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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

H θειοπεντάλη ανήκει στην κατηγορία των βαρβιτουρικών ταχείας δράσης. 
Δρα κυρίως στο ΚΝΣ και συγκεκριμένα στους υποδοχείς του                      
γ-αμινοβουτυρικού οξέως. Η κύρια χρήση της εστιάζει στην εισαγωγή στην 
αναισθησία ή πλήρης αναισθησία σε επεμβάσεις μικρής χρονικής 
διάρκειας. Ο σκοπός της συγκεκριμένης πτυχιακής εργασίας είναι η 
ανάπτυξη και η επικύρωση μιας αναλυτικής μεθόδου για τον ποσοτικό 
προσδιορισμό της θειοπεντάλης η οποία να είναι αξιόπιστη, γρήγορη, 
οικονομική και φιλική προς το περιβάλλον. Η ανάπτυξη της μεθόδου 
πραγματοποιήθηκε με την χρήση αέριας χρωματογραφίας συζευγμένης με 
φασματομετρία μάζας . 

 

Η προκατεργασία των δειγμάτων έγινε με φυγοκέντρηση και εκχύλιση 
υγρού- υγρού , αποφεύγοντάς την εξάτμισή και την παραγωγοποίηση 
μειώνοντας με αυτό τον τρόπο το κόστος και τον χρόνο ανάλυσης. Στην 
βελτιστοποίηση της μεθόδου έγινε επιλογή κατάλληλου όγκου 
διαλύτη(400μl οξικού βουτυλεστέρα) προκειμένου να αποφευχθεί η 
εμφάνιση plateau στο χρωματογράφημα. Επίσης έγινε επιλογή κατάλληλου 
pH 4,5 σύμφωνα με την pka της θειοπεντάλης. Ως εσωτερικό πρότυπο 
χρησιμοποιήθηκε η φαινυτοΐνη.  

 

Για την επικύρωση της μεθόδου έγινε προσδιορισμός της γραμμικότητας, 
εκλεκτικότητας, επαναληψιμότητας και ακρίβειας. Επιπλέον 
προσδιορίστηκαν τα όρια ανίχνευσης LOD=3,3μg/mL  και ποσοτικοποίησης 
LOQ= 10μg/mL στον ορό του αίματος.  

 

Τέλος, εφόσον επικυρώθηκε η μέθοδος, έγινε εφαρμογή της σε πραγματικά 
κλινικά δείγματα τα οποία προέρχονταν από το ίδιο περιστατικό.  
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ABSTRACT 

 

 

 

 

Thiopental belongs to the category of fast-acting barbiturates. It primarily 
acts on the central nervous system (CNS), specifically targeting gamma-
aminobutyric acid (GABA) receptors. Its main use is for the induction of 
anesthesia or as complete anesthesia in short-duration surgical 
procedures. The aim of this thesis is to develop and validate an analytical 
method for the quantitative determination of thiopental that is reliable, fast, 
cost-effective, and environmentally friendly. The method was developed 
using gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-
MS).Sample preparation was performed using centrifugation and liquid-
liquid extraction, avoiding evaporation and derivatization, thereby reducing 
both cost and analysis time. During method optimization, an appropriate 
solvent volume (400 μL of butyl acetate) was selected to prevent the 
appearance of a plateau in the chromatogram. Additionally, the optimal pH 
of 4.5 was chosen according to the pKa of thiopental. Phenytoin was used 
as an internal standard.For method validation, linearity, selectivity, 
repeatability, and accuracy were assessed. Furthermore, the limits of 
detection (LOD = 3.3 μg/mL) and quantification (LOQ = 10 μg/mL) in blood 
serum were determined.Finally, after validation, the method was applied to 
real clinical samples derived from the same case. 
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Α. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 1.Θειοπεντάλη 

  1.1 Εισαγωγή 

Η θειοπεντάλη συντέθηκε για πρώτη φορά την δεκαετία του 1930 από 

ερευνητές στα εργαστήρια Abbott. Από το 1934 ο γιατρός John S. Lundy 

ξεκίνησε της κλινικές δοκιμές του φαρμάκου στην Mayo Clinic, με 

αποτέλεσμα η θειοπεντάλη να γίνει ευρέως γνωστή ως ενδοφλέβιο 

αναισθητικό για χρήση σε χειρουργικές επεμβάσεις. Τα τελευταία χρόνια η 

χρήση της ως αναισθητικό έχει αντικατασταθεί σε μεγάλο βαθμό από το 

φάρμακο propofol [1].Επίσης συγκαταλέγεται στην λίστα για τα βασικά 

φάρμακα του Παγκόσμιου οργανισμού υγείας [2]. 

H θειοπεντάλη ανήκει στην κατηγορία των βαρβιτουρικών και ειδικά στα 

ταχείας δράσης βαρβιτουρικά. Η κύρια χρήση της φαρμακευτικής ουσίας 

είναι για την εισαγωγή στην αναισθησία για χειρουργικές επεμβάσεις ή 

πλήρη αναισθησία σε επεμβάσεις μικρής χρονικής διάρκειας. Επιπλέον 

χρησιμοποιείται ως αναισθητικό και σε επεμβάσεις παιδιών. Εκτός από την 

χρήση της ως αναισθητικό η θειοπεντάλη χρησιμοποιείται και για θεραπεία 

σε υποξικές-ισχαιμικές εγκεφαλικές βλάβες καθώς και σε μείωση της 

ενδοκρανιακής πίεσης (ICP) [3].Τέλος χορήγηση υψηλής δόσης του 

φαρμάκου ενδείκνυται και στην αντιμετώπιση της ανθεκτικής επιληπτικής 

κρίσης (Refractory status epilepticus) [4]. 

Οι εμπορικές ονομασίες της θειοπεντάλης είναι : Pentothal που είναι η 

κύρια εμπορική ονομασία του, Thiopentone και ως Trapanal [5]. 

Οι κύριοι και πιο διαδεδομένοι τρόποι ανίχνευσης αυτή της φαρμακευτικής 

ουσίας είναι : Αέρια χρωματογραφία (GC), HPLC και GC/MS. Ο λόγος που 
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γίνεται η μελέτη της θειοπεντάλης είναι επειδή αποτελεί το κύριο 

αναισθητικό που χρησιμοποιείται στα χειρουργεία και λόγω του γεγονότος 

ότι είναι φάρμακο υπόδειγμα για την μελέτη άλλων ταχείας δράσης 

βαρβιτουρικών[3]. 

1.2 Ταξινόμηση και Φαρμακοκινητική 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω ανήκει στην κατηγορία των 

βαρβιτουρικών με μοριακό τύπο C11H18N2O2S και στην φυσική της μορφή 

είναι σκόνη με κίτρινο χρώμα. Όλα τα βαρβιτουρικά είναι παράγωγα τοu 

βαρβιτουρικού οξέος [6]. Στην περίπτωση της θειοπεντάλης έχουμε ως 

αρχική ένωση το 2-θειοβαρβιοτυρικο οξύ στο οποίο γίνεται αντικατάσταση 

του C-5 με μια αιθυλομάδα και ένα δευτεροταγές πεντύλιο [7]. 

    Εικόνα 1. Χημική δομή θειοπεντάλης [7] 

 

 

Η θειοπεντάλη είναι ένα μια αρκετά λιπόφιλη δραστική ουσία με μοριακό 

βάρος 242,34 g/mol. Η pka του φαρμάκου είναι 7,55 στους 25°C και. Ο 

χρόνος ημισείας ζωής (half-life) είναι 3-8 ώρες και ο όγκος κατανομής        

(Vd) εξαρτάται από το τρόπο χορήγησής (ενδοφλέβια χορήγηση ή συνεχής 
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έγχυση) και την κλινική κατάσταση του ασθενή. Η θειοπεντάλη δεσμεύεται 

στις πρωτεΐνες του πλάσματος σε 80% ποσοστό [8] [3]. 

Η χορήγηση γίνεται κυρίως με ενδοφλέβια ένεση(μείγμα R-(+)- και  S-(–)- 

εναντιομερών θειοπεντάλης) και απορροφάτε σε μεγάλο βαθμό από 

όργανα με αυξημένη αιμάτωση όπως ο εγκέφαλος και το ήπαρ. Έπειτα 

γίνεται ανακατανομή του φαρμάκου και απορροφάτε από όργανα με 

μικρότερη αιμάτωση όπως ο μυϊκός και ο λιπώδης ιστός [3]. Στη περίπτωση 

που γίνεται συνεχής χορήγηση του φαρμάκου, έχει ως αποτέλεσμα την 

συσσώρευση στο λιπώδη ιστό οδηγώντας σε αυξημένο χρόνο ανάρρωσης 

.[8] Άλλοι τρόποι χορήγησής περιλαμβάνουν και χορήγηση από το ορθό 

αλλά έχει αργή δράση μέσο αυτής της οδού [9]. 

Ο κύριος στόχος του φαρμάκου είναι οι υποδοχείς του γ-αμινοβουτυρικού 

οξέως (GABA) και πιο συγκεκριμένα η υποκατηγορία Α , οι οποίοι 

βρίσκονται  κυρίως στον εγκέφαλο και αποτελούν  ανασταλτικούς 

υποδοχείς [7]. 

Όσον αφορά το μεταβολισμό της θειοπεντάλης η διαδικασία αυτή γίνεται 

στο ήπαρ, όμως τα ακριβή ηπατικά ένζυμα που συμμετέχουν δεν έχουν 

διευκρινιστεί. Τα βαρβιτουρικά όμως σε γενικό πλαίσιο αποτελούν 

υπόστρωμα του κυτοχρώματος Ρ450(CYP). Υπάρχουν δυο μεταβολικές 

οδοί στις οποίες συμμετέχει η θειοπεντάλη[3]: 

1η  μεταβολική οδός: Γίνεται αποθείωση του δακτυλίου με προϊόν αυτής 

της αντίδρασης την πεντοβαρβιτάλη, η οποία παραμένει φαρμακολογικά 

ενεργή. Ο ενεργός αυτός μεταβολίτης αποτελεί το 3,3-3,6% της 

αναισθητικής δόσης και το 10% της μητρικής ένωσης στο αίμα. Έπειτα  η 

θειοπεντάλη και η πεντοβαρβιτάλη υφίσταται οξείδωση στο τελικό άνθρακα 

της 1-μεθυλ-βουτυλ πλευρικής αλυσίδας παράγοντας καρβοξυλικό οξύ 
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θειοπεντάλης και καρβοξυλικό οξύ πεντοβαρβιτάλης, και οι δυο αυτές 

ενώσεις είναι φαρμακολογικά ανενεργές. 

 

2η μεταβολική οδός: Πραγματοποιείτε υδροξυλίωση στην θέση 3 της 

μεθυλ-βουτυλ πλευρικής αλυσίδας και παράγεται θειοπενταλική αλκοόλη 

και πεντοβαρβιτολική αλκοόλη, μεταβολίτες μη φαρμακολογικά ενεργοί. 

Η οξείδωση της θειοπεντάλης σε καρβοξυλικό οξύ αποτελεί κύριο βήμα της 

αποτοξίνωσης στον άνθρωπο καθώς η συγκέντρωση του προϊόντος της 

αντίδρασης στα ουρά  αποτελεί το 10-25% της χορηγούμενης δόσης.    

 

 

Εικόνα 2 Μεταβολική οδοί θειοπεντάλης[3] 

 

1.3 Μοριακός μηχανισμός δράσης και δράση σε αλλά συστήματα 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω ο κύριος στόχος της θειοπεντάλης είναι 

το ΚΝΣ πιο συγκεκριμένα  οι υποδοχείς του γ-αμινοβουτυρικου οξέως 

(GABAΑ) οι οποίοι αποτελούνται από 14 διαφορετικές γλυκοπρωτεινικές 

ομάδες (α1-6, β1-3, γ1-3, δ και ε) [10]. 
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Γενικός μηχανισμός δράσης GABAΑ: 

Οι υποδοχείς GABAΑ  είναι ιοντοτροπικοί υποδοχείς καναλιών Cl-. Eίναι 

υπεύθυνοι για την αύξηση της αγωγιμότητας της μεμβράνης με δυναμικό 

ισορροπίας στο επίπεδο των -70mV. Όταν το γ-αμινοβουτυρικό οξύ 

συνδέεται στο υποδοχέα του οδηγεί σε άνοιγμα του καναλιού Cl, επομένως 

γίνεται εισροή ιόντων Cl μέσα στο κύτταρο. Έχουμε υπερπόλωση νευρικού 

κυττάρου κάνοντας το λιγότερο ενεργό σε σήματα από διεγερτικούς 

νευροδιαβιβαστές [11]. 

 

Εικόνα 3 Μοριακός μηχανισμός γ-αμινοβουτυρικου οξέως [41] 

 

Μηχανισμός δράσης βαρβιτουρικών  

Τα βαρβιτουρικά στα οποία ανήκει και η θειοπεντάλη συνδέονται 

αλλοστερικά στο υποδοχέα GABAA με αποτέλεσμα να αυξάνουν την 

συγγένεια του γ-αμινοβουτυρικού οξέως με τον υποδοχέα του. Άρα η 
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αύξηση της συγγένειας οδηγεί σε αύξηση του ποσοστού των δίαυλων που 

βρίσκονται στην μεγαλύτερή σε χρονική διάρκεια ανοικτή δομή τους  

(9msec) ενώ μειώνει το ποσοστό των δίαυλων που βρίσκονται στην 

μικρότερη σε χρονική διάρκεια ανοιχτή  δομή τους (3msec), επομένως  

προκαλεί αύξηση της χρονικής διάρκειας που το κανάλι είναι ανοιχτό και 

της ποσότητας του cl που εισέρχεται στο κύτταρο, οδηγώντας σε 

υπερπόλωση του κυττάρου [12]. 

 

 

Εικόνα 4 Υποδοχέας γ-αμινοβουτυρικου οξέως [12] 

 

 

 

Δράση σε αλλά συστήματα 

1. Κεντρικό νευρικό σύστημα: Τα βαρβιτουρικά προκαλούν δοσό-

εξαρτώμενη καταστολή από νάρκωση μέχρι γενική αναισθησία, στην 

περίπτωση της θειοπεντάλης όπως αναφέρθηκε στο κεφ.1 χρησιμοποιείται 
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κυρίως για εισαγωγή στην αναισθησία και δεν προκαλεί αναλγησία. Έχουν 

ισχυρή αγγειοσυσταλτική δράση στα εγκεφαλικά αγγεία και προκαλούν 

μείωση της εγκεφαλικής αιματικής ροής, του όγκου του εγκέφαλου και της 

ICP (ενδοκρανιακή πίεση), η ικανότητα αυτή τα κάνει χρήσιμα για 

αντιμετώπιση χωρο-κατακτικών βλαβών. Τέλος μειώνουν την ηλεκτρική 

δραστηριότητα στο ΗΕΓ(Ηλεκτροεγκεφαλογράφημα) το οποίο τα καθιστά 

χρήσιμα για την αντιμετώπιση της επιληψίας [9]. 

2. Καρδιαγγειακό σύστημα: Μείωση της αρτηριακής πίεσης λόγω της 

περιφερικής αγγειοδιαστολής που προκαλούν. Χρήση χαμηλών δόσεων 

δεν προκαλούν συχνά υπόταση .Οδηγούν και σε αρνητική ιονοτρόπο 

δράση του μυοκαρδίου [9]. 

3. Αναπνευστικό σύστημα: Καταστολή του αναπνευστικού συστήματος 

και συγκεκριμένα η θειοπεντάλη προκαλεί παροδική άπνοια. Μείωση 

αναπνεόμενου όγκου και αναπνευστικής συχνότητας και τέλος δεν 

προκαλούν έντονη καταστολή των λαρυγγικών αντανακλαστικά επομένως 

δεν ενδείκνυται για χρήση στην διασωλήνωσή της τραχείας [9]. 

 

1.4 Χορήγηση σε Ανθεκτική επιληπτική κρίση και σε παιδιά  

Ανθεκτική επιληπτική κρίση (Refractory status epilepticus) : 

Χαρακτηρίζεται από ανθεκτικότητα σε χρήση βενζοδιαζεπίνων ως πρώτο 

τρόπο αντιμετώπισης και σε χρήση αντιεπιληπτικών φαρμάκων σε δεύτερο 

στάδιο. Μια από τις κυρίαρχες οδηγίες για την αντιμετώπιση του είναι η 

συνεχής ενδοφλέβια χορήγηση αναισθητικών, αλλά υπάρχουν λίγα στοιχεία 

για το πιο φάρμακο είναι το πιο αποτελεσματικό. Ορισμένες μελέτες έχουν 

εστιάσει στην χρήση της θειοπεντάλης για την θεραπεία και διαχείριση της 
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RSE (Refractory status epilepticus). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω μια 

από τις δράσης της θειοπεντάλης είναι ότι μειώνει την ηλεκτρική 

δραστηριότητα στο ΗΕΓ (ηλεκτροεγκεφαλογράφημα). Η χορήγηση 

αυξημένης δόσης θειοπεντάλης τερματίζει τα κλινικά και τα 

ηλεκτροφυσιολογικά συμπτώματα της επιληπτικής κρίσης όμως η χρήση 

της σε υψηλές συγκεντρώσεις έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση αρκετών 

παρενεργειών όπως μείωση της αρτηριακής πίεσης, αύξηση του χρόνου 

ανάρρωσης καθώς η υψηλή δόση οδηγεί σε συσσώρευση στους ιστούς 

αυξάνοντας τον χρόνο δράσης του φαρμάκου και τέλος καταστέλλει το 

ανοσοποιητικό σύστημα αυξάνοντας τον αριθμό των λοιμώξεων [4] [13]. 

 

Χορήγηση σε παιδιά : Τα παιδιά παρουσιάζουν διαφορετική 

φαρμακοκινητική σε σχέση με τους ενήλικες. Ειδικότερα έχουν διαφορετική 

σύνδεση με πρωτεΐνες, μεγαλύτερο όγκο κατανομής Vd, μικρότερά 

ποσοστά λίπους και ένα μη ώριμο ηπατικό και νεφρικό σύστημα. Επομένως 

υπάρχουν διαφορετικά πρότυπα δοσολογίας και χρήσης της θειοπεντάλης 

στα παιδιά. Για την εισαγωγή στην αναισθησία γίνεται χρήση ενδοφλέβιας 

θειοπεντάλης με δόση 5-6 mg/kg. Τα παιδιά ηλικίας 5-13 μεταβολίζουν την 

θειοπεντάλη με διπλάσιο ρυθμό σε σύγκριση με τους ενήλικες. Ενδοφλέβια 

δόση 10 mg/kg είναι το ανώτατο επιτρεπτό όριο. Επίσης χρήση 

θειοπεντάλης 10% (20 με 30 mg/kg) μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

αναισθησία με χορήγηση από το ορθό. Τέλος χορηγείται και στις μονάδες 

εντατικής θεραπείας (ΜΕΘ) παίδων με συνεχής χορήγηση(2 με 4 mg/kg/hr) 

με σκοπό να αντιμετωπιστεί η αυξημένη ενδοκρανιακή πίεση [14]. 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/09/2026 06:18:25 EEST - 216.73.216.250



 16 
 

1.5 Τοξικότητα θειοπεντάλης  

Οι γενικές ανεπιθύμητές δράσεις της θειοπεντάλης είναι η αναπνευστική 

καταστολή, η μπερδεμένη ομιλία, σιελόρροια, λαρυγγειοσπασμοί και πτώση 

της αρτηριακής πίεσης. Στην περίπτωση της αναπνευστικής καταστολής 

καθώς αποτελεί κύριο μηχανισμό δράσης του φαρμάκου πρέπει να γίνεται 

προσεκτική παρακολούθηση της αναπνευστικής λειτουργίας. Αλλεργικές 

αντιδράσεις επικίνδυνες για την ζωή είναι σπάνιες. Υπερδοσολογία μπορεί 

να προκληθεί από ταχύς και συνεχής χορηγήσεις με αποτέλεσμα την 

πτώση της αρτηριακής πίεσης σε επικίνδυνο βαθμό. Επίσης από τέτοια 

χορήγηση μπορεί να προκληθεί άπνοια και βήχας. Τέλος, μειώνει την 

δράση των αντιπηκτικών και ενισχύει την δράση των ηρεμιστικών οπιούχων 

και οινοπνεύματος[15] [16] [17]. 

 

1.6 Θεραπευτικά, τοξικά θανατηφόρα επίπεδα  

 

     Δραστική ουσία                             Επίπεδα σε ορό σε mg/L 

Πίνακας 1. Θεραπευτικά, τοξικά και κωματώδη-θανατηφόρα επίπεδα θειοπεντάλης στο ορό του 

αίματος. [18] 

 

2. Αέρια Χρωματογραφία (GC) 

 2.1  Αρχή λειτουργίας μεθόδου αέριας χρωματογραφίας 

Η αέρια χρωματογραφία χαρακτηρίζεται από δύο φάσεις: 

Θειοπεντάλη  Θεραπευτικά Τοξικά Θανατηφόρα 

- 1-5 >7 >10-15 
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Στατική φάση: Εσωτερικό τριχοειδούς αναλυτικής στήλης. 

Κινητή φάση: Φέρον αέριο που κινείται μέσα στην αναλυτική στήλη.  

Η βασική αρχή στην οποία βασίζεται η αέρια χρωματογραφία είναι οι 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των συστατικών του δείγματος και της αναλυτικής 

στήλης (στατική φάση). Η διαδικασία περιλαμβάνει την εισαγωγή του 

δείγματος με ένεση στον θερμαινόμενο εισαγωγέα, έπειτα ένα ήπιο ρεύμα 

ηλίου ή αζώτου το παρασύρει στο εσωτερικό της αναλυτικής στήλης. Καθώς 

το δείγμα περνά μέσω της στήλης τα πτητικότερα συστατικά, τα οποία 

αλληλοεπιδρούν λιγότερο με την στατική φάση θα κινηθούν γρηγορότερα 

εντός της στήλης σε σχέση τα λιγότερο πτητικά συστατικά οπότε θα 

εξέλθουν σε μικρότερο χρονικό διάστημα και θα εισέλθουν στον ανιχνευτή. 

Επομένως τα συστατικά που διαχωρίζονται τα εξέλθουν σε διαφορετικούς 

χρόνους. Η χρονική διάρκεια από την στιγμή της εισαγωγής μέχρι την 

είσοδο στον ανιχνευτή ονομάζεται χρόνος έκλουσης (Rt) και είναι 

χαρακτηριστική για κάθε χημική ουσία. [19] 

Εικόνα 4 Οργανολογία αέριου χρωματογράφου.[19] 
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2.2 Οργανολογία αέριας χρωματογραφίας 

   

 

 2.2.1 Φέρον αέριο 

Το φέρον αέριο είναι απαραίτητο για την λειτουργία του οργάνου καθώς ο 
ρόλος του είναι να μεταφέρει το δείγμα μέσα από το την αναλυτική στήλη. 
Τα κύρια αέρια που χρησιμοποιούνται είναι το ήλιο, υδρογόνο και το άζωτο. 
Επομένως λόγο της κύριας λειτουργίας που έχει υπάρχουν ορισμένοι 
παράγοντες που πρέπει να λαμβάνονται υπόψιν. Αρχικά πρέπει να είναι 
αδρανές και να μην αλληλοεπιδρά ούτε με την στήλη και το δείγμα. 
Δεύτερον πρέπει να είναι σε υπερκαθάρη κατάσταση και χωρίς κανένα 
ίχνος υγρασίας προκειμένου να αποφευχθούν ανεπιθύμητες 
αλληλεπίδρασής η οποίες απενεργοποιούν τη στατική φάση. Τρίτον το 
κόστος η ασφάλεια και η διαθεσιμότητα είναι σημαντική παράγοντες για την 
επιλογή του [19]. 

Ήλιο: Χρησιμοποιείται σε αρκετά μεγάλο βαθμό λόγω της αδράνειας του 
και της ταχύτητας ροής. Προσφέρει ισορροπία μεταξύ χρόνου ανάλυσης και 
ακρίβεια ανάλυσης. 

Υδρογόνο: Υψηλή αποτελεσματικότητα καθώς έχει τον μικρότερο χρόνο 
ανάλυσης με πολύ υψηλή ακρίβεια. Λόγω της ευφλεκτότητας του αποτελεί 
κίνδυνο ασφαλείας. 

Άζωτο: Πιο οικονομική επιλογή σε σχέση με τα άλλα δυο αλλά  αυξάνει 
τους χρόνους κατακράτησης. 

Τέλος για την επιλογή του αεριού πρέπει να υπάρχει συμβατότητα με τους 
ανιχνευτές που χρησιμοποιούνται σε κάθε σύστημα. [19] 

 

   2.2.2 Σύστημα εισαγωγής δείγματος (injection system)  

Η διαδικασία της χρώματογραφικής ανάλυσης ξεκινάει με την εισαγωγή του 
δείγματος στην αναλυτική στήλη. Και σε αυτό το στάδιο υπάρχουν αρκετές 
προϋποθέσεις προκειμένου να λειτουργήσει σωστά το σύστημα. Αρχικά 
πρέπει να οδηγεί σε επίτευξη μέγιστης διαχωριστικής ικανότητας της 
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στήλης. Δεύτερον πρέπει να επιτρέπει ακριβείς και αναπαραγωγικές 
εγχύσεις μικρών ποσοτήτων από πρότυπα διαλύματα. Τέλος δεν πρέπει να 
προκαλεί καμία αλλαγή στην σύσταση του δείγματος ανεξαρτήτως σημείου 
βρασμού, πολικότητας και συγκέντρωσης [20]. 

 

Υπάρχουν τρεις κύριες τεχνικές εισαγωγής δείγματος: 

 

1. Εισαγωγή με διαχωρισμό (split injection). 

Το δείγμα βρίσκεται σε υγρή κατάσταση και εισέρχεται σε ένα θερμαινόμενο 
liner, το οποίο αποτελεί μέρος του συστήματος εισαγωγής, και 
πραγματοποιείται στιγμιαία εξάτμιση. Έπειτα τυρβώδης ροή από το φέρον 
αέριο δημιούργει ένα μίγμα μεταξύ του δείγματος και του αεριού. Το liner 
είναι σχεδιασμένο ώστε να επιτρέπει μόνο ένα μικρό μέρος του δείγματος 
να εισέλθει στην αναλυτική στήλη. Το υπόλοιπο δείγμα εξέρχεται το 
σύστημα μέσω της εξόδου διαχωρισμού (split outlet). Η ποσότητα του 
δείγματος που εισέρχεται στην αναλυτική στήλη καθορίζεται από την 
αναλογία διαχωρισμού (split ratio) [20]. 

 

Πλεονεκτήματα 

Επιτρέπει συγκεκριμένη ποσότητα δείγματος να εισέλθει στην στήλη 
αποτρέποντας την υπερφόρτωση της.  

Μπορεί να γίνει ανάλυση δείγματος με υψηλή συγκέντρωση αναλυτών 
χωρίς να προκληθεί φθορά στην στήλη.  

 

 

Περιορισμοί  

Υπάρχει μεγάλη απώλεια οπότε δεν είναι ιδανική για trace analysis.  

Δεν είναι ιδανική για πτητικά συστατικά.  

Μπορεί να οδηγήσει σε θερμική αποσύνθεση[20]. 
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2. Εισαγωγή χωρίς διαχωρισμό (splitless injection) 

Αυτή η τεχνική έχει αρκετές ομοιότητες με την προηγουμένη, καθώς τα 
αρχικά στάδια κατεργασίας του δείγματος είναι παρόμοια. Κατά την 
διάρκεια της εγχύσεις η βαλβίδα διαχωρισμού παραμένει σταθερή 
προκειμένου το δείγμα να μην μπορεί να εξέλθει από την έξοδο 
διαχωρισμού. Επομένως  διοχετεύεται όλο μέσα στην αναλυτική στήλη 
μέσω της ροής του φέρον αεριού. Η βαλβίδα παραμένει κλειστεί για 
συγκεκριμένο χρονικό διάστημα το οποίο ονομάζεται splitless time 
προκειμένου όλο το δείγμα να εισέλθει στην στήλη. Αφού παρέλθει η 
χρονική διάρκεια του splitless time η βαλβίδα ανοίγει προκειμένου να 
εξέλθουν δευτερογενή αέρια από το liner και να αποφευχθεί οποιαδήποτε 
επιμόλυνση ή carryover από προηγούμενο δείγμα [20]. 

 

Πλεονεκτήματα 

Έχει υψηλή ευαισθησία για χαμηλές συγκεντρώσεις  

Κατάλληλο για συστατικά με υψηλό σημείο βρασμού 

 

Περιορισμοί  

Χρειάζεται πολύπλοκη ρύθμιση (χρόνος splitless και θερμοκρασιακό 
πρόγραμμα) 

Λόγω παρατεταμένης θέρμανσης μπορεί να προκαλέσει θερμική 
αποσύνθεση[20]. 

 

 

3. Εισαγωγή επί της στήλης (On-Column Injection) 
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Με αυτή την μέθοδο εισαγωγής το δείγμα εισάγεται κατευθείαν στην 
αναλυτική στήλη σε υγρή μορφή μέσω μιας λεπτής σύριγγας. Σε αυτή την 
μέθοδο προκατεργασία με εξάτμισή δεν πραγματοποιείται. 
Χρησιμοποιώντας μια αρχική θερμοκρασία μικρότερη από σημείο βρασμού 
του διαλύτη αποτρέπεται η επιλεκτική εξάτμιση με αποτέλεσμα όλα τα 
συστατικά του δείγματος να βρίσκονται στην υγρή μορφή και να εισάγονται 
όλα μαζί στην αναλυτική στήλη. Επομένως αυτή η τεχνική είναι ιδανική για 
δείγματα που περιέχουν συστατικά με υψηλό σημείο βρασμού τα οποία δεν 
θα μπορούσαν να μεταφερθούνε στην στήλη με τις προηγούμενες τεχνικές 
[20]. 

 

Πλεονεκτήματα 

Ελαχιστοποίηση θερμικής αποσύνθεσης  

Υψηλή επαναληψιμότητα και ακρίβεια ποσοτικοποίησης 

 

Περιορισμοί  

Τεχνικά απαιτητική και λιγότερο ανθεκτική 

Κίνδυνος επιμόλυνσης της στήλης  

Δύσκολη αυτοματοποίηση[20]. 

 

2.2.3 Αναλυτική στήλη  
Η αναλυτική στήλη αποτελεί το κεντρικό στοιχείο του συστήματος αέριας 
χρωματογραφίας καθώς έχει καθοριστικό ρόλο στην αποδοτικότητα, την 
ακρίβεια και το βάθος του διαχωρισμού που πραγματοποιείται. Σε αυτή 
λαμβάνει χώρα ο διαχωρισμός των αναλυτών μέσω των αλληλεπιδράσεων 
τους με την στατική φάση και ανάλογα την πτητικότητα τους[21]. 

 

Υπάρχουν δυο κατηγορίες αναλυτικής στήλης που χρησιμοποιούνται: 

1. Πλήρης (packed) 
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Είναι κατασκευασμένες κυρίως από γυαλί, ανοξείδωτο ατσάλι και 
αλουμίνιο. Η πλήρης στήλη δεν έχει κενό εσωτερικό, καθώς στο εσωτερικό  
τοποθετούνται στερεή φορείς( διατομίτης ή άνθρακα) οι ποιοι είναι 
επικαλυμμένοι με την στατική φάση. Για μη πολικά υλικά χρησιμοποιούνται 
οι πολυσιλοξάνες και για πολικά υλικά η πολυαιθυλενογλυκόλη. Έχουν 
μήκος 1-5m και διάμετρο 2-5mm [21]. 

 

 
Εικόνα 5 Πλήρης αναλυτική στήλη [22] 

 

Πλεονεκτήματα 

Έχουν μεγάλή χωρητικότητα δείγματος  

Χρήση σε αέρια και υγρά δείγματα με διαφορετικά υλικά προσρόφησης και 
στατική φάση 

Αρκετά ανθεκτικές 

Οικονομικότερη επιλογή σε σχέση με άλλη είδη 

Περιορισμοί  

Μεγάλη χρόνοι ανάλυσης 

Χαμηλή αποτελεσματικότητά και βάθος ανάλυσης. 
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Τριχοειδής (capillary) 

Κατασκευάζονται από τηγμένο πυρίτιο και έχουν ένα εξωτερικό 
προστατευτικό στρώμα (πολυιμίδιο). Το εσωτερικό είναι κενό και η στατική 
φάση είναι χημικά ενωμένη με το εσωτερικό τοίχωμα της στήλης. Για την 
στατική φάση χρησιμοποιούνται πολυμερή από σιλικόνη τα οποία είναι 
συνήθως χημικά τροποποιημένα προκειμένου να εισάγουν μια λειτουργική 
ομάδα όπως μεθυλική ομάδα ή μια φαινυλική ομάδα ανάλογα την 
πολικότητα. Επίσης γίνεται και χρήση πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG). Έχουν 
μήκος 10-60m και διάμετρο 0,20-0,53mm [21]. 

  
Εικόνα 6 Τριχοειδής (capillary) στήλη [22] 

Πλεονεκτήματα 

Υψηλό βάθος ανάλυσης  

Χαμηλό χρόνο ανάλυσης 

Υψηλή ευαισθησία και εκλεκτικότητα 

Μικρό όγκο δείγματος 

 

Περιορισμοί  

Εύθραυστες και με υψηλό κόστος  

Ευαισθησία σε επιμολύνσεις 
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Στις σύγχρονές αναλύσεις αέριας χρωματογραφίας η τριχοειδείς στήλη είναι 
αυτή που χρησιμοποιείται λόγω της υψηλής ακρίβειας που προσφέρει [21]. 

    

 2.2.4 Ανιχνευτές  

Ο σκοπός ενός ανιχνευτή είναι να μας δίνει μια απόκριση, η οποία να είναι 
ανάλογη με τη συγκέντρωση ή την ποσότητα ενός συστατικού που περνά 
μέσα από αυτόν και η απόκριση αυτή να έχει τη μορφή ενός σήματος, το 
οποίο μπορεί να μετρηθεί. Για να χρησιμοποιηθεί ένας ανιχνευτής πρέπει 
να πληροί κάποιες προϋποθέσεις[23]: 

 

 Υψηλή Ευαισθησία (χαμηλά όρια ανίχνευσης) 

 Σταθερότητα και επαναληψιμότητα 

 Ευρεία γραμμική περιοχή 

 Χαμηλό θόρυβο 

 Αξιοπιστία 

 Γρήγορους χρόνους απόκρισης 

 Ευκολία στο χειρισμό 

 Παρόμοια απόκριση σε όλες τις διαχωριζόμενες ουσίες 

 Να μην καταστρέφει το δείγμα 

 

Υπάρχουν αρκετά είδη ανιχνευτών που χρησιμοποιούνται σε σύζευξη με 
αέρια χρωματογραφία. Οι πιο δημοφιλείς είναι[23]: 

1. Ανιχνευτής Ιονισμού Φλόγας (FID) 

2. Ανιχνευτής θερμικής αγωγιμότητας (TCD) 

3. Ανιχνευτής δέσμευσης ηλεκτρονίων (ECD) 

4. Ανιχνευτής ιονισμού αζώτου φωσφόρου (NPD) 
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3. Φασματομετρία μάζας (MS) 

 

3.1  Αρχή λειτουργίας φασματογράφου μάζας  

Η βασική αρχή στην οποία βασίζεται η φασματομετρία μάζας είναι 
ιοντισμός των μορίων. Στην φασματομετρία ηλεκτρόνια υψηλής ενέργειας 
χτυπούν το δείγμα , στο εσωτερικου του φασματόμετρου μάζας , 
διασπώντας τα μόρια και στην συνέχεια υπολογίζονται οι μάζες των 
θραυσμάτων και οι πληροφορίες αυτές χρησιμοποιούνται για την  
ανακατασκευή του μορίου. Ο φασματογράφος μάζας δηλαδή έχει ως κύριο 
ρόλο τον ιοντισμό των μορίων σε υψηλό κενό, την ταξινόμηση των μορίων 
σύμφωνα με την μάζα τους και την καταγραφή της αφθονίας των ιόντων 
κάθε μάζας. [24] 

 

 

 3.2 Οργανολογία φασματογράφου μάζας 

Στην απλούστερη μορφή του ένα φασματοφωτόμετρο αποτελείτε από 5 
τμήματα [25]:  

1. Εισαγωγέας δείγματος 

2. Πηγή ιόντων 

3. Αναλυτής μαζών  

4. Ανιχνευτής  

5. Σύστημα δεδομένων [25] 
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Εικόνα 7 Οργανολογία Φασματογράφου μάζας [42] 

 

3.2.1 Σύστημα εισαγωγής δείγματος( injection system) 

Ένα δείγμα που μελετάται στο φασματόμετρο μαζών  μπορεί να είναι αέριο, 

υγρό ή στερεό. Για να εισέλθει το δείγμα στον θάλαμο ιοντισμού πρέπει να 

μεταβεί στην αέρια κατάσταση. Ανάλογα με την πτητικότητά κάθε δείγματος 

χρησιμοποιούνται διαφορετικά συστήματα εισαγωγής [25]: 

Για πτητικά δείγματα  

Σε δείγμα αερίων χρησιμοποιείται ένα απλό σύστημα εισαγωγής. Σε αυτό 

το σύστημα η πίεση είναι χαμηλή όχι όμως σε ίδιο βαθμό όπως στο θάλαμο 

ιοντισμού. Ο θάλαμος ιοντισμού βρίσκεται σε συνθήκες χαμηλής πίεσης. 

Για να διασφαλιστεί ότι στο εσωτερικό του θαλάμου ιοντισμού διέρχεται ένα 

σταθερό ρεύμα μορίων το δείγμα διοχετεύεται μέσα από την μοριακή οπή, 
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πριν εισέλθει στον θάλαμο. Το ίδιο σύστημα μπορεί να εφαρμοστεί και σε 

πτητικά υγρά ή στερεά. Στην περίπτωση που ορισμένες ουσίες 

παρουσιάζουν χαμηλή πτητικότητα το σύστημα εισαγωγής πρέπει να 

συνδυαστεί με ένα φούρνο προκειμένου να αυξηθεί η τάση ατμών του 

δείγματος. Σε αυτή την περίπτωση πρέπει να υπάρχει κατάλληλη ρύθμιση 

του θερμοκρασιακού προγράμματος του φούρνου προκειμένου να 

αποφευχθεί οποιαδήποτε θερμική αποσύνθεση [25]. 

 

Για μη πτητικά δείγματα 

Σε αυτές τις περιπτώσεις πρέπει να χρησιμοποιηθούν αλλά συστήματα 

εισαγωγής. Το πιο σύνηθες είναι η μέθοδος με απευθείας εισαγωγή 

δείγματος (direct probe). Πιο συγκεκριμένα το δείγμα τοποθετείται σε ένα 

βρόγχο ή ακίδα λεπτού σύρματος και έπειτα εισέρχεται στον θάλαμο 

ιοντισμού μέσω θύρας κενού. Το σύρμα έχει την δυνατότητα να θερμαίνεται 

προκειμένου οι ατμοί από το δείγμα να αναπτύσσονται κοντά στην δέσμη 

των ηλεκτρόνιων [25]. 

 

Την τελευταία δεκαετία έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι που δεν απαιτούν την 

προεργασία που αναφέρεται παραπάνω. Σε διάφορες τεχνικές χημικού 

ιοντισμού υπό ατμοσφαιρική πίεση το δείγμα τοποθετείται σε ένα ρεύμα 

ιοντισμένου αερίου ή εκνέφωμα διαλύτη, μεταξύ της πηγής ιοντισμού και 

της εισόδου στον αναλυτή μαζών[25].  
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 3.2.2 Πηγή ιόντων 

Ο ρόλος της πηγής ιόντων είναι η μετατροπή των μορίων του δείγματος σε 

φορτισμένα σωματίδια. Οι δυο πιο συνηθισμένες μέθοδοι ιοντισμού 

είναι[25]: 

 Ιοντισμός με δέσμη ηλεκτρoνίων (Electron Ionization, EI) 

 Χημικός Ιοντισμός (CI) 

 

 

Ιοντισμός με δέσμη ηλεκτρoνίων (Electron Ionization, EI) 

Αποτελεί μια από τις πιο κλασικές και διαδεδομένες μεθόδους ιοντισμού 

στην φασματομετρία μαζών. Ειδικότερα, μια δέσμη ηλεκτρονίων υψηλής 

ενέργειας εκπέμπεται από ένα νήμα πυράκτωσης, το οποίο έχει θερμανθεί 

σε θερμοκρασίες χιλιάδων βαθμών Κελσίου. Τα ηλεκτρόνια στην συνέχεια 

προσκρούονται στα μόρια της προς ανάλυση ουσίας. Κατά την σύγκρουση, 

απομακρύνεται ένα ηλεκτρόνιο από το μόριο δείγματος, με αυτό τον τρόπο 

σχηματίζεται  ένα κατιόν. Τα φορτισμένα μόρια καθοδηγούνται μέσω μιας 

θετικά φορτισμένης απωθητικής πλάκας προς μια σειρά πλακών 

επιτάχυνσης. Η υψηλή διαφορά δυναμικού στις πλάκες επιταχύνει τα ιόντα 

σχηματίζοντας μια δέσμη που κινείται με μεγάλη ταχύτητα. Για να ληφθούν 

αναπαραγόμενα φάσματα εφαρμόζεται μια σταθερή δέσμη ηλεκτρονίων      

-70eV[25].  
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Εικόνα 8 Θάλαμος με τεχνική ΕΙ [25] 

 

 

 

Τα κυριά πλεονεκτήματα αυτής της μεθόδου [25]: 

Προκύπτουν αναπαραγόμενα φάσματα 

Ισχυρή τεχνική για μικρά, πτητικά και σταθερά οργανικά μόρια 

Οικονομική και αξιόπιστη 

Περιορισμοί 

Εκτεταμένη θραυσματοποίηση 

Δύσκολή ανάλυση μεγάλων και θερμικά ασταθών μορίων λόγω της 

εξάχνωσης 
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Χημικός Ιοντισμός (CI) 

Ο μηχανισμός δράσης αυτής της μεθόδου είναι:  

Τα μόρια του δείγματος ενώνονται σε ένα ρεύμα ιοντισμένου αέριου 

αντιδραστηρίου το οποίο είναι σε μεγάλη περίσσεια σε σχέση με το δείγμα. 

Η σύγκρουση τον μορίων του δείγματος με το προϊοντισμένο αέριο 

αντιδραστήριο οδηγεί σε ιοντισμό ορισμένων μορίων του δείγματος μέσω 

διάφορων μηχανισμών (μεταφοράς πρωτονίου, μεταφοράς ηλεκτρονίου και 

σχηματισμού προϊόντος προσθήκης). Τα πιο συνηθισμένα αέρια 

αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται σε αυτή την τεχνική είναι: μεθάνιο, 

αμμωνία, ισοβουτάνιο και μεθανόλη. Για την επιλογή του αερίου πρέπει να 

λαμβάνεται υπόψιν η αποτελεσματικότητα της πρωτονίωσης των μορίων 

καθώς δεν πρέπει να λαμβάνει χώρα υπερβολική θραυσματοποίηση του 

δείγματος το οποίο επηρεάζει τα αποτελέσματα της ανάλυσης[25]. 

Πλεονεκτήματα  

Ήπιος ιοντισμός  

Λιγότερη θραυσματοποίηση σε σχέση με τον EI-MS 

Δυνατότητα επιλογής αερίου αντιδραστηρίου για ρύθμιση του βαθμού 

ιοντισμού και θραυσματοποίησης.  

Περιορισμοί 

Εφαρμόζεται κυρίως σε πτητικές ή ημι-πτητικές ενώσεις, αλλά δεν είναι 

κατάλληλη για εξαιρετικά μεγάλα ή πολύπλοκα μόρια 
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 3.2.3 Αναλυτής μαζών 

Αφού ιοντιστεί ένα δείγμα και εισέρχεται στον αναλυτή μαζών, ο ποιος 
διαχωρίζει τα ιόντα ανάλογα με τον λόγο μάζας τους προς το φορτίο (m/z) 

Είδη αναλυτών μάζας[23]: 

Απλής εστίασης (μαγνητικός) 

Διπλής εστίασης (Μαγνητικός και ηλεκτροστατικός) 

Τετραπολικός με φίλτρο μαζών 

Τετραπολικός με παγίδα ιόντων 

Χρόνου πτήσεως (TOF-MS) 

 

Τετράπολα φασματόμετρα 

Αποτελείται από 4 μεταλλικές ράβδους. Μια RF/DC τάση που μεταβάλλεται 
από χαμηλή προς υψηλότερη τιμή, με σταθερό το λόγο RF/DC, επιδρά 
στην τροχιά των ιόντων, τα διαχωρίζει ανάλογα με το λόγο m/z και τα οδηγεί 
στον ανιχνευτή. Επομένως αυτές οι συνέχεις μεταβολές επιτρέπουν την 
ανάλυση ιόντων με διαφορικές τιμές m/z [23]. 

 

Χαρακτηριστικά τετραπόλου[23]: 

 Είναι μικρό όργανο και ελαφρύ 
 Έχει διαχωριστική ικανότητα 1 (μονάδα) 
 Περιοχή μάζας από 2 μέχρι 2000 
 Χαμηλό κόστος. 
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 3.2.4 Ανιχνευτής 

Στο τέλος του αναλυτή βρίσκεται μια σχισμή από την οποία διέρχονται τα 
ιόντα και έπειτα ακολουθεί ο ανιχνευτής ο οποίος συνδέεται με ένα 
πολλαπλασιαστή. Τα ιόντα προσπίπτουν σε μία επιφάνεια του ανιχνευτή 
από την οποία εκπέμπονται ηλεκτρόνια, τα οποία πολλαπλασιαζόμενα 
κινούνται προς την άνοδο, όπου και συλλέγονται. Το σήμα του ανιχνευτή 
είναι ανάλογο με τον αριθμό των ιόντων που χτυπούν σε αυτόν. Τέλος το 
σύστημα του ανιχνευτή παράγει ένα γράφημα που δείχνει την αφθονία των 
ιόντων σε σχέση με τον λόγο μάζας προς φορτίο (m/z), το φάσμα μάζας. 
[24] 

  

 

 4. Αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με φασματομετρία μάζας        
(GC-MS) 

Το GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) είναι ένα 
συνδυασμένο σύστημα που ενσωματώνει την αέρια χρωματογραφία (GC) 
για τον διαχωρισμό των συστατικών ενός μείγματος και τη φασματομετρία 
μάζας (MS) για την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίησή τους. Αποτελεί μία 
από τις πιο ισχυρές αναλυτικές τεχνικές για την ανίχνευση οργανικών 
ενώσεων σε διάφορους τομείς όπως η φαρμακευτική, η εγκληματολογία, η 
περιβαλλοντική ανάλυση και η επιστήμη τροφίμων. Τα κυριά μέρη του 
συστήματος περιλαμβάνουν το σύστημα εισαγωγής, το σύστημα φέροντος 
αερίου, την χρωματογραφική στήλη, την μονάδα διασύνδεσης που 
διασφαλίζει την ομαλή μεταφορά των διερχόμενων συστατικών από την 
στήλη του GC στο φασματογράφο μάζας και τέλος είναι το σύστημα του 
φασματογράφου μάζας του οπίου η οργανολογία αναλύεται στο κεφ. 3.2 
[26]. 

 

Η GC-MS παρέχει τη δυνατότητα[26]:  

 ταυτοποίησης και ποσοτικού προσδιορισμού πτητικών και ημι-
πτητικών οργανικών ενώσεων σε πολύπλοκα μίγματα. 
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 προσδιορισμού του μοριακού βάρους και μερικές φορές τον 
προσδιορισμό της στοιχειακής σύνθεσης άγνωστων οργανικών 
ενώσεων σε πολύπλοκα μίγματα.  

 τον συντακτικό προσδιορισμό άγνωστων οργανικών ενώσεων σε 
πολύπλοκα μίγματα με την δυνατότητα αντιστοίχισης με τα φάσματα 
αναφοράς. 
 

 

 
Εικόνα 9 Οργανολογία συστήματος GC-MS [27] 

 

 

5. Προκατεργασία δείγματος 

 

Η προετοιμασία των βιολογικών δειγμάτων έχει ως κύριους στόχους τη 
διαλυτοποίηση και την ομογενοποίηση των αναλυτών, τη διάσπαση των 
πρωτεϊνικών δεσμών, την προσθήκη εσωτερικού προτύπου και την 
απομάκρυνση παρεμβολών που προέρχονται από το υπόστρωμα. 
Επιπλέον, η συγκέντρωση του αναλύτη μπορεί να τροποποιηθεί είτε μέσω 
προσυγκέντρωσης (για αύξηση της ευαισθησίας) είτε μέσω αραίωσης (για 
προσαρμογή στις συνθήκες ανάλυσης), επιτρέποντας την επίτευξη 
χαμηλότερων ορίων ανίχνευσης. Παράλληλα, η σταθεροποίηση, η 
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αποικοδόμηση ή η παραγωγοποίηση του αναλύτη παίζουν κρίσιμο ρόλο 
κατά τη διαδικασία εκχύλισης, τον χρωματογραφικό διαχωρισμό και την 
ανίχνευσή του. [28] 

 

Η προκατεργασία του δείγματος επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από της 
φυσικοχημικές ιδιότητες του αναλύτη όπως η πολικότητα, το φορτίο, η 
θερμική σταθερότητα, το μοριακό βάρος. [29] 

 

5.1 Υγρό-υγρό εκχύλιση (LLE) 

Η υγρή-υγρή εκχύλιση (Liquid-Liquid Extraction, LLE) αποτελεί μια 
διαδεδομένη τεχνική εκχύλισης αναλυτών από βιολογικά δείγματα, όπως  
το ολικό αίμα, το πλάσμα, τον ορό και τα ούρα. Η αρχή της τεχνικής 
βασίζεται στην κατανομή των συστατικών του δείγματος μεταξύ δύο μη 
αναμίξιμων υγρών φάσεων, σύμφωνα με τις φυσικοχημικές τους ιδιότητες: 
(α) την υδατική φάση, που περιλαμβάνει το βιολογικό δείγμα, και (β) έναν 
οργανικό διαλύτη, ο οποίος επιλέγεται ώστε να μεγιστοποιείται η εκλεκτική 
εκχύλιση του επιθυμητού αναλύτη. [30] 

 

Οι κύριοι παράμετροι που επηρεάζουν την αποτελεσματικότητα μιας 
εκχύλισης υγρού-υγρού [30]: 

 Η επιλογή του διαλυτή εκχύλισης    
 Η ιονική ισχύς του δείγματος   
 Το pH του δείγματος 

 

 

 Επιλογή του διαλύτη εκχύλισης [31] 

 Δεν θα πρέπει να αντιδρά με την προς εκχύλιση ουσία  
 Δεν θα πρέπει να είναι τοξικός και εύφλεκτος 
 Θα πρέπει να είναι οπτικά διαφανής ώστε να είναι δυνατές οι 

φασματοφωτομετρικές μετρήσεις σε επόμενα στάδια 
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 Η διαλυτότητα της εκχυλιζόμενης ουσίας στο διαλύτη εκχύλισης 
πρέπει να είναι όσο το δυνατόν μεγαλύτερη ενώ η διαλυτότητα των 
συνυπαρχουσών ανεπιθύμητων ουσιών πρέπει να είναι όσο το 
δυνατόν μικρότερη  

 

 

6. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΘΕΙΟΠΕΝΤΑΛΗΣ ΜΕ 
GC-MS 

 

1η Βιβλιογραφική αναφορά  [32] 

Προκατεργασία δείγματος για GC: 

 200 μL δείγματος ορού 
 100 μL διαλύματος 0.5 Ν υδροχλωρικού οξέος (HCl) 
 15 μL εσωτερικού προτύπου 
 Εκχύλιση με τη χρήση στήλης Extralut 
 Φυγοκέντρηση στις 5.000 g για 5 λεπτά 

 2 μL από το υπερκείμενο διάλυμα εγχύθηκαν στο σύστημα GC 

 

Φέρον Αέριο (Carrier Gas - Ferron Gas): 

 Χρησιμοποιήθηκε ήλιο (Helium) ως φέρον αέριο. 

 Ροή: 2.0 mL/min στους 32 psi. 

 

Χρωματογραφική Στήλη (GC Column): 

 Στήλη: Phenomenex Zebron ZB-5ms (30m × 0.32mm, 0.25μm πάχος 
φιλμ) 

Πρόγραμμα Θερμοκρασίας: 

1. Θερμοκρασία έγχυσης: 200°C 

2. Στάδιο 1: Διατήρηση για 1 λεπτό 
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3. Αύξηση 10°C/min μέχρι τους 260°C (κράτημα για 2 λεπτά) 

4. Αύξηση 30°C/min μέχρι τους 300°C (κράτημα για 0.5 λεπτό) 

 

2η Βιβλιογραφική αναφορά [33] 

Προκατεργασία δείγματος 

 Χρησιμοποιήθηκε 1 mL ορού για την ανάλυση. 

 Προστέθηκαν 30 μL υδατικού διαλύματος κυκλοβαρβιτάλης 
(εσωτερικό πρότυπο). 

 Προστέθηκαν 2 mL κορεσμένου διαλύματος θειικού αμμωνίου. 
 Το μείγμα εκχυλίστηκε με 5 mL χλωροφορμίου. 
 Φυγοκέντρηση στις 3.000 g για 10 λεπτά. 
 Η οργανική φάση αποξηράνθηκε με τη χρήση θειικού νατρίου. 

 Το εκχύλισμα συμπυκνώθηκε και εγχύθηκε στον αέριο 
χρωματογράφο. 

 

Φέρον Αέριο (Carrier Gas - Ferron Gas) 

 Χρησιμοποιήθηκε καθαρό άζωτο ως φέρον αέριο. 

 Ρυθμός ροής: 30 mL/min. 

 

Χρωματογραφική Στήλη (GC Column) 

 Γυάλινη στήλη: Μήκος 1.8 m, εσωτερική διάμετρος 2 mm. 
 Στατική φάση: GP 2% SP 2510 DA σε Supelcoport (100/120 mesh). 

 Σύστημα GC: Hewlett Packard 5880A με ανιχνευτή ιονισμού φλόγας 
(FID) 

 

Θερμοκρασίες: 

 Φούρνος: 210°C 
 Θερμοκρασία έγχυσης: 230°C 
 Θερμοκρασία ανιχνευτή: 240°C 
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3η Βιβλιογραφική αναφορά. [34] 

Προκατεργασία δείγματος 

 1 mL δείγματος 
 40 µL μίγματος εσωτερικού προτύπου (Phenobarbital-d5) 
 1 g NaCl 
 1 mL ρυθμιστικού διαλύματος κιτρικού/Na₂HPO₄ 

SPME Εκχύλιση  

 Χρόνος εκχύλισης: 30 λεπτά 
 Θερμοκρασία εκχύλισης: 150°C  

Φέρον Αέριο (Carrier Gas - Ferron Gas): 

Χρησιμοποιήθηκε ήλιο (helium) ως φέρον αέριο. 

Ροή : 1 mL/min. 

Χρωματογραφική Στήλη (GC Column): 

Χρησιμοποιήθηκε στήλη HP-5MS GC (30m x 0.25mm x 0.25µm, Agilent). 

Πρόγραμμα Θερμοκρασίας: 

1. 1 λεπτό στους 120°C 

2. Αύξηση 10°C/min έως 190°C (3 λεπτά) 

3. Αύξηση 10°C/min έως 250°C (4 λεπτά) 

4. Αύξηση 10°C/min έως 300°C (6 λεπτά)         

 

 

 

 

 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/09/2026 06:18:25 EEST - 216.73.216.250



 38 
 

 

Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 1. Σκοπός της εργασίας  

 

Ο σκοπός της συγκεκριμένης πτυχιακής εργασίας είναι η ανάπτυξη και 
επικύρωση μεθόδου για την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση της 
θειοπεντάλης με την χρήση αέριας χρωματογραφίας συζευγμένης με 
φασματομετρίας μάζας , η οποία να είναι αξιόπιστη, γρήγορη και 
οικονομική. 

 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός της θειοπεντάλης είναι σημαντικός καθώς 
χορηγείται και σε ενήλικες και σε παιδιά επομένως παρουσιάζει διαφορετική 
φαρμακοκινητική. Επίσης λόγω της χρήσης της στην αναισθησία τα 
επίπεδα της πρέπει να ελέγχονται διαρκώς και τέλος οι διαφορετικές 
εφαρμογές της όπως στην αναισθησία που αναφέρεται παραπάνω και στην 
αντιμετώπιση του RSE (Refractory status epilepticus). Επομένως, ο 
ποσοτικό προσδιορισμός της είναι απαραίτητος προκειμένου να 
αποφευχθούν οι παρενέργειες που προκαλεί. 

 

Στα αρχικά στάδια ανάπτυξης της μεθόδου έγινε προσδιορισμός των 
παραμέτρων της πειραματικής διαδικασίας όπως ο όγκος διαλύτη 
προκειμένου να γίνει βελτιστοποίηση της μεθόδου, η επιλογή pH και οι 
παράμετροι λειτουργίας του GC-MS. Τέλος πραγματοποιήθηκε  
υπολογισμός των παραμέτρων επικύρωσης της μεθόδου και εφαρμογή σε 
πραγματικά κλινικά περιστατικά. 
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2. Οργανολογία, Αντιδραστήρια και Διαλύτες 

 

2.1 Πρότυπα διαλύματα, Αντιδραστήρια και διαλύτες 

 

Υπερκάθαρο νερό(type 3) συσκευή Merk direct 3Q UV. 

Ανθρακικό κάλιο (Potassium Carbonate) for analysis, PRS Panreac 

Μεθανόλη (methanol) Chromasolv® LC-MS grade, Fluka 

Οξικός βουτυλεστέρας (butyl acetate acetate) Chromasolv® Plus for HPLC 
99,7%, Sigma-Aldrich 

Η θειοπεντάλη ήταν σε σκόνη υψηλής αναλυτικής καθαρότητας 
(THIOPENTAL VUAB INJ.SOL.1GR) 

Φαινυτοΐνη χάπι (phenytoin 100 mg, Zotoin – 100) 

 

2.2 Όργανα, συσκευές και λοιπός εξοπλισμός 

 

Πιπέτες των 100-1000μL, 20-200μL, 2-20μL, eppendorf Research plus 

Tips, Gilson  

Πλαστικά φυαλίδια (eppendorf), 2ml, Sarstedt (Germany) 

GC/MS γυάλινα φιαλίδια (vials), Agilent Technologies 

Γυάλινο φυαλίδιο 4 mL Screw Neck Vial, 45 x 14.7 mm, amber glass, 1st 
hydrolytic class, Lab Logistics Group GmbH 

9mm Combination Seal: PP Short Thread Cap, blue, centre hole: Natural 
Rubber red – orange / TEF transparent 60o shore A, 1mm, Lab Logistics 
Group GmbH 

Εισαγωγέας δείγματος, 0,1 mL Micro Insert, 31 x 6 mm, clear glass, 1st 
hydrolytic class, 1mm top, Lab Logistics Group GmbH 

Αναλυτικός ζυγός ακριβείας, (Electronic Balance), CHAUS®, PR series 

Αναδευτήρας CLASSIC Vortex Mixer, Velp Scientifica 
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Αναδευτήρας, LBX V05 series  

Φυγόκεντρος, Sigma 2-16P, Sigma-entrifugen 

 

                                              

                                          

           Εικόνα 10 Αναλυτικός ζυγός  [37]                                                                               Εικόνα 11 Αναδευτήρας Eppendorf  [36]  

                                                 

 

     
                                     Εικόνα 12 Φυγόκεντρος [38]                                                          Εικόνα 13 Αναδευτήρας [35] 
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 2.3 Σύστημα GC/MS 

Το σύστημα αέριας χρωματογραφίας συζευγμένης με φασματομετρία μάζας 
που χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη της μεθόδου αποτελείται από: 

 Μικροσύριγγα, CTC 10 ul, pt 2 Combi/GC-Pal, Agilent Technologies 

 Αυτόματος δειγματολήπτης CTC Pal (CTC –CH 4222, Analytical 

Switzerland) 

 Εισαγωγέας δείγματος PVT inlet, Agilent Technologies 

 Σύστημα αέριου χρωματογράφου (GC), Agilent Technologies 7890A, 

(Wilmington, USA) 

 Φασματογράφος μαζών MS 5975C inrtXL EI/CI MSD with Triple-Axis 

Detector, Agilent Technologies 

 

Εικόνα 14 Σύστημα αέριου χρωματογράφου συζευγμένο με φασματογράφο μάζας. 
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2.4 Βιολογικά δείγματα 

Για την ανάπτυξη της και την επικύρωση της μεθόδου έγινε χρήση 
δείγματος όρου αίματος ως υπόστρωμα. Τα δείγματα του ορού αίματος δεν 
περιείχαν φαρμακευτικές ουσίες ή άλλες ουσίες (blank serum). Η μέθοδος 
στην συνέχεια εφαρμόστηκε σε πραγματικά κλινικά δείγματα.  
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3. Ανάπτυξη της αναλυτικής μεθόδου GC-MS 

 

 3.1 Παρασκευή πρότυπων διαλυμάτων 

Αρχικά για την ανάπτυξη της αναλυτικής μεθόδου παρασκευάστηκε ένα 
πυκνό πρότυπο διάλυμα θειοπεντάλης (stock solution) με συγκέντρωση 
1000ppm (mg/L). Σε πρώτο στάδιο ζυγίστηκε σκόνη θειοπεντάλης στο 
αναλυτικό ζυγό ακριβείας και στην συνέχεια προστέθηκε σε κατάλληλο όγκο 
διαλυτή (μεθανόλη, MeOH). Το διάλυμα αναδεύτηκε για μερικά λεπτά στην 
συσκευή vortex και έπειτα τοποθετήθηκε στην συσκευή υπερήχων στους 
30 οC  για 20 λεπτά προκειμένου να γίνει πλήρης διάλυση της θειοπεντάλης 

στην μεθανόλη. Τέλος το διάλυμα αποθηκεύτηκε στην κατάψυξη στους        
-20 οC. 

Το stock solution χρησιμοποιήθηκε στην συνέχεια για την παρασκευή των 
υπόλοιπων διαλυμάτων (calibrators). Με βάση την βιβλιογραφία για τα 
θεραπευτικά και θανατηφόρα επίπεδα θειοπεντάλης παρασκευάστηκαν 6 
διαλύματα συνολικά. Από το αρχικά διάλυμα με κατάλληλές αραιώσεις με 
προσθήκη μεθανόλης παρασκευάστηκαν διαλύματά με συγκεντρώσεις:  

Cal.1: 100ppm (mg/L) με τελικό όγκο 2ml  

200μl από stock solution (1000ppm) + 1800 μl από μεθανόλη 

Cal.2: 200ppm (mg/L) με τελικό όγκο 2ml  

400μl από stock solution (1000ppm) + 1600 μl από μεθανόλη 

Cal.3: 400ppm (mg/L) με τελικό όγκο 2ml  

800μl από stock solution (1000ppm) + 1200 μl από μεθανόλη 

Cal.4: 600ppm (mg/L) με τελικό όγκο 2ml  

1200μl από stock solution (1000ppm) + 800 μl από μεθανόλη 

Cal.5: 800ppm (mg/L) με τελικό όγκο 2ml  

1600μl από stock solution (1000ppm) + 400 μl από μεθανόλη 

Cal.6: 1000ppm (mg/L), αποτελεί το stock solution 
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Οι συγκεντρώσεις αυτές στην συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν για την 
κατασκευή των σημείων της πρότυπης καμπύλης. Με βάση την καμπύλη 
έγινε ο ποσοτικός προσδιορισμός θειοπεντάλης στα πραγματικά κλινικά 
δείγματα. 

 

 

3.2 Παράμετροι λειτουργιάς GC-MS 

 

                     

ΕΙΣΑΓΩΓΕΑΣ 

Διαίρεση 
Δείγματος 

splitless 

Στήλη 
J&W 19091S-433UI: 325οC: 
29,95 mx 250 μmx 0,25 μm 

Θερμοκρασία 
Αρχική 200οC, Αύξηση στους 
320 οC με ρυθμό 320 οC/min 
και παραμονή για 5 min 

Πίεση 18,9 psi 

Πίνακας 2 Παράμετροι εισαγωγέα  

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/09/2026 06:18:25 EEST - 216.73.216.250



 45 
 

ΦΟΥΡΝΟΣ 

Ροή 2,1 ml/min 

Χρόνος 21 min 

Θερμοκρασιακό 
πρόγραμμα 

Αρχική 120οC Παραμονή 1min 

Αύξηση στους 
300οC με 
ρυθμό15οC/min. 

Παραμονή 8 min 

Εφαρμογή 
αντίθετης ροής 
στους 300οC 
(backflash). 

13 min 

Πίνακας 3 Παράμετροι Φούρνου GC  

 

Ο χρόνος που χρειάζεται το πρόγραμμα για να ολοκληρωθεί είναι 21 min 
και απαιτούνται αλλά 13min στους 300 οC  προκειμένου να ολοκληρωθεί το 
πρόγραμμα καθαρισμού της στήλης με αντίθετη ροή του φέροντος αεριού. 
Ο ανιχνευτής είναι ανοικτός από τα 3 min μέχρι τα 16,2 min, έπειτα 
παραμένει κλειστός από τα 16,2 min έως 17,1 min γιατί σε εκείνο το 
διάστημα εκλούεται η χοληστερόλη η οποία μειώνει τον χρόνο ζωής του 
ανιχνευτή και την απόκριση του, τέλος ξανά ανοίγει μέχρι το τέλος του 
προγράμματος στα 21 λεπτά. 

Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν με την τεχνική της επιλεκτικής 
παρακολούθησης ιόντων (SIM) για την ανίχνευση και ταυτοποίηση της 
θειοπεντάλης.  
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Ένωση Χρόνος Έκλουσης 
(Rt) (min) 

Ιόν 
ποσοτικοποίησης 

Ιόν 
ταυτοποίησης 

 
Θειοπεντάλη 

 
8 

 
172 

 
157 

Πίνακας 4: Χαρακτηριστικά ιόντα θειοπεντάλης και χρόνος έκλουσης της 

 

Για την θειοπεντάλη το ιόν 172 χρησιμοποιήθηκε για ποσοτικό 
προσδιορισμό ενώ το 157 για ταυτοποίηση. Το κύριο ιόν της είναι το 157 
αλλά στην συγκεκριμένη εργασία  έγινε χρήση του 172 για τον ποσοτικό 
προσδιορισμό. Στο παρακάτω χρωματογράφημα απεικονίζονται τα 
χαρακτηριστικά αυτά ιόντα: 

 

 Εικόνα 15.Χρωματογράφημα θειοπεντάλης σε επιμολυσμένο δείγμα ορού αίματος με 
συγκέντρωση 20mg/L με πρόγραμμα SIM. 

  

 
Εικόνα 16. Φάσμα μαζών θειοπεντάλης.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/09/2026 06:18:25 EEST - 216.73.216.250



 47 
 

Στην ανάπτυξη της μεθόδου προσδιορισμού της θειοπεντάλης 
χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικό πρότυπο η φαινυτοΐνη, με χαρακτηριστικά 
ιόντα το 180 και το 104. Για τον ποσοτικό προσδιορισμό χρησιμοποιήθηκε 
το 180. Η Rt της φαινυτοΐνης είναι 11,6min στην βιβλιογραφία αλλά στο 
πειραματικό κομμάτι ο χρόνος έκλουσης ήταν περίπου στα 10,6 min. 

 

 

 
Εικόνα 17. Χρωματογράφημα εσωτερικού προτύπου φαινυτοΐνης 10mg/L (10ppm) σε λευκό 
(blank) δείγμα ορού αίματος. 

 

 

 

Εικόνα 18. Φάσμα μαζών εσωτερικού προτύπου φαινυτοΐνης.   
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4. Βελτιστοποίηση αναλυτικής μεθόδου 

 4.1 Επιλογή όγκου διαλύτη εκχύλισης 

Για την ανάπτυξη της μεθόδου έγινε χρήση του οξικού βουτυλεστέρας (butyl 
acetate), τα χαρακτηριστικά του οποίου είναι ιδανικά για την μέθοδο καθώς: 

 Δεν είναι τοξικός 

 Δεν είναι πολύ πτητικός  

 Δεν επιβαρύνει το χρωματογράφημα  

 Δεν δημιουργεί γαλακτώματα 

Όσον αφορά το όγκο του διαλυτή που χρησιμοποιήθηκε έγινες δοκιμές με 3 
διαφορετικές τιμές καθώς λόγω της υψηλής συγκέντρωσης που έχουν 
ορισμένα από τα πρότυπα διαλύματα  στο χρωματογράφημα εμφανίζονταν 
plateau. Επομένως έγιναν δοκιμές με όγκους διαλυτή: 200μl, 300μl και 
400μl με συγκέντρωση θειοπεντάλης στα 60ppm. 

 

Δοκιμή 1 με όγκο διαλύτη 200μl 

Αρχικά έγινε η πρώτη δοκιμή με όγκο διαλυτή 200μl. Παρακάτω 
απεικονίζεται το χρωματογράφημα: 

 
Εικόνα 19. Χρωματογράφημα θειοπεντάλης 60ppm με 200μl διαλυτή. 

 

Σε αυτές η συνθήκη εμφανίζεται plateau στις κορυφές στο 
χρωματογράφημα.   

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
04/09/2026 06:18:25 EEST - 216.73.216.250



 49 
 

 

 

 

Δοκιμή 2 με όγκο διαλύτη 300μl 

Η δεύτερη δοκιμή έγινε με όγκο διαλυτή 300μl. Παρακάτω απεικονίζεται το 
χρωματογράφημα: 

 

 

 
Εικόνα 20. Χρωματογράφημα θειοπεντάλης 60ppm με 300μl διαλυτή. 

 

 

Σε αυτή την συνθήκη υπάρχει βελτίωση σε σχέση με τα 200μl αλλά και εδώ  
εμφανίζεται plateau στις κορυφές στο χρωματογράφημα. 
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Δοκιμή 3 με όγκο διαλύτη 400μl 

Η 3 δοκιμή πραγματοποιήθηκε σε όγκο διαλυτή 400μl. Παρακάτω 
απεικονίζεται το χρωματογράφημα: 

 

 
Εικόνα 21. Χρωματογράφημα θειοπεντάλης 60ppm με 400μl διαλυτή. 

 

 

Σε αυτή την συνθήκη σχηματίζεται η πιο οξεία κορυφή σε σύγκριση με τις 
άλλες συνθήκες και δεν εμφανίζεται plateau. Επομένως για την ανάπτυξη 
της μεθόδου επιλέχθηκαν τα 400μl για τον όγκο του οξικού βουτυλεστέρα. 
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4.2 Επιλογή pH 

Σύμφωνα με την pKa της θειοπεντάλης έγινε η επιλογή να χρησιμοποιηθεί 
ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) με pH 4,5 καθώς σε αυτήν την τιμή η 
θειοπεντάλη θα βρίσκεται σε μεγάλο βαθμό σε μη ιονισμένη μορφή. 
Επομένως θα γίνει πιο αποτελεσματική εκχύλιση στον διαλυτή και η μη 
ιονισμένη μορφή βοηθάει στην ανάλυση στον αέριο χρωματογράφο.  

 

5. Τελική βέλτιστη μέθοδος 

 5.1 Παρασκευή επιμολυσμένων δειγμάτων (spiked) 

Αρχικά σε eppendorf 2ml έγινε προσθήκη 500μl από ορό αίματος ο οποίος 
ήταν καθαρός από φαρμακευτικές ουσίες που θα επηρέαζαν την ανάπτυξη 
της μεθόδου προσδιορισμού της θειοπεντάλης , καθώς και από την ιδιά την 
θειοπεντάλη. Έπειτα έγινε προσθήκη 400μl από το οξικό βουτυλεστέρας, 
250μl από το ρυθμιστικό διάλυμα PO4- (4,5), 50μl από τα πρότυπα 
διαλύματα θειοπεντάλης με συγκεντρώσεις (100ppm, 200ppm, 400ppm, 
600ppm, 800ppm, 1000ppm) και τέλος 20μl από το εσωτερικό πρότυπο 
φαινυτοΐνης (250ppm). Επομένως παρασκευάστηκαν 6 διαλύματα με τελικό 
όγκο 500μl,συγκέντρωση θειοπεντάλης 10ppm, 20ppm ,40ppm, 60ppm,  
80ppm,100ppm αντίστοιχα και με συγκέντρωση φαινυτοΐνης 10ppm. 

Στην συνέχεια τα διαλύματα τοποθετήθηκαν στο vortex για 10 λεπτά. 
Έπειτα έγινε φυγοκέντρηση στα 10.000rpm για 10min. Μετά το τέλος της 
φυγοκέντρησης έγινε παραλαβή 125μl από το υπερκείμενο μέρος του 
διαλύματος και προστέθηκε σε γυάλινο εισαγωγέα δείγματος (insert) ο 
οποίος με την σειρά του τοποθετήθηκε σε γυάλινο φιαλίδιο και το δείγμα 
είναι έτοιμο για έγχυση στο GC. 

 

5.2 Προκατεργασία δείγματος 

H διαδικασία της προκατεργασία δείγματος είναι ιδιά με την εκείνη 
επιμολυσμένων δειγμάτων. Σε αυτή την περίπτωση παρασκευαστήκαν ένα 
τυφλό διάλυμα (blank) και ένα blank που περιέχει το εσωτερικό πρότυπο 
(φαινυτοΐνη). 
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Για το blank διάλυμα: Σε ένα eppendorf των 2ml προστέθηκαν 500μl από 
καθαρό ορό αίματος, 400μl από οξικό βουτυλεστέρα, 250μl από το 
ρυθμιστικό διάλυμα PO4- (4,5), 70μl MeOH για να αντικατασταθεί ο όγκος 
από το εσωτερικό πρότυπο (20μl) και από το πρότυπο διάλυμα της 
θειοπεντάλης (50μl). 

Για το blank διάλυμα με εσωτερικό πρότυπο: Σε ένα eppendorf των 2ml 
προστέθηκαν 500μl από καθαρό ορό αίματος, 400μl από οξικό 
βουτυλεστέρα, 250μl από το ρυθμιστικό διάλυμα PO4- (4,5), 50μl MeOH για 
να αντικατασταθεί ο όγκος από το πρότυπο διάλυμα της θειοπεντάλης και 
20μl από το εσωτερικό πρότυπο φαινυτοΐνης (250ppm). 

Στην συνέχεια τα διαλύματα τοποθετήθηκαν στο vortex για 10 λεπτά. 
Έπειτα έγινε φυγοκέντρηση στα 10.000rpm για 10min. Μετά το τέλος της 
φυγοκέντρησης έγινε παραλαβή 125μl από το υπερκείμενο μέρος του 
διαλύματος και προστέθηκε σε γυάλινο εισαγωγέα δείγματος (insert) ο 
οποίος με την σειρά του τοποθετήθηκε σε γυάλινο φιαλίδιο και το δείγμα 
είναι έτοιμο για έγχυση στο GC. 

 

6. Επικύρωση αναλυτικής μεθόδου 

Ο βασικός στόχος της επικύρωσης είναι να διασφαλίσει ότι οι μέθοδοι 
παράγουν αξιόπιστα δεδομένα, απαραίτητά για την τήρηση των 
κανονισμών και την αξιοπιστία αποτελεσμάτων. Τα κυριά χαρακτηριστικά 
της επικύρωσης μεθόδου είναι [39] [40]: 

 Η εκλεκτικότητα (Selectivity) 

 Η γραμμικότητα (Linearity) 

 Το όριο ανίχνευσης (Limit of detection, LOD) 

 Το όριο ποσοτικοποίησης (Limit of quantification,LOQ) 

 Η πιστότητα (Precision) 

o Επαναληψιμότητα (Repeatability) 
o Ενδιάμεση πιστότητα (Intermediate Precision) 

 Ορθότητα (Trueness) 
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6.1 Εκλεκτικότητα 

Η εκλεκτικότητα αφορά τον βαθμό όπου μια αναλυτική μέθοδος μπορεί να 
προσδιορίσει τον αναλυτή υπό μελέτη στην παρουσία άλλων συστατικών 
του δείγματος ή του διαλύματος. Μια μέθοδος είναι εκλεκτική όταν δίνει 
ορθά αναλυτικά αποτελέσματα για τις επιμέρους ουσίες του δείγματος 
χωρίς να υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ τους [39] [38] [23]. Για να 
διαπιστωθεί  η εκλεκτικότητα στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε 
σύγκριση μεταξύ spiked δειγμάτων και blank δειγμάτων στα οποία 
εφαρμόστηκε η προκατεργασία που αναφέρθηκε παραπάνω.  

Το αποτελέσματα αυτής της σύγκρισης αποτυπώνονται στο παρακάτω 
χρωματογράφημα: 

 

Αρχικά έγινε σύγκρισή spiked δείγματος θειοπεντάλης 60ppm με blank 
δείγμα με overlay των δυο χρωματογραφήματων. 

 
Εικόνα 22. Χρωματογράφημα θειοπεντάλης 60ppm (μπλε) και χρωματογράφημα blank 
δείγματος (μαύρο). 

 

 

Επομένως δεν παρατηρείται καμία αλληλεπίδραση, μεταξύ των συστατικών 
του υποστρώματος και της θειοπεντάλης, η οποία να επηρεάζει την 
αναλυτική μέθοδο. Άρα η μέθοδος είναι εκλεκτική.   
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6.2 Γραμμικότητα (Linearity) 

Η γραμμικότητα εστιάζει στην ικανότητα της μεθόδου να παράγει 
αποτελέσματα τα οποία είναι ανάλογα της συγκέντρωσης του αναλυτή σε 
ένα συγκεκριμένο εύρος τιμών.  Είναι αναγκαία προκειμένου να υπάρχει 
ακρίβεια στην ποσοτικοποίηση των αναλυτικών μετρήσεων. Στο πεισματικό 
κομμάτι πρέπει να γίνει χρήση τουλάχιστον 5 συγκεντρώσεων για την 
κατασκευή της πρότυπης καμπύλης. Επίσης η επιλογή του κατάλληλου 
μέτρου βαθμονόμησης είναι απαραίτητο για να παραχθούν αξιόπιστα 
δεδομένα. [39] [40] 

 

Για την επικύρωση της αναλυτικής μεθόδου της συγκεκριμένης εργασίας 
κατασκευάστηκε πρότυπη καμπύλη με τουλάχιστον 6 συγκεντρώσεις οι 
οποίες ήταν βασισμένες στα θεραπευτικά και τοξικά επίπεδα της 
θειοπεντάλης. Τα 6 δείγματα (calibrators) παρασκευαστήκαν με την 
προκατεργασία που αναφέρεται στο κεφ. 5.1, οπότε το υπόστρωμα ήταν 
ορός αίματος και προστέθηκαν  20μl εσωτερικου προτύπου φαινυτοΐνης 
(10ppm). Οι συγκεντρώσεις ήταν 10mg/L, 20mg/L, 40mg/L, 60mg/L, 
80mg/L, 100mg/L. Παρακάτω παρουσιάζεται η πρότυπη καμπύλη: 

Στο άξονα y’y αναγράφονται οι τιμές από την συγκέντρωσης της 
θειοπεντάλης στα 6 δείγματα και στο x’x είναι οι τιμές από το εμβαδό της 
κάθε κορυφής από το χρωματογράφημα. Επίσης αναγράφεται και η 
εξίσωση της γραφικής παράστασης y = 2E-07x - 2.0843 και συντελεστής 
συσχέτισης (R2)  0.9753.  
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Εικόνα 23 : Γραφική αναπαράσταση της πρότυπης καμπύλης Θειοπεντάλης συγκεντρώσεων: 
10mg/L, 20mg/L, 40mg/L, 60mg/L, 80mg/L, 100mg/L 

 

 

 

6.3 Όριο ανίχνευσης (LOD) και Όριο ποσοτικοποίησης (LOQ) 

Το όριο ανίχνευσης (Limit of Detection) αναφέρεται στην ελάχιστη ποσότητα 
ή συγκέντρωση του αναλύτη στο  δείγμα που μπορεί να διακριθεί με 
αξιοπιστία από το μηδέν. Το LOD υπολογίστηκε και αυτό πειραματικά από 
τον λόγο 3/1 του σήματος της προσδιοριζόμενης ένωσης προς τον θόρυβο 
του οργάνου. [23] 

Το όριο ποσοτικοποίησής (Limit of Quantification) είναι το κατώτατο όριο 
μιας ένωσης που μπορεί να ανιχνευτεί και να προσδιοριστεί ποσοτικά [23]. 
Το LOQ ορίστηκε ως η κατωτάτη τιμή για τον προσδιορισμό της 
θειοπεντάλης στην πρότυπη καμπύλη. 

Παρακάτω παρουσιάζεται ο πίνακας με αυτές τιμές:  

 

y = 2E-07x - 2.0843
R² = 0.9753
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Πίνακας 5. Τιμές LOD και LOQ 

 

 

6.4 Επαναληψιμότητα (Repeatability) και Ακρίβεια (Accuracy) 

Για τον προσδιορισμό της ακρίβειας και της επαναληψιμότητας 
παρασκευαστήκαν δυο spiked διαλύματα , ένα με χαμηλή (30ppm) και ένα 
με μεσαία (50ppm) συγκέντρωση θειοπεντάλης  και προστέθηκαν σε αυτά 
20μl από εσωτερικό πρωτότυπο φαινυτοΐνης(10ppm). Έπειτα η ανάλυση 
των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε ανά 48ωρες κατά την διάρκεια 5 
ημέρων. Παρακάτω παρουσιάζεται ο πίνακας με τις τιμές για αυτές τις 
παραμέτρους. 

 

 
ΕΠΙΠΕΔΟ 

ΣΥΓΚΕΝΤΩΣΗΣ 
ΘΕΙΟΠΕΝΤΑΛΗΣ 

 
 

ΜΕΣΑ ΣΤΗΝ ΕΒΔΟΜΑΔΑ ( inter-assay) 

 
 

Μέσος ορός 
mg/L 

 
Επαναληψιμότητα % 

 
Τυπική απόκλιση 

 
Ακρίβεια% 

 
30 ppm 

 
25  

48,7  
12,2  

83,3 
 

50 ppm  
41  

24,7  
10  

82,7 
       Πίνακας 6. Τιμές για Επαναληψιμότητα SD και ακρίβεια.  

 

 

 

Όριο ανίχνευσης (LOD) Όριο ποσοτικοποίησης (LOQ) 

 
3,3μg/mL 

 
10μg/mL 
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 7. Εφαρμογή σε πραγματικά κλινικά δείγματα 

Εφόσον έγινε ο υπολογισμός για τις παραμέτρους της επικύρωσης 
μεθόδου, πραγματοποιήθηκε εφαρμογή της αναλυτικής μεθόδου σε δυο 
πραγματικά κλινικά δείγματα. Και τα δυο δείγματα προήλθαν από το ίδιο 
περιστατικό. Σύμφωνα με το παραπεμπτικό πρόκειται για ένα παιδί το 
οποίο εμφανίζει έντονες επιληπτικές κρίσεις, επομένως ένας από τους 
τρόπους  αντιμετώπισης είναι (όπως αναφέρεται και στο κεφ. 1.4) η 
εισαγωγή σε βαρβιτουρικό κόμμα με την χορήγηση θειοπεντάλης. Οπότε 
πραγματοποιήθηκε ανάλυση με την χρήση της μέθοδού σε δυο δείγματα τα 
οποία ληφθήκαν σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα προκειμένου να γίνει 
παρακολούθηση των επίπεδων θειοπεντάλης, διότι σε τέτοια περιστατικά η 
συγκέντρωση της θειοπεντάλης είναι αρκετά υψηλή σε σχέση με την 
συνηθισμένη χορηγούμενη δόση.  

 

1ο Δείγμα  

Παρακάτω απεικονίζεται το χρωματογράφημα της ανάλυσης του 1ου  
δείγματος: 

 

 
 Εικόνα 24. Χρωματογράφημα θειοπεντάλης με το χαρακτηριστικό ιόν 172. 

 

Έπειτα με βάση την πρότυπη καμπύλη έγινε ο υπολογισμός της 
συγκέντρωσης της θειοπεντάλης, η οποία ήταν 28mg/L.  
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2ο Δείγμα 

Παρακάτω απεικονίζεται το χρωματογράφημα της ανάλυσης του 2ου  
δείγματος: 

 

 
Εικόνα 25. Χρωματογράφημα θειοπεντάλης με το χαρακτηριστικό ιόν 172 και το ιόν 157. 

 

 

Έπειτα με βάση την πρότυπη καμπύλη έγινε ο υπολογισμός της 
συγκέντρωσης της θειοπεντάλης, η οποία ήταν 42mg/L. 

 

Με βάση την βιβλιογραφία τα 28mg/L και τα 42mg/L θεωρούνται τοξικά έως 
θανατηφόρα επίπεδα σε συνηθισμένες χορηγήσεις. Σε αυτή την περίπτωση 
λόγω της συγκεκριμένης κλινικής εικόνας αυτές οι συγκεντρώσεις είναι στο 
πλαίσιο της θεραπείας αλλά πρέπει να γίνει προσεκτική παρακολούθηση 
προκειμένου να μην προκύψουν σοβαρές παρενέργειες από την υψηλή 
συγκέντρωση της θειοπεντάλης.   
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8. ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Στην παρούσα πτυχιακή εργασία έγινε ανάπτυξη και επικύρωση της 
αναλυτικής μεθόδου για τον ποσοτικό προσδιορισμό της θειοπεντάλης σε 
κλινικά δείγματα με την χρήση αέριας χρωματογραφίας – φασματομετρίας 
μάζας (GC-MS). H μέθοδος παρουσιάζει αξιοπιστία, υψηλή εκλεκτικότητα 
και ευαισθησία, επιτρέποντας την ανίχνευση της θειοπεντάλης και σε μικρές 
συγκεντρώσεις. 

 

Αρχικά το κομμάτι της προκατεργασίας του δείγματος ήταν από τα βασικά 
σημεία για να επιτευχθεί αποτελεσματικότητα στην ανάλυση. Οι κύριες 
μέθοδοι που εφαρμοστήκαν ήταν η φυγοκέντρηση (10min στα 10.000rpm) 
και η εκχύλιση υγρού-υγρού. Στο κομμάτι της εκχύλισης 
πραγματοποιήθηκαν δόκιμες με 3 διαφορετικούς όγκους ( 200μl, 300μl, 
400μl). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της ανάλυσης το χρωματογράφημα 
στα 400μl ήταν το μόνο που παρουσιάζει την πιο οξεία κορυφή, επομένως 
ο όγκος του διαλύτη ορίστηκε στα 400μl. Ο διαλύτης εκχύλισης που 
επιλέχθηκε ήταν ο οξικός βουτυλεστέρας καθώς δεν είναι τοξικός , δεν 
επιβαρύνει το χρωματογράφημα , δεν παρουσιάζει γαλακτώματα και έχει 
χαμηλή πτητικότητα. Το pH του διαλύματος ορίστηκε στο 4,5 με βάση την 
pka της θειοπεντάλης καθώς σε αυτή την τιμή pH η δραστική ουσία θα 
βρίσκεται κυρίως σε μη ιονισμένη μορφή , αυξάνοντας έτσι την 
αποτελεσματικότητα της εκχύλισης και την ανάλυση στον αέριο 
χρωματογράφο. 

 

Στο στάδιο της επικύρωσης: 

Η μέθοδος είναι εκλεκτική καθώς η σύγκριση blank και επιμολυσμένων 
δειγμάτων απέδειξε πως κανένα από τα συστατικά του υποστρώματος δεν 
επηρεάζει την κορυφή της θειοπεντάλης .  

Εμφανίζει γραμμικότητα με συντελεστής συσχέτισης R2 = 0.9753 

Τα όρια ανίχνευσής (LOD) και ποσοτικοποίησης (LOQ) προσδιορίστηκαν 
στα 3,3μg/mL και 10μg/mL αντίστοιχα 
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Η επαναληψιμότητα και η ακρίβεια προσδιορίστηκαν από την ανάλυση δυο 
επιμολυσμένων διαλυμάτων με συγκεντρώσεις 30ppm και 50ppm. Για τα 
30ppm η επαναληψιμότητα και η ακρίβεια προσδιορίστηκαν στα 48,7% και 
83,3% αντίστοιχα. Για τα 50ppm οι αντίστοιχες τιμές είναι 24,7% και 82,7%. 
Οι τιμές είναι αποδέκτες, οι διακυμάνσεις που καταγράφηκαν οφείλονται 
στην μειωμένη ευαισθησία που παρουσίασε το σύστημα GS-MS κατά την 
διάρκεια του πειραματικού σκέλους της εργασίας.  

Έπειτα έγινε εφαρμογή της αναλυτικής μεθόδου σε πραγματικά κλινικά 
δείγματα στα οποία η συγκέντρωση στο 1ο δείγμα ήταν 28ml/L και στο 2ο 
δείγμα ήταν 42mg/L.  

Επομένως η μέθοδος που αναπτύχθηκε σε αυτή την εργασία παρουσιάζει 
αρκετά πλεονεκτήματα. 

Είναι γρήγορη και οικονομική καθώς περιλαμβάνει μόνο εκχύλιση υγρού- 
υγρού, φυγοκέντρηση και δεν εφαρμόζεται εξάτμιση, επαναδιάλυση και 
παραγωγοποίηση. 

Γίνεται χρήση μη τοξικού διαλύτη που την καθιστά πιο ασφαλή και φιλική 
για το περιβάλλον. 
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