαραγωγή σε 
πολυχαίτες [33].  
 
1.4.2 ΚΑΡΚΙΝΟΓΟΝΟΣ ∆ΡΑΣΗ-ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΤΩΝ PAHs 
 
Τα PAHs µεταβολίζονται στον ανθρώπινο οργανισµό και δηµιουργούν 
µεταβολίτες µε κυτταροτοξικές, µεταλλαξιογόνες και καρκονογόνες ιδιότητες. 
Ο µεταβολισµός γίνεται µε την βοήθεια ενός ενζύµου, που βρίσκεται στο 
συκώτι και είναι µια οξυγενάση (η κυτοχρωµική µονοοξυγενάση P430). Οι 
µεταβολίτες που θεωρούνται υπεύθυνοι για τις αντιδράσεις µε τα κυτταρικά 
µακροµόρια [νουκλεϊκά οξέα (RNA,DNA), πρωτείνες (ένζυµα)] είναι τα διολ-
εποξείδια του βενζολικού δακτυλίου. Τα εποξείδια αυτά ευνοούν τις χηµικές 
αντιδράσεις µε πυρηνόφιλες οµάδες κυττάρων (DNA,RNA), µε αποτέλεσµα να 
προκαλούνται µεταλλάξεις ή καρκίνοι [33]. 
 
Τα εποξείδια αυτά στην συνέχεια υδρολύονται δηµιουργώντας υδροξυ-
παράγωγα, τα οποία αποβάλλονται µέσω του γαστρεντερικού συστήµατος. 
Τα µη καρκινογόνα PAHs (ναφθαλένιο, ανθρακένιο) αποβάλλονται επίσης µε 
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τα ούρα. Η παραµονή των PAHs στους διαφόρους οργανισµούς ποικίλλει 
σηµαντικά [33]. 
 
Η περισσότερο µελετηµένη παθολογική συνέπεια των PAHs είναι ο καρκίνος. 
Η παρουσία καταλοίπων PAHs στον άνθρωπο δεν θεωρείται άµεσα 
υπεύθυνη για την ανάπτυξη καρκίνου. Βέβαια πολλά PAHs έχουν αποδειχτεί 
ή θεωρούνται καρκινογόνα και συγκαταλέγονται στο συνολικό καρκινογόνο 
φορτίο για τον άνθρωπο. Αν και για πολλά PAHs έχει διαπιστωθεί 
τερατογόνος δράση σε πειραµατόζωα, δεν έχει παρατηρηθεί ανάλογο 
φαινόµενο στον άνθρωπο [33]. 
 
Η IARC (International Agency for Research on Cancer) έχει κατατάξει 
11PAHs σαν είτε πιθανώς (group 2A) είτε δυνατώς (group 2B) ανθρωπίνως 
καρκινογενή. Επτά από αυτά είναι τα πιο συνηθισµένα σε απόβλητα χυτηρίων 
και από αυτά τρία είναι στην κατηγορία των πιθανώς καρκινογενών : 
Benzo[a]anthracene, Benzo[a]pyrene, Dibenzo[a,h]anthracene. Τα τρία PAHs 
: Benzo[b,j,k]fluoranthenes που εµφανίζονται συχνά σε απόβλητα χυτηρίων 
ανήκουν στην οµάδα 2Β όπως και το indeno[1,2,3-cd]pyrene [10].  
 
Γενικά η σχέση των PAHs µε τον καρκίνο δεν έχει προσδιοριστεί σε µεγάλο 
βαθµό και είναι αρκετά σύνθετη. Ορισµένα PAHs διαδραµατίζουν καθοριστικό 
ρόλο στην ανάπτυξη όγκων, κάτω από ορισµένες συνθήκες 
(θερµοκρασία,ηλικία ψαριού) [10]. 
 
Οι µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί για τον καρκίνο στα ψάρια, λόγω των 
PAHs, είναι λίγες. ∆ιαπιστώθηκε ότι µακροχρόνια έκθεση των ψαριών σε 
υψηλή συγκέντρωση PAHs µπορεί να προκαλέσει ελάττωση της ανάπτυξης 
και της ικανότητας αναπαραγωγής διαφόρων ειδών. Βέβαια σε αυτές τις 
πειραµατικές µελέτες χρησιµοποιήθηκαν πολύ υψηλές συγκεντρώσεις PAHs, 
που δεν αναµένονται σε φυσικά νερά. Σε ορισµένες περιπτώσεις το 
αποτέλεσµα ενισχύθηκε µε εφαρµογή στο δέρµα ή εισαγωγή µε ένεση. 
Παρόλα αυτά έχει αναφερθεί η δηµιουργία όγκων στα ψάρια µε περιοδική 
έκθεσή τους σε συγκεντρώσεις PAHs (Benzo[a]pyrene, Dimethyl-
Benzo[a]anthracene) που είναι δυνατόν να παρατηρηθούν σε λίµνες ή 
ποτάµια µε ρυπασµένα ιζήµατα (<5µg/l)[6]. Επιπλέον αναφέρθηκαν 
ανωµαλίες στην ανάπτυξη (όγκοι στο ήπαρ, υπερπλασία των βραγχίων, 
νεφρικές βλάβες), που αποδίδονται στην µεταλλαξιογόνο και τερατογόνο 
δράση τους. Επίσης παρατηρήθηκε ότι η τοξικότητα των PAHs αυξάνει µαζί 
µε τον αριθµό των αρωµατικών δακτυλίων. Όπως έχουµε ήδη αναφέρει η 
EPA έχει καθορίσει 16 πρότυπα PAHs σαν επικίνδυνους ρύπους για την 
δηµόσια υγεία και το περιβάλλον, µε βάση τις µεταλλαξιογόνες και 
καρκινογόνες ιδιότητες των PAHs [10,33].  
  
Τέλος είναι πολύ δύσκολο να αποδειχτεί ότι τα PAHs προκαλούν καρκίνο 
στους οργανισµούς φυσικών συστηµάτων, µια και υπάρχουν µαζί µε τα PAHs 
και άλλες ρυπαντικές ουσίες που συµβάλλουν στην εµφάνιση όγκων στους 
οργανισµούς. Παρά το γεγονός αυτό την τελευταία δεκαετία έχουν 
πραγµατοποιηθεί αρκετές µελέτες που παρέχουν σηµαντικά στοιχεία για τον 
τρόπο µε τον οποίο σχετίζονται τα PAHsµε τον καρκίνο [10]. 
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1.5 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ PAHs 
 
Για τον προσδιορισµό των PAHs σε πολύπλοκα περιβαλλοντικά δείγµατα 
έχουν χρησιµοποιηθεί πολλές αναλυτικές τεχνικές. Οι πιο διαδεδοµένες είναι 
οι ακόλουθες : η αέρια χρωµατογραφία (GC) µε ανίχνευση ιονισµού φλόγας 
(FID) ή µε ανίχνευση φασµατοµέτρου µάζας (MSD) και η η υγρή 
χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) µε ανίχνευση υπεριώδης 
ακτινοβολίας (UVD) ή µε φθορική ανίχνευση (FLD). Άλλες τεχνικές που έχουν 
χρησιµοποιηθεί είναι : η χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) µε UVD ή 
FLD, η χρωµατογραφία υπερκρίσιµου ρευστού (SFC) µε UVD ή MSD και η 
υγρή χρωµατογραφία (LC) µε MSD [1,11]. 
  
Σύµφωνα µε το E-DIN38407 F18, η HPLC-FLD είναι η πιο κατάλληλη για τον 
προσδιορισµό των 15 PAHs (εκτός από την acenaphthylene)) σε υδάτινα 
δείγµατα, ενώ η µέθοδος 610 της US EPA προτείνει την HPLC µε UVD ή FLD  
ή την GC-FID για τον προσδιορισµό των 16 PAHs στα υγρά απόβλητα. Θα 
πρέπει να επισηµανθεί ότι η αέρια χρωµατογραφία δεν αναλύει επαρκώς τα 
ακόλουθα 4 ζεύγη ενώσεων : An-Ph, Chry-B[α]Αn, B[b]Fl-B[κ]Fl και  
Db[a,h]An-In[1,2,3-cd]Py [1]. 
 
Έχει αποδειχθεί ότι  η υγρή χρωµατογραφία αντεστραµµένης φάσης σε 
ακίνητες φάσεις που αποτελούνται από χηµικούς δεσµούς C18, παρέχει 
εξαιρετικό διαχωρισµό των PAHs. Παρ�ολα αυτά δεν παρέχουν όλες οι 
ακίνητες φάσεις C18 αυτόν τον διαχωρισµό, διότι ο διαχωρισµός επηρεάζεται 
από το είδος της σύνθεσης που χρησιµοποιείται για την προετοιµασία της 
συζευγµένης φάσης. Η πλειοψηφία των φάσεων C18 προκύπτει από την 
αντίδραση µονοσυναρτησιακών υδριδίων του πυριτίου (µονοχλωρυδρίδια του 
πυριτίου) µε πυριτία (SiO2) για το σχηµατισµό µονοµερών δεσµών. Οι 
πολυµερείς φάσεις προκύπτουν από δισυναρτησιακά ή τρισυναρτησιακά 
υδρίδια του πυριτίου παρουσία νερού, γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα την 
σύνδεσή τους και το σχηµατισµό πολυµερών υδριδίων του πυριτίου πάνω 
στην επιφάνεια της πυριτίας. Η φάση που προκύπτει δεν είναι ορισµένη τόσο 
καλά όσο η µονοµερής φάση. Καλός διαχωρισµός των 16 PAHs (US EPA) 
µπορεί να επιτευχθεί σε πολυµερείς φάσεις C18 , σε αντίθεση µε τις  
µονοµερείς φάσεις όπου τα ισοµερή τεσσάρων δακτυλίων (Chry, B[α]Αn) δεν 
µπορούν να αναλυθούν και τα ισοµερή πέντε δακτυλίων (B[κ]Fl, B[b]Fl, Fl και 
Ace), έξι δακτυλίων (Β[ghi]Pe και I [1,2,3-cd]Py ) αναλύονται µερικώς [1]. 
  
Στην αέρια χρωµατογραφία έχει υιοθετηθεί η χρήση τριχοειδών στηλών 
πυριτίου, που επικαλύπτονται από µη πτητική υγρή φάση (µεθυλ-σιλικόνη). 
Επίσης χρησιµοποιούνται και συµπιεσµένες στήλες µε παρόµοιες ακίνητες 
φάσεις [1].  
 
Η απορρόφηση υπεριώδους ακτινοβολίας και η ανίχνευση φθορισµού είναι οι 
πιο διαδεδοµένοι ανιχνευτές στην υγρή χρωµατογραφία για την µέτρηση των 
PAHs. Οι  ανιχνευτές υπεριώδους ακτινοβολίας παρέχουν σχεδόν πλήρη 
ανίχνευση των PAHs, ενώ για την µέτρηση πολύπλοκων δειγµάτων PAHs οι 
ανιχνευτές φθορισµού παρέχουν υψηλότερη ευαισθησία και εκλεκτικότητα. 
Ένας υψηλός βαθµός εκλεκτικότητας µπορει να επιτευχθεί, µε βάση την 
επιλογή κατάλληλων µηκών κύµατος διέγερσης και εκποµπής [1].  
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Ο ανιχνευτής συστοιχίας φωτοδίων( PDA) είναι ένας άλλος ανιχνευτής 
υπεριώδους ακτινοβολίας για την µέτρηση των PAHs. Οι ανιχνευτές PDA είναι 
λιγότερο ευαίσθητοι από άλλους ανιχνευτές απορρόφησης και η παρουσία 
πολλαπλάσιων µηκών κύµατος του φωτός στα κύτταρα των δειγµάτων 
αυξάνει την πιθανότητα εσφαλµένων µετρήσεων που προέρχονται από το 
δευτεροβάθµιο φθορισµό. Παρ�ολα αυτά τα πλεονεκτήµατα που παρέχονται 
από τα φασµατικά στοιχεία που καταγράφονται, είναι πολύ σηµαντικά. Η 
καθαρότητα της κορυφής µπορεί να εξακριβωθεί από τα φάσµατα 
επίστρωσης που λαµβάνονται από διαφορετικές περιοχές της ίδιας κορυφής, 
καθώς και από οποιεσδήποτε αλλαγές που θα µπορούσαν να αποδοθούν σε 
προσµείξεις έκλουσης [1]. 
 
Ο φασµατογράφος µάζας χρησιµοποιείται σε µεγάλο βαθµό για την ανάλυση 
των PAHs και είναι γενικά αποδεκτό ότι αποτελεί το πιο εύχρηστο εργαλείο 
για τον προσδιορισµό των PAHs. Αν και η τεχνική είναι λιγότερο ευαίσθητη 
από την απορρόφηση υπεριώδους ακτινοβολίας και τις µεθόδους φθορισµού, 
εντούτοις παρέχει σηµαντικές πληροφορίες για τα πολύπλοκα µείγµατα PAHs 
, λόγω των απλών φασµάτων µάζας που λαµβάνονται από αυτές τις ενώσεις. 
Το φασµατόµετρο µάζας (MSD) µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό µε 
την αέρια χρωµατογραφία(GC) ή την υγρή χρωµατογραφία(LC). Τα όργανα 
που χρησιµοποιούνται στην LC-MSD είναι σχετικά ακριβά και επιπρόσθετα η 
σύνδεση της LC µε MS δεν είναι τόσο εύκολη συγκριτικά µε την GC [1].  
 
Η σύγκριση ανάµεσα στην συζευγµένη τεχνική υγρής χρωµατογραφίας-
ανίχνευσης φθορισµού (LC-FLD) και την συζευγµένη τεχνική αέριας 
χρωµατογραφίας-φασµατοµετρίας µαζών (GC-MSD) για τον προσδιορισµό 
των PAHs σε περιβαλλοντικά δείγµατα, απέδειξε ότι και οι δύο τεχνικές 
παρέχουν ακριβή αποτελέσµατα. Παρ�ολα αυτά τα PAHs : anthracene, 
perylene µετρήθηκαν µε µεγαλύτερη ακρίβεια µε την τεχνική LC-FLD, λόγω 
της υψηλής εκλεκτικότητας και ευαισθησίας της ανίχνευσης φθορισµού για 
αυτές τις ενώσεις. Αντιθέτως η τεχνική GC-MSD παρέχει αποτελέσµατα 
µεγαλύτερης ακρίβειας και ορθότητας για τα : Β[ghi]Pe και I[1,2,3-cd]Py, λόγω 
της χαµηλής ευαισθησίας της ανίχνευσης φθορισµού για αυτές τις ενώσεις. 
Για τα υπόλοιπα PAHs που εξετάζονται (Ph, Fl, Py, B[a]An, B[a]Py) οι δύο 
τεχνικές έδωσαν ισοδύναµα αποτελέσµατα [1].  
 
Μια άλλη µελέτη σχετικά µε τα πλεονεκτήµατα και τους περιορισµούς της 
HPLC στην περιβαλλοντική ανάλυση, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι η τεχνική 
HPLC-FLD είναι πιο ευαίσθητη από την GC-MSD για τον προσδιορισµό των 
PAHs και παρέχει όρια ανίχνευσης 2-5 φορές χαµηλότερα για συγκεκριµένες 
ενώσεις [1].  
 
Η εκλεκτικότητα και η ευαισθησία µπορούν να αυξηθούν µε την χρήση λέηζερ 
ως πηγή διέγερσης στο µοριακό φθορισµό. Έχει χρησιµοποιηθεί χρονικά 
διαχωριζόµενος φθορισµός (TRF), βασισµένος σε λέηζερ, σε συνδυασµό µε 
την HPLC για τον προσδιορισµό των PAHs. Αντικαθιστώντας την λάµπα 
ξενίου ενός συµβατικού φθορισµόµετρου µε ένα λέηζερ (N2) που χρησιµοποιεί 
ως πηγή διέγερσης τις χρωστικές ουσίες, η ικανότητα ανίχνευσης των PAHs 
βελτιώνεται. Πρόκειται για µια τεχνική υψηλής ευαισθησίας και εκλεκτικότητας. 
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Για το B[a]Py επιτεύχθηκε όριο ανίχνευσης 180 fg και αυτή η τεχνική έχει 
χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό των PAHs σε λίµνες [1]. 
 
Τέλος µια αναλυτική µέθοδος που αναπτύσεται τα τελευταία χρόνια είναι η 
ινώδης ανίχνευση των PAHs µε την χρήση φθορισµού επαγόµενου µέσω 
λέιζερ. Πρόσφατες µελέτες απέδειξαν ότι οι ινώδεις αισθητήρες µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν µε επιτυχία για την ταυτοποίηση σωµατιδιακών και 
υδατικών PAHs σε χαµηλές συγκεντρώσεις (µg/l και ng/l αντίστοιχα). Η 
παρουσία των αισθητήρων µπορεί να επηρεαστεί από τον κορεσµό στην 
περίπτωση των σωµατιδιακών PAHs ή από την αλληλεπίδραση µε την 
οργανική ύλη στην περίπτωση των PAHs υδατικής φύσεως. Προς το παρόν 
µε τους υπάρχοντες αισθητήρες είναι πιθανή η πραγµατοποίηση µόνο 
ηµιποσοτικής ανάλυσης για τα περισσότερα δείγµατα. Όταν χρησιµοποιείται 
σύγχρονος φθορισµός για την ανάλυση των PAHs, µπορεί να περιοριστεί η 
προεπεξεργασία του δείγµατος, λόγω της εξαιρετικής εκλεκτικότητας αυτής 
της τεχνικής σχετικά µε την εκποµπή φθορισµού [1]. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  
 
2. ΜΙΚΡΟΕΚΧΥΛΙΣΗ ΥΓΡΗΣ ΦΑΣΗΣ-LPME  
 
2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
 
Τα τελευταία χρόνια η ανάπτυξη µεθόδων προετοιµασίας του δείγµατος 
µεγάλης ευαισθησίας, ακρίβειας και ταχύτητας έχει εξελιχθεί σε πολύ 
σηµαντικό ζήτηµα. Παρά το γεγονός ότι η συνεχιζόµενη τεχνολογική 
ανάπτυξη παρέχει ουσιώδη πλεονεκτήµατα, τα περισσότερα όργανα 
ανάλυσης δεν είναι σε θέση να χρησιµοποιήσουν απευθείας τα δείγµατα. Έτσι 
µια προετοιµασία του δείγµατος είναι απαραίτητη. Στην περίπτωση ανάλυσης 
οργανικών ιχνών (υπολειµµάτων) το παραπάνω βήµα περιλαµβάνει 
εκχυλίσεις , έτσι ώστε να αποµονωθούν από το δείγµα οι ενώσεις που µας 
ενδιαφέρουν. Τελικά η συγκέντρωση των ενώσεων που µελετάµε αυξάνεται 
(εµπλουτισµός) και µειώνεται η παρουσία των συστατικών (επιτυγχάνεται µε 
καθαρισµό του δείγµατος) [12].   
 
Η ανάπτυξη µιας τεχνικής προετοιµασίας του δείγµατος που θα είναι πιο 
γρήγορη, απλή, φθηνή και φιλική προς το περιβάλλον είναι ένα πολύ 
σηµαντικό ζήτηµα στην χηµική ανάλυση. Πρόσφατα έγιναν µελέτες σχετικά µε 
την µείωση της αναλογίας µεταξύ της φάσης του δέκτη και του δότη. Μια 
τεχνική που ανέρχεται συνεχώς σε αυτο τον τοµέα είναι η µικροεκχύλιση 
υγρής φάσης (LPME), όπου µια κοίλη ίνα (hollow fiber) εµποτίζεται µε 
οργανικό διαλύτη και χρησιµοποιείται για να προστατεύσει τους όγκους του 
δέκτη. Αυτή η µέθοδος αποδείχτηκε εξαιρετικά απλή, χαµηλού κόστους και 
διαπιστώθηκε ότι παρέχει υψηλό βαθµό εκλεκτικότητας και εµπλουτισµού. 
Ιδιαίτερη σηµασία έχουν οι παράµετροι που επηρεάζουν την ανάκτηση και τον 
εµπλουτισµό της µεθόδου LPME [12].       
 
Η µικροεκχύλιση υγρής φάσης (LPME) βασίζεται στη χρήση πορώδων 
υδροφοβικών ινών (hollow fibers) οι οποίες είναι εµποτισµένες µε οργανική 
φάση και αποτελεί εξέλιξη της µικροεκχύλισης µε διαλύτη. Η LPME συνδυάζει 
τις βασικές αρχές άλλων τεχνικών µικροεκχύλισης (LLE, SPME) και 
παρουσιάζει σηµαντική εξάπλωση τα τελευταία χρόνια. Χρησιµοποιείται για 
την ανάλυση πτητικών και µη πτητικών ενώσεων σε υγρά ή αέρια δείγµατα 
και έχει πολλές εφαρµογές τόσο στην Βιοιατρική όσο και στην ανάλυση 
περιβαλλοντικών δειγµάτων. Είναι συµβατή µε το διαχωρισµό και την 
ανίχνευση των ενώσεων µε αέρια χρωµατογραφία (GC) ή υγρή 
χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) και συµβάλλει στην απλή και 
γρήγορη προετοιµασία των δειγµάτων πριν από την ανάλυσή τους [12].  
 
Η χρήση της κοίλης ίνας στην LPME συµβάλλει στην εξαγωγή 
αποτελεσµάτων µεγάλης ακρίβειας και προστατεύει την µικροσταγόνα. Στην 
LPME παρατηρείται σηµαντική µείωση της κατανάλωσης διαλύτη, συγκριτικά 
µε άλλες µεθόδους, και επιτυγχάνεται υψηλός εµπλουτισµός των 
εκχυλισµάτων και εξαιρετικός καθαρισµός των ενδογενών ενώσεων.  
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Είναι συµβατή µε την τεχνική GC, µε την HPLC και µε την CE και η σύζευξή 
της µε την τεχνική GC/MS έχει χρησιµοποιηθεί σε ευρεία κλίµακα για την 
ανάλυση διαφόρων ουσιών σε βιολογικά δείγµατα [12]. 
 
Γενικά η αναλυτική διαδικασία περιλαµβάνει αρκετά βήµατα : δειγµατοληψία 
πεδίου, διατήρηση δείγµατος, προετοιµασία του δείγµατος, ποιοτική και 
ποσοτική ανάλυση καθώς και στατιστική εκτίµηση. Έχει πολύ µεγάλη σηµασία 
η συνεπής και σωστή ολοκλήρωση αυτών των βηµάτων, για την επίτευξη 
αποτελεσµάτων µεγάλης ακρίβειας και για την ελαχιστοποίηση των 
σφαλµάτων. Οι διάφορες µέθοδοι προετοιµασίας του δείγµατος που 
υπάρχουν απαιτούν µεγάλους χρόνους και πολύπλοκα βήµατα, ενώ µερικές 
στηρίζονται στην χρήση τοξικών διαλυτών. Έτσι το µεγαλύτερο µέρος του 
χρόνου ανάλυσης ξοδεύεται για την δειγµατοληψία και την προετοιµασία του 
δείγµατος. Η LPME συντελεί στην µείωση του χρόνου προετοιµασίας και είναι 
µια απλή και εύχρηστη µέθοδος. Για αυτό το λόγο αποτελεί µια πολύ 
ελπιδοφόρα τεχνική προετοιµασίας των δειγµάτων και χρησιµοποιείται για την 
ανάλυση πολλών περιβαλλοντικών δειγµάτων [12]. 
 
 
2.2 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΜΙΚΡΟΕΚΧΥΛΙΣΗΣ  
 
2.2.1 ΥΓΡΗ-ΥΓΡΗ ΕΚΧΥΛΙΣΗ (LLE)  
 
Η υγρή-υγρή εκχύλιση (LLE) είναι µια πολύπλευρη µέθοδος προετοιµασίας 
δείγµατος και χρησιµοποιείται σε πολλές αναλυτικές µεθόδους. Παρά την 
διαδεδοµένη χρήση της , θεωρείται αρκετά χρονοβόρα και κουραστική 
διαδικασία, µια και ο σχηµατισµός γαλακτωµάτων δηµιουργεί σοβαρά 
προβλήµατα και παρεµποδίζει τον αυτοµατισµό. Το µεγαλύτερο µειονέκτηµα 
αυτής της µεθόδου είναι η χρήση µεγάλων ποσοτήτων τοξικών οργανικών 
διαλυτών που επιδρούν σηµαντικά στην ανάλυση των ιχνών και µπορούν να 
προκαλέσουν τεράστια προβλήµατα υγείας στο προσωπικό του εργαστηρίου. 
Επιπλέον συµβάλλουν στην παραγωγή επικίνδυνων εργαστηριακών 
αποβλήτων, αυξάνοντας έτσι τα έξοδα για την διαχείριση των αποβλήτων. Η 
ανάγκη να ξεπεραστούν αυτά τα µειονεκτήµατα είχε ως αποτέλεσµα την 
ανάπτυξη νέων τεχνικών για την προετοιµασία του δείγµατος. Οι τεχνικές 
αυτές διευκόλυναν την αύξηση της ταχύτητας και της αποτελεσµατικότητας 
της προετοιµασίας του δείγµατος και ταυτόχρονα συνέβαλαν στην εξάλειψη 
της κατανάλωσης τοξικών οργανικών διαλυτών [12].   
 
2.2.2 ΜΙΚΡΟΕΚΧΥΛΙΣΗ ΣΤΕΡΕΗΣ ΦΑΣΗΣ (SPME) 
 
 Η µικροεκχύλιση στερεής φάσης (SPME) αναίρεσε τους περιορισµούς που 
προέρχονταν από την παραδοσιακή µέθοδο της υγρής-υγρής εξαγωγής. 
∆ιαδόθηκε σε σύντοµο χρονικό διάστηµα , µια και πέτυχε να ενσωµατώσει 
την εκχύλιση, την συγκέντρωση και τη εισαγωγή του δείγµατος σε ένα βήµα, 
ανεξάρτητο από τον διαλύτη [12]. 
 
Σύµφωνα µε την SPME µια µικρή ποσότητα από την φάση που εξάγεται 
διασκορπίζεται πάνω σε στερεό υπόστρωµα (ίνα) και έρχεται σε επαφή µε το 
δείγµα. Τα κυριότερα κατάλοιπα διαχωρίζονται µεταξύ του δείγµατος και της 
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εξαγόµενης φάσης και ύστερα από καθορισµένο χρονικό διάστηµα η ίνα 
µεταφέρεται σε αέριο-χρωµατογράφο (GC) ή σε υγρό-χρωµατογράφο υψηλής 
απόδοσης (HPLC) για να αναλυθεί [12,13,14]. 
 
Τα σηµαντικότερα προβλήµατα σχετικά µε την SPME  εµφανίστηκαν µια 
δεκαετία από την παρουσίαση της µεθόδου και είναι τα ακόλουθα:  
 
! η περιορισµένη διάρκεια ζωής των ινών που χρησιµοποιούνται στην 

SPME   
! η δοµή και φύση των ινών (πολύ εύθραυστες)  
! η πιθανότητα συµπαράσυρσης µεταξύ των αναλύσεων [12].     

 
Παρά την ύπαρξη αυτών των προβληµάτων η SPME  έχει πολλές εφαρµογές 
και χρησιµοποιείται για περιβαλλοντικές, κλινικές αναλύσεις καθώς και 
αναλύσεις τροφών [12,14]. 
 
2.2.3 ΜΙΚΡΟΕΚΧΥΛΙΣΗ ΜΕ ∆ΙΑΛΥΤΗ-SDME 
 
Η αναζήτηση βελτιωµένων και πρωτοποριακών  τεχνικών προετοιµασίας του 
δείγµατος δεν σταµάτησε και πρόσφατα παρατηρήθηκε µια προσπάθεια 
σµίκρυνσης της παραδοσιακής µεθόδου LLE. Η κεντρική ιδέα αυτής της 
τεχνικής είναι η µείωση της ογκοµετρικής αναλογίας ανάµεσα στον δότη και 
στον δέκτη. Αυτό µπορεί να επιτευχθεί είτε µε την χρήση υγρών φάσεων που 
δεν αναµειγνύονται (µικροεκχύλιση µε διαλύτη), είτε µε την χρήση µιας 
µεµβράνης η οποία διαχωρίζει τις φάσεις του δότη και του δέκτη (µεµβράνη 
εκχύλισης) [12].   
 
Μια σηµαντική µέθοδος που αναπτύχθηκε από την µικροεκχύλιση µε διαλύτη 
είναι η µικροεκχύλιση µικρο-σταγόνας ( SDME), όπου το ρόλο του δέκτη έχει 
µια µικροσταγόνα οργανικού διαλύτη (ο οποίος δεν αναµιγνύεται µε το νερό) η 
οποία κρέµεται πάνω από υδατικό διάλυµα (δότης). Αυτό είναι το σύστηµα 
δύο φάσεων. Στην Εικόνα 2 απεικονίζεται η τεχνική της µικροεκχύλισης µικρο-
σταγόνας. Όταν η µικρο-σταγόνα έρθει σε επαφή µε το υδατικό δείγµα, οι 
υδρόφοβες οργανικές ενώσεις µεταφέρονται στην φάση του οργανικού 
διαλύτη και έτσι επιτυγχάνεται προσυγκέντρωση των ουσιών προς ανάλυση. 
Μετά από ορισµένο χρονικό διάστηµα, το οποίο έχει καθοριστεί κατά την 
διάρκεια της βελτιστοποίησης της µεθόδου, η µικρο-σταγόνα αποσύρεται 
µέσα στην µικροσύριγγα και µεταφέρεται στον θάλαµο εισαγωγής δειγµάτων 
ενός GC ή HPLC για ανάλυση. Η SDME, αν και είναι µια γρήγορη και 
οικονοµική µέθοδος εκχύλισης, παρουσιάζει και κάποια σηµαντικά 
µειονεκτήµατα όπως τα ακόλουθα : η εφαρµογή εκτεταµένων χρόνων 
δειγµατοληψίας και µεγάλων ταχυτήτων ανάδευσης έχουν ως αποτέλεσµα την 
πιθανή µετατόπιση και απώλεια της µικρο-σταγόνας. Η µικροεκχύλιση υγρής 
φάσης (LPME) αρχικά παρουσιάστηκε για να περιγράψει το σύστηµα δύο 
φάσεων σε µικροεκχύλιση µε διαλύτη. Τελικά αποδείχτηκε ότι η 
µικροεκχύλιση µε διαλύτη είναι µια γρήγορη και αποτελεσµατική τεχνική 
προετοιµασίας του δείγµατος και το κόστος για την χρήση της είναι χαµηλό. 
Επιπλέον αυτή η µέθοδος συνέβαλε στην εξάλειψη των τοξικών διαλυτών 
[15,16].  
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Εικόνα 2:Τεχνική µικροεκχύλισης µικρο-σταγόνας (SDME) 
 
 
2.2.4 ΜΙΚΡΟΕΚΧΥΛΙΣΗ ΜΕ ΜΕΜΒΡΑΝΗ    
 
Μια άλλη εκδοχή της LLE είναι η µικροεκχύλιση µε µεµβράνη, η οποία 
βασίζεται στην χρήση υγρών φίλµ. Σε αυτή την κατηγορία ανήκει η υγρή-υγρή 
µικροεκχύλιση καθώς και η υγρή-υγρή-υγρή µικροεκχύλιση (σύστηµα τριών 
φάσεων), η οποία στηρίζεται στην επανεκχύλιση. Επανεκχύλιση είναι η 
διαδικασία µεταφοράς µιας ουσίας που ήδη έχει εκχυλισθεί µε ένα διαλύτη σε 
µια νέα υγρή φάση (π.χ  βενζοϊκό οξύ που έχει παραληφθεί σε αιθερική φάση 
επανεκχυλίζεται σε υδατικό διάλυµα NaOH) [12]. 
  
Οι τεχνικές που αναπτύχθηκαν, χωρίζονται σε δύο κύριες κατηγορίες :    

 
• Τεχνικές πορώδους µεµβράνης, όπου τα διαλύµατα και στις δύο 

πλευρές της µεµβράνης (δότης και δέκτης) έρχονται σε επαφή µέσω 
των πόρων της µεµβράνης   

 
• Τεχνικές µη πορώδους µεµβράνης, όπου η µεµβράνη σχηµατίζει µια 
φάση (υγρή ή πολυµερής) ανάµεσα στα διαλύµατα δότη και δέκτη [17].  

    
Θα πρέπει να αναφερθεί ότι στην περίπτωση που η µεµβράνη αποτελείται 
από υγρό, παρατηρούνται κοινά χαρακτηριστικά µε την µικροεκχύλιση µε 
διαλύτη, αφού έχουµε σχηµατισµό υγρών φίλµ που δεν αναµειγνύονται. Παρά 
το γεγονός αυτό χρησιµοποιούνται συνήθως πολυµερή υλικά ως µεµβράνες 
[12].  
 
Από τις τεχνικές µη πορώδους µεµβράνης προβλήθηκε κυρίως η SLM 
(υποστηριζόµενη υγρή µεµβράνη), η οποία στηρίζεται στην χρήση των πόρων 
πολυµερικής µεµβράνης ως στήριγµα στον οργανικό διαλύτη. Έτσι 
δηµιουργείται ένα σύστηµα τριών φάσεων και το στρώµα του οργανικού 
διαλύτη βρίσκεται ανάµεσα στα διαλύµατα δότη και δέκτη. Στην περίπτωση 
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όπου µία από τις φάσεις είναι επίσης οργανικός διαλύτης (συνήθως ο δέκτης) 
θεωρούµε ότι έχουµε σύστηµα δύο φάσεων και η τεχνική είναι γνωστή ως 
υγρή-υγρή εκχύλιση µικροπορώδους µεµβράνης (MMLLE) [12,17]. 
 
Η χρήση µεµβρανών έχει σηµαντικά πλεονεκτήµατα, µερικά από τα οποία 
είναι τα ακόλουθα : υψηλή εκλεκτικότητα, υψηλός βαθµός εµπλουτισµού και 
καθαρή εκχύλιση [17].  
 
 Η ανάλυση ιχνών διευκολύνεται και από την µείωση της κατανάλωσης 
διαλυτών. Η πολυµερής µεµβράνη µπορεί να είναι επίπεδη ή να έχει την 
µορφή κοίλης ίνας και οι περισσότερες τεχνικές περιλαµβάνουν άµεση 
σύνδεση των µεµβρανών εκχύλισης µε τα όργανα ανάλυσης. Παρά το 
γεγονός ότι ο αυτοµατισµός παρουσιάζει σηµαντικά πλεονεκτήµατα έχουν 
αναφερθεί προβλήµατα µνήµης λόγω της απευθείας διάταξης και για αυτό το 
λόγο έχουν αναπτυχθεί λίγες off-line τεχνικές. Μία από αυτές είναι και η 
LPME, που αναπτύχθηκε από τους Rasmussen και Pedersen-Bjergaard 
[12,18]. 
 
2.3 ΜΙΚΡΟΕΚΧΥΛΙΣΗ ΥΓΡΗΣ ΦΑΣΗΣ- LPME   
 
Η µικροεκχύλιση υγρής φάσης (LPME) βασίζεται στη χρήση πορώδων 
υδροφοβικών ινών (hollow fibers) οι οποίες είναι εµποτισµένες µε οργανική 
φάση για την δηµιουργία των συστηµάτων SLM και MMLLE. Η µέθοδος αυτή 
αποτελεί την εξέλιξη της µικροεκχύλισης µε διαλύτη, µια και προσθέτει ένα 
φιλµ προστασίας σε συστήµατα µικροσταγόνας και ενισχύει την δηµιουργία 
υγρών φίλµ που δεν αναµιγνύονται µε το νερό. Αυτή η νέα µέθοδος 
µικροεκχύλισης αποδείχθηκε πολύ καλή επιλογή, µια και είναι απλή, φθηνή, 
γρήγορη και ανεξάρτητη από διαλύτες. Επίσης συνέβαλε στην αύξηση της 
ευαισθησίας και λόγω της φύσης της κοίλης ίνας περιόρισε στο ελάχιστο την 
πιθανότητα συµπαράσυρσης (carry over) µεταξύ των αναλύσεων [19]. 
 
Τα προβλήµατα σταθερότητας της σταγόνας και µειωµένης ευαισθησίας που 
παρουσιάζει η SDME  επιλύθηκαν µε την βοήθεια της LPME. Σχετικά µε την 
µέθοδο της µικροσταγόνας, υπάρχουν διάφορες αναφορές. Σύµφωνα µε αυτή 
τη µέθοδο µια µικρή ποσότητα (συνήθως 1µl) ενός µη-υδατοδιαλυτού διαλύτη 
εκτίθεται µε τη βοήθεια µιας µικροσύριγγας στο υδατικό δείγµα υπό ανάλυση. 
Λόγω του ότι οι δύο φάσεις δεν µπορούν να αναµειχθούν, σχηµατίζεται µια 
µικρο-σταγόνα, η οποία κρέµεται από τη µύτη της βελόνας (Εικόνα 3, πρώτος 
τύπος διάταξης). Η µικρο-σταγόνα προστατεύεται από µια υδροφοβική 
µεµβράνη (τριχοειδής ίνα). Όταν αυτή η ίνα έρθει σε επαφή µε το υδατικό 
δείγµα, οι υδρόφοβες οργανικές ενώσεις µεταφέρονται στην φάση του 
οργανικού διαλύτη και έτσι επιτυγχάνεται προσυγκέντρωση των ουσιών που 
θα αναλυθούν. Μετά από ορισµένο χρονικό διάστηµα, το οποίο έχει οριστεί 
κατά την διάρκεια της βελτιστοποίησης της µεθόδου, η τριχοειδής ίνα 
αποσύρεται µέσα στη µικροσύριγγα και µεταφέρεται στον θάλαµο εισαγωγής 
δειγµάτων του αέριου χρωµατογράφου (GC) για περαιτέρω ανάλυση [15]. 
 
Η χρήση της ίνας που προστατεύει την µικρο-σταγόνα, έχει ως αποτέλεσµα 
την εφαρµογή εκτεταµένων χρόνων δειγµατοληψίας, µεγάλων ταχυτήτων 
ανάδευσης και µεγαλύτερων όγκων οργανικού διαλύτη. Η ευαισθησία έτσι της 
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τεχνικής είναι µεγάλη (επίπεδα χαµηλού µg/l) και επιτρέπει την 
αποτελεσµατική και µε µεγάλη ακρίβεια προσέγγισης ανάλυση οργανικών 
ρύπων. Το χαµηλό κόστος ανά δείγµα, επιτρέπει την χρήση µιας ίνας ανά 
εκχύλιση αποκλείοντας έτσι φαινόµενα τύπου carry-over. Η γρήγορη και 
εύχρηστη αυτή µέθοδος, αν και δεν αυτοµατοποιείται, καθιστά δυνατή την 
ταυτόχρονη ανάλυση έως και 30 δειγµάτων. Αν και τις περισσότερες  φορές 
χρησιµοποιείται το σύστηµα δύο φάσεων, έχουν αναφερθεί και εκχυλίσεις 
τριών φάσεων από υδατικά διαλύµατα σε οργανικούς διαλύτες. Στο Σχήµα 3 
απεικονίζονται δύο διαφορετικοί τύποι διάταξης της τριχοειδούς ίνας κατά την 
µικροεκχύλιση υγρής φάσης µε τριχοειδή ίνα [15].   
 
Η LPME συνδυάζει τις βασικές αρχές της LLE και της SPME και αποτελεί µια 
ελπιδοφόρα µέθοδο µε σηµαντικά πλεονεκτήµατα συγκριτικά µε τις άλλες 
µεθόδους εκχύλισης. Αποτελεί µια αναπτυσσόµενη τεχνική προετοιµασίας 
των δειγµάτων πριν από την ανάλυση τους σε διάφορα όργανα ανάλυσης 
(GC, HPLC) και πραγµατοποιείται είτε µε την εκχύλιση µικρών σταγόνων 
οργανικών διαλυτών (µη-υδατοδιαλυτών), είτε µε την εκχύλιση µικρών όγκων 
του διαλύµατος του δέκτη µέσα στην κοιλότητα της πορώδους κοίλης ίνας. Και 
στις δύο περιπτώσεις οι προσδιοριζόµενες ουσίες εκχυλίζονται και 
προσυγκεντρώνονται σε όγκους µεγέθους 25-50µl. Για αυτό το λόγο η LPME 
είναι πολύ αποτελεσµατική σχετικά µε τον εµπλουτισµό των ουσιών και 
συµβάλλει στην µείωση της χρήσης των οργανικών διαλυτών [12]. 
 
Πρόσφατα παρουσιάστηκε η LPME που βασίζεται στην φθηνή και εύχρηστη 
τριχοειδή ίνα (hollow fiber) και έχει χρησιµοποιηθεί για την εκχύλιση διαφόρων 
όξινων και βασικών ενώσεων (Εικόνα 3). Παρακάτω αναφέρονται τα 
κυριότερα χαρακτηριστικά της LPME δύο φάσεων και τριών φάσεων καθώς 
και η θεωρία που τις διέπει [12].   
 
 
 

 
 
Εικόνα 3: ∆ύο διαφορετικοί τύποι διάταξης της τριχοειδούς ίνας κατά την LPME  
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2.3.1 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ LPME ∆ΥΟ ΦΑΣΕΩΝ   
 
Υπάρχουν δύο µέθοδοι ανάλυσης του δείγµατος που µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν στην LPME : το σύστηµα δύο φάσεων και το σύστηµα 
τριών φάσεων. Στην LPME δύο φάσεων το προσδιοριζόµενο συστατικό i 
εκχυλίζεται από υδατικό δείγµα (δότης) µέσω µη-υδατοδιαλυτού διαλύτη και 
ακινητοποιείται στους πόρους της ίνας µέσα σε οργανικό διαλύτη (δέκτης) 
που βρίσκεται µέσα στην ίνα  (Εικόνα 4) [12].  
 

 
Εικόνα 4 : Σχηµατική περιγραφή της LPME δύο φάσεων  
 
 
Η διαδικασία της εκχύλισης στην LPME δύο φάσεων για ένα συστατικό i 
περιγράφεται ως εξής :  id #iorg εξίσωση (1) , όπου id είναι η προσδιοριζόµενη 
ουσία στην υδατική φάση (δότης) και iorg η προσδιοριζόµενη ουσία στην 
οργανική φάση (δέκτης). Βασικό χαρακτηριστικό της είναι ο συντελεστής 
κατανοµής Κorg/d , ο οποίος ορίζεται ως ο λόγος των συγκεντρώσεων του 
συστατικού i στην οργανική (δέκτης) και στην υδατική (δότης) φάση σε 
συνθήκες ισορροπίας. Για την σωστή εφαρµογή της LPME δύο φάσεων 
απαιτούνται µεγάλοι συντελεστές κατανοµής για τα προσδιοριζόµενα 
συστατικά. Αυτές οι τιµές του Κorg/d ανταποκρίνονται σε µέτρια ή υψηλά 
υδροφοβικές ενώσεις οι οποίες περιέχουν όξινες, βασικές ενώσεις ή 
ουδέτερες ενώσεις παρόµοιας υδροφοβικότητας. Το τελικό εκχύλισµα είναι 
µια οργανική φάση και αυτή η µέθοδος ανάλυσης του δείγµατος έχει κοινά 
στοιχεία µε άλλες αναλυτικές µεθόδους  (GC, HPLC) [12]. 
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Σε συνθήκες ισορροπίας ο συντελεστής κατανοµής για το προσδιοριζόµενο 

συστατικό i δίνεται από τη σχέση :  
eqd

eqorg
dorg C

C
K

,

,
/ =     εξίσωση (2) 

 
όπου Corg,eq και Cd,eq είναι οι συγκεντρώσεις ισορροπίας του i στην οργανική 
και στην υδάτινη φάση αντίστοιχα. Υποθέτωντας ότι δεν έχουµε απώλειες της 
προσδιοριζόµενης ουσίας κατά την προετοιµασία του δείγµατος, η συνολική 
µάζα της ουσίας, στην LPME δύο φάσεων, θα ισούται µε την αρχική 
ποσότητα της ουσίας [12] :  

orgeqorgdeqddinitial VCVCVC ⋅+⋅=⋅ ,,     εξίσωση (3) 
 
όπου Cinitial  είναι η αρχική συγκέντρωση του i στην υδατική φάση του δότη και 
Vd , Vorg είναι οι όγκοι της υδατικής φάσης (δότης) και της οργανικής φάσης 
(δέκτης) αντίστοιχα [12]. 
 
Η ανάκτηση (R) της προσδιοριζόµενης ουσίας στην οργανική φάση, δίνεται 

από την σχέση :    100, ⋅
⋅

⋅
=

dinitial

orgeqorg

VC
VC

R     εξίσωση (4) 

 
Αν η εξίσωση (4) συνδυαστεί µε τις εξισώσεις (2),(3) προκύπτει ότι :  

100
)/(/

/ ⋅
+

=
orgddorg

dorg

VVK
K

R     εξίσωση (5) 

 
 
Αν ο παράγοντας εµπλουτισµού (EF) της προσδιοριζόµενης ουσίας, που 

ορίζεται ως ο λόγος :  
initial

eqorg

C
C ,  ,  συνδυαστεί µε τις εξισώσεις (2),(3) προκύπτει 

ότι :  
 

1)/(/

/

+⋅
=

dorgdorg

dorg

VVK
K

EF     εξίσωση (6) 

 
 

ή  
100⋅
⋅

=
org

d

V
RV

EF     εξίσωση (7)  

 
Από τις σχέσεις (5), (6) προκύπτει ότι οι τιµές των R και EF εξαρτώνται από 
τις τιµές των  Κorg/d και Vd /Vorg. Έτσι οι ανακτήσεις των προσδιοριζόµενων 
ουσιών αυξάνονται µε αύξηση του Κorg/d και µείωση του λόγου Vd /Vorg. Έχει 
µελετηθεί η µεταβολή του R σε σχέση µε το Κorg/d, για διάφορες τιµές του 
λόγου Vd /Vorg και έχουν προκύψει διάφορα συµπεράσµατα. Έτσι για 
δεδοµένη αναλογία όγκων όσο µεγαλύτερη είναι η τιµή του Κorg/d τόσο 
µεγαλύτερη είναι και η ανάκτηση. Επιπλέον για ορισµένο Κorg/d, η ανάκτηση 
αυξάνει µε την µείωση του λόγου Vd / Vorg. Το τελικό αποτέλεσµα µπορεί να 
επιτευχθεί µε την µείωση του όγκου του διαλύµατος του δότη ή µε την αύξηση 
του όγκου της οργανικής φάσης (δέκτης). Για παράδειγµα αν Vd = 5ml, τότε η 
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ανάκτηση θα αυξηθεί µε την αύξηση του Vorg από 1µl σε 25µl. Γενικά στην 
LPME δύο φάσεων επιτυγχάνεται µια σχεδόν ποσοτική εκχύλιση, αν ο λόγος 
Vd /Vorg είναι χαµηλός και η τιµή του Κorg/d υψηλή (500-1000). Μεγαλύτεροι 
λόγοι Vd /Vorg ή χαµηλότερες τιµές Κorg/d έχουν ως αποτέλεσµα σηµαντικά 
µειωµένες ανακτήσεις για τις προσδιοριζόµενες ουσίες [12]. 
 
Από την άλλη µεριά οι παράγοντες εµπλουτισµού έχουν διαφορετική 
συµπεριφορά. Σε αυτή την περίπτωση υψηλές τιµές EF επιτυγχάνονται µε την 
αύξηση της τιµής του Κorg/d και την αύξηση του λόγου Vd /Vorg. Μελέτες που 
έχουν πραγµατοποιηθεί σχετικά µε την µεταβολή του EF ως συνάρτηση του 
Κorg/d για διάφορες τιµές του λόγου Vd /Vorg έχουν οδηγήσει σε ορισµένα 
συµπεράσµατα. Το πρώτο συµπέρασµα που προκύπτει είναι ότι για ορισµένη 
αναλογία όγκων της υδάτινης φάσης προς την οργανική φάση, αυξηµένες 
τιµές του Κorg/d έχουν ως αποτέλεσµα αυξηµένο εµπλουτισµό. Παρά το 
γεγονός αυτό όταν διατηρείται σταθερό το Κorg/d, ο βαθµός εµπλουτισµού (EF) 
αυξάνεται µε την αύξηση του λόγου Vd /Vorg. Άρα συµπεραίνουµε ότι υψηλοί 
εµπλουτισµοί επιτυγχάνονται µε την αύξηση του όγκου του διαλύµατος του 
δότη ή/και µε την µείωση του όγκου της οργανικής φάσης (δέκτης). Για 
παράδειγµα αν θεωρήσουµε τον όγκο Vd σταθερό και ίσο µε 5ml, ο 
παράγοντας εµπλουτισµού θα αυξηθεί σηµαντικά µε την µείωση της τιµής του 
όγκου Vorg από 25µl σε 1µl. Γενικά υψηλοί παράγοντες εµπλουτισµού 
επιτυγχάνονται για προσδιοριζόµενες ουσίες µε χαµηλές τιµές του Κorg/d (50-
100). ∆ιατηρώντας το λόγο Vd /Vorg υψηλό, επιτυγχάνεται µια επιπρόσθετη 
αύξηση του EF [12].   
 
2.3.2 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ LPME ΤΡΙΩΝ ΦΑΣΕΩΝ   
   
Στην LPME τριών φάσεων η διαδικασία της εκχύλισης για µια 
προσδιοριζόµενη ουσία i µπορεί να περιγραφεί ως εξής : id #iorg#ia εξίσωση 
(8). Από την ισορροπία της εξίσωσης (8) µπορούµε να συµπεράνουµε ότι 
πραγµατοποιείται εκχύλιση της ουσίας i από το υδάτινο διάλυµα του δότη (id) 
στον οργανικό διαλύτη. Η ουσία ακινητοποιείται στους πόρους της κοίλης ίνας 
(iorg) και επαναεκχυλίζεται στο υδάτινο διάλυµα του δέκτη (ia), που βρίσκεται 
µέσα στην κοιλότητα της κοίλης ίνας (Εικόνα 5). Σε αυτή την περίπτωση η 
οργανική φάση «λειτουργεί» ως διάφραγµα ανάµεσα στα υδάτινα διαλύµατα 
δότη και δέκτη και παρεµποδίζει την ανάµειξη των δύο φάσεων. Η LPME 
τριών φάσεων περιλαµβάνει την εκχύλιση από ένα υδατικό δείγµα, µέσω µιας 
µη-υδατοδιαλυτής οργανικής φάσης και έπειτα πίσω σε µια νέα υδατική φάση. 
Έτσι πραγµατοποιείται ένας σηµαντικός καθαρισµός του δείγµατος. Με αυτό 
τον τρόπο παρεµποδίζεται η είσοδος πρωτεϊνών, αλάτων, ουδέτερων 
συστατικών και όξινων ενώσεων στο διάλυµα του δέκτη [12,20]  
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Εικόνα 5 : Σχηµατική περιγραφή της LPME τριών φάσεων  
  
 
Στην ισορροπία διακρίνουµε δύο συντελεστές κατανοµής : Κorg/d ανάµεσα 
στην οργανική φάση και στην φάση του δότη και Κa/org ανάµεσα στο διάλυµα 
του δότη και στην οργανική φάση.  
 

eqd

eqorg
dorg C

C
K

,

,
/ =      εξίσωση (9)  

 

eqorg

eqa
orga C

C
K

,

,
/ =    εξίσωση (10)  

 
όπου Cd,eq είναι η συγκέντρωση ισορροπίας του i στην φάση του δότη, Corg,eq 
είναι η συγκέντρωση ισορροπίας του i στον οργανικό διαλύτη και Ca,eq είναι η 
συγκέντρωση ισορροπίας του i στην φάση του δέκτη [12]. 
 
 
Ο συνολικός συντελεστής κατανοµής  Κa/d ανάµεσα στην φάση του δέκτη και 
του δότη, µπορεί να γραφτεί ως εξής :  
 

orgadorg
eqd

eqa
da KK

C
C

K //
,

,
/ ⋅==     εξίσωση (11) 
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Η διατήρηση της µάζας για το συστατικό i δίνεται από την σχέση :  
 

aeqaorgeqorgdeqddinitial VCVCVCVC ⋅+⋅+⋅=⋅ ,,,     εξίσωση (12) 
 
 
όπου Vorg είναι τώρα ο όγκος του οργανικού διαλύτη, που είναι 
ακινητοποιηµένος στους πόρους της κοίλης ίνας, και Va είναι ο όγκος της 
φάσης του δέκτη (υδατική) [12]. 
 
 
Η συνολική ανάκτηση του προσδιοριζόµενου συστατικού i δίνεται από τη 
σχέση :   
 

100, ⋅
⋅

⋅
=

dinitial

aeqa

VC
VC

R     εξίσωση (13)  

 
Αντικαθιστώντας τις εξισώσεις (9), (11) και (12) στην εξίσωση (13), προκύπτει 
η ακόλουθη σχέση :  
 

100
)/()/(//

/ ⋅
+⋅+

=
adaorgdorgda

da

VVVVKK
K

R     εξίσωση (14)  

 
 
Ο βαθµός εµπλουτισµού (EF) του i στην LPME τριών φάσεων εκφράζεται ως 
:  
 

initial

eqa

C
C

EF ,=   

 
Αντικαθιστώντας τις εξισώσεις (9), (11) και (12) στην παραπάνω έκφραση, 
προκύπτει:  
 

)/()/(1 //

/

dadadorgdorg

da

VVKVVK
K

EF
⋅+⋅+

=     εξίσωση (15)  

 
Σε σχέση µε το R προκύπτει η ακόλουθη σχέση :  
 

100⋅
⋅

=
a

d

V
RV

EF     εξίσωση (16)  

 
Από τις εξισώσεις (14) και (15) συµπεραίνουµε ότι στην LPME τριών φάσεων 
τα R, EF εξαρτώνται από τις τιµές των λόγων κατανοµής ανάµεσα στις τρεις 
φάσεις καθώς επίσης και από το λόγο Vd/Va . Οι µεταβολές του λόγου Vorg/Va 
δεν είναι απαραίτητο να λαµβάνονται υπόψη, µια και αύξηση του όγκου του 
διαλύµατος του δέκτη απαιτεί µια ανάλογη ρύθµιση του µήκους της κοίλης 
ίνας, η οποία είναι επίσης ανάλογη µε τον όγκο της οργανικής φάσης που 
είναι ακινητοποιηµένη στους πόρους της κοίλης ίνας. Εποµένως µπορούµε να 
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θεωρήσουµε σταθερό το λόγο Vorg/Va για ένα συγκεκριµένο είδος κοίλης ίνας. 
Έτσι σε µια προηγούµενη αναφορά ο όγκος Vorg βρέθηκε ότι ήταν 20µl για 
διάλυµα δέκτη 25µl, επιφέροντας µια τιµή 0.8 για το λόγο Vorg/Va [12,19].   
 
Σύµφωνα µε την εξίσωση (14) για υψηλούς συνολικούς συντελεστές 
κατανοµής Ka/d και µειωµένους λόγους όγκων Vd/Va, επιτυγχάνονται 
αυξηµένες ανακτήσεις των προσδιοριζόµενων συστατικών. Έτσι µια αύξηση 
στο συνολικό συντελεστή κατανοµής θα έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της 
ανάκτησης. Επίσης για µια ορισµένη τιµή του Ka/d, αυξηµένες ανακτήσεις 
επιτυγχάνονται µόνο όταν η τιµή του Ka/org είναι υψηλή, εξασφαλίζοντας µε 
αυτό τον τρόπο ότι τα προσδιοριζόµενα συστατικά δεν θα παγιδευτούν στην 
οργανική φάση και θα επανεκχυλιστούν µε επιτυχία στην υδατική φάση του 
δέκτη. Επιπλέον για συγκεκριµένες τιµές των  Ka/org, Korg/d και συνεπώς και 
του Ka/d, η ανάκτηση αυξάνεται µε την µείωση του λόγου των όγκων Vd/Va 
[12]. 
 
Αυτό επιτυγχάνεται, όπως αναφέραµε και στην LPME δύο φάσεων, µε την 
µείωση του όγκου του διαλύµατος του δότη ή/και µε την αύξηση του όγκου 
της φάσης του δέκτη. Γενικά στην LPME τριών φάσεων ποσοτική εκχύλιση 
µπορεί να επιτευχθεί για υψηλές τιµές του Ka/d και εξασφαλίζοντας ότι ο λόγος  
Vd/Va είναι αρκετά χαµηλός. Υψηλότερες τιµές του λόγου Vd/Va και/ή 
χαµηλότερες τιµές του Ka/d θα έχουν ως αποτέλεσµα µειωµένες ανακτήσεις 
των προσδιοριζόµενων ουσιών κατά την εκχύλιση [12]. 
 
Η µελέτη των µεταβολών του παράγοντα εµπλουτισµού σε συνάρτηση µε 
τους συντελεστές κατανοµής Korg/d και Ka/d, για διαφορετικές τιµές του λόγου 
Vd/Va µπορεί να οδηγήσει σε ορισµένα συµπεράσµατα.  Έτσι προκύπτει ότι 
αυξηµένος εµπλουτισµός επιτυγχάνεται µε την εξασφάλιση υψηλής τιµής του 
Ka/d για τα προσδιοριζόµενα συστατικά. Επιπρόσθετα ο εµπλουτισµός είναι 
πιο ευαίσθητος στην τιµή του Ka/org, αφού αυτή η τιµή εξασφαλίζει την 
µεταφορά της ουσίας από την οργανική φάση στην φάση του δέκτη. Επίσης 
αυξηµένες τιµές εµπλουτισµού επιτυγχάνονται µε την αύξηση του λόγου 
Vd/Va. Αυτό πραγµατοποιείται µε την αύξηση του όγκου του διαλύµατος του 
δότη και/ή µε την µείωση του όγκου της φάσης του δέκτη. Γενικά υψηλοί 
παράγοντες εµπλουτισµού εξασφαλίζονται µε την ύπαρξη χαµηλών τιµών για 
το Ka/d και διατηρώντας υψηλό το λόγο Vd/Vorg [12]. 
 
Η επιτυχηµένη εφαρµογή της LPME τριών φάσεων εξαρτάται σε µεγάλο 
βαθµό από τον καθορισµό της σύστασης των διαλυµάτων δότη και δέκτη. 
Υψηλές τιµές  Κa/d(>>1) µπορούν να επιτευχθούν όταν τα προσδιοριζόµενα 
συστατικά στην φάση του δέκτη µετατρέπονται , µέσω αντιδράσεων 
(πρωτονίωση,συµπλοκοποίηση), σε σωµατίδια που έχουν πολύ µικρή 
συγγένεια µε την οργανική φάση. Με αυτον τον τρόπο αποφεύγεται η 
επανεκχύλιση των συστατικών από το διάλυµα που δρα ως δέκτης στο 
διάλυµα που συµπεριφέρεται ως δότης. Έτσι µε την LPME τριών φάσεων 
επιτυγχάνεται η εκχύλιση όξινων ή βασικών ενώσεων όταν έχουµε χαµηλές 
τιµές  Κorg/d, εφόσον οι τιµές του Κa/org είναι υψηλές. Πάντα διατηρείται η 
απαίτηση για υψηλές τιµές Κa/d. Αυτό έχει πολύ µεγάλη σηµασία , διότι η 
περιοχή εφαρµοσιµότητας της µεθόδου LPME µπορεί να επεκταθεί και σε 
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ιοντικά συστατικά, απλά µε την µετατροπή της µεθόδου από LPME δύο 
φάσεων σε LPME τριών φάσεων [12,19]. 
 
Από διάφορες µελέτες έχει προκύψει ότι η LPME τριών φάσεων µπορεί να 
πραγµατοποιηθεί για µια µεγάλη ποικιλία φάσεων του δέκτη. ∆ιαλύµατα 
10mM HCl και 10Mm H2SO4 αποτελούν πολύ καλές υδατικές φάσεις, σε 
αντίθεση µε τα φωσφορικά άλατα. Αυτές οι δύο ενώσεις παρέχουν αρκετά 
χαµηλό pH κατά την διάρκεια της µεθόδου, αν και στερούνται ρυθµιστικής 
ικανότητας. Αντιθέτως τα ισχυρά όξινα φωσφορικά άλατα παρέχουν 
εξαιρετικά αποτελέσµατα, λόγω της σχετικά υψηλής ρυθµιστικής τους 
ικανότητας. Στην LPME τριών φάσεων µπορούν να χρησιµοποιηθούν και 
άλλες φάσεις δέκτη που βασίζονται σε όξινα διαλύµατα [20,26].   
 
2.3.3 ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΗΣ LPME ∆ΥΟ ΦΑΣΕΩΝ ΜΕ ΤΗΝ LPME ΤΡΙΩΝ 
ΦΑΣΕΩΝ 
 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί οι µέθοδοι LPME δύο φάσεων και τριών φάσεων 
απαιτούν µεγάλους συντελεστές κατανοµής (Κorg/d και Κa/d αντίστοιχα). Γενικά 
µεγάλες τιµές του K αντιστοιχούν σε µέτρια ή πολύ υδροφοβικές ενώσεις, οι 
οποίες περιλαµβάνουν όξινες ή βασικές οµάδες, ή ουδέτερες ενώσεις 
παρόµοιας υδροφοβικότητας. Σχετικά µε την LPME τριών φάσεων, είναι 
απαραίτητη η µετατροπή των ουσιών που εκχυλίζονται στην φάση του δέκτη 
σε ουσίες που θα έχουν πολύ µικρή έλξη µε την οργανική φάση. Οι 
προσδιοριζόµενες ουσίες παγιδεύονται µέσω χηµικών αντιδράσεων, όπως 
είναι η πρωτονίωση ή η συµπλοκοποίηση. Έτσι αποτρέπεται η επανεκχύλιση 
των ουσιών από το διάλυµα του δέκτη στο διάλυµα του δότη. Με την LPME 
τριών φάσεων επιτυγχάνεται η εκχύλιση ουσιών που έχουν χαµηλή τιµή Κorg/d 
εφόσον η τιµή του Κa/org και του Κa/d είναι υψηλές. Ωστόσο η LPME τριών 
φάσεων µπορεί να εφαρµοστεί για περιορισµένο αριθµό ουσιών, διότι η 
εκχύλιση ουδέτερων υδροφοβικών ενώσεων αποτελέι ανασταλτικό 
παράγοντα για την εφαρµογή της µεθόδου για ενώσεις που περιέχουν όξινες 
ή βασικές οµάδες. Στην LPME δύο φάσεων δεν χρησιµοποιούνται χηµικές 
αντιδράσεις για την παγίδευση των προσδιοριζόµενων ουσιών και η 
αποτελεσµατικότητα της εκχύλισης περιορίζεται από το λόγο κατανοµής Κorg/d 
[19,21]. 
 
Επιπλέον στην LPME δύο φάσεων το τελικό εκχύλισµα είναι µια οργανική 
φάση, γεγονός που κάνει συµβατή την τεχνική µε την αέρια χρωµατογραφία 
(GC) ή µε την υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC). Αντιθέτως η 
LPME τριών φάσεων συνδυάζεται συνήθως µε την HPLC ή µε την τεχνική της 
τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης (CE), αφού η φάση του δέκτη είναι υδατική[19].  
 
2.4 ∆ΙΑΤΑΞΗ ΤΗΣ ΙΝΑΣ  
 
Υπάρχουν δύο διαφορετικοί τρόποι για την διάταξη της ίνας κατά την διάρκεια 
της εκχύλισης µε την LPME δύο φάσεων ή τριών φάσεων : η διάταξη Α και Β.     
 
Στην διάταξη Α (Εικόνα 4) δύο συµβατικές ιατρικές βελόνες εισάγονται µέσω 
διαφράγµατος και τα δύο άκρα συνδέονται µε ένα κοµµάτι ίνας (hollow fiber). 
Το µήκος της ίνας ποικίλλει από 4cm έως 8cm .  
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Μπορούν να χρησιµοποιηθούν και ίνες µεγαλύτερου µήκους (έως και 27cm) 
και σε αυτές τις περιπτώσεις η κοίλη ίνα τυλίγεται µε στερεό στήριγµα. Όταν 
χρησιµοποιείται η LPME δύο φάσεων ή τριών φάσεων  η ίνα αρχικά βυθίζεται 
για µερικά δευτερόλεπτα σε οργανικό διαλύτη, έτσι ώστε να ακινητοποιήσει 
τον διαλύτη στους πόρους της. Αφού εµποτιστεί, η ίνα βυθίζεται στο διάλυµα 
του δότη. Το διάλυµα του δέκτη εισάγεται στην κοιλότητα της ίνας , µε την 
βοήθεια µικροσύριγγας, και όταν ολοκληρωθεί η εκχύλιση το διάλυµα του 
δέκτη συλλέγεται σε µπουκαλάκια , είτε εξασκώντας µικρή πίεση στην βελόνα 
εισόδου είτε µε την χρήση µικροσύριγγας. Έπειτα το διάλυµα του δέκτη 
υποβάλλεται σε ανάλυση [12,21].  

 
Εικόνα 6: ∆ιάταξη Α της ίνας (hollow fiber) 
 
Στην διάταξη Β µόνο η µία άκρη της ίνας χρησιµοποιείται για 
εισαγωγή/συλλογή του δέκτη και η άλλη κρέµεται πάνω από το διάλυµα του 
δότη. Αυτό πραγµατοποιείται µε την χρήση της άκρης της βελόνας µιας 
µικροσύριγγας ως στήριγµα για την ίνα (Εικόνα 6). Σε αυτή την περίπτωση η 
µικροσύριγγα στηρίζει την ίνα, εισάγει/συλλέγει το διάλυµα του δέκτη και 
χρησιµοποιείται για την εισαγωγή του δείγµατος στα όργανα ανάλυσης. Ένας 
άλλος τρόπος µε τον οποίο µπορούµε να πετύχουµε την διάταξη Β είναι να 
χρησιµοποιήσουµε ένα φιαλίδιο µε µεµβράνη στο καπάκι του ως στήριγµα για 
την ίνα. Σε αυτή την περίπτωση ένας µεταλικός σωλήνας τοποθετείται στο 
κέντρο του µπουκαλιού για να διευκολύνει την εισαγωγή και το δέσιµο της 
ίνας στο µπουκάλι[. Η συλλογή του δέκτη γίνεται µε την βοήθεια 
µικροσύριγγας [12,21]. 
 
Γενικά όταν χρησιµοποιείται η διάταξη Β η ελεύθερη άκρη της ίνας 
σφραγίζεται µε την χρήση φλόγας. Πριν βυθιστεί στο διάλυµα του δότη, θα 
πρέπει η ίνα να τοποθετηθεί µέσα σε οργανικό διαλύτη για να πετύχουµε τον 
εµποτισµό της [21]. 
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Εικόνα7 : ∆ιάταξη B της ίνας (hollow fiber)   
 
 
2.5 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ LPME   
 
2.5.1 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ LPME ΣΤΗΝ ΒΙΟΙΑΤΡΙΚΗ  
 
 Η µέθοδος LPME χρησιµοποιείται στον τοµέα της Βιοϊατρικής για τον 
προσδιορισµό διαφόρων ουσιών σε βιολογικά υγρά 
(αίµα,ούρα,σάλιο,πλάσµα). Η µέθοδος της µικροεκχύλισης συνδέεται µε τα 
διάφορα όργανα ανάλυσης (GC,CE,HPLC), τα οποία παρέχουν τιµές για τα 
όρια ανίχνευσης σε χαµηλή κλίµακα (µg/l) ακόµα και όταν πραγµατοποιείται 
εκχύλιση µικρών όγκων βιολογικών δειγµάτων. Αυτό οφείλεται στον 
αποτελεσµατικό εµπλουτισµό των προσδιοριζόµενων συστατικών. Με την 
LPME επιτυγχάνεται πλήρης καθαρισµός του δείγµατος, αφού αφαιρούνται 
από την φάση του δέκτη µακροµόρια και άλλες ενώσεις που είναι πιθανό να 
δηµιουργήσουν προβλήµατα στην ανάλυση. Η LPME δύο φάσεων µε την 
χρήση της διάταξη Α ή Β συνέβαλε στις διάφορες βιοϊατρικές αναλύσεις, όµως 
οι περισσότερες στηρίχθηκαν στην LPME τριών φάσεων (διάταξη Α). Στον 
Πίνακα 6 φαίνονται οι βιοϊατρικές χρήσεις και οι πειραµατικές συνθήκες 
[12,19,22].   
 
2.5.2 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ LPME ΣΕ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΚΑΙ 
ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ   
 
Η χρήση της LPME  για τον προσδιορισµό ουσιών που µολύνουν το 
περιβάλλον σε διάφορα δείγµατα έχει ως αποτέλεσµα υψηλούς παράγοντες 
εµπλουτισµού των προσδιοριζόµενων ουσιών, σε χαµηλές συγκεντρώσεις, 
και την αύξηση της εκλεκτικότητας λόγω της φύσης της ίνας (ικανότητα 
διαχωρισµού). Έτσι αποφεύγεται η εκχύλιση µεγάλων µορίων και 
αιωρούµενης ύλης. Σε όλες τις δηµοσιεύσεις στον τοµέα της περιβαλλοντικής 
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ανάλυσης χρησιµοποιείται η διάταξη Β για την ίνα. Η χρησιµοποίηση της 
LPME δύο φάσεων ή τριών φάσεων εξαρτάται από την χηµική φύση των 
προσδιοριζόµενων συστατικών. Η LPME δύο φάσεων συνδεδεµένη µε GC 
χρησιµοποιήθηκε µε επιτυχία για την ανίχνευση φυτοφαρµάκων σε υδάτινα 
δείγµατα και αιωρήµατα, µικροβιοκτόνων στο θαλασσινό νερό, PAHs και 
φθαλικών σε υδάτινα δείγµατα. Η LPME τριών φάσεων, συνδεδεµένη µε υγρό 
χρωµατογράφο, χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό νιτροφαινόλων στο 
νερό και σε θαλασσινά νερά και αρωµατικών αµίνων σε υδάτινα δείγµατα. Οι 
διάφορες αναλύσεις σχετικά µε το περιβάλλον, µε την χρήση της LPME, 
απέδειξαν ότι πρόκειται για µια γρήγορη τεχνική µεγάλης ακρίβειας, 
ευαισθησίας και χαµηλού κόστους. Επιπλέον µε την LPME  επιτυγχάνεται 
υψηλός εµπλουτισµός και αποτελεσµατικός καθαρισµός του δείγµατος, ακόµα 
και στην περίπτωση πολύπλοκων δειγµάτων. Στον Πίνακα 3 φαίνονται οι 
περιβαλλοντικές εφαρµογές και οι σηµαντικότερες πειραµατικές συνθήκες 
[12,23,24].  
 
Οι εφαρµογές της ανεπτυγµένης µεθόδου LPME αυξάνονται συνεχώς. 
Πρόσφατα η τεχνική χρησιµοποιήθηκε στον τοµέα της ανάλυσης τροφίµων 
και συγκεκριµένα για την ανίχνευση διαφόρων ουσιών στο αγελαδινό γάλα. 
Για αυτή την ανάλυση χρησιµοποιήθηκε LPME τριών φάσεων συνδεδεµένη µε 
HPLC και η διάταξη Β για την ίνα. Αυτή η µέθοδος αποδείχθηκε εξαιρετικά 
απλή και αποτελεσµατική, µια και το δείγµα του γάλακτος προετοιµάστηκε 
εύκολα, χωρίς να απαιτούνται διαδικασίες αποβουτύρωσης [24]. 
 
Στον Πίνακα 6 που ακολουθεί αναφέρονται οι σηµαντικότερες εφαρµογές της 
LPME (είτε δύο φάσεων, είτε τριών φάσεων) για την ανάλυση διαφόρων 
ουσιών, για την ανάλυση περιβαλλοντικών δειγµάτων και τροφίµων. 
Αναφέρεται σε κάθε περίπτωση η διάταξη της ίνας που χρησιµοποιείται, η 
σύνθεση των διαλυµάτων δότη και δέκτη, ο οργανικός διαλύτης που 
χρησιµοποιείται, η µέθοδος ανάλυσης, τα όρια ανίχνευσης για 
Σήµα/Θόρυβο=3 [12]. 
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2.6 ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗΝ LPME-ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΗΣ 
ΜΕΘΟ∆ΟΥ  
 
2.6.1 ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΗΣ ΙΝΑΣ  
 
Οι ίνες που χρησιµοποιούνται στην LPME πρέπει να είναι υδροφοβικές και 
συµβατές µε τον οργανικό διαλύτη. Σε όλες τις αναφορές που έχουν 
δηµοσιευθεί αναφέρεται η χρήση τριχοειδών µεµβρανών από 
πολυπροπυλένιο. Ο πιο συνηθισµένος τύπος αυτών των ινών έχει εσωτερική 
διάµετρο της τάξης των 600µm που είναι συµβατή µε τον όγκο του δέκτη (µl) 
που απαιτείται για την µικροεκχύλιση [12]. 
 
Το πάχος των τοιχωµάτων (200µm) παρέχει µηχανική σταθερότητα και 
διευκολύνει την προετοιµασία για εκχύλιση. Τέλος το ονοµαστικό και µέγιστο 
µέγεθος των πόρων (0.2µm και 0.64µm αντίστοιχα) των τριχοειδών 
µεµβρανών εξασφαλίζει αποτελεσµατικό µικροφιλτράρισµα, µια και επιτρέπει 
την διείσδυση µέσω των πόρων της ίνας µόνο των µικρών µορίων 
(προσδιοριζόµενα συστατικά), ενώ παρεµποδίζεται η είσοδος των µεγάλων 
µορίων και της αιωρούµενης ύλης. Επίσης χρησιµοποιείται και ένας άλλο 
είδος ίνας από πολυπροπυλένιο στην LPME, το οποίο έχει µικρότερη 
εσωτερική διάµετρο (330µm) και µικρότερο πάχος τοιχωµάτων (150µm). 
Καθώς αυτή η ίνα είναι λεπτότερη από την προηγούµενη που περιγράψαµε, 
το µήκος πρέπει να είναι διπλάσιο, έτσι ώστε να µπορεί να δεχτεί παρόµοιο 
όγκο του διαλύµατος του δέκτη. Επιπλέον η περιοχή επαφής ανάµεσα στην 
κοίλη ίνα και το διάλυµα του δείγµατος διπλασιάζεται και ο χρόνος που 
απαιτείται για να επιτευχθεί ισορροπία, κατά την διάρκεια της εκχύλισης, 
µειώνεται στο µισό [12]. 
 
Σε αρκετές περιπτώσεις η κοίλη ίνα χωρίζεται σε τµήµατα, ώστε να 
αποφευχθούν οι µεταβολές του µήκους. Τέτοιες διακυµάνσεις αποδείχθηκε ότι 
επηρεάζουν σηµαντικά την εκχύλιση, κυρίως στην περίπτωση της LPME δύο 
φάσεων. Αντιθέτως η LPME τριών φάσεων αποδείχθηκε ότι δεν επηρεάζεται 
από τις διακυµάνσεις του µήκους της ίνας. Ωστόσο συνιστάται η προσθήκη 
εσωτερικού προτύπου, για την αντιστάθµιση των διαφόρων πειραµατικών 
παραµέτρων που µπορεί να διαφέρουν από δείγµα σε δείγµα [19].   
 
Επίσης θα πρέπει να αναφερθεί ότι είναι πολύ σηµαντική η ύπαρξη ενός 
σταδίου καθαρισµού, πριν από τη χρήση των ινών. Η αποµάκρυνση των 
οργανικών ουσιών που προκαλούν µόλυνση και δηµιουργούν προβλήµατα 
στην ανάλυση, πραγµατοποιείτα  µε την χρήση υπερήχων (ανάµειξη µε 
ακετόνη για λίγα λεπτά) [19].  
 
Έχει αποδειχτεί ότι η αύξηση της επιφάνειας επαφής της κοίλης ίνας µε το 
διάλυµα του δείγµατος, οδηγεί σε µείωση του χρόνου εκχύλισης και και 
επηρεάζει σηµαντικά και τον παράγοντα εµπλουτισµού. Αυτό οφείλεται στην 
αύξηση του εµβαδού της µεµβράνης και στην µείωση του πάχους των 
τοιχωµάτων της ίνας. Τα αποτελέσµατα αυτής της αύξησης δεν ήταν τόσο 
σηµαντικά για υδάτινα δείγµατα, ενώ ήταν ιδιαίτερα σηµαντικά για βιολογικά 
δείγµατα, όπου οι χρόνοι ισορροπίας µειώθηκαν κατά ένα συντελεστή 
περίπου ίσο µε 2. Επίσης η µικρότερη εσωτερική διάµετρος της ίνας µε το 
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αυξηµένο εµβαδόν επαφής συνέβαλε στην µείωση των χρόνων εκχύλισης 
[28].  
 
Επιπλέον οι παράγοντες εµπλουτισµού που επιτεύχθηκαν µε την χρήση της 
ίνας µε το αυξηµένο εµβαδόν επαφής ήταν υψηλότεροι από τους παράγοντες 
εµπλουτισµού που επιτεύχθηκαν µε την κανονική ίνα. Στην Εικόνα 8 
φαίνονται τα διαγράµµατα των παραγόντων εµπλουτισµού µε τους χρόνους 
εκχύλισης για τις ουσίες : citalopram και methamphetamine για κάθε ίνα [28].   
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα8: ∆ιαγράµµατα των παραγόντων εµπλουτισµού µε τους χρόνους εκχύλισης 
για τις ουσίες citalopram, methamphetamine, µε την χρήση δύο διαφορετικών ινών 
σε δείγµα (a) νερού και (b)ούρων  
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2.6.2 ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΟΥ ΟΡΓΑΝΙΚΟΥ ∆ΙΑΛΥΤΗ  
 
Η επιλογή του κατάλληλου οργανικού διαλύτη έχει πολύ µεγάλη σηµασία για 
την βελτιστοποιήση της LPME δύο και τριών φάσεων. Γενικά µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν διάφοροι µη-υδατοδιαλυτοί διαλύτες στο νερό που 
διαφέρουν µεταξύ τους ως προς την πολικότητα και την διαλυτότητα τους στο 
νερό. Επίσης είναι δυνατή η χρήση µείγµατος διαλυτών. Η τελική επιλογή του 
οργανικού διαλύτη πρέπει να βασίζεται σε διάφορους παράγοντες. Έτσι ο 
διαλύτης που θα επιλέξουµε θα πρέπει να έχει χαµηλή διαλυτότητα στο νερό, 
ώστε να αποφεύγεται η διάλυση στην υδατική φάση [21]. 
 
Επίσης θα πρέπει να έχει χαµηλή πτητικότητα, έτσι ώστε να περιορίζεται η 
εξάτµιση του κατά την διάρκεια της εκχύλισης. Επιπλέον θα πρέπει να 
παρέχει υψηλή διαλυτότητα για τις προσδιοριζόµενες ουσίες, έτσι ώστε να 
επιτυγχάνεται η επαύξηση  της εκχύλιση. Στις περιπτώσεις που η LPME δύο 
φάσεων συνδέεται µε αέριο χρωµατογράφο (GC), ο οργανικός διαλύτης 
πρέπει να έχει εξαιρετική χρωµατογραφική συµπεριφορά. Στην LPME τριών 
φάσεων ο διαλύτης που θα επιλέξουµε θα πρέπει να εξασφαλίζει υψηλές 
τιµές για τον συντελεστή Κorg/d και κυρίως για τον Κa/org. Η υψηλή τιµή του 
Κa/org έχει µεγάλη σηµασία, µια και παρεµποδίζει την παγίδευση των 
προσδιοριζόµενων ουσιών στην οργανική φάση και µειώνει την επανεκχύλιση 
στο υδατικό διάλυµα του δότη [19,21]. 
 
Επιπρόσθετα ο διαλύτης θα πρέπει να έχει τέτοια πολικότητα που να ταιριάζει 
µε αυτήν της ίνας από πολυπροπυλένιο, ώστε να µπορεί εύκολα να 
ακινητοποιηθεί στους πόρους της ίνας. Στην LPME τεράστια σηµασία έχει ο 
εµποτισµός του διαλύτη, καθώς πραγµατοποιείται η εκχύλιση στην επιφάνεια 
του ακινητοποιηµένου διαλύτη. Αποτελεσµατικός οργανικός εµποτισµός 
επιτυγχάνεται συνήθως µε την βύθιση των τµηµάτων της κοίλης ίνας στον 
οργανικό διαλύτη για µερικά δευτερόλεπτα, πριν από τη χρήση τους. Εδώ θα 
πρέπει να αναφερθεί ότι στην LPME τριών φάσεων προστίθεται συνήθως ένα 
ακόµα στάδιο για την µείωση της πυκνότητας της οργανικής φάσης και την 
αύξηση της εκχύλισης. Κατά την διάρκεια αυτού του βήµατος, η κοίλη ίνα, 
έπειτα από τον εµποτισµό της, βυθίζεται στο νερό για λίγα δευτερόλεπτα, 
ώστε µε την βοήθεια των υπερήχων (ultrasonication) να αποµακρυνθούν οι 
µικρές σταγόνες του οργανικού διαλύτη που έχουν αποµείνει στην εξωτερική 
πλευρά της κοίλης ίνας [23,25]. 
 
Οι πιο συνηθισµένοι διαλύτες που χρησιµοποιούνται στην LPME (είτε δύο 
φάσεων είτε τριών φάσεων) είναι οι εξής : n-octanol, Dihexyl ether, Hexyl 
ether, Octane, Chloroform, Toluene [12].  
 
2.6.3 ΑΝΑ∆ΕΥΣΗ ΤΟΥ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ  
 
 Το δείγµα ανακινείται µε στόχο την επιτάχυνση της κινητικής της εκχύλισης. 
Η αύξηση της ταχύτητας (ρυθµού) ανάδευσης του διαλύµατος του δότη έχει 
ως αποτέλεσµα την επαύξηση της εκχύλισης, µια και διευκολύνεται η 
διάχυση, µέσω της κοινής επιφάνειας µε την ίνα, του προσδιοριζόµενου 
συστατικού. Επιπλέον η αύξηση της ταχύτητας ανάδευσης βελτιώνει την 
επαναληψιιµότητα της εκχύλισης [24].  
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Στην LPME το διάλυµα του δέκτη εγκλωβίζεται µέσα στην κοίλη ίνα και µπορεί 
να αντέξει πολύ υψηλές ταχύτητες ανάδευσης. Τόσο στην LPME δύο φάσεων 
όσο και στην LPME τριών φάσεων, η χρήση µαγνητικού αναδευτήρα ή 
δόνησης αυξάνει σηµαντικά την εκχύλιση. Στην περίπτωση που 
χρησιµοποιείται µαγνητικός αναδευτήρας για την ανάδευση του δείγµατος, 
είναι δυνατή η χρήση της µέγιστης ταχύτητας ανάδευσης. Ωστόσο έχει 
αναφερθεί ότι η µέγιστη ταχύτητα ανάδευσης προκαλεί το σχηµατισµό 
φυσαλίδων αέρα, οι οποίες έχουν την τάση να προσκολλώνται στην 
επιφάνεια της κοίλης ίνας. Αυτές οι οι φυσαλίδες αέρα επιταχύνουν την 
εξάτµιση του διαλύτη και συµβάλλουν στην εξαγωγή ανακριβών µετρήσεων. 
Η δόνηση του δείγµατος συντελεί στην αύξηση της εκχύλισης και έχει το 
πλεονέκτηµα ότι αποκλείει την πιθανότητα µόλυνσης του δείγµατος, λόγω της 
επικάλυψης των µαγνητικών αναδευτήρων µε Teflon. Κατά τη χρήση της 
δόνησης, δεν έχει αναφερθεί εξάτµιση του διαλύτη στην εκχύλιση[12,24]. 
 
Στην Εικόνα 9 απεικονίζεται η γραφική παράσταση των κορυφών του 
χρωµατογραφήµατος διαφόρων ουσιών µε τις ταχύτητες ανάδευσης. 
Παρατηρούµε ότι η ανάδευση αυξάνει σηµαντικά το διαχωρισµό των 
προσδιοριζόµενων ουσιών στην οργανική φάση και για ταχύτητα 1000 rpm 
έχουµε τις µέγιστες τιµές. Όταν η ταχύτητα είναι 1250rpm (ένας µικρός όγκος 
του διαλύµατος µπορεί να αναδευτεί σε τόσο υψηλή ταχύτητα) σχηµατίζονται 
φυσαλίδες αέρα, οι οποίες µπορούν να προσκολληθούν στην επιφάνεια της 
ίνας και να επιταχύνουν την εξάτµιση του διαλύτη [26].   
 
Τέλος η χρήση πολλαπλών οργάνων δόνησης επιτρέπει την ταυτόχρονη 
εκχύλιση πάνω από 30 δειγµάτων, εξασφαλίζοντας την εξαγωγή ακριβών 
αποτελεσµάτων [12]. 

  
Εικόνα 9:Επίδραση της ανάδευσης στην αποδοτικότητα της εκχύλισης 
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2.6.4 ΠΡΟΣΘΗΚΗ ΑΛΑΤΟΣ  
 
Η προσθήκη άλατος στο δείγµα, που εξαρτάται από την φύση των 
συστατικών που µελετάµε, µπορεί να προκαλέσει µείωση της διαλυτότητας 
τους και εποµένως αύξηση της εκχύλισης. Αυτό οφείλεται στο αποτέλεσµα 
του salting out, όπου λιγότερα µόρια νερού είναι διαθέσιµα για την διάλυση 
των µορίων των ενώσεων που αναλύονται, µια και έχουν την τάση να 
σχηµατίζουν ένυδρες σφαίρες γύρω από τα ιόντα του άλατος. Παρόλα αυτά 
πολικές ουσίες µπορεί να αλληλεπιδράσουν ηλεκτροστατικά µε τα ιόντα του 
άλατος, περιορίζοτας έτσι την εκχύλιση, µια και µειώνεται η ικανότητά τους για 
µεταφορά µάζας [12,25]. 
 
Τόσο στην LPME δύο φάσεων όσο και στην LPME τριών φάσεων, οι 
επιδράσεις της προσθήκης άλατος στο διάλυµα του δότη, πρίν από την 
εκχύλιση, έχουν µελετηθεί. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ανάλογα µε το είδος 
των ουσιών που µελετάµε, µια αύξηση της ιοντικής ισχύς του υδατικού 
διαλύµατος µπορεί να έχει διάφορες συνέπειες στη εκχύλιση : µπορεί να την 
αυξήσει , να µη την επηρρεάσει ή ακόµα και να την περιορίσει  [12, 21]. 
 
2.6.5 ΠΡΟΣΘΗΚΗ ΟΡΓΑΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ  
 
Έχουν γίνει πειράµατα σχετικά µε την επίδραση των οργανικών οξέων στην 
LPME. Από την Εικόνα10 µπορούµε να συµπεράνουµε ότι η προσθήκη 
οργανικών οξέων δεν µειώνει σηµαντικά τις ουσίες που εκχυλίζονται, όταν 
εισάγεται 1mg/l. Παρατηρούµε ότι οι καµπύλες των κορυφών (που 
αντικατοπτρίζουν την αποδοτικότητα της εκχύλισης) παραµένουν σχεδόν 
σταθερές, καθώς οι συγκεντρώσεις των οργανικών οξέων αυξάνουν (1-
200mg/L). Αντιθέτως στην SPME η αποτελεσµατικότητα της εκχύλισης 
µειώνεται σηµαντικά, όταν η συγκέντρωση των οξέων είναι πάνω από 
100mg/L. Αυτή η διαφορά οφείλεται στην εκλεκτικότητα της µεµβράνης της 
κοίλης ίνας. Οι πόροι της µεµβράνης επιτρέπουν στις προσδιοριζόµενες 
ουσίες χαµηλού µοριακού βάρους να διαχέονται, ενώ παρεµποδίζουν την 
είσοδο των ενώσεων µεγάλου µοριακού βάρους. Έτσι τα οργανικά οξέα, που 
έχουν πολύ µεγάλο µοριακό βάρος, δεν µπορούν να εκχυλιστούν στον 
οργανικό διαλύτη [26].   

   
 
Εικόνα10: Επίδραση της προσθήκης οργανικών οξέων στην LPME 
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2.6.6 ΟΓΚΟΙ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ ∆ΟΤΗ ΚΑΙ ∆ΕΚΤΗ   
 
Στα προηγούµενα κεφάλαια έγινε διεξοδική συζήτηση σχετικά µε την 
επίδραση των διαφορετικών όγκων στους παράγοντες εµπλουτισµού και στις 
ανακτήσεις. Επίσης για τον προσδιορισµό των βέλτιστων όγκων που πρέπει 
να χρησιµοποιήσουµε, θα πρέπει να ληφθούν υπόψη διάφοροι παράγοντες. 
Αρχικά, ανάλογα µε το είδος του δείγµατος που εκχυλίζεται, υπάρχουν 
περιπτώσεις όπου ο όγκος του διαλύµατος του δότη περιορίζεται. Για 
παράδειγµα όταν έχουµε δείγµατα σάλιου, ένας περιορισµένος όγκος είναι 
διαθέσιµος (της τάξης των 2-5ml) και για την µεγιστοποίηση της εκχύλισης θα 
πρέπει να ρυθµίζεται κατάλληλα ο όγκος του διαλύµατος του δέκτη. Όταν 
χρησιµοποιούµε την διάταξη Β (Εικόνα 6) είναι προτιµότερη η χρήση µακριών 
και στενών φιαλιδίων, έτσι ώστε να µεγιστοποιήσουµε την περιοχή της 
επιφάνειας της ίνας που είναι εκτεθειµένη στο διάλυµα του δείγµατος [22].  
 
Επιπλέον όσο πιο µεγάλος είναι ο όγκος του διαλύµατος του δέκτη που 
χρησιµοποιείται για την εκχύλιση, τόσο πιο µεγάλος είναι και ο αριθµός των 
ουσιών που ανακτώνται και, ανάλογα µε την τεχνική ανάλυσης, η ένεση που 
χρησιµοποιείται. Μπορούµε να έχουµε και υψηλότερα ή χαµηλότερα όρια για 
τους όγκους που εισάγονται. Αυτό εξαρτάται από την τεχνική ανάλυσης που 
συνδέεται µε την LPME. Για παράδειγµα ο ελάχιστος όγκος του διαλύµατος 
του δέκτη, για τον οποίο είναι δυνατή η πραγµατοποίηση συνεχόµενων 
ενέσεων µε την µέθοδο της τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης (CE) είναι 25 µl. 
Αντιθέτως τα όργανα της GC δεν είναι συµβατά µε τόσο µεγάλους όγκους και 
η ανάλυση γίνεται µε ενέσεις 1µl. Είναι όµως δυνατή η εκχύλιση των 
προσδιοριζόµενων ουσιών µε µεγαλύτερο όγκο διαλύµατος δέκτη και τη 
χρήση ενός µέρους του για την ανάλυση µε GC. Σε αντίθεση µε την αέρια 
χρωµατογραφία (GC) και την τριχοειδή ηλεκτροφόρηση (CE), όγκοι 10-25µl 
είναι αποδεκτοί για την ανάλυση µε την υγρή χρωµατογραφία υψηλής 
απόδοσης (HPLC) [12,22].  
 
Τέλος η διάταξη της κοίλης ίνας µπορεί να επηρεάσει τον όγκο της φάσης του 
δέκτη. Η πλειοψηφία των αναφορών σχετικά µε την διάταξη Α (Πίνακας 6) 
χρησιµοποιούν την LPME τριών φάσεων και µεγαλύτερους όγκους 
διαλυµάτων του δέκτη. Από την άλλη µεριά η πλειοψηφία των µελετών 
σχετικά µε την διάταξη Β (Πίνακας 6) χρησιµοποιούν την LPME δύο φάσεων 
και µειωµένους όγκους της φάσης του δέκτη. Γενικά µεγάλοι όγκοι των 
διαλυµάτων του δέκτη δεν είναι κατάλληλοι για την διάταξη Β, λόγω του ότι 
αυτή η διάταξη της κοίλης ίνας έχει ένα τµήµα που κρέµεται. Είναι φανερό ότι 
το µήκος της τριχοειδούς ίνας από πολυπροπυλένιο θα πρέπει να ρυθµιστεί 
µε βάση τον όγκο του διαλύµατος του δέκτη που εισάγεται στην κοιλότητά της 
[12].  
 
2.6.7 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ PH  
 
H ρύθµιση του pH µπορεί να αυξήσει την εκχύλιση, µια και ο διαχωρισµός της 
ισορροπίας επηρεάζει την διαλυτότητα των όξινων/βασικών 
προσδιοριζόµενων συστατικών. Τόσο στην LPME δύο φάσεων όσο και στην 
LPME τριών φάσεων έχει αποδειχτεί ότι η αλλαγή του pH στο υδατικό 
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διάλυµα του δότη προκαλεί αυξηµένη προσυγκέντρωση της 
προσδιοριζόµενης ουσίας [12].  
 
Όπως έχει αναφερθεί και προηγουµένως ο καθορισµός της σύστασης των 
φάσεων του δότη και του δέκτη έχει πολύ µεγάλη σηµασία, µια και οδηγεί σε 
αυξηµένους λόγους κατανοµής και εξασφαλίζει υψηλούς συντελεστές 
εµπλουτισµού και ανάκτησης για τις προσδιοριζόµενες ουσίες. Αυτό 
επιτυγχάνεται µε την ρύθµιση του pH στο υδατικό διάλυµα και στο διάλυµα 
του δότη. Έτσι για παράδειγµα όταν µελετούµε όξινες ενώσεις το pH του 
υδατικού διαλύµατος του δότη ρυθµίζεται στην όξινη περιοχή τιµών, ώστε να 
αποϊονιστούν οι κύριες ενώσεις, να µειωθεί η διαλυτοτητά τους µέσα στο 
δείγµα και να εξασφαλιστεί αποτελεσµατική µεταφορά στην οργανική φάση. 
Στην συνέχεια το pH του διαλύµατος του δέκτη ρυθµίζεται στην βασική 
περιοχή τιµών, έτσι ώστε να αποφευχθεί ο εγκλωβισµός των 
προσδιοριζόµενων ουσιών στην οργανική φάση και να διασφαλιστεί η 
επιτυχία της εκχύλισης. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα τον ιονισµό των ουσιών 
και την εξασφάλιση υψηλής διαλυτότητας των ενώσεων που βρίσκονται στην 
φάση του δέκτη παρά στην οργανική φάση. Από διάφορες µελέτες προκύπτει 
ότι η εκχύλιση των όξινων ενώσεων αυξήθηκε µε την ρύθµιση του pH της 
φάσης του δέκτη στην βασική περιοχή τιµών (LPME τριών φάσεων, διάταξη 
Α). Ανάλογες παρατηρήσεις µπορούν να γίνουν και για βασικές ενώσεις. 
Επίσης µελέτες σχετικά µε τις βασικές προσδιοριζόµενες ενώσεις απέδειξαν 
ότι η εκχύλιση επαυξάνεται µε την προσαρµογή της τιµής του pH της φάσης 
του δέκτη στην όξινη περιοχή τιµών (LPME τριών φάσεων, διάταξη Α). 
Εποµένως, όταν απαιτείται, είναι πολύ σηµαντικό να προσδιορίζονται οι 
βέλτιστες τιµές του pH των διαλυµάτων δότη και δέκτη, οι οποίες 
εξασφαλίζουν αυξηµένη εκχύλιση [12,24,27].   
 
Έχει αποδειχθεί ότι το pH της φάσης του δέκτη επηρεάζει σηµαντικά τις 
ανακτήσεις και την εκλεκτικότητα. Σε χαµηλό pH η εκχύλιση είναι καθολική, 
ενώ η εκλεκτικότητα αυξάνεται σε υψηλότερες τιµές pH. Εποµένως οι 
αδύναµες βάσεις πρέπει να εκχυλίζονται σε χαµηλές τιµές pH, ενώ οι ισχυρές 
βάσεις σε υψηλότερες τιµές pH, γεγονός που συµβάλλει στην αύξηση της 
εκλεκτικότητας [12].    
 
2.6.8 ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΧΡΟΝΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ  
 
Η µεταφορά της µάζας είναι µια διαδικασία που εξαρτάται από τον χρόνο και 
ο ρυθµός της µειώνεται όσο το σύστηµα πλησιάζει τις συνθήκες ισορροπίας. 
Η ισορροπία (είτε η εκχύλιση είναι πλήρης, είτε χρησιµοποιείται ως τεχνική 
προσυγκέντρωσης) επιτυγχάνεται ύστερα από έκθεση, για µεγάλο χρονικό 
διάστηµα, του διαλύµατος του δέκτη στο δείγµα. Για την βελτιστοποίηση της 
µεθόδου είναι πολύ σηµαντική η επαλήθευση των χρόνων εκχύλισης των 
βασικών ενώσεων, ώστε να βρούµε τον χρόνο ύστερα από τον οποίο 
επιτυγχάνεται πρακτικά η ισορροπία. Αν και  αυξηµένοι χρόνοι έκθεσης του 
διαλύµατος του δέκτη συµβάλλουν στην αύξηση της αποτελεσµατικότητας της 
εκχύλισης, δεν είναι πάντοτε πρακτική η χρήση εκτεταµένων χρόνων 
εκχύλισης. Συνήθως επιλέγουµε χρόνους µικρότερους από τον χρόνο 
χρωµατογραφίας, για να εξασφαλίσουµε ακριβή ανάλυση του δείγµατος. 
Επίσης θα πρέπει να αναφέρουµε ότι όταν εργαζόµαστε στο υψηλότερο 
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τµήµα των χρόνων εκχύλισης, είναι απαραίτητη η σταθερή και ακριβής 
χρονοµέτρηση για να έχουµε αποτελέσµατα µεγάλης ακρίβειας. Σε µελέτες 
που χρησιµοποιήθηκαν εκτεταµένοι χρόνοι εκχύλισης (ταυτόχρονη εκχύλιση 
µεγάλου αριθµού δειγµάτων) επιτεύχθηκε υψηλή εξαγωγή δειγµάτων [12].  
 
Μείωση του χρόνου εκχύλισης είναι πάντοτε επιθυµητή και έχουν 
πραγµατοποιηθεί αρκετές µελέτες σχετικά µε τα αποτελέσµατα µιας τέτοιας 
µείωσης. Έχει αποδειχτεί ότι ο χρόνος εκχύλισης εξαρτάται από την ίνα που 
χρησιµοποιείται. Έτσι η µείωση του χρόνου εκχύλισης µπορεί να επιτευχθεί 
µε την αύξηση της επιφάνειας επαφής της κοίλης ίνας µε το διάλυµα του 
δείγµατος. ∆ύο ίνες από πολυπροπυλένιο που είχαν διαφορετικές επιφάνειες 
επαφής, χρησιµοποιήθηκαν για την εκχύλιση δειγµάτων σάλιου, ούρων και 
ανθρώπινου αίµατος. Προέκυψε ότι µε την χρήση της ίνας που είχε 
µεγαλύτερη επιφάνεια επαφής, οι χρόνοι εκχύλισης των παραπάνω ουσιών 
µειώθηκαν (κατά ένα συντελεστή 2). Αυτή η µείωση είχε ως αποτέλεσµα την 
επίτευξη ισορροπίας µόλις σε 15min. Άρα µπορούµε να συµπεράνουµε ότι 
παρά τα πλεονεκτήµατα που έχουν οι µεγάλοι χρόνοι εκχύλισης, η µείωση 
τους µπορεί να οδηγήσει σε ακριβή αποτελέσµατα, µέσω της γρήγορότερης 
επίτευξης ισορροπίας [28].   
 
2.6.9 ΚΑΘΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΕΥΡΟΥΣ ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑΣ   
 
Η αλλαγή των συνθηκών εκχύλισης επηρεάζει σηµαντικά την ευαισθησία της 
µεθόδου καθώς και τον χρόνο αποκατάστασης της ισορροπίας.Έτσι 
συνιστάται  να ελέγχεται ο χρόνος της εκχύλισης, που υπολογίζεται κατά την 
πραγµατοποίηση της, πριν από τον καθορισµό της περιοχής γραµµικότητας. 
Οι ίνες που χρησιµοποιούνται στην LPME, λόγω του ότι είναι τριχοειδείς 
µεµβράνες από πολυπροπυλένιο, εµφανίζουν µια ικανότητα µεγάλου εύρους 
γραµµικής εµβέλειας. Υπάρχουν και περιπτώσεις στις οποίες το 
προσδιοριζόµενο συστατικό έχει πολύ µεγάλη συγγένεια µε την επιφάνεια και 
µπορεί να υπάρξει κορεσµός ή ακόµα χαµηλές συγκεντρώσεις του 
συστατικού. Σε αυτές τις περιπτώσεις η γραµµική εµβέλεια µπορεί να 
επεκταθεί µε την µείωση του χρόνου εκχύλισης [28]. 
 
2.6.10 ΑΚΡΙΒΕΙΑ ΤΗΣ LPME   
 
Η LPME είναι µια γρήγορη και πολύ αποτελεσµατική τεχνική προετοιµασίας 
των δειγµάτων πριν από την ανάλυσή τους. Παρέχει αποτελέσµατα µεγάλης 
ακρίβειας και οι σηµαντικότεροι παράγοντες που επηρεάζουν την ακρίβειά της 
είναι οι ακόλουθοι [12] :  

• Όγκοι των δειγµάτων δότη και δέκτη  
• Συνθήκες ανάδευσης  
• ∆ιαστάσεις της ίνας (µέγεθος των πόρων, εσωτερική διάµετρος)  
• Συστατικά του περιβάλλοντος του δείγµατος (αλάτι, οργανικά οξέα)  
• Σωστός εµποτισµός της ίνας µε οργανικό διαλύτη 
• Χρόνος που µεσολαβεί ανάµεσα στην εκχύλιση και την ανάλυση  
• Απώλεια των συστατικών (διείσδυση µέσα στο Teflon)  
• Θέση της ίνας κατά την διάρκεια της έγχυσης  
• Σταθερότητα της απόκρισης του ανιχνευτή   
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2.7 ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΗΣ LPME ΜΕ ΑΛΛΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ  
 
2.7.1 ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΗΣ LPME ΜΕ ΤΗΝ SPME  
 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί η µικροεκχύλιση στερεής φάσης (SPME) είναι µια 
απλή µέθοδο, δεν χρησιµοποιείται διαλύτης για την εφαρµογή της, και µπορεί 
εύκολα να αυτοµατοποιηθεί. Έχει χρησιµοποιηθεί σε µια µεγάλη ποικιλία 
εφαρµογών, µια και επιτρέπει την εκχύλιση των προσδιοριζόµενων ουσιών σε 
ένα στάδιο, είτε από το υδάτινο δείγµα είτε από την υπερκείµενη αέρια φάση 
πάνω από αυτές. Η LPME έχει το βασικό πλεονέκτηµα της απλότητας και 
θεωρείται ως µια τεχνική που δεν εξαρτάται από το διαλύτη. Αν και πρόκειται 
για µια µέθοδο off-line, το χαµηλό της κόστος επιτρέπει την ταυτόχρονη 
εκχύλιση πάνω από 30 δειγµάτων. Ωστόσο δεν έχει αναφερθεί µέχρι τώρα 
ανάλυση υπερκείµενου χώρου [12].   
 
Η βασική αρχή της µεθόδου SPME στηρίζεται στο διαχωρισµό των 
προσδιοριζόµενων ουσιών ανάµεσα στο αρχικό δείγµα (υδάτινη φάση του 
δέκτη) και σε µια ακίνητη φάση επικαλυµµένη µε πολυµερές υλικό (στερεή 
φάση του δέκτη) σε ίνα από διοξείδιο του πυριτίου (silica). Υπάρχουν διάφορα 
είδη ινών για την SPME, µια και η εκλεκτικότητα της µεθόδου σχετικά µε τις 
διάφορες κατηγορίες ενώσεων , εξαρτάται από την πολικότητα και από το 
πάχος του λεπτού στρώµατος στην φάση επίστρωσης.Οι ίνες που 
χρησιµοποιούνται στην SPME είναι αρκετά ακριβές και έχουν περιορισµένη 
διάρκεια ζωής, καθώς έχουν την τάση να αλλοιώνονται λόγω αυξηµένης 
χρήσης. Επίσης το µήκος και το είδος της επίστρωσης διαφέρει από ίνα σε 
ίνα και παρατηρούνται διαφορές και στον εµπλουτισµό της προσδιοριζόµενης 
ουσίας. Πριν χρησιµοποιήσουµε µια ίνα για πρώτη φορά, απαιτείται θερµική 
προσαρµογή στις υπάρχουσες συνθήκες. Ακόµα και όταν πραγµατοποιηθεί 
προσεχτικά αυτό το βήµα, υπάρχει η πιθανότητα µερικής απώλειας της 
επίστρωσης γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα την εµφάνιση επιπρόσθετων 
κορυφών κατά τη διάρκεια της χρωµατογραφικής ανάλυσης. Έτσι επηρεάζεται 
σε σηµαντικό βαθµό η απόδοση της µεθόδου [14]. 
 
 Επιπλέον έχει αναφερθεί σε αρκετές περιπτώσεις σχετικά µε την SPME, 
συµπαράσυρση (επιµόλυνση δείγµατος από προηγούµενο) του δείγµατος 
µεταξύ των διαδικασιών ανάλυσης, γεγονός που οδηγεί σε εσφαλµένα 
αποτελέσµατα [14]. 
    
Αντιθέτως στην LPME το χαµηλό κόστος των ινών, επιτρέπει την χρήση κάθε 
ίνας για µια µόνο εκχύλιση. Η πιθανότητα συµπαράσυρσης των δειγµάτων 
περιορίζεται σηµαντικά, λόγω της φύσης της κοίλης ίνας και εξασφαλίζεται 
έτσι υψηλή ικανότητα αναπαραγωγής, µια και η χηµεία της κάθε εκχύλισης 
δεν επηρεάζεται από την προηγούµενη χρήση της. Επιπλέον, πριν από την 
χρήση της ίνας, ένα γρήγορο στάδιο καθαρισµού αποµακρύνει τις ουσίες που 
µπορούν να προκαλέσουν µόλυνση και να δηµιουργήσουν προβλήµατα στην 
ανάλυση. Ωστόσο, καθώς τα τµήµατα της ίνας κόβονται, είναι πολύ πιθανή η 
εµφάνιση διακυµάνσεων στο µήκος. Επίσης είναι πολύ πιθανές και οι 
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διακυµάνσεις του πάχους των τοιχωµάτων, οι οποίες µπορεί να µεταβάλλουν 
τον εµπλουτισµό, κυρίως όταν χρησιµοποιείται η LPME δύο φάσεων [12,29]. 
 
Ένα βασικό πλεονέκτηµα της LPME έναντι της SPME είναι το µικρό µέγεθος 
των πόρων,το οποίο εξασφαλίζει µικροφιλτράρισµα και αποδίδει πολύ 
καθαρές εκχυλίσεις. Για αυτό το λόγο αφαιρούνται οι ενώσεις που δεν είναι 
συµβατές µε την τεχνική ανάλυσης καθώς και τµήµα των µη επιθυµητών για 
προσδιορισµό ουσιών. Αυτό το είδος της εκλεκτικής εκχύλισης απλοποιεί την 
προετοιµασία του δείγµατος και συµβάλλει στην εξοικονόµηση χρόνου και 
στην εξαγωγή ακριβών αποτελεσµάτων. Αντιθέτως όταν χρησιµοποιείται η 
SPME σε πολύπλοκα δείγµατα, απαιτείται ένα στάδιο προεπεξεργασίας του 
δείγµατος (π.χ φιλτράρισµα) ή τροποποίηση της µεθόδου προετοιµασίας του 
δείγµατος ( π.χ η χρήση SPME µε προστασία µεµβράνης). Αυτό γίνεται για να 
προστατευθεί η εύθραυστη ίνα από την σωµατιδιακή ύλη και τα µεγάλα µόρια. 
Οποιαδήποτε φθορά ή ζηµιά της ίνας, οδηγεί σε ανακριβείς µετρήσεις. Σε 
περιπτώσεις που έχουµε υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων ή ρύθµιση του pH 
στο διάλυµα του δείγµατος, έχουν αναφερθεί ζηµιές στην ίνα της SPME που 
οδηγούν και πάλι σε ανακριβείς µετρήσεις. Αυτό δεν συµβαίνει στην LPME 
όπου η ιοντική ισχύς του διαλύµατος του δείγµατος και οι υψηλές ή χαµηλές 
τιµές του pH δεν επηρεάζουν την επαναληψιµότητα της µεθόδου ή την 
κατάσταση της κοίλης ίνας. Παρόλα αυτά σε ορισµένες περιπτώσεις η 
προσθήκη αλάτων (κυρίως στην LPME δύο φάσεων) επηρεάζει την κινητική 
της εκχύλισης και δεν αποδίδει ουσιαστική αύξηση στην απόκριση του 
οργάνου ανάλυσης, όπως συµβαίνει µε την SPME [12,14,25].    
 
2.7.2 ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΤΗΣ LPME ΜΕ ΤΗΝ SDME   
 
H µέθοδος SDME (µικροεκχύλιση µικρο-σταγόνας), όπου η µικροσταγόνα 
βρίσκεται στην άκρη µικροσύριγγας, έχει πολλά κοινά στοιχεία µε την LPME 
δύο φάσεων. Αν και η SDME είναι µια γρήγορη, απλή και χαµηλού κόστους 
τεχνική εκχύλισης, απαιτεί πολύ προσεχτικούς και λεπτοµερείς χειρισµούς, 
µια και έχουν αναφερθεί προβλήµατα όπως είναι η εκτόπιση της σταγόνας ή 
προβλήµατα που σχετίζονται µε την σταθερότητα της σταγόνας [12].  
 
Σχετικά µε πολύπλοκα δείγµατα επιβάλλεται η ύπαρξη ενός επιπρόσθετου 
σταδίου φιλτραρίσµατος του διαλύµατος του δείγµατος. Η ευαισθησία και η 
ακρίβεια των αποτελεσµάτων στις αναπτυγµένες µεθόδους SDME 
κυµαίνονται σε χαµηλό βαθµό. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι παρατεταµένοι 
χρόνοι εκχύλισης και µεγάλες ταχύτητες ανάδευσης οδηγούν σε διάλυση ή 
εκτόπιση της σταγόνας [12]. 
  
Στην LPME η οργανική φάση (δέκτης) προστατεύεται από την ίνα και η 
παρουσία τριχοειδούς ίνας επιβραδύνει την διάλυση του οργανικού διαλύτη 
στο κύριο διάλυµα. Για αυτό η χρήσιµοποίηση υψηλών ταχυτήτων ανάδευσης 
και εκτεταµένων χρόνων εκχύλισης στην LPME έχει ως αποτέλεσµα την 
βελτίωση της ικανότητας αναπαραγωγής και της ευαισθησίας της µεθόδου. 
Ένας άλλος παράγοντας που συµβάλλει στην βελτίωση της ευαισθησίας 
LPME είναι ότι το εµβαδόν επιφάνειας για την διάταξη LPME δύο φάσεων 
είναι µεγαλύτερο από το σφαιρικό εµβαδον επιφάνειας που χρησιµοποιείται 
στην SDME. Αν αυξήσουµε την περιοχή επαφής ανάµεσα στο διάλυµα του 
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δότη και στο διάλυµα του δέκτη (οργανική φάση), αυξάνεται και η ταχύτητα 
εκχύλισης της ουσίας που αναλύεται [23,25].  
 
Επιπρόσθετα στην LPME η οργανική φάση προστατεύεται από την ίνα, 
περιορίζοντας έτσι την ανάγκη για φιλτράρισµα του δείγµατος όταν έχουµε 
πολύπλοκα δείγµατα. Στην SDME είναι απαραίτητο το φιλτράρισµα των 
σωµατιδίων, µια και έχουν την τάση να συγκρούονται µε την σταγόνα, 
προκαλόντας την εκτόπιση της. Σχετικά µε την εκχύλιση υπερκείµενου 
χώρου, προκύπτει από τις αναφορές ότι αυτή είναι δυνατή µε την SDME, ενώ 
στην περίπτωση της LPME δεν έχει ακόµα µελετηθεί [25].     
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
 
3. ΑΕΡΙΑ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ (GC)  
 
3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ   
 
Η αέρια χρωµατογραφία µπορεί να συνδυαστεί µε την τεχνική LPME µε στόχο 
τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό µιας µεγάλης ποικιλίας οργανικών 
ενώσεων. Αποτελεί µια από τις σηµαντικότερες µεθόδους χηµικής ανάλυσης 
που χρησιµοποιούνται σήµερα και η διάδοση της είναι ταχύτατη. Είναι µια 
αποτελεσµατική, γρήγορη και σχετικά οικονοµική τεχνική διαχωρισµού και µε 
την χρήση διαφόρων ανιχνευτών οδηγεί σε ακριβή αποτελέσµατα. Για την 
επίτευξη αναλύσεων υψηλής ακρίβειας απαιτείται µια πολύ µικρή ποσότητα 
δείγµατος. Η αέρια χρωµατογραφία µορεί να επιτύχει τον διαχωρισµό ενός 
δείγµατος στα συστατικά του, καθώς επίσης και τον ποσοτικό και ποιοτικό 
προσδιορισµό καθενός από αυτά. Έτσι απλουστεύεται η αναγνώριση και και η 
µέτρηση της ποσότητας των συστατικών. Αρχικά χρησιµοποιήθηκε για την 
ποιοτική ανάλυση αερίων και πτητικών υλκικών. Στη συνέχεια εξαπλώθηκε η 
χρήση της και σήµερα έχει πολλές εφαρµογές στην βιοµηχανία, στον έλεγχο 
ποιότητας διαφόρων περιβαλλοντικών δειγµάτων κ.α [34]. 
 
Ένας πολύ µεγάλος αριθµός ενώσεων µπορεί να αναλυθεί µε την τεχνική της 
αέριας χρωµατογραφίας. Έχει υπολογιστεί ότι το 10-20% των ευρύτερα 
γνωστών ενώσεων µπορεί να αναλυθεί µε αυτή την τεχνική. Γενικά µια ένωση 
µπορεί να διαχωριστεί και να αναλυθεί µε την µέθοδο της αέριας 
χρωµατογραφίας, εφόσον έχει επαρκή πτητικότητα, θερµική σταθερότητα και 
µοριακό βάρος µικρότερο από 1000. Χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό 
αερίων, µη ιονισµένων υγρών, στερεών οργανικών µορίων και πολλών 
οργανοµεταλλικών ενώσεων, ενώ δεν µπορεί να διαχωρίσει µακροµόρια, 
οργανικά και ανόργανα άλατα [34]. 
 
 Η αέρια χρωµατογραφία παρουσιάζει ευαισθησία και εκλεκτικότητα σε 
πολλές εφαρµογές και µπορεί να εφαρµοστεί σε µεγάλο εύρος θερµοκρασιών. 
Μια ουσία µπορεί να αναλυθεί µε αυτή την µέθοδο, εφόσον είναι αρκετά 
πτητική σε θερµοκρασία έως 400oC και παραµένει σε υψηλές θερµοκρασίες 
σε αέρια κατάσταση χωρίς να διασπάται ή να αντιδρά µε άλλες ουσίες. Η 
δοµή και το µοριακό βάρος κάθε ένωσης αποτελούν ενδείξεις για την 
πτητικότητά της και κατά συνέπεια µπορούν να χρησιµοποιηθούν και ως 
ενδείξεις για το αν είναι κατάλληλη η ένωση να αναλυθεί µε την µέθοδο της 
αέριας χρωµατογραφίας [34]. 
 
 Η αέρια χρωµατογραφία χρησιµοποιεί είτε υγρή είτε στερεή στατική φάση. Τα 
προσδιοριζόµενα συστατικά διαχωρίζονται µέσω της διαφορικής τους 
διανοµής µεταξύ των δύο φάσεων. Ο χρόνος παραµονής κάθε συστατικού 
εξαρτάται από την πτητικότητα του και την ποσότητα αλληλεπίδρασης µε την 
στατική φάση. Η πτητικότητα µπορεί να αυξηθεί και ο χρόνος παραµονής να 
µειωθεί µε θέρµανση της στήλης από 50-300 oC. Ο τελικός διαχωρισµός 
ανάµεσα στα συστατικά του δείγµατος επηρεάζεται από την στατική φάση της 
στήλης, τη δοµή της ένωσης, την θερµοκρασία του φούρνου και σε ορισµένες 
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περιπτώσεις από τις διαστάσεις της στήλης και το φέρον αέριο που την 
διατρέχει [34]. 
 
3.2 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΑΕΡΙΑΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ   
 
Τα τελευταία 25 χρόνια η βιβλιογραφία σχετικά µε την αέρια χρωµατογραφία 
παρουσιάζει τεράστια αύξηση και είναι αρκετά δύσκολο να αναφέρουµε όλες 
τις εφαρµογές της αέριας χρωµατογραφίας που εκτείνονται σε πολλούς 
επιστηµονικούς τοµείς. Οι σηµαντικότερες εφαρµογές της είναι οι ακόλουθες :  

 
! Τα αέρια (από τα καυσαέρια των αυτοκινήτων) που µολύνουν τον 
ατµοσφαιρικό αέρα αναλύονται επιτυχώς µε την αέρια χρωµατογραφία. 
Αυτή η ανάλυση έχει βοηθήσει σηµαντικά στην κατανόηση των 
διεργασιών καύσης και στην βελτίωση του συστήµατος παροχής 
καυσίµων των αυτοκινήτων. 

 
! Τα τελευταία χρόνια γίνονται µεγάλες προσπάθειες για την παρασκευή 
αερίων καυσίµων από τα απόβλητα και άλλες άχρηστες ουσίες. Η 
ανάλυση των προϊόντων µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε την αέρια 
χρωµατογραφία. 

 
! Σε περιπτώσεις πολύπλοκων δειγµάτων ο διαχωρισµός των ουσιών 

που απαιτείται, πριν από την εφαρµογή άλλων τεχνικών, γίνεται µε την 
αέρια χρωµατογραφία. 

 
! Πολύ σηµαντικές είναι και οι βιοιατρικές εφαρµογές της αέριας 

χρωµατογραφίας, µια και χρησιµοποιείται για την ποιοτική και την 
ποσοτική ανάλυση διαφόρων ουσιών. 

 
! Τέλος τεράστια είναι η συµβολή της αέριας χρωµατογραφίας στην 
ανάλυση χηµικών ουσιών. Έτσι χρησιµοποιείται για τον διαχωρισµό 
εκατοντάδων υδρογονανθράκων στην βενζίνη, για την ανάλυση 
παραφινικών και πολυκυκλικών αρωµατικών υδρογονανθράκων 
(PAHs) καθώς και για την ανάλυση ιχνών εντοµοκτόνων σε φρούτα και 
λαχανικά [35].  

 
3.3 ΘΕΩΡΙΑ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ  
 
3.3.1 ΧΡΟΝΟΣ ΣΥΓΚΡΑΤΗΣΗΣ  
 
Ο χρόνος που χρειάζεται ένα συστατικό για να διατρέξει όλο το µήκος της 
χρωµατογραφικής στήλης ονοµάζεται χρόνος συγκράτησης (retention time) 
και δίνεται από την σχέση:tR =L/u*(1+κ΄)=tM *(1+k΄), όπου κ΄ είναι ο 
παράγοντας χωρητικότητας και tM ο χρόνος που χρειάζεται ένα µόριο της 
κινητής φάσης για να διατρέξει όλο το µήκος της στήλης. Στην αέρια 
χρωµατογραφία ένα µικρό ποσό αέρα εισάγεται στην στήλη µαζί µε το δείγµα. 
Ο αέρας διέρχεται από τη στήλη µε την ίδια ταχύτητα µε την οποία διέρχεται 
και το φέρον αέριο (κινητή φάση), γιατί το άζωτο και το οξυγόνο του αέρα δεν 
προσροφούνται από τις περισσότερες ακίνητες φάσεις. Εποµένως tM είναι ο 
χρόνος που χρειάζεται ο αέρας για να διατρέξει το µήκος της στήλης [35]. 
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3.3.2 ΟΓΚΟΣ  ΣΥΓΚΡΑΤΗΣΗΣ   
 
Πολλές φορές είναι πιο βολικό να µετρήσουµε τον όγκο της κινητής φάσης 
που χρειάζεται για την πλήρη έκλουση των συστατικών του δείγµατος. Αν η 
ογκοµετρική ταχύτητα ροής της κινητής φάσης (F) είναι σταθερή τότε ο όγκος 
συγκράτησης VR δίνεται από την σχέση : VR = tR * F [35]. 
 
3.3.3 Ι∆ΑΝΙΚΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ  
 
 Στην ιδανική χρωµατογραφία οι ζώνες των συστατικών που ονοµάζονται 
επίσης και κορυφές έκλουσης (peaks) δεν παρουσιάζουν τάση διεύρυνσης και 
εποµένως η κατανοµή κάθε συστατικού µε τον χρόνο ή τον όγκο στην έξοδο 
είναι ίδια µε την κατανοµή στην είσοδο. Επειδή η κατανοµή εισόδου είναι 
συνήθως µια οξεία συµµετρική κορυφή, στο ιδανικό χρωµατογράφηµα θα 
εµφανίζονται οξείες συµµετρικές κορυφές που είναι διαχωρισµένες µεταξύ 
τους, ακόµα και αν το δείγµα περιέχει πολλά συστατικά [35]. 
 
 3.3.4 ΜΗ Ι∆ΑΝΙΚΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ   
 
Στην πραγµατικότητα η χρωµατογραφία δεν είναι ποτέ ιδανική και οι ζώνες 
των συστατικών, οι οποίες στην είσοδο της στήλης είναι οξείες, διευρύνονται 
καθώς διέρχονται µέσα από την στήλη. Η διεύρυνση των κορυφών έκλουσης 
έχει σηµαντικές συνέπειες στην χρωµατογραφία. Έτσι γειτονικές κορυφές 
έκλουσης που αντιστοιχούν σε ουσίες µε παραπλήσιες τιµές του Κ δεν 
διαχωρίζονται τέλεια γιατί αλληλεπικαλύπτονται. Ο µηχανισµός της 
διεύρυνσης των κορυφών έκλουσης έχει µελετηθεί από δύο θεωρίες : τη 
θεωρία των πλακών και τη θεωρία της ταχύτητας [35]. 
 
3.3.5 ΘΕΩΡΙΑ ΤΩΝ ΠΛΑΚΩΝ  
 
 Η θεωρία των πλακών βασίζεται στην οµοιότητα που υπάρχει στις διεργασίες 
µιας χρωµατογραφικής στήλης και µιας στήλης κλασµατικής απόσταξης. 
Υποθέτουµε ότι µια χρωµατογραφική στήλη αποτελείται από ένα µεγάλο 
αριθµό παρόµοιων τµηµάτων ή θεωρητικών πλακών, σε καθένα από τα οποία 
υπάρχει ισορροπία. Ο αριθµός των θεωρητικών πλακών n µιας στήλης 
προσδιορίζεται από το χρωµατογράφηµα, σύµφωνα µε την σχέση : n=(4tR 
/W)2. Το πλάτος της κορυφής W µετριέται µεταξύ των τοµών των 
εφαπτοµένων µε την γραµµη βάσης. Επειδή το n είναι αδιάστατο, τα tR και W 
πρέπει να µετρηθούν στις ίδιες µονάδες. Ο αριθµός των θεωρητικών πλακών 
µιας στήλης είναι συνάρτηση του τρόπου πλήρωσης, της φύσης της ουσίας, 
της ταχύτητας ροής, της θερµοκρασίας, της µεθόδου εισαγωγής του δείγµατος 
και άλλων µεταβλητών. Εποµένως το n είναι µόνο ένας προσεγγιστικός 
αριθµός χρήσιµος για συγκριτικούς σκοπούς, που περιγράφει την απόδοση 
µιας στήλης (column efficiency). Για έναν ορισµένο χρόνο συγκράτησης, όσο 
πιο µεγάλη είναι η τιµή του n, τόσο πιο στενές είναι οι κορυφές έκλουσης και 
τόσο πιο πολύ προσεγγίζουµε την ιδανική συµπεριφορά [35].  
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3.4 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΑΕΡΙΟΥ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΟΥ  
 
Η συσκευή ενός αέριου-χρωµατογράφου φαίνεται στην Εικόνα 10. Το φέρον 
αέριο περιέχεται σε χαλύβδινους κυλίνδρους µε µεγάλη πίεση και παρέχεται 
στην συσκευή µε έναν ή περισσότερους ρυθµιστές πίεσης, που ρυθµίζουν την 
ταχύτητα ροής. Το δείγµα εισάγεται σε ένα θερµαινόµενο θάλαµο είτε µε µια 
σύριγγα που τρυπάει ένα λεπτό ελαστικό δίσκο, αν είναι υγρό, είτε µε µια 
ειδική βαλβίδα, αν είναι αέριο. Το φέρον αέριο µεταφέρει τα συστατικά του 
δείγµατος µέσα στην στήλη όπου διαχωρίζονται το ένα µετά το άλλο και 
διέρχονται από τον ανιχνευτή, που στέλνει ένα σήµα στον καταγραφέα [Α]. 
 
Η στήλη, το σύστηµα εισαγωγής του δείγµατος και ο ανιχνευτής βρίσκονται 
µέσα σε ένα θερµοστατούµενο φούρνο, αν και τα δύο τελευταία µπορούν να 
θερµανθούν ξεχωριστά. Υπάρχουν αναρίθµητες τροποποιήσεις κάθε βασικού 
χαρακτηριστικού του αέριου χρωµατογράφου και ένα πλήθος από όργανα 
είναι διαθέσιµα στο εµπόριο σε µια µεγάλη περιοχή τιµών, ανάλογα µε τις 
ειδικές εφαρµογές τους [Α]. 
 
Τα βασικά µέρη του αέριου χρωµατογράφου είναι : το σύστηµα εισαγωγής του 
δείγµατος, µια στήλη και ένας ανιχνευτής. Το είδος της στήλης και του υλικού 
πλήρωσης που θα χρησιµοποιηθούν καθώς και η θερµοκρασία που θα 
επιλέξουµε, εξαρτώνται από τα δείγµατα που επιθυµούµε να αναλύσουµε. Το 
φέρον αέριο (που αποτελεί την κινητή φάση της αέριας χρωµατογραφίας) 
διέρχεται από τη στήλη διαχωρισµού µε σταθερή ροή. Μια µικρή ποσότητα 
του δείγµατος εισάγεται, µέσω του συστήµατος εισαγωγής, στο ρεύµα του 
φέροντος αερίου πριν από τη στήλη διαχωρισµού. Το δείγµα (είτε είναι αέριο 
είτε είναι υγρό) εξατµίζεται αµέσως λόγω της υψηλής θερµοκρασίας και οι 
ατµοί αναµειγνύονται µε το φέρον αέριο και προωθούνται µέσω της στήλης. 
Το φέρον αέριο µεταφέρει τα συστατικά του δείγµατος στην στήλη, όπου και 
πραγµατοποιείται ο διαχωρισµός. Η στήλη επικαλύπτεται εσωτερικά από 
στατική φάση (αποτελείται από πορώδες µέσο) και τα συστατικά του 
δείγµατος κατανέµονται ανάµεσα σε αυτή και την κινητή φάση (φέρον αέριο). 
Αυτή η διαδικασία καθορίζει την λειτουργία του αέριου χρωµατογράφου 
[Α,35].  
 

Εικόνα 11: Βασικά χαρακτηριστικά ενός αέριου χρωµατογράφου  
Η κατανοµή των µορίων του δείγµατος µεταξύ των δύο φάσεων ελέγχεται από 
µια σταθερά ισορροπίας, που ονοµάζεται συντελεστής κατανοµής και 
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συµβολίζεται µε Κ. Η ισορροπία είναι δυναµική, δηλαδή τα µόρια της ουσίας 
θα κινούνται γρήγορα από την µια φάση στην άλλη και αντίστροφα .Οι 
συγκεντρώσεις της ουσίας στις δύο φάσεις και ο συντελεστής κατανοµής θα 
συνδέονται µεταξύ τους µε το γνωστό νόµο της κατανοµής : Κ=Cs/CM, όπου οι 
δείκτες S και M αναφέρονται στην ακίνητη και την κινητή φάση αντίστοιχα. Η 
κατανοµή που πραγµατοποιείται ανάµεσα στις δύο φάσεις έχει σαν 
αποτέλεσµα την µείωση της ταχύτητας µε την οποία κάθε συστατικό διασχίζει 
την στήλη [35]. 
 
Έτσι όλα τα συστατικά του δείγµατος ξεκινούν την ίδια χρονική στιγµή από την 
ίδια θέση της στήλης, αλλά καθένα από αυτά κινείται µε διαφορετική ταχύτητα 
λόγω του διαφορετικού συντελεστή κατανοµής. Μετά από ορισµένο χρόνο, τα 
συστατικά του δείγµατος βρίσκονται σε διαφορετικές θέσεις της 
χρωµατογραφικής στήλης και έτσι διαχωρίζονται µεταξύ τους. Τα συστατικά 
που έχουν µεγαλύτερη χηµική συγγένεια µε την στατική φάση συγκρατούνται 
από αυτή και εξέρχονται από την στήλη σε µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα. 
Αντιθέτως τα συστατικά που έχουν µικρότερη χηµική συγγένεια µε την στατική 
φάση, εξέρχονται από την στήλη σε σύντοµο χρονικό διάστηµα. Σε µια 
σταθερή θέση της χρωµατογραφικής στήλης, στην έξοδο της, τα διάφορα 
συστατικά του δείγµατος εµφανίζονται σε διαφορετικούς χρόνους και 
ανιχνεύονται από έναν ανιχνευτή. Οι ανιχνευτές παράγουν ένα ηλεκτρικό 
σήµα, ανάλογο της ποσότητας που εξέρχεται, το οποίο καταγράφεται. Τελικά 
τα συστατικά διαχωρίζονται µεταξύ τους [35].  
 
Η γραφική παράσταση της απόκρισης του ανιχνευτή έναντι του χρόνου 
ονοµάζεται χρωµατογράφηµα. Σε αυτό το γράφηµα κάθε κορυφή έκλουσης 
(peak) σε µια οριζόντια βασική γραµµή αντιστοιχεί σε ένα συστατικό του 
δείγµατος. Σε πολλές περιπτώσεις υπάρχουν και ανεπιθύµητες κορυφές που 
είναι «ακαθαρσίες» ή «ξένες ουσίες» που έχουν εντοπιστεί [35].  
 
Ο χρόνος που εµφανίζεται κάθε κορυφή είναι χαρακτηριστικός για τις ουσίες 
του δείγµατος, εφόσον οι συνθήκες της ανάλυσης παραµένουν σταθερές. Σε 
αυτό το γεγονός στηρίζεται η ταυτοποίηση κάθε ένωσης που εξετάζουµε. 
Συγκρίνοντας το χρόνο έκλουσης των προσδιοριζόµενων ουσιών µε το χρόνο 
έκλουσης γνωστών ενώσεων πετυχαίνουµε την ποιοτική ανάλυση των 
συστατικών. Το εµβαδόν της περιοχής που καλύπτει η κορυφή είναι συνήθως 
ανάλογο µε την ποσότητα του συστατικού του δείγµατος που διέρχεται από 
τον ανιχνευτή και µετατρέπεται σε συγκέντρωση της ένωσης που περιέχεται 
στο δείγµα. Έτσι πραγµατοποιείται η ποσοτικοποίηση κάθε ένωσης.Τα 
δεδοµένα για ποσοτική και ποιοτική ανάλυση προέρχονται από την θέση των 
κορυφών έκλουσης και την περιοχή που περικλείουν. Η βάση γραµµής 
καταγράφεται ως µια ευθεία οριζόντια γραµµή, όταν η στήλη διαρρέεται µόνο 
από το φέρον αέριο [Α,35].   
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3.5 ΦΕΡΟΝ ΑΕΡΙΟ   
 
Το φέρον αέριο αποτελεί την κινητή φάση της αέριας χρωµατογραφίας και 
µεταφέρει τα συστατικά του δείγµατος µέσα στην στήλη, όπου και γίνεται ο 
διαχωρισµός. Το φέρον αέριο πρέπει να είναι αέριο υψηλής καθαρότητας, έτσι 
ώστε το σήµα του ανιχνευτή να µην έχει µεγάλο θόρυβο. Επίσης πρέπει να 
είναι και χηµικά αδρανές, ώστε να µην αλληλεπιδρά µε τα συστατικά του 
δείγµατος. Επιπρόσθετα δεν πρέπει να είναι τοξικό ή εύφλεκτο για να 
αποφευχθούν τα οποιαδήποτε προβλήµατα σε περίπτωση διαρροής. Τα 
αέρια που χρησιµοποιούνται συνήθως για αυτό το σκοπό είναι : το υδρογόνο 
(H2), το ήλιο (He), το άζωτο (N2) και το αργό (Ar). Τα αέρια αυτά είναι σχετικώς 
φθηνά, υπάρχουν στο εµπόριο και δεν είναι επικίνδυνα, εκτός από το H2 που 
είναι εύφλεκτο και απαιτεί ειδικές προφυλάξεις, µια και υπάρχει η πιθανότητα 
να αναµειχθεί µε το δείγµα και να σχηµατιστούν υδρογονωµένα συστατικά, τα 
οποία δίνουν επιπλέον κορυφές έκλουσης. Επίσης, επειδή τα αέρια αυτά είναι 
χηµικά αδρανή, οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µορίων του δείγµατος και των 
µορίων του φέροντος αερίου µπορούν να αγνοηθούν (εκτός αν η πίεση είναι 
µεγάλη). Έτσι ο συντελεστής κατανοµής ενός συστατικού προσδιορίζεται 
αποκλειστικά από την πτητικότητά του στην ακίνητη φάση [Β].  
 
Η επιλογή του φέροντος αερίου εξαρτάται από τον τύπο της στήλης και του 
ανιχνευτή (πρέπει να ανιχνεύει τα συστατικά που βρίσκονται στο φέρον αέριο 
σε πολύ µεγάλη αραίωση) καθώς και από την κατάσταση καθαρότητας στην 
οποία βρίσκεται. Τα χαρακτηριστικά του ανιχνευτή είναι δυνατόν να ευνοούν 
µερικά αέρια έναντι άλλων .Έτσι για ανιχνευτές θερµικής αγωγιµότητας 
προτιµάται η χρήση H2 ή He λόγω της υψηλότερης θερµικής αγωγιµότητας 
τους που αυξάνει την ευαισθησία. Το H2 και το He έχουν τους µικρότερους 
συντελεστές διάχυσης και εµφανίζουν καλύτερη απόδοση διαχωρισµού σε 
σχέση µε αέρια υψηλότερου µοριακού βάρους (N2,CO2) [Β]. 
 
Στις περισσότερες περιπτώσεις χρησιµοποιείται το ήλιο (He) ως φέρον αέριο. 
Η καθαρότητα του φέροντος αερίου είναι πάρα πολύ σηµαντική, µια και ίχνη 
ακαθαρσιών µπορεί να προκαλέσουν θόρυβο στο σήµα του ανιχνευτή. Η 
χρήση φέροντος αερίου µε δίοδο µέσα από µια παγίδα µε ζεόλιθο υπό ψύξη 
(molecular sieve) είναι πολύ αποτελεσµατική, µια και συντελεί στην αφαίρεση 
κάθε ίχνους υγρασίας που υπάρχει σε αρκετά µεγάλο ποσοστό στα αέρια του 
εµπορίου. Τέλος ο τύπος του φέροντος αερίου και η ταχύτητα ροής του 
επηρεάζουν το χρόνο κατακράτησης και την διακριτική ικανότητα του 
χρωµατογραφήµατος [Α,Β].  
 
3.5.1 ΡΥΘΜΙΣΗ ΡΟΗΣ ΦΕΡΟΝΤΟΣ ΑΕΡΙΟΥ  
 
Το φέρον αέριο βρίσκεται µέσα σε φιάλη που είναι εφοδιασµένη µε ρυθµιστή 
πίεσης. Έτσι επιτυγχάνεται η διέλευση του αερίου µέσα από την στήλη µε 
σταθερή ροή. Σε περιπτώσεις που έχουµε υψηλούς ρυθµούς εισαγωγής του 
φέροντος αερίου, το ποσοστό εισαγωγής του δείγµατος πραγµατοποιείται µε 
αργούς ρυθµούς. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την µείωση της απόδοσης και 
καθιστάι απαραίτητη τη χρήση στήλης µεγαλύτερης διαµέτρου. Όταν το 
ποσοστό του δείγµατος που εισάγεται είναι µικρό, η µεταφορά του στη στήλη 
είναι πολύ γρήγορη. Έτσι έχουµε αύξηση της απόδοσης, αλλά ταυτόχρονα 
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δεν επιτυγχάνεται η εξάτµιση των όλων των συστατικών του δείγµατος. Η 
αξιοπιστία και η ακρίβεια των αποτελεσµάτων σχετίζεται άµεσα µε την 
διατήρηση της ροής του φέροντος αερίου σε σταθερό ρυθµό. Για την επίτευξη 
σταθερής ροής χρησιµοποιείται ένας ελεγκτής πίεσης ή ένας ελεγκτής ροής 
που διασφαλίζουν σταθερή ροή, ανεξάρτητα από τις µεταβολές του 
προγράµµατος της θερµοκρασίας [Β]. 

 
$ Ο ελεγκτής ροής διατηρεί σταθερό το ρυθµό του φέροντος αερίου, 

µέσω του ανοίγµατος από διαφορικές πιέσεις. Η µεµβράνη µετακινείται 
προς τα πάνω µέσω ενός ελατηρίου και προς τα κάτω µέσω δύο 
ασκούµενων πιέσεων. Κάθε µεταβολή της πίεσης εξόδου προκαλεί 
ανισορροπία στη µεµβράνη, µε αποτέλεσµα την µετακίνηση της 
βελόνας που σταθεροποιεί την ροή. Η ροή µέσα στην στήλη οφείλεται 
στη διαφορά πίεσης ανάµεσα στην είσοδο και την έξοδο της στήλης. Οι 
ρυθµιστές πίεσης διατηρούν την πίεση P1 σταθερή (µεταξύ 10 και 
50psig),ενώ η πίεση στην έξοδο P4 είναι η ατµοσφαιρική, αν και µπορεί 
να αυξηθεί περιορίζοντας την διάµετρο της οπής εξόδου. Σε µερικά 
όργανα οι ρυθµιστές της ροής µεταβάλλουν αυτόµατα την πίεση 
εισόδου για να διατηρήσουν µια σταθερή ταχύτητα ροής, αλλά στα 
περισσότερα όργανα υποτίθεται ότι µια σταθερή πίεση εισόδου είναι 
επαρκής [Β]. 

 
• Ο ελεγκτής πίεσης διατηρεί σταθερή την πτώση πίεσης στο άνοιγµα, 

ρυθµίζοντας την ροή του φέροντος αερίου. Η επιθυµητή πίεση 
επιλέγεται µε την προσαρµογή µιας βίδας που µεταβάλλει την τάση στη 
µεµβράνη και µε αυτό τον τρόπο αλλάζει η ροή του φέροντος αερίου 
[Β]. 

 
3.6 ΦΟΥΡΝΟΣ ΑΕΡΙΟΥ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΟΥ  
 
Ο φούρνος περιλαµβάνει το θάλαµο εισαγωγής του δείγµατος, την στήλη και 
τον ανιχνευτή. Η θερµοκρασία του φούρνου (θερµοκρασία της στήλης) 
διατηρείται σε υψηλά επίπεδα (50-350οC). Η θερµοκρασία της στήλης 
ελέγχεται από τον φούρνο µε κυκλοφορία αέρα γύρω από τον θερµαντήρα και 
διασκορπισµό του από έναν ανεµιστήρα. Ακόµα και µικρές διακυµάνσεις της 
θερµοκρασίας µπορούν να οδηγήσουν σε µείωση της απόδοσης και σε 
παραµόρφωση των κορυφών έκλουσης. Η οµοιοµορφία της θερµοκρασίας 
µέσα στον φούρνο εξαρτάται από την γεωµετρία του φούρνου, τους 
αισθητήρες και από την ανάµειξη και κυκλοφορία του αέρα. Ο διαχωρισµός 
των κορυφών οφείλεται στις τριχοειδείς στήλες, λόγω των λεπτών τοιχωµάτων 
που µεταφέρουν την διακύµανση των θερµοκρασιών στη στήλη [34]. 
 
 Η επιλογή της περιοχής των θερµοκρασιών όπου θα γίνουν οι αναλύσεις των 
ουσιών εξαρτάται από τις ιδιότητες και τα χαρακτηριστικά τους. Έτσι σε 
υψηλότερες θερµοκρασίες τα συστατικά του δείγµατος εκλούονται ταχύτερα 
σε σχέση µε το διαχωρισµό τους, ενώ σε χαµηλότερες τα συστατικά 
παραµένουν για µικρό χρονικό διάστηµα στην αέρια φάση, µε συνέπεια η 
έκλουση να διαρκεί περισσότερο χρόνο και να οδηγεί σε καλύτερο 
διαχωρισµό [30]. 
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3.6.1 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑΣ ΤΟΥ ΦΟΥΡΝΟΥ  
 
Η σωστή ρύθµιση της θερµοκρασίας του φούρνου έχει ιδιαίτερη σηµασία για 
την ύπαρξη αποτελεσµάτων µεγάλης ακρίβειας και αξιοπιστίας. Υπάρχουν 
δύο ειδών αναλύσεις : η ισοθερµική και η προγραµµατισµένη ανάλυση, µε 
βάση τις φυσικοχηµικές ιδιότητες των δειγµάτων που αναλύονται [Β]. 

 
• Ισοθερµική Ανάλυση : Κατά την διάρκεια αυτής της ανάλυσης η 
θερµοκρασία του φούρνου παραµένει σταθερή. Η ανάλυση αυτή είναι 
απαραίτητη για δείγµατα µε σηµείο βρασµού περιορισµένου εύρους. Ο 
χρόνος απόκρισης των ενώσεων στο χρωµατογράφηµα επηρεάζεται 
άµεσα από την µεταβολή της θερµοκρασίας του φούρνου. Έτσι η 
ύπαρξη υψηλότερων ή χαµηλότερων θερµοκρασιών από την 
κατάλληλη θερµοκρασία έχει ως αποτέλεσµα την εµφάνιση γρήγορων 
ή πιο αργών χρόνων απόκρισης. Το ίδιο παρατηρείται και µε το ύψος 
των κορυφών έκλουσης (αυξάνεται ή µειώνεται) καθώς και µε τον 
διαχωρισµό των κορυφών [Β]. 

 
• Προγραµµατισµένη Ανάλυση : Η θερµοκρασία του φούρνου 
διαµορφώνεται µε βάση το πρόγραµµα θερµοκρασίας φούρνου, όπου 
η θερµοκρασία ξεκινά από µια χαµηλή τιµή και αυξάνεται 
σταδιακά.Αρχικά το πρόγραµµα έχει µια ισόθερµη περιοχή 
θερµοκρασίας, στην οποία ο αέριος-χρωµατογράφος είναι έτοιµος για 
την εισαγωγή του δείγµατος [Β]. 

 
Στη συνέχεια πραγµατοποιούνται διαδοχικές θερµοκρασιακές αυξήσεις, µια 
τελική ισοθερµική περίοδος και µια αυτόµατη µείωση της θερµοκρασίας. Έτσι 
τελικά έχουµε επαναφορά στις αρχικές συνθήκες και εισαγωγή του νέου 
δείγµατος [Β]. 
   
Η Προγραµµατισµένη ανάλυση επιλέγεται για ανάλυση δειγµάτων, τα οποία 
περιέχουν πολλά συστατικά µε σηµεία βρασµού µεγάλου εύρους. Πολύ 
µεγάλη σηµασία έχει η επιλογή του προγράµµατος θερµοκρασίας λειτουργίας 
της στήλης, µια και καθορίζει την αποτελεσµατικότητα του διαχωρισµού 
καθώς και τον χρόνο ανάλυσης [Β]. 
 
Η θερµοκρασία φούρνου αυξάνεται σταδιακά, έτσι ώστε να διαχωριστεί κάθε 
ένωση σε χρόνο έκλουσης που αντιστοιχεί στην ιδανική θερµοκρασία της. Η 
αρχική θερµοκρασία ρυθµίζεται έτσι ώστε να µπορούν να διαχωριστούν οι 
ενώσεις µε χαµηλό σηµείο βρασµού, ενώ η τελική θερµοκρασία, η οποία δεν 
πρέπει να υπερβαίνει τη µέγιστη επιτρεπτή θερµοκρασία λειτουργίας της 
στήλης, ρυθµίζεται έτσι ώστε η τελευταια κορυφή έκλουσης (µε το υψηλότερο 
σηµείο βρασµού) να είναι αρκετά ευδιάκριτη. Αυτό το πρόγραµµα 
θερµοκρασίας επιτρέπει το διαχωρισµό των δειγµάτων που περιέχουν 
συστατικά µε υψηλή και χαµηλή πτητικότητα. Ένα βασικό µειονέκτηµα αυτού 
του προγράµµατος είναι η πορεία της γραµµής βάσης (οι διακυµάνσεις του 
σταθερού σήµατος που παρατηρείται κατά την ανίχνευση της κινητής φάσης) 
και ο θόρυβος (διακυµάνσεις στο σήµα) λόγω απώλειας στατικής φάσης από 
το φέρον αέριο σε πολύ υψηλές θερµοκρασίες [35]. 
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3.7 ΘΑΛΑΜΟΣ ΕΙΣΑΓΩΓΗΣ ΤΟΥ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ  
 
Στην αέρια χρωµατογραφία, όπως και στα άλλα είδη χρωµατογραφίας, η 
εισαγωγή του δείγµατος πρέπει να γίνεται σε µικρό χρονικό διάστηµα και στο 
µικρότερο δυνατό όγκο. Ο θάλαµος του δείγµατος πρέπει να θερµαίνεται για 
την γρήγορη εξαέρωση των υγρών δειγµάτων και να έχει τέτοια µορφή ώστε 
το φέρον αέριο να µεταφέρει το δείγµα στη στήλη. Αυτές οι προϋποθέσεις 
είναι απαραίτητες για την ύπαρξη σωστών αποτελεσµάτων. Σε µερικά όργανα 
το δείγµα εισάγεται αµέσως στην είσοδο της στήλης (on-column injection), 
εκτός αν το σηµείο βρασµού είναι πολύ υψηλό [35]. 
 
Η ποσότητα του δείγµατος που εισάγεται, εξαρτάται από πολλούς 
παράγοντες, από τους οποίους οι πιο σηµαντικοί είναι οι ακόλουθοι : η αρχική 
συγκέντρωση, η χωρητικότητα της στήλης, η ευαισθησία του ανιχνευτή. Στις 
περισσότερες περιπτώσεις ένας χρωµατογράφος χρησιµοποιεί υγρά δείγµατα 
από 0.1-10 µl και αέρια δείγµατα από 1-10 ml. Η τριχοειδής στήλη χρειάζεται 
πολύ µικρότερα δείγµατα της τάξης των 10-3

  ως 10-2 µl. Για την εισαγωγή 
τόσο πολύ µικρών δειγµάτων στη στήλη, χρησιµοποιείται µια ειδική τεχνική 
διαχωρισµού, κατά την οποία µόνο ένα µικρό κλάσµα του εισαγόµενου 
δείγµατος χρησιµοποιείται, ενώ το υπόλοιπο οδηγείται στην ατµόσφαιρα. 
Ακριβείς µετρήσεις των δειγµάτων αυτού του µεγέθους είναι αµφισβητήσιµες 
και πιθανόν τα µεγαλύτερα σφάλµατα στην ποσοτική ανάλυση να οφείλονται 
σε αυτόν τον λόγο [35]. 
 
Από τον θάλαµο εισαγωγής του δείγµατος πραγµατοποιείται η εισαγωγή του 
δείγµατος στη στήλη µε τέτοιο τρόπο ώστε να καταλαµβάνει το µικρότερο 
δυνατό πλάτος σε αυτήν. Για την επίτευξη καλοσχηµατισµένων κορυφών στο 
χρωµατογράφηµα, απαιτείται η εισαγωγή του µικρότερου δυνατού όγκου 
δείγµατος, όσο το δυνατόν πιο γρήγορα στον εισαγωγέα. Το εσωτερικό του 
θερµαινόµενου µεταλλικού εισαγωγέα περιέχει ένα γυάλινο κυλινδρικό τµήµα, 
έτσι ώστε να να περιοριστούν οι αλληλεπιδράσεις των συστατικών του 
δείγµατος µε τα µεταλλικά µέρη. Το φέρον αέριο εισάγεται στον εισαγωγέα 
από το πάνω µέρος του και µέσω κατάλληλης σύριγγας, η οποία διατρυπάει 
το ελαστικο πώµα, εισάγεται και το δείγµα στον ίδιο χώρο. Στους 
περισσότερους εισαγωγείς υπάρχει µια οδός καθαρισµού του πώµατος (οδός 
septum), από την οποία διέρχεται συνεχώς φέρον αέριο µε µικρή ταχύτητα. 
Έτσι επιτυγχάνεται η αποµάκρυνση των µη πτητικών συστατικών που µπορεί 
να παραµένουν στον εισαγωγέα και να τον µολύνουν [35]. 
 

 
 
Εικόνα 12: Τυπικός εισαγωγέας δείγµατος σε συστήµατα αέριας χρωµατογραφίας 
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Στις εργαστηριακές αναλύσεις των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε ο αέριος 
χρωµατογράφος : GC-17A. Για αυτό τον τύπο αέριου χρωµατογράφου 
υπάρχουν 6 διαθέσιµα συστήµατα εισαγωγής : o εισαγωγέας διαχωρισµού 
(Split Injection System), ο εισαγωγέας χωρίς διαχωρισµό (Splitless Injection 
System), ο εισαγωγέας άµεσης εισαγωγής   (Direct Injection System), το 
σύστηµα εισαγωγέα πεπληρώµενης στήλης (Packed Column Injection 
System), ο εισαγωγέας απευθείας έγχυσης δείγµατος στην είσοδο της στήλης 
(On-Column Injection System), o εισαγωγέας εξάτµισης µε 
προγραµµατισµένη θερµοκρασία (Programmed Temperature Vaporizer 
Injection System). Στις εργαστηριακές αναλύσεις χρησιµοποιούνται συνήθως 
ο εισαγωγέας διαχωρισµού και ο εισαγωγέας χωρις διαχωρισµό [31]. 

 
• Εισαγωγέας ∆ιαχωρισµού : Είναι µια τεχνική κατάλληλη για τον 

προσδιορισµό ιχνοποσοτήτων πτητικών ενώσεων, παρουσία µεγάλων 
ποσοτήτων µη πτητικών ουσιών. Αυτό το είδος του εισαγωγέα 
χρησιµοποιείται για την εισαγωγή πολύ µικρών δειγµάτων στην στήλη 
και είναι κατάλληλο για δείγµατα µε λίγα συστατικά. Η εξάτµιση του 
δείγµατος δηµιουργεί µια πίεση και αλλάζει το ιξώδες του µείγµατος : 
φέρον αέριο-δείγµα µε αποτέλεσµα να στέλνει µεγαλύτερη αναλογία 
των πολύ πτητικών συστατικών στην στήλη. Αυτό είναι το 
σηµαντικότερο πρόβληµα που δηµιουργεί αυτός ο διαχωρισµός. 
Επίσης δεν επιτυγχάνονται ακριβείς µετρήσεις των δειγµάτων αυτού 
του µεγέθους και για αυτό προτιµάται η χρήση αυτού του εισαγωγέα για 
ποιοτική ανάλυση και όχι τόσο για ποσοτική [Β]. 

 
• Εισαγωγέας Χωρίς ∆ιαχωρισµό :Αυτός ο εισαγωγέας είναι κατάλληλος 
για ιχνοανάλυση στοιχείων και αποφεύγεται η χρήση του για δείγµατα 
υψηλών στγκεντρώσεων. Βασικό χαρακτηριστικό του είναι η υψηλή 
ευαισθησία και η αποδεκτή επαναληψιµότητά του. Παρά το γεγονός 
αυτό, η ακρίβεια των χρόνων έκλουσης είναι µικρότερη από ότι µε τον 
εισαγωγέα διαχωρισµού και η βελτιστοποίηση των πειραµατικών 
παραµέτρων παρουσιάζει αρκετές δυσκολίες [Β]. 

 
Στις περισσότερες αναλύσεις έχουµε συνδυασµό των δύο εισαγωγέων 
(Εικόνα 13). Στο κάτω µέρος του εισαγωγέα υπάρχει βαλβίδα, η οποία 
επιτρέπει την εκλεκτική διέλευση αερίου από την οδό διαχωρισµού (split). 
Kατά την εισαγωγή του δείγµατος και για ένα µικρό χρονικό διάστηµα η 
βαλβίδα παραµένει κλειστή µε αποτέλεσµα να µην επιτρέπεται η διέλευση 
αερίου από την οδό διαχωρισµού, ενώ η στήλη διατηρείται κατά 10-30οC 
λιγότερο από το σηµείο βρασµού του διαλύτη. Έτσι όλη η ποσότητα του 
δείγµατος που εισάγεται, αναµειγνύεται µε το φέρον αέριο και µεταφέρεται 
στην στήλη µε πολύ µικρή ταχύτητα ροής (τόση είναι και η ταχύτητα µέσα στη 
στήλη). Μετά από την πάροδο ορισµένου χρονικού διαστήµατος ( το οποίο και 
καθορίζουµε) η βαλβίδα ανοίγει (purge on) και ένα µέρος του φέροντος αερίου 
χρησιµοποιείται για τον καθαρισµό του διαφράγµατος. Στην συνέχεια ο 
εισαγωγέας συµπεριφέρεται ως εισαγωγέας διαχωρισµού [Β].   
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Εικόνα 13: Θάλαµος εισαγωγής δείγµατος µε ή /και χωρίς διαχωρισµό 
(Split/Splitless) 
 
Τα τελευταία χρόνια παρουσιάζει ιδιαίτερη εξάπλωση η χρήση συστηµάτων 
αυτόµατης εισαγωγής µεγάλου αριθµού δειγµάτων στην στήλη. Έτσι 
ελέγχονται και ρυθµίζονται µε µεγάλη ακρίβεια η ποσότητα και η ταχύτητα 
εισαγωγής του δείγµατος, µε στόχο την εξάλειψη κάθε µορφής σφαλµάτων 
[30]. 
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3.8 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΣΤΗΛΕΣ  
 
Στα πρώτα χρόνια της δεκαετίας του 1980 χρησιµοποιούνταν κυρίως 
πεπληρωµένες γυάλινες ή µεταλλικές σωληνοειδείς στήλες για τις αναλύσεις 
διαφόρων ενώσεων σε αέριο χρωµατογράφο. Αργότερα εµφανίστηκαν οι 
σωληνοειδείς στήλες που ήταν επικαλλυµένες µε διοξείδιο του πυριτίου και 
εξαπλώθηκε η χρήση τους λόγω της υψηλής απόδοσής τους. Σήµερα κάποια 
συστήµατα αέριας χρωµατογραφίας είναι συµβατά µε πεπληρωµένες στήλες 
και άλλα µε τριχοειδείς στήλες [35]. 

 
• Οι πεπληρωµένες στήλες αποτελούνται από το υλικό σωλήνωσης της 
στήλης, το υλικό πλήρωσης ή υπόστρωµα και την υγρή στατική φάση. 
Έχουν εσωτερική διάµετρο 2-3 mm και µήκος 1-20 m. 
Κατασκευάζονται από ανοξείδωτο χάλυβα ή γυαλί [Α]. 

   
      Τα κυριότερα πλεονεκτήµατα αυτών των στηλών  είναι τα εξής : έχουν 

µεγάλο χρόνο ζωής, είναι εύχρηστες, είναι κατάλληλες για δύσκολους 
διαχωρισµούς, παρουσιάζουν µεγάλη χωρητικότητα και 
κατασκευάζονται σχετικά εύκολα. Αντιθέτως δεν συνιστώνται για 
ιχνοαναλύσεις παρά µόνο για δείγµατα µεγάλων όγκων [Α]. 

 
• Οι τριχοειδείς στήλες έχουν µικρότερη πτώση πίεσης συγκριτικά µε τις 
πεπληρωµένες και εποµένως µπορούν να κατασκευαστούν µε 
µεγαλύτερο µήκος (15-60m). Η εσωτερική διάµετρος τους έχει τιµές 
0.2-1.2 mm και το µήκος τους είναι συνήθως 10-50 m. Οι στήλες 
λυγίζονται σε σχήµα U ή W ή σε σπείρες ανάλογα µε τον φούρνο. Οι 
µικρές στήλες κατασκευάζονται συνήθως από γυαλί, ενώ οι 
µεγαλύτερες κατασκευάζονται από χαλκό, αργίλιο ή από ανοξείδωτο 
χάλυβα, γιατί διευκολύνει το λύγισµα που µπορεί να γίνει και µετά το 
γέµισµα της στήλης. Όσο αυξάνει η εσωτερική διάµετρος και το πάχος 
της στατικής φάσης, τόσο µειώνεται η απόδοση. Οι τριχοειδείς στήλες 
έχουν καλύτερη διακριτική ικανότητα από τις πεπληρωµένες και 
χρησιµοποιούνται σε ευρεία κλίµακα για τον διαχωρισµό πολύπλοκων 
µειγµάτων. Έτσι παρατηρείται µια πολύ µεγάλη εξάπλωση στη χρήση 
των τριχοειδών στηλών, παρά το γεγονός ότι είναι σχετικά ακριβές [Α]. 

 

  
 

Εικόνα 14: Τριχοειδή στήλη επικαλυµµένη µε SiO2 
 
Γενικά οι κορυφές που εµφανίζονται σε ένα χρωµατογράφηµα επηρεάζονται 
άµεσα από τις διαστάσεις της τριχοειδούς στήλης. Έτσι το µήκος και η 
διάµετρος της στήλης επηρεάζουν την διακριτική ικανότητά της, το πάχος 
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επιδρά στον χρόνο κατακράτησης και η στατική φάση επηρεάζει τον 
διαχωρισµό των κορυφών. Στην Εικόνα 15απεικονίζεται µια κάθετη διατοµή 
τριχοειδούς στήλης [34].  
 

 
Εικόνα 15: Κάθετη τοµή τριχοειδούς στήλης 
 
Μπορούµε να παρατηρήσουµε ότι αποτελείται από 3 στρώµατα : το εξωτερικό 
περίβληµα, το αδρανές υπόστρωµα Οξειδίου του Πυριτίου και τη στατική 
φάση.  
 
1) Εξωτερικό Περίβληµα (polyimide coating) :Το εξωτερικό περίβληµα 
είναι επικαλυµένο µε στρώµα πολυιµιδίου, ώστε να επιτυγχάνεται η 
προστασία του από οποιασδήποτε µορφής θραύσεις και διαβρώσεις. 
Παράλληλα αυξάνεται η διάρκεια ζωής της στήλης και διατηρείται η 
ευκαµψία σε θερµοκρασίες µικρότερες από 350 oC. Επιστρώσεις από 
αλουµίνιο χρησιµοποιούνται όταν έχουµε µεγαλύτερες θερµοκρασίες, 
µια και είναι θερµικά σταθερές. Οι επιστρώσεις από πολυιµίδια 
γεµίζουν τα κενά του οξειδίου του πυριτίου, που εµφανίζονται σε 
αρκετές περιπτώσεις, εµποδίζοντας µε αυτό τον τρόπο την δηµιουργία 
ελαττωµατικών θέσεων. Στήλες που είναι κατασκευασµένες από 
ανοξείδωτο χάλυβα αντέχουν σε υψηλότερες θερµοκρασίες σε σχέση 
µε τις προηγούµενες , έχουν µεγαλύτερη ενεργότητα και αντοχή και 
κατά συνέπεια κόβονται αρκετά δύσκολα και εγκαθίστανται δύσκολα 
στο φούρνο του χρωµατογράφου. Σε ορισµένες περιπτώσεις 
χρησιµοποιούνται και στήλες από βοριοπυριτική ύαλο, οι οποίες όµως 
είναι πολύ εύθραυστες και άκαµπτες [Α]. 

 
2) Αδρανές Υπόστρωµα Οξείδιου του Πυριτίου( fused silica tubing) : 
Είναι ένα συνθετικό γυαλί τύπου quartz, το οποίο περιέχει ίχνη από 
µεταλλικά οξείδια που είναι απαραίτητα για την ελαχιστοποίηση της 
δραστικότητάς του. Σε κανονική λειτουργία πρέπει να αλληλεπιδρά 
αµελητέα µε τα συστατικά του δείγµατος. Το µη επεξεργασµένο οξείδιο 
του πυριτίου είναι πολύ δραστικό, λόγω της παρουσίας silanols 
οµάδων (Si-O-H), οι οποίες διακρίνονται για την µεγάλη ευχέρεια µε 
την οποία σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου µε άλλες ενώσεις. Αυτό 
έχει σαν αποτέλεσµα να εµφανίζονται στο χρωµατογράφηµα 
αλλοιωµένες κορυφές, που έχουν µειωµένο µέγεθος και ουρές λόγω 
καθυστέρησης στο χρόνο έκλουσης. Εποµένως είναι απαραίτητη η 
απενεργοποίηση του οξειδίου του πυριτίου, έτσι ώστε όλες οι ενεργές 
οµάδες silanols να µετατραπούν σε µη ενεργές.  
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Με την πάροδο του χρόνου όµως η στήλη χάνει µέρος της αδράνειας της 
και αυτή είναι µια µη αντιστρεπτή διαδικασία [Α]. 
 
3) Στατική Φάση (stationary phase) : Λέγοντας στατική φάση εννοούµε 

µόρια πολυµερούς που καλύπτουν εσωτερικά την επιφάνεια της 
τριχοειδούς στήλης µε ένα λεπτό και οµοιογενές στρώµα. Τα µόρια 
αυτά συγκρατούνται πάνω στο υπόστρωµα µε κάποιο τύπο χηµικού 
δεσµού, είναι πολύ ανθεκτικά σε υψηλές θερµοκρασίες και είναι µη 
ενεργά. Σε ορισµένες περιπτώσεις η στατική φάση είναι µείγµα δύο ή 
περισσοτέρων από τα πολυµερή που δηµιουργούνται από τους 
διάφορους υποκαταστάτες του πυριτίου. Ιδιαίτερη σηµασία έχει η 
χηµική δοµή της στατικής φάσης, γιατί έρχεται σε άµεση επαφή µε τα 
συστατικά του δείγµατος και επηρεάζει τον διαχωρισµό τους. 
Εποµένως για την επίτευξη ενός πολύ καλού διαχωρισµού, πρέπει να 
επιλέγουµε την κατάλληλη στατική φάση [Α]. 

 
 Η στατική φάση των περισσοτέρων στηλών που υπάρχουν στο εµπόριο είναι 
στερεής ή υγρής φάσης. Η πολύ µεγάλη πληθώρα υγρών φάσεων ( 
τουλάχιστον 700 υπάρχουν στο εµπόριο) δηµιουργεί κάποια προβλήµατα 
στην επιλογή. Παρακάτων αναφέρονται τα κυριότερα χαρακτηριστικά της 
στερεής και της υγρής στατικής φάσης [35].  

 
! Στερεή Στατική Φάση : Οι στατικές φάσεις πορώδους επιφάνειας 

(porous layer open tubular, PLOT) είναι στήλες στερεής στατικής 
φάσης. Η στήλη στερεής φάσης, η οποία πληρώνεται εσωτερικά από 
πορώδες στερεό µε µεγάλη επιφάνεια, είναι κατάλληλη για τον 
διαχωρισµό αέριων ή πτητικών ενώσεων, µια και επιτυγχάνει µεγάλη 
συγκράτηση. Η στερεή φάση συγκρατείται στο υπόστρωµα µε χηµικό 
δεσµό και ο διαχωρισµός των συστατικών του δείγµατος 
πραγµατοποιείται µέσω της µερικής και εκλεκτικής προσρόφησης 
αερίου-στερεού. Γενικά οι µακριές αλυσίδες των µορίων της στατικής 
φάσης πρέπει να συγκρατούνται τόσο στην επιφάνεια της στήλης όσο 
και µεταξύ τους µε χηµικό δεσµό ανάµεσα σε άτοµα άνθρακα.Έτσι 
αυξάνεται το µήκος και η σταθερότητα της στήλης [34]. 

 
! Υγρή Στατική Φάση : Υπάρχουν τρία είδη υγρής στατικής φάσης, µε 
βάση τους υποκαταστάτες του πυριτίου: η πολική, η µη πολική και η 
ειδική. Οι πολικές φάσεις περιέχουν διαφόρων ειδών πολικές οµάδες 
όπως είναι τα αλογόνα, τα υδροξύλια, οι εστέρες. Με αυτόν τον τύπο 
της υγρής φάσης οι πολικές ουσίες του δείγµατος αντιδρούν ισχυρά. Οι 
µη πολικές φάσεις δεν περιέχουν υποκατάστατο υπεύθυνο για 
αλληλεπίδραση διπόλου ή δεσµούς υδρογόνου. Εποµένως οι 
προσδιοριζόµενες ουσίες διαχωρίζονται µε βάση την πτητικότητά τους. 
Τέλος οι ειδικές φάσεις παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία στην 
παρουσία οξυγόνου, κυρίως σε υψηλές θερµοκρασίες. Η χρήση τους 
περιορίζεται σε στενά όρια θερµοκρασίας και οποιαδήποτε υπέρβαση 
αυτών των ορίων µπορεί να οδηγήσει σε καταστροφή τους. Τέλος σε 
µια στήλη υγρής στατικής φάσης η κατανοµή βασίζεται στην 
διαλυτότητα των ουσιών στην υγρή φάση [34].  
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3.9 ΜΟΛΥΝΣΗ ΑΕΡΙΟΥ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΟΥ   
 
Ένας από τους σηµαντικότερους παράγοντες που προκαλεί την µείωση της 
απόδοσης του αέριου χρωµατογράφου είναι η µόλυνση του εισαγωγέα 
δείγµατος και της τριχοειδούς στήλης. Η µόλυνση προέρχεται κυρίως από 
υπολείµµατα µη πτητικών ενώσεων που συσσωρεύονται στα τοιχώµατα της 
στήλης. Έτσι προκύπτουν χρωµατογραφήµατα µε µη συµµετρικές κορυφές 
και έντονες διακυµάνσεις στη γραµµή βάσης [30].  
 
Το πρόβληµα αυτό αντιµετωπίζεται µε συστηµατικό έλεγχο και αντικατάσταση 
του διαφράγµατος (septum) και του σηµείου εισόδου-ευθυγράµµισης (glass 
liner), όποτε χρειαστεί. Επιπλέον η αραίωση των πολύπλοκων δειγµάτων 
πριν από την ανάλυση, συντελεί στην επίτευξη αποτελεσµάτων µεγάλης 
ακρίβειας και στην προστασία του αέριου χρωµατογράφου [B]. 
 
3.10 ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΑΕΡΙΑΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ   
 
Όλοι οι διαχωρισµοί που γίνονται µέσα στν στήλη πρέπει να ανιχνευτούν και 
να καταγραφούν. Ο ανιχνευτής ελέγχει την εξαγωγή των συστατικών του 
δείγµατος που αναλύονται, ανιχνεύει και καταγράφει όλους τους 
διαχωρισµούς που γίνονται µέσα στη στήλη. Ένας ανιχνευτής πρέπει να 
ανταποκρίνεται αµέσως στις πολύ χαµηλές συγκενρώσεις και κατά συνέπεια 
να διακρίνεται από υψηλή ευαισθησία και γρήγορη ταχύτητα απόκρισης. 
Επιπλέον πρέπει να αγνοεί το µεγάλο ποσό του φέροντος αερίου και να 
ανιχνεύει και τα µικρότερα ίχνη κάθε συστατικού που περιέχεται στο φέρον 
αέριο. Οι ουσίες που εκλούονται από την στήλη εισάγονται στον ανιχνευτή και 
έτσι δηµιουργείται ένα ηλεκτρικό σήµα που ονοµάζεται απόκριση ανιχνευτή. 
Μετά την ενίσχυση της απόκρισης του ανιχνευτή, καταγράφεται σε 
χρωµατογράφηµα συναρτήσει του χρόνου. Η ποσότητα της ουσίας που 
εισάγεται καθορίζει το µέγεθος του σήµατος.Έτσι όσο µεγαλύτερη ποσότητα 
εισάγεται, τόσο πιο ισχυρό είναι το σήµα [35]. 
 
Η επιλογή του ανιχνευτή εξαρτάται κυρίως από την γραµµική περιοχή της 
καµπύλης απόκρισης και το όριο ανίχνευσης. Ο ανιχνευτής έχει την ικανότητα 
να αναγνωρίζει και τα µικρότερα ίχνη από κάθε συστατικό που εισάγεται και 
να αγνοεί το φέρον αέριο που µεταφέρει αυτά τα συστατικά. Ένας ιδανικός 
ανιχνευτής πρέπει να έχει τα ακόλουθα χαρακτηριστικά [35] :  

 
1) Οµοιόµορφη απόκριση για όλες τις ουσίες 
2) Χαµηλό όριο ανίχνευσης  
3) Γραµµική απόκριση για µια εκτεταµένη περιοχή συγκεντρώσεων 
4) Μικρό χρόνο απόκρισης 
5) Μικρό εσωτερικό όγκο  
6) Καλή κατασκευή και υψηλή ασφάλεια  
7) Μικρής έντασης θόρυβο 
8) Μεγάλη σταθερότητα   
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Μεγάλη σηµασία έχει επίσης το κόστος του ανιχνευτή καθώς και η λειτουργία 
του, που πρέπει να είναι απλή και όσο το δυνατόν λιγότερο χρονοβόρα. Η 
εκλεκτική απόκριση του ανιχνευτή µπορεί να συµβάλλει στην ανίχνευση 
συστατικών σε ίχνη, που δεν διαχωρίστηκαν πλήρως από το κύριο συστατικό. 
Γενικά είναι χρήσιµη η γραφική παράσταση της απόκρισης ή του 
χρωµατογραφικού σήµατος, R, έναντι της µετρούµενης ποσότητας, Q, που 
φαίνεται στην Εικόνα 16 [35].   
 

 
 
Εικόνα 16:Καµπύλη απόκρισης ενός ανιχνευτή 
 
Τα βασικότερα κοινά χαρακτηριστικά των ανιχνευτών που χρησιµοποιούνται 
στα συστήµατα αέριων χρωµατογράφων είναι τα ακόλουθα :    
 

• Ελάχιστο Όριο Ανίχνευσης(Limit of Detection-LOD) : Το ελάχιστο 
όριο ανίχνευσης είναι η µικρότερη ποσότητα µιας ουσίας που µπορεί 
να ανιχνευτεί. Προσδιορίζεται από το θόρυβο του ανιχνευτή, RN , και 
θεωρούµε ότι ένα σήµα ίσο µε 2RN µπορεί να διακριθεί από το θόρυβο 
του υποστρώµατος. Το ελάχιστο όριο ανίχνευσης (Qo στο σχήµα) 
αντιστοιχεί στο 2RN και η κλίση της καµπύλης ∆R/∆Q ορίζει την 
ευαισθησία του ανιχνευτή. Έτσι µια κορυφή που ανιχνεύεται στο 
χρωµατογράφηµα θεωρούµε ότι αντιστοιχεί σε ουσία που διέρχεται 
από τη στήλη, εφόσον ο λόγος Σήµα/Θόρυβος υποστρώµατος έχει τιµή 
µεγαλύτερη από 3-4.15 [34]. 
 

      Γενικά πρέπει να επισηµανθεί ότι ένας «ευαίσθητος» ανιχνευτής ίσως 
να µην έχει το χαµηλότερο όριο ανίχνευσης, γιατί µπορεί να 
παρουσιάζει µεγάλο θόρυβο. Η απαίτηση της νοµοθεσίας για 
«µηδενική αντοχή» των µολυσµατικών ουσιών στο περιβάλλον (π.χ 
των καρκινογενών ουσιών) είναι αδύνατο να εφαρµοστεί, εκτός αν 
αναφέρεται η µέθοδος ανίχνευσης. Για τον ανιχνευτή «µηδέν αντοχή» 
σηµαίνει ποσό µικρότερο από το ανιχνεύσιµο µε την καλύτερη 
διαθέσιµη τεχνική [35]. 
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• Εκλεκτικότητα : Υπάρχουν ανιχνευτές που είναι ειδικοί για ορισµένες 
ουσίες. Μερικοί ανιχνευτές δίνουν για ορισµένες ουσίες ενός δείγµατος 
µεγάλη απόκριση και για άλλες µικρή. Σε ορισµένες περιπτώσεις οι 
ανιχνευτές δεν δίνουν καθόλου απόκριση για κάποιες ουσίες. Οι ουσίες 
που δεν εµφανίζουν κανένα σήµα περνούν µέσα από την στήλη και τον 
ανιχνευτή και επηρεάζουν το τελικό χρωµατογράφηµα, χωρίς να γίνεται 
αντιληπτή αυτή η επίδραση [34].  

 
• Θερµοκρασία : Η θερµοκρασία του ανιχνευτή πρέπει να είνα αρκετά 
υψηλή, ώστε να να αποφεύγεται η συµπύκνωση ουσιών στην 
επιφάνειά του που µπορεί να οδηγήσει σε µόλυνση του ανιχνευτή. 
Φυσικά αυτές οι θερµοκρασίες πρέπει να είναι χαµηλότερες από τις 
θερµοκρασίες του φούρνου, γιατί τότε η στήλη γίνεται πολύ εύθραυστη 
[34].  

 
• Εύρος Γραµµικής Απόκρισης : Είναι η περιοχή στην οποία ο 
ανιχνευτής συµπεριφέρεται γραµµικά. Σε αυτή την περιοχή η 
συγκέντρωση µιας ουσίας είναι ανάλογη µε το εµβαδόν της αντίστοιχης 
κορυφής που εµφανίζεται στο χρωµατογράφηµα. Όσο µεγαλύτερο είναι 
το εύρος µιας περιοχής τόσο πιο υψηλές είναι οι συγκεντρώσεις των 
ουσιών που ανιχνεύονται [34,Β]. 

 
• Νεκρός Όγκος : Είναι ο χώρος από την έξοδο της στήλης µέχρι το 
σηµείο που γίνεται η ανίχνευση. Όσο περισσότερο χρόνο βρίσκονται τα 
συστατικά του δείγµατος σε αυτό το χώρο, τόσο περισσότερο 
αλλοιώνεται η µορφή του τελικού χρωµατογραφήµατος, µε εµφάνιση 
ουρών στις κορυφές, µείωση του µεγέθους και διαπλάτυνση τους [34]. 

 
• Βοηθητικό Αέριο : Το βοηθητικό αέριο στους οποίους πρέπει να είναι 

µεγάλη η ροή του αερίου που τους διαρρέει για να λειτουργήσουν. Η 
ροή του φέροντος αερίου που εξέρχεται από την τριχοειδή στήλη είναι 
συνήθως µικρότερη από την ροή του αερίου που διαρρέει τους 
ανιχνευτές. Έτσι το βοηθητικό αέριο συναντά το φέρον αέριο στην 
έξοδο της στήλης και εισέρχονται στον ανιχνευτή. Με αυτό τον τρόπο 
επιτυγχάνεται η επιθυµητή ροή [34]. 

 
Στα σύγχρονα συστήµατα αέριας χρωµατογραφίας χρησιµοποιούνται κυρίως 
δύο ειδών ανιχνευτές : οι διαφορικοί ανιχνευτές (differential detectors) και οι 
ολοκληρωµένοι ανιχνευτές (integral detectors). Οι διαφορικοί ανιχνευτές 
µετρούν στιγµιαίες συγκεντρώσεις ή στιγµιαίες ταχύτητες εµφάνισης των 
συστατικών, ενώ οι ολοκληρωµένοι ανιχνευτές αθροίζουν τα στιγµιαία σήµατα 
και παρέχουν το ολικό ποσό που έχει µετρηθεί µέχρι µια συγκεκριµένη στιγµή. 
Τα σήµατα των διαφορικών ανιχνευτών ολοκληρώνονται στην ποσοτική 
ανάλυση, ενώ τα σήµατα των ολοκληρωµένων ανιχνευτών διαφορίζονται, έτσι 
ώστε να διευκολύνουν την ποιοτική ανάλυση[1]. Οι ανιχνευτές µπορούν 
επίσης να διακριθούν σαν καταστροφικοί (destructive) ή µη καταστροφικοί 
(nondestructive), ανάλογα µε το αν µπορούµε ή όχι να συλλέξουµε 
αµετάβλητα τα συστατικά του δείγµατος για περαιτέρω µελέτη [35]. 
 



 

 77

Οι πιο διαδεδοµένοι ανιχνευτές αέριας χρωµατογραφίας που υπάρχουν στο 
εµπόριο είναι οι εξής : ο ανιχνευτής θερµικής αγωγιµότητας (TCD), ο 
ανιχνευτής δέσµευσης ηλεκτρονίων (ECD), ο ανιχνευτής φλόγας υδρογόνου 
(FID), ο ανιχνευτής φωτοϊονισµού (PID). Σε πολλές περιπτώσεις η αέρια 
χρωµατογραφία συνδυάζεται µε τεχνικές φασµατοσκοπίας ή ηλεκτροχηµείας. 
Ένας τέτοιος συνδυασµός είναι η Αέρια Χρωµατογραφία-Φασµατογράφος 
Μάζας (GC-MS) που χρησιµοποιήθηκε για τις αναλύσεις των δειγµάτων. Στο 
Κεφάλαιο που ακολουθεί γίνεται µια ανάλυση της φασµατοµετρίας µάζας και 
της σύζευξης GC/MS [35].   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
 
4.ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑ ΜΑΖΑΣ (MS)  
 
4.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
 
Η φασµατοµετρία µάζας είναι µια αναλυτική φασµατοσκοπική τεχνική που έχει 
ως κύριο σκοπό το διαχωρισµό ουσιών και ενώσεων, µε βάση την µάζα τους. 
Η φασµατοµετρία µάζας µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ανάλυση µιας 
µεγάλης ποικιλίας δειγµάτων (πρωτείνες, πολυµερή, στοιχεία). Τα «θεµέλια» 
της φασµατοµετρίας µάζας µπορούν να αναζητηθούν στην πρωτοποριακή 
εργασία των J.J.Thomson και F.W.Aston στα εργαστήρια του πανεπιστηµίου 
του Cambridge (1897). Το 1898 ο Wien απέδειξε ότι τα θετικά ηλεκτρόνια 
αποκλίνουν περνώντας µέσα από ηλεκτρικά και µαγνητικά πεδία. Μια 
δεκαετία αργότερα ο Thompson, χρησιµοποιώντας απλή µαγνητική απόκλιση, 
απέδειξε την ύπαρξη δύο ισοτόπων του νέου. Από το 1918 ο Aston και ο 
Dempster είχαν κατασκευάσει ερευνητικά όργανα ικανά όχι µόνο να 
διαχωρίζουν τα διάφορα ισότοπα, αλλά και να πραγµατοποιούν ακριβείς 
ποσοτικές µετρήσεις. Αυτή η εργασία απέφερε στον Thomson και στους 
συναδέλφους του 7 βραβεία Νόµπελ στον τοµέα της φυσικής και της χηµείας 
και συνέβαλε στην εµφάνιση της φασµατοµετρίας µάζας [C]. 
    
Οι πρώτοι φασµατογράφοι µάζας εµφανίστηκαν στο εµπόριο γύρω στο 1940 
και χρησιµοποιήθηκαν στην βιοµηχανία πετρελαίου, κυρίως για την οργανική 
ανάλυση χαµηλών µαζών. Αυτές οι τεχνικές χρησιµοποίησαν τον ηλεκτρικό 
ιονισµό, για την παραγωγή ιόντων. Το 1948 στο Manchester κατασκευάστηκε 
ο πρώτος εµπορικός φασµατογράφος µάζας (MS-2). Το όργανο αυτό είχε 
πολύ περιορισµένη ανάλυση και µέγιστη ανάλυση µάζας της τάξης του 300. 
Την ίδια περίπου χρονική στιγµή ανακαλύφθηκε και η φασµατοµετρία µάζας, 
στην οποία η διάκριση των ιοντικών θραυσµάτων βασίζεται στο διαφορετικό 
«χρόνο πτήσης» (σταθερής διαδροµής). Πρόκειται για την γνωστή 
φασµατοµετρία µάζας time-of-flight (TOF-MS). Στις αρχές της δεκαετίας του 
1950 άρχισαν να γίνονται κατανοητά τα χαρακτηριστικά του διαχωρισµού των 
ιόντων, αλλά εξακολουθούσαν να υφίστανται οι περιορισµοί στην ανάλυση 
των µαζών. Λίγα χρόνια αργότερα πραγµατοποιήθηκε µε µεγάλη επιτυχία η 
ανάλυση βιολογικών δειγµάτων µέσω της τεχνικής αέριας χρωµατογραφίας-
φασµατογράφου µάζας. Αυτό σηµατοδότησε την τεράστια εξάπλωση του 
φασµατογράφου µάζας σε πολλούς επιστηµονικούς τοµείς [C]. 
    
Σήµερα ο σχεδιασµός των οργάνων είναι τόσο ανεπτυγµένος, που επιτρέπει 
την εξέταση κάθε είδους υλικού. Υπάρχει µια µεγάλη ποικιλία 
φασµατογράφων µάζας από ανιχνευτές benchtop για την αέρια 
χρωµατογραφία,  µέχρι και επιταχυντές. Οι τεχνικές απόκτησης δεδοµένων µε 
τους υπολογιστές έχουν δώσει µια νέα διάσταση στη φασµατοµετρία µάζας, 
περιορίζοντας τους µακροχρόνιους υπολογισµούς που απαιτούνται συνήθως. 
Η φασµατοµετρία µάζας παρέχει σηµαντικές πληροφορίες για την δοµή των 
διαφόρων ενώσεων [C].  
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Παρακάτω αναφέρονται ορισµένα βασικά χαρακτηριστικά της φασµατοµετρίας 
µαζών, σχετικά µε την χηµική δοµή των ενώσεων :  
 
1. Οι ακριβείς και αξιόπιστες µετρήσεις µαζών µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν για την σωστή αντιστοίχιση των διαφόρων ενώσεων 
µε τους εµπειρικούς τύπους.  

 
2. Τα υπολείµµατα των θρυµµατισµών µπορούν να χρησιµοποιηθούν για 
τον προσδιορισµό δειγµάτων σε σχέση µε την βάση δεδοµένων που 
υπάρχει. 

 
3. Ο ελεγχόµενος θρυµµατισµός µέσω της συζευγµένης φασµατοµετρίας 

µαζών (MS/MS) µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την διερεύνηση της 
δοµής νέων ενώσεων.  

 
4. Οι κορυφές που παρατηρούνται συνήθως σε ένα φάσµα, µπορούν να 

δώσουν χρήσιµες πληροφορίες για τις διάφορες χηµικές ενώσεις.  
 
5. Η µεγάλη ποσότητα ισοτόπων που χρησιµοποιείται στην 

φασµατοµετρία µάζας συµβάλλει στην απόκτηση πληροφοριών σχετικά 
µε τα στοιχεία που αποτελούν µια ένωση [C].  

 
4.2 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΦΑΣΜΑΤΟΓΡΑΦΟΥ ΜΑΖΑΣ   
 
Η φασµατοµετρία µαζών είναι µια «οικογένεια» πολύ ισχυρών τεχνικών 
χαρακτηρισµού της µοριακής δοµής, που βασίζονται στον ιονισµό των 
µορίων, στην παραγωγή ιοντικών θραυσµάτων µορίων και στην παρατήρηση 
της σχετικής έντασης του ιονικού ρεύµατος που αντιστοιχεί σε κάθε λόγο m/z. 
Η απλή χρήση των οργάνων στην φασµατοµετρία µάζας, έχει συµβάλλει στην 
εξάπλωση της. Έτσι χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό του µοριακού 
βάρους µεγάλων µακροµορίων, για την παρατήρηση των διαφόρων 
τροποποιήσεων και της αλληλουχίας των πρωτεϊνών καθώς και για την 
µελέτη των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των µακροµορίων. Με την 
φασµατοµετρία µάζας µπορούν να πραγµατοποιηθούν τρεις διαφορετικές 
λειτουργίες : η παραγωγή, ο διαχωρισµός και η ανίχνευση των ιόντων. Ο 
φασµατογράφος µάζας παράγει ιόντα και τα διαχωρίζει στην αέρια φάση, 
σύµφωνα µε το λόγο : µάζα/φορτίο (m/z). Όλα τα είδη των φασµατογράφων 
µάζας έχουν την ικανότητα να προσδιορίζουν το λόγο m/z των ιόντων, παρά 
το γεγονός ότι οι αρχές στις οποίες στηρίζεται η λειτουργία τους καθώς και τα 
είδη των πειραµάτων που βασίζονται στην χρήση τους διαφέρουν σηµαντικά 
[35,C]. 
 
Η λειτουργία ενός φασµατογράφου µάζας βασίζεται στα ακόλουθα βήµατα : 
εισαγωγή του δείγµατος, ιονισµός, ανάλυση µαζών, ανίχνευση ιόντων, 
ανάλυση στοιχείων (Εικόνα 17). Τα δείγµατα µπορούν να εισαχθούν σε αέρια, 
υγρή, ή στερεή κατάσταση. Στις τελευταίες δύο περιπτώσεις η εξάτµιση 
πραγµατοποιείται είτε πριν από τον ιονισµό, είτε ταυτόχρονα µαζί του. Πολλές 
τεχνικές ιονισµού µπορούν να παράγουν φορτισµένα µόρια στην αέρια φάση, 
όπως ο ηλεκτρικός ιονισµός (EI), ο χηµικός ιονισµός (CI), καθώς και µια 
ποικιλία τεχνικών εκρόφησης (FAB,ES) [C]. 
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Οι φασµατογράφοι µάζας λειτουργούν σε µειωµένη πίεση, έτσι ώστε να 
αποτραπούν οι συγκρούσεις των ιόντων µε τα υπόλοιπα µόρια στην συσκευή 
ανάλυσης, κατά την διάρκεια της µεταφοράς από την πηγή των ιόντων στον 
ανιχνευτή. Το κενό πρέπει να είναι τέτοιο ώστε το µέσο ελεύθερο µήκος της 
πορείας ενός ιόντος, δηλαδή η µέση απόσταση που διανύει ένα ιόν πριν 
συγκρουστεί µε ένα αέριο µόριο, να είναι µεγαλύτερο από την απόσταση 
ανάµεσα στην πηγή και τον ανιχνευτή. Έτσι σε µια πίεση 5*10-5 torr το µέσο 
ελεύθερο µήκος της πορείας ενός ιόντος είναι περίπου 1µέτρο. Εποµένως η 
εισαγωγή του δείγµατος στο φασµατογράφο µάζας απαιτεί συνήθως την 
εµφάνιση µιας σχετικά µεγάλης πτώσης πίεσης. Έχουν επινοηθεί διάφορα 
µέσα για την επίτευξη αυτού του σκοπού. Τα αέρια δείγµατα µπορούν να 
συνδέονται απευθείας µε το όργανο και να εισάγονται µέσω µιας βελόνας. Τα 
υγρά και τα στερεά δείγµατα µπορούν να εισάγονται µέσω διαφόρων 
διαφραγµάτων. Κατά την σύνδεση τεχνικών συνεχής εισαγωγής, όπως είναι η 
αέρια χρωµατογραφία (GC), η χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), η 
τριχοειδής ηλεκτροφόρηση (CE), είναι απαραίτητη η ύπαρξη ειδικής σύνδεσης 
για να αποφευχθεί η εµφάνιση υπερβολικού φορτίου αερίου. Όταν 
µορφοποιηθούν τα ιόντα µπορούν να επιταχυνθούν και να συντονιστούν, 
µέσω ηλεκτρικών και µαγνητικών πεδίων [35,C].  
 

 
 
Εικόνα 17:Σχηµατικό διάγραµµα ενός φασµατογράφου µάζας µε απόκλιση 180ο.Το 
µαγνητικό πεδίο είναι κάθετο στο επίπεδο του χαρτιού. 
 
 
Οι επιµέρους τεχνικές διαφοροποιούνται ως προς τους τρόπους ιονισµού των 
εξεταζόµενων µορίων και διάκρισης των επιµέρους λόγων m/z. Οι 
σηµαντικότερες τεχνικές φασµατοµετρίας µάζας είναι οι ακόλουθες : η 
φασµατοµετρία µαζών ηλεκτροψεκασµού (ES-MS), κατά την οποία ο ιονισµός 
των µορίων πραγµατοποιείται µε ηλεκτροψεκασµό, η φασµατοµετρία µαζών 
µέσω βοµβαρδισµού µε ταχέα άτοµα (FAB-MS), µε την οποία επιτυγχάνεται 
ιονισµός σχετικά µεγάλων µορίων χωρίς την θραύση τους, η φασµατοµετρία 
µαζών στην οποία η διάκριση των ιονικών θραυσµάτων βασίζεται στο 
διαφορετικό «χρόνο πτήσης» (TOF-MS), η συζευγµένη φασµατοµετρία µαζών 
(MS/MS), η φασµατοµετρία µαζών πρωτογενούς ιονισµού (EI-MS), κατά την 
οποία πραγµατοποιείται ιονισµός των µορίων µέσω της σύγκρουσης τους µε 
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ηλεκτρόνια και η φασµατοµετρία µαζών δευτερογενούς ιονισµού (SI-MS), 
κατά την οποία επιτυγχάνεται ιονισµός σχετικά µεγάλων µορίων χωρίς την 
θραύση τους. Παρακάτω γίνεται ανάλυση της φασµατοµετρίας µαζών 
πρωτογενούς ιονισµού, που χρησιµοποιείται στο εργαστήριο για την ανάλυση 
των δειγµάτων [32]. 
 
4.3 ΙΟΝΙΣΜΟΣ ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΑ (EI)  
 
   Μια απλή πηγή ιόντων απεικονίζεται στην Εικόνα 18. Τα µόρια του 
δείγµατος κινούνται εξαιτίας της διαφοράς πίεσης κατά µήκος της εισόδου 
διαρροής που είναι 10-2-10-5torr περίπου. Ένα ηλεκτρικά θερµαινόµενο 
µεταλλικό νήµα Α παράγει ηλεκτρόνια τα οποία επιταχύνονται από την άνοδο 
Β και έτσι δηµιουργείται µια δέσµη ηλεκτρονίων, η οποία διασταυρώνεται µε 
την ροή των µορίων του δείγµατος. Θετικά φορτισµένα ιόντα παράγονται από 
την σύγκρουση των µορίων µε τα ηλεκτρόνια. Τα ιόντα κινούνται από το 
ηλεκτρικό πεδίο που δηµιουργείται µεταξύ των θετικά φορτισµένων πλακών C 
και των αρνητικά φορτισµένων D. Οι ενδιάµεσες πλάκες Ε εστιάζουν την 
δέσµη των ιόντων, ενώ οι πλάκες F προκαλούν την επιτάχυνση των ιόντων 
της δέσµης [35]. 
   

  
Εικόνα 18: Σχηµατικό διάγραµµα πηγής µε ηλεκτρονιακή κρούση   
 
Η ενέργεια της δέσµης των ηλεκτρονίων ρυθµίζεται από το δυναµικό της 
ανόδου Β. Το δυναµικό ιονισµού των περισσοτέρων οργανικών ενώσεων είναι 
περίπου 10eV. Με την µικρή αυτή ενέργεια, η αρχική διεργασία είναι η 
παραγωγή ενός φορτισµένου ιόντος µε φορτίο +1. Έτσι : Μ+e- = Μ++2e-. Το 
φάσµα µάζας περιέχει µια απλή κορυφή που ανταποκρίνεται στο αρχικό 
µόριο. Αυξάνοντας την ενέργεια της ηλεκτρονιακής δέσµης, θα προκύψει ένα 
περισσότερο διεγερµένο ιόν,το οποίο θα διασπαστεί αν είναι σύνθετο ή θα 
συγκρουστεί µε ένα δεύτερο ηλεκτρόνιο, όπως φαίνεται στην Εικόνα 19. Στις 
περισσότερες εφαρµογές η δέσµη των ηλεκτρονίων έχει ενέργεια από 50 έως 
70eV. Η δέσµη αυτή δίνει τα πιο αναπαραγώγιµα φάσµατα. Η δηµιουργία 
ιόντων µε φορτίο +2 είναι σπάνια ακόµα και σε αυτό το δυναµικό [35]. 
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Εικόνα 19: Η απόδοση παραγωγής ιόντων αργού σαν συνάρτηση της ενέργειας της 
δέσµης ηλεκτρονίων. 
  
Η διαφορά δυναµικού µεταξύ C και D (Εικόνα 18) είναι µόνο λίγα volts, αλλά 
είναι αρκετή για να αποµακρύνει τα θετικά ιόντα από την δέσµη των 
ηλεκτρονίων. Έτσι τα θετικά ιόντα φτάνουν στο ηλεκτρόδιο D µε 
µεταβαλλόµενη, αλλά σχετικά µικρή κινητική ενέργεια. Ουσιαστικά η όλη 
επιτάχυνση προκαλείται από τα ηλεκτρόδια D και F, τα οποία έχουν µια 
διαφορά δυναµικού από µερικές εκατοντάδες έως µερικές χιλιάδες volts [35].  
 
Σε δεδοµένο δυναµικό επιτάχυνσης όλα τα απλά φορτισµένα ιόντα έχουν την 
ίδια κινητική ενέργεια, που εκφράζεται από την σχέση : Κινητική ενέργεια = 
1/2mu2 = eV, όπου m η µάζα του ιόντος, u η ταχύτητα, e το ηλεκτρονιακό 
φορτίο και V το δυναµικό επιτάχυνσης. Μια µονοενεργειακή δέσµη ιόντων 
είναι απαραίτητη για έναν καλό διαχωρισµό [35]. 
    
Το µέρος του φασµατοµέτρου µάζας όπου πραγµατοποιείται ο διαχωρισµός 
των ιόντων σύµφωνα µε τις µάζες τους, ονοµάζεται αναλυτής. Για την 
διασάφηση της δοµής δεν είναι πάντοτε απαραίτητες µετρήσεις µε όργανα 
µεγάλης διακριτικής ικανότητας. Οι µετρήσεις µε τέτοια όργανα είναι συνήθως 
απαραίτητες για την εύρεση του µοριακού ιόντος Μ+ και τον προσδιορισµό του 
µοριακού τύπου. Για παράδειγµα ένα όργανο µεγάλης διακριτικής ικανότητας 
µπορεί να διακρίνει µεταξύ C16H2202, Μ.Β246.1620 και C17H26O, Μ.Β 
246.1984, ή µεταξύ 12C, µάζας 13.078 και 13C, µάζας 13.0034. Μια άλλη 
απαίτηση είναι η ποσότητα των διερχόµενων ιόντων. Αυτές οι δύο απαιτήσεις 
είναι ασυµβίβαστες. Όσο µεγαλύτερος είναι ο διαχωρισµός, τόσο µικρότερο 
είναι το ιονικό ρεύµα. Συνήθως ο κατασκευαστής καταλήγει σε έναν 
συµβιβασµό που ταιριάζει καλύτερα στις ανάγκες. Τα διάφορα είδη των 
φασµατογράφων µάζας διαφέρουν κυρίως στον τρόπο διαχωρισµού των 
ιόντων. Έτσι µε βάση αυτό το κριτήριο διακρίνουµε τα ακόλουθα είδη 
διαχωρισµού : µαγνητική απόκλιση απλής εστίασης, διπλή εστίαση, 
κυκλοειδής εστίαση, τετραπολικά φίλτρα µάζας, χρόνος πτήσης [35].   
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4.3.1 ΤΕΤΡΑΠΟΛΙΚΑ ΦΙΛΤΡΑ ΜΑΖΑΣ 
 
Στο εργαστήριο χρησιµοποιείται φασµατόµετρο µάζας, στο οποίο ο 
διαχωρισµός γίνεται µε την χρήση τετραπολικών φίλτρων µάζας. Ο 
µηχανισµός διαχωρισµού αυτής της τεχνικής χρησιµοποιεί τέσσερις 
παράλληλες ράβδους τοποθετηµένες έτσι ώστε οι άξονές τους να είναι στις 
κορυφές ενός τετραγώνου (Εικόνα 20). Η δέσµη των ιόντων επιταχύνεται στο 
κέντρο αυτής της διευθέτησης κατά µήκος του άξονα z. Το ένα ζεύγος από τα 
διαγωνίως αντίθετα ηλεκτρόδια διατηρείται σε +Vdc volts και το άλλο ζεύγος σε 
�Vdc volts. Μια εναλλασσόµενη τάση ραδιοσυχνοτήτων (rf) υπερτίθεται στο 
πρώτο ζεύγος των ηλεκτροδίων, και µια δεύτερη τάση rf (µε διαφορά φάσης 
1800 από την πρώτη) εφαρµόζεται στο δεύτερο ζεύγος.Τα περισσότερα από 
τα ιόντα που εισέρχονται στο τετραπολικό φίλτρο θα πάλλονται µε ένα 
αυξανόµενο πλάτος και θα προσκρούουν σε ένα από τα ηλεκτρόδια. Πάντως, 
µόνον ένας ορισµένος λόγος m/e (που καθορίζεται από το δυναµικό και την 
συχνότητα rf) µπορεί να περάσει τελείως µέσα από τον αναλυτή και να 
ανιχνευθεί. Σαρώνοντας την συχνότητα rf ή το δυναµικό dc, µπορούµε να 
πάρουµε ένα φάσµα µάζας. Τέτοια συστήµατα µπορού να λειτουργήσουν 
µόνο µε συνθήκες µικρής διακριτικής ικανότητας, αλλά παράγουν γραµµικά 
φάσµατα συγκρινόµενα µε τα εκθετικά φάσµατα µάζας των οργάνων 
µαγνητικής σάρωσης [35]. 
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Εικόνα 20. Σχηµατικό διάγραµµα τετραπολικού αναλυτή µάζας και εξαρτήµατα 
για την απεικόνιση των δεδοµένων 
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4.3.2 ΣΥΛΛΟΓΗ ΚΑΙ ΚΑΤΑΓΡΑΦΗ ΙΟΝΤΩΝ 
 
Για την συλλογή των ιόντων και την καταγραφή χρησιµοποιούνται κυρίως η 
ηλεκτρονική µέθοδος και η φωτογραφική µέθοδος. Στην ηλεκτρονική µέθοδο 
(η οποία χρησιµοποιείται και στο εργαστήριο) οι διαχωρισµένες δέσµες των 
ιόντων συλλέγονται διαδοχικά από έναν πολλαπλασιαστή ηλεκτρονίων, του 
οποίου το σήµα ενισχύεται και καταγράφεται από όργανα, όπως είναι οι 
καταγραφείς µε φωτογραφικό χαρτί και οι µικροί υπολογιστές. Οι τελευταίοι 
χρησιµοποιούνται πολύ σήµερα και κάνουν γρήγορες σαρώσεις σε µια 
περιοχή µάζας από 1-1000. Τέτοια συστήµατα απόκτησης δεδοµένων είναι 
ικανά να αποθηκεύουν πληροφορίες πολύ γρήγορα για µελλοντική χρήση και 
γραφική παράσταση [35]. 
 
4.3.3 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ   
 
Η χρήση των ηλεκτρονικών υπολογιστών µε τους φασµατογράφους µάζας 
αυξάνει ταχύτατα  εξαιτίας του µεγάλου αριθµού των πληροφοριών που 
µπορούν να δώσουν οι φασµατογράφοι µεγάλης διαχωριστικής ικανότητας. Η 
χρήση του υπολογιστή είναι απαραίτητη, όταν ο φασµατογράφος µάζας 
συνδυαστεί µε αέριο χρωµατογράφο(GC). Ένα συνηθισµένο αέριο-
χρωµατογράφηµα περιέχει περίπου 20 κορυφές. Ακόµα συνηθίζουµε να 
παίρνουµε τρία φάσµατα µάζας για κάθε κορυφή, ένα στην ανοδική πλευρά 
της κορυφής, ένα κοντά στο µέγιστο και ένα στην καθοδική πλευρά της 
κορυφής [35]. 
 
Το πρώτο βήµα, όπως και στη χρωµατογραφία, είναι ή δειγµατοληψία από 
την έξοδο του φασµατογράφου για να ληφθεί η ένταση και η µάζα κάθε 
κορυφής. Λόγω της µεγάλης ταχύτητας παραγωγής δεδοµένων του 
φασµατογράφου µάζας, η ταχύτητα λήψης των µετρήσεων είναι δυνατόν να 
φθάνει τις 40.000 µετρήσεις/sec.Η ταχύτητα αυτή είναι πολλές τάξεις 
µεγέθους µεγαλύτερη από αύτη πού χρειάζεται για την είσοδο των δεδοµένων 
στην αέρια χρωµατογραφία [35]. 
 
Αρχικά βαθµολογείτα η κλίµακα της µάζας µε τη βοήθεια µιας πρότυπης 
ένωσης, όπως λ.χ. της υπερφθοροκιροζίνης. Ο υπολογιστής παράγει µια 
πολυωνυµική σχέση µεταξύ των γνωστών αριθµών µαζών της πρότυπης 
ουσίας και του µαγνητικού πεδίου του φασµατογράφου, πού µετριέται µε έναν 
ειδικό ανιχνευτή ή µε το χρόνο σάρωσης, ανάλογα µε το είδος του 
φασµατογράφου µάζας. Αµέσως µετά, µετατρέποντας τις αντίστοιχες µετρή-
σεις του µαγνητικού πεδίου ή του χρόνου σάρωσης, είναι δυνατός ο 
υπολογισµός της µάζας πού αντιστοιχεί στο µέγιστο κάθε κορυφής του 
δείγµατος [35]. 
 
Υπάρχουν πολλοί τρόποι υπολογισµού του µέγιστου της κορυφής. Μπορούµε 
να χρησιµοποιήσουµε έναν αναλογικό ή ψηφιακό διαφοριστή πού παράγει 
ένα µηδενικό σήµα στο µέγιστο της κορυφής και µε τον τρόπο αυτόν ειδοποιεί 
τον υπολογιστή. Άλλοι τρόποι υπολογισµού του µέγιστου είναι ο υπολογισµός 
του κέντρου της κορυφής στο ήµισυ του ύψους ή ακόµα ο υπολογισµός της 
καµπύλωσης της κορυφής. Στους φασµατογράφους µάζας µε µεγάλη 
διαχωριστική ικανότητα οι κορυφές είναι πολύ στενές και κατέχουν µικρό µόνο 
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µέρος της συνολικής γραµµής βάσης. Για το σκοπό αυτό καθορίζεται µια 
οριακή τιµή έντασης, κάτω από την οποία τα σήµατα αγνοούνται, και µε τον 
τρόπο αυτό µειώνεται σηµαντικά ο αριθµός των δεδοµένων που χρειάζονται 
επεξεργασία [35]. 
 
Το επόµενο βήµα είναι η παρουσίαση του φάσµατος µάζας σε µια µορφή 
αποδεκτή από τον ερευνητή. Συνήθως γίνεται κανονικοποίηση του φάσµατος 
βαθµολογώντας την ένταση της εντονότερης ή βασικής κορυφής µε 100 και 
κλιµακώνοντας τις υπόλοιπες κορυφές µε κατάλληλο τρόπο. Η κλίµακα της 
µάζας γραµµικοποιείται επίσης, και το προκύπτον φάσµα µάζας µπορεί πλέον 
να εκτυπωθεί µε τη µορφή πίνακα ή µε τη µορφή γραφικής παράστασης. Η 
τελευταία µπορεί να εκτυπωθεί από έναν εκτυπωτή γραµµών ή από ένα 
σχεδιαστή, ή να αποτυπωθεί στην οθόνη µιας λυχνίας καθοδικών ακτινών 
(CRT) µε τη µορφή της Εικόνας 20 [35]. 
 

 
Εικόνα 21: Φάσµα µάζας µε µικρό διαχωρισµό σε οθόνη CRT. 
 
Η γραφική παράσταση είναι η  κανονική µορφή παρουσίασης των φασµάτων 
µε µικρό διαχωρισµό, αλλά δεν είναι ικανοποιητική για τα φάσµατα µε µεγάλο 
διαχωρισµό, όπου οι περισσότερες κορυφές διαφέρουν µόνο κατά µερικά 
χιλιοστά µονάδων µάζας. Για τα φάσµατα µεγάλου διαχωρισµού 
χρησιµοποιείται συνήθως ο πίνακας στοιχείων (element map). Ο πίνακας 
αυτός αναφέρει σε κάθε στήλη εκείνα τα ιόντα πού έχουν τον ίδιο αριθµό 
έτεροατόµων. Στο παράδειγµα της Εικόνας 2 τα ιόντα της στήλης 1 δεν 
περιέχουν ούτε άζωτο, ούτε οξυγόνο.Η σχετική ένταση κάθε ιόντος σε 
λογαριθµική κλίµακα σηµειώνεται µε έναν αριθµό από παύλες. Τα ιόντα της 
στήλης 2 περιέχουν ένα άτοµο οξυγόνου και της στήλης 3 περιέχουν δυο 
άτοµα οξυγόνου. Ό µοριακός τύπος βρίσκεται πάντα στην κάτω δεξιά γωνία. 
Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι για µερικές ενώσεις ακόµα και οι πίνακες των 
στοιχείων είναι δύσκολοι στη χρήση τους. Ο πίνακας π.χ. για µια ένωση που 
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περιέχει τέσσερα άτοµα αζώτου και έξι οξυγόνου θα χρειαζόταν τριανταπέντε 
στήλες [35]. 
 
4.3.4 ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ ΤΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ  
 
Η δηµιουργία του πίνακα από τον υπολογιστή προϋποθέτει τον προσδιορισµό 
της µάζας κάθε κορυφής µε µεγάλη ακρίβεια. Η στοιχειακή σύσταση κάθε 
κορυφής µπορεί τότε να βρεθεί, αφού πρώτα ο υπολογιστής δηµιουργήσει 
όλους τους δυνατούς συνδυασµούς των στοιχείων (συνήθως περιορίζονται 
στα C, Η, Ο, Ν), που αντιστοιχούν µε ακρίβεια µερικών χιλιοστών της µονάδας 
µάζας σε µια συγκεκριµένη µάζα και επιλέξει από αυτές εκείνη που ταιριάζει 
καλύτερα [35]. 
 
Έτσι ολοκληρώνεται η αρχική επεξεργασία των δεδοµένων, αν και πολλές 
φορές για ειδικούς σκοπούς χρησιµοποιούνται διαφορετικές µορφές εξόδου 
και αποτελεσµάτων. Ένα παράδειγµα είναι ή δηµιουργία των 
χρωµατογραφηµάτων ειδικού ιόντος (specific-ion chromatogram), όπως αυτό 
πού φαίνεται στην Εικόνα 22. Στην Εικόνα αυτή έχουν καταγραφεί τα ρεύµατα 
των ιόντων πού αντιστοιχούν στις µάζες 458 και 460 σε συνάρτηση µε το 
χρόνο, δείχνοντας έτσι ότι µια χρωµατογραφική κορυφή περιέχει στην 
πραγµατικότητα δύο µη διαχωρισµένα συστατικά του δείγµατος [35].  
 

 
Εικόνα 22: Αέριο χρωµατογράφηµα ειδικού ιόντος. 
 
 
Το επόµενο βήµα είναι η ταυτοποίηση της ένωσης, η οποία γίνεται συνήθως 
έµµεσα επειδή ο υπολογιστής χρειάζεται πολύ χρόνο. Οι µέθοδοι 
αναγνώρισης του φάσµατος µάζας µε υπολογιστή κατατάσσονται σε τρεις 
κυρίως περιοχές: στο ψάξιµο της βιβλιοθήκης, στις µεθόδους που 
χρησιµοποιούν τους εµπειρικούς κανόνες διάσπασης και στη µέθοδο που η 
µηχανή προσπαθεί να µάθει (learning machine) [32,35]. 
 
Ο πιο ευθύς τρόπος αναγνώρισης ενός αγνώστου φάσµατος µάζας είναι να το 
συγκρίνουµε µε φάσµατα από µια βιβλιοθήκη φασµάτων αναφοράς. Με τη 
λύση αυτή όµως υπάρχουν δυο κύρια προβλήµατα. Το πρώτο προέρχεται 
από το γεγονός ότι το φάσµα της άγνωστης ένωσης συχνά δεν περιέχεται 
ανάµεσα στα χιλιάδες φάσµατα πού υπάρχουν στις συλλογές π.χ. του API 
(American Petroleum Institute) ή του A.S.T.M. (American Society for Testing 
Materials). Επιπλέον, χρειάζεται µεγάλη προσοχή στη χρήση φασµάτων πού 
προέρχονται από διαφορετικές πηγές. Αυτό συµβαίνει γιατί οι σχετικές 
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εντάσεις των κορυφών που παίρνονται για την ίδια ένωση από δυο 
φασµατογράφους µάζας, µπορεί να διαφέρουν κατά ένα συντελεστή 
µεγαλύτερο του 100 προς 1 από το ένα άκρο του φάσµατος µέχρι το άλλο 
[32,35]. 
 
Οι ερευνητές που χρησιµοποιούν αυτή τη µέθοδο, φτιάχνουν συνήθως οι ίδιοι 
τις βιβλιοθήκες τους µε έναν περιορισµένο αριθµό ενώσεων που τους 
ενδιαφέρει. Το δεύτερο κύριο πρόβληµα είναι ο µεγάλος αριθµός των 
δεδοµένων που χρειάζεται να επεξεργασθούν για την έρευνα µερικών 
χιλιάδων φασµάτων. Ένας τρόπος για να λυθεί αυτό το πρόβληµα είναι να 
χρησιµοποιηθούν οι εντονότερες κορυφές κάθε φάσµατος, έτσι ώστε να 
µειωθεί ο χρόνος έρευνας.. Μια τροποποίηση της µεθόδου αυτής είναι η 
εκλογή των δύο εντονότερων κορυφών σε διαδοχικές περιοχές του φάσµατος 
που έχουν πλάτος 14 µονάδες µάζας.Ο αριθµός αυτός εκλέχτηκε γιατί 
αντιστοιχεί σε διαφορά µιας µονάδας CH2 . Με τον τρόπο αυτό ελαττώνονται 
και τα προβλήµατα που προκύπτουν από τη σύγκριση φασµάτων που έχουν 
ληφθεί µε διαφορετικού είδους φασµατογράφους [35]. 
 
Μια γενικότερη λύση, που δεν περιορίζεται στις ενώσεις των οποίων τα 
φάσµατα είναι γνωστά, είναι η χρήση των µεθόδων που εφαρµόζουν οι ειδικοί 
που ασχολούνται µε τη φασµατογραφία µάζας. Για την ερµηνεία του 
παρατηρούµενου τρόπου διάσπασης πολλών ενώσεων χρησιµοποιούνται 
διάφοροι τυποποιηµένοι εµπειρικοί κανόνες. Οι πρώτοι ερευνητές ερµήνευαν 
τα φάσµατα µάζας µε διάφορα στάδια που τους υπαγόρευε η διαίσθηση τους. 
Τα στάδια αυτά δεν έχουν βεβαίως περιληφθεί στα προγράµµατα 
αναγνώρισης του υπολογιστή. Ο υπολογιστής όµως εξακολουθεί να έχει ένα 
κύριο πλεονέκτηµα έναντι της ανθρώπινης σκέψης, τη διαρκή λειτουργία του 
[35]. 
 
Μια από τις περισσότερο ενδιαφέρουσες µεθόδους που βασίζονται στη 
µέθοδο αναγνώρισης των θραυσµάτων είναι το ευριστικό πρόγραµµα 
DENDRAL, πού αναπτύχθηκε από τον Lederberg και τους συνεργάτες του 
στο Πανεπιστήµιο του Stanford. Το πρώτο βήµα σε αύτη τη µέθοδο είναι ο 
προσδιορισµός των δραστικών οµάδων που υπάρχουν στο µόριο, από το 
φάσµα µάζας µε µικρό διαχωρισµό. Το επόµενο βήµα είναι η ανάπτυξη ενός 
τέλειου καταλόγου µε όλα τα απαραίτητα σταθερά  ισοµερή χρησιµοποιώντας 
το πρόγραµµα DENDRAL. Σε κάθε ένα από τα υπόλοιπα ισοµερή 
προσδιορίζονται τα µοριακά βάρη και οι εντάσεις των κορυφών των πιθανών 
θραυσµάτων µε τη βοήθεια των εµπειρικών κανόνων διάσπασης. Τα 
προβλεπόµενα φάσµατα συγκρίνονται µε τα πραγµατικά και τα ισοµερή εκείνα 
που ταιριάζουν µε τα πειραµατικά δεδοµένα κατατάσσονται µε σειρά 
προτεραιότητας [35]. 
 
4.4 ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΟΥ ΦΑΣΜΑΤΟΓΡΑΦΟΥ ΜΑΖΑΣ  
 
Κατά τη διάρκεια της σάρωσης ενός φάσµατος µάζας χάνεται σηµαντικός 
χρόνος στην εξέταση περιοχών που δεν παρέχουν χρήσιµες πληροφορίες. 
Τέτοια είναι τα διαστήµατα µεταξύ των κορυφών και τα σηµεία στις πλευρές 
των κορυφών. Στους φασµατογράφους µάζας τετραπολικής ροπής, η 
κανονική συνεχή σάρωση µπορεί να αντικατασταθεί από ένα σύστηµα 
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βηµατικής σάρωσης, το οποίο ελέγχεται από τον υπολογιστή. Σε κάθε βήµα η 
τάση του φασµατογράφου µεταβάλλεται, έτσι ώστε η θέση του φάσµατος να 
µετατοπίζεται στο µέσο του επόµενου αριθµού µάζας. Τότε το σήµα  εξόδου 
του φασµατογράφου ολοκληρώνεται για ένα προκαθορισµένο χρόνο, 
αυξάνοντας έτσι την ένταση του σήµατος εξόδου και κατά συνέπεια την 
ευαισθησία. Παρόλα αυτά οι χρόνοι σάρωσης µπορούν να παραµείνουν 
µικροί αφού ο αριθµός των βηµάτων της σάρωσης είναι ίσος µόνο µε τον 
αριθµό των ατοµικών µονάδων µάζας της περιοχής του φάσµατος [35]. 
 
4.5 ΣΥΖΕΥΞΗ GC/MS  
 
 Η τεχνική της Αέριας Χρωµατογραφίας-Φασµατογράφου Μάζας (GC-MS) 
χρησιµοποιείται σε ευρεία κλίµακα στα αναλυτικά εργαστήρια και παρουσιάζει 
τεράστια εξάπλωση, µια και συµβάλλει στην επίτευξη αναλύσεων και 
αποτελεσµάτων µεγάλης ακρίβειας. Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται 
ραγδαία εξάπλωση της µεθόδου, διότι η ύπαρξη άλλων τεχνικών περιόριζε 
την χρήση της. Έτσι αυτή η τεχνική έχει πολλές εφαρµογές, µερικές από τις 
οποίες είναι οι ακόλουθες : ανάλυση των εντοµοκτόνων σε υδάτινα δείγµατα, 
ανάλυση των πολυκυκλικών αρωµατικών υδρογονανθράκων (PAHs) σε 
υδάτινα δείγµατα και σε ιζήµατα, ανάλυση διαφόρων ουσιών σε βιολογικά 
δείγµατα, ανάλυση των πτητικών οργανικών ενώσεων (VOCs) σε 
περιβαλλοντικά δείγµατα, ανάλυση  (PCBs) σε ιζήµατα [32]. 
 
Υπάρχουν 5 διαφορετικές προσεγγίσεις για την τεχνική της αέριας 
χρωµατογραφίας, κοινό χαρακτηριστικό των οποίων είναι η χρήση τριχοειδών 
στηλών. Έτσι διακρίνουµε : την τεχνική GC-MS που βασίζεται στο γρήγορο 
πρόγραµµα των θερµοκρασιών, την τεχνική LP-GC-MS, την τεχνική GC-SMB-
MS όπου έχουµε υψηλές ταχύτητες του φέροντος αερίου, την τεχνική GC-GC-
MS που βασίζεται στο πρόγραµµα των πιέσεων και την τεχνική microbore 
GC-MS. Παρακάτω αναλύεται η τεχνική GC-MS που βασίζεται στο 
πρόγραµµα των θερµοκρασιών [32]. 
 
4.5.1 GC/MS (fast temperature programming) 
 
Αυξάνοντας την τάξη των θερµοκρασιών προγραµµατισµού, µπορούµε να 
επιτύχουµε την αύξηση της ταχύτητας του διαχωρισµού στον αέριο 
χρωµατογράφο, χωρίς την χρήση ειδικών οργάνων. Η τεχνική του γρήγορου 
προγραµµατισµού θερµοκρασιών συνδυάζεται συνήθως µε άλλες τεχνικές, 
για την µείωση του χρόνου ανάλυσης. Γρηγορότερες αλλάγες των 
θερµοκρασιών οδηγούν (Blumberg, Klee) στην εξαγωγή ενώσεων µε 
υψηλότερες θερµοκρασίες, σε µειωµένη ικανότητα διαχωρισµού, σε σηµαντική 
θερµική κατάλυση των ευαίσθητων προσδιοριζόµενων συστατικών [32]. 
 
4.5.2  ΣΥΣΤΗΜΑ ΕΙΣΟ∆ΟΥ ΑΠΟ ΤΟΝ ΑΕΡΙΟ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΟ  
 
Τα διαχωρισµένα συστατικά στο ρεύµα έκλουσης ενός αέριου 
χρωνατογράφου µπορούν να τροφοδοτηθούν κατευθείαν στο θάλαµο 
ιονισµού. Με τριχοειδείς στήλες το φέρον αέριο δεν δηµιουργεί πρόβληµα, 
επειδή η κανονική ταχύτητα ροής είναι 2ml/min περίπου, πράγµα το οποίο 
ρυθµίζεται εύκολα από το σύστηµα άντλησης του φασµατογράφου µάζας.  
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Με πεπληρωµένες στήλες, όπου οι ταχύτητες ροής ξεπερνούν συνήθως τα 
20ml/min, πρέπει να χρησιµοποιηθεί ένας µοριακός διαχωριστής για να 
αποµακρύνει το µεγαλύτερο µέρος από το φέρον αέριο. Στο ένα είδος 
διαχωριστή που φαίνεται στην Εικόνα 23, το αέριο έκλουσης περνάει µέσα 
από έναν πορώδη σωλήνα που τοποθετείται σε ένα θάλαµο κενού. Το ήλιο 
διαχέεται εύκολα µέσα από το πορώδες γυαλί και το υδρογόνο µέσα από το 
πορώδες παλλάδιο. Τα βαρύτερα µόρια του δείγµατος συνεχίζουν προς την 
είσοδο του φασµατογράφου µάζας. Ακόµα και οι µικρότερες κορυφές ενός 
αέριου χρωµατογράφου αποτελούν ικανοποιητικό ποσό δείγµατος για 
ανάλυση από το φασµατογράφο µάζας [35]. 
 

 
Εικόνα 23: Σχηµατικά διαγράµµατα διαχωριστών µορίων για την σύνδεση αέριου 
χρωµατογράφου µε φασµατογράφο µάζας.(a) Πορώδης σωλήνας (b) Ακροφύσιο 
από γυαλί. 
 
 
4.6 ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΤΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ GC/MS  
 
H τεχνική της αέριας χρωµατογραφίας είναι µια πολύ σηµαντική αναλυτική 
τεχνική και έχει πάρα πολλές εφαρµογές. Παρά το γεγονός αυτό ένας σχετικά 
µικρός αριθµός πτητικών, θερµικά σταθερών ενώσεων υπόκειται σε αυτή την 
τεχνική. Ένας αυξανόµενος αριθµός προσδιοριζόµενων ουσιών, που 
περιλαµβάνει θερµικά ασταθείς ενώσεις καθώς και ουσίες ανεπαρκής 
πτητικότητας, αναλύεται µε την τεχνική της υγρής χρωµατογραφίας-
φασµατογράφου µάζας (LC-MS). Το βασικό πλεονέκτηµα της τεχνικής GC-
MS, µε την χρήση ιονισµού µε ηλεκτρόνια (EI), είναι η ικανότητα της να 
προσδιορίζει ενώσεις µε βάση τον εκτεταµένο αριθµό ενώσεων που είναι 
γνωστές από την βιβλιογραφία. Παρόλα αυτά η τεχνική φασµατοµετρίας 
µαζών πρωτογενούς ιονισµού (EI-MS) παρουσιάζει συχνά έλλειψη του 
µοριακού ιόντος Μ+ και αυτό το µειονέκτηµα επηρεάζει σηµαντικά την 
ανάλυση του δείγµατος. Έτσι τις περισσότερες φορές απαιτείται µια 
επιπρόσθετη ανάλυση µε χηµικό ιονισµό (CI). Αυτά τα µειονεκτήµατα που 
παρουσιάζει η τεχνική GC-MS έχουν γίνει πλέον προφανή, λόγω της 
πρόσφατης ανάπτυξης της τεχνολογίας των τριχοειδών στηλών, όπου η τάξη 
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των θερµοκρασιών των στηλών της GC αυξάνεται σταδιακά. Οι λιγότερο 
πτητικές ενώσεις έχουν την τάση να είναι πιο εύθραυστες και υπάρχει µεγάλη 
πιθανότητα να είναι θερµικά ασταθείς. Επιπλέον για να αποφευχθεί η 
εµφάνιση κορυφών µε ουρές και η µόλυνση των προσδιοριζόµενων ουσιών, 
θα πρέπει να αυξηθεί η θερµοκρασία της πηγής των ιόντων, γεγονός που 
προκαλεί µείωση της σχετικής αφθονίας των µοριακών ιόντων για όλα τα 
δείγµατα. Έτσι παρατηρείται πιο γρήγορη ανάπτυξη της LC-MS σε σχέση µε 
την GC-MS, παρά το µεγάλο κόστος της και την πολύπλοκη χρήση της [32].   
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5. ΣΥΛΛΟΓΗ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ ΝΕΡΟΥ ΚΑΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
LPME-GC/MS   
 
5.1 ΣΥΛΛΟΓΗ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ ΝΕΡΟΥ  
 
5.1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ   
 
Σε αυτή την εργασία συλλέχθηκαν 6 δείγµατα επιφανειακού νερού από 
διάφορες τοποθεσίες του Νοµού Χανίων, ώστε να αναλυθούν και να 
προσδιοριστεί το περιεχόµενό τους σε πολυκυκλικούς αρωµατικούς 
υδρογονάνθρακες. Η δειγµατοληψία πραγµατοποιήθηκε σε µία χρονική 
περίοδο, τον Μάιο του 2003.  
 
Πραγµατοποιήθηκε µια διερεύνηση της ύπαρξης πολυκυκλικών αρωµατικών 
υδρογονανθράκων σε νερά που χρησιµοποιούνται για κολύµβηση ή αλιεία. 
Έτσι το πρώτο σηµείο δειγµατοληψίας ήταν το λιµάνι της πόλης των Χανίων 
(στην παλιά πόλη). Στο λιµάνι πραγµατοποιήθηκε δειγµατοληψία σε δύο 
σηµεία, µπροστά από τα µαγαζιά και τις ταβέρνες, ώστε να µελετηθεί η 
ύπαρξη τοξικών και καρκινογενών ουσιών όπως είναι τα PAHs. Η επιλογή 
αυτού του σηµείου στηρίχθηκε στο γεγονός ότι πρόκειται για µια ιδιαίτερα 
πολυσύχναστη περιοχή και παρατηρείται µια αύξηση της µόλυνσης των 
νερών τα τελευταία χρόνια. Το δεύτερο σηµείο δειγµατοληψίας ήταν η 
παραλία της Σούδας που βρίσκεται δίπλα στην ιχθυόσκαλα. ∆είγµατα 
συλλέχθηκαν από δύο σηµεία : από µια προβλήτα για βάρκες που βρίσκεται 
κοντά στην ιχθυόσκαλα και ανάµεσα από τις βάρκες που βρίσκονται στην 
ιχθυόσκαλα. Η επιλογή αυτής της περιοχής έγινε µε βάση το γεγονός ότι 
πρόκειται για µια περιοχή που δέχεται τις επεξεργασµένες εκροές από δύο 
αγωγούς λυµάτων που καταλήγουν στην θάλασσα, πολύ κοντά στην 
ιχθυόσκαλα. Επιπλέον η ύπαρξη πολλών αλιευτικών σκαφών στην 
ιχθυόσκαλα ήταν ο λόγος που συλλέχθηκε και ένα δείγµα από την περιοχή 
που βρίσκονται αυτά, δίπλα στην ιχθυόσκαλα. Το τρίτο σηµείο 
δειγµατοληψίας ήταν η παραλία του Μαραθίου. Το Μαράθι απέχει 
17χιλιόµετρα από την πόλη των Χανίων και η παραλία του  προσελκύει 
µεγάλο αριθµό τουριστών κάθε χρόνο. Βρίσκεται στον κόλπο της Σούδας και 
η συλλογή δειγµάτων από αυτή την περιοχή είχει πολύ µεγάλη σηµασία, διότι 
παρατηρείται αυξηµένη χρήση της παραλίας για κολύµβηση. Κοντά στην 
παραλία του Μαραθίου βρίσκεται και η Αµερικάνικη Βάση και κατά συνέπεια 
µε αυτή την δειγµατοληψία µπορεί να γίνει έλεγχος του βαθµού µόλυνσης της 
περιοχής µε τοξικές και επικίνδυνες ουσίες. ∆είγµατα συλλέχθηκαν από τρία 
σηµεία κοντά στην παραλία.  
 
 
5.1.2 ΤΡΟΠΟΣ ΣΥΛΛΟΓΗΣ ΚΑΙ ∆ΙΑΤΗΡΗΣΗΣ ΤΩΝ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ   
 
Η συλλογή των δειγµάτων νερού πραγµατοποιήθηκε σε καθαρά, γυάλινα 
φιαλίδια των 100mL µε ιδιαίτερη προσοχή, ώστε να αποφευχθεί η επαφή του 
νερού µε οτιδήποτε που θα µπορούσε να αλλοιώσει την σύστασή του.  
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Πριν κλειστεί το φιαλίδιο µε το πλαστικό καπάκι, καλύφθηκε µε αλουµινόχαρτο 
προκειµένου να µην έρθει σε επαφή το νερό µε το πλαστικό πώµα και 
προσκολληθούν PAHs σε αυτό.  
 
Μετά την συλλογή των δειγµάτων, τοποθετήθηκαν στο εσωτερικό ενός 
φορητού ψυγείου χωρητικότητας 50l, στο οποίο είχαν τοποθετηθεί παγοθήκες 
για να διατηρηθεί η θερµοκρασία του στους 0οC σε όλη την διάρκεια της 
δειγµατοληψίας. Στη συνέχεια τα δείγµατα µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο και 
τοποθετήθηκαν στο ψυγείο σε θερµοκρασία 4οC. Εκεί παρέµειναν για 24 ώρες 
µέχρι να πραγµατοποιηθεί η ανάλυση τους.  
 
5.1.3 ΣΥΝΘΗΚΕΣ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑΣ  
 
Η δειγµατοληψία πραγµατοποιήθηκε στις 13 Μαϊου του 2003. Οι καιρικές 
συνθήκες ήταν πολύ καλές. Η θερµοκρασία ήταν στους 22οC και επικρατούσε 
ηλιοφάνεια όλες τις προηγούµενες µέρες. Τα δείγµατα των επιφανειακών 
νερών συλλέχθηκαν σε διάστηµα 2 ωρών. Παρακάτω γίνεται µια µικρή 
περιγραφή των σηµείων δειγµατοληψίας µαζί µε κάποιες φοτογραφίες. 
 
1ο σηµείο δειγµατοληψίας  
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε από το παλιό λιµάνι της πόλης των Χανίων και 
συγκεκριµένα µπροστά από τα µαγαζιά που βρίσκονται στο δεξιό τµήµα του 
λιµανιού. Το νερό είχε καλή διαύγεια και δεν παρατηρήθηκαν αιωρούµενα 
στερεά.  
 

   
 

Εικόνα 24:Παλιό λιµάνι της πόλης των Χανίων 
 
 
 
 
 
2ο σηµείο δειγµατοληψίας   
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε από το λιµάνι της πόλης των Χανίων και 
συγκεκριµένα κοντά στο Ναυτικό Μουσείο, στο αριστερό τµήµα του λιµανιού. 
Το νερό δεν είχε καλή διαύγεια και παρατηρήθηκαν αιωρούµενα στερεά. 
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Εικόνα 25:Παλιό λιµάνι της πόλης των Χανίων(κοντά στο Ναυτικό Μουσείο) 
 
3ο σηµείο δειγµατοληψίας   
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε από µια προβλήτα για βάρκες που βρίσκεται δίπλα 
στην ιχθυόσκαλα στην περιοχή της Σούδας. Κάτω από το σηµείο της 
δειγµατοληψίας και σε βάθος περίπου 2m υπήρχε αγωγός αποβλήτων 
διαµέτρου περίπου 40cm. Το νερό ήταν αρκετά διαυγές και παρατηρήθηκε η 
ύπαρξη µικρής ποσότητας αιωρούµενων σωµατιδίων.    
 

   
 
Εικόνα 26: Λιµανάκι δίπλα στην ιχθυόσκαλα της Σούδας 
 
 
 
 
 
4ο σηµείο δειγµατοληψίας   
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε από σηµείο δεξιά της ιχθυόσκαλας, όπου 
βρίσκονται τα αλιευτικά σκάφη. Το χρώµα του νερού ήταν ελαφρώς γκρίζο και 
παρατηρήθηκαν αιωρούµενα στερεά.   
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Εικόνα 27: Σηµείο προσάραξης βαρκών στην ιχθυόσκαλα της Σούδας 
 
 

5ο σηµείο δειγµατοληψίας   
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε από την παραλία του Μαραθίου, σε µικρή 
απόσταση από το σηµείο κολύµβησης. Το νερό είχε πολύ καλή διαύγεια και 
δεν παρατηρήθηκε η ύπαρξη σωµατιδιακής ύλης στο εσωτερικό του.  
 

  
 

Εικόνα 28: Εξωτερικό τµήµα της παραλίας του Μαραθίου 
 
 
6ο σηµείο δειγµατοληψίας   
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε από την παραλία του Μαραθίου, στο αριστερό 
τµήµα της. Το νερό είχε πολύ καλή διαύγεια και δεν παρατηρήθηκαν 
αιωρούµενα στερεά σωµατίδια. 
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Εικόνα 29: Παραλία Μαραθίου 
 
7ο σηµείο δειγµατοληψίας    
 
∆είγµα νερού συλλέχθηκε κοντά στο σηµείο προσάραξης των βαρκών, στην 
παραλία του Μαραθίου. Το χρώµα του νερού ήταν γκρίζο και παρατηρήθηκαν 
αιωρούµενα στερεά.  
 

 
 
Εικόνα 30: Σηµείο προσάραξης βαρκών στην παραλία του Μαραθίου 
 
 
5.2 ∆ΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ ΚΑΙ ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ ΤΩΝ PAHs 
 
Το πρώτο βήµα για τον προσδιορισµό των PAHs είναι η λήψη των δειγµάτων 
και η διατήρηση της ακεραιότητας τους πριν από την ανάλυσή τους. Η 
στρατηγική της δειγµατοληψίας εξαρτάται από την φύση του δείγµατος. Το 
πόσιµο νερό έχει χαµηλή περιεκτικότητα σε αιωρούµενα στερεά και κατά 
συνέπεια είναι απλό ως δείγµα, σε αντίθεση µε τα νερά ποταµών, λιµνών 
καθώς και τα παράκτια νερά που παρουσιάζουν  πολύ µεγαλύτερη χρονική 
και χωρική ετερογένεια. Η µέθοδος δειγµατοληψίας πρεπει να απεικονίζει την 
γνωστή ή αναµενόµενη µεταβλητότητα του συστήµατος [1]. 
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Τα υλικά που χρησιµοποιούνται συνήθως είναι τα ακόλουθα : ανοξείδωτος 
χάλυβας, PTFE, βοριοπυριτικό γυαλί. Τα πιο κατάλληλα δοχεία για 
δειγµατοληψία και γενικά για την διαχείριση των οργανικών ενώσεων είναι τα 
δοχεία από βοριοπυριτικό γυαλί και κεχριµπάρι και των οποίων η κορυφή 
περιστοιχίζεται από PTFE.Η µεγάλη χρησιµότητα αυτών των δοχείων 
οφείλεται στους εξής λόγους [1] :   
 
! Τα πλαστικά όπως το πολυαιθυλένιο και το πολυπροπυλένιο 
απελευθερώνουν διάφορες ενώσεις (φθαλικοί εστέρες) στο δείγµα, οι 
οποίες προκαλούν προβλήµατα στην χρωµατογραφική ανάλυση 

! Πολλά πλαστικά είναι πορώδη σε πτητικές ενώσεις, γεγονός που 
οδηγεί σε πιθανές απώλειες κατά την µεταφορά και την αποθήκευση 

! Η επιφάνεια των πλαστικών διευκολύνει τον σχηµατισµό µικροβιακών 
αποικιών και αυξάνει την βιοδιάσπαση ορισµένων ουσιών   

 
Τα περισσότερα υλικά προσροφούν οργανικές ενώσεις και γι�αυτό το λόγο 
απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή στην κατασκευή του εξοπλισµού της 
δειγµατοληψίας. Η χρήση αυτόµατων δειγµάτων είναι προς το παρόν 
δύσκολη, διότι ο διαθέσιµος στο εµπόριο εξοπλισµός δεν σχεδιάζεται για την 
δειγµατοληψία ιχνών συγκεντρώσεων ή για την δειγµατοληψία αιωρούµενων 
στερεών. Πολύ µεγάλη σηµασία έχει η τοποθέτηση και ο προσανατολισµός 
του δοχείου, κατά την εισαγωγή του δείγµατος, σε σχέση µε την ροή του 
νερού [1].  
 
Υπάρχουν πολλές µέθοδοι για τον καθαρισµό των συσκευών που 
ελαχιστοποιεί την µόλυνση των δειγµάτων. Για την ανάλυση ιχνών οργανικών 
ενώσεων(<µg/1), όπως είναι τα PAHs στα φυσικά νερά, οι διαδικασίες 
καθαρισµού απαιτούν προσεχτικό σχεδιασµό. Εκτός από την πλύση των 
συσκευών και των γυαλικών µε απορρυπαντικό και νερό, απαιτείται και 
ξέπλυµα µε ακετόνη και εξάνιο για την αποµάκρυνση πολικών και µη πολικών 
ενώσεων. Εναλλακτικά µη ογκοµετρικό βοριοπυριτικό γυαλικό µπορεί να 
θερµανθεί στους 400oC για 1 ώρα. Όσον αφορά την αποθήκευση, τα δείγµατα 
αποθηκεύονται συνήθως στους 4οC για λιγότερο από 7 µέρες. Σχετικά µε την 
απευθείας δειγµατοληψία, η επιτυχηµένη εφαρµογή στερεών προσροφητικών, 
για την εκχύλιση ιχνών οργανικών ενώσεων διαλυµένων στο νερό, παρέχει 
την δυνατότητα αυτοµατοποίησης της εκχύλισης κατά την επιτόπου 
δειγµατοληψία. Αυτή η µέθοδος περιλαµβάνει το πέρασµα γνωστού όγκου 
νερού απευθείας από το υδάτινο σύστηµα, µέσω κατάλληλης στήλης SPE 
(εκχύλιση στερεής φάσης) [1]. 
 
Έτσι περιορίζονται κατά ένα µεγάλο βαθµό τα προβλήµατα που συνδέονται 
µε απώλειες των ουσιών που µελετάµε στην επιφάνεια των δοχείων. Ένα 
επιπρόσθετο πλεονέκτηµα είναι είναι ότι τα δείγµατα στην SPE µπορούν να 
σταθεροποιηθούν σε αποθήκευση στους -20 0C µέχρι να εξαχθούν µε 
κατάλληλο διαλύτη. Τα κυριότερα προβλήµατα σχετίζονται µε τα αιωρούµενα 
στερεά κατά την δειγµατοληψία και µε την αντιπροσωπευτικότητα του 
δείγµατος [1].   
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5.2.1 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ  
 
Πριν από τον αναλυτικό προσδιορισµό των PAHs σε εκχυλίσµατα δειγµάτων, 
είναι απαραίτητος ο καθαρισµός των δειγµάτων όταν είναι αρκετά µολυσµένα. 
Ο καθαρισµός δεν είναι απαραίτητος για σχετικά καθαρά δείγµατα. Ο βαθµός 
στον οποίο είναι απαραίτητος εξαρτάται από την εκλεκτικότητα του τελικού 
βήµατος της ανίχνευσης. Οι πιο συνηθισµένες µέθοδοι καθαρισµού που 
χρησιµοποιούνται είναι απλές µέθοδοι SPE µαζί µε διάφορες προσροφητικές 
φάσεις [1].  
 
 5.2.2 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ PAHs ΜΕ ΤΗΝ LPME 
 
Ο προσδιορισµός των ιχνών των PAHs σε περιβαλλοντικά δείγµατα έχει 
οδηγήσει στην ανάπτυξη νέων µεθόδων είτε για την ανάκτηση και τον 
καθαρισµό είτε για την επίτευξη µεγαλύτερης εκλεκτικότητας και ευαισθησίας 
κατά τον προσδιορισµό. Έτσι τα τελευταία χρόνια παρατηρείται σηµαντική 
ανάπτυξη της υγρής µικροεκχύλισης (LPME) για την ανάκτηση των PAHs σε 
περιβαλλοντικά δείγµατα. Η LPME αποτελεί µια γρήγορη και απλή µέθοδο 
προετοιµασίας δειγµάτων, πριν από την ανάλυσή τους και παρέχει 
αποτελέσµατα µεγάλης ακρίβειας για τον προσδιορισµό των PAHs. Ωστόσο 
είναι απαραίτητοι οι διάφοροι έλεγχοι σχετικά µε την ποιότητα των δειγµάτων 
και τα πρότυπα βαθµονόµησης για να εντοπιστεί η ύπαρξη τυχόν σφαλµάτων 
που προέρχονται από το όργανο ανάλυσης ή από τα συστατικά του 
δείγµατος, εκτός από την προσδιοριζόµενη ουσία. Η χρήση πρότυπων 
µεθόδων δεν εξασφαλίζει την ακρίβεια και την ορθότητα των αποτελεσµάτων, 
εφόσον δεν υπάρχει σωστή διαδικασία βαθµονόµησης και για αυτό το λόγο 
πρέπει πάντα να γίνονται οι απαιτούµενοι έλεγχοι [1].  
 
5.3 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ LPME-GC/MS  
 
5.3.1 ΟΡΓΑΝΑ 
 
Σε αυτή την εργασία τα δείγµατα αναλύονται µε εφαρµογή της µεθόδου 
µικροεκχύλισης υγρής φάσης (LPME) και αέρια χρωµατογραφία µε 
φασµατοµετρία µαζών (GC/MS). Πριν την έναρξη των πειραµάτων, η ίνα 
(hollow fiber) προετοιµάστηκε κατάλληλα (conditioning) στη διάταξη εισαγωγής 
του δείγµατος του GC σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή της. Το 
όργανο αέριας χρωµατογραφίας συζευγµένο µε φασµατοµετρία µαζών ήταν το 
GCMS-QP5050A της Shimadzu Corporation (Japan), εφοδιασµένο µε 
µηχανισµό έγχυσης διαµοιρασµού/µη διαµοιρασµού (split/splitless). Όλες οι 
αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν στο Εργαστήριο Βιοχηµικών ∆ιεργασιών & 
Περιβαλλοντικής Βιοτεχνολογίας του Τµήµατος Μηχανικών Περιβάλλοντος, στο 
Πολυτεχνείο Κρήτης. 
  
5.3.2 ΕΠΙΛΟΓΗ ΙΝΑΣ  
 
Η επιλογή της ίνας βασίζεται στο γεγονός ότι πρέπει να είναι υδροφοβική και 
συµβατή µε τον οργανικό διαλύτη που χρησιµοποιείται. Η ίνα που επιλέχτηκε 
είναι µια τριχοειδής µεµβράνη από πολυπροπυλένιο (Accurel Q 3/2) και 
αποκτήθηκε από την Membrana (Wuppertal, Germany). Το σύστηµα στήριξης 
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της ίνας αποκτήθηκε από την Supelco. Το πάχος των τοιχωµάτων της ίνας 
είναι 200µm, η εσωτερική της διάµετρος 600µm και το µέγεθος των πόρων 
0.2µm. Πριν από την χρήση της η ίνα καθαρίστηκε σε ακετόνη για µερικά 
δευτερόλεπτα, ώστε να αποµακρυνθούν οι ουσίες που θα µπορούσαν να την 
µολύνουν. Έπειτα αποµακρυνόταν από το διάλυµα του διαλύτη και αφηνόταν 
για να στεγνώσει εντελώς. Στη συνέχεια χωρίστηκε µε προσοχή σε τµήµατα, 
καθένα από τα οποία είχε µήκος 1.3cm.   
 
 
5.3.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ ΜΕ LPME  
 
Η σύζευξη της LPME µε την GC/MS παρέχει την δυνατότητα αποτελεσµατικής 
προετοιµασίας των δειγµάτων και συντελεί στον ποιοτικό και ποσοτικό 
προσδιορισµό των PAHs.  
 
Στο φιαλίδιο που περιείχε το δείγµα, τοποθετούνταν ένας µαγνήτης µε γυάλινη 
επικάλυψη, ώστε να αποφευχθεί η προσκόλληση µορίων PAHs σε αυτόν. 
Όση ώρα διαρκούσε η εκχύλιση, το διάλυµα αναδευόταν στις 1000 
στροφές/λεπτό µέσω ενός Heidolph, MR 3001 ( Heidolph-Germany). Το 
φιαλίδιο καλυπτόταν µε αλουµινόχαρτο, προκειµένου να αποφευχθεί η 
απώλεια των ουσιών που περιείχε το δείγµα καθώς και η πιθανή ρύπανση 
του δείγµατος.  
 
Το σύστηµα υποδοχής και στήριξης της ίνας εφαρµόζόταν πάνω στο φιαλίδιο, 
το οποίο είναι σκεπαζόταν µε αλουµινόχαρτο, και ταυτόχρονα στηριζόταν 
στον ορθοστάτη και γινόταν ηλεκτρική ανάδευση του δείγµατος στα 1000rpm 
(Εικόνα 30 ). Στην συνέχεια ακολουθούσε η µέθοδος της LPME µε την χρήση 
τριχοειδούς  ίνας (hollow fiber). Παρακάτω γίνεται αναλυτική περιγραφή της 
διαδικασίας.  
 
Μια αεροστεγής σύριγγα 10µl (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) Model 
1701RNR µε ευθεία άκρη βελόνας (µήκος : 5.1cm, ονοµαστική διάµετρο : 
0.071cm, εσωτερική διάµετρο : 0.015cm) χρησιµοποιόταν για την εισαγωγή 
της φάσης του δέκτη και για την στήριξη της κοίλης ίνας. Μια ποσότητα 3 µl 
οργανικού διαλύτη, µη-υδατοδιαλυτού, τοποθετούνταν στην σύριγγα καθώς 
και 3.4 µl νερού. Έπειτα η άκρη της βελόνας της σύριγγας εισερχόταν στην 
ίνα, η οποία στην συνέχεια βυθιζόταν στον οργανικό διαλύτη για 10 min, ώστε 
να εξασφαλιστεί το γέµισµα των πόρων µε το διαλύτη της εκχύλισης. Ύστερα 
από τον εµποτισµό του διαλύτη, η µικροσύριγγα εισερχόταν στην ίνα και µε 
νερό αποµακρυνόταν οποιαδήποτε ποσότητα οργανικού διαλύτη βρισκόταν 
στο εσωτερικό της. Στη συνέχεια η ίνα αποµακρυνόταν από τον οργανικό 
διαλύτη και βυθιζόταν αµέσως στο υδάτινο δείγµα, το οποίο βρισκόταν υπό 
ανάδευση. Έπειτα το έµβολο (plunger) αποσυρόταν και η ποσότητα των 3µl 
της οργανικής φάσης εισερχόταν στην ίνα. Η χρήση στηρίγµατος και σφιχτήρα 
εξασφάλιζε την σταθερότητα της κοίλης ίνας. Ύστερα από εκχύλιση για 
ορισµένο χρονικό διάστηµα (20min) σε θερµοκρασία δωµατίου, ο οργανικός 
διαλύτης αποσυρόταν στην µικροσύριγγα και στη συνέχεια εισερχόταν στο 
GC/MS για ανάλυση. Λόγω του χαµηλού κόστους για κάθε εκχύλιση 
χρησιµοποιούνταν καινούρια ίνα. Στο σχήµα 31 απεικονίζεται το σύστηµα της 
µεθόδου LPME. 
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Εικόνα 31: Σύστηµα στήριξης και υποδοχής της ίνας. 
 
 
Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε για την ανάλυση όλων των δειγµάτων. Όλα 
τα γυάλινα µέρη που χρησιµοποιήθηκαν (φιάλες, σύριγγες κ.λ.π.) 
ξεπλένονταν µε υπερκάθαρο νερό, ακετόνη καθαρότητας 99.8+% (Merck, 
Darmstadt-Germany) και ακετονιτρίλιο-CΗ3CΝ καθαρότητας 99.8+% (Merck, 
Darmstadt-Germany) µε τη σειρά που αναφέρονται και στέγνωναν σε φούρνο 
µε θερµοκρασία 90°C για τουλάχιστον 20 λεπτά. Το απιονισµένο νερό που 
χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή των διαλυµάτων προήλθε από το 
EasyPure RF της Barnstead/Thermolyne (Iowa, USA).   
 
 
5.3.4 ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ GC/MS  
 
Όλες οι αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν στον αέριο χρωµατογράφο-
φασµατογράφο µάζας Shimadzu GC-17A (Version 3) QP5050A (Εικόνα 31). 
Για την ανάλυση των PAHs µε GC/MS έγινε η επιλογή ενός σετ ρυθµίσεων 
του αέριου χρωµατογράφου και του ανιχνευτή µάζας προκειµένου να 
βελτιστοποιηθεί η εκλεκτικότητα και η ευαισθησία των αναλύσεων, σε 
συµφωνία µε ανάλογες δηµοσιευµένες εργασίες. Η θερµοκρασία του χώρου 
εισαγωγής του δείγµατος ήταν 270°C (injector temperature). Ο αέριος 
χρωµατογράφος λειτούργησε χωρίς διαµοιρασµό (splitless mode), για 5 λεπτά 
(sampling time), ενώ χρησιµοποιήθηκε καθυστέρηση του διαλύτη για 8min. Η 
κολόνα που χρησιµοποιήθηκε για τον διαχωρισµό των PAHs ήταν µία HP-
5MS (Agilent Technologies) µήκους 30 m µε εσωτερική διάµετρο 0.25 mm και 
πάχους φιλµ 0.25 µm. Για την πλήρωση της στήλης χρησιµοποιήθηκε : Poly 
(14% cyanopropylphenyl/86%dimethylsiloxane) Το φέρον αέριο που 
χρησιµοποιήθηκε ήταν ήλιο (>99.999% καθαρότητα) µε ροή 1.2ml/min. Η 
πίεση του φέροντος αερίου ήταν 99 kPa.   
 
Η αρχική θερµοκρασία της στήλης ήταν 60°C για 1 λεπτό και στη συνέχεια 
ρυθµίστηκε στους 300°C µε ρυθµό αύξησης 10°C/min. Σε αυτή τη 
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θερµοκρασία παρέµενε για 5λεπτά. H θερµοκρασία αλληλεπίδρασης 
ρυθµίστηκε στους 310°C Στο γράφηµα που ακολουθεί παρουσιάζεται η 
θερµοκρασία της στήλης σε συνάρτηση µε το χρόνο. Το εύρος των µαζών 
που αναλύθηκε ήταν µεταξύ 50 και 350 amu. Ο ιονισµός επιτεύχθηκε µε τη 
µέθοδο πρόσκρουσης ηλεκτρονίων (EI-70eV), ενώ η τάση του ανιχνευτή ήταν 
1.40kV.  
 

 
 

 
Εικόνα 32: Shimadzu GC-17A (Version 3) QP5050A 
 
Με βάση την βιβλιογραφία χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της παρακολούθησης 
επιλεγµένου ιόντος (SIM), µια και αποτελεί ένα ευαίσθητο εργαλείο για τις 
ποσοτικές µετρήσεις. Τα PAHs ελέγχθηκαν σύµφωνα µε τους λόγους m/z των 
σηµαντικότερων ιόντων, τα οποία επιλέξαµε. Πριν από την ποσοτικοποίηση 
µε την µέθοδο SIM, χρησιµοποιήθηκε το σύνολο των λόγων m/z ( m/z: 50-
465) για τον προσδιορισµό όλων των βασικών ενώσεων, µε βάση τα φάσµατα 
της µάζας τους (mass spectra) και τους χρόνους κατακράτησής τους στον 
αέριο χρωµατογράφο.  
 
Γενικά τα όρια ανίχνευσης (LODs) υπολογίζονται από τις καµπύλες 
βαθµονόµησης (καµπύλες αναφοράς), οι οποίες καθορίζουν την 
γραµµικότητα, και σύµφωνα µε τα κριτήρια των Winefordner και Long. Η τιµή 
της κλίσης των καµπυλών αναφοράς (b) και το τυπικό σφάλµα του 
ανεξάρτητου όρου της παλινδρόµησης (Sb) για κάθε προσδιοριζόµενο 

συστατικό τοποθετούνται στην εξίσωση :
b
SLOD b3

=  και έτσι προκύπτουν τα 

όρια ανίχνευσης. Στην συγκεκριµένη εργασία δεν υπολογίστηκαν τα LODs, 
µια και πραγµατοποιήθηκε ποιοτικός προσδιορισµός των PAHs και δεν έγινε 
βαθµονόµηση του GC/MS.   
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Τα όργανα του αέριου χρωµατογράφου GC απαιτούν την χρήση ενός λεπτού 
διαφράγµατος, µέσω του οποίου γίνεται η εισαγωγή του υγρού δείγµατος. Αν 
και χρησιµοποιήθηκε ένα θερµοανθεκτικό διάφραγµα (Thermogreen LB-2, 
Supelco), η λεπτή βελόνα της µικροσύριγγας (10-µl Hamilton, Model 
1701RNR) κατέστρεφε το διάφραγµα. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα την µόλυνση 
των PAHs, λόγω του ότι µικρά πολυµερή κοµµάτια εισέρχονταν στο σηµείο 
εισόδου του εισαγωγέα του GC. Επίσης παρατηρήθηκε διαρροή του φέροντος 
αερίου και «ξένες» κορυφές. Αυτό το πρόβληµα αντιµετωπίζεται αν τρυπηθεί 
το διάφραγµα πριν από την χρήση του.  
 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΦΟΥΡΝΟΥ ΑΕΡΙΟΥ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΟΥ
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 Εικόνα 33 : ∆ιάγραµµα θερµοκρασίας στήλης µε το χρόνο 
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6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ 
PAHs ΣΤΑ Υ∆ΑΤΙΝΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΑ  
 
6.1 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
Πραγµατοποιήθηκε ποιοτικός προσδιορισµός των PAHs στα δείγµατα νερού 
που συλλέχθηκαν και επιπλέον αναφέρονται και οι υπόλοιπες οργανικές 
ενώσεις που ανιχνεύθηκαν, έτσι ώστε να προκύψουν κάποια συµπεράσµατα 
για την ποιότητα των υδάτων που αναλύθηκαν.  
 
1ο, 2ο  σηµείο δειγµατοληψίας   
 
Στα δείγµατα που ελήφθησαν από το λιµάνι της πόλης των Χανίων, δεν 
ανιχνεύθηκαν PAHs, παρά µόνο άλλες οργανικές ενώσεις όπως εστέρες 
(Cyclohexyl Ester) και οξέα (Recaionic Acid), µε ποσοστό εµπιστοσύνης 
µεγαλύτερο του 90%. Επίσης διαπιστώθηκε και η ύπαρξη Benzyl-Butyl-
Phthalate. Στην Εικόνα 32 απεικονίζεται το χρωµατογράφηµα που προέκυψε 
για το υδατικό δείγµα από το λιµάνι των Χανίων.   
 

 
Εικόνα 34:Χρωµατογράφηµα για το δείγµα από λιµάνι 
 
3ο, 4ο σηµείο δειγµατοληψίας   
 
Στα δείγµατα που ελήφθησαν παραπλεύρως της ιχθυόσκαλας της Σούδας, 
δεν ανιχνεύθηκαν PAHs. Αυτό µπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι τα PAHs 
καθιζάνουν λόγω της υδροφοβικότητά τους και του σχετικά µεγάλου µοριακού 
βάρους τους. Επίσης δεν ανιχνεύθηκαν άλλες οργανικές ενώσεις.  
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5ο, 6ο  σηµείο δειγµατοληψίας   
 
Σε αυτά τα δύο σηµεία δειγµατοληψίας (στην παραλία του Μαραθίου) δεν 
ανιχνεύθηκαν PAHs, ούτε άλλες οργανικές ενώσεις.  
 
 7ο σηµείο δειγµατοληψίας  
 
Στο υδατικό δείγµα που συλλέχθηκε από το σηµείο προσάραξης των βαρκών 
στην παραλία του Μαραθίου, ανιχνεύθηκαν τόσο PAHs όσο και κάποιες άλλες 
οργανικές ενώσεις. Τα PAHs που ανιχνεύθηκαν είναι τα εξής : Naphthalene, 
Indeno(1,2,3-cd)pyrene και Phenalene (τα οποία έχουν σχετικά µεγάλη 
τοξικότητα). Επίσης ανιχνεύθηκαν τα ακόλουθα φθαλικά : Benzyl Butyl 
Phthalate και DNP µε ποσοστό εµπιστοσύνης µεγαλύτερο του 90%. Επιπλέον 
ανιχνεύθηκαν παράγωγα του βενζολίου (Benzene-propyl, Benzene-1,2,3 
trimethyl, Benzene- 1-ethyl, 2-methyl) καθώς και οι ενώσεις : Benzyl Alcohol, 
Biphenyl µε ποσοστό εµπιστοσύνης µεγαλύτερο του 90%. Πρόκειται για 
αρωµατικές ενώσεις, οι οποίες σε αυξηµένες συγκεντρώσεις µπορούν να 
επιβαρύνουν σηµαντικά το θαλάσσιο οικοσύστηµα. 

Εικόνα 35:Χρωµατογράφηµα για το δείγµα από παραλία Μαραθίου  
 
 
6.2 ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  
 
6.2.1 ΛΙΜΑΝΙ ΧΑΝΙΩΝ  
 
Θα πρέπει να επισηµανθεί ότι ο ποιοτικός προσδιορισµός που 
πραγµατοποιήθηκε δεν παρέχει ουσιαστικά στοιχεία για την µόλυνση των 
περιοχών από όπου συλλέχθηκαν τα δείγµατα. Ωστόσο µπορούν να εξαχθούν 
κάποια συµπεράσµατα για την προέλευση των ενώσεων που ανιχνεύθηκαν 
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και για τις πιθανές επιπτώσεις τους στους υδρόβιους οργανισµούς και στον 
άνθρωπο. Έτσι στα δείγµατα που συλλέχθηκαν από το λιµάνι των Χανίων δεν 
ανιχνεύθηκαν PAHs, γεγονός που µπορεί να οφείλεται σε καθίζηση των PAHs 
λόγω της υδροφοβικότητάς τους. Επιπρόσθετα η χαµηλή διαλυτότητα των 
PAHs έχει ως αποτέλεσµα την συνένωσή τους µε την σωµατιδιακή ύλη και την 
τελική εναπόθεσή τους στο ίζηµα. Η ανίχνευση άλλων οργανικών ενώσεων 
(Recaionic Acid, Cyclohexyl Ester)  οδηγεί στο συµπέρασµα ότι δεν θα πρέπει 
να αγνοείται ο κίνδυνος ρύπανσης της περιοχής και κρίνεται απαραίτητη µια 
συστηµατική προσπάθεια προστασίας της θαλάσσιας περιοχής στο λιµάνι 
των Χανίων. Η παρουσία των παραπάνω ενώσεων στα επιφανειακά νερά 
µπορεί να οφείλεται στην µόλυνση των υδάτων από διάφορα αντικείµενα και 
στην πιθανή εισροή αποβλήτων (υγρών ή στερεών) από τα µαγαζία που 
βρίσκονται στο λιµάνι. Η ύπαρξη φθαλικών ενώσεων (που αποτελούν 
πλαστικοποιητές που χρησιµοποιούνται για την παρασκευή πολυµερών 
υλικών) µπορεί να οφείλεται σε διάφορες πλαστικές συσκευασίες (πλαστικές 
σακούλες) ή άλλα πλαστικά αντικείµενα που ρυπαίνουν την θάλασσα. Κατά 
την δειγµατοληψία χρησιµοποιήθηκε αλουµινόχαρτο για να αποφευχθεί η 
επαφή του δείγµατος µε το πλαστικό πώµα, που θα είχε ως αποτέλεσµα την 
µόλυνση του δείγµατος. Εποµένως είναι απαραίτητη η πραγµατοποίηση 
περαιτέρω δειγµατοληψίας από διάφορα σηµεία της θαλάσσιας περιοχής του 
λιµανιού των Χανίων και ο ποσοτικός προσδιορισµός των ενώσεων που θα 
ανιχνευθούν, ώστε να εξαχθούν συγκεκριµένα συµπεράσµατα για την 
ποιότητα των υδάτων.   
 
Επιπλέον θα πρέπει να ληφθούν αυστηρά µέτρα και να επιβληθούν ποινές για 
όσα µαγαζιά µολύνουν την θαλάσσια περιοχή και να πραγµατοποιηθεί µια 
οργανωµένη προσπάθεια για την προστασία των επιφανειακών νερών 
 
 6.2.2 ΙΧΘΥΟΣΚΑΛΑ ΣΟΥ∆ΑΣ  
 
Στα δύο δείγµατα που ελήφθησαν από αυτή την περιοχή δεν ανιχνεύθηκαν 
οργανικές ενώσεις. Όπως είναι φυσικό µια δειγµατοληψία σε µια συγκεκριµένη 
χρονική στιγµή δεν µπορεί να δώσει σαφή στοιχεία για το βαθµό ρύπανσης 
της περιοχής. Η ύπαρξη ενός αγωγού λυµάτων που καταλήγει στην θάλασσα, 
επιφορτίζει την περιοχή µε µεγάλες ποσότητες PAHs και άλλες οργανικές 
ενώσεις (όπως έχει προκύψει από παλιότερες µελέτες) και θα πρέπει να 
ληφθούν συγκεκριµένα µέτρα για την αντιµετώπιση της ρύπανσης στην 
περιοχή.  
 
6.2.3 ΠΑΡΑΛΙΑ ΜΑΡΑΘΙΟΥ  
 
Από τα υδάτινα δείγµατα που ελήφθησαν από την παραλία του Μαραθίου, 
µόνο στο δείγµα που συλλέχθηκε κοντά στο σηµείο προσάραξης των βαρκών 
ανιχνεύθηκαν PAHs και άλλες οργανικές ενώσεις. Η παρουσία των PAHs (τα 
οποία έχουν τοξικές και καρκινογόνες ιδιότητες) µπορεί να οφείλεται σε 
απόβλητα που προέρχονται από τις στρατιωτικές βάσεις που βρίσκονται 
κοντά στην περιοχή. Επιπλέον η διαρροή καυσίµων από τις βάρκες που 
µετακινούνται στην περιοχή συµβάλλει στην αύξηση των συγκεντρώσεων των 
PAHs. Στην συγκεκριµένη περίπτωση το δείγµα συλλέχθηκε σε πολύ κοντινό 
σηµείο από τις βάρκες και εποµένως η ύπαρξη µικρών ποσοτήτων 
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πετρελαίου, λόγω διαρροής, συντέλεσε στην εµφάνιση ποσοτήτων PAHs, µια 
και όπως έχει ήδη αναφερθεί το πετρέλαιο περιέχει υψηλά επίπεδα PAHs. 
 
Eπιπρόσθετα η ανίχνευση και άλλων οργανικών ενώσεων µπορεί να 
οφείλεται στην ύπαρξη αρκετών σκαφών καθώς και σε µια γενικότερη 
µόλυνση των θαλάσσιων υδάτων. Όπως έχει ήδη αναφερθεί οι αρωµατικοί 
υδρογονάνθρακες περιλαµβάνουν µια σειρά ενώσεων που βασίζονται στο 
δακτύλιο του βενζολίου. Το βενζόλιο είναι υγρός, πτητικός υδρογονάνθρακας 
και αποτελεί την βασική δοµή µιας οικογένειας πολυκυκλικών αρωµατικών 
υδρογονανθράκων, που είναι στερεά στις συνήθεις συνθήκες. Τα παράγωγα 
του βενζολίου που ανιχνεύθηκαν (Benzene-propyl, Benzene-1,2,3 trimethyl, 
Benzene 1-ethyl,2-methyl) µπορούν να προκαλέσουν αύξηση της θαλάσσιας 
ρύπανσης, ανάλογα µε τις συγκεντρώσεις τους και η παρουσία τους µπορεί 
να οφείλεται σε απόβλητα βιοτεχνιών που παρασκευάζουν διαλύτες ή βαφικές 
ύλες και οι οποίες βρίσκονται κοντά στην περιοχή του Μαραθίου καθώς και 
στο πλύσιµο των πολεµικών πλοίων που πραγµατοποιείται στην περιοχή. 
Όπως έχει  ήδη προαναφερθεί κοντά στην παραλία του Μαραθίου βρίσκονται 
στρατιωτικές βάσεις όπου πολύ συχνά προσαράζουν πολεµικά πλοία και 
µεγάλα αεροπλανοφόρα. Έτσι η ύπαρξη διαρροών πετρελαίου έχει ως 
αποτέλεµα την παρουσία αρωµατικών υδρογονανθράκων (ιδιαίτερα 
µεταλλαξιογόνοι και επικίνδυνοι) στα επιφανειακά νερά, οι οποίοι έχουν τοξική 
δράση και επηρεάζουν σηµαντικά το υδάτινο οικοσύστηµα. Επιπλέον αυτές οι 
ουσίες παραµένουν στους υδρόβιους οργανισµούς και µε την αλυσίδα της 
διατροφής, µπορεί να παρατηρηθεί σηµαντική συσσώρευσή τους στους 
ανώτερους ζωικούς οργανισµούς. Τα PAHs προκαλούν σηµαντικές βλάβες 
στα ψάρια (ανωµαλίες στην ανάπτυξη, διαταραχές στις διαδικασίες 
αναπαραγωγής, µεταλλάξεις, καρκίνοι) και κατα συνέπεια είναι απαραίτητη η 
αποµάκρυνσή τους.  
 
Επιπλέον το πλύσιµο των πολεµικών πλοίων επιβαρύνει σηµαντικά την 
θαλάσσια περιοχή του Μαραθίου, µια και µεταφέρονται στα επιφανειακά νερά 
διάφορες ουσίες (παράγωγα βενζολίου, Biphenyl) λόγω της απώλεις του 
χρώµατος των πλοίων. Οι βαφικές ύλες συµβάλλουν στην εµφάνιση PAHs και 
γενικά αρωµατικών υδρογονανθράκων, οι οποίοι µεταφέρονται σε µεγάλες 
αποστάσεις.Ένα σχειτκά µεγάλο τµήµα της θαλάσσιας περιοχής κοντά στην 
Αµερικανική Βάση είναι υπό στρατιωτική επιτήρηση, γεγονός που διευκολύνει 
την απόρριψη αποβλήτων και την µεταφορά τους (λόγω διασποράς και 
συµµεταφοράς) στην ευρύτερη περιοχή. Η ύπαρξη εγκαταστάσεων 
επεξεργασίας των αποβλήτων στην Βάση µπορεί να µην επαρκεί για την 
αποτελεσµατική και πλήρη επεξεργασία τους και κατά συνέπεια να 
επιβαρύνεται το θαλάσσιο οικοσύστηµα. 
 
Η ανίχνευση φθαλικών ενώσεων (Benzyl Butyl Phthalate και DNP) οφείλεται 
στην µόλυνση της θαλάσσια περιοχής από πλαστικά και πολυµερή υλικά. 
Γενικά τα φθαλικά έχουν χαµηλή τοξικότητα και µόνο σε µεγάλες 
συγκεντρώσεις µπορούν να προκαλέσουν προβλήµατα στο υδάτινο 
οικοσύστηµα.    
 
Εποµένως είναι απαραίτητος ένας πλήρης ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος 
σε δείγµατα που θα προέρχονται από την ευρύτερη θαλάσσια περιοχή του 
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Μαραθίου, έτσι ώστε να ανιχνευθεί η ύπαρξη πολυκυκλικών αρωµατικών 
υδρογονανθράκων και γενικότερα τοξικών ή καρκινογενών ενώσεων και να 
ληφθούν τα κατάλληλα µέτρα για τον περιορισµό της µόλυνσης. Ο ποσοτικός 
προσδιορισµός παρέχει την δυνατότητα σύγκρισης των συγκεντρώσεων των 
ουσιών που θα ανιχνευθούν µε τα      
 
Επιπλέον είναι επιτακτική η ανάγκη ουσιαστικού ελέγχου των πηγών που 
προκαλούν την µόλυνση της περιοχής µε τοξικές και µεταλλαξιογόνες ουσίες. 
Έτσι θα πρέπει να ληφθούν αρκετά δείγµατα από την περιοχή κοντά στην 
Αµερικανική Βάση, ώστε να διαπιστωθεί ο βαθµός ρύπανσης που οφείλεται 
στο πλύσιµο των πλοίων και στα απόβλητά της. Θα πρέπει να ληφθούν 
αυστηρά µέτρα,να επιβληθούν πρόστιµα και γενικά να ενισχυθεί η 
περιβαλλοντική νοµοθεσία.  
 
Τέλος θα πρέπει όλοι να αντιληφθούν την  τεράστια σηµασία του 
περιβάλλοντος και συγκεκριµένα των επιφανειακών υδάτων και να µην 
ρυπαίνουν τα θαλάσσια νερά, µια και η ανίχνευση πλαστικοποιητών 
αποδεικνύει την ανθρώπινη αµέλεια και την έλλειψη ευαισθητοποίησης  
σχετικά µε την προστασία των υδάτινων πόρων.  
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