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Ρερίλθψθ 

κοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν θ ανάπτυξθ και εφαρμογι μιασ μεκόδου 

ποιοτικισ και ποςοτικισ ανάλυςθσ μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων ςε δείγματα 

ανκρϊπινων οφρων με χριςθ υγρισ χρωματογραφίασ υψθλισ απόδοςθσ ςυηευγμζνθσ με 

διαδοχικι φαςματομετρία μαηϊν με θλεκτροψεκαςμό (HPLC-ESI-MS/MS).  Οι φκαλικοί 

διεςτζρεσ χρθςιμοποιοφνται κυρίωσ ςαν πλαςτικοποιθτζσ (πρόςκετα ςτα πλαςτικά), 

βρίςκονται ςε πάρα πολλά προϊόντα όπωσ και επίςθσ μζςω αυτϊν εκλφονται ςε μεγάλεσ 

ποςότθτεσ ςτο περιβάλλον. 

 Ο λόγοσ που αναπτφχκθκε αυτι θ μζκοδοσ είναι θ μελλοντικι χριςθ τθσ, ςτθν 

ανάλυςθ, για πρϊτθ φορά ςτθν Ελλάδα και από τισ πρϊτεσ ςτθν Ευρϊπθ, ενόσ μεγάλου 

αρικμοφ δειγμάτων ανκρϊπινων οφρων και εφρεςθ των επιπζδων των μεταβολιτϊν των 

φκαλικϊν εςτζρων.  Αυτζσ οι ενϊςεισ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ βιοδείκτεσ 

(biomarkers) ζκκεςθσ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ ςτθν περιβαλλοντικι επιδθμιολογία.  Σο 

ενδιαφζρον ςε αυτζσ τισ ενϊςεισ εςτιάηεται ςτο ότι ενϊ ςτα πειραματόηωα ζχουν 

επιβεβαιωμζνεσ δυςμενείσ επιδράςεισ ςτθν υγεία τουσ, ςτον άνκρωπο δεν είναι ακόμα 

ξεκάκαρο αν προκαλοφν παρόμοιεσ επιδράςεισ. 

Αναπτφχκθκε μια μζκοδοσ με ικανοποιθτικά χαρακτθριςτικά όπωσ θ υψθλι 

διαχωριςτικι ικανότθτα, θ ευαιςκθςία, θ επιλεκτικότθτα, θ επαναλθψιμότθτα, θ ακρίβεια, 

οι υψθλζσ ανακτιςεισ, οι ςυγκεντρϊςεισ των τυφλϊν δειγμάτων κάτω από τα όρια 

ανίχνευςθσ, θ ικανότθτα ανάλυςθσ μεγάλου αρικμοφ δειγμάτων και ο ςφντομοσ χρόνοσ 

ανάλυςθσ.  Παρακολουκοφνται ζξι μεταβολίτεσ των φκαλικϊν εςτζρων και τα όρια 

ανίχνευςθσ-ποςοτικοποίθςθσ μεκόδου και οργάνου βρίςκονται ςτα χαμθλά ng/mL.   

Πραγματοποιικθκαν δυο διεργαςτθριακζσ ςυγκρίςεισ τθσ μεκόδου και τα αποτελζςματα 

ιταν πολφ ικανοποιθτικά.  Εφαρμόςτθκε ςε πραγματικά δείγματα για ανάλυςθ τόςο 

ελεφκερων (12 δείγματα) όςο και ολικϊν μεταβολιτϊν (24 δείγματα) και τα αποτελζςματα 

που μετρικθκαν ιταν ςυγκρίςιμα με τθ βιβλιογραφία. 
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Abstract 

The aim of this study was the development and application of an analytical method 

for the qualification and quantitation of phthalate ester metabolites in human urine samples  

using high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry with 

electrospray ionization (HPLC-ESI-MS/MS).  Phthalates are commonly used as plasticizers 

(additives in plastics), they are found in many products and via these are spread to the 

environment in high amounts. 

The reason for the development of this method is its future use for the analysis and 

determination of phthalate metabolite levels in a large number of human urine samples for 

the first time in Greece and   with only a few existing studies in Europe.  The levels of 

phthalate metabolite concentrations are potential biomarkers of exposure in environmental 

epidemiology. Although it has been already shown in animals that exposure to phthalate 

esters causes defects, it is unclear whether human exposure results in adverse health 

effects. 

 A sensitive, accurate, repeatable, selective method with high recoveries and  blank 

concentrations less than limits of detection, was developed for the monitoring of six 

phthalate metabolites.  The analysis is rapid and it can be performed in number of samples. 

The instrumental and method limits of detection and quantification are in the low ng/mL 

levels.  Two interlaboratory comparisons for the method were performed and the results 

were almost identical.  The method was applied in real samples for analyzing both free (12 

samples) and total (24 samples) phthalate metabolite.  The results were comparable with 

literature reports.   
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1 Ειςαγωγι 
 

Οι φκαλικοί εςτζρεσ είναι όρκο-διεςτζρεσ του φκαλικοφ οξζωσ και 

χρθςιμοποιοφνται κυρίωσ ςαν πλαςτικοποιθτζσ.  Επίςθσ περιζχονται ςαν πρόςκετα ςε ζνα 

μεγάλο εφροσ  προϊόντων, όπωσ καλλυντικά, φάρμακα και φυτοφάρμακα.  Είναι ςυνκετικζσ 

ενϊςεισ και  χρθςιμοποιοφνται ςε παγκόςμια κλίμακα αρκετζσ δεκαετίεσ [1,2,3].  Οι 

φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ όπωσ και οι εφαρμογζσ τουσ εξαρτϊνται κυρίωσ από τισ εςτερικζσ 

ομάδεσ που φζρουν.  Με τθν προςκικθ τουσ ςτα πλαςτικά, προςφζρουν ευκαμψία, 

επεξεργαςιμότθτα και αντοχι.  Παρόλα αυτά εκλφονται ςτο περιβάλλον ςε μεγάλεσ 

ποςότθτεσ και αποτελοφν τουσ πιο άφκονουσ τεχνθτοφσ ρυπαντζσ.  Ο άνκρωποσ ζρχεται ςε 

επαφι με τουσ φκαλικοφσ εςτζρεσ μζςω τθσ κατάποςθσ, τθσ ειςπνοισ, τθσ δερματικισ 

επαφισ και προγεννθτικά κατά τθ διάρκεια τθσ εμβρυακισ ανάπτυξθσ [4,5].  

Πειράματα ςε αρουραίουσ ζχουν δείξει ςοβαρότατεσ επιδράςεισ ςτθν υγεία τουσ, 

προκαλϊντασ καρκίνο ςτο ιπαρ, αναπτυξιακζσ και αναπαραγωγικζσ δυςλειτουργίεσ.  

Ακόμα δεν ζχει αποδειχκεί αν οι φκαλικοί εςτζρεσ επιδροφν ςτθν ανκρϊπινθ υγεία με 

αντίςτοιχο τρόπο και γι’ αυτό υπάρχει ανάγκθ εφρεςθσ των επιπζδων ζκκεςθσ ςε μεγάλα 

τμιματα του γενικοφ πλθκυςμοφ.  Οι φκαλικοί διεςτζρεσ όταν ειςζρχονται ςτον ανκρϊπινο 

οργανιςμό(όπωσ και ςτον αρουραίο) μεταβολίηονται ταχφτατα ςτουσ αντίςτοιχουσ 

μονοεςτζρεσ και απομακρφνονται κυρίωσ μζςω των οφρων και των κοπράνων.  Οι 

ςυγκεντρϊςεισ των μεταβολιτϊν αυτϊν ςτα οφρα μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςαν 

βιοδείκτεσ (biomarkers) ζκκεςθσ ςε φκαλικοφσ διεςτζρεσ και είναι αξιοςθμείωτο ότι θ 

βιβλιογραφία είναι ιδιαίτερα περιοριςμζνθ ςτθν Ευρϊπθ [4,6], με τον κφριο όγκο των 

εργαςιϊν να αφορά ςτισ Η.Π.Α. [1,2,3].  
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1.1 Φκαλικοί εςτζρεσ 

1.1.1 Δομι-Ονοματολογία 

 

Εικόνα 1:Γενικι Δομι Φκαλικϊν Εςτζρων 

 

Όπωσ αναφζρκθκε προθγουμζνωσ οι φκαλικοί εςτζρεσ είναι όρκο-διεςτζρεσ του 

φκαλικοφ οξζωσ με τθ γενικι δομι τουσ να παρατίκεται ςτθν Εικόνα 1.   

Ρίνακασ 1: Φκαλικοί διεςτζρεσ και οι μεταβολίτεσ τουσ, που εςτιάςτθκε θ παροφςα μελζτθ 

Φκαλικόσ διεςτζρασ Συντομογραφία Μεταβολίτθσ Συντομογραφία 

Φκαλικόσ 

διαικυλεςτζρασ 

 

DEP Φκαλικόσ αικυλεςτζρασ mEP 

Φκαλικόσ 

διβουτυλεςτζρασ 

 

DBP Φκαλικόσ βουτυλεςτζρασ mBP 

Φκαλικόσ διεςτζρασ 

τθσ 2-αίκυλο-

εξανόλθσ 

DEHP Φκαλικόσ εςτζρασ τθσ 2-

αίκυλο-εξανόλθσ 

mEHP 

Φκαλικόσ εςτζρασ τθσ 2-

αίκυλο-5-υδρόξυ-εξανόλθσ 

mEHHP ι 

5OH-mEHP 

Φκαλικόσ εςτζρασ τθσ 2-

αίκυλο-5-οξο-εξανόλθσ 

mEOHP ι 

5oxo-mEHP 

Φκαλικόσ διεςτζρασ 

τθσ ιςο-εννεαόλθσ 

DiNP Φκαλικόσ εςτζρασ τθσ 

υδρόξυ-ιςο-εννεαόλθσ 

mNP 
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τον Πίνακα 1 παρατίκενται οι φκαλικοί διεςτζρεσ, πρόδρομεσ ενϊςεισ των 

μεταβολιτϊν που εςτιάςτθκε θ παροφςα διατριβι και ςτθν Εικόνα 2 οι δομζσ τουσ, όπωσ 

και οι δομζσ των μεταβολιτϊν.  Αξίηει να ςθμειωκεί ότι οι διεςτζρεσ που παρατίκενται είναι 

οι πλζον χρθςιμοποιοφμενοι ςτθν Ευρϊπθ [4]. 

 

 

Εικόνα 2: Δομζσ μεταβολιτϊν που μελετικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι και των πρόδρομων 
διεςτζρων τουσ 
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1.1.2 Χριςεισ-Εφαρμογζσ 

Οι φκαλικοί εςτζρεσ χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ  και με μικρζσ διακλαδϊςεισ όπωσ 

ο  φκαλικόσ διαικυλεςτζρασ (DEP) χρθςιμοποιοφνται εκτεταμζνα ςτα καλλυντικά. Σο DEP 

ζχει βρεκεί ςχεδόν ςε όλα τα προϊόντα  προςωπικισ φροντίδασ για βρζφθ, παιδιά και 

ενιλικουσ. Επιπλζον, το DBP  είναι ςφνθκεσ  πρόςκετο ςε καλλυντικά για ενθλίκουσ όπωσ  

τα αρϊματα,  τα ςαμπουάν και τα προϊόντα περιποίθςθσ νυχιϊν [4, 7].    

Ρίνακασ 2: Χριςεισ των πρόδρομων ενϊςεων των μεταβολιτϊν τθσ μελζτθσ 

 

Οι φκαλικοί εςτζρεσ υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ  όπωσ ο φκαλικόσ 

βουτυλοβενηυλεςτζρασ  (BBzP), το DEHP, και το  DiNP αλλά και το DBP χρθςιμοποιοφνται ςε 

πλαςτικά, όπωσ τα δάπεδα από βινφλιο, οι βαφζσ και άλλα οικοδομικά υλικά, ςε παιχνίδια, 

πλαςτικζσ ςακοφλεσ, γάντια, παποφτςια και ςε απομιμιςεισ δζρματοσ.  Επί πρόςκετα, το 

DEHP χρθςιμοποιείται ςαν πλαςτικοποιθτισ ςε κάποιεσ ιατρικζσ ςυςκευζσ όπωσ οι φιάλεσ 

αίματοσ και οι ενδοφλζβιοι ςωλινεσ [4].  Επίςθσ χαρακτθριςτικά αναφζρεται ότι μερικά 

μαλακά πλαςτικά περιζχουν ζωσ 40%  DEHP [8].  τθν Ευρϊπθ, τα περιςςότερα τρόφιμα 

που ζρχονται ςε επαφι με πλαςτικά περιζχουν DEHP και DBP, ενϊ το DEHP περιζχεται ςε 

δθμθτριακά, ψωμί, κζικ, ξθροφσ καρποφσ, μπαχαρικά, λάδι ςε ποςότθτεσ περίπου μζχρι και 

τα 10mg/kg[4].  Αξίηει να ςθμειωκεί ότι παγκοςμίωσ παράγονται περιςςότεροι από 8 

διςεκατομμφρια τόνοι φκαλικϊν διεςτζρων ετθςίωσ, από τα οποία  τα 3-4 εκατομμφρια 

τόνων αντιςτοιχοφν ςτθν παραγωγι του  DEHP [9]. Σο 2003, περιςςότεροι από 800.000 

Φκαλικοί διεςτζρεσ Χριςεισ  

Φκαλικόσ διαικυλεςτζρασ (DEP) 

 

Προϊόντα προςωπικισ φροντίδασ, καλλυντικά 

Φκαλικόσ διβουτυλεςτζρασ (DBP) Πλαςτικά PVC, κόλλεσ, προϊόντα προςωπικισ φροντίδασ, 

καλλυντικά, βαφζσ 

Φκαλικόσ διεςτζρασ τθσ 2-αίκυλο-

εξανόλθσ (DEHP) 

Οικοδομικά υλικά (ταπετςαρίεσ, καλϊδια, μονωτικά υλικά), 

προϊόντα αυτοκινιτων (ταπετςαρίεσ, κακίςματα), ρουχιςμόσ 

(παποφτςια, αδιάβροχα), ςυςκευαςίεσ τροφίμων, παιχνίδια, 

ιατρικζσ ςυςκευζσ  

Φκαλικόσ διεςτζρασ τθσ ιςο-

εννεανόλθσ (DiNP) 

Μάνικεσ κιπων, πιςίνεσ, πλακάκια, παιχνίδια 
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τόνοι φκαλικϊν χρθςιμοποιικθκαν ςτθ Δυτικι Ευρϊπθ, 24% DEHP και παραπάνω από 50%  

DiNP και DIDP ( φκαλικόσ διεςτζρασ τθσ ιςο-δεκανόλθσ) [10]. 

Σελικά, ςχεδόν όλα τα βιομθχανικά καταναλωτικά προϊόντα περιζχουν φκαλικοφσ 

εςτζρεσ ι ίχνθ τουσ. Παρόλο που οι ςυγκεκριμζνεσ ουςίεσ μεταβολίηονται πολφ γριγορα, θ 

επιμόλυνςθ του περιβάλλοντοσ είναι ςθμαντικι εξαιτίασ τθσ εκτεταμζνθσ χριςθσ τουσ και 

τθσ παρουςίασ των φκαλικϊν χαμθλοφ άλλα και υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ ςτθ ςκόνθ, ςτο 

ζδαφοσ και ςτον αζρα [4,8,11].  

 

1.1.3 Φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ 

Οι φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των φκαλικϊν εξαρτϊνται κυρίωσ από το μικοσ και τισ 

διακλαδϊςεισ των πλευρικϊν αλυςίδων που φζρουν.  Ο υδρόφοβοσ χαρακτιρασ τουσ 

αυξάνεται με τθν αφξθςθ του μικουσ των αλυςίδων, και ο αρικμόσ των ιςομερϊν 

αυξάνεται με τθν αφξθςθ τθσ πολυπλοκότθτασ των αλυςίδων. ε κερμοκραςία 

περιβάλλοντοσ οι ενϊςεισ αυτζσ είναι υγρζσ και ςχεδόν  όλεσ ζχουν ςθμείο τιξθσ  

χαμθλότερο από τουσ -25οC. Επίςθσ ζχουν ςθμείο βραςμοφ το οποίο κυμαίνεται από 230 οC 

μζχρι 486 οC. Οι φκαλικοί εςτζρεσ με μεγάλο μοριακό βάροσ ζχουν ςθμείο βραςμοφ που 

πρζπει να υπολογιςτεί ςε ςυνκικεσ χαμθλϊν πιζςεων ϊςτε να αποτραπεί θ κερμικι 

διάςπαςι τουσ.  Σα χαμθλά ςθμεία τιξθσ και ταυτόχρονα τα υψθλά ςθμεία βραςμοφ 

ςυνειςφζρουν ςτθν χρθςιμότθτά τουσ ςαν πλαςτικοποιθτζσ και ςαν υγρά μζςα μεταφοράσ 

κερμότθτασ. 

Ρίνακασ 3: Φυςικζσ ιδιότθτεσ των πρόδρομων φκαλικϊν διεςτζρων των μεταβολιτϊν που εςτιάηεται  
θ παροφςα μελζτθ. 

Φκαλικόσ 

εςτζρασ 

Χθμικόσ 

τφποσ 

Μικοσ 

αλυςίδασ 

αλκυλίου 

(Αρικμόσ 

ατόμων C) 

Μοριακό       

Βάροσ         

(Dalton) 

Σθμείο 

τιξθσ      

(oC) 

Ειδικό 

βάροσ  

(g/mL) 

DEP C12H14O4 2 222.2 -40 1.118 

DBP C16H22O4 4 278.4 -35 1.042 

DEHP C24H38O4 8 390.6 -47 0.986 

DiNP C26H4O4 9 418.6 (418.6-432.6) -48 0.97 

Για το DiNP που είναι μίγμα ιςομερϊν φκαλικϊν διεςτζρων τθσ ιςοεννανόλθσ, δίνεται ο χθμικόσ τφποσ του πιο 

αντιπροςωπευτικοφ ιςομεροφσ και το εφροσ των μοριακϊν βαρϊν *12,13,14]. 
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Η διαλυτότθτα ςτο νερό είναι ιδιαίτερα ςθμαντικι ιδιότθτα, θ οποία επθρεάηει τθν 

πικανότθτα βιοδιάςπαςθσ και βιοςυςςϊρευςθσ μιασ χθμικισ ουςίασ, κακϊσ και τθν 

τοξικότθτα τθσ.  Επίςθσ, θ διαλυτότθτα είναι ζνασ κακοριςτικόσ παράγοντασ που ελζγχει 

τθν κατανομι των χθμικϊν ουςιϊν ςτο περιβάλλον. 

 Ωςτόςο, ο υπολογιςμόσ τθσ διαλυτότθτασ υδρόφοβων ουςιϊν είναι αρκετά 

περίπλοκοσ αφοφ περιπλζκονται διάφορα πειραματικά προβλιματα. τθν περίπτωςθ των 

φκαλικϊν διεςτζρων, θ αδυναμία να διαχωριςτοφν τα κολλοειδι γαλακτϊματα από το 

υδατικό διάλυμα είναι ζνα αρχικό πρόβλθμα που εμποδίηει τον ακριβι υπολογιςμό τθσ 

διαλυτότθτασ [15].  Επίςθσ υπάρχει επιμόλυνςθ από τθ χριςθ πλαςτικϊν ςτο εργαςτιριο 

και επίςθσ ,από τθ ςτιγμι, που οι φκαλικοί εςτζρεσ υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ ζχουν 

χαμθλότερθ πυκνότθτα από το νερό ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ, ςχθματίηουν ζνα 

λεπτό ςτρϊμα ςτθν επιφάνεια τουσ, οπότε κακίςταται δφςκολθ θ μεταφορά υδατικϊν 

διαλυμάτων δια μζςου των ςτρωμάτων αυτϊν [13]. 

 Γνωρίηοντασ τα παραπάνω προβλιματα, ςτον Πίνακα 4 ςυνοψίηονται οι 

διαλυτότθτεσ των φκαλικϊν ςτο νερό. τα αποτελζςματα φαίνεται για τουσ φκαλικοφσ 

εςτζρεσ χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ μια τάςθ μείωςθσ τθσ διαλυτότθτασ κακϊσ αυξάνεται ο 

αρικμόσ των ανκράκων ςτο τμιμα OR’ του διεςτζρα. 

ε αντίκεςθ, οι φκαλικοί εςτζρεσ υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ δεν φαίνεται να 

εμφανίηουν παρόμοια τάςθ. Επί πλζον, μετριςεισ που πραγματοποιικθκαν με 

διαφορετικζσ πειραματικζσ διαδικαςίεσ, ςυχνά, διαφζρουν αρκετζσ τάξεισ μονάδων. Πιο 

πρόςφατεσ μετριςεισ είναι κατά ζνα μεγάλο ποςοςτό ςφμφωνεσ με τισ κεωρθτικζσ 

προβλζψεισ που βαςίηονται ςτθ δομι των μορίων. Ο λιπόφιλοσ ι όχι χαρακτιρασ μιασ 

ζνωςθσ μασ παρζχει ςθμαντικζσ πλθροφορίεσ για τθν περιβαλλοντικι τθσ ςυμπεριφορά 

(πικανότθτα ενςωμάτωςθσ ι πρόςλθψθσ από οργανιςμοφσ, προςρόφθςθσ ςε ςτερεά που 

περιζχουν οργανικι φλθ κ.α.).  Αυτι θ ιδιότθτα μπορεί να προςεγγιςτεί μζςω τθσ τάςθσ 

μιασ ζνωςθσ να κατανζμεται μεταξφ οκτανόλθσ και νεροφ.  

 Ζνασ απλόσ, αξιόπιςτοσ και ακριβισ τρόποσ υπολογιςμοφ του ςυντελεςτι 

λιποφιλίασ, ενϊςεων με μικρι διαλυτότθτα και υδρόφοβων όπωσ οι φκαλικοί διεςτζρεσ 

είναι θ μζκοδοσ ‘‘αργισ ανάδευςθσ’’ [16,17,18].  Αυτι θ μζκοδοσ επιτρζπει το ςχθματιςμό 

ιςορροπίασ μειϊνοντασ ταυτόχρονα τον ςχθματιςμό γαλακτωμάτων. 
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Ρίνακασ 4: Κακοριςτικζσ φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ για τθν κατανομι των φκαλικϊν διεςτζρων ςτο 
περιβάλλον [19]. 

Ζνωςθ 
Log ςυντελεςτι 

κατανομισ Οκτανόλθσ- 
Νεροφ(Κow) 

Διαλυτότθτα ςτο νερό 
(mg/L) 

Τάςθ ατμϊν 

(mm Hg, 25oC) 

DEP 

2.21 2.42 260 [20] 1080   

2.21 2.47 400 [21] 1160-1240 20 
o
C 4.8 10

-5
  

2.24 2.51 [21] 680 1340-1400 30 
o
C 3.9 10

-4
  

2.29 2.65 [20] 720 7028 6.1 10
-4

  

2.35 2.67 896  8.1 10
-4

  

3.00  928 1100
*
 1.2 10

-3
  

 2.38 
*
   1.65 10

-3
  

    5.0 10
-3

[20]  

    1.0 10
-3*

  

DnBP 

3.74 4.57 1.5 [20] 10.5-11.1 20 
o
C 9.3 10

-6
 4.1 10

-5
 

4.08 4.61 [20] 3.2 11.2-11.5 30
o
C 1.7 10

-5
 7.3 10

-5
 

4.11 4.63 [21] 3.25 11.2 1.9 10
-5

 1.2 10
-4

 

4.13 4.72 4.9
 
[21] 13.0 2.08 10

-5
 2.5 10

-4 
[20] 

4.30 4.72 8.7-9.6  2.7 10
-5

  

4.39 4.79 10.1 11.2
*
 3.5 10

-5
 2.7 10

-5*
 

4.50 5.15   3.6 10
-5

  

4.56      

 4.45
*
     

DEHP 

4.20-5.22 7.54
 
[21] 0.0006 0.285 4.1 10

-8
 <3.4 10

-7
 

5.11 7.80 8.90 0.0011
 
[20] 0.34 4.5 10

-8
 3.8 10

-7
 

7.06 7.86-8.15 0.041 0.40 7.2 10
-8

 7.1 10-7 

7.14±0.15 7.94 0.16 0.40 9.8 10
-8

 6.4 10
-6

 

7.27 8.06 0.27-0.36 1.16 2.8 10
-7

 1.4 10
-6 

[20] 
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Ρίνακασ 4(Συνζχεια): Κακοριςτικζσ φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ για τθν κατανομι των φκαλικϊν ςτο 
περιβάλλον[19].  

Ζνωςθ 

Log ςυντελεςτι 
κατανομισ 
Οκτανόλθσ- 
Νεροφ(Κow) 

Διαλυτότθτα ςτο νερό 
(mg/L) 

Τάςθ ατμϊν 

(mm Hg, 25oC) 

DEHP 

7.45 8.39 [20]  1.2 3.3 10
-7

 1.4 10
-4

 

7.45±0.006      

 7.50 *  0.003 *  1.0 10
-7 

* 

DiNP 

>8.0 * 9.4
 
[20] 7.8 10

-5 
[21] 0.0006 <1.0 10

-1
 5.4 10

-7
 

9.0  2.3 10
-5

[20] 0.20 2.3 10
-7 

[20]  

     5.0 10
-7 

* 

   <0.001 *   

*:προτεινόμενθ τιμι 

Όπωσ φαίνεται και ςτον Πίνακα 4 για φκαλικοφσ εςτζρεσ χαμθλοφ μοριακοφ 

βάρουσ, (π.χ. DEP και DBP) εμφανίηονται αρκετά ςτακερζσ τιμζσ.  Όςο αυξάνεται το 

μζγεκοσ τθσ αλκυλικισ αλυςίδασ, το logΚow αυξάνεται, υποδεικνφοντασ τθν αφξθςθ του 

λιπόφιλου χαρακτιρα. Σο DEHP αποτελεί ζνα από τουσ φκαλικοφσ εςτζρεσ υψθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ που ζχουν μελετθκεί περιςςότερο.  Σο logΚow ζχει υπολογιςτεί 7.54 με 

χριςθ HPLC [12], ενϊ με χριςθ τθσ μεκόδου ‘‘αργισ- ανάδευςθσ’’ υπολογίςτθκε  από 7.14 

ζωσ 7.45 [16, 17, 18].  Η EPA U.S ζχει υπολογίςει το logΚow 7.54 βαςιηόμενοι ςτθ μοριακι 

του δομι με χριςθ του μοντζλου SPARK[21].  Οι τιμζσ logΚow για φκαλικοφσ εςτζρεσ με 

μοριακό βάροσ μεγαλφτερο από του DiNP κυμαίνονται από 9 ζωσ 13 [21]. 

Η τάςθ ατμϊν παίηει ιδιαίτερο ρόλο ςτθν πορεία των εκπομπϊν των φκαλικϊν. 

υνικωσ, υπολογίηεται με απευκείασ μζτρθςθ τθσ πίεςθσ ςε αυξανόμενεσ κερμοκραςίεσ. 

Με τα ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα και χρθςιμοποιϊντασ τισ εξιςϊςεισ Clausius-Clapeyron 

ι Antoine είναι δυνατόσ ο υπολογιςμόσ τθσ τάςθσ ατμϊν.  Οι τιμζσ τθσ τάςθσ ατμϊν που 

αναφζρεται ςτθ βιβλιογραφία παρατίκενται ςτον Πίνακα 4. Παρότι υπάρχουν 

διαφοροποιιςεισ ςε επίπεδα κάποιων τάξεων μεγζκουσ, υπάρχει μια γενικι τάςθ ότι θ 

τάςθ ατμϊν των φκαλικϊν μειϊνεται περιςςότερο από τζςςερισ τάξεισ μεγζκουσ κακϊσ 

αυξάνεται το μικοσ τθσ αλκυλικισ αλυςίδασ. 
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1.1.4 Κατανομι ςτο περιβάλλον 

Εξαιτίασ τθσ τεράςτιασ χριςθσ των φκαλικϊν ςε πολυάρικμα προϊόντα και τθσ 

ικανότθτασ τουσ να κατανζμονται ςε διάφορα μζρθ ςτο περιβάλλον, ανιχνεφονται όχι μόνο 

ςε τρόφιμα και προϊόντα ευρείασ κατανάλωςθ αλλά και ςτο εςωτερικό περιβάλλον των 

ςπιτιϊν, με αποτζλεςμα τθν επιμόλυνςθ τθσ οικιακισ ςκόνθσ και του αζρα ςτο εςωτερικό 

των ςπιτιϊν . 

 τθν οικιακι ςκόνθ, τα επίπεδα των DEHP και DiNP υπερζβαιναν αυτά των υψθλά 

πτθτικϊν φκαλικϊν όπωσ των DEP και DBP. ε διάφορεσ ζρευνεσ, βρζκθκαν μεςαία 

επίπεδα ςτα: DEP<10mg/kg, DBP 40-50mg/kg και DEHP 400-700mg/kg [22,23,24,25].  Για 

τον εςωτερικό αζρα των ςπιτιϊν όμωσ,  αυτζσ οι ςχζςεισ είναι αντίςτροφεσ, και τα επίπεδα 

είναι: DEP>350-650ng/m3, DBP 600-1200ng/m3 και DEHP 150-450ng/m3 [23,26,27]. 

 Για βρζφθ και νιπια, τα παιχνίδια που περιζχουν φκαλικοφσ εςτζρεσ είναι μια 

πικανι πθγι ρφπανςθσ μζςω τθσ ειςαγωγισ των παιχνιδιϊν ςτο ςτόμα. Οι εκτιμιςεισ τθσ 

ζκκεςθσ ςτο DiNP κυμαίνονται από 5 ζωσ 44μg/kg βάρουσ ςϊματοσ/θμζρα, ενϊ του DEHP 

φτάνουν ζωσ τα 85μg/kg βάρουσ ςϊματοσ/θμζρα [3]. Λαμβάνοντασ υπόψθ τθ τοξικότθτα 

των φκαλικϊν και το ρυκμό που απελευκερϊνονται από τα παιχνίδια, απαγορεφτθκε από 

τθν Ευρωπαϊκι Ζνωςθ το 1999 θ χριςθ των DnBP, BBzP, DEHP, DiNP, DiDP ςε παιχνίδια που 

προορίηεται για παιδιά κάτω των τριϊν ετϊν [28]. 

 

1.1.5 Τοξικότθτα των φκαλικϊν 

ε ζρευνεσ που ζχουν γίνει για διάφορα χρονικά διαςτιματα ςε τρωκτικά, 

παρουςιάςτθκαν ανεπικφμθτεσ παρενζργειεσ, οι οποίεσ εξαρτϊνται από τισ δόςεισ, ςτο 

ςυκϊτι, ςτο νεφρό και για ςυγκεκριμζνουσ φκαλικοφσ εςτζρεσ ςτον κυρεοειδι αδζνα και 

ςτουσ όρχεισ. θμαντικζσ διαφορζσ υπάρχουν για διαφορετικά είδθ τρωκτικϊν και ανάμεςα 

ςε αρςενικά και κθλυκά.  

 χετικά με τθν καρκινογζνεςθ, θ δράςθ του DEP είναι αμφιςβθτιςιμθ. Για το DiNP 

δεν υπάρχουν ςχετικζσ ενδείξεισ, ενϊ το DBP φαίνεται να ςυνδζεται με τθν ανάπτυξθ 

όγκων.  Η ζκκεςθ ςε DEHP δθμιοφργθςε θπατοκυτταρικά καρκινϊματα ςε τρωκτικά μαηί με 

άλλα ςυμπτϊματα όπωσ πολλαπλαςιαςμό των υπεροξυςωμάτων, αφξθςθ τθσ 

δραςτθριότθτασ των Cyp4A1 και PCoA κ.α. [29].  Σα περιςςότερα από αυτά τα ςυμπτϊματα 

καταλφονται από τον υποδοχζα PPAR-alpha.  Ζχει όμωσ αποδειχκεί ότι ςε ποντίκια τα οποία 

είναι ζτςι γενετικά τροποποιθμζνα ϊςτε ζνα ι περιςςότερα γονίδια να είναι 
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απενεργοποιθμζνα και ταυτόχρονα ζχουν τον υποδοχζα PPAR-alpha, ότι θ χοριγθςθ DEHP 

δεν οδιγθςε ςε θπατοκυτταρικά καρκινϊματα. Για διάφορουσ λόγουσ, παρενζργειεσ που 

ςχετίηονται με τθν δράςθ του υποδοχζα PPAR ςτα ποντίκια, δεν υπάρχουν και ςτουσ 

ανκρϊπουσ [30,31,32,33,34,35,36]. Αυτό οδιγθςε τον Διεκνι Οργανιςμό Ζρευνασ για τον 

Καρκίνο (International Agency on Research on Cancer, IARC) να κατατάξει το DEHP από 

‘‘πικανό καρκινογόνο για τον άνκρωπο’’ ςαν ‘‘μθ ταξινομιςιμο ςαν καρκινογενζσ για τον 

άνκρωπο’’[37].  

Ωςτόςο, τα τελευταία χρόνια οι τοξικολογικζσ ανθςυχίεσ αυξικθκαν εξαιτίασ τθσ 

πικανισ δράςθσ των φκαλικϊν ωσ ενδοκρινικοί διαταράκτεσ.  Η πικανότθτα ότι οι φκαλικοί 

εςτζρεσ προκαλοφν δυςμενείσ επιπτϊςεισ ςτο αναπαραγωγικό και αναπτυξιακό ςφςτθμα 

του ανκρϊπου αξιολογικθκε από το Εκνικό Κζντρο Σοξικολογίασ για τθν αξιολόγθςθ των 

κινδφνων για τθν Ανκρϊπινθ Αναπαραγωγι (National Toxicology Program Center for the 

Evaluation Of Risks to Human Reproduction, NTP-CERHR,) [30].  Επιλζχκθκαν επτά φκαλικοί 

εςτζρεσ για αξιολόγθςθ λόγω τθσ μεγάλθσ παραγωγισ τουσ, τθσ ζκκεςθσ των ανκρϊπων ςε 

αυτά, τθσ χριςθσ τουσ ςε παιδικά παιχνίδια και λόγω των δθμοςιευμζνων ςτοιχείων για τθν 

αναπαραγωγικι και αναπτυξιακι δράςθ τουσ (NTP-CERHR, 2000, 2003a-f,2005) (Πίνακασ 5) 

[31,32,33,34,35,36].   

Λόγω ζλλειψθσ ςτοιχείων που αφοροφν ανκρϊπινεσ μελζτεσ πάνω ςτουσ 

φκαλικοφσ εςτζρεσ, χρθςιμοποιικθκαν μελζτεσ που διεξιχκθςαν ςε πειραματόηωα και τα 

αποτελζςματα (NOAEL 1, LOAEL 2) ςυγκρίκθκαν με τα διακζςιμα ςτοιχεία τθσ ανκρϊπινθσ 

ζκκεςθσ. Βαςιηόμενοι ςε αυτά τα ςτοιχεία, εκφράςτθκαν ανθςυχίεσ ότι θ ανκρϊπινθ 

ζκκεςθ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ οδθγεί ςε μείωςθ του αρικμοφ των ςπερματοηωαρίων, ςε 

ιςτολογικζσ αλλαγζσ ςτουσ όρχεισ και μειωμζνθ γονιμότθτα.  

ε αναπτυξιακζσ μελζτεσ, βρζκθκαν αυξιςεισ ςτθν προγεννθτικι κνθςιμότθτα, 

μειωμζνθ ανάπτυξθ και μειωμζνο βάροσ του βρζφουσ, ςκελετικζσ και εξωτερικζσ 

                                                           
1 NOAEL: No Observed Adverse Effect Level: Η υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ ι ποςότθτα μιασ 
ουςίασ, που υπολογίηεται μζςω πειραμάτων ι παρακολοφκθςθσ, που δεν προκαλεί καμία 
δυςμενι αλλαγι ςτθ μορφολογία, τθν λειτουργικι ικανότθτα, τθν ανάπτυξθ και τθν 
διάρκεια ηωισ ενόσ οργανιςμοφ. 
 
2 LOAEL: Lowest Observed Adverse Effect Level: Η χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ ι ποςότθτα 
μιασ ουςίασ που υπολογίηεται μζςω πειραμάτων ι παρακολοφκθςθσ, και προκαλεί 
δυςμενείσ αλλαγζσ ςτθν μορφολογία, τθν λειτουργικι ικανότθτα, ανάπτυξθ και διάρκεια 
ηωισ ενόσ οργανιςμοφ- ςτόχου ςε αντίκεςθ με φυςιολογικοφσ οργανιςμοφσ του ίδιου 
είδουσ, υπό κακοριςμζνεσ ςυνκικεσ ζκκεςθσ. 
 



 

25 
 

δυςμορφίεσ κακϊσ και δυςμορφίεσ ςτα ςπλάχνα. ε μελζτεσ δφο γενεϊν, βρζκθκαν 

πικανζσ επιπτϊςεισ ςτο βάροσ του βρζφουσ, μειωμζνθ απόςταςθ μεταξφ όρχεων και τθσ 

βάςθσ των γεννθτικϊν οργάνων των ανδρϊν, μειωμζνα επίπεδα τεςτοςτερόνθσ, μείωςθ 

των ςπερματοκφτταρων και άλλεσ ιςτο-πακολογικζσ αλλαγζσ ςτουσ όρχεισ. 

 
Ρίνακασ 5: Πικανζσ επιπτϊςεισ των φκαλικϊν ςτον άνκρωπο (ΝΣR-CERHR)  

Άνκρωποσ Ζκκεςθ 

(μg/kg 

bw/day) 

Επιπτϊςεισ 

Σοβαρι 

ανθςυχία 

Ανθςυχία Μερικι 

ανθςυχία 

Ελάχιςτθ 

ανθςυχία 

Μθδενικι 

ανθςυχία 

Ανεπαρκι 

ςτοιχεία 

κινδφνου 

ΒBP     DD R (ενιλικοι 

άνδρεσ) 

 

DBP 2-10   D υψθλι 

ζκκεςθ 

D R 

(ενιλικεσ) 

 

DEHP 1-30 D (άνδρεσ 

,παιδιά) 

R (παιδιά 

<1ζτουσ) 

R, υψθλζσ 

δόςεισ 

αρςενικά 

παιδιά 

R   

   D, 

αρςενικά 

ζμβρυα 

εγκφων 

υπό 

ιατρικι 

αγωγι  

R, 

αρςενικά 

ζμβρυα 

   

DnHP ?      D/R 

DnOP <30     R D 

DINP ?    D/R   

DIDP <30    D R  

D: αναπτυξιακά προβλιματα R: αναπαραγωγικά προβλιματα bw: βάροσ ςϊματοσ 

 

Παρενζργειεσ ςτθν ανάπτυξθ του εμβρφου παρατθρικθκαν ςε εγκυμονοφντα ηϊα 

μετά από ζκκεςθ ςε ςυγκεντρϊςεισ μεγαλφτερεσ από 100mg DBP/kg βάρουσ 

ςϊματοσ/θμζρα, 200mg DiDP/kg βάρουσ ςϊματοσ/θμζρα, 500-1000mg DiNP/kg βάρουσ 

ςϊματοσ/θμζρα, και ςε ςυγκεντρϊςεισ μεγαλφτερεσ από 1000mg ΒΒP/kg βάρουσ 

ςϊματοσ/θμζρα. ε ζρευνεσ δφο γενεϊν, παρουςιάςτθκαν αναπαραγωγικά προβλιματα ςε 
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αρουραίουσ και ποντίκια με ζκκεςθ ςε 143-285mg DiNP/kg βάρουσ ςϊματοσ/θμζρα. 

Ζκκεςθ ςε DBP ζδειξε αναπτυξιακι και αναπαραγωγικι τοξικότθτα από τα 100 mg/kg 

βάρουσ ςϊματοσ/θμζρα. 

Βαςιηόμενοι κυρίωσ ςε ζρευνεσ που διεξιχκθςαν ςε πειραματόηωα, αποδείχκθκε 

ότι το DEHP είναι ο φκαλικόσ εςτζρασ με τθν μεγαλφτερθ τοξικότθτα, ιδίωσ ςε 

ςυγκεκριμζνεσ ομάδεσ ανκρϊπων, όπωσ παιδιά μικρότερα του ενόσ ζτουσ, άρρωςτα παιδιά 

ςε κρίςιμθ κατάςταςθ και ζγκυεσ γυναίκεσ που υποβάλλονται ςε κεραπευτικι αγωγι με 

χριςθ ιατρικϊν ςυςκευϊν που περιζχουν DEHP (βλ. Πίνακασ 5). 

 

1.2 Μεταβολιςμόσ των φκαλικϊν  

1.2.1 Γενικά ςτοιχεία 

Οι φκαλικοί διεςτζρεσ μεταβολίηονται ταχφτατα ςτον οργανιςμό του ανκρϊπου ςε 

δφο φάςεισ: θ πρϊτθ φάςθ είναι θ υδρόλυςθ που ακολουκείται από τθ δεφτερθ φάςθ τθ 

ςφηευξθ με μια γλουκορονικι ομάδα (βλ. Εικόνα 3). 

 
Εικόνα 3: Γενικό μεταβολικό μονοπάτι  των φκαλικϊν 
 

Πιο αναλυτικά, ςτθ πρϊτθ φάςθ ο φκαλικόσ διεςτζρασ υδρολφεται ςτο κφριο 

μεταβολίτθ του, το φκαλικό μονοεςτζρα, ςε μια διαδικαςία που καταλφεται από ειδικά 

ζνηυμα, τισ λιπάςεσ και τισ εςτεράςεσ ςτο ζντερο και ςτο παρζγχυμα [38,39].  Θεωρθτικά θ 

υδρόλυςθ κα ζπρεπε να μειϊνει τα επίπεδα τοξικότθτασ των φκαλικϊν αλλά in vivo και in 

vitro πειράματα ζχουν δείξει ότι οι φκαλικοί διεςτζρεσ γίνονται τοξικότεροι όταν 
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υδρολφονται προσ τουσ αντίςτοιχουσ μονοεςτζρεσ [40].  Οι ςχετικά πολικά και χαμθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ φκαλικοί εςτζρεσ εκκρίνονται κυρίωσ ςτα οφρα με τθ μορφι των 

μονοεςτζρων, ενϊ οι φκαλικοί εςτζρεσ υψθλότερου μοριακοφ βάρουσ υφίςτανται πολλζσ 

βιομετατροπζσ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ περαιτζρω υδροξυλίωςθσ και οξείδωςθσ τουσ 

και ςτθ ςυνζχεια, εκκρίνονται ςτα οφρα ι τα κόπρανα με τθ ςυηευγμζνθ μορφι τουσ (βλ. 

Εικόνα 3) [41,42]. Η δεφτερθ φάςθ καταλφεται από ζνα ζνηυμο, τθν ουριδινό-5- 

διφωςφογλυκουρο-μεταφοράςθ από το οποίο ςχθματίηεται θ ςυηευγμζνθ ζνωςθ.  

 

1.2.2 DEP και DBP  

Οι φκαλικοί εςτζρεσ  χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ ςυνικωσ εκκρίνονται ςτα οφρα με 

τθ μορφι του ελεφκερου μονοεςτζρα. τα ανκρϊπινα οφρα το 70% του mEP που εκκρίνεται 

είναι ςε ελεφκερθ μορφι [6,43].  O μεταβολιςμόσ του DBP ςτουσ αρουραίουσ είναι γνωςτόσ 

πολλά χρόνια[44].  Με τθ χοριγθςθ μιασ απλισ δόςθσ DBP ςτουσ αρουραίουσ, το 80-90% 

του DBP μεταβολίηεται και εκκρίνεται ςτα οφρα μζςα ςε 48 ϊρεσ και το 5% εκκρίνεται ςτα 

κόπρανα. τα οφρα ανιχνεφκθκαν, κυρίωσ ο φκαλικόσ μονοβουτυλεςτζρασ (mBP) ςε 

ποςοςτό 88%, ενϊ οι μεταβολίτεσ, μονο-4-υδροξυβουτυλεςτζρασ, μονο-3-

υδροξυβουτυλεςτζρασ και φκαλικό οξφ αντιςτοιχοφςαν ςτο 8.2% των εκκρινόμενων 

φκαλικϊν μονοεςτζρων.  

Άλλεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ γλυκουρονιομζνθ μορφι του mBP είναι ο κφριοσ 

μεταβολίτθσ ςτα οφρα των αρουραίων και των χάμςτερ [45], ενϊ το mBP και θ 

γλυκουρονιομζνθ μορφι του ιταν παρόντεσ ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ ςυμπεριλαμβανομζνων 

του πλακοφντα, του εμβρφου και του αμνιακοφ υγροφ ςε εγκφουσ αρουραίουσ 30 λεπτά 

μετά τθ χοριγθςθ τθσ δόςθσ. Σο DBP αντιςτοιχοφςε ςτο λιγότερο από 1% [46].  Παρομοίωσ 

μελζτεσ ςτον άνκρωπο ζδειξαν ότι μόνο το 6% του ςυνολικοφ mBP εκκρίνεται με τθν 

ελεφκερθ μορφι ενϊ το υπόλοιπο με τθ γλυκουρονιομζνθ μορφι του[42]42.   

Σο πολφ απλό μεταβολικό μονοπάτι και το γεγονόσ ότι το mBP είναι ο κφριοσ 

μεταβολίτθσ του DBP είναι ζνασ λόγοσ που όλεσ οι μελζτεσ χρθςιμοποιοφν το mBP ςαν 

βιοδείκτθ 3 για τθν ζκκεςθ ςε DBP.  

                                                           
3 Βιοδείκτθσ (biomarker): Χαρακτθριςτικό που μπορεί να μετρθκεί αντικειμενικά και να 
αξιολογθκεί ωσ δείκτθσ μια φυςιολογικισ ι πακολογικισ εργαςίασ ι ωσ απόκριςθ ςε μια 
κεραπευτικι αγωγι. 
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1.2.3 DEHP και DiNP 

Σο DEHP είναι o πλζον χρθςιμοποιοφμενοσ φκαλικόσ εςτζρασ  και επιπλζον είναι 

αυτό που ζχει μελετθκεί περιςςότερο.  Ειςερχόμενο ςτον οργανιςμό μεταβολίηεται 

ταχφτατα ανεξαιρζτωσ τον τρόπο ζκκεςθσ. Σο πρϊτο βιμα είναι θ μετατροπι του DEHP 

ςτον αντίςτοιχο μονοεςτζρα, ο οποίοσ με τθ ςειρά του μεταβολίηεται ταχφτατα μζςω 

διάφορων αντιδράςεων οξείδωςθσ [47]. Ο ςυνολικόσ μεταβολιςμόσ του DEHP 

παρουςιάηεται ςτθν Εικόνα 4 [48]. 

 

 

Εικόνα 4: Μεταβολιςμόσ του DEHP. Οι κφριοι μεταβολίτεσ του είναι τονιςμζνοι[48]. 

 

Tο mEHP δεν ςχθματίηεται μόνο από υδρόλυςθ του DEHP αλλά μπορεί να ειςζλκει 

ςτον οργανιςμό και από άλλεσ πθγζσ.  Επίςθσ αντιπροςωπεφει μόνο το 10% του αρχικοφ 

DEHP, ζχοντασ και το μικρότερο χρόνο αποβολισ από όλουσ τουσ υπόλοιπουσ μεταβολίτεσ. 

Οπότε, ο μεγάλοσ χρόνοσ αποβολισ των mEOHP και mEHHP τα κακιςτοφν εξαίρετουσ 

βιοδείκτεσ επιβάρυνςθσ του οργανιςμοφ, ενϊ τα  mECPP και mCMHP δίνουν πλθροφορίεσ 

για τθν βραχυχρόνια ζκκεςθ.   Οι παραπάνω πλθροφορίεσ για τουσ μεταβολίτεσ του DEHP 

παρατίκενται ςχθματικά ςτον Πίνακα 6. 
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Ρίνακασ 6: Ρλεονεκτιματα (+) και μειονεκτιματα (-) των βιοδεικτϊν του DEHP 

 Ανκεκτικότθτα Ροςότθτα t/2 Τοξικότθτα 

mEHP - - - ? 

mEHHP + + + + 

mEOHP + + + + 

mECPP + + ++ + 

mCMHP + -/+ ++ + 

 

Ο φκαλικόσ διεςτζρασ τθσ ιςο-εννεανόλθσ (DiNP) αποτελείται από μια ομάδα 

ιςομερϊν εννεανολϊν, τα οποία διαφζρουν ςτο μικοσ και ςτισ διακλαδϊςεισ. ε αντίκεςθ 

με το DEHP, οι μζλετεσ που ζχουν γίνει για το DiNP είναι ςχετικά λίγεσ. Όπωσ και άλλοι 

φκαλικοί εςτζρεσ υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ, ζτςι και το DiNP μεταβολίηεται ςε διάφορουσ 

δευτερεφοντεσ μεταβολίτεσ πριν εκκρικεί από τον οργανιςμό μζςω των οφρων [49,50]. 

 

1.3 Ενδοκρινικζσ διαταραχζσ ςτον άνκρωπο 
Πολλζσ ζρευνεσ ςε ηϊα ζχουν δείξει ότι θ περιγεννθτικι ζκκεςθ ςε DBP και ςε 

άλλουσ φκαλικοφσ εςτζρεσ με μεγαλφτερο μοριακό βάροσ όπωσ τα BBzP, DEHP, DiNP κακϊσ 

και ςτουσ μεταβολίτεσ τουσ οδθγεί ςε ςεξουαλικζσ διαφοροποιιςεισ ςε αρςενικά ποντίκια. 

Οι επιδράςεισ που παρατθρικθκαν περιλαμβάνουν κρυψορχίεσ, μειωμζνα επίπεδα 

τεςτοςτερόνθσ, ατροφία των όρχεων, ανωμαλίεσ των κυττάρων Sertoli, μείωςθ θμεριςιασ 

παραγωγισ ςπζρματοσ και μείωςθ του αρικμοφ των ςπερματοηωαρίων.  Ζκκεςθ ςε 

φκαλικοφσ εςτζρεσ με μικρότερεσ διακλαδϊςεισ όπωσ το DMP και το DEP, δεν οδθγεί ςε 

παρόμοια ςυμπτϊματα [51,52,53,54,55,56,57,58]. Η ζκκεςθ ςε DEHP των κθλυκϊν 

απογόνων ςτθ μιτρα, κακϊσ και θ ζκκεςθ ςε DEHP μζςω του κθλαςμοφ προκαλεί 

κακυςτζρθςθ ςτθν ζναρξθ τθσ εφθβείασ[59].  Πολλζσ από τισ ςυνζπειεσ για τθν ανάπτυξθ 

του ανδρικοφ αναπαραγωγικοφ ςυςτιματοσ που παρατθρικθκαν ςε αρςενικοφσ 

αρουραίουσ μετά από μθτρικι ζκκεςθ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ, παρατθροφνται και ςε άνδρεσ 

με φνδρομο Δυςγενζςιασ Όρχεων (Σesticular Dysgenesis Syndrome, TDS) [ 51,60,61]. 

Ωςτόςο είναι ακόμα αςαφζσ το αν θ ζκκεςθ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ προκαλεί 

κινδφνουσ για τθν ανκρϊπινθ υγεία αφοφ οι ζρευνεσ ςε ανκρϊπουσ δεν ζχουν δείξει μια 

ςαφι ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ ζκκεςθσ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ και ςτθν ανκρϊπινθ υγεία [62].  
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Όμωσ ςε πρόςφατεσ ζρευνεσ υπάρχουν ενδείξεισ ότι θ ζκκεςθ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ 

μάλλον είναι επικίνδυνθ για τον άνκρωπο.  ε ενιλικουσ άνδρεσ παρατθρικθκε μια 

ςυςχζτιςθ μεταξφ του επιπζδου του mEP ςτα οφρα και των βλαβϊν του DNA ςτο ςπζρμα, 

ενϊ τα mMP, mBP, mBzP δεν ςυνδζονται ςθμαντικά με τθ ςυγκεκριμζνθ παρενζργεια [63, 

64].  Επίςθσ δεν υπάρχει καμία ςχζςθ μεταξφ του mEHP ςτα οφρα και τθσ βλάβθσ του DNA 

ςτο ςπζρμα αν δεν λθφκοφν υπόψθ οι δευτερεφοντεσ μεταβολίτεσ του DEHP, εκτόσ και αν 

γίνει προςαρμογι του επιπζδου του mEHP με τουσ άλλουσ μεταβολίτεσ [65]. 

Οπότε όςο μεγαλφτεροσ είναι ο λόγοσ MEHP/MEHHP ι MEHP/MEOHP τόςο 

μεγαλφτερθ είναι θ βλάβθ υποδεικνφοντασ ζτςι ότι ο περαιτζρω μεταβολιςμόσ του MEHP 

ςτουσ άλλουσ μεταβολίτεσ προςτατεφει από βλάβεσ ςτο DNA του ςπζρματοσ. Ωσ εκ τοφτου, 

προτάκθκε θ ςχζςθ μεταξφ MEHP και δευτερογενϊν μεταβολιτϊν να γίνει δείκτθσ για τον 

μεταβολιςμό του DEHP ςε λιγότερο τοξικοφσ μεταβολίτεσ. ε μια πρόςφατθ ζρευνα 

βρζκθκε ότι υπάρχει ςχζςθ μεταξφ τθσ ςυγκζντρωςθσ του MBP ςτα οφρα και τθσ χαμθλισ 

κινθτικότθτασ και ςυγκζντρωςθσ των ςπερματοηωαρίων ενϊ δεν βρζκθκε καμία ςχζςθ με 

το MMP, το MEP και τουσ κυριότερουσ μεταβολίτεσ του DEHP [66].   Ο λόγοσ όμωσ που οι 

φκαλικοί μεταβολίτεσ προκαλοφν βλάβεσ ςτθν ποιότθτα του ςπζρματοσ δεν είναι 

ξεκάκαροσ. τισ παραπάνω μελζτεσ, είναι πικανό οι βλάβεσ ςτθν ποιότθτα του ςπζρματοσ 

να μθν προκαλοφνται από τουσ φκαλικοφσ μεταβολίτεσ αλλά ςε άλλουσ παράγοντεσ. 

 Τπάρχουν και άλλεσ μελζτεσ που εξετάηουν τθν ζκκεςθ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ και 

τα επίπεδα των ορμονϊν που ςχετίηονται με τθν αναπαραγωγι ςε ενιλικουσ άνδρεσ. 

Άνδρεσ που ζχουν υψθλι επαγγελματικι ζκκεςθ ςε DBP και DEHP ςε ςφγκριςθ με μια 

ομάδα ελζγχου ζχουν μια μικρι μείωςθ του επιπζδου τθσ τεςτοςτερόνθσ αλλά δεν 

αποδείχκθκε καμία κετικι ςυςχζτιςθ ανάμεςα ςτα επίπεδα τθσ τεςτοςτερόνθσ και ςτα 

επίπεδα του DBP και DEHP ςτα οφρα για τθν ςυγκεκριμζνθ ομάδα. Επίςθσ, δεν υπιρχε 

καμία διαφορά ςτα επίπεδα διάφορων ορμονϊν όπωσ τθσ κυλακιοτρόπουσ ορμόνθσ (FSH), 

τθσ ωχρινοποιθτικισ ορμόνθσ (LH) και τθσ οιςτραδιόλθσ ςτον ορό του αίματοσ ανάμεςα ςτισ 

δφο ομάδεσ. Αντίκετα, ςε μια άλλθ ζρευνα ςυςχζτιηαν τα επίπεδα των MBP και MBzP ςτα 

οφρα με τα επίπεδα των αναπαραγωγικϊν ορμονϊν, κυλακιοτρόπουσ και αναςταλτίνθσ Β67 

ςτον ορό του αίματοσ. 

 Οι παραπάνω μελζτεσ εςτιάηονται ςτθν ζκκεςθ ενιλικων ανδρϊν ςε φκαλικοφσ 

εςτζρεσ.  Να ςθμειωκεί ότι θ πιο ευάλωτθ περίοδοσ ζκκεςθσ για το ανδρικό 

αναπαραγωγικό ςφςτθμα είναι θ προγεννθτικι και περιγεννθτικι περίοδοσ. ε δφο ζρευνεσ 

ςε ανκρϊπινουσ οργανιςμοφσ, αναφζρονται αποτελζςματα που ςυνδζουν προβλιματα 



 

31 
 

ςτθν υγεία του εμβρφου ι του νεογνοφ με τθν ζκκεςθ ςτουσ φκαλικοφσ εςτζρεσ [68, 69, 

70]. τθν πρϊτθ μελζτθ [68], χρθςιμοποίθςαν τον δείκτθ (anogenital index, AGI) ο οποίοσ 

βαςίηεται ςτθν απόςταςθ του πρωκτοφ από τθ βάςθ των γεννθτικϊν οργάνων (anogenital 

distance, AGD), μια τιμι που χρθςιμοποιείται ςτθν τοξικολογία ωσ μζτρο αρρενοποίθςθσ. Ο 

παραπάνω δείκτθσ μετρικθκε ςε αγόρια 2-30 μθνϊν και ςυγκρίκθκε με τθν ζκκεςθ των 

μθτζρων τουσ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ ευρείασ χριςεωσ κατά τθν διάρκεια τθσ εγκυμοςφνθσ 

τουσ. Οι μθτζρεσ που είχαν αυξθμζνθ προγεννθτικι ζκκεςθ ςε DEP, DBP, DiBP και BBzP  

γζννθςαν παιδιά που είχαν μειωμζνθ τθν απόςταςθ AGD. 

Η δεφτερθ ζρευνα [69] αφορά μια μελζτθ ελζγχου ςυχνότθτασ εμφάνιςθσ 

κρυψορχίασ ςε αρςενικά νιπια.  ε αυτιν τθν ζρευνα μετρικθκαν ςαν βιοδείκτεσ για τθν 

πρόωρθ λειτουργία των όρχεων, οι αναπαραγωγικζσ ορμόνεσ των αρςενικϊν νθπίων ςτθν 

θλικία των τριϊν μθνϊν, και ςχετίςτθκαν με τθ ςυγκζντρωςθ ζξι φκαλικϊν μονοεςτζρων ςε 

δείγματα μθτρικοφ γάλακτοσ από τισ αντίςτοιχεσ μθτζρεσ [70].  Αναλφκθκαν δείγματα οροφ 

αίματοσ για να μετρθκοφν τα επίπεδα τεςτοςτερόνθσ, LH, FSH, αναςταλτίνθσ Β. τθσ 

ορμόνθσ binding globulin (SHBG) ενϊ μετρικθκε και ο λόγοσ τεςτοςτερόνθσ/SHBG που 

ονομάηεται FAI (free androgen index) και χρθςιμοποιείται για τον προςδιοριςμό ανωμαλιϊν 

των ανδρογόνων ςτουσ ανκρϊπουσ.  τα δείγματα μθτρικοφ γάλακτοσ ανιχνεφκθκαν τα 

mEP, mMP, mBP, mBzP, mEHP και miNP.  Παρατθρικθκε ότι θ εμφάνιςθ κρυψορχίασ δεν 

ςχετίηεται με τουσ μεταβολίτεσ αλλά τα επίπεδα των αναπαραγωγικϊν ορμονϊν των 

νθπίων επθρεάηονται μζςω του μθτρικοφ γάλακτοσ.  Πιο ςυγκεκριμζνα, το mEP και το mBP 

είχαν κετικι ςυςχζτιςθ με τθ SHBG, τα mEP, mMP και mBP με το λόγο LH/FAI, το miNP με 

τθ LH ενϊ το mBP είχε αρνθτικι ςυςχζτιςθ με το FAI. τα παιδιά που δεν παρουςίαηαν 

κρυψορχίεσ το mEΗP και το miNP επίςθσ είχαν κετικι ςυςχζτιςθ με το λόγο LH/FAI[71].  

υνολικά, από όλεσ αυτζσ τισ ςυςχετίςεισ, ςαν ςυμπζραςμα παρατθρείται  μείωςθ 

τθσ δράςθσ των ανδρογόνων ςτα αγόρια που είχαν υψθλι μθτρικι ζκκεςθ. Σα 

αποτελζςματα από τισ δφο ζρευνεσ ςυνοψίηονται ςτον Πίνακα 7.  

 Η ζκκεςθ ςε φκαλικοφσ εςτζρεσ ζχει, επίςθσ, ςυνδεκεί με άλλεσ αρνθτικζσ 

ςυνζπειεσ ςτθν ανκρϊπινθ υγεία εκτόσ από τισ επιπτϊςεισ ςτον αναπαραγωγικό ςφςτθμα. 

Μελζτεσ ςε ανκρϊπουσ ζχουν δείξει ςυςχζτιςθ τθσ ζκκεςθσ ςε DEHP με ενδομθτρίωςθ [72] 

και μείωςθ τθσ διάρκειασ τθσ κφθςθσ [73].  
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Ρίνακασ 7: υςχζτιςθ μεταξφ τθσ απζκκριςθσ των επιπζδων των μθτρικϊν φκαλικϊν και των δεικτϊν 
τθσ αναπαραγωγικισ υγείασ των βρεφϊν 
 

 mMP mEP mBP miBP mBzP mEHP miNP 

LH nc nc nc  nc nc + 

SHBG nc + +  nc nc nc 

LH/FAI + + +  nc +α +α 

FAI nc nc -  nc nc nc 

AGD nc + + + + nc  

 
 nc: καμία ςυςχζτιςθ, +: κετικι ςυςχζτιςθ,-: αρνθτικι ςυςχζτιςθ, α: μόνο αγόρια χωρίσ κρυψορχίεσ 

 

1.4 Αναλυτικζσ τεχνικζσ για τον προςδιοριςμό των μεταβολίτϊν των 
φκαλικϊν εςτζρων ςε ανκρϊπινα οφρα και άλλεσ μιτρεσ 

Τπάρχουν ιδθ ςτθ βιβλιογραφία μια ςειρά δθμοςιεφςεων με μεκόδουσ για ανάλυςθ 

μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων ςε ανκρϊπινα οφρα.  Οι περιςςότερεσ δθμοςιεφςεισ 

προζρχονται από Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, U.S.A..  Αυτζσ οι 

μελζτεσ χρθςιμοποιοφν κακαριςμό των δειγμάτων των οφρων με εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ 

(Solid Phase Extraction, SPE), είτε αυτοματοποιθμζνθ είτε όχι,  και ςτθ ςυνζχεια ανάλυςθ με 

υγρι χρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ ςυηευγμζνθ με διαδοχικι φαςματομετρία μαηϊν 

(High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectometry, HPLC-MS/MS), είτε 

με πθγι θλεκτροψεκαςμοφ (Electrospray Ionization, ESI) είτε με χθμικό ιονιςμό υπό 

ατμοςφαιρικι πίεςθ (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI) [90].  Επίςθσ δυο 

άλλεσ  παρεμφερείσ εργαςίεσ ζχουν δθμοςιευκεί από μια άλλθ ερευνθτικι ομάδα (Institute 

and Outpatient Clinic of Occupational, Social and Environmental Medicine, University of 

Erlangen-Nuremberg) όπου επίςθσ χρθςιμοποιοφν HPLC-MS/MS και κακαριςμό των 

δειγμάτων μζςω μιασ προςτιλθσ ςυνδεδεμζνθσ πριν τθν αναλυτικι ςτιλθ[74,75].  Σζλοσ 

ακόμα μια ομάδα ζχει δθμοςιεφςει μια εργαςία ανάπτυξθσ μεκόδου με ςυηευγμζνθ 

(online) SPE-HPLC-MS/MS [76] βαςιςμζνθ ς’ζνα βακμό ςτθν προαναφερόμενθ μζκοδο [87].  

Επίςθσ παραλλαγζσ των παραπάνω μεκόδων ζχουν χρθςιμοποιθκεί για ανάλυςθ επιπζδων 

των μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων ςτο ανκρϊπινο μθτρικό γάλα [77], ςε 

ςυςκευαςμζνο αγελαδινό γάλα [78], ςε ανκρϊπινα αμνιακά υγρά [79], ςάλιο [80], ορό 
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αίματοσ [81], μθκϊνιο και ςπζρμα [82].  Επίςθσ ζχουν αναφερκεί και αρκετζσ εργαςίεσ ςε 

με αναλφςεισ βιολογικϊν υγρϊν από πειραματόηωα για εφρεςθ των επιπζδων των 

μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων [83,84,85,86]. 

 

1.5 Στόχοι τθσ διατριβισ 
Ο κφριοσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι θ ανάπτυξθ και εφαρμογι μιασ 

μεκόδου ποιοτικισ και ποςοτικισ ανάλυςθσ των κυριότερων μεταβολιτϊν των φκαλικϊν 

εςτζρων ςε δείγματα ανκρϊπινων οφρων με χριςθ HPLC-ESI-MS/MS.    Λόγω του μεγάλου 

κόςτουσ των προτφπων ενϊςεων, ιχνθκετθμζνων και μθ, οι μεταβολίτεσ που κα 

παρακολουκεί θ μζκοδοσ κα είναι οι ςθμαντικότεροι από επιδθμιολογικισ ςκοπιάσ. 

Η μζκοδοσ κα πρζπει να είναι ικανι να μετράει ελευκζρουσ και ολικοφσ 

μεταβολίτεσ των φκαλικϊν εςτζρων ϊςτε μελλοντικά να εφαρμοςτεί ςε ανάλυςθ μεγάλου 

αρικμοφ δειγμάτων.  Σα επικυμθτά χαρακτθριςτικά τθσ μεκόδου κα πρζπει να είναι θ 

υψθλι διαχωριςτικι ικανότθτα, θ ευαιςκθςία, θ επιλεκτικότθτα, θ επαναλθψιμότθτα, θ 

ακρίβεια, οι υψθλζσ ανακτιςεισ, τα χαμθλά όρια ανίχνευςθσ, τα χαμθλά ι μθδενικά 

επίπεδα μεταβολιτϊν ςτα τυφλά δείγματα, θ ικανότθτα ταυτόχρονθσ ανάλυςθσ μεγάλου 

αρικμοφ δειγμάτων, θ απλότθτα, ο ςφντομοσ χρόνοσ ανάλυςθσ και θ ελάχιςτθ κατανάλωςθ 

αντιδραςτθρίων και διαλυτϊν.  Επίςθσ κα πρζπει να εξακριβωκεί θ αξιοπιςτία τθσ 

μεκόδου. 

Σζλοσ, κα πρζπει να εφαρμοςτεί ςε μια ςειρά πραγματικϊν δειγμάτων, τόςο για 

ανάλυςθ ελεφκερων όςο και ολικϊν μεταβολιτϊν και να αξιολογθκοφν τα αποτελζςματα 

ςε ςχζςθ με τισ υπάρχουςεσ βιβλιογραφικζσ αναφορζσ. 
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2 Ρειραματικό μζροσ 
 

Οι τεχνικζσ επεξεργαςίασ, διαχωριςμοφ και ανίχνευςθσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν 

παροφςα μελζτθ περιγράφονται ςτθ ςυνζχεια. 

 

2.1 Εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ 
Η εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ (solid phase extraction, SPE) αποτελεί μια από τισ πιο 

ςυνθκιςμζνεσ μεκόδουσ επεξεργαςίασ δειγμάτων με τθν οποία επιτυγχάνεται είτε 

κακαριςμόσ είτε και ςυμπφκνωςθ ι αλλαγι διαλφτθ.  Σο δείγμα διζρχεται από 

προςροφθτικό υλικό, το οποίο ςυγκρατείται ςε μια διάταξθ που ονομάηεται φυςίγγιο 

(cartridge), και κατακρατοφνται οι υπό ανάλυςθ ενϊςεισ ενϊ απομακρφνονται οι 

ανεπικφμθτεσ  ι το αντίςτροφο. 

Ο μθχανιςμόσ που λαμβάνει χϊρα κατά τθν κατακράτθςθ των ουςιϊν ςτο 

προςροφθτικό υλικό μπορεί να είναι: 

 Κανονικισ φάςθσ, όπου οι εν λόγω ουςίεσ κατακρατοφνται από μια πολικότερθ 

ςτατικι φάςθ (πλθρωτικό υλικό) ςε ςχζςθ με το διαλφτθ ζκλουςθσ. 

 Ανάςτροφθσ φάςθσ, όπου οι εν λόγω ουςίεσ κατακρατοφνται από μια πιο 

άπολθ ςτατικι φάςθ (πλθρωτικό υλικό) ςε ςχζςθ με το διαλφτθ ζκλουςθσ. 

 Ιονανταλλαγισ, όπου πραγματοποιείται ανταλλαγι ιόντων μεταξφ ςτατικισ 

φάςθσ και διαλφτθ ζκλουςθσ. 

Σα πλεονεκτιματα τθσ SPE περιλαμβάνουν τθν απλότθτα, τισ υψθλζσ ανακτιςεισ, 

τον αποτελεςματικό κακαριςμό των δειγμάτων, τθν ενδεχόμενθ ςυμπφκνωςθ που μπορεί 

να μειϊςει ιδιαιτζρα τα όρια ανίχνευςθσ μιασ μεκόδου, τθν ελαχιςτοποίθςθ κατανάλωςθσ 

οργανικϊν διαλυτϊν και τθ ςυμβατότθτα με τισ διάφορεσ χρωματογραφικζσ τεχνικζσ. 

Η εκχφλιςθ ςτερεάσ φάςθσ περιλαμβάνει τα εξισ βιματα: 

1. Ενεργοποίθςθ των δραςτικϊν ομάδων του προςροφθτικοφ υλικοφ με 

διζλευςθ κατάλλθλου διαλφτθ ι χριςθ προενεργοποιθμζνων φυςιγγίων 

(preconditioned cartridges). 

2. Διζλευςθ του δείγματοσ από τθ ςτιλθ και κατακράτθςθ είτε των 

επικυμθτϊν ουςιϊν είτε των προςμίξεων. 
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3. Ζκπλυςθ του φυςιγγίου για απομάκρυνςθ προςμίξεων 

4. ε περίπτωςθ που οι προσ ανάλυςθ ουςίεσ βρίςκονται προςροφθμζνεσ ςτθ 

ςτιλθ, ακολουκεί θ ζκλουςθ τουσ με κατάλλθλο διαλφτθ. 

 

Εικόνα 5: χθματικι αναπαράςταςθ τθσ διαδικαςίασ τθσ εκχφλιςθσ ςτερεάσ φάςθσ 

 

2.2 Υγρι Χρωματογραφία Υψθλισ Απόδοςθσ 
Η υγρι χρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ (high performance liquid 

chromatography, HPLC) είναι μια ευρφτατα διαδεδομζνθ τεχνικι διαχωριςμοφ και 

χρθςιμοποιείται ςτθν ποιοτικι και ποςοτικι ανάλυςθ ουςιϊν ςε πολφπλοκα δείγματα. 

Η αρχι λειτουργίασ τθσ τεχνικισ αυτισ βαςίηεται ςτουσ διαφορετικοφσ ςυντελεςτζσ 

κατανομισ των ςυςτατικϊν ενόσ δείγματοσ μεταξφ μιασ υγρισ κινθτισ φάςθσ και μιασ 

ςτατικισ φάςθσ, θ οποία βρίςκεται κακθλωμζνθ ςε μια ςτιλθ. Σο δείγμα κινείται μζςα ςε 

αυτιν τθ ςτιλθ κάτω από υψθλι πίεςθ παραςυρόμενο από τθν κινθτι φάςθ. Οι διαφορζσ 

ςτουσ ςυντελεςτζσ κατανομισ των προσ ανάλυςθ ουςιϊν ςε ςχζςθ με τθν κινθτι και ςτερει 

φάςθ ζχουν ςαν αποτζλεςμα, ενϊ οι ουςίεσ ειςζρχονται τθν ίδια ςτιγμι ςτθ ςτιλθ, να 

εξζρχονται ςε διαφορετικοφσ χρόνουσ. 

Ο τφποσ χρωματογραφίασ που χρθςιμοποιικθκε ιταν  υγρι χρωματογραφία 

υψθλισ απόδοςθσ ανάςτροφθσ φάςθσ. ε αυτιν τθν περίπτωςθ θ κινθτι φάςθ είναι πιο 

πολικι από τθ ςτατικι και οι πολικότερεσ ενϊςεισ εξζρχονται ταχφτερα από τθ ςτιλθ. 

Ο χρόνοσ κατακράτθςθσ τθσ κάκε ζνωςθσ εξαρτάται από τθν πολικότθτα τθσ 

ζνωςθσ αυτισ, τθ ςφςταςθ τθσ κινθτισ φάςθσ, το είδοσ τθσ ςτατικισ φάςθσ και τθ 

κερμοκραςία. Όςον αφορά ςτθν ζκλουςθ των ουςιϊν γίνεται είτε ιςοκρατικά (isocratic 

elution), όπου θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ φάςθσ παραμζνει αμετάβλθτθ κατά τθ διάρκεια τθσ 
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ανάλυςθσ είτε βακμιδωτά (gradient elution), όπου θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ φάςθσ 

μεταβάλλεται κατά τθ διάρκεια τθσ ανάλυςθσ. 

Μια τυπικι διάταξθ HPLC αποτελείται από τα εξισ τμιματα: 

1. Αντλία (LC pump): πρόκειται για ζνα ςφςτθμα που παρζχει ςυνεχι και 

επαναλιψιμθ ροι κινθτισ φάςθσ υπό υψθλι πίεςθ 

2. φςτθμα ειςαγωγισ δείγματοσ (injector): αποτελείται από μια περιςτρεφόμενθ 

βαλβίδα υψθλισ πίεςθσ με βρόγχο. 

3. τιλθ (column): είναι ζνασ ευκφγραμμοσ χαλφβδινοσ ςωλινασ που περιζχει τθ 

ςτατικι φάςθ. 

4. Ανιχνευτισ (detector): με τον ανιχνευτι γίνεται φανερι θ παρουςία των 

ενϊςεων που εξζρχονται από τθ ςτιλθ και μετράται θ ςυγκζντρωςθ τουσ ςτθν 

κινθτι φάςθ. 

5. Καταγραφικό (data logger): αποτελεί το μζςο ςυλλογισ, αποκικευςθσ και 

παρουςίαςθσ των αποτελεςμάτων τθσ ανάλυςθσ και είναι ζνασ θλεκτρονικόσ 

υπολογιςτισ εφοδιαςμζνοσ με το κατάλλθλο λογιςμικό. 

 

2.3 Διαδοχικι φαςματομετρία μαηϊν με θλεκτροψεκαςμό 
(electrospray ionization tandem mass spectrometry) 

 Η φαςματομετρία μαηϊν με πθγι ιονιςμοφ θλεκτροψεκαςμό περιγράφθκε πρϊτθ 

φορά το 1984 και ςιμερα αποτελεί μια από τισ ςθμαντικότερεσ τεχνικζσ για μετριςεισ 

πολικϊν οργανικϊν ενϊςεων, πεπτιδίων, πρωτεϊνϊν, ολιγονουκλεοτιδίων, ακόμα και με 

μοριακό βάροσ μεγαλφτερο από 100.000 amu.  Επίςθσ ςε αντίκεςθ με τισ κλαςςικζσ πθγζσ 

ιονιςμοφ επιτρζπει τθν ανάλυςθ μθ πτθτικϊν ι κερμικά αςτακϊν ενϊςεων και βρίςκει 

εφαρμογζσ ςτο χαρακτθριςμό ανόργανων ουςιϊν και ςυνκετικϊν πολυμερϊν.  Ο ιονιςμόσ 

με θλεκτροψεκαςμό πραγματοποιείται ςε ατμοςφαιρικι πίεςθ και κερμοκραςία ςε τρία 

ςτάδια: 

1. χθματιςμόσ ςταγόνασ 

2. υρρίκνωςθ τθσ ςταγόνασ 

3. Παραγωγι ιόντων ςτθν αζρια φάςθ 
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Εικόνα 6: χθματικι αναπαράςταςθ τθσ διαδικαςίασ ιονιςμοφ ςε πθγι θλεκτροψεκαςμοφ 

 

Σο διάλυμα τθσ προςδιοριηόμενθσ ζνωςθσ αντλείται μζςω ενόσ τριχοειδοφσ από 

silica ςε μια ανοξείδωτθ βελόνα με ταχφτθτα μερικϊν μL/min.  Σο διάλυμα του δείγματοσ 

εξζρχεται από τθ βελόνα ςε μορφι νζφουσ, όπου εφαρμόηεται υψθλό δυναμικό.  Σα 

ςταγονίδια φορτίηονται και τα εντόσ του διαλφματοσ ιόντα ςυςςωρεφονται ςτθν επιφάνεια 

και ςχθματίηουν ζνα κϊνο (Taylor cone).  ε αρκετά ιςχυρό πεδίο, ο κϊνοσ παράγει κετικά 

φορτιςμζνεσ ςταγόνεσ όταν θ εφαρμοηόμενθ θλεκτροςτατικι δφναμθ υπερβεί τθν 

επιφανειακι τάςθ του διαλφτθ. Η διάμετροσ τθσ ςταγόνασ εξαρτάται από το εφαρμοηόμενο 

δυναμικό, τθν ταχφτθτα ροισ του διαλφματοσ και τθ φφςθ του διαλφτθ. Σο νζφοσ των 

ςταγονιδίων κατευκυνόμενο προσ τον αναλυτι μαηϊν διαςχίηει μια βακμιδωτι μεταβολι 

τθσ πίεςθσ και λαμβάνει χϊρα θ ςταδιακι εξάτμιςθ του διαλφτθ, θ οποία επιφζρει μείωςθ 

τθσ διαμζτρου των ςταγονιδίων και αφξθςθ τθσ πυκνότθτασ του φορτίου τουσ.  Η 

πυκνότθτα του φορτίου ςτθν επιφάνεια κάκε ςταγόνασ αυξάνει ςυνεχϊσ μζχρι ενόσ 

κρίςιμου ςθμείου, που ονομάηεται όριο Rayleigh.  Σότε πραγματοποιείται ςχάςθ των 

ςταγονιδίων (ςχάςθ Coulomb) ςε πολφ μικρότερα, ο διαλφτθσ εξατμίηεται περεταίρω  και 

ιόντα περνάνε ςτθν αζρια φάςθ και οδθγοφνται ςτον αναλυτι μαηϊν.  Για τθν ευκολότερθ 

εκνζφωςθ του διαλφματοσ κακϊσ αυτό εξζρχεται από τθ βελόνα, ςυνικωσ διαβιβάηεται 

ζνα αζριο εκνζφωςθσ (sheath gas).  Παράλλθλα το αζριο αυτό δρα και ςαν αζριο ξιρανςθσ 

(auxiliary gas).  

 Λόγω του ότι ο θλεκτροψεκαςμόσ είναι μαλακι (soft) τεχνικι ιονιςμοφ, δεν 

υπάρχει ζντονθ κραυςματοποίθςθ και είναι αρκετά ςφνθκεσ το φάςμα μάηασ μια ζνωςθσ 
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να περιζχει μόνο το μοριακό ιόν. Αυτό το γεγονόσ περιορίηει τθν επιλεκτικότθτα αυτϊν των 

μεκόδων και για να λυκεί αυτό το πρόβλθμα χρθςιμοποιοφνται τεχνικζσ διαδοχικισ 

φαςματομετρίασ μαηϊν, οι οποίεσ παρουςιάηουν εξαιρετικά αυξθμζνθ επιλεκτικότθτα.  αν 

αναλυτισ μαηϊν ςτθν παροφςα εργαςία υπάρχει ζνα ςφςτθμα με τρία τετράπολα. Από 

αυτά το πρϊτο και το τρίτο είναι αναλυτζσ μαηϊν και το δεφτερο, που ςχθματίηει γωνία, 

χρθςιμεφει ςαν κυψελίδα πρόςκρουςθσ ϊςτε να ζχουμε περαιτζρω κραυςματοποίθςθ των 

αρχικϊν ιόντων που πζραςαν από το πρϊτο τετράπολο και κα ξανααναλυκοφν ςτο τρίτο. 

 

Εικόνα 7: χθματικι αναπαράςταςθ του αναλυτι μαηϊν με ςφςτθμα τριϊν τετραπόλων. Να 
ςθμειωκεί ότι ςτθν παροφςα εργαςία, ο φαςματογράφοσ μάηασ που χρθςιμοποιιται(TSQ Quanum, 
Thermo Finnigan)  είναι εφοδιαςμζνοσ με γωνιακό δεφτερο τετράπολο(κυψελίδα πρόςκρουςθσ) και 
όχι ευκφγραμμο όπωσ ςτθν εικόνα. 

 

2.4 Τεχνικι Σάρωςθσ με Παρακολοφκθςθ Επιλεγμζνθσ Αντίδραςθσ 
Κατά τθν ςάρωςθ με παρακολοφκθςθ επιλεγμζνθσ αντίδραςθσ (Selected Reaction 

Monitoring, S.R.M.),  μελετάται μια χαρακτθριςτικι αντίδραςθ ι ομάδα αντιδράςεων για 

κάκε αναλυόμενθ ζνωςθ.  Αρχικά επιλζγεται ζνα πρόδρομο ιόν από το MS1 φάςμα μάηασ, 

όπωσ και ςτθ μζκοδο παρακολοφκθςθσ επιλεγμζνου ιόντοσ (Selected Ion Monitoring, 

S.I.M.).  ε αντίκεςθ όμωσ με τθ μζκοδο SIM που ςταματάει ς’ αυτό το ςτάδιο, το 

επιλεγμζνο ιόν κραυςματοποιιται ξανά, και παρακολουκείται κάποιο κυγατρικό ιόν ι 

ιόντα από το MS2 φάςμα μάηασ.  Ζτςι θ επιλεκτικότθτα τθσ μεκόδου αυξάνεται κατακόρυφα 

ςε ςχζςθ με τισ ςυμβατικζσ τεχνικζσ φαςματομετρίασ μάηασ και λόγω τθσ παρακολοφκθςθσ 

επιλεγμζνων ιόντων μόνο, δεν υπάρχει μεγάλθ μείωςθ ςτθν ευαιςκθςία τθσ μεκόδου. 
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2.5 Υλικά και Μζκοδοι 

2.5.1 Ρρότυπεσ ενϊςεισ 

Ο φκαλικόσ-μόνο-αικυλεςτζρασ, ο φκαλικόσ μόνο-κ-βουτυλεςτζρασ, ο φκαλικόσ 

μόνο-2αίκυλ-εξανεςτζρασ, ο φκαλικόσ μόνο-2ζκυλ-5φδροξυ-εξανεςτζρασ, ο φκαλικόσ 

μόνο-2αίκυλ-5όξο-εξανεςτζρασ, ο φκαλικόσ μόνο-ίςο-εννεανοεςτζρασ, θ  4-

methylumbelliferrone και οι ανάλογεσ ενϊςεισ επιςθμαςμζνεσ με 13C, ιταν διαλυμζνεσ ςε 

ακετονιτρίλιο ςε ςυγκζντρωςθ 100 μg/ml και προμθκεφτθκαν από τθν Cambridge Isotope 

Laboratories.  Σο 4-methylumbelliferyl glucoronide προμθκεφτθκε από τθν Sigma Aldrich.  

τθν Εικόνα 8 παρατίκεται θ γενικι δομι των ιχνθκετθμζνων μεταβολιτϊν των φκαλικϊν 

εςτζρων.  Με αςτερίςκο φαίνονται ςε ποιεσ κζςεισ τθσ κάκε ζνωςθσ(1, 2 του δακτυλίου και 

ςτισ καρβοξυλομάδεσ) ζχει χρθςιμοποιθκεί C13 ςτισ επιςθμαςμζνεσ πρότυπεσ ενϊςεισ. 

,  

 

Εικόνα 8: Γενικι δομι ιχνθκετθμζνων μεταβολιτϊν των φκαλικϊν διεςτζρων 

 

2.5.2 Αντιδραςτιρια 

Σο ζνηυμο E.Coli β-glucoronidase, 140 μονάδεσ ενεργότθτασ/mL, προμθκεφτθκε από 

τθ Roche.  Σο οξικό αμμϊνιο και το όξινο φωςφορικό νάτριο προμθκεφτθκαν από τθ Fluka.  

Σο οξικό οξφ(παγόμορφο) προμθκεφτθκε από τθν Carlo Erba.  Σο φωςφορικό οξφ, 85%, 

προμθκεφτθκε από τθ Riedel de Haen.  Σο υδροξείδιο του αμμωνίου, 28% και οι 

διαλφτεσ(ακετονιτρίλιο, μεκανόλθ και οξικόσ αικυλεςτζρασ), ιταν τφπου ChromaSolv for 

HPLC,  και προμθκεφτθκαν από τθ Sigma Aldrich.  Σο απιοντιςμζνο υπερκάκαρο νερό που 

χρθςιμοποιικθκε, είχε ειδικι αντίςταςθ 18,2ΜΩ*cm,  το οποίο είναι μζτρο του πόςο 

αποτελεςματικά ζχουν απομακρυνκεί τα ιόντα από το απιοντιςμζνο νερό και κατά 

ςυνζπεια τθσ κακαρότθτασ του.  
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2.5.3 Διαλφματα  

Σα διαλφματα των  μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων παραςκευάςτθκαν ςε 

υπερκάκαρο νερό με ςυγκζντρωςθ 2μg/ml ςε γυάλινα ςκουρόχρωμα φιαλίδια όγκου 4mL 

με καπάκια από teflon.  Επίςθσ τα διαλφματα των ιχνθκετθμζνων μεταβολιτϊν των 

φκαλικϊν εςτζρων παραςκευάςτθκαν ςε υπερκάκαρο νερό με ςυγκζντρωςθ 2μg/mL-8 

μg/mL ςε γυάλινα ςκουρόχρωμα φιαλίδια όγκου 4mL με καπάκια από teflon .  Σα 

διαλφματα τθσ  4-methylumbelliferone, τθσ επιςθμαςμζνθσ 4-methylumbelliferone, του 4-

methylumbelliferyl glucoronide παραςκευάςτθκαν ςε υπερκάκαρο νερό με ςυγκζντρωςθ 

2μg/ml ςε γυάλινα ςκουρόχρωμα φιαλίδια όγκου 4mL με καπάκια από teflon.  

Σο ρυκμιςτικό διάλυμα οξικοφ αμμωνίου/οξικοφ οξζωσ παραςκευάςτθκε ςε 

ςυγκζντρωςθ  1Μ, διαλφοντασ 3,854g οξικό αμμϊνιο ςε 50mL υπερκάκαρο νερό και 

ρυκμίςτθκε το pH ςε 6.5 με προςκικθ οξικοφ οξζωσ.  Σο ρυκμιςτικό διάλυμα υδροξειδίου 

του αμμωνίου παραςκευάςτθκε προςκζτοντασ 535 μL υδροξειδίου του αμμωνίου 28% ςε 

50 mL υπεκάκαρο νερό και 50 mL ακετονιτρίλιο.  Σο ρυκμιςτικό διάλυμα όξινου 

φωςφορικοφ νατρίου/φωςφορικοφ οξζωσ παραςκευάςτθκε ςε ςυγκζντρωςθ 0,14Μ 

διαλφοντασ 4,366g όξινο φωςφορικό νάτριο ςε 200mL υπερκάκαρο νερό και ρφκμιςτθκε το 

pH ςε 2,0 προςκζτοντασ φωςφορικό οξφ. 

 

2.5.4 Φυςίγγια (cartridges) για S.P.E.  

τθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκαν τα φυςίγγια Varian Nexus 60 και 200 mg.  

Σα ςυγκεκριμζνα φυςίγγια μποροφν να ςυμπεριφερκοφν είτε ωσ κανονικισ φάςθσ είτε ωσ 

ανάςτροφθσ ανάλογα με το pH των διαλυτϊν που χρθςιμοποιοφνται ςτισ εκλοφςεισ.  Σο 

πλθρωτικό τουσ υλικό είναι ζνα μίγμα ςυμπολυμερϊν, ςφαιρικοφ ςχιματοσ με διάμετρο 70 

μm. 

 

2.5.5 Ενόργανθ Ανάλυςθ 

Η HPLC που χρθςιμοποιικθκε αποτελοφνταν από μια αντλία (Surveyor LC pump) 

και ζνα αυτόματο δειγματολιπτθ (Surveyor Autosampler) τθσ εταιρείασ Thermo Finnigan.  Ο 

βρόγχοσ είχε όγκο 20 μL.  Η αναλυτικι ςτιλθ ιταν μια Betasil Phenyl τθσ Thermo Scientific, 

με μικοσ 100mm, εςωτερικι διάμετρο 2,1 mm και με διάμετρο πλθρωτικοφ υλικοφ 3 μm. 
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Ο φαςματογράφοσ μάηασ που χρθςιμοποιικθκε ιταν ζνασ TSQ Quantum τθσ 

Thermo Finnigan.  Η πθγι ιονιςμοφ ιταν θλεκτροψεκαςμόσ, οι αναλυτζσ μαηϊν ζνα 

ςφςτθμα τριϊν τετραπόλων ςε γωνιακι διάταξθ και ο ανιχνευτισ ιταν 

θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτισ.  

 

2.6 Δειγματολθψίεσ 
Σα δείγματα που αναλφκθκαν αρχικά κατά τθ διάρκεια ανάπτυξθσ βελτιςτοποίθςθσ 

πάρκθκαν εκελοντικά από μζλθ του ECPL.  Λιφκθκαν κατά τθν πρϊτθ πρωινι οφρθςθ ςε 

πλαςτικά αποςτειρωμζνα δοχεία (ουροςυλλζκτεσ)  των 100mL καταςκευαςμζνα από 

πολυπροπυλζνιο/πολυςτερίνθ.  Σα υπόλοιπα δείγματα που αναλφκθκαν προζρχονται από 

τθ μελζτθ μθτζρασ-παιδιοφ “Ρζα” του τμιματοσ Ιατρικισ του Πανεπιςτθμίου Κριτθσ.  

υγκεκριμζνα προζρχονται από ζγκυεσ μθτζρεσ,  για τισ οποίεσ υπάρχουν δθμογραφικά 

ςτοιχεία όπωσ και ιατρικό ιςτορικό  μζςω ερωτθματολογίων που ςυμπλιρωναν. 

 

2.7 Επεξεργαςία Δειγμάτων 
Η  διαδικαςία επεξεργαςίασ των δειγμάτων βαςίςτθκε ςε μια παρεμφερι εργαςία 

[87], όπου τροποποιικθκε ςε αρκετά ςθμεία.  Αρχικά το δείγμα αναδεφεται και με πιπζτα 

μεταφζρεται 1mL ςε κωνικό ςωλινα φυγοκζντριςθσ πολυπροπυλενίου (falcon tube) τθσ 

Techno Plastic Products, όγκου 15mL.  Προςτίκενται επίςθσ με πιπζτα, 50μL διαλφματοσ  

ιχνθκετθμζνων μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων, 50μL ιχνθκετθμζνθσ umbelliferone, 

100μL διαλφματοσ 4-methylumbelliferyl glucoronide, 250μL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ οξικοφ 

αμμωνίου/οξικοφ οξζωσ και 10 μL E.Coli β-glucoronidase. 

τθ ςυνζχεια το δείγμα τοποκετείται ςε φοφρνο ςτουσ 37οC για 90min ϊςτε να 

ολοκλθρωκεί θ ενηυμικι υδρόλυςθ των γλουκορονικϊν ομάδων από τουσ ςυηευγμζνουσ 

μεταβολίτεσ.  Η μζκοδοσ μπορεί να μετριςει και ελεφκερουσ και ολικοφσ μεταβολίτεσ.  Η 

διαφορά ςτο αν κα μετρθκοφν όλοι, ελεφκεροι και ςυηευγμζνοι, ι μόνο ελεφκεροι, 

βρίςκεται ςτο ςτάδιο τθσ προςκικθσ του ενηφμου και του κατάλλθλου ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ, ϊςτε να λειτουργιςει το ζνηυμο.  Χωρίσ να προςτεκεί ζνηυμο, οι ςυηευγμζνοι 

μεταβολίτεσ δεν υδρολφονται και μετροφνται μόνο οι ελεφκεροι.  Με προςκικθ ενηφμου-

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ, οι ςυηευγμζνοι μεταβολίτεσ υδρολφονται ςε ελεφκερουσ και 

μετρϊνται μαηί με τουσ υπόλοιπουσ ελεφκερουσ.  Τπογραμμιςμζνα είναι τα βιματα που 

αφοροφν ςτθν ενηυμικι υδρόλυςθ.  
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Ακολοφκωσ, προςτίκεται 1mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ υδροξειδίου του αμμωνίου 

και το δείγμα διαβιβάηεται ςε φυςίγγιο SPE 60mg.  Οι μεταβολίτεσ ςε βαςικό pH βρίςκονται 

ςτθν  αποπρωτονιωμζνθ τουσ μορφι και δε ςυγκρατοφνται ςτο φυςίγγιο ςε αντίκεςθ με τισ 

άπολεσ παρεμποδιςτικζσ ενϊςεισ.  

Ζπειτα, ςτο ζκλουςμα προςτίκενται 3mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ όξινου 

φωςφορικοφ νατρίου/φωςφορικοφ οξζωσ και το δείγμα διαβιβάηεται ςε φυςίγγιο SPE 

200mg.  Οι μεταβολίτεσ ςε όξινο pH βρίςκονται ςτθν  πρωτονιωμζνθ τουσ μορφι και 

ςυγκρατοφνται ςτο φυςίγγιο ςε αντίκεςθ με τισ πολικζσ παρεμποδιςτικζσ ενϊςεισ.  Σζλοσ οι 

μεταβολίτεσ εκλοφονται από το φυςίγγιο των 200mg με 3mL ακετονιτρίλιο και 3mL οξικό 

αικυλεςτζρα.  Επίςθσ λόγω του ότι κάποιοι μεταβολίτεσ μζνουν προςροφθμζνοι ςτο πρϊτο 

φυςίγγιο, και ςε αυτό διαβιβάηονται 3mL ακετονιτρίλιο και 3mL οξικό αικυλεςτζρασ.   

το τελικό ςτάδιο τθσ επεξεργαςίασ τα εκλοφςματα μεταφζρονται ςε falcon tube 

15mL και ςυμπυκνϊνονται μζχρι ξθροφ ςε περιςτροφικό ςφςτθμα ςυμπφκνωςθσ υπό κενό 

(rotational vacuum concentrator, RVC 2-25 Martin Christ).  Ο ςυμπυκνωτισ ιταν 

ρυκμιςμζνοσ ςε κερμοκραςία 60 οC και πίεςθ 45mbar.  Σο δείγμα επαναδιαςπείρεται ςε 

1mL υπερκάκαρο νερό και αναλφεται με HPLC-ESI-MS/MS. 

 



 

43 
 

3 Αποτελζςματα-Συηιτθςθ 

3.1 Ανάπτυξθ και Βελτιςτοποίθςθ τθσ μεκόδου 

3.1.1 Υγρι Χρωματογραφία 

Λόγω τθσ παρεμφεροφσ δομισ των προσ ανάλυςθ ενϊςεων ιταν επιβεβλθμζνθ θ 

χριςθ μια ςτιλθσ με υψθλι διαχωριςτικι ικανότθτα και θ εφαρμογι βακμιδωτισ ζκλουςθσ 

τθσ κινθτισ φάςθσ, ϊςτε να υπάρχει διαχωριςμόσ ςε μια ςχετικά ςφντομθσ χρονικισ 

διάρκειασ ανάλυςθ. Η ςτιλθ που χρθςιμοποιικθκε, επιλζχκθκε λόγω τθσ μικρισ διαμζτρου 

του πλθρωτικοφ υλικοφ που φζρει, το οποίο αυξάνει τθν ικανότθτα διαχωριςμοφ, και λόγω 

τθσ δομισ των δραςτικϊν ομάδων που φζρει (βενηυλικζσ ομάδεσ προςδεμζνεσ ςε πυριτικό 

πολυμερζσ) που είναι ςυγγενείσ με τθ δομι των προσ ανάλυςθ ενϊςεων και κατακρατοφν 

ιςχυρά τισ προσ διαχωριςμό ενϊςεισ.  Ζγιναν διάφορεσ δοκιμζσ και ο βζλτιςτοσ 

διαχωριςμόσ επετεφχκθ με ροι 0.350 mL/min, κινθτζσ φάςεισ νερό και ακετονιτρίλιο με 

0.1% οξικό οξφ και το πρόγραμμα ζκλουςθσ που περιγράφεται ςτον Πίνακα 8 [88] και τθν 

Εικόνα 10.   

 

 

Εικόνα 9Α: Χρωματογράφθμα μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων ςε πραγματικό δείγμα οφρων. 
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Εικόνα 9Β: Χρωματογράφθμα μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων ςε πραγματικό δείγμα οφρων. 

Σο βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ για να πετφχει ικανοποιθτικό διαχωριςμό, 

ξεκινάει με ελάχιςτθ περιεκτικότθτα ςε ακετονιτρίλιο (4%), ϊςτε θ εκλουςτικι ιςχφσ  τθσ 

κινθτισ φάςθσ να είναι χαμθλι και οι μεταβολίτεσ να περάςουν όςο το δυνατό 

περιςςότερο χρόνο μζςα ςτθ ςτιλθ ϊςτε να διαχωριςτοφν αποτελεςματικά.   τθ ςυνζχεια 

αυξάνεται προοδευτικά ςτο 100% θ περιεκτικότθτα ςε οργανικι φάςθ (ακετονιτρίλιο)  ςτα 

22.5 min ϊςτε θ εκλουςτικι ιςχφσ να μεγιςτοποιθκεί και οι διαχωριςμζνεσ ενϊςεισ πλζον 

να εξζλκουν από τθ ςτιλθ.  Σζλοσ θ αναλογία διαλυτϊν μζχρι το τζλοσ του βακμιδωτοφ 

προγράμματοσ ζκλουςθσ επανζρχονται ςτισ αρχικζσ ςυνκικεσ (4% ακετονιτρίλιο-96%νερό) 

ϊςτε το ςφςτθμα να είναι ζτοιμο για τθν επόμενθ ανάλυςθ. 

τθν Εικόνα 9 (A και Β) παρατίκεται χρωματογράφθμα πραγματικοφ δείγματοσ  

όπου ανιχνεφονται όλοι μεταβολίτεσ που παρακολουκεί θ παροφςα μζκοδοσ.  Φαίνονται οι 

κορυφζσ των μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων που βρίςκονται ςτο δείγμα, όπωσ και οι 

κορυφζσ των επιςθμαςμζνων αναλόγων τουσ (με πλάγια γράμματα) που εμβολιάςτθκαν 

ςτο δείγμα πριν τθν ανάλυςθ.  Επίςθσ φαίνονται και οι κορυφζσ τθσ 4-methylumbelliferrone 

και του επιςθμαςμζνου αναλόγου τθσ, θ οποία χρθςιμοποιείται για τθν παρακολοφκθςθ 

τθσ ενηυμικισ υδρόλυςθσ των ςυηευγμζνων μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων. Να 

ςθμειωκεί ότι είναι το μοναδικό δείγμα όπου το mNP βρίςκεται πάνω από τα όρια 

ποςοτικοποίθςθσ. 
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Εικόνα 10:  χθματικι αναπαράςταςθ του βακμιδωτοφ προγράμματοσ ζκλουςθσ (χ άξονασ: χρόνοσ 
ςε min, y άξονασ: %αναλογία διαλφτθ, Α: ακετονιτρίλιο, Β: νερό) 

 

Ρίνακασ 8: Βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ 

Χρόνοσ (min) % (0,1% Οξικό οξφ 

ςε Ακετονιτρίλιο) 

% (0,1% Οξικό οξφ 

ςε Νερό) 

mL/min 

0 4 96 0.350 

0.1 4 96 0.350 

1.0 15 85 0.350 

14.0 25 75 0.350 

21.0 65 35 0.350 

22.0 100 0 0.350 

22.5 100 0 0.350 

23.0 4 96 0.350 

25.0 4 96 0.350 
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Αρχικά είχε χρθςιμοποιθκεί ζνα ςυντομότερο βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ, το 

οποίο είχε αναπτυχκεί ςτο εργαςτιριο μασ με εξαιρετικό διαχωριςμό των προσ ανάλυςθ 

ενϊςεων ςε 12 min (τελευταία κορυφι) και 15 min ςυνολικι διάρκεια (Πίνακασ 9).  Όμωσ 

ςφμφωνα με τθ βιβλιογραφία δυο ιςομερείσ ενϊςεισ των δυο μεταβολιτϊν από αυτοφσ 

που μελετϊνται ςτθν παροφςα διατριβι,  ζχουν πανομοιότυπα SRM και παρόμοιουσ 

χρόνουσ ζκλουςθσ(ίςο- και κ- διβουτυλεςτζρασ του φκαλικοφ οξζωσ, διαικυλ-εξυλεςτζρασ 

και διοκτυλεςτζρασ του φκαλικοφ οξζωσ) ςτο βακμιδωτό πρόγραμμα του *88].  Αυτό 

πικανότατα ςθμαίνει ότι το αρχικό βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ το οποίο είναι αρκετά 

πιο “ιπιο”  όςον αφορά ςτθ διαχωριςτικι του ικανότθτα, ςε ανάλυςθ πραγματικϊν 

δειγμάτων δεν κα διαχϊριηε τισ κορυφζσ των ιςομερϊν και κα λαμβάνονταν 

υπερεκτιμθμζνα αποτελζςματα για αυτζσ τισ ενϊςεισ.  υνεπϊσ επιλζχκθκε θ λφςθ του πιο 

χρονοβόρου βακμιδωτοφ προγράμματοσ ζκλουςθσ.  Παρακάτω παρατίκεται ενδεικτικά ζνα 

χρωματογράφθμα πρότυπου διαλφματοσ με το αρχικό βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ 

(βλ. Εικόνα 11 Α και Β).  Σο mNP δεν υπάρχει επειδι δεν ιταν ακόμα διακζςιμο εκείνθ τθν 

περίοδο ςτο εργαςτιριο. 

Ρίνακασ 9: Αρχικό βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ διάρκειασ 15 min. 

Χρόνοσ (min) % (0,1% Οξικό οξφ 

ςε Ακετονιτρίλιο) 

% (0,1% Οξικό οξφ 

ςε Νερό) 

mL/min 

0 30 70 0.350 

10.0 50 50 0.350 

11.0 100 0 0.350 

12.0 100 0 0.350 

13.0 30 30 0.350 

15.0 30 30 0.350 
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Εικόνα 11Α: Χρωματογράφθμα διαλφματοσ προτφπων ενϊςεων και των επιςθμαςμζνων αναλόγων 
τουσ (με πλάγια γράμματα) με το αρχικό βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ. 

 

 

Εικόνα 11Β: Χρωματογράφθμα διαλφματοσ προτφπων ενϊςεων και των επιςθμαςμζνων αναλόγων 
τουσ (με πλάγια γράμματα) με το αρχικό βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ.  
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Η λιψθ του δείγματοσ πραγματοποιείται με αυτόματο δειγματολιπτθ (Auto 

Sampler).  Σο μοντζλο ειςαγωγισ δείγματοσ ιταν πλιρουσ βρόγχου (full loop).  Οι 

βελτιςτοποιθμζνεσ παράμετροι λειτουργίασ του παρατίκενται ςτον Πίνακα 10.  Πζραν του 

προγράμματοσ λειτουργίασ του αυτόματου δειγματολιπτθ, ζχει αναπτυχκεί και πρόγραμμα 

για το ξζπλυμα τθσ ςφριγγασ του και οι επίςθσ βελτιςτοποιθμζνεσ παράμετροι 

παρατίκενται ςτον Πίνακα 10.  κοπόσ ιταν οι εκμθδζνιςθ φαινομζνων μεταφοράσ 

υπολειμμάτων από δείγμα ςε δείγμα, με τθ χριςθ του κατάλλθλου διαλφτθ ζκπλυςθσ και 

εφρεςθ των καταλλθλότερων ςυνκθκϊν ζκπλυςθσ. 

Επίςθσ, είναι απαραίτθτο να αναφερκεί ότι πριν από τθν κάκε ζναρξθ διαδικαςίασ 

μετριςεων, πραγματοποιοφνταν απαζρωςθ των διαλυτϊν, αποςυνδζοντασ τθ ςτιλθ και 

αυξάνοντασ τθ ροι ςτα 2mL/min για 10min. Σζλοσ μετά από κάκε κφκλο αναλφςεων, 

εφαρμοηόταν 50μL/min ροι μεκανόλθσ ςτθ ςτιλθ για τουλάχιςτον 12 ϊρεσ ϊςτε να 

απομακρυνκοφν τυχόν υπολείμματα. 

 

Ρίνακασ 10: Παράμετροι λειτουργίασ αυτόματου δειγματολιπτθ 

Ραράμετροσ (μονάδεσ) Τιμι 

Όγκοσ ζνεςθσ (μL) 20 

Απόςταςθ βελόνασ από τον πυκμζνα του 

φιαλιδίου με το δείγμα (mm) 

2.0 

Σαχφτθτα ειςαγωγισ του δείγματοσ (μL/s) 6.0 

Διαλφτθσ ζκπλυςθσ CH3OH HPLC grade 

Όγκοσ διαλφτθ ζκπλυςθσ πριν κάκε ζνεςθ (μL) 1600 

Όγκοσ διαλφτθ ζκπλυςθσ μετά από κάκε ζνεςθ 

(μL) 

1600 

Σαχφτθτα ζκπλυςθσ (μL/s) 100.0 
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3.1.2 Θλεκτροψεκαςμόσ, Επιλογι κυγατρικϊν ιόντων για τθν 
τεχνικι S.R.M. και βελτιςτοποίθςθ 

Οι παράμετροι που πρζπει να λθφκοφν υπόψθ για τθν ανάπτυξθ μιασ ευαίςκθτθσ 

και επιλεκτικισ μεκόδου θλεκτροψεκαςμοφ-διαδοχικισ φαςματομετρίασ μαηϊν ποικίλουν.  

Παρακάτω κα περιγραφεί όλθ θ διαδικαςία εφρεςθσ των βζλτιςτων ςυνκθκϊν για τθ 

ςυγκεκριμζνθ μελζτθ.  Αρχικά φτιάχτθκαν πρότυπα διαλφματα ςυγκζντρωςθσ 2μg/ml όλων 

των αναλυτϊν και λιφκθκαν φάςματα μάηασ με απευκείασ ζγχυςθ ςτο φαςματογράφο 

μάηασ με ροι 10μL/min.  Παρακάτω παρατίκεται ζνα τζτοιο φάςμα (βλ. Εικόνα 12).   

 

 

Εικόνα 12: Φάςμα μάηασ πλιρουσ ςάρωςθσ του mEHP, λθφκζν με απευκείασ ζγχυςθ. 

 

τθ ςυνζχεια, το πρόδρομο ιόν, το οποίο ιταν μακράν το πιο άφκονο ςε όλεσ τισ 

ενϊςεισ, επανακραυςματοποιικθκε και καταςκευάςτθκαν καμπφλεσ ςχετικισ ζνταςθσ των 

κυγατρικϊν ιόντων ςε ςχζςθ με τθν ενζργεια πρόςκρουςθσ (collision energy).  Η ενζργεια 

πρόςκρουςθσ αντιςτοιχεί ςτθν ενζργεια εκείνθ, θ οποία εφαρμόηεται ςτο δεφτερο 

τετράπολο για τθ κραυςματοποίθςθ του πρόδρομου ιόντοσ.  Επίςθσ παρατίκεται 

χαρακτθριςτικό διάγραμμα (βλ. Εικόνα 13).  Οι βζλτιςτεσ επιλεγμζνεσ αντιδράςεισ που 

χρθςιμοποιικθκαν παρατίκενται ςτον Πίνακα 11.  Να ςθμειωκεί ότι δεν κρίκθκε 
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απαραίτθτο να χρθςιμοποιθκοφν περιςςότερα του ενόσ S.R.M. ανά μεταβολίτθ, ςτθν τελικι 

μορφι τθσ μεκόδου, από τθ ςτιγμι που υπάρχει μείωςθ τθσ ευαιαςκθςίασ με τθν 

παρακολοφκθςθ περιςςοτζρων.  Αρχικά ζγιναν κάποιεσ δοκιμζσ ςε πραγματικά δείγματα 

με περιςςότερα SRM ανά ζνωςθ, αλλά δεν βρζκθκαν παρεμποδοςτικζσ ενϊςεισ με 

ταυτόςθμουσ χρόνουσ ζκλουςθσ και επιλεγμζνεσ αντιδράςεισ ιόντων.  Επίςθσ και ςτθ 

βιβλιογραφία χρθςιμοποιιται μια επιλεγμζνθ αντίδραςθ ανά μεταβολίτθ *90].  

 

Ρίνακασ 11: Επιλεγμζνεσ αντιδράςεισ αναλυόμενων ενϊςεων 

Μεταβολίτθσ SRM μθ επιςθμαςμζνου SRM  επιςθμαςμζνου 

mEP 19377 19779 

mEHHP 293121 297124 

mBP 22177 22579 

mEOHP 291121 291124 

mEHP 277134 281137 

mNP 291141 295141 

Umbelliferone  177133 179135 

4-methylumbelliferyl glucoronide 350175 Μθ διακζςιμο αντιδραςτιριο 

 

Η ςφςταςθ τθσ κινθτισ φάςθσ επθρεάηει ιδιαιτζρα τθν απόδοςθ του 

θλεκτροψεκαςμοφ.  Γενικά προτιμϊνται υψθλισ περιεκτικότθτασ ςε οργανικοφσ διαλφτεσ, 

κινθτζσ φάςεισ, με χαμθλι επιφανειακι τάςθ και με κάποια περιεκτικότθτα ςε ιόντα (π.χ. 

οξικό οξφ).  Για να επιτευχκοφν ταυτόςθμεσ ςυνκικεσ με τθ χρωματογραφικι ανάλυςθ, 

ελζγχκθκαν ςτο χρόνο κατακράτθςθσ τθσ κάκε ζνωςθσ, τι αναλογία διαλυτϊν είχε το 

βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ και εφαρμόςτθκε ακριβϊσ θ ίδια αναλογία διαλυτϊν και 

ροι ςτθν απευκείασ ζγχυςθ.  Αρχικά μελετικθκε το δυναμικό θλεκτροψεκαςμοφ (spray 

voltage), το οποίο εφαρμόηεται ςτθ βελόνα και επθρεάηει τθ μεταφορά ιόντων του αναλφτθ 

από τθν υγρι φάςθ και ορίςτθκε ςτα -4000V ωσ βζλτιςτθ τιμι για όλεσ τισ ενϊςεισ.  Η 

κερμοκραςία του τριχοειδοφσ που μεταφζρει  τα ιόντα από το κάλαμο ιονιςμοφ ςτο πρϊτο 
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τετράπολο ρυκμίςτθκε ςτουσ 330ΟC και θ πίεςθ του αερίου ξιρανςθσ ςτισ 

20Α.Μ.(Αυκαίρετεσ Μονάδεσ).  Επίςθσ δεν παρακολουκοφνταν όλα τα SRM ταυτόχρονα, 

αλλά χωρίςτθκαν ςε 4 ομάδεσ με βάςθ τουσ χρόνουσ κατακράτθςθσ (segments) ϊςτε να 

αυξθκεί όςο το δυνατό περιςςότερο θ ευαιςκθςία και ςε και κάκε segment είχε οριςτεί θ 

βζλτιςτθ τιμι τθσ πίεςθσ για το αζριο εκνζφωςθσ (sheath gas).  τα τρία πρϊτα segment 

ορίςτθκε ςτισ 45Α.Μ. και ςτο τζταρτο ςτισ 49Α.Μ..  Σο αζριο ιταν άηωτο υψθλισ 

κακαρότθτασ 99%.   Επίςθσ βελτιςτοποιικθκαν άλλοι δυο παράμετροι, το δυναμικό φακϊν 

εςτίαςθσ (tube lens offset) και θ διάςπαςθ από επαγόμενθ ςφγκρουςθ ςτθν πθγι (Source 

Collision Induced Dissociation, Source CID ), ςτισ οποίεσ υπάρχει θ δυνατότθτα να οριςτοφν 

για κάκε SRΜ οι βζλτιςτεσ τιμζσ, όπωσ και ζγινε. 

 

Εικόνα 13: Διάγραμμα ςυςχζτιςθσ ςχετικισ ζνταςθσ  των 4 αφκονότερων κυγατρικϊν ιόντων του 
mEHP ςε ςχζςθ με τθν ενζργεια πρόςκρουςθσ. 

 

Μετά τισ τελικζσ αλλαγζσ ςτθ μζκοδο και τθ βελτιςτοποίθςθ όλων των παραμζτρων 

ςε ςυνκικεσ ταυτόςθμεσ με τισ χρωματογραφικζσ (βελτιςτοποίθςθ με αναλογία διαλυτϊν 

και ροι ίδιεσ με αυτζσ που επικρατοφν κατά τθν ζκλουςθ τθσ κάκε ζνωςθσ) παρατθρικθκε 

καλφτερθ εικόνα ςτα χρωματογραφιματα όπωσ φαίνεται και ςτθν Εικόνα 14, όπου 

ανιχνεφονται όλοι οι μεταβολίτεσ που παρακολουκοφνται εκτόσ από το mNP. Με πλάγια 
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γράμματα φαίνονται οι ιχνθκετθμζνοι μεταβολίτεσ.  θμειϊνεται επίςθσ και θ κορυφι του 

ιςομεροφσ του mnBP, το miBP. Η μικρι αλλθλεπικάλυψθ των κορυφϊν δεν επθρεάηει τθν 

ποςοτικοποιιςθ, αφοφ τα διεργαςτθρικά αποτελζςματα για το mnBP είναι εξαιρετικά.  

Βζβαια επιςθμαίνεται ξανά θ ςπουδαιότθτα ελζγχου των χρόνων κατακράτθςθσ και 

ταυτοποίθςθσ και μζςω αυτϊν με τθ χριςθ των ιχνθκετθμζνων μεταβολιτϊν.  Η διαδοχικι 

φαςματομετρία μάηασ είναι μια ιδιαίτερα επιλεκτικι τεχνικι, αλλά αποδεικνφεται ότι και θ 

ταυτοποίθςθ μιασ ζνωςθσ απαιτεί και τθ χριςθ των χρόνων κατακράτθςθσ των ενϊςεων.  

 

Εικόνα 14: Χρωματογράφθμα πραγματικοφ δείγματοσ με τισ τελικζσ βελτιςτοποιιςεισ ςτθ μζκοδο.  

 

3.1.3 Ιςοτοπικζσ Αφκονίεσ Ρρότυπων Ενϊςεων 

Όταν χρθςιμοποιοφνται ιχνθκετθμζνεσ πρότυπεσ ενϊςεισ ςε αναλφςεισ με 

φαςματομετρία μάηασ, είναι απαραίτθτο να γίνεται ζλεγχοσ τθσ φπαρξθσ και άλλων 

ιςοτοπικϊν ιςομερϊν, παραπροϊόντων κατά τθ ςφνκεςθ τουσ.  ε όλα τα πρότυπα 

εξετάςτθκε θ παρουςία των ίδιων ενϊςεων με διαφορετικά ιςότοπα, το οποίο αν ςυμβαίνει 

προκαλεί ςφάλμα ςτθν ποςοτικοποίθςθ.  Όπωσ αναμενόταν, οι μθ επιςθμαςμζνεσ ενϊςεισ 

δεν περιείχαν κακόλου επιςθμαςμζνεσ, και οι επιςθμαςμζνεσ ιταν όλεσ κακαρότθτασ 

πάνω από 99.6%, οπότε δεν απαιτείται κάποιου είδουσ διόρκωςθ των αποτελεςμάτων.  Ο 

ζλεγχοσ πραγματοποιικθκε ωσ εξισ: παραςκευάςτθκαν πρότυπα διαλφματα ςυγκζντρωςθσ 
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200ng/mL, αναλφκθκαν ςτο HPLC-ESI-MS/MS και ολοκλθρϊκθκαν και ποςοτικοποιικθκαν 

οι κορυφζσ για τισ ενϊςεισ και για τα ιςοτοπικά ιςομερι όπου βρζκθκαν, με βάςθ 

καμπφλεσ βακμονόμθςθσ. 

3.1.4 Ανακτιςεισ και Τυφλά δείγματα 

Αρχικά αναλφκθκαν τυφλά δείγματα, ϊςτε να εντοπιςτοφν τυχόν επιμολφνςεισ 

κατά τθ διάρκεια τθσ ανάλυςθσ.  Ζτςι αντί για 1mL οφρων, αναλφκθκε 1mL υπερκάκαρου 

νεροφ ανά δείγμα και ακολουκικθκε ακριβϊσ θ διαδικαςία που εφαρμόςτθκε και ςτα 

πραγματικά δείγματα.  Ενϊ ςτα πρϊτα πειράματα που πραγματοποιικθκαν εντοπιηόταν 

μικροποςότθτεσ κυρίωσ mEHP και mBP, ςτθ ςυνζχεια όταν θ μζκοδοσ τελειοποιικθκε, οι 

ςυγκεντρϊςεισ μεταβολιτϊν ςτα τυφλά δείγματα βρζκθκαν όλεσ κάτω από τα όρια 

ανίχνευςθσ.  Οι τελικζσ αναλφςεισ ζγιναν ςε 5 διαφορετικά δείγματα.  Σα παραπάνω 

φαίνονται και ςτθν Εικόνα 15, όπου παρατίκεται τυπικό χρωματογράφθμα τυφλοφ 

δείγματοσ. Χαρακτθριςτικι είναι θ απουςία οποιαςδιποτε κορυφισ μεταβολίτθ, ενϊ οι 

κορυφζσ των ιχνθκετθμζνων μεταβολιτϊν φαίνονται ξεκάκαρα.  Να ςθμειωκεί ότι αυτι θ 

εικόνα είναι πλιρωσ επαναλιψιμθ ςε κάκε κφκλο  ανάλυςθσ όπου ελζγχεται. 

 

 

Εικόνα 15:Συπικό χρωματογράφθμα τυφλοφ δείγματοσ.   
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 Ακόλουκα, ζγινε ζλεγχοσ ανακτιςεων.  Ο ζλεγχοσ ανακτιςεων περιλαμβάνει τθν 

ανάλυςθ προτφπων διαλυμάτων με γνωςτι ςυγκζντρωςθ και ςυγκρίςιμθ με τισ 

αναμενόμενεσ ςτα πραγματικά δείγματα.  Ζτςι εντοπίηεται τι απϊλειεσ υπάρχουν από τισ 

ποςοτικοποιοφμενεσ ενϊςεισ κατά τθ διάρκεια τθσ ανάλυςθσ, πόςο επαναλιψιμεσ είναι 

αυτζσ οι απϊλειεσ και εφαρμόηονται αντίςτοιχεσ διορκϊςεισ ςτα πραγματικά δείγματα.  

τθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν επιςθμαςμζνα ανάλογα και θ διόρκωςθ τθσ 

ανάκτθςθσ γινόταν ξεχωριςτά ςε κάκε δείγμα όπωσ κα αναλυκεί ςτο κεφάλαιο 

ποςοτικοποίθςθ.  Οι ανακτιςεισ χρθςιμοποιικθκαν ϊςτε να βελτιςτοποιθκεί θ απόδοςθ 

τθσ διαδικαςίασ ςτθν επαναλθψιμότθτα και ςτα όρια ανίχνευςθσ-ποςοτικοποίθςθσ τθσ 

μεκόδου.  Με τθ μζκοδο ςτθν τελικι τθσ μορφι ζγιναν αναλφςεισ ςε 3 δείγματα που 

εμβολιάςτθκαν με 100ng και ςε άλλα τρία που εμβολιάςτθκαν με 500ng.  Σα αποτελζςματα 

παρατίκενται ςτον Πίνακα 12.  Οι ανακτιςεισ ιδιαίτερα με τε τον εμβολιαςμό των 500ng 

είναι αρκετά υψθλζσ και επαναλιψιμεσ εκτόσ από το mNP.  Από τθ ςτιγμι που δεν 

χρθςιμοποιοφνται ςτθ διόρκωςθ των αποτελεςμάτων ςτα πραγματικά δείγματα, λόγω των 

ιχνθκετθμζνων εςωτερικϊν προτφπων και το mNP γενικά δεν ανιχνεφεται ςτα δείγματα, 

ςυνολικά τα επίπεδα των ανακτιςεων κρίνονται ικανοποιθτικά.  

Ρίνακασ 12: Ανακτιςεισ των αναλυόμενων ενϊςεων 

Ζνωςθ %Ανάκτθςθ (100ng) %Ανάκτθςθ (500ng)  

mEP 62±6 84±3 

mEHHP 67±2 85±4 

mBP 76±4 80±3 

mEOHP 72±2 80±3 

mEHP 37±7 82±6 

mNP 32±8 31±6 

Umbelliferone  68±2 83±2 
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3.1.5 Πρια ανίχνευςθσ-Ροςοτικοποίθςθσ Οργάνου και 
Μεκόδου 

 Σο όριο ανίχνευςθσ οργάνου (instrumental limit of detection, iLOD) είναι θ ελάχιςτθ 

ποςότθτα μιασ ζνωςθσ, θ οποία μπορεί να ανιχνευκεί από το όργανο με κακοριςμζνθ 

ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ. Για να υπολογιςτεί, παραςκευάςτθκε διάλυμα των μεταβολιτϊν 

ςυγκζντρωςθσ 10ng/ml και αναλφκθκε 7 φορζσ ςτο όργανο.  Η ςυγκζντρωςθ αυτι 

επιλζχκθκε ϊςτε να είναι κοντά ςτα αναμενόμενα όρια ανίχνευςθσ και αυτά 

υπολογίςτθκαν από τον τφπο[89]: 

iLOD=(t) x (S) 

όπου,  

(t): student’s value για 99% όριο εμπιςτοςφνθσ, τυπικι απόκλιςθ με n-1 βακμοφσ 

ελευκερίασ (3,14 για 7 επαναλιψεισ) και 

 (S): τυπικι απόκλιςθ των ςυγκεντρϊςεων των 7 επαναλιψεων του διαλφματοσ των 

μεταβολιτϊν. 

Ρίνακασ 13: Όρια ανίχνευςθσ και ποςοτικοποίθςθσ οργάνου των αναλυόμενων ενϊςεων 

Ζνωςθ iLOD(ng/mL) iLOQ(ng/mL) 

mEP 0.9 2.8 

mEHHP 2.8 9.0 

mBP 4.8 15.2 

mEOHP 1.9 6.2 

mEHP 0.2 0.6 

mNP 2.0 6.0 

 

Ομοίωσ υπολογίςτθκε και το όριο ποςοτικοποίθςθσ οργάνου (instrumental limit of 

quantification, iLOQ), το οποίο είναι θ ελάχιςτθ ποςότθτα μιασ ζνωςθσ, θ οποία μπορεί να 

ποςοτικοποιθκεί από το όργανο με κακοριςμζνθ ςτάκμθ εμπιςτοςφνθσ αλλά ς’ αυτιν τθν 

περίπτωςθ θ τιμι t είναι ίςθ με 10.  Σα iLOD και iLOQ παρατίκενται ςτον Πίνακα 13 ςε 
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ςυγκεντρϊςεισ, για τισ προαναφερκείςεσ ςυνκικεσ του οργάνου (όγκοσ και τφποσ βρόγχου 

κλπ). 

τθ ςυνζχεια υπολογίςτθκαν τα όρια ανίχνευςθσ και ποςοτικοποίθςθσ μεκόδου 

(mLOD και mLOQ), που είναι θ ελάχιςτθ ποςότθτα ςε πραγματικό δείγμα που μπορεί να 

ανιχνευκεί και να ποςοτικοποιθκεί αντίςτοιχα αφοφ αναλυκεί με τθ ςυγκεκριμζνθ μζκοδο 

το δείγμα.  Ο υπολογιςμόσ γίνεται με βάςθ τα αντίςτοιχα όρια του οργάνου, τα οποία 

διορκϊνονται με βάςθ τθ ςυμπφκνωςθ ι αραίωςθ που υπόκειται το δείγμα και με βάςθ τισ 

υπολογιςμζνεσ ανακτιςεισ τθσ μεκόδου. Να ςθμειωκεί ότι θ παροφςα ανάλυςθ ξεκινάει με 

1mL οφρων και το δείγμα επαναδιαςπείρεται ςτο τζλοσ τθσ ανάλυςθσ ςε 1mL νερό, άρα δεν 

υπάρχει ςυμπφκνωςθ ι αραίωςθ.  Σα mLOD και mLOQ παρατίκενται ςτον Πίνακα 14.  Σα 

όρια ανίχνευςθσ-ποςοτικοποίθςθσ και τθσ μεκόδου και του οργάνου καλφπτουν τισ 

ανάγκεσ τθσ παροφςασ μελζτθσ, αφοφ είναι αρκετά χαμθλότερα από τισ αναμενόμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ ςτα δείγματα και είναι ςτα ίδια επίπεδα με τθ βιβλιογραφία [86,87]. 

Ρίνακασ 14: Όρια ανίχνευςθσ και ποςοτικοποίθςθσ μεκόδου των αναλυόμενων ενϊςεων 

Ζνωςθ mLOD(ng/mL) mLOQ(ng/mL) 

mEP 1.4 4.6 

mEHHP 4.2 13.4 

mBP 6.3 20.0 

mEOHP 2.7 8.6 

mEHP 0.5 1.6 

mNP 5.8 18.5 

 

3.1.6 Ενηυμικι Υδρόλυςθ 

 φμφωνα με τθ βιβλιογραφία [90] θ ολοκλιρωςθ τθσ ενηυμικισ αντίδραςθσ και 

κατά ςυνζπεια θ πλιρθσ μετατροπι των ςυηευγμζνων μεταβολιτϊν ςε ελεφκερουσ, 

παρακολουκείται ωσ εξισ.  Αρχικά ςτο δείγμα πριν αναλυκεί προςτίκεται μια ποςότθτα 4-

methylumbelliferyl glucoronide, θ οποία φζρει τθν ίδια ομάδα που φζρουν και οι 

ςυηευγμζνοι μεταβολίτεσ, καταλφεται θ υδρόλυςθ τθσ από το ζνηυμο και παράγεται 

Umbelliferone, τθσ οποίασ θ αναμενόμενθ ποςότθτα υπολογίηεται με βάςθ τθν αρχικι 
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προςκικθ 4-methylumbelliferyl glucoronide.  Η βιβλιογραφία αναφζρει πλιρθ υδρόλυςθ, θ 

οποία ποτζ δεν επετεφχκθ ςτθν παροφςα μελζτθ με τα ίδια αντιδραςτιρια ακριβϊσ, παρά 

τθν πλθκϊρα δοκιμϊν ςε ποικίλεσ ςυνκικεσ.   

 

Η απόδοςθ ιταν επαναλιψιμθ και χαρακτθριςτικά παρατίκεται μια ςειρά τριϊν 

επαναλιψεων όπου θ απόδοςθ ιταν 83±1%.  Ζτςι ελζγχκθκε τελικά θ καταςτροφι του 4-

methylumbelliferyl glucoronide και όχι θ παραγωγι τθσ umbelliferone, ςαν μζτρο ελζγχου 

τθσ ολοκλιρωςθσ τθσ αντίδραςθσ.  Για αυτό το λόγο θ παρακολοφκθςθ του 4-

methylumbelliferyl glucoronide εντάχκθκε ςτθ μζκοδο και πλζον θ απόδοςθ μετράται με 

αυτό τον τρόπο.  Αυτό το παράδοξο ςυμβαίνει κατά πάςα πικανότθτα, λόγω τθσ 

αδιευκρίνιςτθσ περιεκτικότθτασ ςε νερό του πρότυπου 4-methylumbelliferyl glucoronide.  

Χαρακτθριςτικά χρωματογραφιματα παρατίκενται ςτισ Εικόνεσ 16 και 17.  

 

Εικόνα 16:Χρωματογράφθμα πραγματικοφ δείγματοσ (με προςκικθ ενηφμου) 

 

Φαίνεται ξεκάκαρα ςτθν Εικόνα 16, όπου παρατίκεται χρωματογράφθμα 

πραγματικοφ δείγματοσ, θ απουςία κορυφισ του 4-methylumbelliferyl glucoronide, το 

οποίο ςθμαίνει ότι θ ενηυμικι υδρόλυςθ ολοκλθρϊκθκε πλιρωσ από τθ ςτιγμι που ζχει 

αντιδράςει πλιρωσ το 4-methylumbelliferryl glucoronide. τα τυφλά δείγματα που 

αναλφονται ςε κάκε κφκλο ανάλυςθσ δειγμάτων, δεν προςτίκεται ζνηυμο ϊςτε να 

επιβεβαιωκεί θ ανίχνευςθ του το 4-methylumbelliferryl glucoronide. τθν Εικόνα 17 

παρατίκεται χρωματογράφθμα τυφλοφ δείγματοσ.  Επίςθσ φαίνεται ξεκάκαρα θ κορυφι 

του 4-methylumbelliferyl glucoronide και θ απουςία κορυφισ τθσ 4-methylumbelliferone, 
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το οποίο ςθμαίνει ότι θ υδρόλυςθ δεν πραγματοποιικθκε ζςτω και μερικϊσ. Με πλάγια 

γράμματα φαίνεται θ ιχνθκετθμζνθ 4-methylumbelliferone και ςτα δυο 

χρωματογραφιματα.   

 

Εικόνα 17:Χρωματογράφθμα τυφλοφ δείγματοσ ςτο οποίο δεν προςτζκθκε ζνηυμο.   
 

 

3.1.7 Ζλεγχοσ Φπαρξθσ Φαινομζνου Μιτρασ (Μatrix Effect) 

Φαινόμενο μιτρασ ονομάηονται οι φυςικζσ παρεμποδίςεισ (επίδραςθ μιτρασ) που 

οφείλονται ςτισ διαφοροποιιςεισ των φυςικϊν ιδιοτιτων του διαλφματοσ του δείγματοσ ςε 

ςχζςθ με τα πρότυπα διαλφματα(ιξϊδεσ, πυκνότθτα, επιφανειακι  τάςθ, τάςθ ατμϊν).  Οι 

αλλαγζσ αυτζσ ςυνεπάγονται μεταβολζσ ςτθν αποδοτικότθτα τθσ εκνεφϊςεωσ και του 

ψεκαςμοφ και ζτςι το ςιμα που καταγράφεται ςτο όργανο είναι μικρότερο ςε ςχζςθ με ζνα 

πρότυπο διάλυμα ίδιασ ςυγκζντρωςθσ.  Κατά ςυνζπεια είναι απαραίτθτοσ ο ζλεγχοσ 

φπαρξθσ του, αφοφ αν παρουςιάηεται και αγνοθκεί, θ ίδια ποςότθτα ζνωςθσ όταν κα 

ειςζρχεται για ανάλυςθ ςτο όργανο, όταν βρίςκεται ςε πρότυπο διάλυμα, κα ζχει 

διαφορετικι απόκριςθ από ότι αν βρίςκεται διαλυμζνθ ςτθ μιτρα του δείγματοσ.  Αυτό 

ςθμαίνει ότι με χριςθ εξωτερικϊν καμπυλϊν βακμονόμθςθσ (χωρίσ τθ χριςθ 

ιχνθκετθμζνων εςωτερικϊν προτφπων), κα λαμβάνονται εςφαλμζνεσ μετριςεισ.  Ο ζλεγχοσ 

φπαρξθσ αυτοφ του φαινομζνου κρίκθκε αναγκαίοσ και ζγινε ωσ εξισ: 

1. Καταςκευάςτθκε καμπφλθ βακμονόμθςθσ (y=ax+b) με πρότυπα διαλφματα 

ςε ςυγκεντρϊςεισ 12, 20, 50, 100 και 200ng/mL. 

2. τθ ςυνζχεια αναλφκθκε 6 φορζσ το ίδιο δείγμα οφρων και ςτο τελευταίο 

ςτάδιο τθσ ανάλυςθσ αντί τα δείγματα να επαναδιαλυκοφν ςε 1mL νερό το 

κακζνα, επαναδιαλφκθκαν ςε πρότυπο διάλυμα με ςυγκεντρϊςεισ 12, 20, 
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50, 100 και 200ng/mL και ζνα μόνο ςε νερό(για να χρθςιμοποιθκεί ςαν 

μθδενικό ςθμείο ςτθν καμπφλθ). 

3. Σζλοσ καταςκευάςτθκε καμπφλθ βακμονόμθςθσ με τα διαλφματα του 

δεφτερου ςταδίου και ςυγκρίκθκε θ κλίςθ των ευκειϊν ςε ςχζςθ με τθν 

καμπφλθ αναφοράσ (πρϊτο ςτάδιο).   

4. Σο φαινόμενο μιτρασ ποςοτικοποιιται ωσ θ ποςοςτιαία απόκλιςθ τθσ 

καμπφλθσ των δειγμάτων ςε ςχζςθ με τθν πρότυπθ και αν υπερβαίνει το 

10% κεωρείται ςθμαντικι και θ ποςοτικοποίθςθ δεν μπορεί να γίνει με 

εξωτερικι βακμονόμθςθ. 

 

ε όλεσ τισ ενϊςεισ βρζκθκε αξιοςθμείωτο φαινόμενο μιτρασ (πάνω από 10%), 

όπωσ φαίνεται και ςτισ παρακάτω καμπφλεσ (βλ. Εικόνα 18) για το mEP.  Η αντιμετϊπιςθ  

αυτοφ του προβλιματοσ περιγράφεται ςτθν επόμενθ ενότθτα (3.1.8 Ποςοτικοποίθςθ). 

 

Εικόνα 18: Καμπφλεσ βακμονόμθςθσ του mEP διαλυμζνου ςε νερό και ςε αναλυμζνο δείγμα. 

 

3.1.8 Ροςοτικοποίθςθ 

 Λόγω τθσ φπαρξθσ του φαινομζνου μιτρασ, το οποίο δεν είναι επαναλιψιμο λόγω 

τθσ μεταβαλλόμενθσ πυκνότθτασ των οφρων, ο ακριβισ υπολογιςμόσ του είναι αδφνατοσ.   

Κατά ςυνζπεια θ χριςθ εξωτερικισ καμπφλθσ βακμονόμθςθσ κα ζδινε ιδιαιτζρα ανακριβι 

αποτελζςματα.  Για αυτό το λόγο χρθςιμοποιικθκαν ςτθν ποςοτικοποίθςθ εςωτερικζσ 

καμπφλεσ βακμονόμθςθσ.  ε κάκε δείγμα πριν αναλυκεί προςτζκθκε μια ποςότθτα από 

όλεσ τισ επιςθμαςμζνεσ ενϊςεισ και το ίδιο γινόταν και πρότυπα που χρθςιμοποιοφνταν 

ςτθν καταςκευι των καμπυλϊν βακμονόμθςθσ.  Πιο ςυγκεκριμζνα ο εμβολιαςμόσ γινόταν 

με 100-400ng (ανάλογα με τισ αναμενόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ ςτα δείγματα) από κάκε 
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επιςθμαςμζνθ ζνωςθ  ςτα δείγματα και ακριβϊσ θ ίδια ποςότθτα εμβολιαηόταν ςτα 

πρότυπα των καμπυλϊν που είχαν τισ εξισ ςυγκεντρϊςεισ ςε μθ επιςθμαςμζνουσ 

φκαλικοφσ μεταβολίτεσ(10, 20, 50, 100, 200 και 500ng/mL).  τον άξονα y των καμπυλϊν, 

αντί να χρθςιμοποιθκεί θ επιφάνεια του μθ επιςθμαςμζνου μεταβολίτθ όπωσ ςτθν 

εξωτερικι βακμονόμθςθ, χρθςιμοποιοφνταν ο λόγοσ τθσ επιφάνειασ του μθ 

επιςθμαςμζνου μεταβολίτθ προσ τθν επιφάνεια του επιςθμαςμζνου.  Αυτόσ ο τρόποσ 

ποςοτικοποίθςθσ προςφζρει τα εξισ πολφ ςθμαντικά πλεονεκτιματα, τα οποία πθγάηουν 

από τισ παρεμφερείσ φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των ιςοτοπικϊν ιςομερϊν(επιςθμαςμζνων 

και μθ): 

1. Η επίδραςθ του matrix effect εκμθδενίηεται αφοφ όπωσ επιδρά ςτισ μθ 

επιςθμαςμζνεσ ενϊςεισ με ακριβϊσ τον ίδιο τρόπο επιδρά και ςτισ επιςθμαςμζνεσ. 

2. Δε χρειάηεται διόρκωςθ ανάκτθςθσ αφοφ κεωρθτικά ότι απϊλειεσ υπάρχουν ςτισ 

μθ επιςθμαςμζνεσ ενϊςεισ, υπάρχουν και ςτισ επιςθμαςμζνεσ.  Ζτςι απλοποιείται 

και θ ποςοτικοποίθςθ αφοφ γίνεται αυτόματα θ διόρκωςθ τθσ ανάκτθςθσ ενϊ είναι 

και πολφ πιο αξιόπιςτθ. 

3. Συχόν αςτάκειεσ ςτο λαμβανόμενο ςιμα του οργάνου (που ςτα ςυςτιματα LC-MS 

είναι κακθμερινό φαινόμενο), δεν επθρεάηουν τισ μετριςεισ. Για παράδειγμα αν ςε 

κάποια ανάλυςθ το mEP δϊςει χαμθλότερο ςιμα, ςτθν ίδια ανάλυςθ και το 

επιςθμαςμζνο mEP κα δϊςει αντίςτοιχα χαμθλότερο ςιμα και το ςφάλμα 

μθδενίηεται. 

4. Σζλοσ με τθ χριςθ των επιςθμαςμζνων ενϊςεων, που ζχουν ακριβϊσ τουσ ίδιουσ 

χρόνουσ κατακράτθςθσ, θ ιδθ μεγάλθ επιλεκτικότθτα τθσ SRM ενιςχφεται ακόμα 

περιςςότερο και αν κάποια ανάλυςθ αποτφχει, κα είναι εμφανζσ από τθ μειωμζνθ 

ζνταςθ των κορυφϊν των επιςθμαςμζνων ι και τθν απουςία τουσ. 

 

3.1.9 Επαναλθψιμότθτα - Ζλεγχοσ αξιοπιςτίασ κφκλων 
αναλφςεων - Διεργαςτθριακά Ρειράματα 

Ζνα από τα πιο ςθμαντικά χαρακτθριςτικά μιασ μεκόδου είναι θ επαναλθψιμότθτα 

τθσ.  Για να ελεγχκεί αναλφκθκαν τρία διαφορετικά δείγματα, δυο φορζσ το κακζνα και τα 

αποτελζςματα ςε όλεσ τισ ενϊςεισ και ςτα τρία δείγματα διζφεραν λιγότερο από 7%.  

Οπότε θ μζκοδοσ κρίνεται επαναλιψιμθ. 
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Επίςθσ λόγω τθσ μελλοντικισ εφαρμογισ τθσ μεκόδου ςε μεγάλο αρικμό 

δειγμάτων, ςε κάκε κφκλο ανάλυςθσ, αναλφονται και δφο δείγματα με 1mL νερό αντί για 

οφρα, εμβολιαςμζνο με 20 και 100ng προτφπων φκαλικϊν μεταβολιτϊν.  Αναλφονται 

κανονικά, ποςοτικοποιοφνται και ελζγχεται το κατά πόςον διαφζρουν από τισ 

αναμενόμενεσ τιμζσ (20 και 100 ng/mL).   Χαρακτθριςτικό χρωματογράφθμα παρατίκεται 

ςτθν Εικόνα 19.  Ζτςι αν κάτι ςυμβεί ςτθν ανάλυςθ (πειραματικό θ υπολογιςτικό ςφάλμα), 

κα αντικατοπτριςτεί ςτθν απόκλιςθ των μετροφμενων τιμϊν από τισ κεωρθτικζσ ςτα 

δείγματα ελζγχου.  τθν Εικόνα 19 παρατίκεται χρωματογράφθμα δείγματοσ, όπου 

αναλφκθκε 1 mL υπερκάκαρου νεροφ που εμβολιάςτθκε με 20ng από τον κακζνα από τουσ 

μεταβολίτεσ που παρακολουκεί θ μζκοδοσ και αναλφκθκε όπωσ και τα πραγματικά 

δείγματα. 

 

Εικόνα 19: Χρωματογράφθμα εμβολιαςμζνου υπερκάκαρου νεροφ με 20 ng 6 μεταβολιτϊν των 
φκαλικϊν εςτζρων. 

 

Σζλοσ για να χαρακτθριςτεί μια μζκοδοσ αξιόπιςτθ, είναι απαραίτθτο να 

αναλυκοφν τα ίδια δείγματα ςε διαφορετικά εργαςτιρια.  Πραγματοποιθκικαν δυο 

διαφορετικζσ διεργαςτθριακζσ αναλφςεισ ϊςτε θ αξιοπιςτία τθσ μεκόδου να επιβεβαιωκεί 

πλιρωσ. 
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 Η πρϊτθ διεργαςτθριακι μελζτθ ζγινε με το Institute and Out-Patient Clinic for 

Occupational, του πανεπιςτθμίου του Erlangen (Γερμανία) και αφορά ςτο mBP ςτα πλαίςια 

του προγράμματοσ διεργαςτθριακϊν πειραμάτων που οργανϊνεται ςε εξαμθνιαία βάςθ (G-

EQUAS 46).  Δυο δείγματα, ζνα υψθλισ και ζνα χαμθλισ ςυγκζντρωςθσ, ςτάλκθκαν ςτο 

εργαςτιριο μασ και αφοφ αναλφκθκαν και δόκθκαν τα αποτελζςματα, λάβαμε 

πιςτοποιθμζνεσ τισ δικζσ τουσ μετριςεισ.  Σα αποτελζςματα παρατίκενται ςτον Πίνακα 15.  

Από το G-EQUAS κεωροφνται αποδεκτζσ μετριςεισ εντόσ του ±30% από τισ δικζσ τουσ τιμζσ 

και οι μετριςεισ του εργαςτθρίου μασ απζχουν λιγότερο από 8,3%. 

Ρίνακασ 15: Διεργαςτθριακι ςφγκριςθ G-EQUAS 46 

Εργαςτιριο Δείγμα χαμθλισ 

ςυγκζντρωςθσ 

Δείγμα υψθλισ 

ςυγκζντρωςθσ 

Ε.ΠΕ.ΧΗ.ΔΙ. 48.1 204.9 

G-EQUAS 46 44.4 203.0 

 

 

Εικόνα 20: Διεργαςτθριακι ςφγκριςθ με τθν ομάδα τθσ Ιατρικισ ςχολισ του πανεπιςτθμίου Lund. 

 

Η δεφτερθ διεργαςτθριακι ςφγκριςθ ζγινε με μια ερευνθτικι ομάδα που 

ςυμμετζχει ςτο Envirogenomarkers τθσ Ιατρικισ ςχολισ του πανεπιςτθμίου Lund, ςτθ 

ουθδία (Medical School, Lund Univeristy, Sweden) και αφορά ςτα mEP, mBP, mEHP, 

MEHHP και mEOHP.  Πζντε δείγματα που λιφκθκαν από μζλθ του εργαςτθρίου μασ, 

ςτάλκθκαν ςτο ςυνεργαηόμενο εργαςτιριο και παράλλθλα αναλφκθκαν από εμάσ.  Σα 
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αποτελζςματα παρατίκενται ςτθν Εικόνα 20 ανά μεταβολίτθ.  Τπάρχει πολφ καλι ταφτιςθ 

των διεργαςτθριακϊν αποτελεςμάτων και ςτισ 5 ενϊςεισ που ςυγκρίκθκαν.  τουσ y άξονεσ 

είναι οι μετριςεισ του Ε.ΠΕ.ΧΗ.ΔΙ. και ςτoυσ x οι μετριςεισ τθσ ερευνθτικισ ομάδασ τθσ 

Ιατρικισ ςχολισ, του πανεπιςτθμίου Lund.  Τπάρχει ιδιαίτερα καλι ςυμφωνία ςτισ 

μετριςεισ από τθ ςτιγμι που θ κλίςθ των ευκειϊν είναι πολφ κοντά ςτθ μονάδα (1±0,1) και 

ςτισ 5 ενϊςεισ.  υνολικά οι διεργαςτθριακζσ ςυγκρίςεισ κρίνονται ιδιαίτερα επιτυχείσ. 

 

3.2 Εφαρμογι Μεκόδου ςε Πραγματικά Δείγματα 
Αρχικά να ςθμειωκεί ότι ςτα τυφλά δείγματα που αναλφκθκαν μαηί με τα 

πραγματικά δείγματα δεν βρζκθκαν μεταβολίτεσ πάνω από τα όρια ανίχνευςθσ και όςον 

αφορά ςτουσ ελζγχουσ αξιοπιςτίασ τθσ μεκόδου οι μετροφμενεσ τιμζσ διζφεραν ςε όλεσ τισ 

περιπτϊςεισ λιγότερο από 10% από τισ κεωρθτικζσ.   

 Αναλφκθκαν δϊδεκα δείγματα για ελεφκερουσ φκαλικοφσ μεταβολίτεσ και οι 

ςυγκεντρϊςεισ παρατίκενται ςτον Πίνακα 16. 

Ρίνακασ 16: υγκεντρϊςεισ ςε ελεφκερουσ μεταβολίτεσ ςε ng/mL 12 δειγμάτων.   

 S1  S2  S3  S4  S5  S6  S7  S8  S9  S10  S11  S12  

mEP  305  2876  83  1202  1974  2364  19  1937  247  479  84  30  

mEHHP   Δ.Π.  Δ.Π.  Δ.Π.  Δ.Π. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α.  Δ.Π. 18  Δ.Α.  Δ.Π. Δ.Α. 

mBP  Δ.Α.  Δ.Π. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α.  Δ.Π.  Δ.Π. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. 

mEOHP  Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. 

mEHP  Δ.Α. Δ.Α.  Δ.Π. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. 2  3  Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. 

mNP  Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. Δ.Α. 

Όπου Δ.Α.(Δεν Ανιχνεφτθκε),  θ ςυγκζντρωςθ ιταν κάτω από τα όρια ανίχνευςθσ.  Όπου Δ.Π.(Δεν 

Ποςοτικοποιικθκε),  θ ςυγκζντρωςθ ιταν κάτω από τα όρια ποςοτικοποίθςθσ και πάνω από τα όρια ανίχνευςθσ 

Ουςιαςτικά μόνο το mEP ανιχνεφεται ςτθν ελεφκερθ μορφι του και μάλιςτα ςε 

επίπεδα τθσ τάξθσ των μg/mL ςε κάποια δείγματα.  Επίςθσ ποςοτικοποιείται ςε όλα τα 

δείγματα.  Από τθ βιβλιογραφία είναι γνωςτό ότι είναι ο μόνοσ μεταβολίτθσ από αυτοφσ 

που παρακολουκοφνται ςτθν παροφςα μελζτθ που αποβάλλεται μζςω των οφρων ςτθν 
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ελεφκερθ μορφι του ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ.  Αναφζρεται ότι μζςω των οφρων, το 70% του 

mEP αποβάλλεται ςτθν ελεφκερθ μορφι του  *6,43].  Κυρίωσ χρθςιμοποιείται ςε προϊόντα 

προςωπικισ φροντίδασ και καλλυντικά, όποτε πικανϊσ μζςω χριςθσ τζτοιου είδουσ 

προϊόντων οι δότεσ των δειγμάτων εκτζκθκαν ςτθν πρόδρομθ ζνωςθ του, το DEP. 

 τθ ςυνζχεια αναλφκθκαν 24 δείγματα για ολικοφσ μεταβολίτεσ και τα 

αποτελζςματα παρατίκενται επίςθσ μαηί με κάποιεσ βιβλιογραφικζσ αναφορζσ για 

ςφγκριςθ ςτον Πίνακα 17.   Αρχικά παρατθρείται ότι το mEP είναι μακράν το πιο άφκονο ςε 

ςχζςθ με τουσ υπόλοιπουσ μεταβολίτεσ.  Η ίδια εικόνα παρατθρείται και ςτθ βιβλιογραφία, 

και τα επίπεδα ςυγκεντρϊςεων τθσ παροφςασ μελζτθσ πλθςιάηουν περιςςότερο τα επίπεδα 

των Η.Π.Α. , τα οποία είναι τα υψθλότερα μεταξφ των άλλων [91].  Βζβαια να τονιςτεί ότι ο 

αρικμόσ των δειγμάτων τθσ παροφςασ μελζτθσ είναι μικρόσ και τα όποια ςυμπεράςματα 

είναι κυρίωσ ενδεικτικά για τθ δυνατότθτα εφαρμογισ τθσ αναλυτικισ μεκόδου εν όψει τθσ 

μζλουςασ μελζτθσ ςε μεγάλο αρικμό δειγμάτων.  

Ρίνακασ 17: υγκεντρϊςεισ ςε ολικοφσ μεταβολίτεσ ςε ng/mL 24 δειγμάτων και ςφγκριςθ με 
βιβλιογραφικζσ αναφορζσ.   

Μεταβολίτθσ 
Μζςοσ 

Προσ 

Μεςαία 

τιμι 

Γεωμετρικόσ 

μζςοσ 

Μζςοσ 

Προσ 

Γεωμετρικόσ 

Μζςοσ 
Μζςοσ Προσ Διάμεςοσ 

mEP 709 196 227 310.0 112.0 968.5 90.2 

mEHHP 155 64 76 21,.9 14.3 33.6 46.8 

mBP 184 74 102 41.1 43.2 39.7 181.0 

mEOHP 48 24 28 21.6 15.0 26.9 36.5 

mEHP 32 16 19 22.3 6.9 14.32 10.3 

mNP 

Ποςοτικοποιικθκε ςε 2 δείγματα 

(55 και 23 ng/mL) 

- - - - 

Μελζτθ Ε.ΠΕ.ΧΗ.ΔΙ. Ελλάδα 
      [91] 

Νορβθγία 

[91] 

Ολλανδία 
[91]   Η.Π.Α 

[92] 

Γερμανία 

Όπου Δ.Α.(Δεν Ανιχνεφτθκε),  θ ςυγκζντρωςθ ιταν κάτω από τα όρια ανίχνευςθσ.  Όπου Δ.Π.(Δεν 

Ποςοτικοποιικθκε),  θ ςυγκζντρωςθ ιταν κάτω από τα όρια ποςοτικοποίθςθσ και πάνω από τα όρια ανίχνευςθσ. 
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Επίςθσ το mBP, θ πρόδρομθ ζνωςθ του DBP, βρίςκεται ςτα επίπεδα τθσ Γερμανίασ 

[92+,  τα οποία είναι επίςθσ τα υψθλότερα, μεταξφ των υπολοίπων.  Σο DBP, όπωσ και το 

mEP, χρθςιμοποιείται ςε είδθ προςωπικισ φροντίδασ και καλλυντικά αλλά και ςε κάποια 

πλαςτικά ςαν πλαςτικοποιθτισ, ςε κόλλεσ, ςτο PVC κ.λ.π.  οπότε υποδθλϊνεται και 

αυξθμζνθ τζτοιου τφπου ζκκεςθ. 

Σο mEHP, mEOHP, και mEHHP ζχουν κοινι πρόδρομθ ζνωςθ το  DEHP το οποίο 

χρθςιμοποιείται ευρζωσ ςε οικοδομικά υλικά, ςε τμιματα αυτοκινιτων (ταπετςαρίεσ, 

κακίςματα), ςυςκευαςίεσ τροφίμων κ.λ.π..  Επίςθσ και ςτουσ τρεισ μεταβολίτεσ 

παρατθροφνται οι υψθλότερεσ τιμζσ ςτθν παροφςα μελζτθ ςε ςχζςθ με τισ υπόλοιπεσ. 

Όςον αφορά ςτο miNP, πρόδρομθ ζνωςθ του DiNP, που ζχει παρεμφερείσ 

εφαρμογζσ με το DEHP, δεν ανιχνεφκθκε παρά μόνο ςε δυο δείγματα και δεν υπάρχουν 

βιβλιογραφικζσ αναφορζσ γι’αυτό.  Αυτό πικανόν εξθγείται με το ότι δεν χρθςιμοποιιται ςε 

μεγάλθ κλίμακα τόςο μεγάλο χρονικό διάςτθμα όςο τα υπόλοιπα όςο τα υπόλοιπα, αλλά 

και από το ότι οξειδϊνεται ςε άλλεσ μορφζσ ςχετικά γριγορα *50]. 

 

 

Εικόνα 21:  Κατανομι ςυγκεντρϊςεων ολικϊν μεταβολιτϊν φκαλικϊν εςτζρων ςε 12 δείγματα.  

 

Η ςυνολικι κατανομι των επιπζδων των ςυγκεντρϊςεων παρατίκεται ςτθν Εικόνα 

21 και  λόγω των μεγάλων διαφοροποιιςεων των ςυγκεντρϊςεων ο άξονασ ψ είναι 

βακμονομθμζνοσ ςε λογαρικμικι κλίμακα.  Αφκονότερο όλων είναι το mEP και κατά ςειρά 

ακλολουκοφν τα  mBP, mEHHP, mEOHP και mEHP.  Αυτι είναι μια γενικι τάςθ και 
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ακουλουκείται ςτα περιςςότερα δείγματα.  Παρόμοια κατανομι παρουςιάηουν δε γενικζσ 

γραμμζσ  και οι μελζτεσ τθσ βιβλιογραφίασ.  Σο κφριο ςυμπζραςμα που προκφπτει από τα 

αποτελζςματα είναι ότι βρίςκονται ςτα ίδια επίπεδα με τισ βιβλιογραφικζσ αναφορζσ και 

ςχετικά υψθλότερα.  Αυτό βζβαια δεν είναι απόλυτο λόγω του μικροφ αρικμοφ των 

δειγμάτων.
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4 Συμπεράςματα 

Παρακάτω παρατίκενται ςυνοπτικά τα βαςικά ςυμπεράςματα που εξάγονται από 

τθν αναλυτικι διαδικαςία. 

1. Αναπτφχκθκε και βελτιςτοποιικθκε μια ιδιαίτερα ευαίςκθτθ και επιλεκτικι 

μζκοδοσ για τθν ανάλυςθ ζξι φκαλικϊν μεταβολιτϊν, του mEP, του mBP, 

του mNP, του mEHP και δφο παραγϊγων του mEHP, του mEHHP και του 

mEOHP.  Η μζκοδοσ αυτι βαςίηεται ςτθν ανάλυςθ με υγρι χρωματογραφία 

ςυηευγμζνθ με διαδοχικι φαςματομετρία μαηϊν με πθγι θλεκτροψεκαςμό. 

2. Βρζκθκαν οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ λειτουργίασ του αυτόματου 

δειγματολιπτθ ϊςτε να εκμθδενιςτεί το φαινόμενο επιμόλυνςθσ από 

δείγμα ςε δείγμα (carry over) ςτον ελάχιςτο χρόνο και με τθν ελάχιςτθ 

κατανάλωςθ διαλφτθ. 

3. Η εφρεςθ των βζλτιςτων τιμϊν λειτουργίασ του φαςματογράφου μάηασ 

ζγινε ςε ςυνκικεσ ροισ και ςφςταςθσ κινθτισ φάςθσ ταυτόςθμεσ με τισ 

αντίςτοιχεσ χρωματογραφικζσ ςτο χρόνο ζκλουςθσ τθσ κάκε ζνωςθσ. 

4. Σα όρια ανίχνευςθσ-ποςοτικοποίθςθσ μεκόδου και οργάνου βρίςκονται ςτα 

χαμθλά ng/mL. 

5. Χρθςιμοποιικθκε ζνα βακμιδωτό πρόγραμμα ζκλουςθσ, ςχετικά 

χρονοβόρο αλλά εξαςφαλίηει όμωσ το διαχωριςμό μεταβολιτϊν με κοινά 

SRM (ίςο- και κ- διβουτυλεςτζρασ του φκαλικοφ οξζωσ, διαικυλ-

εξυλεςτζρασ και διοκτυλεςτζρασ του φκαλικοφ οξζωσ). 

6. Η χρωματογραφικι ςυμπεριφορά είναι ιδιαίτερα ικανοποιθτικι.  

7. Με τροποποιιςεισ ςε ςχζςθ με τθ βιβλιογραφία, επιτεφχκθκαν 

ικανοποιθτικζσ ανακτιςεισ και μθδενικά επίπεδα μεταβολιτϊν των 

φκαλικϊν εςτζρων ςτα τυφλά δείγματα.   

8. Μετρικθκε με εναλλακτικό τρόπο ςε ςχζςθ με τθ βιβλιογραφία θ απόδοςθ 

τθσ ενηυμικά καταλυόμενθσ αντίδραςθσ υδρόλυςθσ των ςυηευγμζνων 

μεταβολιτϊν των φκαλικϊν εςτζρων προσ ελεφκερουσ.  
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9. τθ ςυμπφκνωςθ των δειγμάτων χρθςιμοποιικθκε περιςτροφικόσ 

ςυμπυκνωτισ υπό κενό ποφ επιτρζπει τθν ταυτόχρονθ ςυμπφκνωςθ 18 

δειγμάτων ςε αντίκεςθ με τθ ςυνικθ χριςθ ρεφματοσ N2 ,όπου κάτι τζτοιο 

δεν είναι εφικτό. 

10. Εντοπίςτθκε ζντονο φαινόμενο μιτρασ και αντιμετωπίςτθκε με χριςθ 

επιςθμαςμζνων αναλόγων των μετροφμενων ενϊςεων.  Με τθ χριςθ 

επίςθσ αυτϊν των ενϊςεων κάκε δείγμα είχε τθ δικι του διόρκωςθ τθσ 

ανάκτθςθσ. 

11. Ζγινε ζλεγχοσ ςε όλα τα αντιδραςτιρια για ιςοτοπικά ιςομερι, ελζγχκθκε θ 

επαναλθψιμότθτα τθσ μεκόδου και ςε κάκε κφκλο ανάλυςθσ 

επιβεβαιωνόταν θ καλι λειτουργία τθσ με ανάλυςθ τυφλϊν και προτφπων 

διαλυμάτων. 

12. Όλα τα παραπάνω επιβεβαιϊκθκαν με τθν επιτυχι ζκβαςθ των δυο 

διεργαςτθριακϊν ςυγκρίςεων που πραγματοποιικθκαν. 

13. Όςον αφορά ςτα δείγματα που αναλφκθκαν, οι ςυγκεντρϊςεισ και ςτουσ 

ελεφκερουσ και ςτουσ ολικοφσ μεταβολίτεσ ιταν απόλυτα αναμενόμενεσ 

και ςυγκρίςιμεσ με τα βιβλιογραφικά δεδομζνα.  Πιο ςυγκεκριμζνα, ςε 

ελεφκερθ μορφι ςε ςθμαντικζσ ποςότθτεσ εντοπίηεται μόνο το mEP.  τουσ 

ολικοφσ μεταβολίτεσ τα επίπεδα και θ κατανομι των ςυγκεντρϊςεων 

βρίςκονται ςε ςυμφωνία με τισ βιβλιογραφικζσ αναφορζσ αν και είναι 

ςχετικά υψθλότερεσ. 

14. Για να εξαχκοφν αςφαλζςτερα ςυμπεράςματα, πρζπει να αναλυκεί αρκετά 

μεγαλφτεροσ αρικμόσ δειγμάτων. 

 



 

69 
 

5 Βιβλιογραφία 
                                                           
1 ATSDR. Toxicological profile for diethylphthalate, U.S. Department of Health and Human 

Services, Public Health Service,Agency for Toxic Substances and Disease Registry,Atlanta, GA, 

1995. 

 

2 ATSDR. Toxicological profile for di-n-butyl phthalate, U.S.Department of Health and Human 

Services, Public HealthService, Agency for Toxic Substances and Disease Registry,Atlanta, GA, 

2001. 

 

3 ATSDR. Toxicological profile for di(2-ethylhexyl)phthalate(DEHP), U.S. Department of 

Health and Human Services,Public Health Service, Agency for Toxic Substances and Disease 

Registry, Atlanta, GA, 2002. 

 

4 Wormuth, M., Scheringer, M., Vollenweider, M., Hungerbuhler,K., What are the sources of 

exposure to eight frequently used phthalic acid esters in Europeans? Risk Anal. 2006, 26, 

803–824. 

 

5 Hauser, R., Calafat, A. M., Phthalates and human health, Occup. Environ. Med. 2005, 62, 

806–818. 

 

6Silva, M. J., Barr, D. B., Reidy, J. A., Kato, K., et al., Glucuronidation patterns of common 

urinary and serum monoester phthalate metabolites, Arch. Toxicol. 2003, 77, 561–567. 

 

7 Preiksa, R. T., Zilaitiene, B., Matulevicius, V., Skakkebaek, N. E., et al., Higher than expected 

prevalence of congenital cryptorchidism in Lithuania: A study of 1204 boys at birth and 1 

year follow-up, Hum. Reprod. 2005, 20, 1928 –1932. 

 



 

70 
 

                                                                                                                                                                      
8 CDC, Third national report on human exposure to environmental chemicals, Centers for 

Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 2005, http://www.cdc.gov/exposurereport/ 

pdf/thirdreport.pdf. 

 

9  Wams, T.J., Diethylhexyiphthalate as an Environmental Contaminant - a Review. Sci. Total 

Environ. 1987.66: 1-16. 

 

10 ECPI (European Council for Plasticisers and Intermediates), 2004. The phthalates 

information centre 

 

11 Muller, A. K., Nielsen, E., Ladefoged, O., Human exposure to selected phthalates in 

Denmark, The Danish Vetarinary and Food Administraion, Foedevare Rapport 2003, 15 (1st 

Edition), 1–156, http://www.foedevarestyrelsen.dk/Fdir/Publica tions/2003015/Rapport.pdf 

 

12 Howard, P. H., S. Banerjee, K. H. Robillard. Measuroment of Water Solubilities, 

Octanol/Water Partition Coefficients and Vapor Pressures of Commercial Phthalate Esters. 

EnvirorL Tox. Chem. 1985, 4(5), 653-661. 

 

13 Howard, P.H. 1989. Handbook of Environmental Fate and Exnosure Data for Oreanic 

Chemicals: Vol.I Large Production and Priority Pollutants. Lewis Publishers, Inc., Chelsea, MI. 

 

14 Sears,J . K., N. W. Touchette. PlasticizersI, n: Kirk-Othmer Encyclo_t~ediao f Chemical 

Technology, eds. H.F. Mark, D.F. Othmer, C.G. Overberger and G.T. Seaborg, Vol. 18, 3rd ed., 

John Wiley and Sons, New York, pp. 1982, 738-746. 

 

15 Yalkowsky, S.H., S. Banerjee. Aaueous Solubilitv- Methods of Estimation for O~anic 

Compounds, Marcel Dekker,Inc. New York, 1992. 264 pp. 

 

http://www.cdc.gov/exposurereport/
http://www.foedevarestyrelsen.dk/Fdir/Publica%20tions/2003015/Rapport.pdf


 

71 
 

                                                                                                                                                                      
16 De Bruijn, J.F., Busser, W. Seinen and J. Hermens.    Determination of octanol/water 

partition coefficients for hydrophobic organic chemicals with the "slow-stirring" method.  

Environ. Toxicol. Chem. 1989.8: 499-512. 

 

17 Brooke, D., I. Nielsen, J. De Bruijn and J. Hermens, "An interlaboratory evaluation of the 

stir-flask method for thedetermination of octanal-water partition coefficients (Log P)", 

Chemosphere, 1990,21(1-2), 119-133. 

 

18 Ellington, J.J. and T.L. Floyd.  1996.  Octanol/water partition coefficients for eight 

phthalate esters.EPA/600/S-96/006, Sept. 1996; Athens, GA: USEPA (National Exposure 

Research Lab). 

 

19
 Staples C., Peterson C., Parkerton T. and Adams W., The environmental fate of phthalate 

esters: A literarure review. 1997, Chemosphere, 35, 667-749. 

 

20 Meylan, W. M., P. H. Howard. User's Guide for EPIWIN, Syracuse Research Corporation, 

1995. Syracuse, NY, USA. 

 

21 Long, J.M. SPARC Estimations of KowS and Solubilities for a Series of Phthalate Esters. 

Personal communication, 1995.. U.S. Environmental Protection Agency, NERL, Athens, 

Georgia. 

 

22 Becker, K., Seiwert, M., Kraus, S., et al., German Environmental Survey 1998 (GerES III): 

pesticides and other pollutants in housedust. Proceeding of the Ninth International 

Conference on Indoor Air and Climate, 2002. (Indoor Air 02) 4, 883–887. 

 

23 Fromme, H., Lahrz, T., Piloty, M., Gebhart, H., Oddoy, A., Ruden, H., Occurrence of 

phthalates and musk fragrances in indoor air and dust from apartments and kindergartens in 

Berlin (Germany). 2004, Indoor Air 14, 188–195. 

 



 

72 
 

                                                                                                                                                                      
24 Kersten, N.E., Reich, T., Schwer fluchtige organische Umweltchemikalien in Hamburger 

Haussta¨ uben. Gefahrst. Reinh. Luft, 2003, 63, 85–91. 

 

25 Pohner, A., Simrock, S., Thumulla, J., Weber, S., Wirkner, T., Hintergrundbelastung des 

Hausstaubs von Privathaushalten mit mittel- und schwerfluchtigen organischen 

Schadstoffen. Z. Umweltmed. 1998, 6, 337–345. 

 

26 Holstrup, O., Butte, W., Endocrin Wirksame Xenobiotika in Haushalten. Konzentrationen in 

der Luft und im Hausstaub. Bericht im Auftrag des Niedersachsischen Ministeriums fur 

Frauen, Arbeit und Soziales, Oldenburg 2001. 

 

27 Sheldon, L., Whitaker, D., Keever, J., Clayton, A., Perritt, R., Phthalates and PAHs in indoor 

and outdoor air in a southern California community. In: Proceedings of Indoor Air, 1993. 93, 

vol. 3. 

 

28 COM, European Commission, Official Journal L 315, 09/12/1999, pp. 46–49. 

 

29 NTP-CERHR, NTP-CERHR expert panel report on di(2-ethylhexyl) phthalate. NTP-CERHR-

DEHP, 2000. 

 

30 NTP-CERHR, Monograph on the potential human reproductive and developmental effects 

of di-isononyl phthalate (DINP), 2003a.NIH Publ No. 03-4484. 

 

31 NTP-CERHR, Monograph on the potential human reproductive and developmental effects 

of di-isodecyl phthalate (DIDP), 2003b, NIH Publ No. 03-4485. 

 



 

73 
 

                                                                                                                                                                      
32 NTP-CERHR, Monograph on the potential human reproductive and developmental effects 

of di-n-butyl phthalate (DBP), 2003c.NIH Publ No. 03-4486. 

 

33 NTP-CERHR, Monograph on the potential human reproductive and developmental effects 

butyl benzyl phthalate (BBP), 2003d, NIH Publ No. 03-4487. 

 

34 NTP-CERHR, Monograph on the potential human reproductive and developmental effects 

of di-n-octyl phthalate (DnOP), 2003e,NIH Publ No. 03-4488. 

 

35 NTP-CERHR, Monograph on the potential human reproductive and developmental effects 

of di-n-hexyl phthalate (DnHP), 2003f, NIH Publ No. 03-4489. 

 

36 NTP-CERHR, 2005. Expert panel re-evaluation of DEHP, Meeting summary, October 14, 

2005, /www.noharm.org/ details.cfm?ID=1130&type=documentS. 

 

37 IARC (International Agency for Research on Cancer), Some industrial chemicals. IARC 

Monographs 77, 41–148, 2000. 

 

38 Calafat, A. M., Ye, X., Silva, M. J., Kuklenyik, Z., et al., Human exposure assessment to 

environmental chemicals using biomonitoring, Int. J. Androl. 2006, 29, 166–171. 

 

39 Rusyn, I., Peters, J. M., Cunningham, M. L., Modes of action and species-specific effects of 

di-(2-ethylhexyl)phthalate in the liver, Crit. Rev. Toxicol. 2006, 36, 459 –479. 

 



 

74 
 

                                                                                                                                                                      
40 Heindel, J. J., Powell, C. J., Phthalate ester effects on rat Sertoli cell function in vitro: 

Effects of phthalate side chain and age of animal, Toxicol. Appl. Pharmacol. 1992, 115, 116 – 

123. 

 

41 Koch, H. M., Bolt, H. M., Preuss, R., Angerer, J., New metabolites of di(2-

ethylhexyl)phthalate (DEHP) in human urine and serum after single oral doses of deuterium-

labelled DEHP, Arch. Toxicol. 2005, 79, 367 –376. 

 

42 Silva, M. J., Barr, D. B., Reidy, J. A., Kato, K., et al., Glucuronidation patterns of common 

urinary and serum monoester phthalate metabolites, Arch. Toxicol. 2003, 77, 561–567. 

 

43 Albro, P. W., Moore, B., Identification of the metabolites of simple phthalate diesters in rat 

urine, J. Chromatogr. 1974, 94, 209–218. 

 

44 Williams, D. T., Blanchfield, B. J., The retention, distribution, excretion, and metabolism of 

dibutyl phthalate-7-14 C in the rat, J. Agric. Food Chem. 1975, 23, 854 –858. 

 

45 Foster, P. M., Cook, M. W., Thomas, L. V., Walters, D. G., et al., Differences in urinary 

metabolic profile from di-n-butyl phthalate-treated rats and hamsters. A possible 

explanation for species differences in susceptibility to testicular atrophy, Drug Metab. 

Dispos. 1983, 11, 59–61. 

 

46 Saillenfait, A. M., Payan, J. P., Fabry, J. P., Beydon, D., et al., Assessment of the 

developmental toxicity, metabolism, and placental transfer of Di-n-butyl phthalate 

administered to pregnant rats, Toxicol. Sci. 1998, 45, 212–224. 

 



 

75 
 

                                                                                                                                                                      
47 Albro, P. W., Corbett, J. T., Schroeder, J. L., Jordan, S. T. & Matthews, H. B. 

Pharmacokinetics, interactions with macromolecules and species differences in metabolism 

of DEHP. Environmental Health Perspectives, 1982,  45, 19–25. 

 

48 Koch, H. M., Bolt, H. M., Preuss, R. & Angerer, J. New metabolites of di(2-

ethylhexyl)phthalate (DEHP) in human urine and serum after single oral doses of deuterium 

labelled DEHP. Archives of Toxicology,2005b,  79, 367–376. 

 

49 Silva, M. J., Kato, K., Wolf, C., Samandar, E., et al., Urinary biomarkers of di-isononyl 

phthalate in rats, Toxicology, 2006, 223, 101–112. 

 

50 Silva, M. J., Reidy, J. A., Preau, J. L., Jr., Needham, L. L., et al., Oxidative metabolites of 

diisononyl phthalate as biomarkers for human exposure assessment, Environ. Health 

Perspect. 2006, 114, 1158–1161. 

 

51 Foster, P. M., Disruption of reproductive development in male rat offspring following in 

utero exposure to phthalate esters, Int. J. Androl. 2006, 29, 140–147. 

 

52 CDC, Third national report on human exposure to environmental chemicals, Centers for 

Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 2005, http://www.cdc.gov/exposurereport/ 

pdf/thirdreport.pdf. 

 

53 Foster, P. M., Cattley, R. C., Mylchreest, E., Effects of di-nbutyl phthalate (DBP) on male 

reproductive development in the rat: Implications for human risk assessment, Food Chem. 

Toxicol. 2000, 38, S97–S99. 

 

http://www.cdc.gov/exposurereport/


 

76 
 

                                                                                                                                                                      
54 Gray, L. E., Jr., Ostby, J., Furr, J., Price, M., et al., Perinatal exposure to the phthalates 

DEHP, BBP, and DINP, but not DEP, DMP, or DOTP, alters sexual differentiation of the male 

rat, Toxicol. Sci. 2000, 58, 350 –365. 

 

55 Lee, K. Y., Shibutani, M., Takagi, H., Kato, N., et al., Diverse developmental toxicity of di-n-

butyl phthalate in both sexes of rat offspring after maternal exposure during the period from 

late gestation through lactation, Toxicology 2004, 203, 221–238. 

 

56 Mylchreest, E., Sar, M., Cattley, R. C., Foster, P. M., Disruption of androgen-regulated male 

reproductive development by di(n-butyl) phthalate during late gestation in rats is different 

from flutamide, Toxicol. Appl. Pharmacol. 1999, 156, 81–95. 

 

57 Parks, L. G., Ostby, J. S., Lambright, C. R., Abbott, B. D., et al., The plasticizer diethylhexyl 

phthalate induces malformations by decreasing fetal testosterone synthesis during sexual 

differentiation in the male rat, Toxicol. Sci. 2000, 58, 339– 349. 

 

58 Dalsenter, P. R., Santana, G. M., Grande, S. W., Andrade, A. J., et al., Phthalate affect the 

reproductive function and sexual behavior of male Wistar rats, Hum. Exp. Toxicol. 2006, 25, 

297–303. 

 

59 Grande, S. W., Andrade, A. J., Talsness, C. E., Grote, K., et al., A dose-response study 

following in utero and lactational exposure to di(2-ethylhexyl)phthalate: Effects on female 

rat reproductive development, Toxicol. Sci. 2006, 91, 247–254. 

 

60 Fisher, J. S., Macpherson, S., Marchetti, N., Sharpe, R. M., Human “testicular dysgenesis 

syndrome”: A possible model using in-utero exposure of the rat to dibutyl phthalate, Hum. 

Reprod. 2003, 18, 1383–1394. 



 

77 
 

                                                                                                                                                                      
 

61 Skakkebηk, N. E., Jψrgensen, N., Main, K. M., Rajpert-De Meyts, E., et al., Is human 

fecundity declining? Int. J. Androl. 2006, 29, 2–11. 

 

62 Sharpe, R. M., Phthalate exposure during pregnancy and lower anogenital index in boys: 

Wider implications for the general population? Environ. Health Perspect. 2005, 113, A504–

A505. 

 

63 Duty, S. M., Singh, N. P., Silva, M. J., Barr, D. B., et al., The relationship between 

environmental exposures to phthalates and DNA damage in human sperm using the neutral 

comet assay, Environ. Health Perspect. 2003, 111, 1164–1169. 

 

64 Hauser, R., Meeker, J. D., Singh, N. P., Silva, M. J., et al., DNA damage in human sperm is 

related to urinary levels of phthalate monoester and oxidative metabolites, Hum. Reprod. 

2007, 22, 688–695. 

 

65 Hauser, R., Meeker, J. D., Singh, N. P., Silva, M. J., et al., DNA damage in human sperm is 

related to urinary levels of phthalate monoester and oxidative metabolites, Hum. Reprod. 

2007, 22, 688–695. 

 

66 Hauser, R., Meeker, J. D., Duty, S., Silva, M. J., et al., Altered semen quality in relation to 

urinary concentrations of phthalate monoester and oxidative metabolites, Epidemiology 

2006, 17, 682–691. 

 

67 Duty, S. M., Calafat, A. M., Silva, M. J., Ryan, L., et al.,  Phthalate exposure and 

reproductive hormones in adult men, Hum. Reprod. 2005, 20, 604–610. 

 



 

78 
 

                                                                                                                                                                      
68 Swan, S. H., Main, K. M., Liu, F., Stewart, S. L., et al., Decrease in anogenital distance 

among male infants with prenatal phthalate exposure, Environ. Health Perspect. 2005, 113, 

1056–1061. 

 

69 Marsee, K.,Woodruff, T. J., Axelrad, D. A., Calafat, A. M., et al., Estimated daily phthalate 

exposures in a population of mothers of male infants exhibiting reduced anogenital distance, 

Environ. Health Perspect. 2006, 114, 805–809. 

 

70
 Main, K. M., Mortensen, G. K., Kaleva, M. M., Boisen, K. A., et al., Human breast milk 

contamination with phthalates and alterations of endogenous reproductive hormones in 

infants three months of age, Environ. Health Perspect 2006, 114, 270–276. 

 

71 Lottrup, G., Andersson, A. M., Leffers, H., Mortensen, G. K., et al., Possible impact of 

phthalates on infant reproductive health, Int. J. Androl. 2006, 29, 172 180. 

 

72 Cobellis, L., Latini, G., De Felice, C., Razzi, S., et al., High plasma concentrations of di-(2-

ethylhexyl)-phthalate in women with endometriosis, Hum. Reprod. 2003, 18, 1512 – 1515. 

 

73 Latini, G., De Felice, C., Presta, G., Del Vecchio, A. et al., In utero exposure to di-(2-

ethylhexyl)phthalate and duration of human pregnancy, Environ. Health Perspect. 2003, 111, 

1783–1785. 

 

74 Koch H., Gonzalez-Reche L., Angerer J., O n-line clean-up by multidimensional liquid 

chromatography–electrospray ionization tandem mass spectrometry for high throughput 

quantification of primary and secondary phthalate metabolites in human urine, J. 

Chromatogr. B, 2003, 784,  169–182. 

 



 

79 
 

                                                                                                                                                                      
75 Preuss R., Koch H., Angerer J., Biological monitoring of the five major metabolites of di-(2-

ethylhexyl)phthalate (DEHP) in human urine using column-switching liquid chromatography–

tandem mass spectrometry, J. Chromatogr. B, 2005, 816,  269–280. 

 

 

76 Kato K., Shoda S., Takahashi M., Doi N., Yoshimura Y., Nakazawa H., Determination of 

three phthalate metabolites in human urine using on-line solid-phase extraction–liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry, J. Chromatogr. B, 2003,  788,  407–411. 

 

77
 Calafat, A. M., Slakman, A. R., Silva, M. J., Herbert, A. R., et al., Automated solid phase 

extraction and quantitative analysis of human milk for 13 phthalate metabolites, J. 

Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 2004, 805, 49–56. 

 

78
 Mortensen, G. K., Main, K. M., Andersson, A.-M., Leffers, H. et al., Determination of 

phthalate monoesters in human breast milk, consumer milk and infant formula by tandem 

mass spectrometry(LC/MC/MS), Anal. Bioanal. Chem. 2005, 382, 1084 –1092. 

 

79
 Silva, M. J., Reidy, J. A., Herbert, A. R., Preau, J. L., Jr., et al., Detection of phthalate 

metabolites in human amniotic fluid, Bull. Environ. Contam. Toxicol. 2004, 72, 1226 –1231. 

 

80 Özer E. and Güçer Ş., Determination of some phthalate acid esters in artificial saliva by gc 

–ms after activated carbon enrichment,  Talanta, 2011, 84, 362-367.  

 

81
 Kato K, Silva MJ, Brock JW, Reidy JA, Malek NA, Hodge CC, Quantitative detection of nine 

phthalate metabolites in human serum using reversed-phase high performance liquid 

chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry. J Anal Toxicol, 2003, 

27, 284–289. 

 



 

80 
 

                                                                                                                                                                      
82

 Kato, K., Silva, M. J., Needham, L. L., Calafat, A. M., Quantifying phthalate metabolites in 

human meconium and semen using automated off-line solid-phase extraction coupled with 

on-line SPE and isotope-dilution high-performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, Anal. Chem. 2006, 78, 6651 –6655. 

 

83
 Calafat, A. M., Brock, J. W., Silva, M. J., Gray, L. E., Jr., et al., Urinary and amniotic fluid 

levels of phthalate monoesters in rats after the oral administration of di(2-ethylhexyl) 

phthalate and di-n-butyl phthalate, Toxicology 2006, 217, 22–30. 

 

84
 Gollamudi, R., Prasanna, H. R., Rao, R. H., Lawrence,W. H., et al., Impaired metabolism of 

di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) in old rats – an in vitro study, J. Toxicol. Environ. Health 

1983, 12, 623 –632. 

 

85 Foster, P. M., Cook, M. W., Thomas, L. V., Walters, D. G., et al., Differences in urinary 

metabolic profile from di-n-butyl phthalate-treated rats and hamsters. A possible 

explanation for species differences in susceptibility to testicular atrophy, Drug Metab. 

Dispos. 1983, 11, 59–61. 

 

86 Foster, P. M., Cook, M. W., Thomas, L. V., Walters, D. G., et al., Differences in urinary 

metabolic profile from di-n-butyl phthalate-treated rats and hamsters. A possible 

explanation for species differences in susceptibility to testicular atrophy, Drug Metab. 

Dispos. 1983, 11, 59–61. 

 

87 Silva M.J, Malek N.A., Hodge C.C., Reidy J.A., Kato K., Barr D.B.,. Needham L.L,. Brock J.W., 

Improved quantitive detection of 11 urinary phthalate metabolites in humans using liquid 

chromatography-atmospheric pressure chemical ionization tadem mass spectrometry,  J. 

Chromatogr. B, 2003, 789, 393. 

 



 

81 
 

                                                                                                                                                                      
88 Silva M., Slakman R., Reidy J., Preau J. Jr., Herbert A., Samandar E.,  Needham L., Calafat A. 

, Analysis of human urine for fifteen phthalate metabolites using automated solid-phase 

extraction, J. Chromatogr. B, 2004, 805, 161-167. 

 

89 Method 300.1: Determination of inorganic anions in drinking water by ion 

chromatography, Revision 1.0,  National Exposure Research Laboratory, Office Of Research 

And Development, U.S. Protection Agency, Cincinnati, Ohio 45268. 

 

90 Silva M., Preau J. Jr., Needham L., Calafat A., Cross validation and ruggedness testing of 

analytical methods used for the quantification of urinary phthalate metabolites, J. 

Chromatogr. B, 2008, 873, 180-186. 

 

91 Ye X., Pierik F., Angerer J., Meltzer H., Jaddoe V., Tiemeier H., Hoppin J., Longnecker M., 

Levels of metabolites oforganophosphate pesticides, phthalates and bisphenol A in pooled 

urine specimens from pregnant women participating in the Norwegian Mother and Child 

Cohort Study (MoBa), Int.J. of Hyg. and Env. Health, 2009, 212, 481-491. 

 

92 Koch H., Rossbach B., Drexler H.and Angerer J., Internal exposure of the general 

population to DEHP and other phthalates—determination of secondary and primary 

phthalate monoester metabolites in urine, Env. Research 93 ,2003, 177–185. 


