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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Σκοπός της διατριβής αυτής ήταν η διερεύνηση της συµπεριφοράς και της τοξικότητας δύο 

ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών των υφαλοχρωµάτων. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή 

αναπτύχθηκαν και βελτιστοποιήθηκαν για πρώτη φορά διάφορες µέθοδοι ταυτόχρονης 

αποµόνωσης και προσδιορισµού των βιοκτόνων ουσιών των υφαλοχρωµάτων irgarol 1051 (2-

methylthio-4-tert-butylamino-6- cyclopropylamino-s-triazine) και diuron [1-(3,4 dichlorophenyl) 

3,3 dimethyl urea] καθώς και των κύριων µεταβολιτών τους, M1 (2-methylthio-4-tert-

butylamino-s-triazine), DCPMU [1-(3,4 dichlorophenyl)-3 methyl urea], DCPU [1-(3,4 

dichlorophenyl) urea] και DCA (3,4 dichloroaniline) σε δείγµατα θαλασσινού νερού και 

θαλάσσιου ιζήµατος.  

 Συγκεκριµένα, αναπτύχθηκε για πρώτη φορά µέθοδος για τον ταυτόχρονο προσδιορισµό 

των έξι ουσιών µε υγροχρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων 

(LC-DAD) σε δείγµατα θαλασσινού νερού. Κατά τη βελτιστοποίηση της διαδικασίας εκχύλισης 

εξετάστηκαν ο τύπος του προσροφητικού υλικού των φυσίγγων εκχύλισης και ο τύπος του 

οργανικού διαλύτη έκλουσης. Επιπλέον πραγµατοποιήθηκε βελτιστοποίηση του 

χρωµατογραφικού διαχωρισµού των ουσιών, ενώ παράλληλα εξετάστηκε και η ανθεκτικότητα 

της χρωµατογραφικής µεθόδου σε σχέση µε τις επιπτώσεις µικρών µεταβολών τριών 

παραγόντων που σχετίζονται µε αυτή (θερµοκρασία χρωµατογραφικής στήλης, ροή κινητής 

φάσης, αρχική ισχύς του ακετονιτριλίου) πάνω στο χρόνο συγκράτησης, το διαχωρισµό και το 

εµβαδόν κορυφής των έξι ουσιών. Η βέλτιστη µέθοδος που αναπτύχθηκε περιλαµβάνει 

αποµόνωση των ουσιών από το θαλασσινό νερό µε την τεχνική της µη αυτοµατοποιηµένης 

εκχύλισης στερεής φάσης χρησιµοποιώντας φύσιγγες C18 και έκλουση των ουσιών µε µεθανόλη. 

Η µέθοδος που αναπτύχθηκε αποδείχθηκε επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη µε σχετική τυπική 

απόκλιση < 14 % για όλες τις ουσίες. Οι ανακτήσεις που επιτεύχθηκαν ήταν πάνω από 82 % για 

όλες τις ουσίες εκτός από τη DCA για την οποία παρατηρήθηκαν χαµηλές ανακτήσεις (30 %). Τα 

όρια ανίχνευσης των ουσιών κυµάνθηκαν µεταξύ 0,005 (DCPMU) και 0,026 (M1) µg L–1.  

 Επίσης, αναπτύχθηκε για πρώτη φορά µέθοδος για τον ταυτόχρονο προσδιορισµό των έξι 

ουσιών σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε LC-DAD. Η εκχύλιση των ουσιών από το ίζηµα 

επιτεύχθηκε µε χρήση υπερήχων, χρησιµοποιώντας µεθανόλη ως διαλύτη εκχύλισης. Κατά τη 

βελτιστοποίηση αυτής της διαδικασίας εξετάστηκαν ο όγκος του διαλύτη, η ποσότητα του 
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εκχυλιζόµενου ιζήµατος, καθώς και η διάρκεια και η θερµοκρασία της εκχύλισης. Ο καθαρισµός 

των εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε µε χρήση φυσίγγων εκχύλισης στερεής φάσης C18. Η 

µέθοδος που αναπτύχθηκε αποδείχθηκε επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη µε σχετική τυπική 

απόκλιση < 10 % για όλες τις ουσίες, εκτός από τη DCA για την οποία παρατηρήθηκαν σχετικές 

τυπικές αποκλίσεις έως και 15 %. Επιτεύχθηκαν ικανοποιητικές ανακτήσεις (πάνω από 80 %) για 

όλες τις ουσίες εκτός από τη DCA για την οποία οι ανακτήσεις κυµάνθηκαν µεταξύ 35 και 50 %. 

Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου που αναπτύχθηκε κυµάνθηκαν µεταξύ 1,7 (DCPU) και 4,0 

(DCPMU) ng g-1 ξηρού βάρους ιζήµατος. 

 Επιπλέον, αναπτύχθηκε για πρώτη φορά µέθοδος εκχύλισης του irgarol 1051 και του 

κύριου µεταβολίτη του Μ1 από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε χρήση µικροκυµάτων και 

αεριοχρωµατογραφία µε ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών (GC-MS). Η αποµόνωση των ουσιών 

από το ίζηµα επιτεύχθηκε χρησιµοποιώντας νερό ως διαλύτη εκχύλισης. Βελτιστοποιήθηκαν οι 

βασικές παράµετροι που σχετίζονται µε τη διαδικασία της εκχύλισης και συγκεκριµένα η 

ποσότητα του εκχυλιζόµενου ιζήµατος,  ο όγκος του διαλύτη εκχύλισης, η διάρκεια και η 

θερµοκρασία της εκχύλισης. Ο καθαρισµός των εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε µε χρήση 

φυσίγγων εκχύλισης στερεής φάσης C18. Ικανοποιητική αποµόνωση των δύο ουσιών από το 

υπόστρωµα παρατηρήθηκε όταν 3 g θαλάσσιου ιζήµατος εκχυλίστηκαν µε 30 mL νερού για 10 

min στους 115 oC. Ο ποσοτικός προσδιορισµός των ουσιών πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια 

καµπύλης βαθµονόµησης προσαρµοσµένης στη µήτρα του δείγµατος χρησιµοποιώντας 

εσωτερικό πρότυπο  (atrazine-d5). Επιτεύχθηκαν ανακτήσεις πάνω από 85 % και για τις δύο 

ουσίες για τα επίπεδα των συγκεντρώσεων που εξετάστηκαν (σχετική τυπική απόκλιση ≤ 14 %). 

Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου που αναπτύχθηκε βρέθηκαν να είναι 0,9 και 1,7 ng g-1 ξηρού 

βάρους ιζήµατος για τον Μ1 και το irgarol 1051, αντίστοιχα. 

 Στη συνέχεια, διερευνήθηκε η παρουσία των έξι ουσιών σε δείγµατα θαλασσινού νερού 

και θαλάσσιου ιζήµατος, τα οποία συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια ενός έτους από δύο 

διαφορετικές θαλάσσιες περιοχές του Ηνωµένου Βασιλείου και συγκεκριµένα από το Shoreham 

Harbour (λιµάνι) και τη Brighton marina (µαρίνα). Η αποµόνωση των ουσιών από το νερό 

πραγµατοποιήθηκε µε εκχύλιση στερεής φάσης σε φύσιγγες C18. Από το ίζηµα οι ουσίες irgarol 

1051 και M1 αποµονώθηκαν µε χρήση µικροκυµάτων, ενώ το diuron και οι κύριοι µεταβολίτες 

του αποµονώθηκαν µε χρήση υπερήχων. Η ανάλυση των εκχυλισµάτων νερού και ιζήµατος για 

τον προσδιορισµό των τριαζινών  (irgarol 1051, Μ1) πραγµατοποιήθηκε µε GC-MS, ενώ για τις 
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ουρίες (diuron, DCPMU, DCPU) και την ανιλίνη (DCA) µε LC-DAD. Ανιχνεύτηκαν 

συγκεντρώσεις του irgarol 1051 στο νερό έως 136 και 102 ng L-1  και στο ίζηµα έως 40 και 49 ng 

g-1 για το Shoreham Harbour και τη Brighton marina, αντίστοιχα. Ο Μ1 ανιχνεύτηκε στο νερό σε 

συγκεντρώσεις έως 59 (και έως 23 ng g-1 στο ίζηµα) και 37 ng L-1 (και έως 5,6 ng g-1 στο ίζηµα) 

για το Shoreham Harbour και τη Brighton marina, αντίστοιχα. Από τις υπόλοιπες ουσίες στο 

νερό ανιχνεύτηκε µόνο το diuron σε συγκεντρώσεις έως 366 (Shoreham Harbour) και 236 ng L-1 

(Brighton marina), ενώ στο ίζηµα ανιχνεύτηκε µόνο η DCPMU σε συγκεντρώσεις έως 122 

(Shoreham Harbour) και 56 ng g-1 (Brighton marina) για τις δύο περιοχές δειγµατοληψίας. Στο 

ίζηµα ανιχνεύτηκε και το diuron όµως µόνο σε δύο δείγµατα. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις των 

ουσιών παρατηρήθηκαν και στις δύο περιοχές κατά την περίοδο που η δραστηριότητα των 

σκαφών αναψυχής ήταν έντονη (Μάϊος – Ιούλιος) καθώς και κατά την περίοδο προετοιµασίας 

των σκαφών (Ιανουάριος - Φεβρουάριος). Χωρικά, οι υψηλότερες συγκεντρώσεις 

παρατηρήθηκαν στα σηµεία όπου υπήρχε µεγάλη πυκνότητα σκαφών αναψυχής. Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα της µη παραµετρικής συσχέτισης κατά Spearman, διαπιστώθηκε ότι υπάρχει 

συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 και του Μ1 καθώς και µεταξύ του 

οργανικού άνθρακα και του µικρού κλάσµατος των δειγµάτων ιζήµατος από το λιµάνι µε τις 

συγκεντρώσεις των δύο ουσιών. 

 Τέλος, µελετήθηκε για πρώτη φορά η τοξικότητα των ουσιών irgarol 1051, diuron, M1 

και DCA πάνω σε δύο θαλάσσιους φυτοπλαγκτονικούς µικροοργανισµούς το χλωροφύκος 

Dunaliella tertiolecta και το διάτοµο Naviculla forcipata. Οι τιµές της EC50 για τους δύο 

µικροοργανιµούς κυµάνθηκαν από 1,1 (irgarol 1051) έως 6381 (DCA) µg L-1 (Dunaliella 

tertiolecta) και από 0,6 (irgarol 1051) έως 6269 (DCA) µg L-1 (Naviculla forcipata). Το διάτοµο 

αποδείχθηκε πιο ευαίσθητο στην παρουσία όλων σχεδόν των ουσιών εκτός του diuron. Η σειρά 

µειούµενης τοξικότητας των ουσιών και για τους δύο µικροοργανισµούς βρέθηκε να είναι: 

irgarol 1051> diuron> Μ1> DCΑ. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was the investigation of the behavior and the toxicity of two antifouling 

booster biocides. In the present thesis, various methods were developed for the simultaneous 

determination of irgarol 1051 (2-methylthio-4-tert-butylamino-6- cyclopropylamino-s-triazine) 

and diuron [1-(3,4 dichlorophenyl) 3,3 dimethyl urea] as well as their main metabolites M1 (2-

methylthio-4-tert-butylamino-s-triazine), DCPMU [1-(3,4 dichlorophenyl)-3 methyl urea], DCPU 

[1-(3,4 dichlorophenyl) urea], DCA (3,4 dichloroaniline) in seawater and marine sediment 

samples. 

 A method for the simultaneous determination of the six substances in seawater by high 

performance liquid chromatography – diode array detector (LC-DAD) was developed for the first 

time. The optimization of the extraction procedure included the type of the sorbent and the type 

of the organic solvent used for the elution step. Furthermore, the chromatographic separation of 

the compounds was optimized and the robustness of the developed method was also tested in 

respect to the effect of three factors (column temperature, flow rate and initial strength of 

acetonitrile) on the retention times, peak resolution and peak area of the six compounds.  The 

optimum procedure included the extraction of the six substances with off-line solid phase 

extraction using C18 cartridges and elution with methanol. The developed method was 

reproducible with a relative standard deviation (RSD) < 14% for all the compounds. Recoveries 

higher than 82 % were achieved for all the compounds, except DCA for which the recoveries 

obtained were low (30 %). Limits of detection of the compounds ranged between 0.005 

(DCPMU) and 0.026 (M1) µg L–1. 

 Then, a method for the simultaneous determination of the six substances in marine 

sediments by LC-DAD was developed. The isolation of the compounds from the sediment was 

accomplished using methanolic ultrasonic extraction. The optimization of the extraction 

procedure included the variation of the volume of the extraction solvent, the amount of the 

extracted sediment, the duration and the temperature of sonication. Clean-up of the extracts was 

accomplished by solid phase extraction using C18 cartridges. The developed method was 

reproducible with RSDs < 10 % for all the compounds, apart from DCA for which RSDs up to 15 

% were obtained. Satisfactory recoveries (higher than 80 %) were achieved for all the compounds 
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except DCA for which the recoveries ranged between 35 and 50 %. Limits of detection of the six 

substances ranged between 1.7 (DCPU) and 4.0 (DCPMU) ng g-1 dry weight of sediment. 

 A method for the determination of irgarol 1051 and its main metabolite M1 from marine 

sediment using microwave assisted extraction and gas chromatography–mass spectrometry (GC-

MS) was developed for the first time. The isolation of the compounds from the sediment samples 

was accomplished using water as an extraction solvent. Carefully, all the key parameters related 

to the extraction procedure (amount of the sediment, volume of the extraction solvent, duration 

and temperature of the extraction) were optimized. Clean-up of the extracts was accomplished by 

solid phase extraction using C18 cartridges. Satisfactory isolation of the two compounds from the 

matrix was achieved when 3 g of sediment were extracted with 30 mL of water for 10 min in 115 
oC. Quantification was performed with matrix-matched calibration using atrazine-d5 as internal 

standard. Recoveries higher than 85 % were obtained for both compounds for all the tested levels 

(RSD ≤ 14 %). The limits of detection of the developed method were 0.9 and 1.7 ng g-1 dry 

weight of sediment for M1 and irgarol 1051, respectively. 

 The presence of the six substances in seawater and marine sediment samples collected 

during a year from two different sampling areas in United Kingdom (Shoreham Harbour and 

Brighton marina) was also studied. The isolation of the compounds from water was accomplished 

by solid phase extraction using C18 cartridges. The isolation of the compounds irgarol 1051 and 

M1 from marine sediments was performed using microwave assisted extraction, whereas the 

isolation of diuron and its main metabolites were achieved using sonication. Analysis of both 

water and sediment extracts for the determination of triazines (irgarol 1051, M1) was performed 

using GC–MS, whereas LC-DAD was used for ureas (diuron, DCPMU, DCPU) and aniline 

(DCA). The detected concentrations for irgarol 1051 in water were up to 136 and 102 ng L-1 and 

in sediment up to 40 και 49 ng g-1 for Shoreham Harbour and Brighton marina, respectively. M1 

was detected in water samples in concentrations up to 59 (and up to 23 ng g-1 dry weight of 

sediment) and 37 ng L-1 (and up to 5.6 ng g-1 dry weight of sediment) for Shoreham Harbour and 

Brighton marina, respectively. Among the other compounds studied, diuron was detected only in 

water in concentrations up to 366 (Shoreham Harbour) and 236 ng L-1 (Brighton marina) for the 

two sampling areas, whereas in sediment DCPMU was detected in concentrations up to 122 

(Shoreham Harbour) and 56 ng g-1 (Brighton marina). Diuron was also detected in two sediment 

samples only. The highest concentrations of the target compounds were observed in both areas 
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during high boat season (May – July) and during the time that boats were prepared for the new 

season (January – February). Higher concentrations were observed in those sites were the density 

of the pleasure crafts was high. Statistical analysis of the results (Spearman non parametric 

correlation) shown that there is correlation between the observed concentrations of the irgarol 

1051 and M1 as well as between the concentrations of the two compounds and the organic carbon 

and the fine fraction <63 µm of sediment samples collected from the harbour. 

 The toxicity of irgarol 1051, diuron, M1 and DCA on two marine phytoplanktonic 

microorganisms Dunaliella tertiolecta (green alga) and Naviculla forcipata (diatom) was also 

studied for the first time. EC50 values for the two microorganisms ranged from 1.1 (irgarol 1051) 

to 6381 (DCA) µg L-1 (Dunaliella tertiolecta) and from 0.6 (irgarol 1051) to 6269 (DCA) µg L-1 

(Naviculla forcipata). Diatoms were found to be more sensitive in the presence of all the 

compounds except diuron. The toxicity of the four compounds in decreasing order was irgarol 

1051> diuron> Μ1> DCΑ. 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε κατά το µεγαλύτερο µέρος της στο Τµήµα 

Περιβάλλοντος του Πανεπιστηµίου Αιγαίου. Από τον Ιούλιο του 1999 µέχρι και το ∆εκέµβριο 

του 2002 τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν στο Εργαστήριο Ποιότητας Υδάτων και Αέρα, ενώ 

από το Φεβρουάριο του 2003 µέχρι το Φεβρουάριο του 2004 πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα στο 

Εργαστήριο του Κέντρου Περιβάλλοντος, Φυσικής και Χηµείας του Πανεπιστηµίου του Sussex 

(UK). Ολοκληρώνοντας τη διδακτορική µου διατριβή νιώθω την ανάγκη να ευχαριστήσω όλους 

όσους µε βοήθησαν µε τις γνώσεις και την εµπειρία τους και µε στήριξαν υλικά και ηθικά. 

 Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Περιβαλλοντικής Μηχανικής του 

Τµήµατος Περιβάλλοντος, Καθηγητή κ. Λέκκα Θεµιστοκλή για την ανάθεση του θέµατος, την 

παροχή υλικοτεχνικής υποδοµής, τη διακριτική επίβλεψη και κατανόησή του καθ’ όλη τη 

διάρκεια εκπόνησης της διδακτορικής µου διατριβής. 

 Ευχαριστώ πολύ τον Λέκτορα Περιβαλλοντικής Επιστήµης του Πανεπιστηµίου του 

Sussex κ. Zhou L. John, για την επίβλεψη και τη βοήθειά του κατά την παραµονή µου στο 

Brighton.  

 Ευχαριστώ τον Καθηγητή του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων κ. 

Αλµπάνη Τριαντάφυλλο καθώς και τον Καθηγητή του Τµήµατος Μηχανικών Περιβάλλοντος του 

∆ηµοκρίτειου Πανεπιστήµιου Θράκης κ. Βουδριά Ευάγγελο για τη βοήθειά τους ως µέλη της 

Τριµελούς Συµβουλευτικής Επιτροπής. 

 Ευχαριστώ επίσης τον Καθηγητή Περιβαλλοντικής Μηχανικής του Τµήµατος 

Περιβάλλοντος κ. Χαλβαδάκη Κωνσταντίνο, τον Επίκουρο Καθηγητή του Τµήµατος Επιστήµης 

της Θάλασσας κ. Τσιρτσή Γεώργιο, τον Επίκουρο Καθηγητή του Τµήµατος Μηχανικών 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Τα προβλήµατα που δηµιουργεί ο αποικισµός των διαφόρων θαλάσσιων οργανισµών πάνω στις 

εκτεθειµένες στο νερό επιφάνειες είναι γνωστά για περισσοτερα από 2000 χρόνια. Τα πρώτα 

συστήµατα προστασίας ήταν µε τη µορφή κεριού, πίσσας ή ρητίνης και είχαν ως βάση ελάσµατα 

χαλκού ή µολύβδου. Το 19ο αιώνα ξεκίνησε η πρώτη βιοµηχανική χρήση των υφαλοχρωµάτων 

τα οποία αποτελούνταν από σουλφίδια του χαλκού, ενώ από το 1960 και για αρκετές δεκαετίες, ο 

τριβουτυλοκασσίτερος (ΤΒΤ) αποτέλεσε το κύριο βιοκτόνο συστατικό των χρωµάτων αυτών. Τα 

προβλήµατα ρύπανσης όµως που δηµιούργησε η εκτενής χρήση του οδήγησαν στη απαγόρευσή 

του διεθνώς και στην εισαγωγή νέων βιοκτόνων οργανικών ουσιών στην αγορά των 

υφαλοχρωµάτων (Κεφάλαιο 1). 

 Όπως συµβαίνει µε όλες τις ουσίες, οι ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες των υφαλοχρωµάτων 

αµέσως µετά την εισαγωγή τους στο θαλάσσιο περιβάλλον υπόκεινται σε διάφορες βιοτικές και 

αβιοτικές διεργασίες ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές τους ιδιότητες. Ο βαθµός στον οποίο 

λαµβάνουν χώρα οι παραπάνω διεργασίες καθορίζει την τύχη και την περαιτέρω συµπεριφορά 

αυτών των ουσιών στο περιβάλλον. Η παρουσία τους στο θαλάσσιο περιβάλλον καθώς και των 

προϊόντων µεταβολισµού – αποδόµησής τους, αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία για διάφορες 

Ευρωπαϊκές και µη περιοχές (Κεφάλαιο 2). 

 Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία, διάφορες τεχνικές αποµόνωσης και προσδιορισµού 

των οργανικών αυτών ενώσεων σε φυσικά δείγµατα έχουν αναπτυχθεί µε στόχο την 

παρακολούθηση των συγκεντρώσεων τους στο περιβάλλον και την εκτίµηση της κατάστασης της 

ρύπανσης που προκαλεί η χρήση τους (Κεφάλαιο 3). 

 Η χρήση των οργανικών ενισχυτικών βιοκτόνων ουσίων των υφαλοχρωµάτων, 

µακροπρόθεσµα µπορεί να επηρεάσει ανεπανόρθωτα τα οικοσυστήµατα, διότι η τοξική τους 

δράση δεν περιορίζεται µόνο στους οργανισµούς - στόχους. Πρόβληµα επίσης αποτελεί και η 

συνδυασµένη τοξική δράση εξαιτίας της συνύπαρξης αυτών των ουσιών µε άλλες ουσίες καθώς 

και µε τα προϊόντα µεταβολισµού τους  (Κεφάλαιο 4). 

 Το irgarol 1051 και το diuron αποτελούν δύο από τις 18 συνολικά οργανικές ενισχυτικές 

βιοκτόνες ουσίες που χρησιµοποιούνται διεθνώς στα υφαλοχρώµατα. Οι µελέτες που έχουν γίνει 

µέχρι σήµερα αφορούν κυρίως στην ανάπτυξη µεθόδων για τον προσδιοριµό των αρχικών αυτών 

ουσιών στο θαλάσσιο περιβάλλον. Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία η βιοαποδόµηση, η 

φωτοδιάσπαση και η χηµική υδρόλυση του irgarol 1051 οδηγούν µέσω  N-απαλκυλίωσης στο 
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σχηµατισµό του κύριου µεταβολίτη της ουσίας Μ1 (2-methylthio-4-tert-butylamino-s-triazine), 

ενώ το diuron στο περιβάλλον κάτω από αερόβιες συνθήκες, µέσω N-διµεθυλίωσης, 

µετατρέπεται αρχικά σε DCPMU [1-(3,4 dichlorophenyl)-3 methyl urea] και στη συνέχεια σε 

DCPU [1-(3,4 dichlorophenyl) urea], ενώ η υδρόλυσή του οδηγεί στο σχηµατισµό της DCA (3,4 

dichloroaniline). Λίγες αναφορές γόνονται για τον κύριο µεταβολίτη του irgarol 1051, τον Μ1, 

ενώ ακόµη λιγότερα στοιχεία υπάρχουν στη διεθνή βιβλιογραφία για τους κύριους µεταβολίτες 

του diuron, DCPMU και DCPU.  Αναφορικά µε τον τελικό µεταβολίτη του diuron, τη DCA, τα 

στοιχεία που αφορούν στην παρουσία της στο θαλάσσιο περιβάλλον είναι επίσης ελλιπή. 

Εξαιτίας των διαφορετικών φυσικοχηµικών ιδιοτήτων των παραπάνω ουσιών, συχνά απαιτείται 

µάλιστα πολύς χρόνος για την ανάλυση των φυσικών δειγµάτων καθώς ο προσδιορισµός είναι 

διαφορετικός για κάθε χηµική κατηγορία ουσιών. Στη διεθνή βιβλιογραφία δεν έχει αναφερθεί 

µέχρι σήµερα µέθοδος ταυτόχρονου προσδιορισµού αυτών των έξι ουσιών, είτε σε δείγµατα 

θαλασσινού νερού, είτε σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος κάτι που θα µείωνε σηµαντικά το χρόνο 

ανάλυσης. Επιπλέον θα πρέπει να τονιστεί ότι µέχρι σήµερα η αποµόνωση των ουσιών από 

στερεά υποστρώµατα πραγµατοποιείται µε παραδοσιακές τεχνικές εκχύλισης, οι οποίες είναι 

συχνά χρονοβόρες και βασίζονται στη χρήση οργανικών διαλυτών και όχι διαλυτών φιλικών 

προς το περιβάλλον όπως είναι το νερό. Σε ότι αφορά την τοξικότητα των παραπάνω ουσιών 

πάνω σε θαλάσσιους οργανισµούς τα στοιχεία είναι επίσης ελλιπή. Επιπλέον τα τοξικολογικά 

δεδοµένα στη διεθνή βιβλιογραφία, αφορούν κυρίως στη µελέτη των δυσµενών επιπτώσεων 

αυτών των ουσιών πάνω σε υδρόβιους οργανισµούς του γλυκού νερού.  

 Τα κενά που διαπιστώθηκαν στη διεθνή βιβλιογραφία προσπάθησε να καλύψει η 

παρούσα διδακτορική διατριβή. 

 Κύριος στόχος της ήταν η διερεύνηση της συµπεριφοράς και της τοξικότητας δύο 

ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών των υφαλοχρωµάτων του irgarol 1051 και του diuron.  

 Για το σκοπό αυτό αναπτύχθηκαν αναλυτικές µέθοδοι για τον ταυτόχρονο προσδιορισµό 

αυτών των δύο οργανικών ουσιών αλλά και των κύριων µεταβολιτών τους σε θαλασσινό νερό 

και ίζηµα µε διάφορες τεχνικές. Οι ουσίες που εξετάστηκαν ήταν το diuron και οι µεταβολίτες 

του DCPMU, DCPU, DCA και το irgarol 1051 και ο κύριος µεταβολίτης του M1. Οι τεχνικές 

αναπτύχθηκαν µε γνώµονα τη βέλτιστη ακρίβεια, επαναληψιµότητα, ανθεκτικότητα και 

ταχύτητα που πρέπει να χαρακτηρίζει µια µέθοδο.  

Συγκεκριµένα στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής πραγµατοποιήθηκε: 
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 Ανάπτυξη και βελτιστοποίηση µεθόδου για την ταυτόχρονη αποµόνωση του irgarol 1051, 

του diuron και των κύριων µεταβολιτών τους από δείγµατα θαλασσινού νερού, µε την 

τεχνική της εκχύλισης στερεής φάσης, καθώς και ανάπτυξη και βελτιστοποίηση 

χρωµατογραφικής ανάλυσης για τον ταυτόχρονο προσδιορισµό των ουσιών αυτών µε την 

τεχνική της υγροχρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων.  

 Ανάπτυξη και βελτιστοποίηση µεθόδου εκχύλισης του irgarol 1051, του diuron και των 

κύριων µεταβολιτών τους από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε χρήση υπερήχων καθώς 

και ταυτόχρονος προσδιορισµός των ουσιών αυτών µε την τεχνική της 

υγροχρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων.  

 Ανάπτυξη και βελτιστοποίηση µεθόδου εκχύλισης µε χρήση µικροκυµάτων του irgarol 

1051 και του κύριου µεταβολίτη του Μ1, χρησιµοποιώντας νερό ως διαλύτη εκχύλισης, 

από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος, καθώς και ταυτόχρονος προσδιορισµός των ουσιών 

αυτών µε την τεχνική της αεριοχρωµατογραφίας µε ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών.  

 Στη συνέχεια διερευνήθηκαν τα επίπεδα και η ύπαρξη των αρχικών ουσιών καθώς και των 

µεταβολιτών τους στο θαλάσσιο περιβάλλον. Συγκεκριµένα έγινε προσπάθεια 

προσδιορισµού της χωρικής και χρονικής διακύµανσης των συγκεντρώσεων του irgarol 

1051, του diuron και των κύριων µεταβολιτών τους σε δείγµατα θαλασσινού νερού και 

ιζήµατος προερχόµενα από το θαλάσσιο περιβάλλον του Ηνωµένου Βασιλείου καθώς και 

συσχέτιση των συγκεντρώσεων που ανιχνεύτηκαν µε τις φυσικοχηµικές ιδιότητες του 

νερού και του ιζήµατος.  

 Τέλος, πραγµατοποιήθηκε εκτίµηση της µεµονωµένης τοξικής δράσης του irgarol 1051, 

του diuron και των κύριων µεταβολιτών τους M1 και DCA, αντίστοιχα, πάνω σε δύο είδη 

θαλάσσιων φυτοπλαγκτονικών µικροοργανισµών, το διάτοµο Naviculla forcipata και το 

χλωροφύκος Dunaliella tertiolecta.  
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 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

 

ΥΦΑΛΟΧΡΩΜΑΤΑ 

1.1 Εισαγωγή  

Είναι γνωστό ότι οποιαδήποτε επιφάνεια εκτίθεται στο νερό αποτελεί πιθανό ενδιαίτηµα για 

τους οργανισµούς (φυτικούς και ζωικούς) που ζουν σε αυτό. Επιφάνειες, όπως ύφαλα 

σκαφών, πλωτήρες, κλωβοί ιχθυοκαλλιεργειών, πετρελαιαγωγοί, αγωγοί ψύξης 

θερµοηλεκτρικών εργοστασίων κ.λ.π. υπόκεινται σε αποικισµό από τους θαλάσσιους 

οργανισµούς. 

Αρχικά οι επιφάνειες αποικούνται από βακτήρια και µικροφύκη, κυρίως διάτοµα 

(Rosowski et al., 1986), τα οποία σχηµατίζουν ένα θρεπτικό στρώµα πολυσακχαρίτη 

(Cooksey and Cooksey, 1986). Το στρώµα αυτό διευκολύνει την προσκόλληση άλλων 

οργανισµών, κυρίως µακροφυκών, όπως είναι τα χλωροφύκη (π.χ Enteromorpha) και 

φαιοφύκη (π.χ. Ectocarpus), καθώς και ζωικών οργανισµών, όπως είναι τα οστρακοειδή 

(Callow 1986). 

 Έχουν καταµετρηθεί 1746 διαφορετικά είδη θαλάσσιων οργανισµών οι οποίοι 

προσκολλώνται πάνω στις βυθισµένες στο νερό επιφάνειες (Omae, 2003a). Πρόκειται για 

οστρακοειδή, φύκη, θαλάσσια βρύα και υδρόζωα όπως φαίνεται στον Πίνακα 1.1. 

 

Πίνακας 1.1 Είδη θαλάσσιων οργανισµών που αποικίζουν επιφάνειες  βυθισµένες στο νερό.      

Οργανισµός Αριθµός ειδών 

Βακτήρια 37 

Μύκητες 14 

∆ιάτοµα 111 

Φύκη 452 

Πρωτόζωα 99 

Σπόγγοι 33 

Κνιδόζωα ή κοιλεντερόζωα 286 

∆ακτυλιοσκώληκες 108 

Κτενοφόρα 139 

Αρθρόποδα 292 

Εχινόδερµα 19 
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 Συνέχεια Πίνακα 1.1 

Οργανισµός Αριθµός ειδών 

Χορδωτά 127 

Άλλα ασπόνδυλα 29 

Σύνολο 1746 

 

Η ανάπτυξη όλων αυτών των οργανισµών πάνω στις επιφάνειες συνεπάγεται µια σειρά 

προβληµάτων όπως:  

 

 διάβρωση των επιφανειών εξαιτίας του θρεπτικού υλικού που εκκρίνεται από τους 

οργανισµούς ώστε να είναι δυνατή η προσκόλλησή τους 

 αύξηση του βάρους των επιφανειών 

 φράξιµο των υποθαλάσσιων αγωγών 

 µείωση της ροής του νερού µεταξύ των κλωβών στις ιχθυοκαλλιέργειες µε αποτέλεσµα να 

µειώνεται και η ποσότητα του διαλυµένου οξυγόνου σε αυτούς, ενώ είναι δυνατόν να 

δηµιουργηθούν και εστίες µόλυνσης  

 αύξηση του βάρους των σκαφών που οδηγεί σε µείωση της υδροδυναµικής συµπεριφοράς 

τους, διότι χαµηλώνει η θέση του κέντρου βάρους των σκαφών, γεγονός που επηρεάζει 

την ικανότητα ελιγµών 

 αύξηση της τριβής των σκαφών µε το θαλασσινό νερό που συνεπάγεται µείωση της 

ταχύτητάς τους. Υπολογίζεται ότι ένα κολλώδες στρώµα επιστρώσεων, πάχους 1 mm 

αυξάνει την τριβή κατά 80 % µε αποτέλεσµα η ταχύτητα του σκάφους να µειώνεται κατά 

15 % (MER, 1996). Σε αυτές τις περιπτώσεις για να διατηρηθεί η επιθυµητή ταχύτητα 

των σκαφών, θα πρέπει να αυξηθεί η κατανάλωση των καυσίµων η οποία όµως 

συνεπάγεται αύξηση του κόστους αλλά και των εκποµπών αέριων ρύπων. Εκτιµάται ότι η 

κατανάλωση καυσίµων αυξάνεται κατά 6 % για κάθε 100 µm αύξησης της τραχύτητας 

των υφάλων (Townsin, 1987; Liu et al, 1997).  

 

Ο µόνος τρόπος για την προστασία όλων αυτών των επιφανειών είναι να καταστούν 

ακατάλληλες προς αποικισµό. Αυτό επιτυγχάνεται µέσω της επίστρωσής τους µε χρώµατα, τα 

αποκαλούµενα υφαλοχρώµατα, τα οποία περιέχουν και απελευθερώνουν στο νερό τοξικές 

ουσίες (Terlizzi et al., 2001).  
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 1.2 Κατηγορίες των υφαλοχρωµάτων 

Τα υφαλοχρώµατα ταξινοµούνται σε τρεις κατηγορίες ανάλογα µε τις χηµικές τους ιδιότητες, 

το συστατικό που αποτελεί τη βάση του χρώµατος (µήτρα) και τους µηχανισµούς που 

λαµβάνουν χώρα κατά την απελευθέρωση των τοξικών ουσιών στο περιβάλλον.  

 

1.2.1 Συµβατικά  υφαλοχρώµατα (conventional paints) 

Σε αυτή την κατηγορία των υφαλοχρωµάτων η βάση του χρώµατος είναι συνήθως µια 

υδατοδιαλυτή ρητίνη µέσα στην οποία διασπείρεται η τοξική ουσία (Σχήµα 1.1). Εξαιτίας της 

µη χηµικής σύζευξης της τοξικής ουσίας και της ρητίνης, η πρώτη διαφεύγει ελευθέρα στο 

περιβάλλον µε ανεξέλεγκτο ρυθµό απελευθέρωσης, ο οποίος µειώνεται εκθετικά µε το χρόνο. 

Έτσι, ενώ αρχικά η συγκέντρωση της τοξικής ουσίας είναι πολύ µεγάλη πολύ σύντοµα 

µειώνεται, ελαττώνοντας συγχρόνως και τη δραστικότητα και αποτελεσµατικότητα του 

υφαλοχρώµατος. Η διάρκεια της αποτελεσµατικής δράσης αυτής της κατηγορίας 

υφαλοχρωµάτων είναι από 6 ως 12 µήνες  (Terlizzi et al., 2001). 

 

 
 

Σχήµα 1.1 Συµβατικό υφαλόχρωµα. 

 

1.2.2 Υφαλοχρώµατα µακράς διάρκειας (long-life paints)  

Στην κατηγορία αυτή η µήτρα του υφαλοχρώµατος είναι αδιάλυτη στο νερό µε αποτέλεσµα η 

τοξική ουσία να διαχέεται στη διεπιφάνεια χρώµατος – νερού, διαµέσου διαύλων που 

δηµιουργούνται στη µήτρα. Οι δίαυλοι αυτοί δεν είναι σταθεροί αλλά µεταβάλλονται µε την 

πάροδο του χρόνου, οδηγώντας σε µείωση του ρυθµού απελευθέρωσης της τοξικής ουσίας 
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 στο περιβάλλον και γρήγορη ελάττωση της διάχυσής της. Η δραστική ουσία µετά την 

παρέλευση 18-24 µηνών, ουσιαστικά εγκλωβίζεται µέσα στη µήτρα του χρώµατος µε 

αποτέλεσµα να µειώνεται η δραστικότητα του υφαλοχρώµατος (Terlizzi et al., 2001).  

 

1.2.3 Συµπολυµερή αυτολειαινόµενα υφαλοχρώµατα (Shelf-Polishing Copolymer Paints)  

Στην κατηγορία αυτή των υφαλοχρωµάτων, η τοξική ουσία προσδένεται χηµικά πάνω σε ένα 

πολυµερές υπόστρωµα (Σχήµα 1.2). Η τοξική ουσία απελευθερώνεται στο περιβάλλον χάρις 

στο µηχανισµό της υδρόλυσης, η οποία ουσιαστικά λύει τους χηµικούς δεσµούς µεταξύ 

τοξικής ουσίας και υποστρώµατος. Έτσι µε την κίνηση του νερού διαρκώς οι οργανισµοί 

εκτίθενται σε µια νέα τοξική επιφάνεια η οποία παρεµποδίζει την προσκόλλησή τους. Ο 

ρυθµός απελευθέρωσης της τοξικής ουσίας σε αυτή την περίπτωση είναι ελεγχόµενος και 

σταθερός (Σχήµα 1.3) ενώ η διάρκεια της αποτελεσµατικής δράσης του υφαλοχρώµατος είναι 

ανάλογη του πάχους του στρώµατός του. Συνήθως κυµαίνεται µεταξύ 4 ή 5 ετών (Terlizzi et 

al., 2001; Omae, 2003b). 

 

 
 

Σχήµα 1.2 Συµπολυµερές αυτολειαινόµενο υφαλόχρωµα. 
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Σχήµα 1.3 Ρυθµός απελευθέρωσης τοξικής ουσίας σε συµπολυµερές αυτολειαινόµενο 

υφαλόχρωµα. 

 

1.3 ∆ραστικά συστατικά υφαλοχρωµάτων 

Η ιστορία της χρήσης των υφαλοχρωµάτων ξεκινά πριν το 2000 π.Χ. (Πίνακας 1.2). Τα 

πρώτα συστήµατα προστασίας των εκτεθειµένων στο νερό επιφανειών ήταν µε τη µορφή 

κεριού, πίσσας ή ρητίνης και είχαν ως βάση ελάσµατα χαλκού ή µολύβδου. Πριν τη δεκαετία  

του 1960 εισήχθησαν στην αγορά τα συµβατικά υφαλοχρώµατα µε κύριο συστατικό το 

οξείδιο του χαλκού (Cu2O). Μετά τη δεκαετία του 1960 άρχισαν να χρησιµοποιούνται οι 

οργανοκασσιτερικές ενώσεις οι οποίες ακόµη και σήµερα χρησιµοποιούνται εκτεταµένα 

παγκοσµίως καθώς βρίσκουν πολλές εφαρµογές (Omae, 2003b). 
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 Πίνακας 1.2 Ιστορία των υφαλοχρωµάτων 

Παλαιότερα Ελάσµατα χαλκού πάνω σε ξύλινες επιφάνειες 

2000 π.Χ. Επικάλυψη των σκαφών µε κοµµάτια χαλκού (copper bolts) και 

ελάσµατα µολύβδου  

300 π.Χ. Χρώµατα από κερί ή πίσσα µε κύριο συστατικό τις ενώσεις του 

αρσενικού, του θείου κ.τ.λ. 

19ος αιώνας Πρώτη βιοµηχανική χρήση υφαλοχρωµάτων (σουλφίδια του 

χαλκού) 

Πριν τη δεκαετία του 

1960 

Συµβατικά υφαλοχρώµατα  µε βάση το οξείδιο του χαλκού, 

οργανικές ενώσεις του υδραργύρου, του µολύβδου, του 

αρσενικού, των αλογόνων και του θείου 

1960- Οργανοκασσιτερικές ενώσεις  

1974- Συµπολυµερή αυτολειαινόµενα υφαλοχρώµατα  

1980- Πολυµερείς ενώσεις του πυριτίου 

1990- Υφαλοχρώµατα χωρίς τριβουτυλοκασσίτερο 
Πηγή: Omae, 2003a.  

 

1.4 Οργανοκασσιτερικές ενώσεις 

Οι οργανοκασσιτερικές ενώσεις έχουν τον γενικό τύπο: RνSnX(4-ν) όπου R: οργανική οµάδα 

(αλκύλιο ή φαινύλιο), Χ: ανιόν  (αλογόνο, οξείδιο, υδροξείδιο, -OH, -OR’, -SH, -SR’, -

OOCR’ κ.λ.π.) και ν= 1-4. Οι ενώσεις του τύπου R2SnX2 και R3SnX είναι οι πιο σηµαντικές 

κατηγορίες που κυκλοφορούν στο εµπόριο (Hoch, 2001; Omae, 2003b).  

Οι οργανοκασσιτερικές ενώσεις βρίσκουν εφαρµογή ως διαλύτες, προσθετικά 

βενζίνης, σταθεροποιητές PVC, συντηρητικά ξυλείας, αντιοξειδωτικά, παρεµποδιστές 

διάβρωσης, αντιδραστήρια επιµετάλλωσης, προσθετικά χρωµάτων, απολυµαντικά, 

εντοµοκτόνα, παρασιτοκτόνα κλπ  (Hoch, 2001).  

Είναι ενώσεις σχετικά αδιάλυτες στο νερό, λιποδιαλυτές και σχετικά σταθερές στο 

περιβάλλον, µε αποτέλεσµα να παρουσιάζουν µεγάλο συντελεστή βιοσυσσώρευσης.  

Η χρήση τους στα υφαλοχρώµατα όπως προαναφέρθηκε, ξεκίνησε τη δεκαετία του 

1960 µε τον τριβουτυλο-κασσίτερο να χρησιµοποιείται ακόµη και σήµερα, παρά τους 

περιορισµούς της χρήσης του, κατά κόρον στα χρώµατα που εφαρµόζονται στα µεγάλα 

σκάφη. 
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 1.4.1 Τριβουτυλο-κασσίτερος (ΤΒΤ) 

Ο ΤΒΤ έχει ένα ευρύ φάσµα εφαρµογών συµπεριλαµβανοµένου τη χρήση του ως 

µυκητοκτόνο, βακτηριοκτόνο, εντοµοκτόνο και συντηρητικό ξυλείας. Άρχισε να 

χρησιµοποιείται ως δραστικό συστατικό των υφαλοχρωµάτων που είχαν ως βάση το χαλκό, 

τη δεκαετία του ’60. Εξαιτίας της µεγάλης αποτελεσµατικότητάς του συγκριτικά µε το χαλκό, 

η χρήση του αυξήθηκε κατακόρυφα τη δεκαετία του ’70 (Omae 2003b).  

Αρχικά ο ΤΒΤ αντικατέστησε τις ενισχυτικές ουσιές των υφαλοχρωµάτων (π.χ. 

οργανοϋδράργυρος, αρσενικό και  µόλυβδος) σε  χρώµατα, των οποίων ο κύριος βιοκτόνος 

παράγοντας ήταν ο χαλκός αλλά χρησιµοποιήθηκε και µεµονωµένα ως βιοκτόνος παράγοντας 

(Bryan et al, 1992).  

Μέχρι τη δεκαετία του 1970 αποτέλεσε κύριο συστατικό των συµβατικών 

υφαλοχρωµάτων. Από τα µέσα όµως της δεκαετίας του ’70, µε την εισαγωγή στην αγορά των 

συµπολυµερών αυτολειαινόµενων υφαλοχρωµάτων, ο ΤΒΤ χρησιµοποιήθηκε εκτεταµένα 

αφού ο νέος τύπος σκευασµάτων αύξησε την αποτελεσµατικότητα του (Omae, 2003a). 

Το πρόβληµα της ρύπανσης από τον ΤΒΤ αναγνωρίσθηκε στις αρχές της δεκαετίας 

του 1970. Μέχρι τότε ο κόλπος d' Arcachon της Γαλλίας αποτελούσε την πιο σηµαντική 

περιοχή για την καλλιέργεια στρειδιών (Crassostrea gigas) µε την παραγωγή να φτάνει στους 

15,000 tn yr-1. Παράλληλα όµως στον κόλπο υπήρχε έντονη δραστηριότητα σκαφών 

αναψυχής µε αποτέλεσµα οι εισροές του ΤΒΤ στο θαλάσσιο περιβάλλον να ανέρχονται σε 8 

kg d-1 (Ruiz et al., 1996). Η µείωση της παραγωγής των στρειδιών στον κόλπο έγινε αιτία να 

αναγνωρισθούν οι επιβλαβείς επιπτώσεις του ΤΒΤ πάνω σε οργανισµούς που δεν 

αποτελούσαν στόχο των υφαλοχρωµάτων. Ο ΤΒΤ χαρακτηρίστηκε ως η πιο τοξική ουσία που 

εσκεµµένα διοχετεύτηκε στο θαλάσσιο περιβάλλον µε πιο σηµαντική επίπτωση τη διαταραχή 

του ορµονικού συστήµατος των θαλάσσιων οργανισµών που οδηγεί στην εµφάνιση 

αρσενικών χαρακτηριστικών από θηλυκά άτοµα. Η ανωµαλία αυτή του αναπαραγωγικού 

συστήµατος των οργανισµών συνεπάγεται τη γρήγορη εξαφάνισή τους. Το παραπάνω 

φαινόµενο είναι γνωστό ως “imposex” (imposed sex) και για πρώτη φορά περιγράφτηκε από 

τον Smith (1971).     

 Η  καταστροφή οστρακοειδών στις αλιευτικές περιοχές και ο κίνδυνος στους άλλους 

θαλάσσιους οργανισµούς, όπως επίσης και οι πιθανές απειλές στην ανθρώπινη υγεία, 

οδήγησαν σε εκτεταµένους περιορισµούς της χρήσης του ΤΒΤ στη δεκαετία του ‘80. Το 1982 

οι Γαλλικές αρχές απαγόρεψαν τη χρήση χρωµάτων που περιείχαν πάνω από 3% 

οργανοµεταλλικές ενώσεις του κασσιτέρου σε πλοία κάτω των 25 m τα οποία έπλεαν σε 
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 παράκτια ύδατα κοντά σε καλλιέργειες στρειδιών. Τα µέτρα αυτά αρχικά λήφθηκαν για µια 

περίοδο τριών µηνών, αργότερα όµως επεκτάθηκαν, και τον Σεπτέµβριο του ίδιου έτους 

απαγορεύτηκε σε όλη τη γαλλική ακτογραµµή  η χρήση τέτοιου είδους χρωµάτων σε σκάφη 

κάτω των 25 m. Η διάταξη αυτή, το 1987 υιοθετήθηκε για απεριόριστο χρονικό διάστηµα 

(Alzieu, 1991). Από τα τέλη της δεκαετίας του ’80 µέχρι τις αρχές του ’90 παρόµοια 

νοµοθεσία εισήγαγαν και άλλες χώρες όπως ο Καναδάς, η Αυστραλία, η Νέα Ζηλανδία, οι 

ΗΠΑ και η Νότια Αφρική, το Χονγκ Κονγκ και οι περισσότερες Ευρωπαϊκές χώρες. Στην 

Ιαπωνία, απαγορεύτηκε η παραγωγή υφαλοχρωµάτων που περιείχαν ΤΒΤ το 1997. 

Το 1989 η Ευρωπαϊκή Ένωση εξέδωσε την οδηγία 89/677/ΕΟΚ σύµφωνα µε την 

οποία οι οργανοµεταλλικές ενώσεις του κασσιτέρου "δεν επιτρέπεται να χρησιµοποιούνται 

ως δραστικές ουσίες και συστατικά παρασκευασµάτων που προορίζονται να 

χρησιµοποιηθούν κατά της απόθεσης ακαθαρσιών από µικροοργανισµούς, φυτά ή ζώα 

(Communaute Europeenne, 1989): 

α) Στα ύφαλα σκαφών µε εξωτερικό ολικό µήκος, όπως ορίζεται στο πρότυπο ISO 8666, 

µικρότερο από 25 m. 

β) Στους κλωβούς, τους πλωτήρες, τα δίχτυα καθώς και σε κάθε εγκατάσταση ή εξοπλισµό 

που χρησιµοποιείται στην ιχθυοκαλλιέργεια και στην οστρακοκαλλιέργεια. 

γ) Σε εγκαταστάσεις ή εξοπλισµό που βρίσκεται εν όλω ή εν µέρει κάτω από το νερό. 

Η Ελληνική νοµοθεσία εναρµονίστηκε µε την παραπάνω οδηγία της Ευρωπαϊκής 

Ένωσης µε την υπ. αριθµ. Ν.1100/91 Απόφαση του Ανωτάτου Συµβουλίου Χηµείας και την 

Ν.3010875/478/92 Υπουργική Απόφαση της Ελληνικής Κυβέρνησης. 

Πρόσφατα κάποιες ευρωπαϊκές κυβερνήσεις πρότειναν την επέκταση της 

απαγόρευσης, καλύπτοντας έτσι τα πλοία των 50 m, ή και λιγότερο, καθώς και εκείνα που  

σχετίζονταν µε το παράκτιο εµπόριο (Khalimonov, 1995). 

Τον Οκτώβριο του 2001 ο ΙΜΟ (∆ιεθνής Θαλάσσιος Οργανισµός) πρότεινε την 

απαγόρευση της χρήσης του ΤΒΤ διεθνώς από την 1η Ιανουαρίου του 2003 ώστε από την 1η 

Ιανουαρίου 2008 να εξαφανιστεί ο ΤΒΤ από τα υφαλά όλων των πλοίων, ενώ η Ευρωπαϊκή 

ένωση κατέταξε τον ΤΒΤ, σύµφωνα µε την Οδηγία-Πλαίσο για το νερό (Water Framework 

Directive) 2000/60/EC, στις επικίνδυνες ουσίες προτεραιότητας (priority hazardous 

substances).  

 
1.5 Χαλκός 

Οι απαγορεύσεις αναφορικά µε τη χρήση του ΤΒΤ στα υφαλοχρώµατα οδήγησαν στην 

επαναχρησιµοποίηση των υφαλοχρωµάτων µε βάση το χαλκό. Ο χαλκός είναι ο πιο 
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 σηµαντικός βιοκτόνος παράγοντας εκτός από τις οργανοκασσιτερικές ενώσεις. Αποτελεί 

κύριο συστατικό των υφαλοχρωµάτων πoυ δεν περιέχουν κασσίτερο και οι µορφές που 

χρησιµοποιούνται ως δραστικά συστατικά  είναι τόσο ο µεταλλικός χαλκός όσο και οι 

ενώσεις του (Πίνακας 1.3). Το χαρακτηριστικό των ενώσεων του χαλκού είναι η δυνατότητα 

σχηµατισµού ιόντων Cu++ µε την είσοδό τους στο νερό. Ο δισθενής χαλκός είναι πιο σταθερή 

και τοξική µορφή σε σχέση µε τον µονοσθενή χαλκό (Ranke, 2000; Omae 2003a). 

 

Πίνακας 1.3 Βιοκτόνοι παράγοντες υφαλοχρωµάτων µε βάση το χαλκό. 

Μεταλλικός χαλκός Cu 

Κράµατα χαλκού Cupronickel : Cu-Ni (90-10%, 70-30%), Cu-Ni-M 

(M=Cr, Fe, Co, Ti, Zr, Nb, Ta, V, P, Ga, In, Ag), (Cu 

+ Ni ≥ 80%), Cu-As (As=0.34%) Aluminum bronze 

(Cu=89.22%, Al=7.20%), Aluminum brass 

(Cu=76.31%, Zn= 21.36% Al=1.99%) 

Ανόργανες ενώσεις του χαλκού  Cu2O, µίγµα Cu2O και CuO, µίγµα Cu2S και CuS, 

CuSCN 

Οργανικές ενώσεις του χαλκού PhCu, Me(CH2=CH)CuLi, EtCu(CN)Li BuCuBF3 

Αρωµατικές ενώσεις του χαλκού Copper pyrithione, copper picolinic acid amide, 

acetylacetone copper aluminum, ethylenediamine 

copper aluminum 

Πηγή: Omae, 2003a. 

 

Ο χαλκός παρέχει προστασία από οργανισµούς όπως οστρακοειδή, προνύµφες και µια 

πληθώρα φυτοπλαγκτονικών οργανισµών. Εντούτοις όµως κάποια είδη φυκών όπως π.χ. τα 

Enteromorpha spp., Ectocarpus spp. και Achnanthes spp παρουσιάζουν αξιοσηµείωτη 

ανθεκτικότητα στο χαλκό. Για την προστασία λοιπόν από τέτοια ανθεκτικά είδη, διάφορες 

οργανικές ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες χρησιµοποιούνται µαζί µε το χαλκό ώστε να ελεγχθεί 

η ρύπανση από αυτούς (Voulvoulis et al., 1999a).  

 

1.6 Οργανικές ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες 

Οι κύριες οργανικές ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες που χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε το 

χαλκό, ανήκουν σε διάφορες χηµικές κατηγορίες όπως είναι: οι ετεροκυκλικές αµίνες, οι 

αρωµατικές αλογονούχες ενώσεις, οι καρβαµιδικές ενώσεις κ.λ.π. (Πίνακας 1.4) (Voulvoulis 

et al., 1999a; Omae, 2003a). Αυτές οι οργανικές ουσίες περιέχουν άζωτο, οξυγόνο, αλογόνα, 
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 θείο και βόριο. Η δραστικότητά τους οφείλεται στους χηµικούς δεσµούς των στοιχείων 

αυτών είτε µεταξύ τους είτε µε άτοµα άνθρακα, υδρογόνου ή µετάλλων.    

 

Πίνακας 1.4 Κύριες οργανικές ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες που χρησιµοποιούνται στα 

υφαλοχρώµατα νέας γενιάς. 

Οργανική ενισχυτική βιοκτόνος ουσία Εµπορική ονοµασία 

1. Ετεροκυκλικές αµίνες 

zinc complex of 2-mercaptopyridine-1-oxide  

 

zinc pyrithione 

2-methylthio-4-butylamino-6-cyclopropylamine-s-triazine  

 

Irgarol 1051 

2,3,5,6-tetrachloro-4-(methylsulfonyl)pyridine  TCMSpyridine 

(2-thiocyanomethylthio)benzothiazole TCMTB 

(4,5-dichloro-2-n-octyl-4-isothazolin-3-one)  Sea-Nine 211, Kathon 5287 

pyridine triphenylborane complex  KH101 

2. Αρωµατικές αλογονούχες ενώσεις 

(2,4,5,6-tetrachloroisophthalonitrile)  Chlorothalonil 

3-(3,4-dichlorophenyl)1,1-dimethylurea  Diuron 

2,4,6-trichlorophenylmaleimide  

3. Καρβαµιδικές ενώσεις 

zinc bis(dimethyl thiocarbamate)  Ziram 

zinc ethylene bisdithiocarbamate  Zineb 

bis(dimethylthiocarbamoyl)disulfide  Thiram 

3-iodo-2-propynyl butylcarbamate   

manganese ethylene bisdithiocabamate  Maneb 

4. Άλλες ενώσεις 

N,N-dimethyl-N΄-phenyl(N΄-fluorodichloromethyl-thiosulfamide  Dichlorofluanid 

N-(fluorodichloromethylthio)phthalimide   

diiodomethyl-p-tolysulfone   

Πηγή: Omae, 2003a.  
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 Στην Ελλάδα έχει βρεθεί ότι χρησιµοποιούνται µόνο εφτά από τις ουσίες που 

αναφέρονται στον Πίνακα 1.4. Αυτές είναι οι: diuron, irgarol 1051, zinc pyrithione, 

dichlofluanid, chlorothalonil, ziram, folpet (ACE, 2002). 

Οι περισσότερες από τις ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες είναι γνωστά φυτοφάρµακα τα 

οποία χρησιµοποιούνται εδώ και χρόνια στη γεωργία ως ζιζανιοκτόνα, µυκητοκτόνα ή 

βακτηριοκτόνα (Πίνακας 1.5). 

 

Πίνακας 1.5 Άλλες εφαρµογές των οργανικών ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών των 

υφαλοχρωµάτων. 

Ουσία Άλλη εφαρµογή 

Chlorothalonil Γεωργία (µυκητοκτόνο), χρώµατα, κόλλες 

Dichlofluanid Γεωργία (µυκητοκτόνο) 

Diuron Γεωργία (ζιζανιοκτόνο) 

TCMTB Γεωργία (µυκητοκτόνο), συντηρητικό ξυλείας, βιοµηχανία δερµάτων 

Zinc pyrithione Γεωργία (βακτηριοκτόνο, µηκυτοκτόνο), υγρά λουσίµατος (σαµπουάν) σε 

συγκέντρωση ≈ 1% 

Irgarol 1051 Γεωργία (ζιζανιοκτόνο) 

Zineb Γεωργία (µηκυτοκτόνο) 

Ziram Γεωργία (µηκυτοκτόνο) 

Maneb Γεωργία (µηκυτοκτόνο) 

Thiram Γεωργία (µηκυτοκτόνο) 

 

Εκτός από τις κύριες οργανικές ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες, υπάρχουν και 

δευτερεύουσες οι οποίες µπορεί να είναι επίσης ετεροκυκλικές αµίνες, αρωµατικές 

αλογονούχες ενώσεις, φαινόλες, ενώσεις του θείου ή του φωσφόρου και άλλες όπως φαίνεται 

στον Πίνακα 1.6 (Omae, 2003a). 
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 Πίνακας 1.6 ∆ευτερεύουσες οργανικές ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες των υφαλοχρωµάτων. 
1. Ετεροκυκλικές αµίνες 

5,6-dihydroxy-3-(2-thienyl)-1,4,2-oxathiazine, 4-oxide 

2,5,6-tribromo-1-methylgramine  

(3-dimethylaminomethyl-2,5,6-tribromo-1-methylindole) 

2,3-dibromo-N-(6-chloro-3-pyridyl)succinimide 

thiazoleureas  

3-(3,4-dichlorophenyl)-5,6-dihydroxy-1,4,2-oxathiozine oxide  

2-trifluoromethyl-3-bromo-4-cyano-5-parachlorophenyl pyrrole 

2. Αρωµατικές αλογονούχες ενώσεις 

2-bromo-4¢-chloroacetanilide  

3. Φαινόλες 

2,6-bis(2¢,4¢-dihydroxybenzyl)-4-methylphenyl  

2,2-bis(3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenyl)propane  

acylphloroglucinols: 2,6-diacyl-1,3,5-trihydroxybenzene  

4. Σύµπλοκα φαινυλοβορικών αµινών 

triphenylboron pyridine complex  

alkyldiphenylboron isoquinoline complexes  

triphenylboron octadecylamine complex  

triphenylboron ethylenediamine complex  

5. Άλλες αµίνες 

guanidines: 1,3-dicyclohexyl-2-(3-chlorophenyl)guanidine  

alkylamines: auryldimethylamine  

6. Ενώσεις φωσφόρου 

dialkylphosphonates: phosphoric acid di(2-ethylhexylester)  

7. Ενώσεις θείου 

alkyl haloalkyl disulfides: n-octylchloromethyl disulfide 

4,5-dicyano-1,3-dithiole-2-thione  

8. Άλλες ενώσεις 

enzymes: endopeptidase 

Πηγή: Omae, 2003a.  

 

Σήµερα από τις κύριες ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες, το irgarol 1051 και το diuron δεν 

επιτρέπεται να εφαρµόζονται σε ύφαλα σκαφών µήκους < 25 m σε ορισµένες ευρωπαϊκές 

χώρες όπως το Ηνωµένο Βασίλειο, τη Σουηδία και τη ∆ανία. Στο Ηνωµένο Βασίλειο µάλιστα 

η χρήση του diuron, το οποίο σύµφωνα µε την Οδηγία-Πλαίσο για το νερό (Water 

Framework Directive) 2000/60/EC, ανήκει στις ουσίες προτεραιότητας, έχει απαγορευτεί 

εντελώς στα υφαλοχρώµατα (Konstantinou and Albanis, 2004). 
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 1.7 Εναλλακτικές µέθοδοι προστασίας των υφάλων χωρίς τη χρήση βιοκτόνων ουσιών 

 

1.7.1 Φυσικές βιοκτόνες ουσίες 

Οι θαλάσσιοι οργανισµοί όπως οι σπόγγοι, τα κοράλλια, τα θαλάσσια φυτά, τα δελφίνια 

κ.λ.π. αυτοπροστατεύονται από την προσκόλληση πάνω τους ανεπιθύµητων οργανισµών 

χάρις την έκκριση χαρακτηριστικών ουσιών οι οποίες τους παρέχουν προστασία και επιπλέον 

δεν προκαλούν σηµαντικά περιβαλλοντικά προβλήµατα διότι είναι φυσικής προέλευσης. 

Τέτοιου είδους ουσίες µε έντονη αναισθητική και απωθητική δράση που θα µπορούσαν να 

χρησιµοποιηθούν στα φιλικά προς το περιβάλλον υφαλοχρώµατα, ανιχνεύονται και σε 

χερσαία φυτά όπως το πράσινο τσάι, και τα φύλλα της βελανιδιάς (Omae, 2003a).  

Οι κύριες φυσικές ουσίες κατά του αποικισµού των επιφανειών (Πίνακας 1.7) 

προέρχονται από τέσσερα διαφορετικά φύλα ζώων: Κνιδόζωα, Σπογγόζωα, Βρυόζωα, 

Χορδωτά και δύο είδη θαλάσσιων φυτών τα Θαλλόφυτα και τα Αγγειόσπερµα (Clare, 1998). 

Εκτός από τοξίνες µπορεί να είναι και ουσίες µε αναισθητική ή απωθητική δράση, ουσίες που 

αναχαιτίζουν την ανάπτυξη, την προσκόλληση και τη µεταµόρφωση των οργανισµών. Έτσι 

µπορεί να δράσουν αποτελεσµατικά ενάντια στο πρόβληµα του αποικισµού των διαφόρων 

επιφανειών.  

 

Πίνακας 1.7 Κύριες φυσικές ουσίες κατά του αποικισµού των επιφανειών. 

Οργανισµός Τοξική ουσία ∆ράση 

Κνιδόζωα 

Leptogorgia virgulata, L. 

setacea  

homarine  Αναστολή αύξησης 

Pseudopterogorgia 

americana  

furanogermacrene  Αναστολή αύξησης 

Renilla reniformis  renillafoulins  Αναστολή αποικισµού 

pukalide  Leptogorgia virgulata  

epoxy pukalide  

Αναστολή αποικισµού 

14-hydroxycembra-1,3,7,11-

tetraene  

Lobophytum pauciflorum  

 

15-hydroxycembra-1,3,7,11-

tetraene  

Αναστολή αύξησης 
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 Συνέχεια Πίνακα 1.7 

Οργανισµός Τοξική ουσία ∆ράση 

Muricea fruticosa  muricins  Αναστολή αύξησης των διατόµων 

Sinularia sp.  (-)-β-bisabolene  Απωθητική 

Sinularia sp.  13α-acetoxypukalide  Κατά των µυδιών 

 (9E)-4-(6,10-dimethylocta-9-11-

dienyl)-furan-2-carboxylic acid  

Κατά των οστρακοειδών 

Σπογγόζωα 

40 sponge spp  terpenoids  Αντιβακτηριδιακή, µυκητοκτόνο, 

αναστολή αποικισµού 

aerothionin  Aplysina fistularis  

 homoaerothionin 

Αναστολή µεταµόρφωσης 

Aplysilla glacialis  1-methyladenine  Αντιβακτηριδιακή 

Phyllospongia papyracea  furospongolide  Αναστολή αποικισµού 

Dysidea herbacea  herbacin  Αναστολή αποικισµού 

Crella incrustans lyso-platelet aggregating factor  Αναστολή αποικισµού 

Βρυόζωα 

Zoobotryon pellucidum   1-methyl-2,5,6-tribromogramine  Αναστολή αποικισµού 

Χορδωτά 

Eudistoma olivaceum  eudistomins G (H)  Αναστολή αποικισµού 

Halocynthia roretzi lysophosphatidylinositols  Μυκητοκτόνο 

Θαλλόφυτα 

Delisea pulchra  

 

halogenated furanones  Αναστολή των οστρακοειδών, των 

φυκών, του αποικισµού, και της 

ανάπτυξης µικροβίων 

Αγγειόσπερµα 

Zostera marina  p-(sulfooxy)cinnamic acid  Αναστολή αποικισµού 

Πηγή: Omae, 2003a. 

 

Εκτός από τις κύριες υπάρχουν και δευτερεύουσες ουσίες που παρέχουν προστασία 

από τους ανεπιθύµητους οργανισµούς. Οι ουσίες αυτές ταξινοµούνται σε δέκα διαφορετικές 
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 κατηγορίες ενώσεων: τερπένια (υδρογονάνθρακες βιολογικής προέλευσης), ακετυλένια, 

πολυκυκλικές ενώσεις, στεροειδή, φαινόλες, ισοθειοκυανικοί εστέρες, ενώσεις αζώτου, 

παράγωγα γλυκερόλης, ανώτερα λιπαρά οξέα και ένζυµα (Πίνακας 1.8). Γενικότερα όµως 

µπορούν να διακριθούν σε δύο µόνο κατηγορίες: τα τερπένια και τα µη τερπένια. Τα τερπένια 

περιλαµβάνουν οµάδες ακόρεστων υποκαταστατών και οξυγόνου όπως καρβοξύλια, 

φουράνια, λακτόνες, αιθέρες και υδροξύλια. Αντίθετα τα µη τερπένια έχουν ως 

υποκαταστάτες άζωτο, οξυγόνο, υδροξύλιο, καρβοξύλιο, χλώριο, βρώµιο και αµινοµάδες. 

Όλες αυτές οι ενώσεις παράγονται από οργανισµούς όπως οι σπόγγοι, τα φύκη, τα κοράλλια,  

οι αστερίες και τα µύδια (Omae, 2003a). 

 

Πίνακας 1.8 ∆ευτερεύουσες φυσικές ουσίες κατά του αποικισµού των επιφανειών. 
1. Τερπένια 

monoterpene 

 

1,4-dibromo-2,3,6-trichloro-3,7-dimethyl-7-octene (temperate red 

alga ) 

Plocamium costatum 

susquiterpens  

 

3-acetoxy-E-Á-bisabolene 

(marine red alga) 

Laurencia rigida 

 Isocyanosesquiterepene alcohol (1S*,4S*,7R*10S*)10-isocyano-

5-cadinen-4-ol)  

nudibranch 

Phyllidia pustulosa  

 

 

2-hydroxy-9,11-dimethyl-10-methylene-3-

oxatricyclo[7.3.1.02,6]tridec-5-en-4-one  

 (alauan marine sponge) 

Dysidea herbacea 

diterpenes  

 

epi-agelasine C  

(marine sponge) 

Agelas mauritiana 

 

 

eleganolone (common brown alga) Bifurcaria bifurcata 

 

 

Renillafoulins (Atlantic sea pansy) Renilla reniformis 

 

 

kalihinenes (Kalihinol A) (marine sponge) Acanthella 

cavernosa 

sesterterpene  

 

22-acetoxy-16’-hydroxy-24-methyl-24-oxoscalarano-25,12’-

lactone  

(alauan marine sponge) 

Lendenfeldia 

chondrodes 

terpene 

glucosides  

 

pittosporanoside A2  

pittosporum 

Pittosporum tobira 

Ait 
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 Συνέχεια Πίνακα 1.8 
2. Ακετυλένια 

 

polyacetylenes  

callytetraynetriol (marine sponge) Callyspongia 

truncata 

3. Πολυκυκλικές ενώσεις 

solenoide bis(deacetyl)solenoide D (marine sponge) Psammaplysilla 

purpurea 

4. Στεροειδή 

 

epidioxy sterol 

5-R,8R-epidioxycholest-6-en-3‚-ol  

(Palauan marine sponge) 

Lendenfeldia 

chondrodes 

seco-steroids  12R-actoxy-13,17-seco-chlolesta-1,4-diene-3-ones (octocoral) Dendronephthya sp. 

 

 

3-methoxy-19-norpregna-1.3,5(10),20-tetraene 

(octocoral) 

Alcyonium 

gracillimum 

steroid lycosides ¢9(11)3‚,6R-diydroxysteroidal aglycon  

(starfish) 

Henricia downeyae 

5. Φαινόλες 

 

 

tannins epigallocatechingallate  

(green tea) 

 

phloroglucinols  3,5-diformyl phloroglucinols  

(blue mussel) 

Eucalyptus sp. 

kaempferol 

glucopyranosides 

kaempferol coumaroylglucopyranoside  

(leaves of oak tree) 

Quercus dentata 

stilben glucoside  polydatin coumarate (eucalyptus) Eucalyptus rubida 

monophenols  capsaicin (pepper)  

6. Εστέρες του ισοθειοκυανικού οξέος 

alkyl 

isothiocyanates  

phenylethylisothiocyate (wasabi) Wasabi japonicas 

Matsum 

7. Ενώσεις αζώτου 

 

pyrroles  

pseudoceratidine (marine sponge) Pseudoceratina 

purpurea 

 

 

mauritiamine (marine sponge) Agelas mauitiana 

indoles  

 

2,5,6-tribromo-1-methylgramine (zoobotryon) Zoobotryon 

pellucidum 

amides  

 

 

N-docosanoyl-D-erythro-(2S,3R)-16-methyl-heptadecasphing-

4(E)-enine  

(marine sponge) 

Haliclona koremella 

 nicotinamide  (mallotus) Mallotus japoinicus 

Mueller-Arg 
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 Συνέχεια Πίνακα 1.8 
carbamates  

 

ethyl N-(2-phenylethyl)carbamate  

(marine bacteria) 

Cytophaga sp. 

primary amines ceratinamine (marine sponge) Pseudoceratina  

8. Παράγωγα γλυκερόλης 

 

glycoylglyceroli

pids  

digalactosyl diacylglycerol [wakame (sea weed)] Undaria pinnatifida 

9. Ανώτερα λιπαρά οξέα 

 

 

arachidonic acid, palmitoleic acid  

(marine sponge) 

Phyllospongia 

papyracea 

 

10. Ένζυµα 

 phenoloxidase (blue mussel) Mytilus edulis 

Πηγή: Omae, 2003a.  

  

1.7.2 Ολισθηρά επιχρίσµατα  

Εκτός από τη χρήση υφαλοχρωµάτων που περιέχουν βιοκτόνους παράγοντες, η προστασία 

των επιφανειών µπορεί να επιτευχθεί και µε τη χρήση αντιρρυπαντικών συστηµάτων τα οποία 

είναι απαλλαγµένα από τοξικές ουσίες. Μια τέτοια περίπτωση είναι η χρήση 

οργανοπυριτικών ενώσεων, όπως οι σιλικόνες (Omae, 2003a). 

Οι σιλικόνες είναι πολυµερή που περιέχουν δεσµούς Si-O. Κύρια χαρακτηριστικά 

τους είναι ο πολύ ισχυρός δεσµός Si-O (428 kj mol-1) και η µικρή ενδοµοριακή δύναµη. Η 

χαµηλή ενδοµοριακή δύναµη οφείλεται ουσιαστικά στα ίδια τα άτοµα του Si και του Ο. Τα 

άτοµα αυτά εµφανίζουν µεγάλη διαφορά ηλεκτραρνητικότητας µε αποτέλεσµα οι 

οµοιοπολικοί και ιοντικοί δεσµοί που αναπτύσσονται µεταξύ τους να προκαλούν  πόλωση 

του µορίου της σιλικόνης και άρα χαµηλή ενδοµοριακή δύναµη. Αντίθετα οι δεσµοί SiC-O 

εµφανίζουν µικρή ιοντική ισχύ. Εξαιτίας όµως αυτών των δύο ιδιοτήτων δηλαδή της χαµηλής 

ενδοµοριακής δύναµης και της χαµηλής ιοντικής ισχύος των οµάδων του µεθυλίου, οι 

σιλικόνες είναι πολύ υδρόφοβες ενώσεις, ανθεκτικές στις κλιµατολογικές συνθήκες, µε 

έντονες λιπαντικές ιδιότητες και καθιστούν ολισθηρή την επιφάνεια πάνω στην οποία 

εφαρµόζονται αποτρέποντας έτσι την προσκόλληση µικροοργανισµών (Omae, 2003a). 

Τα χρώµατα που περιέχουν σιλικόνες διαφοροποιούνται από τα αυτολειαινόµενα 

επειδή τα δεύτερα περιέχουν τοξικές ουσίες. Λογικά αυτού του είδους τα χρώµατα θα έπρεπε 

πλήρως να προστατεύουν τις διάφορες επιφάνειες από την προσκόλληση οργανισµών. Στην 
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 πραγµατικότητα όµως παρέχουν ασθενή προστασία διότι καθώς αυξάνεται το ποσοστό της 

ρύπανσης στα ύφαλα και καθώς κινείται το σκάφος οι δεσµοί Si-O γίνονται ασθενείς σε 

σηµείο που λύονται, οπότε παύει και η αποτελεσµατική δράση του χρώµατος (Omae, 2003a). 

 

1.7.3 Χρήση ηλεκτρικού ρεύµατος 

Υπάρχουν δύο τρόποι αποτροπής της ρύπανσης µε τη χρήση ηλεκτρικού ρεύµατος. Ο πρώτος 

καλείται ηλεκτρική απολύµανση. Στην περίπτωση αυτή τοποθετείται στην επιφάνεια που 

πρέπει να προστατευτεί ένα θετικά φορτισµένο ηλεκτρόδιο το οποίο έλκει και σκοτώνει τα 

ηλεκτρικά φορτισµένα κύτταρα των βακτηρίων µε ηλεκτρικό ρεύµα τάσης 1-1,5 V. Το ίδιο 

το ηλεκτρόδιο προστατεύεται από την προσκόλληση βακτηρίων µε την εφαρµογή 

εναλλασσόµενης τάσης. Τα συστήµατα αυτά δεν προκαλούν ηλεκτρόλυση του θαλασσινού 

νερού (η οποία µεταβάλλει το pH και τη συγκέντρωση των ιόντων χλωρίου) διότι το 

ηλεκτρικό δυναµικό που χρησιµοποιείται δεν είναι αρκετά υψηλό (Omae, 2003a).  

Η άλλη περίπτωση είναι η χρήση ηλεκτροαγώγιµων χρωµάτων που διευκολύνουν την 

ηλεκτρόλυση του θαλασσινού νερού αποτρέποντας την προσκόλληση των οργανισµών χάρις 

τις ουσίες που παράγονται λόγω ηλεκτρόλυσης. Τα ύφαλα αρχικά επιστρώνονται µε ένα 

µονωτικό υλικό και στη συνέχεια επικαλύπτονται µε ένα ηλεκτροαγώγιµο χρώµα που 

περιέχει  µέταλλα (π.χ. χαλκό). Το αγώγιµο στρώµα διαπερνάται από ηλεκτρικό ρεύµα 

µετατρέποντάς το σε κάθοδο ενώ το υπόλοιπο τµήµα των υφάλων λειτουργεί ως άνοδος.  Με 

τη χρήση ελάχιστου ηλεκτρικού ρεύµατος στο ηλεκτραγώγιµο στρώµα, το νερό 

ηλεκτρολύεται παράγοντας ιόντα υποχλωριώδους οξέος και ιόντα χλωρίου τα οποία 

λειτουργούν ως µυκητοκτόνα. Ηλεκτρικό ρεύµα έντασης 0,3 A m-3 h-1 είναι αρκετό να 

αποτρέψει την προσκόλληση των οργανισµών. Η χρήση τέτοιων συστηµάτων δεν προξενεί 

προβλήµατα στο περιβάλλον διότι τα ιόντα υποχλωριώδους οξέος µε την υπεριώδη 

ακτινοβολία µετατρέπονται πολύ γρήγορα σε ιόντα χλωρίου ενώ και η κατανάλωση ενέργειας 

δεν είναι µεγάλη (100 w h-1 για πλοίο βάρους 40-100 τόνους) (Omae, 2003a). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 
ΤΥΧΗ ΚΑΙ ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΩΝ ΒΙΟΚΤΟΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΤΩΝ ΥΦΑΛΟΧΡΩΜΑΤΩΝ 

ΣΤΟ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ 

 

2.1 Εισαγωγή 

Αµέσως µετά την εισαγωγή µιας ουσίας στο περιβάλλον, λαµβάνουν χώρα διάφορες 

πολύπλοκες διεργασίες οι οποίες καθορίζουν την τύχη και την περαιτέρω συµπεριφορά της. 

Οι διεργασίες αυτές ουσιαστικά ελέγχουν τις συγκεντρώσεις µιας οργανικής ένωσης στο 

περιβάλλον και ο βαθµός στον οποίο πραγµατοποιούνται εξαρτάται από τις φυσικοχηµικές 

ιδιότητες της ένωσης. Μπορούν να διακριθούν σε µη αναστρέψιµες, σε αναστρέψιµες και σε 

διεργασίες µεταφοράς στην υδάτινη στήλη (Burns and Baughman, 1985).  

Οι µη αναστρέψιµες ή αλλιώς διεργασίες µετασχηµατισµού, περιλαµβάνουν 

αντιδράσεις που επιτυγχάνονται µε τη βοήθεια του ηλιακού φωτός όπως είναι η άµεση και η 

έµµεση φωτόλυση, αντιδράσεις µεταβολισµού των ουσιών όπως η µικροβιακή αποδόµηση 

και ο βιοµετασχηµατισµός και αντιδράσεις που προκαλούνται από την αντίδραση του νερού 

µε τις ουσίες (υδρόλυση). Κατά τις διαδικασίες αυτές µια αρχική ένωση µετατρέπεται σε µια 

άλλη θυγατρική της ή σε µια νέα που αποτελεί προϊόν µεταβολισµού της πρώτης. 

Στις αναστρέψιµες διαδικασίες ανήκουν η διάσταση των οργανικών ουσιών αφού οι 

περισσότερες είναι οξέα ή βάσεις οπότε κάτω από κατάλληλες συνθήκες ιονίζονται, η 

ρόφηση στο ίζηµα και στα αιωρούµενα σωµατίδια και η συµπλοκοποίηση.  

Οι διαδικασίες φυσικής µεταφοράς περιλαµβάνουν τη µεταφορά των ουσιών από το 

ένα σηµείο στο άλλο, λόγω υδροδυναµικών κινήσεων ή λόγω µετακίνησης της στερεής 

φάσης από το νερό, καθώς και τη µεταφορά από τη στήλη του νερού στο ίζηµα ή τη 

διεπιφάνεια µεταξύ νερού – ιζήµατος. 

 

2.2 Φυσικοχηµικές ιδιότητες των εξεταζόµενων ουσιών 

Η συµπεριφορά και η τύχη µιας οργανικής ουσίας στο περιβάλλον καθορίζεται από τις 

φυσικοχηµικές της ιδιότητες. Για παράδειγµα η παραµονή στη στήλη του νερού ή η 

προσρόφηση στο έδαφος, το ίζηµα ή τους οργανισµούς εξαρτάται από την υδατοδιαλυτότητα, 

από το συντελεστή κατανοµής οκτανόλης – νερού, από το συντελεστή κατανοµής στον 

οργανικό άνθρακα αλλά και από τη σταθερά διάστασης (όταν λαµβάνει χώρα διάσταση), η 

οποία επιπλέον επηρεάζει τη φωτόλυση και την εξάτµιση µιας ουσίας, ενώ η τάση ατµών  και 
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η σταθερά του νόµου του Henry καθορίζουν την κατανοµή µιας ουσίας µεταξύ της 

ατµόσφαιρας και του νερού (Howard, 1991). Στο Σχήµα 2.1 δίνονται οι συντακτικοί τύποι 

των εξεταζόµενων ουσιών ενώ στον Πίνακα 2.1 παρουσιάζονται οι βασικές φυσικοχηµικές 

τους ιδιότητες για όποιες από τις ουσίες υπάρχουν δεδοµένα στη διεθνή βιβλιογραφία.  

 

  

Irgarol 1051  

(2-methylthio-4-tert-butylamino-6- cyclopropylamino-s-

triazine) 

M1 

(2-methylthio-4-tert-butylamino-s-triazine) 

  

Diuron  

[1-(3,4 dichlorophenyl) 3,3 dimethyl urea] 

DCPMU  

[1-(3,4 dichlorophenyl)-3 methyl urea] 

 
 

DCPU  

[1-(3,4 dichlorophenyl) urea] 

DCA  

(3,4 dichloroaniline) 

 

Σχήµα 2.1 Συντακτικοί τύποι των εξεταζόµενων ουσιών. 
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Πίνακας 2.1 Κυριότερες φυσικοχηµικές ιδιότητες των εξεταζόµενων ουσιών. 

Ουσία Υδατοδιαλυτότητα 
(mg L-1) 

(20 ή 25 οC) 

Χρόνος ηµίσειας 
ζωής στο νερό 

(ηµέρες) 

Συντελεστής 
κατανοµής 

κανονικοποιηµένος 
προς τον οργανικό 
άνθρακα (logΚoc) 

Συντελεστής 
κατανοµής 

οκτανόλης-νερού 
(logKow) 

Τάση ατµών (mm 
Hg) 

(20-25 oC) 

Σταθερά νόµου 
Henry (Pa  m3 mol-1) 

Σταθερά 
ιοντισµού 

pKa ή pKb 

Irgarol 
1051 

7 

(Ciba-Geigy, 1985) 

100 (θαλασσινό νερό) 

200 (γλυκό νερό) 

(Ciba-Geigy, 1995) 

2,38 

(Ciba Specialty 
Chemicals, 1999) 

2,80 

(Schmiedel, 1997) 

6,6x10-7 

(Ciba Specialty 
Chemicals, 1999) 

- - 

Diuron 42 

(Hornsby et al., 1997) 

- 2,68 

(Hornsby et al., 1997) 

2,68 

(Hornsby et al., 1997) 

6,9x10-8 

(Hornsby et al., 1997) 

51x10-6 

(Spencer , 1982) 

- 

M1 <1 

(Ciba Specialty 
Chemicals, 2002) 

82 

(Thomas et al., 2002) 

- - - - - 

DCPMU 107 

(SRC organization) 

50 

(Thomas et al., 2002) 

- 2,65 

(SRC organization) 

2,02x10-5 

(SRC organization) 

2,55x10-6 

(SRC organization) 

- 

DCPU 225 

(SRC organization) 

33 

(Thomas et al., 2002) 

- 2,65 

(SRC organization) 

3,26x10-5 

(SRC organization) 

1,17x10-6 

(SRC organization) 

- 

DCA 600 

(Wolff and Crossland, 
1985) 

- - 2,7 

(Leo &Hansch, 1971) 

0,00632 

(Daubert & Danner, 
1991) 

0,35 

(Crossland , 1988) 

2,97 

(SRC 
organization) 
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Το irgarol 1051 ανήκει στην κατηγορία των συµµετρικών τριαζινών ενώ το diuron είναι 

υποκατεστηµένη ουρία. Και οι δύο ουσίες εµφανίζουν τοξική δράση σε φύκη, φυτά και 

γενικότερα φωτοσυνθετικούς οργανισµούς. Όσον αφορά τον τρόπο δράσης τους 

χαρακτηρίζονται ως αναστολείς της φωτοσύνθεσης διότι εµποδίζουν τη µεταφορά 

ηλεκτρονίων στο φωτοσύστηµα ΙΙ P680 αναστέλλοντας µε αυτόν τον τρόπο την αντίδραση 

Hill της φωτοσύνθεσης όπως παρουσιάζεται στο Σχήµα 2.2 (Corbet, 1974; Ciba, 1999). 

Πιστεύεται όµως ότι η τοξική δράση των ουσιών αυτών δεν οφείλεται µόνο στην 

αλληλεπίδρασή τους µε τη φωτοσύνθεση αλλά και στο σχηµατισµό τοξικών προϊόντων κατά 

τη διάρκεια αναστολής της αντίδρασης Hill τα οποία συνεισφέρουν στο θάνατο των 

εκτεθειµένων οργανισµών (Ελευθεροχωρινός, 1996).  

 

 
 

Σχήµα 2.2 Βιοχηµικός τρόπος δράσης τριαζινών και υποκατεστηµένων ουριών (Ciba, 1999). 

 

2.3 Απελευθέρωση από τα υφαλοχρώµατα 

Μια σηµαντική παράµετρος για την εκτίµηση του περιβαλλοντικού κινδύνου που προέρχεται 

από τις ενισχυτικές βιοκτόνες ουσίες των υφαλοχρωµάτων είναι ο ρυθµός µε τον οποίο οι 

ουσίες αυτές απελευθερώνονται στο υδάτινο περιβάλλον από µια βαµµένη επιφάνεια. 

Υπάρχουν δύο πρότυπα πρωτόκολλα για τον προσδιορισµό του ρυθµού απελευθέρωσης µιας 

ένωσης. Το πρώτο υιοθετήθηκε από την EPA (USA) και βασίζεται στη µέθοδο D5108-80 της 

ASTM (American Society of Testing Materials) ενώ το δεύτερο, το οποίο υιοθετήθηκε και 

εφαρµόζεται τόσο από τον οργανισµό Health and Safety Executive (UK) όσο και από άλλες 

ευρωπαϊκές χώρες, στηρίζεται στη µέθοδο ISO/DIS 15181-1.2 του International Standards 

Organization (ISO). Και στις δύο περιπτώσεις για τον προσδιορισµό του ρυθµού 
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απελευθέρωσης ένας κύλινδρος κατασκευασµένος από πολυκαρβονικό πολυµερές βάφεται µε 

χρώµα που περιέχει την υπό εξέταση ουσία και τοποθετείται µέσα σε ένα δοχείο (baffled 

beaker) το οποίο περιέχει συνθετικό θαλασσινό νερό. Μέσα στο δοχείο ο κύλινδρος 

περιστρέφεται µε ρυθµό 60 rpm ενώ περιοδικά λαµβάνεται δείγµα θαλασσινού νερού ώστε να  

προσδιοριστεί η συγκέντρωση της εξεταζόµενης ουσίας που απελευθερώθηκε. Με αυτό τον 

τρόπο υπολογίζεται ο ρυθµός απελευθέρωσης της ουσίας σε µικρογραµµάρια ουσίας ανά 

τετραγωνικό εκατοστό βαµµένης επιφάνειας ανά ηµέρα. Η µέθοδος είναι σχεδιασµένη µε 

τέτοιο τρόπο ώστε να είναι δυνατός ο έλεγχος του pH, της θερµοκρασίας και της αλατότητας 

(Thomas, 2001a).  

Ο ρυθµός απελευθέρωσης του irgarol 1051 στο περιβάλλον κυµαίνεται από 0,12 έως 

16 µg cm-2 day-1 (Ciba-Geigy, 1995; Thomas et al., 1999; Boxall et al., 2000) ενώ για το 

diuron από 0,8 έως 4,64 µg cm-2 day-1 (Thomas et al., 1999; Boxall et al., 2000).  

∆ιάφοροι περιβαλλοντικοί παράγοντες όπως είναι το pH, η αλατότητα και η 

θερµοκρασία, είναι δυνατόν να επηρεάσουν το ρυθµό απελευθέρωσης µιας ουσίας όταν 

µεταβάλλονται για µεγάλο χρονικό διάστηµα. Οι Thomas et al. (1999) αναφέρουν ότι η 

αύξηση της θερµοκρασίας κατά 10 oC (από 15 σε 25 oC) για διάστηµα 4 ηµερών δεν 

µετέβαλλε το ρυθµό απελευθέρωσης του irgarol 1051 ενώ για διάστηµα 90 ηµερών ο ρυθµός 

απελευθέρέωςης της ουσίας από ένα συµβατικό υφαλόχρωµα αυξήθηκε κατά 1,6 µg cm-2 day-

1. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει γρηγορότερη απελευθέρωση της συγκεκριµένης ουσίας σε 

θερµότερα νερά άρα και µεγαλύτερες συγκεντρώσεις της στο περιβάλλον. Στην ίδια έρευνα 

το diuron συµπεριφέρθηκε ανάλογα. Βέβαια, εκτός των περιβαλλοντικών παραµέτρων 

σηµαντικό ρόλο στη µεταβολή του ρυθµού απελευθέρωσης µιας ουσίας παίζουν και ο τύπος 

του ίδιου του υφαλοχρώµατος, η ταχύτητα  µε την οποία κινείται το σκάφος, η ποσότητα της 

ουσίας που αποµακρύνεται λόγω αποδόµησης και ο ρυθµός επιφανειακής διάβρωσης της 

βαµµένης επιφάνειας (Thomas et al., 1999). 

 

2.4 Αβιοτική αποδόµηση  

 

2.4.1 Φωτοδιάσπαση 

Η φωτοδιάσπαση ή φωτόλυση µπορεί να διακριθεί σε άµεση και έµµεση. Κατά την άµεση 

φωτόλυση η ηλιακή ακτινοβολία απορροφάται από την ίδια την ουσία και οι χηµικές 

αντιδράσεις που ακολουθούν συνεπάγονται το θρυµµατισµό του µορίου της σε µικρότερα 

τµήµατα. Κατά την έµµεση φωτόλυση, η ηλιακή ακτινοβολία δεν απορροφάται απευθείας 
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από τη χηµική ένωση. Αντίθετα το ηλιακό φέως απορροφάται από µόρια που υπάρχουν 

φυσικά στη διαλυµένη οργανική ύλη του νερού. Τα µόρια αυτά, όπως είναι οι χουµικές 

ενώσεις, καλούνται ευαισθητοποιητές (sensitizers) και αµέσως µετά την απορρόφηση της 

ηλιακής ακτινοβολίας, διεγείρονται και στη συνέχεια αντιδρούν χηµικά µε την ουσία 

σχηµατίζοντας νέα προϊόντα. Μια άλλη περίπτωση έµµεσης φωτόλυσης είναι αυτή κατά την 

οποία µια ουσία αντιδρά µε κάποιο δραστικό οξειδωτικό µέσο (ρίζες υπεροξειδίου και 

υδροξειδίου και ατοµικό οξυγόνο) το οποίο σχηµατίζεται εξαιτίας των αλληλεπιδράσεων που 

λαµβάνουν χώρα µεταξύ του ηλιακού φωτός, των χουµικών ενώσεων και του διαλυµένου 

οξυγόνου (Burns and Baughman, 1985). 

Το irgarol 1051 παρόλο που θεωρείται ότι είναι ουσία αρκετά σταθερή στο 

περιβάλλον µε χρόνο ηµίσειας ζωής στο θαλασσινό νερό 100 d (Thomas, 2001a), είναι 

δυνατόν να  φωτοδιασπαστεί σχηµατίζοντας διάφορους µεταβολίτες όπως φαίνεται στο 

Σχήµα 2.3 (Penuela et al., 2000; Konstantinou et al., 2001; Sakkas et al., 2002a; Okamura, 

2002). Ο κύριος µεταβολίτης του irgarol 1051 είναι η ουσία Μ1 και σύµφωνα µε τη διεθνή 

βιβλιογραφία είναι ουσία πολύ πιο σταθερή στην ηλιακή ακτινοβολία (Okamura et al., 1999; 

2002). Η διαδικασία της φωτοδιάσπασης του irgarol 1051 στο φυσικό νερό µπορεί να 

επιταχυνθεί από διάφορους φωτοευαισθητοποιητές που υπάρχουν φυσικά στο νερό όπως 

είναι οι χουµικές και φουλβικές ενώσεις (Sakkas et al., 2002a; Okamura, 1999). 

 
Σχήµα 2.3 Φωτοδιάσπαση του irgarol 1051 σε φυσικό νερό (αναπαραγωγή από τους Penuela 

et al., 2000; Sakkas et al., 2002a). 
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Το diuron, σε αντίθεση µε το irgarol 1051, υπό την επίδραση της υπεριώδους 

ακτινοβολίας του ηλιακού φωτός διασπάται σε πολύ µικρό βαθµό (Okamura, 2002), γεγονός 

που επιβεβαιώνεται και από το µεγάλο χρόνο ηµίσειας ζωής της ουσίας, ο οποίος κυµαίνεται 

από ένα µήνα έως και ένα χρόνο (Okamura, 2002; Wauchope et al., 1992).  

Η DCA φωτοδιασπάται πολύ γρήγορα εξαιτίας της µεγάλης απορρόφησης που 

παρουσιάζει σε µήκη κύµατος µεγαλύτερα από 300 nm και τη σχετικά υψηλή κβαντική της 

απόδοση (Othmen and Boule, 1999). Μάλιστα κατά τη διάρκεια του χειµώνα ο ρυθµός 

µετασχηµατισµού της ουσίας µπορεί να ολοκληρωθεί σε 20 d, ενώ κατά τους καλοκαιρινούς 

µήνες η DCA φωτοδιασπάται µε ρυθµό 10 φορές µεγαλύτερο από ότι το χειµώνα. Γενικά οι 

διχλωροανιλίνες υπό την επίδραση της ηλιακής ακτινοβολίας µετατρέπονται αρχικά σε 

φαινολικές ενώσεις και στη συνέχεια σε αµινοφαινοξυαζόνες (Othmen and Boule, 1999). 

 

2.4.2 Υδρόλυση 

Οι τρεις επικρατέστερες υδρολυτικές αντιδράσεις που λαµβάνουν χώρα στη φύση είναι αυτές 

που πραγµατοποιούνται µε τη βοήθεια ιόντων υδρογόνου, ιόντων υδροξυλίου καθώς και οι 

αντιδράσεις όπου το νερό άµεσα αντιδρά µε µια ουσία. Η ταχύτητα της υδρόλυσης εξαρτάται 

από το pH του νερού διότι µεταβολές της τιµής του επιφέρουν αλλαγή στις συγκεντρώσεις 

των υδρογονοκατιόντων και των υδροξυλιόντων (Burns and Baughman, 1985). 

Το diuron εµφανίζει πολύ αργό ρυθµό υδρόλυσης όταν το pH του νερού είναι 

ουδέτερο και η θερµοκρασία 25 οC. Όταν όµως το φαινόµενο λαµβάνει χώρα, είναι µη 

αναστρέψιµο και το µοναδικό προϊόν που σχηµατίζεται είναι η DCA ενώ η διαλυµένη 

οργανική και ανόργανη ύλη που υπάρχουν στο νερό είναι δυνατόν να δράσουν καταλυτικά, 

βοηθώντας έτσι την υδρόλυση της ουσίας (Salverstrini et al., 2002).  

 Το irgarol 1051 είναι ουσία πολύ σταθερή στην υδρόλυση. Σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο της ASTM (1989), όταν µια ουσία υδρολύεται σε ποσοστό πάνω από 10 % µέσα 

σε 7 ηµέρες και σε θερµοκρασία 25 οC, τότε ο χρόνος ηµίσειας ζωής της είναι µικρότερος 

από έξι µήνες. Μελέτη της αποδόµησης του irgarol 1051 λόγω υδρόλυσης για χρονική 

διάρκεια µιας εβδοµάδας, απέδειξε ότι η ουσία δεν υδρολύεται στους 50 οC (Okamura et al., 

1999). Αντίθετα η υδρόλυση της ουσίας είναι ταχύτατη παρουσία HgCl2, ενός άλατος που 

συχνά χρησιµοποιείται έως συντηρητικό δειγµάτων νερού (Liu et al., 1999a; Lam et al., 

2004). 
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2.5 Βιοτική αποδόµηση 

Η βιοαποδόµηση των οργανικών ουσιών αποτελεί σηµαντική διεργασία αποµάκρυνσής τους 

από το περιβάλλον. ∆ιάφοροι µικροοργανισµοί όπως τα βακτήρια τις χρησιµοποιούν ως πηγή 

ενέργειας προκαλώντας µείωση των συγκεντρώσεών τους. Η διεργασία λαµβάνει χώρα είτε 

σε αερόβιες συνθήκες (στήλη του νερού, επιφανειακό ίζηµα) είτε σε αναερόβιες (βαθύτερα 

στρώµατα ιζήµατος). 

Η βιοαποδόµηση αποτελεί την κυριότερη αιτία αποδόµησης του diuron στο έδαφος. 

Σε αυτή εµπλέκονται διάφοροι µικροοργανισµοί όπως τα κατά Gram θετικά και αρνητικά 

βακτήρια, οι µύκητες και οι ακτινοµύκητες ανεξάρτητα από το περιβάλλον στο οποίο 

πραγµατοποιείται η διεργασία (αερόβιο / αναερόβιο) (Giacomazzi and Cochet, 2003).  

Για πρώτη φορά ο µεταβολισµός του diuron στο έδαφος, κάτω από αερόβιες συνθήκες 

περιγράφτηκε το 1966 από τους Dalton et al. Ο µεταβολισµός της ουσίας επιτυγχάνεται χάρις 

την N-διµεθυλίωση (N-dimethylation) και την υδρόλυση του αµιδικού δεσµού του µορίου της 

(Dalton et al. 1966). Όπως φαίνεται στο Σχήµα 2.4, τo diuron µετατρέπεται αρχικά σε 

DCPΜU, µε την απώλεια της µιας µεθυλοµάδας από το µόριό του, και στη συνέχεια σε 

DCPU µε την απώλεια και της δεύτερης µεθυλοµάδας. Η υδρόλυση του αµιδικού δεσµού στο 

µόριο της  DCPU που ακολουθεί, οδηγεί στο σχηµατισµό της DCA η οποία είναι και το κύριο 

τελικό προϊόν της βιοτικής αποδόµησης του diuron στις περισσότερες περιπτώσεις (Ellis and 

Champer, 1982; Cullington and Walker, 1999; Tixier et al., 2001; Sorensen et al., 2003). 

Όµως κάποιες φορές η αποδόµηση του diuron είναι πλήρης χωρίς το σχηµατισµό 

αρωµατικών ενώσεων. Οι El-Deeb et al. (2000) διαπίστωσαν ότι ένα είδος Pseudomonas sp. 

βακτηρίων, το οποίο αποµονώθηκε από το έδαφος, παρουσία του diuron αναπτύχθηκε 

κανονικά, χρησιµοποιώντας την ουσία ως µοναδική πηγή άνθρακα. Οι συγγραφείς 

υποστήριξαν ότι αρχικά διασπάστηκε ο αρωµατικός δακτύλιος από το υπόλοιπο αλειφατικό 

τµήµα της ουσίας το οποίο και χρησιµοποιήθηκε από τα βακτήρια. Ο αρωµατικός δακτύλιος 

αποδοµήθηκε περαιτέρω σχηµατίζοντας µεταβολίτες του κιτρικού οξέος.   
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Σχήµα 2.4 Προϊόντα µεταβολισµού του diuron (αναπαραγωγή από τους Giacomazzi and 
Cochet, 2003). 

 

Αναερόβια βιοαποδόµηση του diuron λαµβάνει χώρα στο ίζηµα και το προϊόν 

µεταβολισµού της ουσίας είναι η 1-(3-chlorophenyl)-3,1 dimethylurea (Attaway et al., 1982).  
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Σε αντίθεση µε τα βακτήρια, η βιοαποδόµηση του diuron από µύκητες έχει µελετηθεί 

σε µικρότερο βαθµό µέχρι σήµερα (Vroumsia et al., 1996; Khadrani et al., 1999; Tixier et al., 

2000).  

 Η DCA χαρακτηρίζεται ως ουσία που δεν βιοαποδοµείται εύκολα. Παρόλα αυτά όµως  

από διάφορους ερευνητές αναφέρεται ότι η ουσία βιαποδοµείται παρουσία βακτηρίων ή 

µυκήτων τόσο σε αερόβιες όσο και σε αναερόβιες συνθήκες (Arjmand and Sandermann, 

1985; Sandermann et al., 1998; Travkin et al., 2002; Tixier et al., 2002; Travkin et al., 2003; 

Dejonghe et al., 2003). 

 Το irgarol 1051 µεταβολίζεται στο νερό από τους µύκητες. Σύµφωνα µε τους Liu et al. 

(1997) παρουσία του µύκητα Phanerochaete chrysosporium, η ουσία αποδοµείται µέσω 

απαλκυλίωσης (N-dealkylation) της κυκλοπροπυλικής της οµάδας σχηµατίζοντας τον Μ1. Ο 

συγκεκριµένος µηχανισµός βιοαποδόµησης, είναι χαρακτηριστικός των συµµετρικών χλωρο-

τριαζινών (Kaufman and Kearney, 1970). Στην ίδια έρευνα διαπιστώθηκε ότι  οι µύκητες δεν 

µπορούν να προσβάλουν την 4-τερτ-βουτυλοµάδα του µορίου του irgarol 1051 µε 

αποτέλεσµα ο Μ1 να αποτελεί το τελικό και πολύ σταθερό προϊόν µεταβολισµού της ουσίας. 

Σε πιο πρόσφατη έρευνα βρέθηκε ότι µια περοξυδάση του Μαγγανίου, ένα ένζυµο που 

εκκρίνεται από το µύκητα Phanerochaete chrysosporium, ευθύνεται τελικά για τη 

βιοαποδόµηση του irgarol 1051, η οποία οδηγεί στο σχηµατισµό, εκτός από τον Μ1, και ενός 

δεύτερου προϊόντος µεταβολισµού το οποίο έχει ίδιο φάσµα µάζας µε τον Μ1 αλλά 

διαφορετικό φάσµα απορρόφησης στο υπεριώδες (Ogawa et al., 2004). Σε αντίθεση µε τους 

µύκητες, τα βακτήρια  στο νερό δεν µεταβολίζουν ούτε το irgarol 1051 ούτε το diuron 

(Callow and Willingham, 1996).      

 

2.6 Κατανοµή µεταξύ ιζήµατος και νερού 

Το irgarol 1051 είναι η πιο υδρόφοβη ουσία από την οµάδα των τριαζινών εξαιτίας της 

ταυτόχρονης παρουσίας στο µόριό της βουτυλοµάδας και κυκλοπροπυλικής οµάδας. 

Εποµένως αναµένονται υψηλότερες συγκεντρώσεις της ουσίας στο ίζηµα από ότι στη στήλη 

του νερού. Άλλωστε η χαµηλή υδατοδιαλυτότητα (7 mg L-1) και ο σχετικά υψηλός 

συντελεστής οκτανόλης-νερού (log Kow=3,95) της ουσίας επίσης υποδηλώνουν µεγαλύτερη 

συσσώρευση της στη σωµατιδιακή ύλη και στο ίζηµα (Bard and Pedersen, 1992). ∆ιάφορες 

έρευνες όµως που πραγµατοποιήθηκαν και αφορούσαν στη διερεύνηση των συγκεντρώσεων 

του irgarol 1051 στο ίζηµα απέδειξαν ότι υπάρχει µικρή τάση συσσώρευσης της ουσίας στη 

σωµατιδιακή ύλη  (Gough et al., 1994; Tolosa et al., 1996a; Thomas et al., 2002) και ότι κατά 
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κύριο λόγω η ουσία θα βρίσκεται στη διαλυµένη φάση (Rogers et al., 1996; Tolosa et al., 

1996a; Hall et al., 1999; Boxall et al., 2000; Haglund et al., 2001). Η κατανοµή της ουσίας 

µεταξύ νερού και ιζήµατος παρόλο που είναι σχετικά χαµηλή (Thomas et al., 2002; 

Voulvoulis et al., 2002) αναφέρεται από διάφορους ερευνητές (Comber et al., 2002; Ranke, 

2002;   Voulvoulis et al., 2002).  

To diuron βρίσκεται κατά κύριο λόγο στη διαλυµένη φάση. Στο συµπέρασµα αυτό 

κατέληξαν οι Boxall et al. (2000) µετά από έρευνα πεδίου. Όµως και οι Voulvoulis et al. 

(2002) διαπίστωσαν ότι µεταξύ των τεσσάρων βιοκτόνων ουσιών diuron, irgarol 1051, 

dichlofluanid και chlorothalonil, το diuron παρουσιάζει τη µικρότερη προτίµηση για το ίζηµα, 

σε σχέση µε τις υπόλοιπες ουσίες.   

 

2.7 Εξάτµιση 

Σύµφωνα µε τον Montgomery (1997) ουσίες µε σταθερά του νόµου του Henry < 10-7 atm m3 

mole-1 είναι λιγότερο πτητικές από το νερό οπότε η συγκέντρωσή τους θα αυξάνεται καθώς 

το νερό θα εξατµίζεται, ενώ ουσίες µε σταθερά του νόµου του Henry = 10-3 atm m3 mole-1 

εξατµίζονται γρήγορα. Οι εξεταζόµενες ουσίες λόγω των χαµηλών τιµών της σταθεράς του 

Henry που εµφανίζουν (Πίνακας 2.1) δεν αναµένεται να εξατµίζονται σε σηµαντικό βαθµό 

από τη στήλη του νερού στις συνήθεις συνθήκες.  

 

2.8 Βιοσυσσώρευση 

∆εν υπάρχουν αρκετά δεδοµένα για τη συσσώρευση των εξεταζόµενων ουσιών στους 

διάφορους οργανισµούς. Το irgarol 1051 έχει ανιχνευτεί σε µακρόφυτα τόσο του γλυκού 

νερού (Tóth et al., 1996) όσο και του θαλασσινού (Scarlett et al., 1997; 1999a) ενώ από 

έρευνες που πραγµατοποιήθηκαν σε ψάρια διαπιστώθηκε ότι συσσωρεύεται στους ιστούς 

τους (Hall et al., 1999). Αντίθετα για το diuron οι συντελεστές βιοσυσσώρευσης που έχουν 

προβλεφτεί υποδηλώνουν ασήµαντη συσσώρευση της ουσίας στους υδατικούς οργανισµούς 

(Kenaga, 1980). 

    

2.9 Μεταφορά 

Η µεταφορά µιας ουσίας στο υδατικό περιβάλλον µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω της 

διασποράς, της ιζηµατοποίησης και της διάχυσης. Κατά τη διάρκεια αυτών των διεργασιών η 

ουσία είτε διαλύεται στο νερό, είτε συνδέεται µε το ίζηµα είτε µόριά της µετακινούνται από 

περιοχές υψηλών συγκεντρώσεων προς περιοχές µε χαµηλότερες συγκεντρώσεις. Τα 
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δεδοµένα που υπάρχουν στη διεθνή βιβλιογραφία για τον τρόπο µεταφοράς των ενισχυτικών 

βιοκτόνων ουσιών δεν είναι επαρκή. Πάντως από τις µέχρι τώρα µελέτες διαπιστώνεται ότι οι 

ουσίες ανιχνεύονται κυρίως σε περιοχές µε έντονη δραστηριότητα σκαφών και περιορισµένη 

ανανέωση του νερού όπως είναι οι µαρίνες, ενώ όταν συµβαίνει µεταφορά των ουσιών σε 

βαθύτερα νερά (offshore waters) πραγµατοποιείται διάλυση καθώς σε αυτά τα νερά οι 

συγκεντρώσεις είναι πολύ χαµηλές (Thomas et al., 1999).  

Η εκβάθυνση που πραγµατοποιείται σε λιµάνια και µαρίνες αποτελεί επίσης έναν 

τρόπο µεταφοράς των ουσιών από τη µια περιοχή στην άλλη, καθώς µε τη διαδικασία αυτή 

µεταφέρονται στις περιοχές στις οποίες γίνεται η απόθεση οι ουσίες που είναι προσροφηµένες 

στο ίζηµα (Thomas, 2001a). Παράλληλα το ίζηµα στις περιοχές µε έντονη δραστηριότητα 

σκαφών περιέχει συχνά κοµµάτια υφαλοχρώµατος, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται ο χρόνος 

παραµονής των βιοκτόνων ουσιών στο περιβάλλον (Thomas et al., 2003).   

   

2.10 Επίπεδα των εξεταζόµενων ουσιών στο περιβάλλον 

 

2.10.1 Irgarol 1951 και M1 

Το irgarol 1051 αποτελεί την πρώτη ενισχυτική βιοκτόνο ουσία που χαρακτηρίστηκε ως 

περιβαλλοντικός ρύπος. Ανιχνεύτηκε για πρώτη φορά το 1993 στη Γαλλία και συγκεκριµένα 

στη µαρίνα Côte d’ Azur σε συγκεντρώσεις που έφταναν τα 1700 ng L-1 (Readman et al., 

1993). Από τότε µέχρι σήµερα η παρουσία του έχει αναφερθεί σε διάφορες ευρωπαϊκές χώρες 

καθώς επίσης και στις Η.Π.Α., την Ιαπωνία και την Αυστραλία (Πίνακας 2.2). Σε έρευνες που 

πραγµατοποιήθηκαν στο Ηνωµένο Βασίλειο, συγκεντρώσεις του irgarol 1051 ανιχνεύτηκαν 

τόσο σε δείγµατα νερού όσο και ιζήµατος, τα οποία προήλθαν από διάφορες περιοχές όπως 

µαρίνες, λιµάνια, παράκτιες ζώνες και εκβολές. Παρόµοιες συγκεντρώσεις αναφέρθηκαν και 

στην περιοχή της Μεσογείου και συγκεκριµένα στην Ισπανία (Καταλονία και 

Νοτιοανατολική Ακτή), στη Γαλλία (Côte d’ Azur και Ριβιέρα) και στην Ελλάδα (κυριότερα 

λιµάνια και µαρίνες της χώρας όπως Πειραιάς, Θεσσαλονίκη, Πάτρα και Ηγουµενίτσα). 

Βέβαια η ουσία έχει ανιχνευτεί και σε άλλες ευρωπαϊκές περιοχές εκτός από τις παραπάνω 

(∆υτική ακτή της Σουηδίας, θαλάσσια περιοχή κοντά στη Στοκχόλµη, περιοχές Sas van Gent, 

Schaar van Ouden και ∆υτικό Sheldt στην Ολλανδία, Βαλτική και Βόρεια θάλασσα κοντά 

στη Γερµανία, µαρίνες στη ∆ανία). Εκτός Ευρώπης, το irgarol 1051 έχει προσδιοριστεί  στα 

Seto inland waters (Ιαπωνία), στη Florida (Η.Π.Α.), στην παράκτια ζώνη της Σιγκαπούρης 

και στην περιοχή του λιµανιού Hamilton (Bermuda).  
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Η ουσία έχει ανιχνευτεί και στο γλυκό νερό και συγκεκριµένα στη λίµνη της Γενεύης 

(Tóth et al., 1996), στη Νότια Αγγλία (Thomas et al., 2001b), στους ποταµούς Sheldt (Steen 

et al., 1997), Miami (Gardinali et al., 2002) και κάποιους στην Πορτογαλία (De Almeida 

Azevedo et al., 2000) εξαιτίας της αυξηµένης κίνησης εµπορικών σκαφών και σκαφών 

αναψυχής στις περιοχές αυτές.  

     Το irgarol 1051 έχει ανιχνευτεί επίσης σε βιολογικά δείγµατα. Οι Scarlett et al. (1999a) 

προσδιόρισαν την ουσία σε θαλάσσιο γρασίδι σε συγκεντρώσεις που κυµαίνονταν από 2 έως 

71 ng g-1 στη Ν∆ Αγγλία ενώ στο Queensland (Αυστραλία) η συγκέντρωση της ουσίας ήταν 

έως και 118 ng g-1 (Scarlett et al., 1999b). Σε δείγµατα µακρόφυτων, µυδιών και φυκών 

προερχόµενα από τη λίµνη της Γενεύης τα επίπεδα των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 που 

προσδιορίστηκαν ήταν µεταξύ 52 και 103 ng g-1 (Tóth et al., 1996; Nyström et al., 2002). Από 

τη διεθνή βιβλιογραφία λοιπόν, σχετικά µε την παρουσία του irgarol 1051 στο περιβάλλον, 

είναι προφανές ότι σε παγκόσµια κλίµακα είναι η πιο συχνά ανιχνεύσιµη ενισχυτική 

βιοκτόνος ουσία από αυτές που χρησιµοποιούνται.  

Οι συγκεντρώσεις που αναφέρονται από διάφορους ερευνητές ποικίλουν από µερικά 

ng έως µη ανιχνεύσιµες ανάλογα µε την αναλυτική µέθοδο που κάθε φορά χρησιµοποιείται 

για τον προσδιορισµό της ουσίας στα διάφορα υποστρώµατα. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις 

έχουν βρεθεί στη νότια ακτή του Ηνωµένου Βασιλείου (Thomas et al., 2001b), στη µαρίνα 

Côte d’ Azur της Γαλλίας (Readman et al., 1993) καθώς και στη ΝΑ Ισπανία (Hernando et 

al., 2001) σε επίπεδα που έφτασαν τα 1421, 1700 και 1000 ng L-1 αντίστοιχα.   

Γενικότερα οι υψηλές συγκεντρώσεις της ουσίας έχουν προσδιοριστεί σε περιοχές µε 

έντονη δραστηριότητα σκαφών αναψυχής (Gough et al., 1994; Rogers et al., 1996; Tolosa et 

al., 1996a; Scarlett et al., 1997; Hall et al., 1999). Αντίθετα, στα λιµάνια και γενικά στις 

περιοχές όπου οι πυκνότητα των σκαφών αναψυχής είναι χαµηλή συγκριτικά µε τα 

µεγαλύτερα πλοία, οι µετρούµενες συγκεντρώσεις της ουσίας είναι χαµηλότερες (Readman et 

al., 1993; Gough et al., 1994; Tolosa et al., 1996a; Rogers et al., 1996; Tolosa and Readman, 

1996b; Hall et al., 1999; Liu et al., 1999b; Gardinali et al., 2002). Η µορφολογία των µαρίνων 

αποτελεί µια άλλη αιτία των υψηλών επιπέδων της ουσίας σε αυτές τις περιοχές. Σε αντίθεση 

µε τα λιµάνια, οι µαρίνες αποτελούν «κλειστά» περιβάλλοντα µε σχετικά χαµηλούς ρυθµούς 

ανανέωσης του νερού. Η σύγκριση των επιπέδων των συγκεντρώσεων της ουσίας σε 

δείγµατα από διαφορετικές µαρίνες, απέδειξε ότι οι µαρίνες µε υψηλότερη πυκνότητα 

σκαφών και χαµηλούς ρυθµούς ανανέωσης του νερού, στις οποίες τα σκάφη παραµένουν 

καθ’ όλη τη διάρκεια του έτους εµφανίζουν υψηλότερες συγκεντρώσεις του irgarol 1051 

όπως επίσης και άλλων ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών (Sargent et al., 2000; Biselli et al., 
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2000 Lamoree et al., 2002). Εκτός από τα λιµάνια και στις εκβολές και στις παράκτιες 

περιοχές οι συγκεντρώσεις που προσδιορίζονται είναι χαµηλές (Steen et al., 1997; Hall et al., 

1999; Liu et al., 1999b). 

Οι περιοχές µε έντονη αλιευτική δραστηριότητα (Fishery harbors) µπορεί επίσης να 

αποτελούν σηµαντική πηγή ρύπανσης. Σύµφωνα µε τους Liu et al., (1999b) σε αλιευτικές 

περιοχές της Ιαπωνίας προσδιορίστηκαν συγκεντρώσεις του irgarol 1051 έως και 264 ng L-1. 

Τα αποτελέσµατα αυτής της έρευνας υποδεικνύουν ότι εκτός από τις µαρίνες και τα λιµάνια 

και οι αλιευτικές περιοχές µπορεί να λειτουργήσουν ως «δεξαµενές» συσσώρευσης των 

διαφόρων ρύπων, αφού τα αλιευτικά σκάφη λόγω της εντατικότερης χρήσης τους απαιτούν 

συχνότερη εφαρµογή ισχυρών υφαλοχρωµάτων για την προστασία τους.  

Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του irgarol 1051 έχουν προσδιοριστεί την άνοιξη και 

την αρχή του καλοκαιριού, ενώ οι χαµηλότερες το φθινόπωρο και το χειµώνα όπου η 

δραστηριότητα των σκαφών αναψυχής είναι χαµηλότερη (Gough et al., 1994; Ferrer and 

Barceló, 1999; Voulvoulis et al., 2000; Okamura et al., 2000a; Biselli et al., 2000; Thomas et 

al., 2001b; Albanis et al., 2002; Lamoree et al., 2002). Η µείωση αυτή των συγκεντρώσεων 

είναι αποτέλεσµα της µικρότερης δραστηριότητας των σκαφών καθώς και της ανάµειξης του 

νερού. Σε πολλές περιπτώσεις έχει βρεθεί ότι η συγκέντρωση είναι µέγιστη την περίοδο 

µεταξύ Απριλίου και Μαΐου, κατά την οποία αρχίζει και η έντονη δραστηριότητα των 

σκαφών (Tóth et al., 1996; Dahl and Blanck 1996; Ferrer et al., 1997). Σύµφωνα µε τους 

Thomas et al. (2001b) η εποχικότητα των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 µπορεί να 

διακριθεί σε δύο τύπους ανάλογα µε το είδος της µαρίνας. Αν η µαρίνα είναι κλειστή, µε 

µικρή είσοδο και άρα µικρή ανανέωση του νερού, τότε µέγιστες συγκεντρώσεις της ουσίας 

παρατηρούνται τον Ιανουάριο (όταν στα σκάφη ανανεώνεται το υφαλόχρωµα που 

αποµακρύνθηκε κατά τους φθινοπωρινούς µήνες) καθώς και την περίοδο από Απρίλιο µέχρι 

και Ιούνιο. Αντίθετα στις ανοιχτές µαρίνες όπου το νερό ανανεώνεται επαρκώς, µέγιστες 

συγκεντρώσεις παρατηρούνται στα µέσα του καλοκαιριού (Thomas et al., 2001b). 

 Οι παραπάνω διαπιστώσεις επιβεβαιώνονται και από άλλες έρευνες. Οι Bowman et al. 

(2003) προσδιόρισαν υψηλές συγκεντρώσεις του irgarol 1051 κατά τους χειµερινούς µήνες 

εξαιτίας της ανανέωσης των υφαλοχρωµάτων στα σκάφη καθώς και την περίοδο από τον 

Απρίλιο ως τον Ιούλιο λόγω των φρεσκοβαµµένων σκαφών που επέστρεψαν στη µαρίνα. 

Σύµφωνα µε την ίδια έρευνα αµέσως µετά την αποµάκρυνση ιζήµατος από τον πυθµένα της 

υπό µελέτη περιοχής, παρατηρήθηκαν υψηλές συγκεντρώσεις της ουσίας οι οποίες 

αποδόθηκαν στην εκρόφησή της από το ίζηµα ώστε να επέλθει ισορροπία των 

συγκεντρώσεων της ουσίας µεταξύ νερού και ιζήµατος. 
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Πίνακας 2.2 Συγκεντρώσεις του irgarol 1051 σε δείγµατα νερού και ιζήµατος προερχόµενα 

από διάφορες περιοχές.  

Περιοχή δειγµατοληψίας Ηµεροµηνία Νερό (ng L-1) Ίζηµα (ng g-1) Αναφορά 
Ηνωµένο Βασίλειο     
Μαρίνες     
Kent, Sussex, Hampshire 8/1993 52– 500 * Gough et al. (1994) 
Sutton Harbour 4-10/1998 <1 – 69 * Thomas et al. (2001b) 
Plymouth Sound 7-8/1995 28 – 127 * Scarlett et al. (1997) 
Conwy, Wales 1-3/1999 7 – 543 * Sargent et al. (2000) 
Southern coast 1-10/1999 <1-1421 * Thomas et al. (2001b) 
Brighton 11/1999-1/2001 <1-964 <1-77 Bowman et al. (2003) 
Humber 4-9/1995 169-682 * Zhou et al. (1996) 
Orwell 9/1998-2/1999 5,6-201,4 <10-1011 Boxall et al. (2000) 
Hamble 9/1998-2/2000 18,3-61,1 <10 Boxall et al. (2000) 
Εκβολές ποταµών     
Hamble 7-9/1993 12-190 12-132 Gough et al. (1994) 
Hamble 9/1998-2/1999 7,3-17,9 <10 Boxall et al. (2000) 
Hamble 4-10/1998 <1-141 * Thomas et al. (2001b) 
Humber 4-9/1995 <1-39 * Zhou et al. (1996) 
Medway 8/1993 4-18 * Gough et al. (1994) 
Blackwater, Essex 10/1998-6/1999 150-680 3,3-222 Voulvoulis et al. (2000) 
River Crouch 4-10/1998 <1-49 * Thomas et al. (2001b) 

Yealm and Salcombe 
Καλοκαίρι 1997-
Άνοιξη 1998 <3-10 * Scarlett et al. (1999a) 

Southampton Water 4-10/1998 <1-403 * Thomas et al. (2001b) 
 10/1998 * <1-40 Thomas et al. (2000) 
 Καλοκαίρι 2000 <1-305 0,3-3,5 Τhomas et al. (2002) 
Southern coast 1-10/1998 <1-32 * Thomas et al. (2001b) 
Λιµάνια, παράκτιες 
περιοχές     
Kent, Sussex, Hampshire 8/1993 9-14 * Gough et al. (1994) 
 7-9/1993 <2-11 * Gough et al. (1994) 
Γαλλία     
Μαρίνες     
Coˆte d’ Azur 6/1992 110-1700 * Readman et al. (1993) 
Riviera, Monaco 5-6/1995 22-640 * Tolosa et al. (1996a) 

  132-275 * Tolosa and Readman 
(1996b) 

Λιµάνια     
Côte d’ Azur 6/1992 <5-280 * Readman et al. (1993) 
Riviera, Monaco 5-6/1995 13,8-264 * Tolosa et al. (1996a) 
Παραλίες     
Côte d’ Azur 6/1992 αµελητέα * Readman et al. (1993) 
Riviera, Monaco 5-6/1995 <1,5-1 * Tolosa et al. (1996a) 
Ισπανία     
Μαρίνες     
Catalonia 1996-1997 7-325 * Ferrer et al. (1997) 
 1-8/1999 <50 * Martinez et al. (2000) 
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Συνέχεια Πίνακα 2.2 

Περιοχή δειγµατοληψίας Ηµεροµηνία Νερό (ng L-1) Ίζηµα (ng g-1) Αναφορά 

 4/1996-1/1999 15-320 * Ferrer and Barcelo 
(1999) 

 6/2000 * <0,2-88 Martınez and Barcelo 
(2001) 

Barcelona (Masnou) 2/1997-6/1998 έως 119 3-57 Ferrer and Barcelo 
(2001) 

Almeria  25-450 * Agüera et al. (2000) 
Tarragona-Cambrils 3-6/1999 <10-50 * Pocurull et al. (2000) 
Southeast Spain  50-1000 * Hernando et al. (2001) 
Ελλάδα     
Μαρίνες     
Πειραιάς-Ελευσίνα 10/1999-9/2000 έως 90 έως 690 Sakkas et al. (2002b) 
Θεσσαλονίκη  έως 68 75-350 Albanis et al. (2002) 
Πάτρα  12-24 έως 37 Albanis et al. (2002) 
Χαλκίδα  - έως 88 Albanis et al. (2002) 
Ηγουµενίτσα-Άκτιο  έως 27 έως 74 Albanis et al. (2002) 
Λιµάνια     
Πειραιάς 10/1999-9/2000 10-24 έως 19 Sakkas et al. (2002b), 
Θεσσαλονίκη  - έως 11 Albanis et al. (2002) 
Πάτρα  - έως 11 Albanis et al. (2002) 
Ολλανδία    Albanis et al. (2002) 
Μαρίνες     
(Dutch coast) 4-11/2000 8-90 * Lamoree et al. (2002) 
Rotterdam coastal area 10, 1998 * <1 Thomas et al. (2000) 
Εκβολές ποταµών     
Western Scheldt 4/1996 1,6-10 * Steen et al. (1997) 
 4/1996-3/1996 8-37 * Steen et al. (2001) 
Sas Gent Schaar van 
Ouden  5-42 * Hall et al. (1999) 
Ελβετία     
Lake Geneva 8/1994-3/1995 2,5-145 2,5-8 Toth et al. (1996) 
Lake Geneva 9/1999 έως 135 * Nystrom et al. (2002) 
Γερµανία     
Μαρίνες     
North Sea 7-9/1997 11-170 3-25 Biselli et al. (2000) 
Baltic sea 7-9/1998 80-440 4-220 Biselli et al. (2000) 
Πορτογαλία     
River water (Ponte 
Aranha) 4-7/1999 10-260 * Almeida Azevedo et al. 

(2000) 
Σουηδία     
Μαρίνες     
Fiskeba¨ckskil (West 
coast) 6/1993-9/1994 30-400 * Dahl and Blanck (1996) 
Karlslund, Sth Stockholm 4/1996-11/1996 4-125 2-9 Haglund et al. (2001) 
Η.Π.Α.     
Biscayne Bay     
Μαρίνες 3/1999-9/2000 <1-15,2 * Gardinali et al. (2002) 
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Συνέχεια Πίνακα 2.2 

Περιοχή δειγµατοληψίας Ηµεροµηνία Νερό (ng L-1) Ίζηµα 
(ng g-1) Αναφορά 

Λιµάνια 3/1999-9/2001 <1-1,1 * Gardinali et al. (2002) 
Ποταµός Miami 3/1999-9/2002 <1-60,9 * Gardinali et al. (2002) 
Florida Καλοκαίρι 2001 12,2-144,2 * Owen et al. (2002) 
Ιαπωνία     
Seto Inland Sea     
Μαρίνες, αλιευτικές 
περιοχές 8/1999 έως 262 * Okamura et al. (2003) 
 7-8/1997 έως 142 - Okamura et al. (2000a) 
 5-11/1998 55-296 - Okamura et al. (2000a) 
 7-8/1997 12-264 * Liu et al. (1999b) 
Λιµάνια 8/1999 έως 136 * Okamura et al. (2003) 
 1996 0-19,5 * Liu et al. (1999b) 
Καναδάς     
Μαρίνες, λιµάνια 1996-1997 - * Liu et al. (1999b) 
Σιγκαπούρη     
Παράκτιες περιοχές 10-11/2000 3020-4200 * Basheer et al. (2002) 
Bermuda     
Hamilton harbour 6/1995 10-590 * Connelly et al. (2001) 

 
Καλοκαίρι 2000, 

2001 3-294 * Owen et al. (2002) 
* : δεν λήφθηκε δείγµα 
- : η ουσία δεν ανιχνεύτηκε 
 
     Οι συγκεντρώσεις του κύριου µεταβολίτη του irgarol 1051, Μ1, που έχουν κατά 

καιρούς προσδιοριστεί είναι γενικότερα χαµηλότερες από αυτές του irgarol 1051 (Thomas et 

al., 2002) γεγονός που υποδηλώνει ότι ο ρυθµός µετασχηµατισµού του irgarol 1051 στο 

περιβάλλον είναι χαµηλός και ότι ο ρυθµός αποδόµησης του Μ1 είναι µεγαλύτερος από το 

ρυθµό σχηµατισµού του (Thomas et al., 2002). Οι διαπιστώσεις αυτές όµως έρχονται σε 

αντίθεση µε άλλες έρευνες σύµφωνα µε τις οποίες το irgarol 1051 και ο κύριος µεταβολίτης 

του Μ1 έχουν παρόµοιους χρόνους ηµίσειας ζωής στο θαλασσινό νερό (Hall et al., 1999) και 

εκτιµάται ότι ο Μ1 παραµένει για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα στο περιβάλλον από ότι το 

irgarol 1051 (Okamura et al., 2002). Στον Πίνακα 2.3 παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις του 

Μ1 που έχουν κατά καιρούς προσδιοριστεί. Οι έρευνες για τα επίπεδα των συγκεντρώσεων 

του Μ1 στο θαλάσσιο περιβάλλον είναι σαφώς λιγότερες και πιο πρόσφατες (2000-2003) 

συγκριτικά µε αυτές που έχουν πραγµατοποιηθεί µέχρι σήµερα για την αρχική ουσία. 
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Πίνακας 2.3 Συγκεντρώσεις του Μ1 σε δείγµατα νερού και ιζήµατος προερχόµενα από 

διάφορες περιοχές.  

Περιοχή δειγµατοληψίας Ηµεροµηνία Νερό (ng L-1) Ίζηµα (ng g-1) Αναφορά 
Ηνωµένο Βασίλειο     
Southampton Water  10/1998 13-99 <0,4-1,2 Thomas et al. (2000) 
 Καλοκαίρι 2000 <1-59 0-0,3 Τhomas et al. (2002) 
Ισπανία     
Catalonia  1-8/1999 <2-400 * Martinez et al. (2000) 

Barcelona (Masnou)  2/1997-6/1998 έως 23 0,2-3,3 Ferrer and Barceló 
(2001) 

Mediteranean Coast  * <0,3-13 Martinez and Barceló 
(2001)  

Ιαπωνία     
Seto Inland Sea 8/1999 έως 80 * Okamura et al. (2003) 
 7-8/1997 19,7-1270 - Okamura et al. (2000a)
 5-11/1998 έως 1870 - Okamura et al. (2000a)
* : δεν λήφθηκε δείγµα 
- : η ουσία δεν ανιχνεύτηκε 
 

2.10.2 Diuron και κύριοι µεταβολίτες του 

Η παρουσία του diuron στο υδατικό περιβάλλον εξαιτίας της χρήσης του στα υφαλοχρώµατα 

έχει αναφερθεί από διάφορους ερευνητές. Συγκεντρώσεις του έχουν ανιχνευτεί σε διάφορες 

ευρωπαϊκές χώρες όπως το Ηνωµένο Βασίλειο, τη Σουηδία, την Ολλανδία, την Ισπανία, την 

Πορτογαλία, αλλά και µη Ευρωπαϊκές όπως την Ιαπωνία (Πίνακας 2.4) (Dahl and Blanck, 

1996; Ferrer et al., 1997; Thomas, 1998; Ferrer and Barceló, 1999; Almeida-Azedevo et al., 

2000; Boxall et al., 2000; Martinez et al., 2000; Thomas et al., 2000, 2001b, 2002; Martinez 

and Barceló, 2001; Lamoree et al., 2002; Okamura et al., 2003). Οι υψηλότερες 

συγκεντρώσεις έχουν παρατηρηθεί στο Ηνωµένο Βασίλειο (έως 6742 ng L-1), στην Ισπανία 

(έως 2000 ng L-1) και στην Ιαπωνία (έως 3054 ng L-1). Όπως και στην περίπτωση του irgarol 

1051, υψηλότερες συγκεντρώσεις παρατηρούνται την περίοδο κατά την οποία η 

δραστηριότητα των σκαφών αναψυχής είναι έντονη (Lamoree et al., 2002) ενώ τα επίπεδα 

της ουσίας µειώνονται µε την έναρξη του φθινοπώρου αφού τότε παύει και η τουριστική 

περίοδος (Thomas et al., 2001b). 

 Γενικότερα οι συγκεντρώσεις του diuron που έχουν βρεθεί είναι υψηλότερες από 

αυτές του irgarol 1051 και άλλων βιοκτόνων (Martinez and Barceló, 2001; Thomas et al., 

2002; Lamoree et al., 2002). Η ευρέως διαδεδοµένη παρουσία του είναι αναµενόµενη αφού 

αποτελεί µια από τις πιο κοινές ουσίες που χρησιµοποιούνται ως ενισχυτικά βιοκτόνα στα 

υφαλοχρώµατα αλλά επιπλέον έχει και άλλες χρήσεις. Σήµερα όµως κατά κύριο λόγο 

χρησιµοποιείται στα  υφαλοχρώµατα. 
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Σε πολλές περιπτώσεις το diuron έχει ανιχνευτεί σε περιοχές όπως εκβολές ποταµών 

και παράκτιες ζώνες οι οποίες χαρακτηρίζονται από χαµηλή δραστηριότητα σκαφών 

συγκριτικά µε τις µαρίνες και τα λιµάνια., σε συγκεντρώσεις που φτάνουν τα 42 µg L-1 

(Albanis et al., 1994; Gennaro et al., 1995; House et al., 1997; Feild et al., 1997; Almeida-

Azedevo et al., 2000). Στις περιπτώσεις αυτές η παρουσία του diuron συνδέεται µε άλλες 

χρήσεις της ουσίας όπως σε φυτοπροστατευτικά σκευάσµατα.  

    

Πίνακας 2.4 Συγκεντρώσεις του diuron σε δείγµατα νερού και ιζήµατος προερχόµενα από 

διάφορες περιοχές.  

Περιοχή δειγµατοληψίας Ηµεροµηνία Νερό (ng L-1) Ίζηµα (ng g-1) Αναφορά 
Ηνωµένο Βασίλειο     
Sutton Harbour  4-10/1998 1-334 * Thomas et al. (2001b) 
Orwell  9/1998-2/1999 21,9-768 <12-395 Boxall et al. (2000) 
Hamble  9/1998-2/1999 58,3-247,2 <12 Boxall et al. (2000) 
5 µαρίνες 1/1998 3-117 * Thomas (1998) 
Εκβολές ποταµών     
Hamble  9/1998-2/1999 10,5-36,3 <12 Boxall et al. (2000) 
Hamble  4-10/1998 1-613 * Thomas et al. (2001b) 
River Crouch  4-10/1998 5-305 * Thomas et al. (2001b) 
Southampton Water  4-10/1998 <1-6742 * Thomas et al. (2001b) 
 10/1998 * <100-1420 Thomas et al. (2000) 
 Καλοκαίρι 2000 16-1005 0,4-2,3 Τhomas et al. (2002) 
Ισπανία     
Mediterranean coast 
(Mansou marina ane 
EbreDelta ports 

1996-1997 10-180 * 
Ferrer et al. (1997) 

 1-8/1999 5-2000 * Martinez et al. (2000) 

 4/1996-1/1999 5-200 * Ferrer and Barceló 
(1999) 

 6/2000 * <0,4-136 Martıinez and Barceló 
(2001) 

Ολλανδία     
Μαρίνες 4-11/2000 90-1130 * Lamoree et al. (2002) 
Rotterdam coastal area  10/1998 * <100 Thomas et al. (2000) 
Πορτογαλία     
River water (Ponte 
Aranha)  4-7/1999 10-1240 * De Almeida Azevedo 

et al. (2000) 
Σουηδία     

Μαρίνες (West coast)  6/1993-9/1994 10-100 * Dahl and Blanck 
(1996) 

Ιαπωνία     
Seto Inland Sea     
Μαρίνες, αλιευτικές 
περιοχές 8/1999 έως 3054 * Okamura et al. (2003) 
Λιµάνια 8/1999 έως 710 * Okamura et al. (2003) 
* : δεν λήφθηκε δείγµα, - : η ουσία δεν ανιχνεύτηκε. 
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Από τα προϊόντα µεταβολισµού του diuron, η DCPMU και η DCPU ανιχνεύτηκαν στο 

Ηνωµένο Βασίλειο σε δείγµατα νερού σε συγκεντρώσεις µεταξύ <1 και 78 ng L-1 και <6 ng 

L-1 αντίστοιχα (Thomas et al., 2002). Η DCPMU έχει προσδιοριστεί και στο ίζηµα σε 

συγκεντρώσεις < 25 ng g-1 (Martinez and Barceló, 2001). 

 Όπως προέκυψε από την ανασκόπιση της βιβλιογραφίας, η µοναδική ουσία από τις 

εξεταζόµενες που έχει µελετηθεί αρκετά στο θαλάσσιο περιβάλλον είναι το irgarol 1051. Τα 

δεδοµένα που αφορούν στη διερεύνηση των επιπέδων των συγκεντρώσεων του κύριου 

µεταβολίτη του irgarol 1051,  Μ1 είναι πολύ περιορισµένα. Η ουσία diuron επίσης δεν έχει 

µελετηθεί αρκετά. Παγκοσµίως ο αριθµός των ερευνών που αφορούν στην παρουσία του στο 

θαλάσσιο περιβάλλον είναι πολύ µικρός παρ’ όλη την εκτεταµένη χρήση της ουσίας στα 

υφαλοχρώµατα, ενώ οι µεταβολίτες του diuron DCPMU, DCPU και DCA έχουν επίσης 

µελετηθεί ελάχιστα. Οι απογορεύσεις που αφορούν στη χρήση των αρχικών ουσιών (irgarol 

1051 και diuron) στα υφαλοχρώµατα εφαρµόζονται σε έλαχιστες χώρες εποµένως η 

παρακολούθηση των επιπέδων αυτών των ουσιών στο θαλάσσιο περιβάλλον καθίσταται 

αναγκαία καθώς σε πολλές χώρες, συµπεριλαµβανοµένης και της Ελλάδας, οι ουσίες αυτές 

χρησιµοποιούνται ακόµα όµως τα δεδοµένα για τη ρύπανση που προκαλείται από τη χρήση 

τους είναι ελάχιστα.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ΟΡΓΑΝΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΣΕ 

ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΑ 

 

3.1 Εισαγωγή 

Τα επίπεδα των διαφόρων οργανικών ενώσεων στο περιβάλλον είναι συνήθως της τάξεως των 

ppb (µg L-1 ή µg Kg -1) ή ακόµα χαµηλότερα. Αυτό οφείλεται εν µέρει και στα πολύ χαµηλά 

ανώτερα επιτρεπτά όρια που θεσπίζονται από τους αρµόδιους φορείς αναφορικά µε την 

παρουσία των ρύπων στα διάφορα υποστρώµατα και είναι επίσης της ίδιας τάξης µεγέθους. 

Εποµένως οι τεχνικές προκατεργασίας και ανάλυσης των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται, θα 

πρέπει να παρουσιάζουν τη µέγιστη δυνατή απόδοση, ώστε να είναι εφικτή η ανίχνευση και η 

παρακολούθηση τόσο χαµηλών επιπέδων συγκέντρωσης ευρέου φάσµατος ουσιών  διαφόρων 

χηµικών κατηγοριών.  

 Η προκατεργασία των δειγµάτων αποτελεί θεµελιώδες στάδιο της συνολικής ανάλυσης. 

Σκοπός της είναι η παροχή κλασµάτων δείγµατος, τα οποία είναι εµπλουτισµένα µε όλες τις 

ουσιές-στόχους, αλλά απαλλαγµένα από τυχόν προσµίξεις του υποστρώµατος που 

παρεµποδίζουν την περαιτέρω ανάλυση. Αρχικά πραγµατοποιείται η προετοιµασία των 

δειγµάτων ανάλογα µε τη φύση του υποστρώµατος και µετά ακολουθεί η προκατεργασία η οποία 

αποτελείται ουσιαστικά από τρία βασικά βήµατα: την αποµόνωση των ουσιών-στόχων από το 

υπόστρωµα µέσω εκχύλισης, τον καθαρισµό των  εκχυλισµάτων από προσµίξεις του 

υποστρώµατος, αλλά και από ουσίες που δεν αποτελούν στόχο, και την προσυγκέντρωση των 

εκχυλισµάτων. 

 Ο προσδιορισµός των ουσιών-στόχων από τα προσυγκεντρωµένα εκχυλίσµατα 

πραγµατοποιείται κυρίως µε τη βοήθεια χρωµατογραφικών τεχνικών µε σπουδαιότερες αυτές της 

υγροχρωµατογραφίας ή της  αεριοχρωµατογραφίας ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές ιδιότητες των 

προς ανάλυση ουσιών (π.χ. πολικότητα, πτητικότητα, σταθερότητα στις υψηλές θερµοκρασίες).  
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3.2 Προκατεργασία δειγµάτων ύδατος 

 

3.2.1 Προετοιµασία δειγµάτων 

Η προετοιµασία των δειγµάτων συνήθως είναι ανάλογη της διαδικασίας εκχύλισης που 

ακολουθείται. Όταν χρησιµοποιείται η τεχνική της υγρής/υγρής εκχύλισης τα δείγµατα 

χρησιµοποιούνται αδιήθητα, γεγονός που επιτρέπει την εκχύλιση των ουσιών που τυχόν είναι 

προσροφηµένες στα αιωρούµενα σωµατίδια (Dommarco et al, 1998), ενώ στην περίπτωση της 

εκχύλισης στερεής φάσης τα δείγµατα διηθούνται ώστε να αποφευχθεί το φράξιµο των πόρων 

του προσροφητικού υλικού (Biziuk et al, 1996). 

 Στην περίπτωση που τα δείγµατα πρόκειται να αναλυθούν για όξινες ουσίες τότε µε τη 

χρήση κατάλληλων ρυθµιστικών διαλυµάτων ή οξέων το pH του υποστρώµατος ρυθµίζεται σε 

τιµή < 3 ώστε όλες οι ουσίες να βρίσκονται σε µοριακή µορφή (Guenu and Hennion, 1996; 

Crespin et al, 1997; Lagana et al, 1998). ∆υστυχώς όµως η µείωση της τιµής του pH µπορεί να 

δηµιουργήσει προβλήµατα στη χρωµατογραφική ανάλυση, ειδικά στην υγροχρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης, καθώς συνεπάγεται αύξηση των παρεµβολών από τη διαλυµένη οργανική 

ύλη που γίνονται αισθητές στην αρχή κυρίως του χρωµατογραφήµατος (Chiron et al, 1993; 

Onnerfjord et al, 1996; Pichon et al, 1996). 

 Τέλος, όταν οι εξεταζόµενες ουσίες εµφανίζουν υψηλή υδατοδιαλυτότητα, τότε 

αυξάνεται η ιοντική ισχύς του δείγµατος µε προσθήκη NaCl ή KCl. Με τον τρόπο αυτό 

µειώνεται η διαλυτότητα των οργανικών ενώσεων στο νερό και αυξάνει η απόδοση τόσο της 

εκχύλισης στερεής φάσης (Reupert et al, 1990; Aguilar et al, 1996; Junker-Buchheit and 

Witzenbacher, 1996; Martin-Esteban et al, 1996; Aguilar et al, 1999; Pinto and Jardim, 2000) 

όσο και της υγρής/υγρής εκχύλισης (Furniss et al, 1989).  

 Οι τεχνικές οι οποίες χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση των διαφόρων ουσιών από τα 

υδατικά υποστρώµατα είναι η υγρή/υγρή εκχύλιση, η εκχύλιση στερεής φάσης ενώ πιο 

πρόσφατα άρχισε να χρησιµοποιείται και η τεχνική της µικροεκχύλισης στερεής φάσης.   
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3.2.2 Υγρή /υγρή εκχύλιση  

Η τεχνική της υγρής/υγρής εκχύλισης βασίζεται στην κατανοµή της εξεταζόµενης ουσίας µεταξύ 

δύο φάσεων που δεν αναµιγνύονται µεταξύ τους. Η µια φάση είναι η υδατική ενώ η άλλη ένας 

οργανικός διαλύτης. Η τεχνική ενδείκνυται περισσότερο για την αποµόνωση υδρόφοβων ουσιών 

διότι οι πιο υδρόφιλες ουσίες προτιµούν ως γνωστόν την πολική υδατική φάση (Snyder et al., 

1997). 

 Μετά την εκχύλιση των δειγµάτων οι ουσίες που υπάρχουν στην οργανική φάση 

ανακτώνται εξατµίζοντας τον οργανικό διαλύτη µε χρήση περιστροφικού εξατµιστήρα (rotary 

evaporator) ή συµπυκνωτή Kuderna-Danish, επειδή ο όγκος των εκχυλισµάτων είναι πολύ 

µεγάλος (Dean, 1998). Περαιτέρω συµπύκνωση των εκχυλισµάτων (< 500 µL) επιτυγχάνεται µε 

τη χρήση ασθενούς ρεύµατος καθαρού αερίου, συνήθως ηλίου ή αζώτου, πάνω από την 

επιφάνεια του εκχυλίσµατος (Hennion and Scribe, 1993). Η εξάτµιση των εκχυλισµάτων µέχρι 

ξηρού µε τη χρήση περιστροφικού εξατµιστήρα θα πρέπει να αποφεύγεται καθώς υπάρχει 

κίνδυνος απώλειας των πτητικότερων ουσιών. 

 Η υγρή/υγρή εκχύλιση χαρακτηρίζεται για την  απλότητα και το χαµηλό κόστος της, µιας 

και δεν απαιτεί ιδιαίτερο εξοπλισµό και αναλώσιµα (Hennion and Scribe, 1993; Pacakova et al, 

1996; Snyder et al, 1997). Τα κυριότερα µειονεκτήµατα αυτής της τεχνικής είναι: 

 

 η δηµιουργία γαλακτωµάτων που διασπώνται δύσκολα 

 η απαίτηση µεγάλου χρόνου (ακόµα και ώρες) ώστε να ολοκληρωθεί η διαδικασία 

 η ανάγκη εξάτµισης και ασφαλούς διάθεσης µεγάλων όγκων εύφλεκτων και τοξικών 

διαλυτών, κίνδυνος έκθεσης του αναλυτή σε τοξικούς  διαλύτες ή στους ατµούς τους 

 τα πολλαπλά στάδια χειρισµού του δείγµατος όπου σε κάθε στάδιο θα πρέπει να 

αποφεύγονται οι επιµολύνσεις και η απώλεια των συστατικών του 

 ο αυτοµατισµός της συνολικής διαδικασίας εκχύλισης και συµπύκνωσης απαιτεί ακριβό 

εξοπλισµό, ενώ είναι δύσκολη η διενέργεια υγρής/υγρής εκχύλισης in situ 

 οι ανακτήσεις πολικών οργανικών ουσιών είναι σχετικά µικρές. Αυτό αντιτίθεται στην 

σύγχρονη τάση της περιβαλλοντικής ανάλυσης να συµπεριλαµβάνει εκτός των µητρικών 

ουσιών και τα προϊόντα διάσπασής, τα οποία συχνά είναι πολικότερα (Crescenzi et al, 

1996; Guenu and Hennion, 1996; Hennion, 1999).  
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3.2.3 Εκχύλιση στερεής φάσης (Solid phase extraction-SPE) 

Η εκχύλιση στερής φάσης αποτελεί µια τεχνική προεπεξεργασίας των δειγµάτων κατά την οποία 

οι υπό ανάλυση ουσίες αποµονώνονται από την κινητή φάση του δείγµατος µέσω της ρόφησης 

των ουσιών πάνω σε ένα προσροφητικό υλικό που τοποθετείται σε στήλη ή φύσιγγα µιας χρήσης 

(Hennion and Scribe, 1993; Supelco, 1997)  ή παγιδεύεται σε ένα αδρανές υπόστρωµα 

µεµβρανώδους δίσκου (Hagen et al, 1990; Viana et al, 1996). 

 Ανάλογα µε το είδος των ουσιών που πρόκειται να εκχυλιστούν, αλλά και τον τύπο του 

υποστρώµατος (π.χ. πολικός ή µη πολικός διαλύτης) εφαρµόζονται κατά περίπτωση οι παρακάτω 

µηχανισµοί ρόφησης (Thurman and Mills, 1998): 

 Mηχανισµός αντίστροφης φάσης. Πρόκειται για µη πολικό µηχανισµό αποµόνωσης των 

ουσιών κατά τον οποίο οι ουσίες περνούν από µια πολική φάση, όπως είναι το νερό, σε µια µη 

πολική όπως είναι το προσροφητικό υλικό C18.  

 Μηχανισµός κανονικής φάσης. Στην περίπτωση αυτή οι υπό ανάλυση ουσίες 

προσροφούνται πάνω σε µια πολική επιφάνεια, όπως η αλουµίνα (alumina) και η πυριτία (silica). 

Η SPE κανονικής φάσης συνήθως χρησιµοποιείται για τον καθαρισµό επιβαρυµένων 

εκχυλισµάτων και όχι για την απευθείας εκχύλιση των ουσιών από υδατικά δείγµατα.    

 Μηχανισµός ιοντοανταλλαγής. Ο µηχανισµός αυτός περιλαµβάνει την ανταλλαγή ιόντων 

µεταξύ των  φορτισµένων οργανικών ενώσεων που υπάρχουν στο διαλύτη (πολικό ή µη) και των 

αντίθετα φορτισµένων προσροφητικών υλικών. 

 Μικτός µηχανισµός. Αναφέρεται στη σκόπιµη χρήση δύο διαφορετικών ενεργών οµάδων 

πάνω στο ίδιο προσροφητικό υλικό. Συνήθως η αποµόνωση των ουσιών γίνεται µε ταυτόχρονη 

εκχύλιση αντίστροφης φάσης και ανταλλαγής κατιόντων. 

 Η εκχύλιση στερεής φάσης µπορεί να είναι µη-αυτοµατοποιηµένη τεχνική (off-line), 

δηλαδή η προκατεργασία του δείγµατος να µην συνδέεται µε την επακολουθούσα 

χρωµατογραφική ανάλυση ή αυτοµατοποιηµένη (on-line), δηλαδή το σύστηµα εκχύλισης να 

συνδέεται απ’ ευθείας µε το χρωµατογραφικό σύστηµα (Hennion and Scribe, 1993; Snyder et al., 

1997). 

 Τα βασικά πλεονεκτήµατα της  εκχύλισης στερεής φάσης είναι: 

 Ταχύτητα και ευκολία χερισµών  

 Πληρέστερη εκχύλιση του δείγµατος 

 Χρήση πολύ µικρών όγκων οργανικών διαλυτών 
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 Απουσία γαλακτωµάτων και καθαρότερα δείγµατα 

 Μεγαλύτεροι συντελεστές προσυγκέντρωσης  

 Ευκολότερος αυτοµατισµός της διαδικασίας 

 H εκχύλιση στερεής φάσης όταν είναι µη αυτοµατοποιηµένη παρόλη την ταχύτητά της 

µειονεκτεί συγκριτικά µε την αυτοµατοποιηµένη εκχύλιση, διότι εισάγεται στο χρωµατογράφο 

για ανάλυση µόνο ένα κλάσµα από το τελικό διάλυµα γεγονός που συνεπάγεται µείωση της 

ευαισθησίας, υπάρχει κίνδυνος επιµολύνσεων σε διάφορα στάδια της διαδικασίας, ενώ στο 

στάδιο της εξάτµισης υπάρχει η πιθανότητα απώλειας των πτητικότερων συστατικών (Hennion 

and Scribe, 1993; Aguilar et al, 1996; Dupas et al, 1996; Onnerfjord et al, 1996). 

 Η διαδικασία της εκχύλισης στερεής φάσης ουσιαστικά αποτελείται από τέσσερα βασικά 

βήµατα (Σχήµα 3.1):  

 ενεργοποίηση του προσροφητικού υλικού 

 προσρόφηση των ουσιών πάνω στο προσροφητικό υλικό 

 έκπλυση του προσροφητικού υλικού µετά το πέρας της εκχύλισης 

 έκλουση των προσροφηµένων ουσιών.  

 

 
 

Σχήµα 3.1 Βασικά στάδια της διαδικασίας εκχύλισης στερεής φάσης. 
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3.2.3.1 Ενεργοποίηση 

Η ενεργεποίηση του προσροφητικού υλικού έχει ως στόχο τη διαβροχή των πόρων του µε έναν 

οργανικό διαλύτη διαλυτό στο νερό ώστε να “εκτείνονται” οι υδρόφοβες αλυσίδες των 

υδρογονανθράκων και να αυξάνεται η ειδική επιφάνεια, ενώ επιπλέον διευκολύνεται η είσοδος 

της υδατικής φάσης στο εσωτερικό των πόρων και η αλληλεπίδραση των ουσιών µε το 

προσροφητικό υλικό (Van Horne, 1990; Font et al, 1993; Sabik et al, 2000). Επιπλέον 

αποµακρύνονται µε τον τρόπο αυτό τυχόν προσµίξεις που µπορεί να υπάρχουν και οι οποίες 

είναι δυνατόν στη συνέχεια να επιµολύνουν το έκλουσµα. 

 Η µεθανόλη αποτελεί τον πιο προσφιλή οργανικό διάλυτη για την ενεργοποίηση των 

φυσίγγων ή των δίσκων. Όµως όταν ο όγκος του εκχυλιζόµενου υδατικού δείγµατος είναι 

µεγάλος, η µεθανόλη αποµακρύνεται σταδιακά από τους πόρους του προσροφητικού υλικού. Για 

αυτό το λόγο προτείνεται η προσθήκη µικρής ποσότητας µεθανόλης στο δείγµα πριν την έναρξη 

της εκχύλισης (Sabik et al, 2000). Η προσθήκη αυτή µειώνει επιπλέον τις απώλειες των 

υδρόφοβων ουσιών λόγω προσρόφησης στα πολυµερή τοιχώµατα των φυσίγγων και σε γυάλινες 

επιφάνειες (Pichon et al, 1998), αλλά επηρεάζει αρνητικά τη συγκράτηση των περισσότερο 

υδατοδιαλυτών ουσιών (Reupert et al, 1990; Papadopoulou-Mourkidou and Patsias, 1996; Pichon 

et al, 1998; Sabik et al, 2000). Αναφέρεται επίσης ότι η προσθήκη µεθανόλης στο δείγµα έχει ως 

αποτέλεσµα µειωµένη συγκράτηση των πολικών χουµικών ουσιών και καθαρότερα εκλούσµατα 

(Pichon et al, 1998).  

 

3.2.3.2 Προσρόφηση 

Κατά τη αναρρόφηση του δείγµατος µέσα από τις φύσιγγες ή τους δίσκους, οι ουσίες που 

υπάρχουν στην υγρή φάση συγκρατούνται πάνω στο προσροφητικό υλικό χάρις την ανάπτυξη 

διαφόρων χηµικών δεσµών που αναπτύσσονται (δεσµοί van der Waal’s, δεσµοί υδρογόνου, 

δεσµοί διπόλου-διπόλου) (Thurman and Mills, 1998).    

 

3.2.3.3 Έκπλυση 

Μετά το πέρας της εκχύλισης οι φύσιγγες ή οι δίσκοι αποπλένονται ώστε να αποµακρυνθεί 

οτιδήποτε προσροφήθηκε πέραν των ουσιών-στόχων. Η επιλογή του κατάληλλου διαλύτη για την 

έκπλυση του προσροφητικού υλικού δεν είναι απλή υπόθεση καθώς ο διαλύτης θα πρέπει να 
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αποµακρύνει όσο το δυνατόν περισσότερα συστατικά του υποστρώµατος που 

συνπροσροφήθηκαν. Για παράδειγµα το νερό από µόνο του είναι ικανό να αποµακρύνει διάφορα 

ανόργανα ιόντα, αν όµως επιφορτιστεί µε µικρή ποσότητα οργανικού διαλύτη τότε η 

αποτελεσµατικότητά του αυξάνεται. Πρέπει όµως να τονιστεί ότι το ποσοστό του οργανικού 

διαλύτη δεν θα πρέπει να είναι πολύ υψηλό γιατί τότε υπάρχει κίνδυνος µερικής εκρόφησης των 

ουσιών (Fritz, 1999).  

 

3.2.3.4 Έκλουση 

Στο στάδιο αυτό οι ουσίες αποµακρύνονται από το προσροφητικό υλικό µε τη χρήση 

κατάλληλων οργανικών διαλυτών (ή µίγµατος αυτών) οι οποίοι επιλέγεται συνήθως να είναι 

συµβατοί µε τη χρωµατογραφική τεχνική που πρόκειται να ακολουθηθεί για τον ποιοτικό και 

ποσοτικό προσδιορισµό των ουσιών.  

 Επειδή πάντα συγκρατείται κάποια ποσότητα νερού στους πόρους του προσροφητικού 

υλικού, οι φύσιγγες ή δίσκοι συνηθίζεται να ξηραίνονται υπό κενό για κάποιο χρονικό διάστηµα 

πριν την έκλουση, ώστε να αποφευχθεί η δηµιουργία δύο φάσεων στα εκχυλίσµατα στην 

περίπτωση που ο διαλύτης έκλουσης δεν αναµιγνείεται µε το νερό. Στην αντίθετη περίπτωση, 

δηλαδή όταν υπάρχει συµβατότητα µεταξύ του διαλύτη έκλουσης και του νερού, πάλι 

δηµιουργείται πρόβληµα διότι παρουσία του νερού κάποιες ουσίες θα είναι περισσότερο 

διαλυµένες από το επιθυµητό (Fritz, 1999). 

 

3.2.3.5 Συµπύκνωση εκλουσµάτων 

Η συµπύκνωση των εκλουσµάτων µέχρι πολύ µικρού όγκου (< 500 µL) επιτυγχάνεται µε τη 

χρήση ασθενούς ρεύµατος καθαρού αερίου, συνήθως ηλίου ή αζώτου, πάνω από την επιφάνεια 

του εκχυλίσµατος (Hennion and Scribe, 1993). Εξάλλου οι αρχικοί όγκοι των εκλουσµάτων είναι 

µικροί (µερικά mL) οπότε η χρήση περιστροφικού εξατµιστήρα αποφεύγεται.  

 

3.2.3.6 Προσροφητικά υλικά 

Τα κυριότερα προσροφητικά υλικά που χρησιµοποιούνται στην εκχύλιση στερεής φάσης είναι: 

 n-Αλκυλοµάδες, συζευγµένες σε πυριτική πηκτή. Οι αλκυλοµάδες που συνήθως 

προσδένονται χηµικά πάνω στην πυριτική πηκτή είναι οι όκτυλο- (C8) και δεκαόκτυλο- (C18) 
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οµάδες (Σχήµα 3.2). Η ειδική επιφάνεια αυτών των υλικών κυµαίνεται µεταξύ 500-600 m2 g-1 

(Hennion, 1999).  Η ευρεία χρήση τους οφείλεται στην καλή επαναληψιµότητα, στη γρήγορη 

εξισορρόπηση κατά την αλλαγή διαλυτών και στο γεγονός ότι σπάνια προσροφούν µη 

αντιστρεπτά (Ηennion and Scribe, 1993). Επιπλέον µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

ικανοποιητική αποµόνωση µεγάλου φάσµατος ουσιών διαφόρων χηµικών κατηγοριών (φαινόλες, 

προϊόντα διάσπασης κλπ) εκτός των πολικών για τις οποίες η απόδοση είναι χαµηλή (Pichon, 

2000). Το βασικό τους µειονέκτηµα είναι η αστάθεια που παρουσιάζουν σε τιµές του pH <2 και 

>8 (Van Horne, 1990).  

 

  
 

Σχήµα 3.2 Χηµική δοµή (α) δεκαοκτυλοµάδας (C18) και (β) οκτυλοµάδας (C8) χηµικά 

προσδεδεµένης πάνω στην επιφάνεια πυριτικής πηκτής.    

 

 Πολυµερή προσροφητικά υλικά. Παραγόνται µε ταυτόχρονο πολυµερισµό στυρενίου και 

διβινυλοβενζολίου. Η παρουσία του διβινυλοβενζολίου προκαλεί διαδικτύωση (cross-linking) 

του τελικού πολυµερούς σε ποσοστό ανάλογο µε τη συγκέντρωσή του στο αρχικό µίγµα (Lee, 

1988).  Στο Σχήµα 3.3 παρουσιάζεται η χηµική δοµή του πολυµερούς υλικού υδροξυλιοµένου 

πολυστυρενίου – διβινυλοβενζολίου. 
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Σχήµα 3.3 Χηµική δοµή πολυµερούς υλικού υδροξυλιοµένου πολυστηρενίου – 

διβινυλοβενζολίου. 

 

 Τα πρώτα πολυµερή υλικά είχαν ειδική επιφάνεια µεταξύ 350-500 m2 g-1 και 

κυκλοφόρησαν σε µορφή προστηλών για αυτοµατοποιηµένα συστήµατα εκχύλισης HPLC (PRP-

1, PLRP-S) ή µε τη µορφή δίσκων για µη αυτοµατοποιηµένα συστήµατα (Pichon, 2000). Σήµερα 

η ειδική επιφάνεια των υλικών που κυκλοφορούν µε τη µορφή φυσίγγων µιας χρήσης έχει 

αυξηθεί (700-1200 m2 g-1) µε αποτέλεσµα να αυξηθεί και η απόδοση στη συγκράτηση εξαιρετικά 

πολικών ουσιών όταν ο όγκος του εκχυλιζόµενου δείγµατος είναι πολύ µικρός (<50 mL) 

(Hennion, 1999; Pichon, 2000).  

 Τα πολυµερή υλικά εµφανίζουν 20-50 φορές µεγαλύτερη ισχύ συγκράτησης σε σύγκριση 

µε τα υλικά C18 (Pichon, 2000). Αυτό οφείλεται στην ικανότητά τους για πρόσθετες π-π 

αλληλεπιδράσεις µε αρωµατικές ενώσεις (Reubsaet and Vieskar, 1999). Είναι σταθερά σε pH=1-

14 (Hennion and Scribe, 1993; Pichon, 2000), ενώ θα πρέπει να αποφεύγεται η εφαρµογή 

µεγάλων ροών κατά την εκχύλιση καθώς δεν είναι ιδιαίτερα σταθερά υλικά σε υψηλές πιέσεις 

(Hennion and Scribe, 1993). 

 Γραφίτης. Οι γραφίτες µπορεί να είναι πορώδεις ή οµογενείς. ∆ιαθέτουν διάφορες 

επιφανειακές δοµικές οµάδες που τους προσδίδουν αξιοσηµείωτες προσροφητικές ιδιότητες 

(Hennion, 1999). Εµφανίζουν µεγαλύτερη ικανότητα συγκράτησης, µέσω υδρόφοβων ή πολικών 

αλληλεπιδράσεων, σε σχέση µε τα υλικά C18 (Pichon, 2000). Χρησιµοποιούνται για την 
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ταυτόχρονη εκχύλιση όξινων, βασικών και ουδέτερων ουσιών (Di Corcia and Marchetti, 1992; 

Hennion and Scribe, 1993). Απαιτούν τη χρήση ισχυρών διαλυτών έκλουσης, όπως το 

διχλωροµεθάνιο και το τετραυδροφουράνιο (Hennion, 1999).  

 Προσροφητές ιονανταλλαγής. Τα προσροφητικά αυτά υλικά αποτελούνται από ασθενής 

και ισχυρές δραστικές οµάδες κατιόντων ή ανιόντων οι οποίες προσδενονται χηµικά πάνω στην 

πυριτική πηκτή. Οι ισχυρές δραστικές οµάδες κατιόντων αποτελούνται από σουλφονικές οµάδες 

ενώ οι ασθενείς από καρβοξυλικές οµάδες. Ισχυρές δραστικές οµάδες ανιόντων είναι οι 

τεταρτοταγείς αµίνες, ενώ οι πρωτοταγείς, δευτεροταγείς και τριτοταγείς αµίνες αποτελούν 

ασθενείς θέσεις ανταλλαγείς ανιόντων. Οι ισχυρές δραστικές οµάδες δεν επηρεάζονται από την 

τιµή του pH ενώ οι ασθενείς είναι διαθέσιµες ανάλογα µε την τιµή του pH. Η χωρητικότητα των 

υλικών αυτών κυµαίνεται από 0,5 έως 1,5 meq g-1 (Thurman and Mills, 1998).  

 Προσροφητές ανοσοσυγγένειας (immunosorbents) ή πολυµερή µε εξειδικευµένα σηµεία 

αναγνώρισης για συγκεκριµένα µόρια (molecular imprinted polymers). Πρόκειται για πολύ 

πρόσφατα υλικά εκχύλισης µε εξαιρετικά αυξηµένη εκλεκτικότητα χάρις τις αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ αντιγόνου -  αντισώµατος. Τα αντισώµατα προσδένοναι χηµικά πάνω σε κατάλληλο 

προσροφητικό υλικό και δηµιουργούν τους προσροφητές ανοσοσυγγένειας. Η πρόσδεση της 

προσδιοριζόµενης ουσίας πάνω στο αντίσωµα είναι αποτέλεσµα ενδοµοριακών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ τους. Με τα υλικά αυτά επιτυγχάνεται ταυτόχρονα η εκχύλιση, η 

προσυγκέντρωση και ο καθαρισµός  (Hennion, 1999). 

  

3.2.4 Μικροεκχύλιση στερεής φάσης (Solid Phase Micro Extraction – SPME) 

Η µικροεκχύλιση στερεής φάσης αναφέρθηκε για πρώτη φορά από τους Pawliszyn et al. (1990). 

Πρόκειται για µια τεχνική κατά την οποία πραγµατοποιείται ταυτόχρονη εκχύλιση και 

προσυγκέντρωση των ουσιών από το υπόστρωµα. Κατά το πρώτο βήµα µια ίνα τηγµένης 

πυριτίας (fused-silica fiber) επικαλυµµένη µε ένα πολυµερές υλικό, εισάγεται µέσα στο δείγµα. 

Αµέσως µετά την εισαγωγή της ίνας αρχίζει η κατανοµή των ουσιών µεταξύ της υδατικής και της 

στατικής φάσης. Κατά το δεύτερο βήµα η ίνα µε τις προσροφηµένες ουσίες µεταφέρεται και 

κατευθείαν εισάγεται στον εκάστοτε χρωµατογράφο, ώστε να πραγµατοποιηθεί η εκρόφηση, ο 

διαχωρισµός και η ποσοτικοποίηση των ουσιών (Krutz et al., 2003). 

 Η µικροεκχύλιση στερεής φάσης πλεονεκτεί έναντι των πιο παραδοσιακών τεχνικών διότι 

είναι γρήγορη και απλή τεχνική, απαλλαγµένη από οργανικούς διαλύτες, αυτοµατοποιείται 
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εύκολα τόσο για την υγροχρωµατογραφία όσο και για την αεριοχρωµατογραφία ενώ µε τη χρήση 

της επιτυγχάνεται πολύ καλή γραµµικότητα και ευαισθησία της αναλυτικής µεθόδου (Navalon et 

al. 2002; Bouaid et al., 2001; Zambonin et al., 2000; Guan et al., 1998; Eisert et al., 1997). 

 
 
3.3 Προκατεργασία δειγµάτων ιζήµατος 

 

3.3.1 Προετοιµασία δειγµάτων 

Η προεπεξεργασία των στερεών δειγµάτων πριν την εκχύλιση εξαρτάται από το είδος της 

ανάλυσης που πρόκειται να ακολουθήσει. Σαφέστατα η αποθήκευση ξηρών δειγµάτων είναι 

ευκολότερη όµως όταν πρόκειται να γίνει προσδιορισµός σχετικά πτητικών ενώσεων (π.χ. 

αλκυλο-βενζολίων) τότε είναι προτιµότερο τα δείγµατα να καταψυχθούν µέχρι την ανάλυση και 

να εκχυλιστούν υγρά. Όταν η ξήρανση δε δηµιουργεί πρόβληµα (προσδιορισµός λιγότερο ή µη 

πτητικών ουσιών) τότε τα δείγµατα, είτε µε λυοφιλίωση, είτε µε ξήρανση στους 35-40 0C, 

απαλλάσσονται από το περιεχόµενο νερό, στη συνέχεια λειοτριβούνται ώστε να µετατραπούν σε 

λεία σκόνη και εκχυλίζονται. Το στερεό δείγµα υγρό ή στερεό εκχυλίζεται ως σύνολο (όλα τα 

κλάσµατα). Στην περίπτωση που η ανάλυση αφορά στην εκχύλιση µόνο της ιλύος και της 

αργίλου (µέγεθος κόκκων < 63 µm) τότε το δείγµα διαχωρίζεται στα διάφορα κλάσµατά του µε 

υγρή κοσκίνιση. Η κοσκίνιση ξηρού δείγµατος αποφεύγεται καθώς απαιτείται λειοτρίβιση η 

οποία όµως δεν συνεπάγεται την αρχική κατανοµή µεγέθους των σωµατιδίων του δείγµατος 

(Wells, 1993). 

 

3.3.2 Υγρή-στερεή εκχύλιση 

Η αποµόνωση των διαφόρων ρύπων από τα στερεά δείγµατα πραγµατοποιείται συνήθως µε µια 

από τις παραδοσιακές µεθόδους υγρής-στερεής εκχύλισης οι οποίες µπορούν να χωριστούν σε 

δύο κατηγορίες: αυτές που απαιτούν θερµότητα, όπως είναι η εκχύλιση Soxhlet ή Soxtec και σε 

αυτές που δεν απαιτούν θερµότητα, όπως η εκχύλιση ανάδευσης και η εκχύλιση µε χρήση 

υπερήχων (εκτός και αν απαιτείται από την αναλυτική µέθοδο υψηλή θερµοκρασία). Βέβαια η 

εκχύλιση µε υπερήχους σε θερµοκρασία περιβάλλοντος µπορεί να οδηγήσει σε µικρή αύξηση της 

θερµοκρασίας (Dean, 1998). 
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3.3.2.1 Εκχύλιση Soxhlet 

Κατά την εκχύλιση Soxhlet το στερεό δείγµα τοποθετείται σε ένα πορώδες κυλινδρικό φυσίγγιο 

µιας χρήσεως, κατασκευασµένο από σκληρό χαρτί διήθησης (Soxhlet thimble) το οποίο µε τη 

σειρά του τοποθετείται στη συσκευή Soxhlet. Θερµός διαλύτης εκχύλισης συµπυκνώνεται µέσα 

στο φυσίγγιο αποµονώνοντας τις ουσίες από το υπόστρωµα. Η συσκευή Soxhlet είναι έτσι 

κατασκευασµένη ώστε να αναρροφά τα εκχυλίσµατα κάθε φορά που φρέσκος διαλύτης έρχεται 

σε επαφή µε το υπόστρωµα. Τα εκχυλίσµατα που έχουν αναρροφηθεί επιστρέφουν στο δοχείο 

απόσταξης της συσκευής και η διαδικασία εκχύλισης επαναλαµβάνεται τόσες φορές όσες 

απαιτούνται για την πλήρη αποµάκρυνση των ουσιών από το δείγµα (Snyder et al., 1997).   

 Τα κύρια πλεονεκτήµατα της εκχύλισης Soxhlet είναι: 

 Εύκολοι χειρισµοί και χαµηλό κόστος που επιτρέπουν την ταυτόχρονη εκχύλιση µεγάλου 

αριθµού δειγµάτων, 

 ∆εν απαιτείται διήθηση των εκχυλισµάτων,  

 ∆εν εξαρτάται από το προς εκχύλιση υπόστρωµα, 

 Υπάρχει δυνατότητα εκχύλισης µεγάλων ποσοτήτων δείγµατος (ως 200 g), 

 Χάρις την επαναλαµβανόµενη επαφή του δείγµατος µε φρέσκο διαλύτη εκχύλισης 

αυξάνεται η απόδοση της εκχύλισης, 

 Η θερµοκρασία της εκχύλισης παραµένει σχετικά υψηλή επειδή η θερµότητα που 

εφαρµόζεται στο δοχείο απόσταξης µεταδίδεται εν µέρει στο φυσίγγιο εκχύλισης (Wells, 

1993; Luque de Castro and Garcia-Ayuso, 1998). 

 Η εκχύλιση Soxhlet µειονεκτεί συγκριτικά µε άλλες παραδοσιακές τεχνικές, καθώς 

απαιτούνται πάρα πολλές ώρες για την πλήρη εκχύλιση του δείγµατος που συχνά µπορεί να 

ξεπεράσουν τις 24 (Snyder et al., 1997), αφού η συσκευή εκχύλισης είναι τέτοια που καθιστά 

αδύνατη την ανάδευση κατά την εκχύλιση, γεγονός που θα επιτάχυνε τη διαδικασία. Απαιτούνται 

µεγάλοι όγκοι οργανικών διαλυτών των οποίων το κόστος είναι υψηλό. Η χρήση µεγάλου όγκου 

οργανικού διαλύτη καθιστά επιπλέον υποχρεωτική τη συµπύκνωση των εκχυλισµάτων, ενώ για 

την ασφαλή διάθεση των µεγάλων ποσοτήτων τοξικών αποβλήτων που παράγονται επίσης το 

κόστος είναι υψηλό. Υπάρχει κίνδυνος διάσπασης των ουσιών, οι οποίες είναι ευαίσθητες στις 

υψηλές θερµοκρασίες, αφού η εκχύλιση πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία ίση µε το σηµείο 

βρασµού του διαλύτη εκχύλισης. Τέλος υπάρχει περιορισµός όσον αφορά τους διαλύτες 

εκχύλισης, καθώς η τεχνική απαιτεί διαλύτες αρκετά πτητικούς, στους οποίους οι εξεταζόµενες 
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ουσίες πρέπει να εµφανίζουν µεγάλη διαλυτότητα, αλλά το υπόστρωµα να διαλύεται ελάχιστα 

(Snyder et al., 1997; Luque de Castro and Garcia-Ayuso, 1998). 

 

3.3.2.2 Εκχύλιση Soxtec (αυτοµατοποιηµένη εκχύλιση Soxhlet) 

Εκχύλιση Soxtec καλείται η αυτοµατοποιηµένη εκχύλιση Soxhlet. Αποτελείται από τρία βασικά 

στάδια. Αρχικά το φυσίγγιο που περιέχει το δείγµα εµβαπτίζεται για 60 min µέσα στον οργανικό 

διαλύτη ο οποίος βρίσκεται σε κατάσταση βρασµού (πρώτο στάδιο) και στη συνέχεια 

ανυψώνεται για άλλα 60 min πάνω από το διαλύτη, οπότε το δείγµα εκχυλίζεται όπως ακριβώς 

και στην εκχύλιση Soxhlet (δεύτερο στάδιο). Τέλος, πραγµατοποιείται εξάτµιση του διαλύτη 

µέσα στην ίδια τη συσκευή Soxtec (τρίτο στάδιο) (Dean, 1998). 

 Πρόκειται για πολύ γρήγορη µέθοδο εκχύλισης συγκριτικά µε την εκχύλιση Soxhlet αφού 

απαιτούνται περίπου 2 h για την εκχύλιση ενός δείγµατος, ενώ απαιτείται µόνο το 20 % από την 

ποσότητα των διαλυτών που χρησιµοποιούνται κατά την  εκχύλιση Soxhlet (Dean, 1998). Εκτός 

όµως από την εξοικονόµηση χρόνου, µε την εκχύλιση Soxtec επιτυγχάνονται πολύ καλές 

ανακτήσεις των ισχυρά προσροφηµένων ουσιών στο στερεό δείγµα χάρις το στάδιο της 

εµβαπτίσης στο διαλύτη που βράζει (Luque de Castro and Garcia-Ayuso, 1998).   

 

3.3.2.3 Εκχύλιση µε ανάδευση  

Αποτελεί ίσως την απλούστερη και πιο παραδοσιακή µέθοδο εκχύλισης στερεών δειγµάτων. 

Κατάλληλη ποσότητα δείγµατος τοποθετείται σε ένα γυάλινο δοχείο, προστίθεται ο διαλύτης 

εκχύλισης και το δοχείο αναδεύεται είτε µηχανικά είτε χειροκίνητα για συγκεκριµένο χρονικό 

διάστηµα. Μετά την εκχύλιση ο οργανικός διαλύτης στον οποίο περιέχονται οι ουσίες 

διαχωρίζεται από το υπόστρωµα µε διήθηση ή φυγοκέντριση. Σχεδόν πάντα η παραπάνω 

διαδικασία επαναλαµβάνεται αρκετές φορές και τα συνδυάζονται εκχυλίσµατα διηθούνται ή 

φυγοκεντρούνται.  Αυτό συµβαίνει ώστε κάθε φορά φρέσκος διαλύτης να είναι σε επαφή µε το 

δείγµα αυξάνοντας µε αυτόν το τρόπο την απόδοση της µεθόδου (Dean, 1998). 

 

3.3.2.4 Εκχύλιση µε χρήση υπερήχων 

Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή το δείγµα, το οποίο είναι βυθισµένο µέσα σε θερµό οργανικό 

διαλύτη, αναταράσσεται µε τη βοήθεια υπερήχων για συγκεκριµένο χρόνο. Οι ουσίες περνούν 
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από τη στερεή φάση του δείγµατος στην υγρή φάση του διαλύτη καθώς λύονται οι χηµικοί 

δεσµοί ουσιών - υποστρώµατος λόγω της ανατάραξης σε υψηλή θερµοκρασία. Η παραπάνω 

διαδικασία συνήθως πραγµατοποιείται εις τριπλούν και τα τελικά εκχυλίσµατα συνδυάζονται και 

είτε διηθούνται, είτε φυγοκεντρούνται, ώστε να διαχωριστούν ο οργανικός διαλύτης και το 

υπόστρωµα. Ακολουθεί συµπύκνωση του οργανικού διαλύτη ώστε να µειωθεί ο όγκος του 

(Dean, 1998).  

 

3.3.3 Εκχύλιση υπερκρίσιµου υγρού (supercritical fluid extraction- SFE) 

Η εκχύλιση στο υπερκρίσιµο σηµείο αποτελεί εναλλακτική τεχνική αποµόνωσης ουσιών από 

στερεά, ηµι-στερεά, ακόµα και υγρά υποστρώµατα έναντι των πιο παραδοσιακών µεθόδων στις 

οποίες χρησιµοποιούνται κατά κύριο λόγο οργανικοί διαλύτες (Turner et al., 2002). Η πρώτη 

χρήση αυτής της  τεχνικής αναφέρεται το 1978 από τον Zosel (Wells, 1993).  

 Η SFE αποτελείται ουσιαστικά από δύο ολοκληρωµένα στάδια. Κατά το πρώτο στάδιο οι 

ουσίες αρχικά εκχυλίζονται από το υπόστρωµα και στη συνέχεια συλλέγονται είτε άµεσα σε έναν 

χρωµατογράφο (αυτοµατοποιηµένη συλλογή) είτε έµµεσα σε µια συσκευή συλλογής (µη 

αυτοµατοποιηµένη συλλογή). Η συσκευή συλλογής µπορεί να είναι ένα άδειο δοχείο, ένα δοχείο 

που περιέχει µικρή ποσότητα οργανικού διαλύτη ή µια παγίδα στερεής φάσης (solid-phase trap) 

της οποίας το πληρωτικό υλικό µπορεί να είναι γυαλί, ατσάλι, υλικό στηλών SPE ή 

αεριοχρωµατογραφίας ή κρυοπαγίδα. Φτάνοντας στη συσκευή συλλογής, το υπερκρίσιµο υγρό 

αποσυµπιέζεται αποδεσµεύοντας τις εκχυλισµένες ουσίες που εµπεριέχει υπό τη µορφή 

αερολυµάτων (aerosols) (Snyder et al., 1997; Turner et al., 2002).    

Από τα ρευστά που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την εκχύλιση των ουσιών µε την 

τεχνική SFE, το CO2 είναι το πιο προσφιλές χάρις το χαµηλό κόστος του, τη χαµηλή κρίσιµη 

θερµοκρασία του (Tc=31,3 oC) και τη χαµηλή κρίσιµη πίεσή του (Pc=72,2 atm) (Wells, 1993).  

 Η τεχνική της SPE θα µπορούσε να χαρακτηριστεί ως περιβαλλοντικά ήπια τεχνική αφού 

δεν απαιτεί τη χρήση οργανικών διαλυτών ή αν απαιτεί, για την τελική συλλογή των ουσιών, η 

ποσότητα είναι πολύ µικρή (Turner et al., 2002). 

 

3.3.4 Eκxύλιση µε χρήση µικροκυµάτων 

Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην προσρόφηση της ενέργειας µικροκυµάτων από το διαλύτη 

έκλουσης γεγονός που συνεπάγεται αύξηση της θερµοκρασίας και της πίεσης µε αποτέλεσµα να 
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είναι δυνατή η διάχυση των ουσιών από το υπόστρωµα στο διαλύτη (Hoogerbrugge et al., 1997). 

Η θέρµανση του διάλυτη είναι εφικτή χάρις την άµεση επίδραση των µικροκυµάτων πάνω στα 

µόριά του µε δύο τρόπους: της ιοντικής επαγωγής (ionic conduction) και της διπολικής 

περιστροφής (dipole rotation). Η ιοντική επαγωγή είναι ουσιαστικά η ηλεκτροφορητική 

µετακίνηση (electrophoretic migration) των ιόντων όταν εφαρµόζεται ηλεκτροµαγνητικό πεδίο. 

Η αντίσταση που παρουσιάζει το διάλυµα σε αυτή τη µετακίνηση συνεπάγεται αύξηση της 

τριβής και εποµένως αύξηση της θερµοκρασίας. ∆ιπολική περιστροφή σηµαίνει ευθυγράµµιση 

των διπόλων µε το εφαρµοζόµενο πεδίο. Αυτή η εξαναγκασµένη κίνηση των µορίων ώστε να 

ευθυγραµιστούν προκαλεί τη θέρµανση του διαλύτη (Eskilsson and Björklund, 2000).    

 Τα κύρια πλεονεκτήµατα της εκχύλισης µε µικροκύµατα είναι ο µικρός χρόνος που 

απαιτείται για την αποµόνωση των ουσιών, χάρις την άµεση θέρµανση των διαλυτών, η χρήση 

πολύ µικρότερων όγκων οργανικών διαλυτών και η ταυτόχρονη εκχύλιση πολλών δειγµάτων 

(µέχρι και 14) (Eskilsson and Björklund, 2000). Επιπρόσθετα, η παρουσία νερού στα δείγµατα 

(% υγρασία) µπορεί να αποβεί ευεργετική για την εκχύλιση (Xiong et al., 1999) καθώς βελτιώνει 

την ανάκτηση των εκχυλιζόµενων ουσιών (Lopez-Avila et al., 1994; Barnabas et al., 1995; Xiong 

et al., 1999) και βοηθά στην απορρόφηση της ενέργειας µικροκυµάτων από τους µη πολικούς 

διαλύτες (Pastor et al., 1997). Όµως το νερό µπορεί να χρησιµοποιηθεί και από µόνο του ως 

διαλύτης για την εκχύλιση ορισµένων οργανικών ουσιών (Steinheimer et al., 1993; Stout et al., 

1996; Xiong et al., 1998; Xiong et al., 1999; Shen and Lee, 2003).  

 Πέρα από τα πλεονεκτήµατα όµως, η εκχύλιση µε χρήση µικροκυµάτων εµφανίζει και 

µειονεκτήµατα όπως όλες οι µέθοδοι. Το πιο βασικό είναι ότι ο διαλύτης έκλουσης θα πρέπει να 

έχει την ικανότητα να απορροφά την ενέργεια µικροκυµάτων, ενώ και εδώ απαιτείται 

καθαρισµός των εκλουσµάτων για την αποµάκρυνση προσµίξεων που εκχυλίζονται ταυτόχρονα 

µε τις υπό εξέταση ουσίες και µπορεί να προκαλέσουν προβλήµατα στη χρωµατογραφική 

ανάλυση (Eskilsson and Björklund, 2000; Shen and Lee, 2003). Τέλος, αν η ανάλυση πρόκειται 

να πραγµατοποιηθεί µε αεριοχρωµατογραφία, οι ουσίες θα πρέπει να µεταφερθούν σε κατάλληλο 

οργανικό διαλύτη πριν την ανάλυση.  

 

3.3.5 Επιταχυνόµενη εκχύλιση υπό πίεση (Accelerated solvent extraction- ASE) 

Πρόκειται για µια καινούρια µέθοδο εκχύλισης όπου οι οργανικοί διαλύτες χρησιµοποιούνται 

κάτω από συνθήκες πολύ υψηλής πίεσης και θερµοκρασίας µέχρι και 200 bar και 200 oC 
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αντίστοιχα (Camel, 2000). Η υψηλή θερµοκρασία συνεπάγεται αύξηση της διαλυτότητας των 

ουσιών, επιτάχυνση του ρυθµού διάχυσης των ουσιών από το υπόστρωµα στο διαλύτη 

εκχύλισης, αύξηση του ρυθµού της εκχύλισης καθώς φρέσκος διαλύτης έρχεται σε επαφή µε το 

δείγµα, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται η µεταφορά µάζας, και τέλος µείωση του ιξώδους του 

διαλύτη γεγονός που αυξάνει την απόδοση της εκχύλισης, γιατί αυξάνεται η διείσδυσή του στο 

υπόστρωµα. Στη µεγαλύτερη διείσδυση του διαλύτη στο υπόστρωµα βοηθά και η υψηλή πίεση η 

οποία επιτρέπει στο διαλύτη να παραµένει σε υγρή µορφή σε θερµοκρασία πάνω από το σηµείο 

βρασµού του (Dean, 1998).   

 Η ASE είναι µια µέθοδος εκχύλισης που χαρακτηρίζεται από εύκολους χειρισµούς και 

επιτρέπει τη γρήγορη εκχύλιση δειγµάτων µε τη χρήση µικρών όγκων διαλυτών. Τα εκχυλίσµατα 

είναι κατά πολύ καθαρότερα σε σχέση µε αυτά που λαµβάνονται από άλλες µεθόδους, οπότε  

συνήθως παρακάµπτεται το στάδιο του καθαρισµού (Camel, 2000).   

Το κύριο µειονέκτηµα της µεθόδου είναι ο πολύ ακριβός εξοπλισµός της, ενώ η παρουσία 

νερού στα δείγµατα καθώς και η ύπαρξη συστατικών του υποστρώµατος που συνεκχυλίζονται 

είναι δυνατόν να παρεµποδίσουν τη λειτουργία του (Camel, 2000).   

 

3.4 Καθαρισµός εκλουσµάτων  

Πολύ συχνά τα εκχυλίσµατα, ιδίως όταν τα αρχικά δείγµατα περιέχουν υψηλό ποσοστό 

οργανικού φορτίου, καθαρίζονται µε διάφορες, ως επί το πλείστον απλές, µεθόδους ώστε να 

αποµακρυνθούν οι χουµικές και φουλβικές ενώσεις οι οποίες δηµιουργούν προβλήµατα κατά την 

ανάλυση (Hennion, 1999). Ο καθαρισµός των εκλουσµάτων λοιπόν πραγµατοποιείται µε: 

 στήλες διαπέρασης πηκτής, florisil, πηκτής πυριτίου, αλουµίνας και αµινοπρόπυλο-στήλες 

(Tóth et al., 1996; Biselli et al., 2000; Albanis et al., 2002; Bowman et al., 2003). Ο 

καθαρισµός µε τον τρόπο αυτό αυξάνει την πολυπλοκότητα, το χρόνο και το κόστος 

ανάλυσης. Ο καθαρισµός µε υλικά κανονικής φάσης (florisil, silica, alumina) προϋποθέτει 

τη διάλυση του ξηρού εκλούσµατος σε κάποιον οργανικό διαλύτη όπως εξάνιο ή 

ισοοκτάνιο, στους οποίους η διαλυτότητα πολικών φυτοφαρµάκων είναι περιορισµένη 

(Hennion, 1999),   

 χρήση δύο στηλών αντίστροφης φάσης σε σειρά (Dupas et al, 1996; Van der Heeft, 2000). 

Π.χ., δύο στήλες C18 και PRP-1 συνδέονται σε σειρά (Dupas et al, 1996), οπότε σηµαντικό 

ποσοστό των παρεµποδιστών συγκρατείται στην πρώτη προστήλη, 
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 χρήση διαλύτη χαµηλής ισχύος έκλουσης (π.χ. 1 mL µίγµατος ακετονιτριλίου/νερού 5/95) 

(Dupas et al, 1996). Με την µέθοδο αυτή µπορεί να παρασυρθεί µέρος των πολικών 

ουσιών, 

 µείωση του όγκου του δείγµατος (π.χ. από 500 στα 200 mL) µειώνει τις παρεµβολές αλλά 

και τον βαθµό προσυγκέντρωσης όλων των φυτοφαρµάκων (Dupas et al, 1996), 

 προσθήκη µεθανόλης στο δείγµα (π.χ. 10 % v/v) που µειώνει το αρχικό «κύρτωµα», που 

παρατηρείται συνήθως στα χρωµατογραφήµατα, αλλά και τις ανακτήσεις των πολικότερων 

ουσιών (Pichon et al, 1998; Hennion, 1999), 

 προσθήκη Na2SO3 στο υδατικό δείγµα (Masque et al, 1998a; Masque et al, 1998b), 

 αύξηση του pH. Η συγκράτηση των χουµικών ουσιών σε υλικά αντίστροφης φάσης 

αυξάνεται καθώς το pH του διαλύµατος µειώνεται (Reupert et al, 1990; Chiron et al, 1993; 

Onnerfjord et al, 1996; Pichon et al, 1996), πιθανόν λόγω πρωτονίωσης των χουµικών 

ουσιών, 

 για νερό µε εξαιρετικά υψηλό περιεχόµενο σε χουµικά οξέα (Thier and Zeumer, 1992) 

πραγµατοποιείται εκχύλιση µε φύσιγγα C18 και έκλουση µε ακετονιτρίλιο. Το 

ακετονιτρίλιο εξατµίζεται έως ξηρού, το ξηρό υπόλειµµα παραλαµβάνεται µε 

διχλωροµεθάνιο. Το διχλωροµεθάνιο εκχυλίζεται µε ρυθµιστικό διάλυµα pH=10, 

παραλαµβάνεται η οργανική φάση και εξατµίζεται έως ξηρού, 

 χρήση υλικών ανοσοσυγγένειας και πολυµερή µε εξειδικευµένα σηµεία αναγνώρισης για 

συγκεκριµένα µόρια (Hennion, 1999; Bruzzoniti et al, 2000; Matsui et al, 2000; Pichon, 

2000). Τα υλικά αυτά εµφανίζουν καλή απόδοση κατά την εκχύλιση και τον καθαρισµό 

σύνθετων δειγµάτων, λόγω µεγάλης εκλεκτικότητας. Προσροφητικά υλικά που εµποδίζουν 

την πρόσβαση µεγαλοµορίων στο εσωτερικό των πόρων (restricted access materials) όπως 

για παράδειγµα τα αλκυλο-διολ-υλικά (Onnerfjord et al, 1996; Hennion, 1999) είναι 

αποτελεσµατικά για τον καθαρισµό του δείγµατος, δεν συγκρατούν όµως πολικές ουσίες. 

 

3.5 Τεχνικές προσδιορισµού οργανικών ουσιών στα εκχυλίσµατα 

Η ανάλυση των εκχυλισµάτων των δειγµάτων, υδατικών και στερεών, για την ανίχνευση 

οργανικών ουσιών πραγµατοποιείται συνήθως χρωµατογραφικά. 

 Η χρωµατογραφία είναι µια τεχνική συνεχούς κατανοµής των συστατικών ενός µίγµατος 

µεταξύ δύο φάσεων. Η µία φάση καλείται στατική, διότι παραµένει σταθερή, ενώ η άλλη 
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καλείται κινητή, καθώς διέρχεται µέσα ή πάνω από την επιφάνεια της στατικής φάσης. Λόγω της 

σχετικής κίνησης της µιας φάσης ως προς την άλλη, οι στιγµιαίες συγκεντρώσεις καθώς και οι 

αντίστοιχες στιγµιαίες χηµικές ισορροπίες των υπό διαχωρισµό ουσιών διαρκώς µεταβάλλονται. 

Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσµα να µετατοπίζονται οι κατανοµές συγκέντρωσης προς την 

κατεύθυνση κίνησης της κινητής φάσης µε διαφορετική όµως ταχύτητα για κάθε ουσία (Pecsok 

et al., 1980). 

 Ανάλογα µε το είδος της κινητής φάσης η χρωµατογραφία διακρίνεται σε 

υγροχρωµατογραφία, όταν η κινητή φάση είναι υγρή, και αεριοχρωµατογραφία, όταν η κινητή 

φάση είναι αέρια 

 

3.6 Υγροχρωµατογραφία 

Στην υγροχρωµατογραφία, όπως προαναφέρθηκε, η κινητή φάση είναι υγρή (συνήθως µίγµα 

οργανικού διαλύτη και νερού) ενώ η στατική φάση είναι ένα πορώδες υλικό (Pecsok et al., 

1980). 

 Ανάλογα µε το είδος της στατικής φάσης και το µηχανισµό χάρις τον οποίο 

πραγµατοποιείται ο διαχωρισµός των ουσιών που υπάρχουν σε ένα δείγµα, διακρίνονται τα 

παρακάτω είδη υγροχρωµατογραφίας (Pecsok et al, 1980; Meyer, 1994, Μέγκουλας, 2004): 

 Χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης, όπου η στατική φάση είναι µη πολική ενώ η κινητή 

είναι πολική ή πολικότερη της στατικής. Ο διαχωρισµός των ουσιών βασίζεται σε 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, στην κατανοµή ή την προσρόφηση της ουσίας στη στατική 

φάση. Επιπλεόν µπορεί να επιτευχθεί µε το µηχανισµό της καταστολής ιόντος ή το 

µηχανισµό ζεύγους ιόντων.   

 Χρωµατογραφία κανονικής φάσης, όπου η στατική φάση είναι πολικότερη από την κινητή. 

Στην περίπτωση αυτή τα µόρια της ουσίας ανταγωνίζονται την κινητή φάση καθώς 

προσπαθούν να αντικαταστήσουν τα προσροφηµένα στη στατική φάση µόριά της. Σε 

κάποιες περιπτώσεις όταν απαιτείται διαχωρισµός ιδιαίτερα πολικών ουσιών, όπως 

σάκχαρα ή πεπτίδια, η κινητή φάση περιέχει µεγάλο ποσοστό νερού το οποίο σχηµατίζει 

ένα επιφανειακό στρώµα πάνω από τη στατική φάση. Έτσι ο διαχωρισµός των ουσιών 

οφείλεται στην κατανοµή τους µεταξύ της κινητής φάσης και στο εµπλουτισµένο µε νερό 

επιφανειακό στρώµα της στατικής φάσης. 
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 Χρωµατογραφία ιοναντανταλλαγής (ion-exchange chromatography) όπου η στατική φάση 

είναι ένα στερεό πολυµερές που φέρει ιονισµένες δραστικές οµάδες, χηµικά προσδεδεµένες 

και έχει µηδαµινή διαλυτότητα στην κινητή φάση. Ο διαχωρισµός πραγµατοποιείται χάρις 

τις αλληλεπιδράσεις των ιοντικών ουσιών του δείγµατος µε τις αντίθετου φορτίου 

ιονισµένες δραστικές οµάδες της στατικής φάσης. 

 Χρωµατογραφία κατανοµής όπου η στατική φάση αποτελείται από ένα πορώδες υλικό 

(συνήθως πηκτή διοξειδίου του πυριτίου) το οποίο περιβάλλεται από µια υγρή στοιβάδα. 

 Χρωµατογραφία αποκλεισµού είτε κατά µέγεθος είτε αποκλεισµού ιόντος. Στην πρώτη 

περίπτωση η στατική φάση είναι ένα πορώδες υλικό και ο διαχωρισµός πραγµατοποιείται 

ανάλογα µε το µέγεθος των πόρων του και το µοριακό βάρος των ουσιών. Στη δεύτερη, η 

στατική φάση περιέχει δραστικές οµάδες ίδιου φορτίου µε το φορτίο των υπό διαχωρισµό 

ιόντων και χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό ιόντων ασθενών οξέων ή βάσεων. 

 

3.6.1 Οργανολογία συστήµατος υγροχρωµατογραφίας 

Ένα τυπικό σύστηµα υγροχρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης αποτελείται από τα εξής τµήµατα: 

 τα δοχεία παροχής κινητής φάσης, η σύσταση της οποίας µπορεί να µεταβάλλεται 

(βαθµωτή έκλουση) ή να παραµένει σταθερή (ισοκρατική έκλουση) καθ’ όλη τη διάρκεια 

της χρωµατογραφικής ανάλυσης, 

 το τµήµα απαέρωσης της κινητής φάσης η οποία πραγµατοποιείται, µε διέλευση αερίου 

ηλίου, µε ανάπτυξη υποπίεσης, µε χρήση υπερήχων ή χρήση ηµιπερατών µεµβρανών, 

 την αντλία, η οποία προωθεί µε επιλεγµένη ταχύτητα ροής την κινητή φάση,  

 τον εισαγωγέα, ο οποίος αποτελείται από βρόγχο καθορισµένου ή µεταβλητού όγκου και 

µπορεί να συνδεθεί µε σύστηµα αυτόµατου δειγµατολήπτη, 

 τη στήλη ανάλυσης, 

 το θερµοστατούµενο θάλαµο θέρµανσης στηλών, 

 το σύστηµα παραγωγοποίησης, για τις περιπτώσεις στις οποίες οι εξεταζόµενες ουσίες 

εµφανίζουν µικρό συντελεστή απόκρισης για τον χρησιµοποιούµενο ανιχνευτή, 

 τον ανιχνευτή,  

 το σύστηµα ελέγχου, το λογισµικό επεξεργασίας και τη µονάδα αποθήκευσης των 

δεδοµένων.  

 



 61

3.6.2 Αντλίες συστηµάτων υγροχρωµατογραφίας  

Οι αντλίες των συστηµάτων υγροχρωµατογραφίας διακρίνονται σε αντλίες σταθερού όγκου και 

σταθερής πίεσης. Για αναλυτικούς σκοπούς χρησιµοποιούνται αποκλειστικά αντλίες σταθερού 

όγκου οι οποίες µπορεί να είναι τύπου σύριγγας ή παλινδροµικών πιστονιών (Katz et al., 1998). 

Τα βασικότερα ποιοτικά χαρακτηριστικά των αντλιών είναι η σταθερή και ακριβής 

ταχύτητα παροχής της κινητής φάσης και η ακριβής σύσταση των διαλυτών στην περίπτωση της 

βαθµωτής έκλουσης ή της ανάµιξης διαλυτών (Kele and Guiochon, 1999). 

Αντλίες τύπου σύριγγας. Η λειτουργία τους βασίζεται στη µηχανικά ελεγχόµενη κίνηση 

ενός πιστονιού µε σταθερή ταχύτητα, το οποίο βρίσκεται µέσα σε θάλαµο σταθερού όγκου. Η 

αστάθεια όµως του παρεχόµενου όγκου διαλυτών σε υψηλές πιέσεις εξαιτίας της συµπιεστότητας 

των διαλυτών, ο πεπερασµένος ολικός όγκος που µπορεί να αντληθεί, καθώς και το µεγάλο 

κόστος τους είχαν ως αποτέλεσµα τον περιορισµό της χρήσης τους στη χρωµατογραφία 

υπερκρίσιµων ρευστών και στις τριχοειδείς στήλες (Katz et al., 1998). 

Αντλίες παλινδροµικών πιστονιών. Στις αντλίες αυτού του τύπου ένα πιστόνι κινείται 

παλινδροµικά µέσα σε ένα θάλαµο όγκου 10-400 µL ο οποίος αποτελείται από δύο βαλβίδες µια 

εισόδου και µια εξόδου. Όταν το πιστόνι αποµακρύνεται από το θάλαµο δηµιουργείται υποπίεση 

η οποία συνεπάγεται ενεργοποίηση της βαλβίδας εισόδου οπότε εισέρχεται κινητή φάση µέσα 

στο θάλαµο. Στη συνέχεια το πιστόνι εισέρχεται στο θάλαµο οπότε ανοίγει η βαλβίδα εξόδου η 

οποία ενεργοποιείται από την αύξηση της πίεσης. Όταν η αντλία είναι µονοπίστονη 

παρουσιάζεται µεγάλη παλµικότητα στην παροχή κινητής φάσης. Το πρόβληµα αυτό 

αντιµετωπίζεται µε τη χρήση δύο θαλάµων είτε παράλληλων, µε αντίθετη κίνηση πιστονιών, είτε 

σε σειρά. Στην πρώτη περίπτωση, εξαιτίας της αντίθετης κίνησης των δύο πιστονιών παράγονται 

δύο αντίθετα πρότυπα ροής, το άθροισµα των οποίων παρουσιάζει σηµαντικά µικρότερο βαθµό 

παλµικότητας. Κατά τη δεύτερη περίπτωση, ο δεύτερος βοηθητικός θάλαµος που τοποθετείται, 

δεν έχει βαλβίδες εισόδου και εξόδου ενώ το πιστόνι του και εδώ έχει αντίθετη αλλά µικρότερη 

κίνηση από το κύριο πιστόνι (Katz et al., 1998). 

Το κύριο πλεονέκτηµα αυτού του τύπου αντλιών είναι η δυνατότητα συνεχούς παροχής 

κινητής φάσης. Μικροµεταβολές στις υψηλές πιέσεις λειτουργίας του συστήµατος µπορεί να 

προκαλέσουν µικροµεταβολές στην ταχύτητα παροχής κινητής φάσης, πρόβληµα όµως που 

αντιµετωπίζεται µε την τοποθέτηση ελεγκτή πίεσης ώστε να διατηρείται η πίεση σταθερή στο 

τµήµα της αντλίας (Katz et al., 1998).  
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3.6.3 Χρωµατογραφικές στήλες 

Η επιλογή της κατάλληλης αναλυτικής στήλης σε συνδυασµό µε τη σωστή κινητή φάση 

αποτελούν βασική προϋπόθεση για το βέλτιστο διαχωρισµό των ουσιών-στόχων κατά τη 

χρωµατογραφική ανάλυση. Οι χρωµατογραφικές στήλες ταξινοµούνται µε βάση τις διαστάσεις 

τους και µε βάση το πληρωτικό τους υλικό. 

 

3.6.3.1 ∆ιαστάσεις χρωµατογραφικών στηλών 

Για αναλυτικούς σκοπούς χρησιµοποιούνται συνήθως χρωµατογραφικές στήλες µε εσωτερικές 

διαµέτρους 4 ή 4,6 mm. Η χρήση στηλών µικρότερης διαµέτρου προσφέρει χαµηλότερα όρια 

ανίχνευσης και µειωµένη χρήση διαλυτών, αλλά απαιτεί πολύ µικρές ροές οι οποίες για να 

επιτευχθούν απαιτούνται ειδικές αντλίες υψηλής ακρίβειας και άρα υψηλού κόστους (Majors, 

1998). 

Τα συνηθεσµένα µήκη στηλών είναι 5, 10, 15 ή 25 cm ενώ η διάµετρος των σωµατιδίων 

πλήρωσης είναι σήµερα 5 µm. Στήλες µε µικρότερα σωµατίδια (<3 µm) αυξάνουν τη 

διαχωριστικότητα αλλά είναι πολύ ευαίσθητες (φράζουν πολύ εύκολα) και επιρρεπείς στις 

αυξηµένες πιέσεις (Majors, 1998). Τα σωµατίδια πλήρωσης µπορεί να είναι εξ’ ολοκλήρου 

πορώδη ή αδρανή σφαιρίδια µε επιφανειακό στρώµα πορώδους ενεργού υλικού (porous layer 

beads) (Meyer, 1994). 

Το υλικό κατασκευής των χρωµατογραφικών στηλών είναι συνήθως ατσάλι (κράµα 

χρωµίου-νικελίου-µολυβδαινίου) ώστε να αντέχουν στις υψηλές πιέσεις λειτουργίας του 

συστήµατος και στη χηµική διάβρωση. Για την προστασία των στηλών από επιβαρηµένα 

δείγµατα, τοποθετείται στην αρχή τους προστήλη µικρού µήκους η οποία έχει το ίδιο πληρωτικό 

υλικό µε τη στήλη (Meyer, 1994). 

 

3.6.3.2 Υλικά χρωµατογραφικών στηλών 

 

Πηκτή του οξειδίου του πυριτίου 

Το συνηθέστερο πληρωτικό υλικό των χρωµατογραφικών στηλών είναι η πηκτή του οξειδίου του 

πυριτίου (SiO2) (Meyer, 1994). 
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Όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.4, η επιφάνεια της πηκτής αποτελείται από δίκτυο µονών 

σιλανολικών οµάδων, σιλανοδιολών, συζευγµένων µε δεσµούς υδρογόνου σιλανολών, 

εσωτερικών σιλανολικών οµάδων, γεφυρών σιλοξανίου και δεσµευµένου νερού µε δεσµούς 

υδρογόνου (Legrand, 1998). 

 

 

Σχήµα 3.4 Τύποι δραστικών οµάδων πηκτής του οξειδίου του πυριτίου. α: γέφυρα σιλοξανίου, β: 

ελεύθερη σιλανόλη, γ: σιλανοδιόλη, δ: συζευγµένες σιλανόλες. 

 

Το µέγεθος των πόρων κυµαίνεται µεταξύ 5 και 15 nm, στις συµβατικές στήλες, ενώ για 

το διαχωρισµό βιοπολυµερών είναι της τάξης των 30 nm. Αποφεύγεται η χρήση πόρων µεγέθους 

<2 nm λόγω φαινόµενων ισχυρής προσρόφησης και αποκλεισµού κατά µέγεθος που µπορεί να 

εµφανιστούν παρόλο που αυξάνεται η διαχωριστικότητα  (Legrand, 1998).   

Τα κύρια µειονεκτήµατα των πληρωτικών υλικών αυτού του τύπου είναι η υψηλή 

διαλυτότητα που παρουσιάζουν σε βασικό περιβάλλον και η υδρόλυση των χηµικά 

τροποποιηµένων υλικών σε ισχυρά όξινο περιβάλλον. Για την αντιµετώπιση αυτών των 

προβληµάτων έχουν αναπτυχθεί σήµερα εναλλακτικές στατικές φάσεις από άλλα ανόργανα 

οξείδια µε βασικότερα τα οξείδια του αργιλίου, του τιτανίου και του ζιρκονίου. Όµως τα υλικά 

αυτά, παρόλη τη σταθερότητά τους σε ακραίες τιµές του pH, έχουν πολύπλοκο και δύσκολα 

ρυθµιζόµενο µηχανισµό ανάσχεσης και µη ικανοποιητική επαναληψιµόητα µε αποτέλεσµα να 

βρίσκουν περιορισµένη εφαρµογή (Pesek and Matysak, 2002). 

 

Χηµικά τροποποιηµένη πηκτή του οξειδίου του πυριτίου 

Η πηκτή του οξειδίου του πυριτίου συχνά τροποποιείται χηµικά ώστε να αυξηθεί η απόδοσή της. 

Μέσω προσθήκης διαφόρων αντιδραστηρίων και αντιδράσεων που ακολουθούν, οι επιφανειακές 
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οµάδες –OH αντικαθίστανται από διάφορους υποκαταστάτες. Η τροποποίηση αυτή έχει ως 

αποτέλεσµα το τελικό πληρωτικό υλικό να παρουσιάζει πολύ πιο βελτιωµένες και εξειδικευµένες 

ιδιότητες (Mayer, 1994). Στον Πίνακα 3.1 παρουσιάζονται οι πιο κοινοί υποκαταστάτες καθώς 

και οι µηχανισµοί διαχωρισµού που λαµβάνουν χώρα µε τη χρήση τους (Μέγκουλας, 2004) . 

 

Πίνακας 3.1 Υποκαταστάτες της χηµικά τροποποιηµένης πηκτής του οξειδίου του πυριτίου και ο 

µηχανισµός διαχωρισµου στον οποίο ανταποκρίνονται. 

Οµάδα Υποκαταστάτης Μηχανισµός διαχωρισµού 

Αλκύλιο -CH3 

-C4H9 

-C8H17 

-C18H37 

-C30H61 

Αντίστροφης φάσης 

Φθοροαλκύλιο -(CH2)2(CF2)5CF3 

-(CH2)2C(CF3)2C3F7 

Αντίστροφης φάσης 

Φαινύλιο -C6H5 

-C6F5 

Αντίστροφης φάσης 

Κυάνιο -(CH2)3CN Κανονικής και Αντίστροφης 

φάσης 

Άµινο -(CH2)3NH2 Κανονικής και Αντίστροφης 

φάσης και ασθενούς 

ιονανταλλαγής 

∆ιόλη -

(CH2)3OCH2CH(OH)CH2(OH)

Κανονικής φάσης και 

αποκλεισµού κατά µέγεθος 

Αµίδιο -(CH2)3NHCOC13H27 Αντίστροφης φάσης 

Καρβαµίδιο -(CH2)3OCONHC8H17 Αντίστροφης φάσης 

Σουλφονικό οξύ -(CH2)3SO3H 

-C6H4SO3H 

-(CH2)3C6H4SO3H 

Ισχυρής κατιονανταλλαγής 
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Συνέχεια Πίνακα 3.1 

Οµάδα Υποκαταστάτης Μηχανισµός διαχωρισµού 

Καρβοξυλικό οξύ -(CH2)3OCH2COOH 

-(CH2)3COOH 

-(CH2)3C6H4CH2COOH 

Ασθενούς κατιονανταλλαγής 

∆ιµεθυλαµίνη -(CH2)3N(CH3)2 Ασθενούς ανιονανταλλαγής 

Τεταρτογενής 

αµίνη 

-(CH2)3N+(CH3)3 Ισχυρής ανιονανταλλαγής 

 

Οι αντιδράσεις που συνήθως λαµβάνουν χώρα για την παρασκευή χηµικά 

τροποποιηµένης πηκτής του οξειδίου του πυριτίου είναι: 

 η αντίδραση µονοδραστικού οργανοσιλανίου (Cl-Si-R2R΄) µε σιλανολικές οµάδες (-Si-OH) 

που οδηγεί στο σχηµατισµό δεσµού σιλοξανίου (-Si-O-Si-R2R΄) 

 η αντίδραση πρώτα πολυµερισµού τριδραστικού οργανοσιλανίου (Cl3-Si-R) και στη 

συνέχεια πρόσδεση του παραγόµενου πολυµερούς στην επιφάνεια της πηκτής οξειδίου του 

πυριτίου (κάθετος πολυµερισµός) 

 η αντίδραση πολυµερισµού τριδραστικού οργανοσιλανίου (Cl3-Si-R) κατευθείαν στην 

επιφάνεια της πηκτής οξειδίου του πυριτίου (επιφανειακός ή οριζόντιος πολυµερισµός) 

 η αντίδραση αρχικά υδρόλυσης του τριαιθυλοσιλανίου (C2H5O)3SiH και στη συνέχεια 

αντίδραση των παραγόµενων προϊόντων µε τις σιλανολικές οµάδες που οδηγεί στο 

σχηµατισµό υδριδίου του πυριτίου (-Si-O-Si-H) το οποίο έπειτα αντιδρά µε ακραίες 

ολεφίνες οπότε σχηµατίζεται δεσµός άνθρακα - πυριτίου (-Si-O-Si-R) (Sander and Wise, 

1995; Sander et al., 1999; Li et al., 2000). 

Η χηµικά τροποποιηµένη πηκτή οξειδίου του πυριτίου εµφανίζει µεγάλη αστάθεια σε 

τιµές pH <2 (υδρόλυση των δεσµών σιλοξανίου) και >8 (καταστροφή της δοµής οξειδίου του 

πυριτίου) ενώ παρόλη την επεξεργασία ένα ποσοστό των επιφανειακών οµάδων –ΟΗ παραµένει 

ελεύθερο προκαλώντας προβλήµατα στη χρωµατογραφική ανάλυση καθώς προσδίδει 

πολικότητα στη στατική φάση του συστήµατος. Το πρόβληµα αυτό αντιµετωπίζεται µε 

περαιτέρω επεξεργασία για την κάλυψη των άκρων (endcapping), συνήθως µε 

τριµεθυλοχλωροσιλοξάνιο και εξαµεθυλοδισιλαζίνη (Meyer, 1994).  
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H αστάθεια σε ακραίες τιµές του pH περιορίζεται µε τη χρήση οργανοσιλανικών 

αντιδραστηρίων που φέρουν µεγάλες πλευρικές οµάδες (-ισοπροπυλο ή –ισοβουτυλο) 

(προστασία σε χαµηλό pH) ή χρήση πληρωτικού υλικού το οποίο αποτελείται από συσσωµάτωση 

κολλοειδών σωµατιδίων πηκτής οξειδίου του πυριτίου και χαρακτηρίζονται από µικρή 

ποροσιµότητα και άρα µικρή ενεργό επιφάνεια (προστασία σε υψηλό pH) (Kirkland and 

Henderson, 1994; Kirkland et al., 1997). 

   

Πολυµερή υλικά 

Τα πολυµερή υλικά που χρησιµοποιούνται για την πλήρωση των χρωµατογραφικών στηλών 

διακρίνονται σε µακροπορώδη πολυµερή και πολυµερή τύπου πηκτής. 

Μακροπορώδη πολυµερή. Σχηµατίζονται µε ταυτόχρονο πολυµερισµό στυρενίου και 

διβινυλοβενζολίου. Ένας διαλύτης αναµίξιµος µε τα µονοµερή, µη αναµίξιµος µε το νερό και 

φτωχός για το τελικό πολυµερές προστίθεται στο µίγµα των µονοµερών και κατά τη διάρκεια του 

πολυµερισµού δηµιουργεί σταγονίδια µέσα στο πολυµερές, µε αποτέλεσµα το τελικό προϊον να 

εµφανίζει µεγάλου µεγέθους πόρους. Η παρουσία του διβινυλοβενζολίου προκαλεί διαδικτύωση 

(cross-linking) του τελικού πολυµερούς σε ποσοστό ανόλογο µε τη συγκέντρωσή του στο αρχικό 

µίγµα. Τα µακροπορώδη πολυµερή περιέχουν τουλάχιστον 20 % διβινυλοβενζόλιο, µέγεθος 

σωµατιδίων από 5 ως 20 µm, µέγεθος πόρων από 2 ως 400 nm και ενεργό επιφάνεια από 50 ως 

500 m2 g-1  (Lee, 1988). 

Πολυµερή τύπου πηκτής. Τα υλικά αυτά σχηµατίζονται από τον ταυτόχρονο πολυµερισµό 

στυρενίου και διβινυλοβενζολίου παρουσία όµως καταλύτη βενζυλοϋπεροξειδίου. Το ποσοστό 

του διβινυλοβενζολίου µπορεί να κυµαίνεται από 4 ως 12 %. Ποσοστό µικρότερο από 4 % 

συνεπάγεται ασταθείς ρητίνες κατά τη ροή της κινητής φάσης, ενώ µεγαλύτερο από 12 % 

δηµιουργεί φαινόµενα αποκλεισµού (Lee, 1988). 

 Τα πολυµερή υλικά είναι σταθερά για εύρος τιµών pH 1-13 και χρησιµοποιούνται στις 

περιπτώσεις εκείνες όπου απαιτείται η ρύθµιση του pH της κινητής φάσης σε ακραίες τιµές 

(Majors, 1998). Στο Σχήµα 3.5 φαίνεται το πολυµερές υλικό στυρενίου-διβινυλοβενζολίου.  
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Σχήµα 3.5 Πολυµερές πληρωτικό υλικό χρωµατογραφικών στηλών στυρενίου-

διβινυλοβενζολίου. 

 

Ανόργανα οξείδια µε επικάλυψη πολυµερών 

Τα υλικά αυτά µπορεί να είναι είτε σωµατίδια µε επιφανειακή κάλυψη πολυµερούς είτε σύνθετα 

σωµατίδια ή αλλιώς σωµατίδια υψηλής διάχυσης.  

Σωµατίδια µε επιφανειακή κάλυψη πολυµερούς. Στην περίπτωση αυτή, πραγµατοποιείται 

επιφανειακός πολυµερισµός κατά τον οποίο ένα λεπτό στρώµα πολυµερούς ακινητοποιείται 

πάνω στην επιφάνεια ενός ανόργανου οξειδίου µέσω αντίδρασης µε ελεύθερες ρίζες ή ανάπτυξης 

χηµικών δεσµών ανάµεσα στο πολυµερές και τις σιλανολικές ή άλλες προστιθέµενες δραστικές 

οµάδες (Braekeleer et al., 1999).  

Σύνθετα σωµατίδια ή σωµατίδια υψηλής διάχυσης. Για τη δηµιουργία αυτών των 

σωµατιδίων ένα ηµιπαρασκευασµένο πολυµερές, πολυµερίζεται  εκ νέου µέσα στους πόρους του 

ανόργανου οξειδίου (Wang et al., 2000). 

 
Πορώδης γραφίτης 

Στην περίπτωση αυτή πάνω σε σωµατίδια οξειδίου του πυριτίου αποτίθονται οργανικά µονοµερή 

τα οποία στη συνέχεια µετατρέπονται σε γραφίτη µε ταυτόχρονη διαλυτοποίηση του οξειδίου του 

πυριτίου. Τα παραγόµενα σωµατίδια έχουν µέγεθος 5-7 µm, µέση διάµετρο πόρων 25 nm και 

ενεργό επιφάνεια 100-120 m2 g-1 (Hennion, 2000).  
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Μη πορώδη σωµατίδια 

Τα µη πορώδη σωµατίδια, τα οποία βρίσκουν κυρίως εφαρµογή στην ανάλυση βιοπολυµερών, 

έχουν διάµετρο 1-5 µm και ενεργό επιφάνεια  0,5-3 m2 g-1. Η έλλειψη πόρων έχει ως αποτέλεσµα 

τη γρηγορότερη µεταφορά µάζας (Chen and Horvath, 1995). Τα υλικά αυτά έχουν περιορισµένη 

εφαρµογή καθώς τα µικρά τους σωµατίδια αυξάνουν την πίεση κατά την ανάλυση. Το πρόβληµα 

µπορεί να αντιµετωπιστεί µε χρήση στηλών µικρότερου µήκους και χαµηλότερες ροές κινητής 

φάσης όµως αυτό συνεπάγεται εισαγωγή µικρότερου όγκου δείγµατος λόγω µικρότερης 

χωρητικότητας της στήλης (Issaeva et al., 1999). 

 

Μονόλιθοι 

Τα πληρωτικά υλικά αυτού του τύπου αποτελούνται από ένα συνεχές πορώδες υλικό και 

παρασκευάζονται µε: 

 Συµπολυµερισµό υδατοδιαλυτών µονοµερών, όπως είναι τα ακρυλαµίδια, παρουσία 

ανόργανων αλάτων, 

 Συµπολυµερισµό οργανικών µονοµερών, όπως είναι το στυρένιο και το διβινυλοβενζόλιο, 

παρουσία πορογενετικού αντιδραστηρίου, 

 Ράβδους σωµατιδίων οξειδίου του πυριτίου, οι οποίοι αποτελούνται από ένα συνεχές 

δίκτυο πόρων,   

 Συσσωµάτωση σωµατιδίων οξειδίου του πυριτίου τα οποία αιωρούνται µέσα σε ένα 

κολλώδες διάλυµα οξειδίου του πυριτίου  

Πρόκειται για υλικά που µόλις την τελευταία δεκαετία εισήχθησαν στην αγορά και τα 

οποία µέχρι στιγµής τουλάχιστον δεν πλεονεκτούν σηµαντικά έναντι των συµβατικών 

πληρωτικών υλικών που χρησιµοποιούνται (Gusev et al., 1999; Liao, 2000; Nakanishi et al., 

2000; Ratnayake et al., 2000). 

 

3.6.4 Θέρµανση χρωµατογραφικών στηλών 

Η θέρµανση της χρωµατογραφικής στήλης είναι συχνά επιθυµητή καθώς συνεπάγεται 

στενότερες κορυφές διαχωρισµού εξαιτίας της αύξησης του αριθµού των θεωρητικών πλακών, Ν 

(Wolcott and Dolan, 1999).  

Οι κλίβανοι που χρησιµοποιούνται για τη θερµοστάτηση της στήλης διακρίνονται σε: 
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 κλιβάνους µε µεταλλικές πλάκες (block-heaters) κατασκευασµένες συνήθως από 

αλουµίνιο, οι οποίες φέρουν εσοχές και πάνω τους τοποθετείται η χρωµατογραφική στήλη. 

Σε αυτού του τύπου κλιβάνους, θερµαίνεται µόνο η στήλη ενώ οι σωληνώσεις και ο 

εισαγωγέας είναι σε θερµοκρασία περιβάλλοντος γεγονός που µπορεί να δηµιουργήσει 

προβλήµατα κατά την ανάλυση εξαιτίας των διευρυµένων κορυφών που παρατηρούνται 

(Wolcott and Dolan, 1999), 

 κλιβάνους θερµαινόµενου αέρα (air bath column heaters), αντίστοιχης λειτουργίας µε τους 

κλιβάνους της αεριοχρωµατογραφίας (Zhu and Dolan, 1996). Στους κλιβάνους αυτούς 

είναι τεχνικά δυνατό να θερµανθούν ταυτόχρονα η στήλη, οι σωληνώσεις και ο 

εισαγωγέας. 

 

3.6.5 Ανιχνευτές 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των διαχωρισµένων ουσιών πραγµατοποιείται κυρίως µε οπτικούς 

ανιχνευτές, ηλεκτροχηµικούς ή µε φασµατόµετρο µαζών. 

Στους οπτικούς ανιχνευτές ανήκουν: 

 Ο φωτοµετρικός ανιχνευτής UV/Vis, η αρχή λειτουργίας του οποίου βασίζεται στην 

ταυτόχρονη κάθετη πρόσπτωση ακτινοβολίας σε δύο κυψελίδες, εκ των οποίων η µια 

περιέχει το έκλουσµα της χρωµατογραφικής στήλης και η άλλη κινητή φάση. Η 

ακτινοβολία η οποία έχει µήκος κύµατος στην περιοχή του ορατού – υπεριώδους µετράται 

από έναν φωτοπολλαπλασιαστή και από τη διαφορά τους υπολογίζεται η απορρόφηση της 

ουσίας (Huber and George, 1993), 

 ο ανιχνευτής συστοιχίας φωτοδιόδων, ο οποίος χρησιµοποιήθηκε και στην παρούσα 

διατριβή, αποτελείται από µια σειρά φωτοδιόδων στο εστιακό επίπεδο ενός 

πολυχρωµάτορα (Huber and George, 1993), (Σχήµα 3.6).  
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Σχήµα 3.6 Πολυδιαυλικό φασµατόµετρο συστοιχίας διόδων  
 
 
 Το έκλουσµα µετά την έξοδό του από τη χρωµατογραφική στήλη ανάλυσης εισέρχεται µε 

τη βοήθεια της κινητής φάσης στην κυψελίδα του ανιχνευτή (Σχήµα 3.7). Η οπτική κυψελίδα 

έχει µήκος 6 mm και όγκο 4,7 µL. Αριστερά και δεξιά της οπτικής κυψελίδας υπάρχουν δύο 

φακοί χαλαζία. Η υπεριώδης ακτινοβολία εκπέµπεται από µια λυχνία δευτερίου και προσπίπτει 

πάνω στην οπτική κυψελίδα. Στη συνέχεια εστιάζεται στον πολυχρωµάτορα και αναλύεται. 

 

 
 

Σχήµα 3.7 Κυψελίδα ανιχνευτή υπεριώδους για HPLC. 
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Οι ανιχνευτές συστοιχίας φωτοδιόδων πλεονεκτούν καθώς είναι δυνατή η µέτρηση της 

απορρόφησης µιας ουσίας σε όλο το φάσµα του ορατού – υπεριώδους σε διαδοχικά χρονικά 

διαστήµατα εποµένως παρέχεται περισσότερη πληροφορία για τη σύσταση του δείγµατος. 

Επειδή λαµβάνεται το φάσµα UV κάθε µιας χρωµατογραφικής κορυφής ξεχωριστά είναι δυνατή 

η επιλογή του βέλτιστου µήκους κύµµατος για την τελική χρωµατογραφική µέθοδο που 

πρόκειται να χρησιµοποιηθεί. Επιπλέον µπορεί να εκτιµηθεί η καθαρότητα της κάθε 

λαµβανόµενης χρωµατογραφικής κορυφής διότι είναι εφικτή η σύγκριση του φάσµατος 

απορρόφησής της µε τα φάσµατα απορρόφησης πρότυπων ουσιών (Snyder et al., 1997). Στο 

Σχήµα 3.8 φαίνονται τα φάσµατα  απορρόφησης  εκλούσµατος µίγµατος κορτιζόνης, 

δεξαµεθαζόνης και κορτικοστερόνης για διαδοχικά χρονικά διάστηµα κατά τη διάρκεια της 

ανάλυσης.  
 
 
 

 

 

Σχήµα 3.8 Φάσµατα απορρόφησης εκλούσµατος µίγµατος τριών στεροειδών ληφθέντα σε 

διαδοχικά χρονικά διαστήµατα των 5 s. 

 

 ο φθορισιµετρικός ανιχνευτής, η λειτουργία του οποίου βασίζεται στην εκποµπή 

δευτερογενούς ακτινοβολίας από διεγερµένη φθορίζουσα ουσία, εξαιτίας της πρόσπτωσης 

πάνω της ακτινοβολίας κατάλληλου µήκους κύµατος. Η πηγή της προσπίπτουσας 
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ακτινοβολίας είναι συνήθως λυχνία δευτερίου (190-400 nm) ή ξένου (200-850 nm) σε 

συνδυασµό µε µονοχρωµάτορες ή φίλτρα ώστε να είναι δυνατή η επιλογή του επιθυµητού 

µήκους κύµατος (Setford and Saini, 2000),  

 ο ανιχνευτής χηµειοφωταύγειας, στην περίπτωση του οποίου η διέγερση της φθορίζουσας 

ουσίας προκαλείται από την ενέργεια που απελευθερώνεται από µια εξώθερµη χηµική 

αντίδραση ή µε κατάλληλη χηµική αντίδραση παράγεται κατευθείαν διεγερµένο µόριο της 

ουσίας (Birks, 1989),  

 ο ανιχνευτής δείκτη διάθλασης, ο οποίος ανάλογα µε τον τρόπο λειτουργίας του διακρίνεται 

σε απόκλισης, ανάκλασης ή συµβολοµετρικό ανιχνευτή. Ο ανιχνευτής τύπου απόκλισης 

βασίζεται στην απόκλιση µιας ακτίνας φωτός, όταν αυτή διέρχεται από τη διηλεκτρική 

µεσεπιφάνεια δύο υλικών το καθένα από τα οποία έχει διαφορετικό δείκτη διάθλασης. Ο 

ανιχνευτής τύπου ανάκλασης ουσιαστικά ανιχνεύει τη µεταβολή της έντασης της 

ακτινοβολίας όταν αυτή διέρχεται από τη διηλεκτρική µεσεπιφάνεια ενός γυάλινου 

πρίσµατος και του εκλούσµατος της αναλυτικής στήλης. Τέλος ο συµβολοµετρικός 

ανιχνευτής στηρίζεται στην αναλογική σχέση που υπάρχει ανάµεσα στην ταχύτητα του 

φωτός, όταν αυτό διέρχεται από ένα υλικό και στο δείκτη διάθλασης του υλικού (Parriott, 

1993). 

Οι ηλεκτροχηµικοί ανιχνευτές διακρίνονται σε αγωγιµοµετρικούς, αµπεροµετρικούς και 

παλµικούς αµπεροµετρικούς. 

 Αγωγιµοµετρικός ανιχνευτής. Η λειτουργία του βασίζεται στην εφαρµογή εναλλασσόµενου 

δυναµικού µεταξύ δύο ηλεκτρόδιων, τα οποία είναι τοποθετηµένα µέσα σε κατάλληλη 

κυψελίδα, καθώς και στη µέτρηση της αντίστασης του εκλούσµατος (Kissinger and 

Heineman, 1995). 

 Αµπεροµετρικός σταθερού δυναµικού και παλµικός αµπεροµετρικός ανιχνευτής. Στον 

αµπεροµετρικό ανιχνευτή σταθερού δυναµικού, πάνω στο ηλεκτρόδιο εργασίας, το οποίο 

είναι τοποθετηµένο µέσα σε κατάλληλη κυψελίδα, οι εκλουόµενες από τη στήλη ουσίες 

ανάγονται ή οξειδώνονται παράγοντας ηλεκτρικό ρεύµα του οποίου η ένταση µετράται υπό 

σταθερό δυναµικό. Η ένταση του ρεύµατος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της ουσίας 

(Kissinger and Heineman, 1995). Ο παλµικός αµπεροµετρικός ανιχνευτής λειτουργεί όπως 

ο αµπεροµετρικός σταθερού δυναµικού, µε τη διαφορά ότι το δυναµικό µεταβάλλεται 

συνήθως µε τη µορφή παλµών τριών σταδίων που είναι: το δυναµικό µέτρησης, υψηλό 
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δυναµικό για τον καθαρισµό της επιφάνειας και αρνητικό δυναµικό για την 

απενεργοποίηση του ηλεκτροδίου µετά την εφαρµογή του υψηλού δυναµικού (LaCourse, 

1997).   

Τέλος το φασµατόµετρο µαζών αποτελεί έναν τύπο ανιχνευτή που εκτός από τον ποσοτικό 

προσδιορισµό µπορεί να δώσει πληροφορίες και για το συντακτικό τύπο µιας ουσίας µέσω του 

ιστογράµµατος σχετικής αφθονίας των ιόντων που παρέχει. Τα ιόντα παράγονται κατά τη 

θραυσµατοποίηση µιας ουσίας υπό συγκεκριµένες συνθήκες. Επειδή το φάσµα µαζών είναι 

χαρακτηριστικό για κάθε ουσία, σε συνδυασµό µε τις συνθήκες θραυσµατοποίησης µπορεί να 

οδηγήσει στον προσδιορισµό του µοριακού βάρους και του συντακτικού τύπου της ουσίας-

στόχο. Τα τµήµατα από τα οποία αποτελείται ένα φασµατόµετρο µαζών είναι το σύστηµα 

διασύνδεσης µε την έξοδο της αναλυτικής στήλης, η πηγή ιόντων που προκαλεί τον ιοντισµό και 

τη θραυσµατοποίηση των ουσιών, ο αναλυτής µαζών στον οποίο διαχωρίζονται τα ιόντα µε βάση 

το λόγο µάζα προς φορτίο (m/z) και ο ανιχνευτής (Gross and Caprioli, 2000). 

 

3.7 Αεριοχρωµατογραφία 

Υπάρχουν δύο τύποι αεριοχρωµατογραφίας: η χρωµατογραφία αερίου-υγρού ή 

αεριοχρωµατογραφία, η οποία είναι και η ευρέως χρησιµοποιούµενη, και η χρωµατογραφία 

αερίου-στερεού, η οποία χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό διαφόρων αερίων (συστατικά του 

αέρα, υδρόθειο, διθειάνθρακας, οξείδια του αζώτου, µονοξείδιο και διοξείδιο του άνθρακα, 

ευγενή αέρια). 

   

3.7.1 Αεριοχρωµατογραφία ή χρωµατογραφία αερίου-υγρού    

Η αεριοχρωµατογραφία βασίζεται στην κατανοµή της υπό εξέταση ουσίας µεταξύ της αέριας 

φάσης και µιας στατικής φάσης, η οποία ουσιαστικά είναι µια υγρή φάση ακινητοποιηµένη στην 

επιφάνεια ενός αδρανούς στερεού (Skoog et al., 2002). 

 Τα βασικά µέρη ενός συστήµατος αεριοχρωµατογραφίας είναι: 

 Φέρον αέριο 

 Εισαγωγέας 

 Στήλη 

 Φούρνος στήλης  
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 Ανιχνευτής 

 

3.7.1.1 Φέρον αέριο 

Το φέρον αέριο που αποτελεί την κινητή φάση, είναι χηµικά αδρανές και συνήθως επιλέγεται 

ανάλογα µε τον τύπο του ανιχνευτή που πρόκειται να χρησιµοποιηθεί. Το ήλιο, το άζωτο και το 

υδρογόνο είναι τα τρία αέρια που κυρίως χρησιµοποιούνται στην αεριοχρωµατογραφία. 

 

3.7.1.2 Εισαγωγή δείγµατος 

Η πιο γνωστή τεχνική έγχυσης δείγµατος είναι η ένεση µε µικροσύριγγα διαµέσου ενός 

αυτοσφραγιζόµενου ελαστικού διαφράγµατος σιλικόνης (septum). Από το στόµιο εισόδου το 

δείγµα εισέρχεται στο χώρο ταχείας εξάτµισης, ο οποίος βρίσκεται στην κεφαλή της στήλης. Στο 

χώρο εξάτµισης η θερµοκρασία που επικρατεί είναι συνήθως 50 oC πάνω από το σηµείο 

βρασµού της λιγότερο πτητικής ουσίας που θεωρητικά εµπεριέχεται στο δείγµα (Skoog et al., 

2002). 

 Ο όγκος του εισαγόµενου δείγµατος εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως είναι η 

ποσότητα του διαθέσιµου δείγµατος, η χωρητικότητα της στήλης και η ευαισθησία του 

ανιχνευτή. Για τις κοινές αναλυτικές στήλες κυµαίνεται από 0,1 ως 20 µL ενώ για τις τριχοειδείς 

από 10-3  ως 10-2 µL (Pecsok et al., 1980). Για την εισαγωγή τόσου µικρού όγκου δείγµατος, 

όπως στην περίπτωση των τριχοειδών στηλών, τοποθετείται πριν τη στήλη ένα σύστηµα 

διαχωρισµού, οπότε µόνο ένας πολύ µικρός όγκος δείγµατος επιτρέπεται να εισέλθει στο 

εσωτερικό της στήλης, ενώ το υπόλοιπο οδηγείται στα απόβλητα (Skoog et al., 2002). 

  

3.7.1.3 Στήλες  

 

Πληρωµένες στήλες  

Οι στήλες αυτές κατασκευάζονται από γυαλί, µέταλλο (ανοξείδωτος χάλυβας, χαλκός, 

αλουµίνιο) ή πλαστικό (Teflon). Έχουν τυπικό µήκος 2-3 m και εσωτερική διάµετρο 2-4 mm. 

Πληρούνται πυκνά µε ένα λεπτά και οµοιόµορφα κονιοποιηµένο πληρωτικό υλικό, το λεγόµενο 

υλικό στήριξης το οποίο καλύπτεται µε ένα λεπτό στρώµα στατικής φάσης πάχους από 0,05 ως 1 
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µm. Για την ευκολότερη τοποθέτησή τους στο θερµοστατούµενο φούρνο λυγίζονται σε σπείρες  

ή σε σχήµα U ή W (Skoog et al., 2002). 

Τα πλεονεκτήµατα των πληρωµένων στηλών είναι το χαµηλό κόστος κατασκευής τους, η 

µεγάλη τους χωρητικότητα, ο µεγάλος χρόνος ζωής τους και οι καταλληλότητά τους για 

δύσκολους διαχωρισµούς (Pecsok et al., 1980).  

 
Υλικό στήριξης 

Το υλικό στήριξης της πληρωµένης στήλης συγκρατεί τη στατική φάση µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

εκτίθεται όσο το δυνατόν µεγαλύτερη επιφάνειά της στην κινητή φάση. Το υλικό στήριξης 

θεωρείται ιδανικό όταν αποτελείται από µικρά, οµοιόµορφα και σφαιρικά σωµατίδια τα οποία 

διαθέτουν ειδική επιφάνεια τουλάχιστον 1 m2 g-1, µέγεθος από 149 ως 260 µm και παρουσιάζουν 

καλή µηχανική αντοχή. Επιπλέον θα πρέπει το υλικό να είναι θερµικά σταθερό, χηµικά αδρανές 

και να διαβρέχεται από την υγρή φάση ώστε η τελευταία να διασκορπίζεται σα λεπτή στοιβάδα 

µε οµοιόµορφο πάχος. Επειδή δεν υπάρχει κάποια ουσία που να διαθέτει ταυτόχρονα όλες τις 

παραπάνω ιδιότητες, σήµερα το υλικό στήριξης παρασκευάζεται από γη των διατόµων (υαλώδεις 

θήκες νεκρών διατόµων που αποθέτονται στο βυθό σχηµατίζοντας πυριτικό ίζηµα) (Skoog et al., 

2002). 

 

Υγρή στατική φάση 

Η ακινητοποιηµένη υγρή φάση σε µια χρωµατογραφική στήλη για να είναι επιθυµητή θα πρέπει 

να παρουσιάζει χαµηλή πτητικότητα, χηµική αδράνεια και χαρακτηριστικά διαλύτη τα οποία 

οδηγούν σε ικανοποιητικό διαχωρισµό. Οι υπό εξέταση ουσίες θα πρέπει να παρουσιάζουν 

διαφορετικές σταθερές κατανοµής ως προς το ακινητοποιούµενο υγρό ώστε να είναι εφικτός ο 

διαχωρισµός τους, ενώ παράλληλα θα πρέπει η πολικότητά τους να είναι συµβατή µε αυτή του 

ακινητοποιούµενου υγρού (Skoog et al., 2002). Στον Πίνακα 3.2 παρουσιάζονται οι πιο ευρέως 

χρησιµοποιούµενες υγρές φάσεις, κατά σειρά αυξανόµενης πολικότητας, για πληρωµένες (αλλά 

και ανοικτές) χρωµατογραφικές στήλες και είναι ικανές για την ανάλυση του 90 % (ή και 

περισσότερο) των πιθανών δειγµάτων που θα πρέπει να αναλυθούν µε την τεχνική της 

αεριοχρωµατογραφίας.        
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Πίνακας 3.2 Ευρέως χρησιµοποιούµενες υγρές φάσεις στηλών αεριοχρωµατογραφίας.  

Υγρή φάση Μέγιστη θερµοκρασία (oC) Κύριες εφαρµογές 

Πολυδιµεθυλοσιλοξανιο 350 Μη πολική φάση γενικής 

χρήσης, υδρογονάνθρακες, 

πολυαρωµατικά, φάρµακα, 

στεροειδή, PCB’s 

Πολυ(φαινυλοµεθυλοδιµεθυλο) 

σιλοξανιο (10 % σε φαινύλια) 

350 Μεθυλεστέρες λιπαρών 

οξέων, αλκαλοειδή, 

φάρµακα, αλογονούχες 

ενώσεις  

Πολυ(φαινυλοµεθυλο) σιλοξανιο 

(50 % σε φαινύλια) 

250 Φάρµακα, 

στεροειδή,φυτοφάρµακα, 

γλυκόλες  

Πολυ(τριφθοροπροπυλοδιµεθυλο) 

σιλοξάνιο 

200 χλωριωµένες αρωµατικές 

ενώσεις, νίτροαρωµατικές 

ενώσεις, αλκυλοπαράγωγα 

βενζολίου 

Πολυ(αιθυλενογλυκόλη) 250 Ελεύθερα οξέα, αλκοόλες, 

αιθέρες, αιθέρια έλαια, 

γλυκόλες 

Πολυ(διακυανοαλλυλοδιµεθυλο) 

σιλοξανιο 

240 Πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα, ρητινικά οξέα, 

ελεύθερα οξέα, αλκοόλες 

 

Στο πολυδιµεθυλοσιλοξάνιο όλες οι δραστικές οµάδες είναι µεθύλια (-CH3) για αυτό είναι και το 

λιγότερο πολικό υγρό από όλα όσα παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2. Αντικαθιστώντας τις 

µεθυλοµάδες µε άλλες δραστικές οµάδες όπως το φαινύλιο (-C6H5), το κυανοπροπύλιο (-

C3H6CN) και το τριφθοροπροπύλιο (-C2H4CF3) αυξάνεται και η πολικότητα της στατικής φάσης.    

 Οι χρωµατογραφικές στήλες όταν είναι ανεπεξέργαστες µε τη χρήση, χάνουν σταδιακά τη 

στατική τους φάση µε βραδεία διαρροή (bleeding). Αυτό συµβαίνει κατά τη διάρκεια της 

έκλουσης ή την έκπλυση της στήλης µε έναν οργανικό διαλύτη ώστε να αποµακρυνθούν 

διάφορες ανεπιθύµητες προσµίξεις. Το πρόβληµα λύνεται µε τη χηµική δέσµευση (bonded) ή 

διασταύρωση (cross-linked) της στατικής φάσης (Skoog et al., 2002).  
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 Κατά τη δέσµευση µια µονοµοριακή στιβάδα της στατικής φάσης συνδέεται χηµικά µε 

την επιφάνεια της πυριτικής πηκτής ενώ κατά τη διασταύρωση η στήλη καλύπτεται µε µια υγρή 

φάση όπως αυτές που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2.  

 

Ανοικτές στήλες 

Οι ανοικτές ή τριχοειδείς στήλες διακρίνονται σε: 

 

 Στήλες ανοικτού σωλήνα µε επικάλυψη τοιχωµάτων (wall-coated open tubular columns, 

WCOT). Πρόκειται για τριχοειδής σωλήνες των οποίων το εσωτερικό τοίχωµα είναι 

επικαλυµµένο µε λεπτό στρώµα στατικής φάσης. 

 Στήλες ανοικτού σωλήνα µε επικάλυψη υλικού στήριξης (support-coated open tubular 

columns, SCOT). Στην περίπτωση αυτή το εσωτερικό του σωλήνα καλύπτεται µε πολύ 

λεπτό υλικό στήριξης (≈ 30µm). 

 Στήλες ανοικτού σωλήνα τηγµένης πυριτίας (fused-silica open tubular columns, FSOT). Οι 

στήλες αυτές κατασκευάζονται µε εφελκυσµό τήγµατος πυριτίας ειδικής καθαρότητας 

που περιέχει ελάχιστα ποσά µεταλλικών οξειδίων (Skoog et al., 2002).  

Οι ανοικτές στήλες δεν περιέχουν υλικό πλήρωσης και το λεπτό στρώµα της υγρή φάσης 

σχηµατίζεται µε τη δίοδο ενός αραιού διαλύµατος µέσα από τη στήλη µε µικρή ταχύτητα. 

Παρουσιάζουν µικρότερη πτώση πίεσης σε σχέση µε τις πληρωµένες στήλες, οπότε µπορούν να 

κατασκευαστούν µε µεγαλύτερο µήκος. Στον Πίνακα 3.3 παρουσιάζονται οι ιδιότητες και τα 

χαρακτηριστικά των τυπικών στηλών που χρησιµοποιούνται στην αεριοχρωµατογραφία (Skoog 

et al., 2002). 
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Πίνακας 3.3 Ιδιότητες και χαρακτηριστικά τυπικών στηλών αεριοχρωµατογραφίας. 

 Τύπος στήλης 

 FSOT WCOT SCOT Πληρωµένη 

Μήκος (m) 10-100 10-100 10-100 1-6 

Εσωτερική διάµετρος (mm) 0,1-0,53 0,25-0,75 0,5 2-4 

Απόδοση (πλάκες/mm) 2000-4000 1000-4000 600-1200 500-1000 

Ολικές πλάκες (20-400)x103 (10-400)x103 (6-120)x103 (1-10)x103 

Μέγεθος δείγµατος (ng) 10-75 10-1000 10-1000 10-106 

Σχετική οπισθοπίεση Χαµηλή Χαµηλή Χαµηλή Υψηλή 

Σχετική ταχύτητα Ταχεία Ταχεία Ταχεία Βραδεία 

Χηµική αδράνεια Καλύτερη   Χειρότερη 

Ευκαµψία Ναι όχι όχι όχι 

 

 

3.7.1.4 Φούρνος στήλης 

Η θερµοκρασία της στήλης αποτελεί έναν βασικό παράγοντα για τον προσδιορισµό της 

συγκράτησης και του διαχωρισµού. Σε υψηλές θερµοκρασίες τα συστατικά του δείγµατος έχουν 

την τάση να βρίσκονται περισσότερο χρόνο στην αέρια φάση οπότε εκλούονται γρήγορα και 

σχεδόν ταυτόχρονα µε αποτέλεσµα ο διαχωρισµός να µην είναι ικανοποιητικός. Αντίθετα σε 

χαµηλές θερµοκρασίες τα συστατικά βρίσκονται περισσότερο στην υγρή φάση και επειδή 

εκλούονται αργά διαχωρίζονται καλύτερα (Pecsok et al., 1980). Για το λόγο αυτό, η στήλη πάντα 

τοποθετείται µέσα σε θερµοστατούµενο φούρνο ώστε η θερµοκρασία της να ελέγχεται µε 

ακρίβεια µερικών δεκάτων του βαθµού (Skoog et al., 2002). 

 

3.7.1.5 Ανιχνευτές 

Στην αεριοχρωµατογραφία, όπως συµβαίνει και στην υγροχρωµατογραφία, ένας ανιχνευτής για 

να θεωρείται ιδανικός θα πρέπει να χαρακτηρίζεται από (Skoog et al., 2002) : 

 

 Ικανοποιητική ευαισθησία 

 Σταθερότητα και αναπαραγωγιµότητα 

 Γραµµική απόκριση για µεγάλη περιοχή συγκεντρώσεων 



 79

 Περιοχή θερµοκρασιών λειτουργίας µεγάλου εύρους 

 Μικρούς χρόνους απόκρισης  

 Εξαιρετική αξιοπιστία και εύκολους χειρισµούς 

 Οµοιόµορφη απόκριση για όλες της ουσίες 

 

Προφανώς δεν έχει κατασκευαστεί ακόµη ανιχνευτής που να πληρεί όλες τις παραπάνω 

απαιτήσεις. Σήµερα οι ανιχνευτές που κυκλοφορούν είναι οι εξής (Skoog et al., 2002):  

 Ανιχνευτής ιοντισµού φλόγας (flame ionization detector, FID). Χαρακτηρίζεται από 

µεγάλη ευαισθησία και γραµµική περιοχή, χαµηλό θόρυβο, ανθεκτικότητα και εύκολους 

χειρισµούς είναι όµως καταστρεπτικός που σηµαίνει ότι µετά το πέρας της ανάλυση το 

δείγµα δεν µπορεί να συλλεχθεί. Η αρχή λειτουργίας του στηρίζεται στην ανάφλεξη του 

εκλούσµατος, καθώς έρχεται σε επαφή µε υδρογόνο και αέρα, προς παραγωγή ιόντων. Η 

εφαρµογή διαφοράς δυναµικού καθιστά δυνατή τη συλλογή των παραγόµενων ιόντων και 

τελικά τη µέτρηση του παραγόµενου ρεύµατος ιοντισµού. Επειδή το ρεύµα ιοντισµού 

είναι ανάλογο µε τον αριθµό των ατόµων άνθρακα που περιέχει η οργανική ένωση για 

αυτό και ο ανιχνευτής θεωρείται ευαίσθητος προς τη µάζα.     

  Ανιχνευτής θερµικής αγωγιµότητας (thermal conductivity detector, TCD). Η λειτουργία 

του βασίζεται στη µέτρηση των µεταβολών που προκαλεί η παρουσία µορίων µιας 

οργανικής ένωσης στη θερµική αγωγιµότητα του φέροντος αερίου. Το φέρον αέριον 

µπορεί να είναι ήλιο ή υδρογόνο. Τα αέρια αυτά παρουσιάζουν πολύ µεγαλύτερη θερµική 

αγωγιµότητα σε σχέση µε τις οργανικές ουσίες οπότε ακόµη και παρουσία µικρών 

ποσοτήτων ουσιών προκαλεί έντονη µείωση της θερµικής αγωγιµότητας του αερίου 

γεγονός που συνεπάγεται αύξηση της θερµοκρασίας του ανιχνευτή. Ο ανιχνευτής TCD 

είναι απλός, µη καταστρεπτικός, µε µεγάλη δυναµική περιοχή αλλά περιορισµένη 

ευαισθησία.       

 Ανιχνευτής χηµειοφωταύγειας θείου (sulfur chemiluminescence detector, SCD). Η αρχή 

λειτουργίας του ανιχνευτή SCD στηρίζεται στην αντίδραση των ενώσεων του θείου µε το 

όζον. Αρχικά το εκλούσµα αναφλέγεται παρουσία υδρογόνου και αέρα. Στη συνέχεια τα 

παραγόµενα αέρια αναµιγνύονται µε όζον και µετράται η ένταση της εκπεµπόµενης 

ακτινοβολίας η οποία είναι ανάλογη της συγκέντρωση του θείου που υπήρχε στην ένωση. 
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 Ανιχνευτής σύλληψης ηλεκτρονίων (electron-capture detector, ECD). Στην περίπτωση 

αυτού του ανιχνευτή το έκλουσµα µετά την έξοδό του από τη στήλη διέρχεται πάνω από 

ένα β-ραδιενεργό υλικό (3Η ή 63Ni). Το φέρον αέριο, που είναι συνήθως άζωτο, ιονίζεται 

εξαιτίας ενός ηλεκτρονίου από τη ραδιενεργό πηγή παράγοντας ένα πλήθος ηλεκτρονίων 

που µπορούν να µετρηθούν µε τη µορφή σταθερού ρεύµατος µεταξύ ενός ζεύγους 

φορτισµένων ηλεκτροδίων. Παρουσία οργανικών µορίων το ρεύµα αυτό διαταράσσεται 

καθώς τα µόρια τείνουν να «συλλάβουν» τα ελεύθερα ηλεκτρόνια µειώνοντας έτσι την 

ένταση του ρεύµατος. Ο ανιχνευτής ECD είναι ελάχιστα καταστρεπτικός, ιδιαίτερα 

ευαίσθητος και εκλεκτικός ως προς τις αλογονούχες ενώσεις όπως είναι πολλά 

φυτοφάρµακα και τα πολυχλωριωµένα διφαινύλια. Το µειονέκτηµά του είναι η 

περιορισµένη γραµµική του περιοχή.  

 Ανιχνευτής ατοµικής εκποµπής (atomic emission detector, AED). Εδώ το έκλουσµα 

εισάγεται σε πλάσµα ηλίου το οποίο ενεργοποιείται µε µικροκύµατα και είναι συζευγµένο 

µε συστοιχία διόδων φασµατόµετρου οπτικής εκποµπής. Η ενέργεια του πλάσµατος είναι 

τέτοια που επιτρέπει την ατοµοποίηση όλων των συστατικών ενός δείγµατος και την 

εκποµπή των χαρακτηριστικών φασµάτων ατοµικής εκποµπής. Τα εκπεµπόµενα φάσµατα 

λαµβάνονται µε ένα φασµατόµετρο που διαθέτει ένα κινητό επίπεδο µε συστοιχία διόδων 

(ανίχνευση στην περιοχή από 170 ως 780 nm).    

 Θερµιοντικός ανιχνευτής (thermionic detector, TID). Πρόκειται για εκλεκτικό ανιχνευτή 

ως προς τις φωσφορούχες και αζωτούχες οργανικές ενώσεις. Αρχικά το έκλουσµα µετά 

την έξοδό του από τη στήλη έρχεται σε επαφή µε υδρογόνο και αναφλέγεται. Στη 

συνέχεια το παραγόµενο θερµό αέριο έρχεται σε επαφή µε ένα ηλεκτρικά θερµαινόµενο 

σφαιρίδιο πυριτικού ρουβιδίου το οποίο σχηµατίζει πλάσµα θερµοκρασίας 600 - 800 oC 

µε αποτέλεσµα να δηµιουργείται ένας πλήθος από φωσφορούχα και αζωτούχα µόρια.   

 Φλογοφωτοµετρικός ανιχνευτής (flame photometric detector, FPD). Αυτός ο τύπος 

ανιχνευτή ανταποκρίνεται κυρίως σε ενώσεις φωσφόρου και θείου. Η αρχή λειτουργίας 

του βασίζεται στην ανάφλεξη του εκλούσµατος µε φλόγα υδρογόνου/αέρα χαµηλής 

θερµοκρασίας οπότε µέρος του φωσφόρου µετατρέπεται σε σωµατίδια HPO, ενώ το θείο 

µετατρέπεται σε S2. Οι ζώνες ακτινοβολίας που εκπέµπονται από τα παραγόµενα µόρια 

έχουν κορυφές στα µήκη κύµατος 510 και 526, για τα σωµατίδια HPO, και 394 για το S2. 

Κατάλληλα φίλτρα αποµονώνουν τις ζώνες αυτές και η έντασή τους µετράται 
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φωτοµετρικά. Ο FPD µπορεί να ανιχνεύσει και άλλα στοιχεία, εκτός από το φώσφορο και 

το θείο, όπως αλογόνα, άζωτο και µέταλλα (κασσίτερος, χρώµιο, σελήνιο, γερµάνιο). Ο 

φλογοφωτοµετρικός ανιχνευτής βρίσκει µεγάλη εφαρµογή στον προσδιορισµό των 

οργανοκασσιτερικών ενώσεων.    

 Ανιχνευτής φωτοϊοντισµού (photoionization detector). Εδώ το έκλουσµα της στήλης 

βοµβαρδίζεται µε υπεριώδη ακτινοβολία η οποία ιονίζει τα µόρια. Κατά µήκος της 

κυψελίδας µέσα στην οποία δηµιουργούνται τα ιόντα, εφαρµόζεται δυναµικό οπότε 

διέρχεται ιοντικό ρεύµα του οποίου η ένταση µετράται. 

 

Εκτός από τη χρήση των παραπάνω ανιχνευτών, συµβαίνει συχνά ο αεριοχρωµατογράφος να 

συνδυάζεται µε εκλεκτικές φασµατοσκοπικές και ηλεκτροχηµικές τεχνικές παρέχοντας έτσι 

τις λεγόµενες συζευγµένες τεχνικές (hyphenated techniques) οι οποίες αποτελούν πανίσχυρα 

αναλυτικά εργαλεία κατάλληλα για την ποιοτική και ποσοστική ανάλυση πολυσύνθετων 

δειγµάτων. Σήµερα η σύζευξη του αεριοχρωµατογράφου γίνεται συνήθως µε:   

 

 Φασµατόµετρο υπερύθρου µε µετασχηµατισµό Fourier. Στην περίπτωση αυτή η σύζευξη 

µεταξύ αεριοχρωµατογράφου και ανιχνευτή πραγµατοποιείται µέσω ενός φωταγωγού (light 

pipe) µήκους 10-40 cm o οποίος συνδέεται µε τη στήλη µέσω ενός στενού σωλήνα. Ο 

φωταγωγός αποτελείται από επιχρυσωµένο εσωτερικά Pyrex σωλήνα και συχνά θερµένεται 

προς αποφυγήν συµπύκνωσης των συστατικών του δείγµατος.  

 Φασµατογράφος µαζών(mass spectrometer). Ένα τυπικό σύστηµα φασµατογράφου µαζών 

παρουσιάζεται στο Σχήµα 3.9. Η ταχύτητα ροής µέσω των τριχοειδών στηλών είναι γενικά 

αρκετά µικρή, οπότε το έκλουσµα είναι δυνατόν να εισαγχθεί απευθείας στο θάλαµο 

ιοντισµού του φασµατογράφου µαζών. Για πληρωµένες στήλες ή στήλες megabore συχνά 

απαιτείται ένας διαχωριστήρας πίδακα ώστε να αποµακρυνθεί το µεγαλύτερη ποσότητα του 

φέροντος αερίου από την προσδιοριζόµενη ουσία.     
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Σχήµα 3.9 ∆ιάγραµµα ενός τυπικού αεριοχρωµατογράφου τριχοειδούς στήλης συζευγµένου µε 

φασµατοφράφο µαζών (GS/MS). 

 

 Στο διαχωριστή πίδακα, το έκλουσµα από την έξοδο της στήλης οδηγείται µέσω του 

ακροφυσίου του υάλινου διαχωριστήρα πίδακα όπου αυξάνει η ορµή των µορίων των 

προσδιοριζόµενων ουσιών µε αποτέλεσµα το 50 % (ή και περισσότερο) των µορίων να 

εισέρχεται κατευθείαν στον αποκορυφωτή (skimmer) (Σχήµα 3.10). Αντίθετα τα ελαφρύτερα 

άτοµα του φέροντος αερίου υπό την επίδραση κενού αποκλίνουν και µε άντληση 

αποµακρύνονται µάζα προς φορτίο (m/z).  

 

 
 

Σχήµα 3.10 Σχηµατικό διάγραµµα διαχωριστή πίδακα. 
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 Ο απλούστερος ανιχνευτής µαζών είναι ο ανιχνευτής ιοντικής παγίδας (ion trap detector) 

(Σχήµα 3.11). Στον ανιχνευτή αυτού του τύπου τα ιόντα από τις εκλουόµενες ουσίες που 

δηµιουργούνται µε πρόσκρουση ηλεκτρονίων ή µε χηµικό ιοντισµό παγιδεύονται σε ένα πεδίο 

ραδιοσυχνοτήτων. Η µεταφορά των ιόντων από το χώρο αποθήκευσης στον 

ηλεκτρονιοπολλαπλασιαστή γίνεται µε ελεγχόµενη εκτίναξη ώστε να είναι δυνατή η σάρωσή 

τους ως προς το λόγο µάζα προς φορτίο (m/z). 

 

 
 

Σχήµα 3.11 Ανιχνευτής ιοντικής παγίδας. 

  

 Σηµαντικό πλεονέκτηµα των ανιχνευτών ιοντικής παγίδας είναι η ικανότητά τους να 

λειτουργήσουν ως συζευγµένο (tandem) σύστηµα φασµατοµετρίας µαζών. Αυτό σηµαίνει ότι 

κάθε θραύσµα της προσδιοριζόµενης ουσίας, µετά το διαχωρισµό της από τα υπόλοιπα 

θραύσµατα, είναι δυνατόν να υποστεί νέα θραυσµατοποίηση, διαχωρισµό των παραγόµενων 

θραυσµάτων κατά m/z και ανάλυση (March and Todds, 1995).     

 Ένας άλλος τύπος ανιχνευτή µαζών είναι ο ανιχνευτής τετραπόλου (quadrupole detector). 

Ο ανιχνευτής αυτός αποτελείται από τέσσερις παράλληλες ράβδους οι οποίες συνδέονται µε 

πηγή συνεχούς και εναλλασσόµενου ρεύµατος. Όταν τα ιόντα εισέρχονται στο πεδίο που 

δηµιουργείται ανάµεσα στις ράβδους, πραγµατοποιείται εκτροπή από την τροχιά τους µε 
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εξαίρεση τα ιόντα κατάλληλου m/z των οποίων η τροχιά παραµένει ευθεία και είναι αυτά τα 

οποία τελικά ανιχνεύονται (Dawson, 1995).  

 

3.7.2 Χρωµατογραφία αερίου-στερεού 

Η χρωµατογραφία αερίου-στερεού βασίζεται στη µερική και εκλεκτική προσρόφηση των υπό 

εξέταση ουσιών πάνω σε µια στερεή επιφάνεια στα εσωτερικά τοιχώµατα της στήλης. 

 Οι στήλες που χρησιµοποιούνται µπορεί να είναι πληρωµένες ή ανοικτού σωλήνα.. Στην 

περίπτωση των στηλών ανοικτού σωλήνα µια λεπτή στοιβάδα προσροφητή προσφύεται στα 

εσωτερικά τοιχώµατα του τριχοειδούς και οι στήλες καλούνται πλέον στήλες ανοικτού σωλήνα 

µε πορώδη στοιβάδα (porous layer open tubular columns, PLOT). Οι προσροφητές που 

χρησιµοποιούνται είναι τα µοριακά κόσκινα (αργιλλοπυριτικοί ιονανταλλάκτες) και τα πορώδη 

πολυµερή (στυρένιο-διβινυλοβενζολιο) (Skoog et al., 2002).  

 

3.8 Προσδιορισµός βιοκτόνων ουσιών των υφαλοχρωµάτων σε περιβαλλοντικά δείγµατα  

Σύµφωνα µε την ανασκόπιση της διεθνούς βιβλιογραφίας διάφορες µέθοδοι αποµόνωσης και 

προσδιορισµού των εξεταζόµενων ουσιών σε περιβαλλοντικά δείγµατα έχουν κατά καιρούς 

αναπτυχθεί.   

 Από τα υδατικά δείγµατα οι ουσίες έχουν αποµονωθεί σε ποσοστό > 90% είτε µε 

υγρή/υγρή εκχύλιση (Voulvoulis et al., 1999b; Hall et al., 2004) είτε µε εκχύλιση στερεής φάσης 

(Thomas, 1998; Ferrer and Barcelo 1999; Bowman et al., 2003). Ο διαλύτης που κατά κόρον 

χρησιµοποιείται στην υγρή/υγρή εκχύλιση είναι το διχλωροµεθάνιο (Liu et al., 1999; Sargent et 

al., 2000; Hall et Gardinali et al., 2004) ενώ οι φύσιγγες C18 αποτελούν το πιο διαδεδοµένο 

προσροφητικό υλικό κατά την εκχύλιση στερεής φάσης. Από τις δύο τεχνικές η ευρέως 

χρησιµοποιούµενη είναι η εκχύλιση στερεής φάσης χάρις τα πλεονεκτήµατα που εµφανίζει σε 

σχέση µε την υγρή/υγρή εκχύλιση, ενώ και η µικροεκχύλιση στερεής φάσης έχει αναφερθεί για 

την αποµόνωση του irgarol 1051 από υδατικά δείγµατα (Peñalver et al., 1999; Lambropoulou et 

al., 2002).   

 Ανοσοχηµικές µέθοδοι επίσης έχουν εφαρµοστεί για την εκχύλιση του irgarol 1051 από 

το θαλασσινό νερό, µε περισσότερο χρησιµοποιούµενη την τεχνική ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) (Ballesteros et al., 1997; Penalva et al., 1999; Carrasco et al., 2001). 

Αυτές οι µέθοδοι µπορεί να χαρακτηρίζονται από χαµηλό κόστος, ευαισθησία και 
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εκλεκτικότητα, να επιτρέπουν την ταυτόχρονη, άµεση και γρήγορη ανάλυση πολλών 

ανεπεξέργαστων δειγµάτων χωρίς καν ρύθµιση της τιµής του pH (συνήθως κυµαίνεται µεταξύ 

7,5 και 8) (Sherry, 1992; Gonzalez-Martinez et al., 1998; Ballesteros et al., 1998) όµως δεν έχουν 

τη δυνατότητα διάκρισης µεταξύ ουσιών της ίδιας χηµικής κατηγορίας. Στην περίπτωση που ένα 

δείγµα βρεθεί θετικό ως προς µια χηµική ουσία µε την µέθοδο ELISA, θα πρέπει να γίνει 

επιβεβαίωση της παρουσίας της µε κάποια χρωµατογραφική µέθοδο (Penalva et al., 1999).  

 Όσον αφορά την αποµόνωση των εξεταζόµενων ουσιών από το ίζηµα µέθοδοι έχουν 

κυρίως αναπτυχθεί για το irgarol 1051 και κάποιες για το diuron και οι τεχνικές που συνήθως 

χρησιµοποιούνται είναι η εκχύλιση µε µηχανική ανάδευση (Tóth et al., 1996; Voulvoulis et al., 

1999b) και η εκχύλιση µε χρήση υπερήχων (Martinez and Barceló, 2001; Ferrer and Barceló, 

2001), ενώ συχνά αναφέρεται και συνδυασµός των δύο παραπάνω (Albanis et al., 2002; Thomas, 

2002). Το irgarol 1051 έχει επίσης αποµονωθεί και µε τεχνικές όπως είναι η εκχύλιση 

υπερκρίσιµου υγρού (Carrasco et al., 2003) και η Soxhlet εκχύλιση (Biselli et al., 2000). Η 

αποµόνωση των ουσιών µε µηχανική ανάδευση και χρήση υπερήχων πλεονεκτούν έναντι των 

άλλων τεχνικών διότι εκτός των άλλων µπορούν να επιτευχθούν ικανοποιητικές ανακτήσεις (> 

85 %) εκχυλίζοντας µικρή ποσότητα ιζήµατος (έως και 2 g). Σε κάθε περίπτωση όµως οι 

ποσότητες των οργανικών διαλυτών που απαιτούνται είναι αρκετά µεγάλες έως και 100 mL για 

κάθε δείγµα. 

 Ο ποιοτικός και ποσοστικός προσδιορισµός των ουσιών στα δείγµατα πραγµατοποιείται 

χρωµατογραφικά είτε µε αεριοχρωµατογραφία (Lambropoulou et al., 2002; Carrasco et al., 2003; 

Hall et al., 2004) είτε µε υγροχρωµατογραφία  (Boxall et al., 2000; Thomas et al., 2002; Okamura 

et al., 2003). Η χρήση αεριοχρωµατογραφίας πλεονεκτεί καθώς χαµηλότερα όρια ανίχνευσης των 

ουσιών µπορούν να επιτευχθούν, ακόµα και µια τάξη µεγέθους µικρότερα (Toth et al., 1996) σε 

σχέση µε την υγροχρωµατογραφία, όµως µειωνεκτούν διότι συχνά απαιτείται παραγωγοποίηση 

των ουσιών όπως είναι οι ουρίες (Voulvoulis et al., 1999b) διότι είναι ασταθείς στις υψηλές 

θερµοκρασίες (Liska and Slobodnik, 1996). 

 Η ανασκόπιση της διεθνούς βιβλιογραφίας έδειξε ότι οι µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί 

αφορούν κυρίως στον προσδιορισµό των αρχικών ουσιών (irgarol 1051 και diuron), ενώ κάποιες 

αναφέρονται και στο µεταβολίτη του irgarol 1051, Μ1. Τα δεδοµένα για τους µεταβολίτες του 

diuron DCPMU και DCPU είναι πολύ περιορισµένα, ενώ για τη DCA τα στοιχεία που αφορούν 

στον προσδιορισµό της ουσίας στο θαλάσσιο περιβάλλον είναι ελλιπή. Παρ’ όλες τις µελέτες που 
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έχουν γίνει πουθενά στη βιβλιογραφία δεν αναφέρεται µια µέθοδος ανάλυσης για τον 

ταυτόχρονο προσδιορισµό των παραπάνω έξι ουσιών τόσο στο νερό όσο και στο ίζηµα, η οποία 

θα µείωνε και το συνολικό χρόνο ανάλυσης. Επιπλέον, δεδοµένου ότι οι ουσίες αύτες είναι 

επίσης τοξικές αναδεικνύεται η ανάγκη για συνεχή έρευνα ώστε νέες, απλές, γρήγορες και 

αποτελεσµατικές µέθοδοι να αναπτυχθούν για τον προσδιορισµό των ουσιών στο περιβάλλον.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 

ΑΡΧΕΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ 

 

4.1 Εισαγωγή 

Υδατική τοξικολογία καλείται η ποιοτική και ποσοτική µελέτη των δυσµενών επιπτώσεων των 

χηµικών ουσιών, αλλά και άλλων ανθρωπογενών υλικών, πάνω στους υδρόβιους οργανισµούς 

ενώ παράλληλα προβλέπει και τις συγκεντρώσεις των ρύπων που αναµένονται στο υδατικό 

περιβάλλον (νερό, ίζηµα, οργανισµοί). Εποµένως περιλαµβάνει και τη µελέτη της τύχης και 

συµπεριφοράς των ουσιών στο περιβάλλον (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Η τοξική επίδραση µιας ουσίας πάνω σε έναν οργανισµό µπορεί να είναι θανατηφόρα ή 

σχεδόν θανατηφόρα που σηµαίνει ότι στον εκτιθέµενο οργανισµό συµβαίνουν αλλαγές που 

επηρεάζουν την ανάπτυξη, την αναπαραγωγή, τη φυσιολογία, τη βιοχηµεία και τη συµπεριφορά 

του γενικότερα (Rand and Petrocelli, 1985). Η µελέτη τοξικότητας µπορεί να πραγµατοποιηθεί 

σε επίπεδο κυττάρου ενός οργανισµού, µεµονωµένου οργανισµού, πληθυσµού ακόµα και 

ολόκληρης κοινωνίας οργανισµών (Adams and Rowland, 2003). 

 

4.2 Επιλογή κατάλληλου οργανισµού  

Η επιλογή του κατάλληλου οργανισµού για τη διεξαγωγή µιας δοκιµής τοξικότητας αποτελεί τη 

βασικότερη παράµετρο του πειράµατος. Η επιλογή θα πρέπει να γίνεται µε γνώµονα την 

οικολογική σηµασία και την αφθονία του οργανισµού καθώς και την ευκολία και την ταχύτητα 

ανάπτυξής του στο εργαστήριο. 

 Γενικότερα ένας οργανισµός για να χρησιµοποιηθεί σε δοκιµές τοξικότητας θα πρέπει να 

πληρεί όσο το δυνατόν περισσότερα από τα παρακάτω κριτήρια (Rand and Petroceli, 1985; 

Walsh, 1988):    

 Ευρεία γεωγραφική κατανοµή και ευρύ φάσµα ευαισθησίας 

 Να βρίσκεται σε αφθονία 

 οι θρεπτικές απαιτήσεις για τη σωστή ανάπτυξη του να είναι πλήρως γνωστές 

 να είναι γνωστή η ταξινοµική του ταυτότητα  

 να παρουσιάζει µικρή γενετική και φαινοτυπική ποικιλοµορφία 
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 να αναπτύσσεται γρήγορα  

  να είναι εύκολος στους χειρισµούς 

 αν είναι δυνατόν να είναι ενδογενής και να χαρακτηρίζει το οικοσύστηµα της περιοχής 

που δέχεται την επίδραση της τοξικής ουσίας 

 να είναι σηµαντικός από οικολογική, οικονοµική ή άλλη άποψη 

Σε διάφορα πειραµατικά πρωτόκολλα προτείνονται διαφορετικά είδη οργανισµών είτε 

του γλυκού είτε του θαλασσινού νερού τα οποία µπορούν να χρησιµοποιηθούν στις δοκιµές 

τοξικότητας (OECD 1981; ASTM 1993).  

  

4.3 ∆οκιµές τοξικότητας 

Η θεµελιώδης αρχή πάνω στην οποία βασίζονται όλες οι δοκιµές τοξικότητας είναι η διαπίστωση 

ότι καµία χηµική ουσία δεν είναι απολύτως επικίνδυνη και καµία χηµική ουσία δεν είναι 

απολύτως ασφαλής. Αν µια ουσία είναι επιβλαβής ή ασφαλής για έναν οργανισµό, αυτό 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση της ουσίας στην οποία εκτίθεται ο οργανισµός και από τη 

διάρκεια της έκθεσης σε αυτή (Rand and Petrocelli, 1985; Adams and Rowland, 2003). 

 Μια δοκιµή τοξικότητας για να θεωρηθεί κατάλληλη και να γίνει αποδεκτή ευρύτερα θα 

πρέπει να πληρεί τα εξής κριτήρια (Rand and Petrocelli, 1985): 

 Ευρεία αποδοχή από την επιστηµονική κοινότητα 

 Μικρό κόστος και ευκολία χειρισµών 

 Μεγάλη ευαισθησία και απήχηση σε όσο το δυνατόν πραγµατικές συνθήκες 

 Όσο το δυνατόν πιο ρεαλιστικό σχεδιασµό 

 Ικανότητα πρόβλεψης των επιπτώσεων ευρέου φάσµατος ουσιών σε διαφορετικούς 

οργανισµούς 

 Περιγραφή επιπτώσεων ευρέου φάσµατος συγκεντρώσεων για ρεαλιστικούς χρόνους 

έκθεσης  

 ∆υνατότητα επανάληψης σε διαφορετικά εργαστήρια µε παρόµοια αποτελέσµατα  

 Παροχή αποτελεσµάτων τα οποία µπορούν να ποσοτικοποιηθούν (π.χ. µέσω στατιστικής 

ανάλυσης ή γραφικών παρεµβολών) 

 Παροχή αποτελεσµάτων τα οποία µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την εκτίµηση της 

επικινδυνότητας (risk assessment) 
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Γενικότερα η διεξαγωγή των δοκιµών τοξικότητας µπορεί να πραγµατοποιηθεί, είτε στο 

εργαστήριο κάτω από ελεγχόµενες συνθήκες, είτε στο πεδίο (in situ).  

Στο εργαστήριο η διεξαγωγή των δοκιµών πραγµατοποιείται συνήθως µε τη χρήση ενός 

µόνο είδους. Τα πειράµατα αυτά προσφέρουν σηµαντική πληροφορία για τις συγκεντρώσεις και 

τους χρόνους έκθεσης που προκαλούν θνησιµότητα, µεταβολές στην ανάπτυξη, την 

αναπαραγωγή, τη συµπεριφορά, τη φυσιολογία και τη βιοχηµεία των οργανισµών. Είναι εύκολο 

να εδραιωθούν σχέσεις αιτίας-αποτελέσµατος, επειδή οι συνθήκες είναι ελεγχόµενες και 

επιπλέον τα πειράµατα πραγµατοποιούνται εύκολα και δίνουν επαναλήψιµα αποτελέσµατα. Το 

σηµαντικότερο µειονέκτηµά τους είναι ότι οι τοξικές δράσεις που παρατηρούνται στο 

εργαστήριο, µπορεί να µην συµβαίνουν κατά τον ίδιο τρόπο και στον ίδιο βαθµό στο φυσικό 

περιβάλλον διότι δεν λαµβάνονται υπόψη οι πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις βιοτικών και 

αβιοτικών παραγόντων των φυσικών οικοσυστηµάτων (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Όταν για τη µελέτη της επίδρασης µιας χηµικής ουσίας χρησιµοποιούνται ταυτόχρονα 

πολλά διαφορετικά είδη τότε τα συστήµατα καλούνται εργαστηριακοί µικρόκοσµοι. Για τη 

δηµιουργία τους µεταφέρεται µέσα σε περίκλειστα γυάλινα ή πλαστικά δοχεία µέρος ενός 

φυσικού οικοσυστήµατος  (νερό, ίζηµα, ασπόνδυλα ή/ και ψάρια) και εκεί αναπτύσσεται. Το 

πλεονέκτηµα της χρήσης εργαστηριακών µικρόκοσµων είναι ότι παρέχουν πληροφορία που 

µπορεί να συνδεθεί µε τις οικολογικές επιδράσεις µιας χηµικής ουσίας. Αν οι συνθήκες είναι 

οµογενείς, µπορεί να πιστοποιηθούν και να επαναληφθούν. Οι σχέσεις αιτίας-αποτελέσµατος 

είναι σχετικά εύκολο να αναλυθούν διότι οι περιβαλλοντικές επιδράσεις ελέγχονται. Το 

µειονέκτηµα τους είναι ότι δεν λαµβάνουν υπόψη τις µεταβαλλόµενες συνθήκες του φυσικού 

περιβάλλοντος, ενώ δεν περιλαµβάνουν σηµαντικά βιοτικά στοιχεία του φυσικού περιβάλλοντος 

όπως οι εισβολείς (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Τέλος, οι δοκιµές τοξικότητας που διεξάγονται στο πεδίο, µπορεί να περιλαµβάνουν 

τεχνητές µικρές λίµνες ή χείµαρρους. Τα συστήµατα αυτά χρησιµοποιούνται για την 

επιβεβαίωση των εργαστηριακών πειραµάτων και των µαθηµατικών µοντέλων. Επειδή όµως οι 

συνθήκες στο πεδίο δεν ελέγχονται είναι δύσκολο να αποδοθούν σχέσεις αιτίας-αποτελέσµατος 

και να υπάρξουν επαναλήψεις των πειραµάτων (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Ανάλογα µε το χρόνο έκθεσης οι δοκιµές τοξικότητας ταξινοµούνται σε δοκιµές 

βραχυπρόθεσµες ή οξείες και µακροπρόθεσµες ή χρόνιες δοκιµές. Στην πρώτη περίπτωση γίνεται 

προσπάθεια εκτίµησης της βιωσιµότητας ενός οργανισµού ανάλογα µε τη συγκέντρωση της 
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ουσίας στην οποία εκτίθεται και το χρόνο έκθεσης, ενώ στη δεύτερη µελετώνται οι επιπτώσεις 

της ουσίας πάνω στην ανάπτυξη του οργανισµού, τις λειτουργίες του και τη συµπεριφορά του 

γενικότερα.    

 

4.3.1 ∆οκιµές οξείας τοξικότητας (acute toxicity tests) 

Πρόκειται για βραχυπρόθεσµες δοκιµές που στοχεύουν στον προσδιορισµό της συγκέντρωσης 

µιας ουσίας ή του επιπέδου ενός παράγοντα (π.χ. θερµοκρασία ή pH) που προκαλεί επιβλαβή 

επίπτωση σε µια οµάδα οργανισµών κατά τη διάρκεια µικρής έκθεσής τους στην ουσία (ή τον 

παράγοντα) και κάτω από ελεγχόµενες συνθήκες (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Το κριτήριο ώστε να θεωρηθεί η επίπτωση της εξεταζόµενης ουσίας πάνω στον 

εκτιθέµενο οργανισµό επιβλαβής εξαρτάται από τον ίδιο τον οργανισµό και µπορεί να είναι στην 

περίπτωση των ψαριών η πρόκληση θανάτου, στην περίπτωση των ασπόνδυλων η πρόκληση 

ακινησίας ή η απώλεια ισορροπίας και στην περίπτωση των φυκών η µείωση της ανάπτυξής τους 

(Rand and Petrocelli, 1985). 

 Οι δοκιµές οξείας τοξικότητας µπορεί να διεξαχθούν για συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα 

ώστε να εκτιµηθεί η 24- ή 96- h LC50 ή η 48- h EC50. Στην περίπτωση αυτή η δοκιµή είναι 

χρονοεξαρτώµενη (time-dependent test). Όταν όµως η δοκιµή συνεχίζεται µέχρις ότου 

οικονοµικοί ή άλλοι παράµετροι επιβάλλουν τη διακοπή της τότε καλείται χρονοανεξάρτητη 

(time-independent test) και διαρκεί συνήθως 7-14 ηµέρες (Rand and Petrocelli, 1985).  

 

4.3.2 ∆οκιµές υποχρόνιας τοξικότητας (sub-chronic ή early life stage toxicity tests) 

Πρόκειται για δοκιµές των οποίων η διάρκεια κυµαίνεται συνήθως µερικούς µήνες και στις 

οποίες εξετάζονται οι δυσµενείς επιπτώσεις µιας χηµικής ουσίας πάνω σε έναν οργανισµό όταν 

αυτός βρίσκεται στα πρώτα στάδια της ανάπτυξής του. Στις υποχρόνιες δοκιµές ο εκτιθέµενος 

οργανισµός ποτέ δεν συµπληρώνει έναν πλήρη αναπαραγωγικό κύκλο ζωής (Rand and Petrocelli, 

1985).   

 

4.3.3 ∆οκιµές χρόνιας τοξικότητας (chronic toxicity tests) 

Οι δοκιµές αυτές έχουν ως στόχο την εκτίµηση των επιπτώσεων της συγκέντρωσης µιας ουσίας ή 

του επιπέδου ενός παράγοντα κατά τη διάρκεια ενός σηµαντικού σταδίου της ζωής του 



 91

εκτιθέµενου οργανισµού. Συνήθως έχουν διάρκεια ίση µε το 1/10 του κύκλου ζωής του 

οργανισµού και µε τη βοήθειά τους εκτιµώνται οι επιπτώσεις της εξεταζόµενης ουσίας στην 

ανάπτυξη, την αναπαραγωγή και τη συµπεριφορά του οργανισµού (Adams and Rowland, 2003). 

 Στις δοκιµές χρόνιας τοξικότητας όλα τα στάδια της ζωής ενός οργανισµού (π.χ. έµβρυα 

στα πρώτα στάδια της ανάπτυξής τους, πρόσφατα εκκολαπτόµενες προνύµφες) εκτείθενται σε 

διάφορα επίπεδα της εξεταζόµενης ουσίας (Petrocelli, 1985).  

 Η διάρκεια των δοκιµών χρόνιας τοξικότητας είναι τόση όση χρειάζεται ώστε ο 

οργανισµός αναφοράς (οργανισµός ο οποίος δεν εκτίθεται στην εξεταζόµενη ουσία και 

χρησιµοποιείται ως µέτρο σύγκρισης) να µεγαλώσει, να αναπτυχθεί, να ωριµάσει και να δώσει 

απογόνους για πρώτη φορά (First filial generation, F1) (Petrocelli, 1985). 

 Το κριτήριο για την εξαγωγή συµπερασµάτων αναφορικά µε τη χρόνια τοξικότητα µιας 

ουσίας εξαρτάται και εδώ από το είδος του εκτιθέµενου οργανισµού και µπορεί να περιλαµβάνει 

τον αριθµό των εµβρύων που φυσιολογικά και πλήρως αναπτύσσονται, τον αριθµό των 

προνυµφών (larvae) και των ανήλικων ατόµων (juveniles) που επιβιώνουν και αναπτύσσονται 

φυσιολογικά,  τον αριθµό των αυγών που επιβιώνουν και κατά συνέπεια τον αριθµό των ατόµων 

πρώτης γενιάς (F1) που παράγονται, επιβιώνουν και αναπτύσσονται για καθορισµένο χρονικό 

διάστηµα (Petrocelli, 1985). 

 

4.3.4 ∆οκιµές βιοσυγκέντρωσης  

Οι δοκιµές αυτές πραγµατοποιούνται ώστε να εκτιµηθεί η συγκέντρωση της χηµικής ουσίας που 

µπορεί να συσσωρευτεί σε έναν οργανισµό και είναι δυνατόν, µέσω της τροφικής αλυσίδας, να 

καταλήξει σε ανώτερους οργανισµούς ακόµα και στον άνθρωπο. Η µέτρηση του βαθµού 

βιοσυγκέντρωσης µιας ουσίας επιτυγχάνεται µε τη βοήθεια του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης 

(BCF). Στην περίπτωση των µη πολικών ουσιών ο συντελεστής βιοσυγκέντρωσης µπορεί να 

υπολογιστεί βάσει του συντελεστή οκτανόλης/νερού (Kow) της ουσίας αφού η οκτανόλη µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί ως υποκατάστατο των λιπιδιακών ιστών ενός οργανισµού (Adams and 

Rowland, 2003). Οι Veinth et al. (1979) βρήκαν ότι για 84 ουσίες υπάρχει πολύ καλή συσχέτιση 

µεταξύ του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης σε ψάρι και του συντελεστή οκτανόλης/ νερού των 

ουσιών. Η εξίσωση που συνδέει τους δύο συντελεστές είναι: 

 

logBCF = 0,76 log Kow - 0,23  (4.1)
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 Με την παραπάνω σχέση µπορεί να εκτιµηθεί µε µεγάλη ακρίβεια ο συντελεστής 

βιοσυγκέντρωσης των δύσκολα βιοαποδοµίσιµων ουσιών όχι όµως και αυτών που διασπώνται 

εύκολα  καθώς οι τελευταίες εξαιτίας του αυξηµένου ρυθµού εξάλειψής τους παρουσιάζουν 

µικρότερο BCF από αυτόν που υπολογίζεται βάσει της σχέσης 4.1 (Spacie and Hamelink, 1985).   

 Η διάρκεια των δοκιµών βιοσυγκέντρωσης για ουσίες µε µικρό συντελεστή 

οκτανόλης/νερού είναι 28 ηµέρες διότι το διάστηµα αυτό είναι για τις περισσότερες ουσίες 

αρκετό ώστε να φτάσουν σε σταθερή κατάσταση (steady state), όπου δεν αυξάνεται πλέον το 

επίπεδο συγκέντρωσης της ουσίας στους ιστούς του οργανισµού και ο ρυθµός πρόσληψης 

(uptake) της ουσίας ισούται µε το ρυθµό εξάλειψής (depuration) της. Για ουσίες µε µεγάλο 

συντελεστή οκτανόλης / νερού η ακριβής διάρκεια της δοκιµής βιοσυγκέντρωσης προσδιορίζεται 

µε βάση την παρακάτω σχέση (Adams and Rowland, 2003): 
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όπου: 

S = διάρκεια σε ηµέρες 

k2 = σταθερά εξάλειψης πρώτης τάξης (ηµέρες -1) 

 

 Η σταθερά k2 στην περίπτωση που ο εξεταζόµενος οργανισµός είναι ψάρι υπολογίζεται 

ως αντιλογάριθµος σύµφωνα µε την παρακάτω σχέση: 

 

k2 = 1,47 – 0,414logKow (4.4)

 

 Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι ο συντελεστής οκτανόλης/νερού δεν µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για την εκτίµηση του συντελεστή βιοσυγκέντρωσης των µετάλων, των πολικών 
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και των ιοντικών ουσιών διότι δεν υφίσταται συσσώρευση των ουσιών αυτών στην οκτανόλη 

(Adams and Rowland, 2003).   

 

4.3.5 ∆οκιµές τοξικότητας ιζήµατος  

Κατά τις δοκιµές αυτές εξετάζεται η τοξικότητα των ουσιών οι οποίες είναι συνδεδεµένες 

(προσροφηµένες ή απορροφηµένες) µε το ίζηµα. Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι  ο χρόνος 

παραµονής των ουσιών στο περιβάλλον αυξάνεται όταν αυτές είναι προσροφηµένες στο ίζηµα 

αλλά και ότι το ρυπασµένο ίζηµα αποτελεί σηµαντική, µακράς διάρκειας πηγή ρύπανσης 

εξαιτίας της απελευθέρωσης των ουσιών ξανά στο περιβάλλον (Fent, 2004; Thomas et al., 2003) 

τότε καθίσταται σαφές ότι οι δοκιµές αυτού του είδους είναι άκρως αναγκαίες για την 

ολοκληρωµένη µελέτη της τοξικής συµπεριφοράς µιας ουσίας στο περιβάλλον.  

 

4.4 Συστήµατα έκθεσης 

Κατά τη διάρκεια των δοκιµών τοξικότητας η έκθεση µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε τέσσερις 

διαφορετικές τεχνικές (Adams and Rowland, 2003; Rand and Petrocelli, 1985): 

 Στατική δοκιµή τοξικότητας όπου το νερό στο θάλαµο της δοκιµής φορτίζεται µε την 

επιθυµητή συγκέντρωση της εξεταζόµενης ουσίας και στη συνέχεια τοποθετούνται οι 

οργανισµοί. Καθόλη τη διάρκεια της δοκιµής το νερό παραµένει ακίνητο δηλαδή δεν 

πραγµατοποιείται καµία απολύτως ανανέωση. 

 ∆οκιµή ανακυκλοφορίας. Η δοκιµή αυτή είναι παρόµοια µε τη στατική δοκιµή τοξικότητας 

µε τη διαφορά ότι το νερό αντλείται από το θάλαµο, διηθείται και επιστρέφεται σε αυτόν 

χωρίς να µεταβληθεί η συγκέντρωση της εξεταζόµενης ουσίας.  

 Ανανεώσιµη δοκιµή τοξικότητας. Επίσης είναι παρόµοια µε τη στατική δοκιµή τοξικότητας, 

διότι πραγµατοποιείται σε ακίνητο νερό, όµως σε τακτά χρονικά διαστήµατα ανανεώνεται 

η συγκέντρωση της εξεταζόµενης ουσίας  

 ∆οκιµή τοξικότητας συνεχούς ροής. Στην περίπτωση αυτή ενώ οι οργανισµοί παραµένουν 

µέσα στο θάλαµο δοκιµής το νερό διαρκώς ανανεώνεται µε την εισαγωγή φρέσκου νερού 

και την αποµάκρυνση του παλιού. Η ανανέωση µπορεί να είναι είτε διακοπτόµενη, είτε 

συνεχής.  
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Οι περισσότερο χρησιµοποιούµενες δοκιµές είναι η στατική και η συνεχούς ροής και κυρίως η 

στατική η οποία όµως παρόλο το χαµηλό κόστος και τους εύκολους χειρισµούς της µειονεκτεί 

διότι (Rand and Petrocelli, 1985): 

 Η εξεταζόµενη ουσία µπορεί να είναι πτητική, να αποδοµείται ή να προσροφάται στα 

τοιχώµατα του θαλάµου δοκιµής µε αποτέλεσµα οι οργανισµοί µε την πάροδο του χρόνου 

να εκτίθονται σε χαµηλότερη συγκέντρωση της ουσίας από την επιθυµητή, 

 Η εξεταζόµενη ουσία µπορεί να έχει υψηλή βιοχηµική απαίτηση σε οξυγόνο (ΒΟD). Αυτό 

συνεπάγεται µείωση του διαλυµένου οξυγόνου στο νερό γεγονός που από µόνο του 

επηρεάζει τους οργανισµούς. Στην περίπτωση αυτή δεν µπορούν να εξαχθούν σαφή 

συµπεράσµατα για την τοξικότητα της ουσίας, 

 Τυχόν µεταβολισµός της εξεταζόµενης ουσίας από τους ίδιους τους οργανισµούς επίσης 

είναι δυνατόν να αλλοιώσει τα αποτελέσµατα καθώς µπορεί να παραχθούν ουσίες οι οποίες 

σε συνδυασµό µε την αρχική να έχουν εντελώς διαφορετική δράση από ότι θα είχε η 

εξεταζόµενη ουσία από µόνη της. 

 

4.5 Καµπύλη συγκέντρωσης-απόκρισης   

Η τοξική δράση µιας ουσίας, περιγράφεται µε την σχέση συγκέντρωσης-απόκρισης, στην οποία 

συσχετίζεται η συγκέντρωση της χηµικής ουσίας µε την προκαλούµενη απόκριση (ποσοστό 

θανάτου, µείωσης στον ρυθµό ανάπτυξης κλπ). Για κάποιο εύρος συγκεντρώσεων, όσο η 

συγκέντρωση της χηµικής ουσίας αυξάνει, τόσο αυξάνει η τοξική της δράση.  Η καµπύλη 

(Σχήµα 4.1) που περιγράφει τη σχέση συγκέντρωσης-απόκρισης είναι γενικά ασυµπτωτική στον 

άξονα των συγκεντρώσεων (σιγµοειδής), καθώς κάτω από κάποιο κατώφλι συγκέντρωσης η 

ουσία δεν εµφανίζει µετρήσιµη τοξική δράση, ενώ πάνω από κάποια τιµή, οι περισσότεροι ή όλοι 

οι οργανισµοί έχουν υποστεί την δυσµενή επίδραση της ουσίας. Το µεσαίο τµήµα της καµπύλης, 

στην περιοχή µεταξύ 16 % και 84 %, είναι γραµµικό. Όσο µεγαλύτερη είναι η κλίση του 

κεντρικού τµήµατος της καµπύλης τόσο εντονότερη είναι η απόκριση για το ίδιο εύρος 

συγκεντρώσεων. 

Η σχέση συγκέντρωσης - απόκρισης είναι µια βασική έννοια που υποδηλώνει ότι υπάρχει 

ένα συγκεκριµένο κατώφλι συγκέντρωσης κάτω από το οποίο, υπό καθορισµένες συνθήκες, δεν 

υπάρχει δυσµενής επίδραση της ουσίας στον οργανισµό. Η σχέση αυτή είναι απαραίτητο να 

συνοδεύεται και από τη διάρκεια έκθεσης του οργανισµού. 
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Σχήµα 4.1 Τυπική µορφή της καµπύλης συγκέντρωσης-απόκρισης.  

 

4.6 Σηµεία λήξης  δοκιµών (End points)  

Στις δοκιµές τοξικότητας τα σηµεία λήξης αφορούν τιµές οι οποίες προκύπτουν από τα 

αποτελέσµατα ή από συγκεκριµένες µετρήσεις που πραγµατοποιούνται κατά τη διάρκεια της 

δοκιµής και σηµατοδοτούν τη λήξη της δοκιµής. Γενικότερα υπάρχουν δύο ευρέως 

χρησιµοποιούµενες κατηγορίες σηµείων λήξης: τα σηµεία λήξης που σχετίζονται µε την 

εκτίµηση της τοξικότητας µιας ουσίας (assessment endpoints) και τα σηµεία λήξης που 

στηρίζονται στη µέτρηση της επίδρασης (measures of effect) της ουσίας. Τα σηµεία λήξης που 

σχετίζονται µε την εκτίµηση της τοξικότητας, αναφέρονται σε παραµέτρους που σχετίζονται µε 

έναν ολόκληρο πληθυσµό, µια κοινωνία ή ολόκληρο το οικοσύστηµα (π.χ. ρυθµός ανάπτυξης 

του πληθυσµού), το οποίο επιθυµείται να προστατευτεί. Αντίθετα η µέτρηση της επίδρασης της 

ουσίας αναφέρεται σε µέτρηση κάποιων µεταβλητών, οι οποίες στη συνέχεια χρησιµοποιούνται 

για τον προσδιορισµό των εκτίµησης σηµείων λήξης. Συνήθως επιλέγονται και µετρώνται 

µεταβλητές οι οποίες περιγράφουν την τοξική επίδραση µιας ουσίας πάνω στην επιβίωση, την 

ανάπτυξη και την αναπαραγωγή µεµονωµένων ειδών. Στην περίπτωση που οι µετρήσεις είναι 

πολύ συγκεκριµένες επιτρέπεται η περιγραφή δυσµενών επιπτώσεων της ουσίας πάνω σε 



 96

συγκεκριµένες βασικές λειτουργίες των οργανισµών όπως είναι η αναπνοή και η φωτοσύνθεση 

(Adams and Rowland, 2003).          

 Τόσο στις δοκιµές οξείας τοξικότητας όσο και στις δοκιµές χρόνιας τοξικότητας τα 

σηµεία λήξης περιλαµβάνουν τον προσδιορισµό της LC50 και της EC50. LC50 (Median Lethal 

Concentration) είναι η συγκέντρωση της χηµικής ουσίας η οποία θανατώνει το 50% των 

εκτιθέµενων οργανισµών, ενώ EC50 (Median Effective Concentration), ή αλλιώς IC50 (inhibition 

concentration) (Walsh, 1988), είναι η συγκέντρωση της χηµικής ουσίας που µειώνει ή 

αναχαιτίζει κατά 50 % τη µετρούµενη παράµετρο (ανάπτυξη, αναπνοή, κ.ο.κ.). Οι LC50 και EC50 

εκτιµώνται γραφικά από την καµπύλη συγκέντρωσης-απόκρισης (Σχήµα 4.1) ή µε χρήση 

στατιστικών µεθόδων για το κεντρικό τµήµα της καµπύλης συγκέντρωσης-απόκρισης.  

Άλλα σηµεία λήξης αναφέρονται στον προσδιορισµό της υψηλότερης συγκέντρωσης της 

χηµικής ουσίας η οποία δεν είναι επιβλαβής σε σχέση µε την καλλιέργεια αναφοράς (NOEC - no 

observed effect concentration) ή στον προσδιορισµό της χαµηλότερης συγκέντρωσης της χηµικής 

ουσίας η οποία επιφέρει δυσµενή επίπτωση σε σχέση µε την καλλιέργεια αναφοράς (LOEC - 

lowest observed effect concentration) (Adams and Rowland, 2003).       

Επίσης µπορεί να υπολογιστεί η φυκοστατική (algistatic) συγκέντρωση, η οποία προκαλεί 

στασιµότητα στους κυτταρικούς αριθµούς κατά την διάρκεια της έκθεσης, αλλά επανέρχονται 

στην εκθετική φάση ανάπτυξης όταν µεταφερθούν σε µέσο ανάπτυξης χωρίς την τοξική ουσία ή 

η φυκοκτόνος (algicidal) συγκέντρωση η οποία σκοτώνει τα κύτταρα χωρίς να µπορούν να 

επανέλθουν στην προηγούµενη κατάσταση (Rand and Petrocelli, 1985). 

 

4.7 Πρότυπες µέθοδοι δοκιµών 

Οι πρότυπες µέθοδοι δοκιµών που χρησιµοποιούνται σήµερα έχουν αναπτυχθεί από διάφορους 

οργανισµούς όπως: 

 την Αµερικάνικη Ένωση ∆ηµόσιας Υγείας (American  Public Health Association-APHA),  

 τη ∆ιεύθυνση Περιβαλλοντικής Προστασίας των ΗΠΑ (U.S. Environmental Protection 

Agency-U.S.EPA),  

 την Αµερικάνικη Εταιρεία ∆οκιµών και Υλικών (American Society for Testing and 

Materials-ASTM),  
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 τον Οργανισµό για Οικονοµική Συνεργασία και Ανάπτυξη (Organization for Economic 

Cooperation and Development-OECD) από το ∆ιεθνή Οργανισµό για Πιστοποίηση 

(International Organization for Standardization – ISO)  

 το Πρόγραµµα για το Περιβάλλον των Ηνωµένων Εθνών (United Nations 

Environment Program-UNEP). 

Τα πλεονεκτήµατα της χρήσης πρότυπων µεθόδων για την εκτίµηση των δυσµενών 

επιπτώσεων των διαφόρων ουσιών στους οργανισµούς είναι (Rand and Petrocelli, 1985): 

 Η δυνατότητα  χρήσης µιας συγκεκριµένης µεθόδου από διάφορα εργαστήρια 

 Η ευκολότερη σύγκριση µεταξύ των αποτελεσµάτων  

 Η µεγαλύτερη αποδοχή των δηµοσιευµένων αποτελεσµάτων  

 Η αύξηση της ακρίβειας των αποτελεσµάτων 

 Η δυνατότητα επανάληψης µιας δοκιµής 

 Η νοµική αποδοχή της µεθόδου  

Παρόλο που η χρήση πρότυπων µεθόδων µε πρότυπες χηµικές ουσίες και οργανισµούς 

θεωρητικά µεγιστοποιεί την αξιοπιστία, την επαναληψηµότητα και τη δυνατότητα σύγκρισης, 

υπάρχει ο κίνδυνος της «υπερ-πιστοποίησης» διότι µε τη χρήση τους κάποιες φορές 

«αποθαρρύνεται η καινοτοµία». Αυτό συµβαίνει στις περιπτώσεις εκείνες όπου η χρήση µιας 

πρότυπης µεθόδου είναι υποχρεωτική αλλά συγχρόνως ακατάλληλη όταν εφαρµόζεται χωρίς να 

λαµβάνονται υπόψη τα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του περιβάλλοντος όπου ζει ο υπό 

εξέταση οργανισµός ή όταν ο πρότυπος οργανισµός που χρησιµοποιείται για τη διεξαγωγή των 

πειραµάτων δεν ζει στο εξεταζόµενο περιβάλλον (Rand and Petrocelli, 1985). Οι δοκιµές 

τοξικότητας µε θαλάσσιους οργανισµούς αποτελούν την πιο συνηθισµένη  µορφή «υπερ-

πιστοποίησης». Αυτό συµβαίνει γιατί τα περισσότερα πρωτόκολλα που έχουν µέχρι σήµερα 

αναπτυχθεί βασίζονται σε οργανισµούς του γλυκού νερού µε αποτέλεσµα να χρησιµοποιούνται 

συχνά για την εκτίµηση της τοξικότητας σε θαλάσσιους οργανισµούς µε την παραδοχή ότι τα 

δύο είδη οργανισµών συµπεριφέρονται ανάλογα, προσέγγιση όµως που δεν είναι απόλυτα 

εξακριβωµένη (Leung et al., 2001).  

  
4.8 Τοξικότητα µιγµάτων χηµικών ουσιών 

Η χρήση µιγµάτων χηµικών ουσιών ορισµένες φορές πλεονεκτεί έναντι των ουσιών που 

εφαρµόζονται µεµονωµένα διότι τα µίγµατα παρουσιάζουν: (1) αυξηµένη αποτελεσµατικότητα 
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εναντίον των οργανισµών-στόχων, (2) αυξηµένη ασφάλεια για οργανισµούς µη-στόχους, (3) 

απαίτηση µικρότερων ποσοτήτων των ουσιών για το ίδιο αποτέλεσµα, και (4) µειωµένο κόστος 

(Marking 1985). Επιπλέον δίνεται η δυνατότητα εξέτασης της τοξικής συµπεριφοράς µιας ουσίας 

σε περισσότερο πραγµατικές συνθήκες αφού ως γνωστόν ποτέ µια ουσία δεν υπάρχει µόνη της 

στο περιβάλλον. 

 Η τοξικότητα ενός µίγµατος χηµικών ουσιών, µπορεί να είναι µικρότερη (ανταγωνισµός), 

ίση (αθροιστικότητα) ή µεγαλύτερη (συνέργεια) από το άθροισµα της τοξικής δράσης των 

συστατικών του, όταν αυτά ενεργούν ξεχωριστά. Οι όροι «µικρότερη της αθροιστικής» 

(ανταγωνισµός), «αθροιστική» και «µεγαλύτερη της αθροιστικής» (συνέργια) τοξική δράση επίσης 

χρησιµοποιούνται (Marking, 1985).  

 Οι µελέτες τοξικότητας µιγµάτων συχνά ονοµάζονται µελέτες αλληλεπίδρασης (interaction 

studies). Οι αλληλεπιδράσεις αυτές γενικά λαµβάνουν χώρα µεταξύ των χηµικών ουσιών και των 

βιοχηµικών συστηµάτων των οργανισµών, παρά µεταξύ των χηµικών ουσιών του µίγµατος 

(Marking, 1985). Οι αλληλεπιδράσεις τις περισσότερες φορές,  είναι πολύπλοκες βιοχηµικές 

διεργασίες µε αποτέλεσµα δύσκολα να αναγνωρίζονται και να ερµηνεύονται οι µηχανισµοί τους. 

Για παράδειγµα η συνέργεια, µπορεί να προκληθεί εξ' αιτίας της αύξησης του ρυθµού 

πρόσληψης της χηµικής ουσίας από τον οργανισµό, το σχηµατισµό τοξικών µεταβολιτών, της 

µείωσης των ρυθµών απέκκρισης, της µεταβολής στην κατανοµή της ουσίας ή της παρεµπόδισης 

των µηχανισµών αποτοξίνωσης (Marking, 1985). 

 

4.9 Μέθοδοι ανάλυσης των αποτελεσµάτων των πειραµάτων τοξικότητας µιγµάτων 

Τα γραφήµατα των ισοβόλων είναι ένας απλός τρόπος απεικόνισης της τοξικότητας µιγµάτων 

χηµικών ουσιών που επινοήθηκε το 1870 για συνδυασµούς φαρµάκων και για µίγµατα µέχρι και 

τριών χηµικών ουσιών.  

 Το γράφηµα των ισοβόλων (Σχήµα 4.2), για µίγµα δύο ουσιών, αποτελεί την προβολή της 

επιφάνειας απόκρισης-συγκέντρωσης στο επίπεδο xy των συγκεντρώσεων, για µια συγκεκριµένη 

τιµή της απόκρισης, για παράδειγµα 50 % θνησιµότητα του πληθυσµού που εκτίθεται. Οι 

συγκεντρώσεις των δύο ουσιών στο µίγµα, µπορεί να εκφραστούν ως ποσοστά των αντιστοίχων 

συγκεντρώσεων κάθε ουσίας µόνης της που προκαλούν 50 % θνησιµότητα, δηλ. των 

αντίστοιχων LC50.  
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Σχήµα 4.2 ∆ιάγραµµα ισοβόλων για τις LC50 δύο ουσιών Α και Β. Η αθροιστική δράση 

παριστάνεται µε τη διαγώνιο. 

  

 Όλα τα σηµεία του επιπέδου xy του γραφήµατος αντιστοιχούν σε τοξικότητα ίση µε αυτή 

της LC50. Τα σηµεία της διαγωνίου, αντιστοιχούν στην αθροιστική δράση, διότι προκύπτει ότι αν 

συγκέντρωση της χηµικής ουσίας Α ίση µε το 50% της αντίστοιχης LC50 και συγκέντρωση της 

ουσίας Β ίση µε το 50% της αντίστοιχης LC50  (σηµείο πάνω στην διαγώνιο) βρεθούν σε ένα 

µίγµα, θα προκαλέσουν τοξικό αποτέλεσµα ίσο µε αυτό της LC50. Η αθροιστικότητα είναι η 

συνηθέστερη απόκριση των βιολογικών συστηµάτων στη δράση των µιγµάτων. Η συνέργεια και 

ο ανταγωνισµός αποτελούν εξαιρέσεις (Marking, 1985). Τα σηµεία του επιπέδου που βρίσκονται 

κάτω και αριστερά της γραµµής αθροιστικότητας, αντιστοιχούν σε συνέργεια, διότι προκύπτει 

για παράδειγµα ότι τοξικότητα ίση µε αυτή της LC50 µπορεί να εµφανίσει µίγµα συγκεντρώσεων 

50%LC50A και 20%LC50B. ∆ηλ. παρουσία της χηµικής ουσίας Α, µικρότερη συγκέντρωση της 

χηµικής ουσίας Β απαιτείται για να προκύψει το ίδιο αποτέλεσµα. Τα σηµεία του επιπέδου που 

βρίσκονται δεξιά και πάνω της ευθείας αθροιστικής δράσης αντιστοιχούν σε ανταγωνισµό, 

πράγµατι µίγµα συγκεντρώσεων 50%LC50A και 80%LC50B, εµφανίζει τοξικότητα ίση µε την 

EC50. ∆ηλαδή παρουσία της ουσίας Α, µεγαλύτερη συγκέντρωση της ουσίας Β απαιτείται για να 

προκύψει το ίδιο αποτέλεσµα. 
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 Το γράφηµα των ισοβόλων, παρουσιάζει αδυναµίες στην περιγραφή της τοξικότητας 

µιγµάτων. Οι επιφάνειες απόκρισης-συγκέντρωσης, προκύπτουν από πειραµατικά δεδοµένα, τα 

οποία εµπεριέχουν ενδογενή µεταβλητότητα. Έτσι θα πρέπει να υπάρχει ένα κριτήριο που να 

ορίζει ποιες αποκλίσεις από την γραµµή αθροιστικότητας σχετίζονται µε πραγµατική 

αλληλεπίδραση (ανταγωνισµό ή συνέργεια) ή οφείλονται στην ενδογενή µεταβλητότητα των 

βιολογικών συστηµάτων. Επιπλέον, επειδή η µέθοδος είναι γραφική, περιορίζεται στην µελέτη 

της αλληλεπίδρασης το πολύ τριών χηµικών ουσιών. Αυτό συµβαίνει γιατί για τον συνδυασµό k 

χηµικών ουσιών, οι επιφάνειες απόκρισης-συγκέντρωσης έχουν διαστάσεις k+1 και το γράφηµα 

των ισοβόλων έχει διαστάσεις k. ∆εν είναι δυνατό να κατασκευαστεί γράφηµα ισοβόλων σε 

ορθοκανονικό σύστηµα συντεταγµένων, όταν k>3, παρά µόνο εάν διατηρούνται όλες οι 

µεταβλητές, εκτός τριών, σταθερές. 

 Με σκοπό να δηµιουργηθούν ποσοτικές εκφράσεις της τοξικότητας µιγµάτων, για 

απεριόριστο αριθµό συστατικών αναπτύχθηκε ο δείκτης αλληλεπίδρασης (interaction index) Ι. 

Θεωρώντας µίγµα k χηµικών ουσιών, έστω ότι Di, (i=1,2,..,k) είναι η συγκέντρωση µιας εκ των 

χηµικών ουσιών που µόνη της έχει την επιθυµητή δράση, και di, (i=1,2,..,k) είναι η συγκέντρωση 

της ίδιας ουσίας που σε ένα µίγµα µε τις υπόλοιπες k-1 ουσίες, δίνει το ίδιο αποτέλεσµα. Τότε ο 

δείκτης αλληλεπίδρασης ισούται µε: 
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Για µίγµατα δύο χηµικών ουσιών, η σχέση αυτή παίρνει την µορφή: 
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 Όταν Ι=1, η δράση των δύο ουσιών είναι αθροιστική, όταν Ι<1, υπάρχει συνέργεια, ενώ 

όταν Ι>1 υπάρχει ανταγωνισµός. Ο δείκτης αλληλεπίδρασης, κατά τον τρόπο αυτό, συνδέεται 

άµεσα µε το γράφηµα των ισοβόλων. 
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 Ο  δείκτης αλληλεπίδρασης µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να περιγράψει την τοξικότητα 

συνδυασµού περισσότερων των τριών χηµικών ουσιών, αλλά παρόλο που έχουν γίνει 

προσπάθειες, η χρήση του δεν λύνει το πρόβληµα της εκτίµησης της σηµαντικότητας της 

αλληλεπίδρασης.  

 Το πρόβληµα αυτό λύνεται µε τη συσχέτιση του δείκτη αλληλεπίδρασης µε την επιφάνεια 

συγκέντρωσης-απόκρισης (Carter and Gennings, 1994). 

 Ας υποτεθεί ότι µίγµα δύο χηµικών ουσιών χορηγείται σε οργανισµούς που όταν 

εκτίθενται σε αυτό αντιδρούν δυαδικά (π.χ. πεθαίνουν ή όχι). Στην περίπτωση αυτή, η σχέση 

µεταξύ της πιθανότητας p για έναν οργανισµό να αντιδράσει και των συγκεντρώσεων των 

χηµικών ουσιών στο µίγµα d1 και d2  είναι της µορφής: 

 

p= )( 2112221101
1

dddde ββββ +++−+
 

(4.7) 

 

 

όπου β0 είναι µια σταθερά που συνδέεται µε την απόκριση του συστήµατος απουσία των δύο 

χηµικών ουσιών, β1 µια σταθερά που συνδέεται µε την πρώτη χηµική ουσία, β2 µια σταθερά που 

συνδέεται µε την δεύτερη χηµική ουσία και β12 µια σταθερά που συνδέεται µε την δράση του 

µίγµατος.  

Η εξίσωση (4.7) µπορεί να γραφτεί ως εξής: 

 

⎪
⎪
⎭

⎪
⎪
⎬

⎫

⎪
⎪
⎩

⎪
⎪
⎨

⎧
−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−

1

0
0

0

1

1
ln

β

β
p

p
d +

⎪
⎪
⎭

⎪
⎪
⎬

⎫

⎪
⎪
⎩

⎪
⎪
⎨

⎧
−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−

2

0
0

0

2

1
ln

β

β
p

p
d =1-

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
− 0

0

0

2112

1
ln β

β

p
p

dd   
(4.8)

 

 Οι δύο παρονοµαστές του αριστερού µέλους της (4.8) αποδεικνύεται ότι είναι ίσοι µε τις 

αντίστοιχες ED100p0 ή τις Di των δύο χηµικών ουσιών. Άρα το αριστερό µέλος της (4.8) είναι ο 

δείκτης αλληλεπίδρασης Ι. Το δεξιό µέλος γίνεται ίσο µε 1, όταν β12=0 και τότε η τοξική δράση 

είναι αθροιστική και γίνεται ≠1, όταν β12≠1 και τότε υπάρχει αλληλεπίδραση. Με τον τρόπο 

αυτόν, είναι δυνατόν να ελεγχθεί µε γνωστές στατιστικές µεθόδους αν η εξίσωση (4.8) 
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περιγράφει ικανοποιητικά τα πειραµατικά δεδοµένα και κατόπιν να ελεγχθεί αν ο όρος β12 είναι 

στατιστικά διαφορετικός από το 0, οπότε υπάρχει αλληλεπίδραση. Το είδος της αλληλεπίδρασης 

εξαρτάται από το πρόσηµο του όρου β12. Ο όρος  ln ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛

− 0

0

1 p
p

-β0 αποδεικνύεται ότι είναι θετικός 

µε την προϋπόθεση ότι  το ποσοστό των οργανισµών που αντιδρούν παρουσία του µίγµατος είναι 

µεγαλύτερο από το ποσοστό αυτών που αντιδρούν απουσία του. Άρα αν β12<0, τότε το δεύτερο 

µέλος της (4.8) είναι >1, και αυτό αντιστοιχεί σε ανταγωνισµό, ενώ αν β12>ο, τότε το δεύτερο 

µέλος της (4.8) είναι <1 και αυτό αντιστοιχεί σε συνέργεια.  

 Αυτή η προσέγγιση µπορεί να γενικευτεί και να εφαρµοστεί όχι µόνο σε συστήµατα 

δυαδικής απόκρισης αλλά και σε συνεχή δεδοµένα, όπως για παράδειγµα τη µεταβολή του 

βάρους οργανισµών ή του ρυθµού ανάπτυξής τους, µετά από έκθεση σε τοξικές ουσίες. Η βασική 

παραδοχή είναι ότι υπάρχει µια πολυωνυµική συνάρτηση µιας εξαρτηµένης µεταβλητής που 

µετρά την απόκριση του συστήµατος και των συγκεντρώσεων του µίγµατος. Η συνάρτηση αυτή 

πρέπει να είναι πρώτου βαθµού ως προς τις συγκεντρώσεις του µίγµατος χωριστά, ενώ µπορεί να 

είναι οποιουδήποτε βαθµού ως προς τις συγκεντρώσεις του όρου της αλληλεπίδρασης. Για το 

παράδειγµα που µόλις συζητήθηκε, η συνάρτηση αυτή είναι: 
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(4.9)

 

 Για πειράµατα αλληλεπίδρασης µιγµάτων χηµικών ουσιών σε συστήµατα όπου 

µετρώνται συνεχείς αποκρίσεις µπορεί να χρησιµοποιηθεί η συνάρτηση: 

 

ln
)(
)(

0 t
t

λ
λ = β0+β1d1+β2d2+β12d1d2 

(4.10)

 

όπου λ(t) είναι η µετρούµενη µεταβλητή για τους οργανισµούς που εκτίθεται στο µίγµα και λ0 

για αυτούς που δεν εκτίθενται, την χρονική στιγµή t. Η ερµηνεία του συντελεστή του όρου 

αλληλεπίδρασης β12, γίνεται µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο µε τα δυαδικά δεδοµένα.  

 Ο γνωστότερος πειραµατικός σχεδιασµός που επιτρέπει τον υπολογισµό των παραµέτρων 

των εξισώσεων που αναφέρθηκαν είναι ο παραγοντικός σχεδιασµός (Cox, 1958). Στα πειράµατα 
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αυτά, "παράγοντας" (factor), ονοµάζεται κάθε µεταβλητή που επηρεάζει το τελικό αποτέλεσµα. 

"Επίπεδα" (levels) του παράγοντα, ονοµάζονται οι διαφορετικές τιµές ή µορφές που µπορεί να 

πάρει ένας παράγοντας. Κάθε συνδυασµός διαφορετικών επιπέδων κάποιων παραγόντων, 

ονοµάζεται επέµβαση (treatment). Όταν πραγµατοποιούνται όλοι ή σχεδόν όλοι οι δυνατοί 

συνδυασµοί των παραγόντων τo πείραµα συνολικά ονοµάζεται παραγοντικό πείραµα. Ένα 

παραγοντικό πείραµα, όπου υπάρχουν όλοι οι δυνατοί συνδυασµοί των παραγόντων, ονοµάζεται 

πλήρες (complete) παραγοντικό πείραµα.  

 Γενικά, όταν µελετώνται οι αλληλεπιδράσεις k χηµικών ουσιών σε m επίπεδα 

(συγκεντρώσεις) η καθεµιά, τότε απαιτούνται mk επεµβάσεις σε ένα πλήρες παραγοντικό 

πείραµα. Καθώς ο αριθµός των χηµικών ουσιών k αυξάνει, αυξάνει σηµαντικά ο αριθµός των 

δυνατών συνδυασµών. Για να είναι δυνατή η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων, θα 

πρέπει ο αριθµός των συγκεντρώσεων κάθε ουσίας στο πείραµα να είναι κατά ένα µεγαλύτερος 

από τον µέγιστο εκθέτη της συγκέντρωσης της ουσίας αυτής, στην εξίσωση που περιγράφει 

καλύτερα την τοξική δράση του µίγµατος. Για την εξίσωση (4.10), κάθε ουσία θα πρέπει να 

ελεγχθεί σε δύο επίπεδα συγκεντρώσεων, δηλ. θα πρέπει να διεξαχθεί ένα παραγοντικό πείραµα 

µε 22=4 επεµβάσεις. Όσο πιο πολύπλοκη είναι η εξίσωση που ανταποκρίνεται στα δεδοµένα του 

πειράµατος, τόσο µεγαλύτερος γίνεται ο αναγκαίος αριθµός των επεµβάσεων, ώστε τελικά το 

πείραµα µπορεί να γίνει τόσο µεγάλο που να είναι αδύνατο να διεξαχθεί. Για την µείωση του 

αριθµού των πειραµατικών µονάδων που ελέγχονται ταυτόχρονα, υπάρχουν τεχνικές διεξαγωγής 

των πειραµάτων σε τµήµατα (blocks). 

 

4.10 Παράγοντες που επηρεάζουν την τοξικότητα 

Η τύχη και η συµπεριφορά µιας ουσίας αµέσως µετά την εισαγωγή της στο περιβάλλον ελέγχεται 

από παράγοντες οι οποίοι εξαρτώνται από τις φυσικοχηµικές ιδιότητες της ίδιας της ουσίας, από 

τις φυσικοχηµικές και βιολογικές ιδιότητες του οικοσυστήµατος καθώς και από τις πηγές και το 

ρυθµό εισροής της ουσίας στο περιβάλλον.  

 Η µοριακή δοµή, η υδατοδιαλυτότητα, η τάση ατµών, οι σταθερές ταχύτητας των 

διαδικασιών υδρόλυσης, φωτόλυσης, βιολογικής αποδόµησης, εξάτµισης, ρόφησης, πρόσληψης 

και απέκκρισης από τους οργανισµούς καθώς και οι συντελεστές κατανοµής µεταξύ των 

διαφόρων φάσεων είναι οι κύριες φυσικοχηµικές ιδιότητες µιας ουσίας που καθορίζουν την τύχη 

της στο περιβάλλουν. Η γνώση αυτών των ιδιοτήτων επιτρέπει στον εκάστοτε ερευνητή να 
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εκτιµήσει πιο από τα «διαµερίσµατα» του περιβάλλοντος θα εκτεθεί περισσότερο στην 

συγκεκριµένη ουσία και να προβλέψει την ικανότητα της ουσίας να µετακινηθεί µεταξύ αυτών  

των διαφορετικών «διαµερισµάτων» (Rand and Petrocelli, 1985). 

   Οι ιδιότητες του οικοσυστήµατος που µπορεί να επηρεάσουν τη µεταφορά, το 

µετασχηµατισµό και γενικότερα την τύχη των ουσιών είναι η θερµοκρασία, η αλατότητα, το pH, 

η ροή, το βάθος, η ποσότητα των αιωρούµενων στερεών, το µέγεθος των κόκκων του ιζήµατος 

και η περιεκτικότητά του σε άνθρακα (Rand and Petrocelli, 1985). 

 

4.10.1 Παράγοντες που σχετίζονται µε την ουσία  

Όπως προαναφέρθηκε οι φυσικοχηµικές ιδιότητες είναι εκείνες που καθορίζουν τη 

βιοδιαθεσιµότητα, την παραµονή, το µετασχηµατισµό και την τελική τύχη της ουσίας στο 

υδατικό περιβάλλον. Συχνά όµως η τοξικότητα  µιας ουσίας επηρεάζεται από την παρουσία 

προσµίξεων στα διάφορα σκευάσµατα οι οποίες συµβαίνει κάποιες φορές να είναι τοξικότερες 

από την δραστική χηµική ουσία (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Ο τρόπος δράσης της ουσίας επίσης επηρεάζει την τοξικότητά της. Έτσι όταν µια ουσία 

είναι µη-εκλεκτική τότε µπορεί να προκαλεί ανεπιθύµητα αποτελέσµατα για τους οργανισµούς 

που δεν αποτελούν στόχο. Στην περίπτωση αυτή µια ουσία µπορεί να έχει δυσµενείς επιπτώσεις 

σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις. Στην αντίθετη περίπτωση, µια ουσία µπορεί να παρουσιάζει 

τόσο εκλεκτική δράση ώστε να βλάπτει µόνο έναν συγκεκριµένο τύπο ιστού ή κυττάρου 

αφήνοντας ανεπηρέαστα τα υπόλοιπα κύτταρα (ή ιστούς) ακόµα και αυτά που είναι σε στενή 

επαφή µε τα κύτταρα (ή ιστούς) στόχους. Έτσι τυχόν αλλαγές που µπορεί να συµβούν εξαιτίας 

χηµικών και βιολογικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ ουσίας και στόχου µπορεί να µεταβάλλουν τη 

δράση της άρα και την τοξικότητά της (Rand and Petrocelli, 1985). 

    

4.10.2 Παράγοντες που σχετίζονται µε τον εκτιθέµενο οργανισµό  

Μια τοξική ουσία όπως είναι γνωστό δεν επηρεάζει το ίδιο όλους του οργανισµούς διότι οι 

εκτιθέµενοι οργανισµοί παρουσιάζουν διαφορετική ευαισθησία. Έτσι ο ρυθµός και ο τρόπος 

µεταβολισµού της ουσίας καθώς και ο ρυθµός απέκκρισής της διαφοροποιείται µεταξύ των 

οργανισµών εποµένως µεταβάλλεται και η τοξικότητά της (Rand and Petrocelli, 1985). 

 Ένας άλλος παράγοντας που σχετίζεται µε τον οργανισµό και επηρεάζει την τοξικότητα  

είναι η ηλικία και οι διατροφικές συνήθειες. Τα νεαρά άτοµα είναι πιο ευπαθή στη δράση των 
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χηµικών ουσιών σε σχέση µε τα ενήλικα, ενώ οι διαιτητικές συνήθειες επηρεάζουν την 

τοξικότητα, διότι επηρεάζουν τη φυσιολογία και τις βιοχηµικές λειτουργίες ενός οργανισµού 

(Rand and Petrocelli, 1985). 

 

4.10.3 Παράγοντες που σχετίζονται µε το χρόνο έκθεσης 

Οι παράγοντες που σχετίζονται µε την έκθεση ενός οργανισµού σε µια τοξική ουσία έχουν να 

κάνουν µε το είδος της έκθεσης, τη διάρκεια, τη συχνότητα της έκθεσης αλλά και τη 

συγκέντρωση της χηµικής ουσίας.  

Οι υδρόβιοι οργανισµοί εκτίθενται διαρκώς σε ουσίες που είναι διαλυµένες στο νερό, 

προσροφηµένες στο ίζηµα ή υπάρχουν στην τροφή τους. Οι υδατοδιαλυτές ουσίες είναι 

περισσότερο διαθέσιµες στους υδατικούς οργανισµούς σε σχέση µε αυτές που είναι 

προσροφηµένες στο ίζηµα ή τα αιωρούµενα σωµατίδια. Εισέρχονται στον οργανισµό απευθείας 

µέσω των βραγχίων, του στόµατος και του δέρµατος ενώ µέσω του φαγητού εισέρχονται στον 

οργανισµό διαµέσου του γαστρεντερικού συστήµατος. Αντίθετα οι προσροφηµένες ουσίες είναι 

«διαθέσιµες» στους οργανισµούς µόνο µετά την αποδέσµευσή τους. Εποµένως ανάλογα µε τη 

µορφή στην οποία βρίσκεται µια ουσία (διαλυµένη στο νερό ή δεσµευµένη στο ίζηµα ή τα 

αιωρούµενα) οι οργανισµοί εκτίθενται σε υψηλότερες ή χαµηλότερες συγκεντρώσεις, άρα η 

τοξικότητα είναι διαφορετική κάθε φορά (Rand and Petrocelli, 1985).             

Το είδος της έκθεσης (οξεία ή χρόνια) επηρεάζει ουσιαστικά τους µηχανισµούς της 

προσρόφησης, της διανοµής, του βιοµετασχηµατισµού και της απέκκρισης καθορίζοντας τελικά 

την τοξικότητα της ουσίας (Rand and Petrocelli, 1985).             

 Κατά την οξεία έκθεση, ο οργανισµός έρχεται σε επαφή µε µια χηµική ουσία ή έναν 

τοξικό παράγοντα για διάστηµα µερικών ωρών ή ηµερών και τα αποτελέσµατα είναι συνήθως 

άµεσα. Κατά τη χρόνια έκθεση ο οργανισµός εκτίθεται σε χαµηλό επίπεδο µιας χηµικής ουσίας ή 

ενός τοξικού παράγοντα συνεχώς ή σε καθορισµένα διαστήµατα για αρκετό καιρό που 

κυµαίνεται από µερικές εβδοµάδες µέχρι και χρόνια. Τα αποτελέσµατα της χρόνιας έκθεσης 

µπορεί να είναι γρήγορα και άµεσα, όπως συµβαίνει κατά την οξεία έκθεση, ή να γίνονται 

εµφανή µε αργούς ρυθµούς (Rand and Petrocelli, 1985).  

 Η συχνότητα της έκθεσης επίσης επηρεάζει την τοξικότητα µιας ουσίας. Αν ο οργανισµός 

εκτεθεί µια µόνο φορά σε µια συγκεκριµένη συγκέντρωση της ουσίας, τότε θα υποστεί µια 

δυσµενή επίπτωση όµως αν εκτεθεί και δεύτερη φορά αυτό δε σηµαίνει απαραίτητα ότι το τοξικό 
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αποτέλεσµα θα είναι χειρότερο. Αυτό συµβαίνει γιατί στο χρονικό διάστηµα που µεσολαβεί 

µεταξύ των δύο εκθέσεων, ο οργανισµός µπορεί να µεταβολίσει (αν αυτό είναι εφικτό) την ουσία 

ή να εγκλιµατιστεί, οπότε η τοξικότητα της ουσίας επηρεάζεται. Σαφώς όταν η ουσία δεν 

µεταβολίζεται (ή µεταβολίζεται σε µικρό ποσοστό) συσσωρεύεται στον οργανισµό και προκαλεί 

χρόνια αποτελέσµατα (Rand and Petrocelli, 1985). 

 

4.10.4 Παράγοντες που σχετίζονται µε το εξωτερικό περιβάλλον 

Οι κύριοι περιβαλλοντικοί παράγοντες που µπορούν να µεταβάλλουν την τοξικότητα µιας ουσίας 

είναι αυτοί που επηρεάζουν τη διαθεσιµότητά της από τη στήλη του νερού στους οργανισµούς 

και είναι η θερµοκρασία, το διαλυµένο οξυγόνο, το pH και η αλατότητα. 

 

4.10.4.1 Θερµοκρασία 

∆εν υπάρχει ένας γενικός κανόνας για τον τρόπο που οι µεταβολές της θερµοκρασίας 

επηρεάζουν την τοξικότητα µιας ουσίας. Εποµένως ανάλογα µε το είδος του εκτιθέµενου 

οργανισµού και ανάλογα µε την ίδια τη χηµική ουσία οι αλλαγές της θερµοκρασίας µπορεί να 

αυξήσουν, να µειώσουν ή να µην επηρεάσουν καθόλου την τοξικότητα.     

Είναι γνωστό ότι η αύξηση της θερµοκρασίας αυξάνει τη διαλυτότητα πολλών ουσιών 

και εποµένως τη διαθεσιµότητά τους, επηρεάζει τη χηµική δοµή ορισµένων ουσιών και 

µεταβάλει τη συγκέντρωση του διαλυµένου οξυγόνου Οι επιπτώσεις αυτές καθίστανται 

περισσότερο επιβλαβείς καθώς αλληλεπιδρούν µε τις άµεσες επιπτώσεις που επιφέρει η αύξηση 

της θερµοκρασίας στους οργανισµός (Sprague, 1985).   

 

4.10.4.2 ∆ιαλυµένο οξυγόνο 

Η µείωση των συγκεντρώσεων του διαλυµένου οξυγόνου εξαιτίας της ρύπανσης κάτω 

των φυσιολογικών ορίων, αποτελεί από µόνη της γεγονός που προκαλεί δυσµενείς επιπτώσεις 

στους οργανισµούς, καθώς σχετίζεται άµεσα µε τη βιωσιµότητα τους. Υποστηρίζεται ότι η 

µείωση των επιπέδων του διαλυµένου οξυγόνου είναι δυνατόν να αυξήσει σηµαντικά την 

τοξικότητα µιας ουσίας, διότι επηρεάζεται αρνητικά ο ρυθµός αναπνοής του οργανισµού και 

εποµένως γίνεται πιο ευάλωτος, µε αποτέλεσµα χαµηλότερες συγκεντρώσεις της ουσίας να 

επιφέρουν την ίδια δυσµενή επίπτωση (Sprague, 1985).   



 107

4.10.4.3 pH 

Οι µεταβολές του pH του νερού επηρεάζουν κυρίως την τοξικότητα των ουσιών που 

µπορούν να ιονιστούν και των οποίων η αδιάστατη µορφή, η οποία µπορεί και πιο εύκολα να 

διαπεράσει την κυτταρική µεµβράνη, είναι περισσότερο τοξική. Κλασσικό παράδειγµα 

αποτελούν τα ιόντα αµµωνίου τα οποία είναι ελάχιστα τοξικά από µόνα τους, όµως η αύξηση του 

pH συνεπάγεται τη µετατροπή τους σε αµµωνία, η οποία είναι πολύ πιο τοξική. Μάλιστα έχει 

βρεθεί ότι αύξηση του pH των επιφανειακών νερών κατά µία µονάδα οδηγεί σε αύξηση της 

συγκέντρωσης της αµµωνίας κατά έξι φορές. Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στην περίπτωση των 

µετάλλων συµβαίνει ακριβώς το αντίστροφο καθώς η ελεύθερη µορφή του µετάλλου είναι και η 

πιο τοξική καια υτή είναι ποι εµφανίζεται σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις σε χαµηλές τιµές του 

pH (Sprague, 1985).      

 

  4.10.4.4 Αλατότητα  

Η επίδραση της αλατότητας στην τοξικότητα δεν είναι τόσο σηµαντική. Τόσο οι 

θαλάσσιοι οργανισµοί όσο και οι οργανισµοί του γλυκού νερού όταν βρίσκονται στο φυσικό 

τους περιβάλλον φαίνεται να παρουσιάζουν αντίστοιχη ανθεκτικότητα στην επίδραση µιας 

δεδοµένης τοξικής ουσίας. Αντίθετα οι ευρύαλοι οργανισµοί παρουσιάζουν τη µέγιστη δυνατή 

ανθεκτικότητα σε ισοσµωτικά περιβάλλοντα (30-40% θαλασσινό νερό) (Sprague, 1985).   

 

4.11 Τοξικότητα των βιοκτόνων ουσιών των υφαλοχρωµάτων στο θαλάσσιο περιβάλλον 

 

4.11.1 Irgarol 1051 και M1 

Η τοξικότητα του irgarol 1051 µελετήθηκε σε ποικίλους οργανισµούς (φύκη, µακρόφυτα, 

οστρακοειδή και ψάρια), όπως ενδεικτικά φαίνεται στον Πίνακα 4.1 (Toth et al., 1996; Dahl and 

Blank, 1996; Scarlett et al., 1997, 1999b; Hall et al., 1999; Ranke and Jarstoff, 2000). Όπως 

αναµένεται από το  βιοχηµικό τρόπο δράσης της ουσίας, σε χαµηλές συγκεντρώσεις είναι πολύ 

τοξική στους φωτοσυνθετικούς οργανισµούς.  

Μελέτες σε εφτά είδη φυκών έδειξαν ότι η συγκέντρωση που µειώνει την ανάπτυξη κατά 

50 %, κυµαίνεται από 136 ng L-1 για τη Navicula pelliculosa (διάτοµο του γλυκού νερού) µέχρι 

2075 ng L-1 για τη Anabaena flos-aquae (µπλε-πράσινο φύκος του γλυκού νερού) έπειτα από 
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πέντε µέρες έκθεση (Hughes and Alexander, 1993; Hoberg, 1998). Οι Bard et al. (1994) επίσης 

προσδιόρισαν τιµές EC50 της τάξεως των ng (450 ng L-1) για διάφορα είδη φυκών, ενώ και οι 

Dahl and Blanck (1996) που µελέτησαν την επίδραση της ουσίας πάνω σε κοινωνίες Periphyton 

διαπίστωσαν ότι η φωτοσυνθετική δραστηριότητα αναστέλλεται σηµαντικά  µετά από χρόνια 

έκθεση σε συγκεντρώσεις µεταξύ 60 και 250 ng L-1. Οι Okamuara et al. (2000b) βρήκαν ότι το 

irgarol 1051 έχει φυτοτοξική δράση σε διάφορα θαλάσσια ζιζάνια σε συγκεντρώσεις 

χαµηλότερες των 10 µg L-1  (0,6 – 5,9 µg L-1), ενώ σύµφωνα µε τους Rogers et al. (1996) 

αναστολή της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας των φυκών διαπιστώθηκε σε συγκεντρώσεις που 

κυµαίνονταν από 10 ως 100 µg L-1 ανάλογα µε το είδος του εκτιθέµενου οργανισµού. Οι Scarlett 

et al. (1997) για το φύκος του γλυκού νερού Enteromorpha intestinalis προσδιόρισαν EC50 ίση µε 

10 µg L-1. Σε άλλη έρευνα βρέθηκε ότι συγκεντρώσεις του irgarol 1051 µεγαλύτερες από 1000 

ng L-1 πλήρως αναστέλλουν την ανάπτυξη των Thalassiosira pseudonama και Thalassiosira sp. 

(διάτοµα του γλυκού νερού) (Sun et al., 1997). 

Οι ζωικοί οργανισµοί αντίθετα είναι λιγότερο ευαίσθητοι σε σχέση µε τους φυτικούς 

στην παρουσία του irgarol 1051. Σύµφωνα µε τους  Hall et al. (1999) σε έρευνα της ΕΡΑ σε τρία 

είδη ασπόνδυλων και τέσσερα είδη ψαριών οι τιµές της LC50  κυµάνθηκαν από 0,4 mg L-1 για το 

Mysidopsis bahia (Mysid) µέχρι 5,3 mg L-1 για τη Daphnia magna. Οι Scarlett et al. (1997) 

επίσης µελέτησαν την οξεία τοξικότητα του irgarol 1051 σε οστρακοειδή και οι τιµές της LC50 

που προσδιόρισαν βρέθηκαν ίσες µε 0,4 mg L-1 (mysid shrimp) και 8,1 mg L-1 (Daphnia magna) 

µετά από 96 και 48 h έκθεσης αντίστοιχα. Όσον αφορά την τοξικότητα του irgarol 1051 στα 

ψάρια, οι Okamura et al. (2001) αναφέρουν ότι συγκέντρωση 0,88 mg L-1 της ουσίας θανατώνει 

το 50 % της πέστροφας (rainbow trout) µετά από 28 µέρες έκθεσης.  

 Συγκριτικά µε άλλες ουσίες της ίδιας χηµικής κατηγορίας όπως είναι η atrazine, το irgarol 

1051 εµφανίζει πολύ υψηλότερη τοξικότητα. Σύµφωνα µε τους Dahl and Blanck (1996) το 

irgarol 1051 είναι 70 φορές πιο τοξική ουσία σε σχέση µε την atrazine, γεγονός που αποδίδεται 

στην ύπαρξη µεθυλοθειοµάδας στο µόριο της. Σε αντίστοιχα συµπεράσµατα κατέληξαν και οι 

Berard et al. (2003) οι οποίοι διαπίστωσαν ότι τα είδη διατόµων που εξετάστηκαν, ενώ ήταν 

ανθεκτικά στην atrazine εµφάνισαν πολύ µεγάλη ευαισθησία στο irgarol 1051. Η τοξικότητα του 

irgarol 1051 πάνω σε οργανισµούς που δεν αποτελούν στόχο είναι επίσης υψηλή. Σύµφωνα µε 

τους Liu et al. (1999), η ουσία µπορεί να αναστείλει την ανάπτυξη θαλάσσιων φυκών σε 

συγκεντρώσεις της τάξης των 50 ng L-1.  
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Πίνακας 4.1 Τοξικότητα του irgarol 1051 πάνω σε διάφορους υδρόβιους οργανισµούς. 

Τάξη Εκτιθέµενος 
Οργανισµός 

∆είκτης 
τοξικότητας 

EC50 ή LC 50 
(µg L-1) 

NOEC 
ή LOEC 
(µg L-1) 

Αναφορά 

Θαλάσσια φύκη  Porphyra 
yezoensis 4-day EC50 0,60 ≤0,3 Okamura et al. (2000b) 

 Eisenia bicyclis 4-day EC50 2,6–7,4 3,2 Okamura et al. (2000b) 
Θαλάσσιο γρασίδι  Zostera marina 10-day EC50 2,5 10 Scarlett et al. (1999a) 

Φύκη Closterium  
ehrenbergii 5-day EC50 2,5  Okamura et al. (2000b) 

 Selenastrum 
capricornotum 3-day EC50 10,8 ±1,7 5 ± 0,9 Fernandez-Alba et al. 

(2002) 

Μακρόφυτα Elodea 
canadensis EC20 17–52 2,5–25,3 Nystrom et al. (2002) 

 Potamogeton  
pectinatus EC50 10 2,5 Nystrom et al. (2002) 

Φυτοπλανγκτόν various species EC50 0,441– 0,647 0,025– 0,647 Nystrom et al. (2002) 
Ζιζάνια Lemna gibba G3 7-day EC50 11 – 12 - Okamura et al. (2000b) 
 Lemna minor 7-day EC50 7,3–8,9 – Okamura et al. (2000b) 

Βακτήρια Vibrio fischeri 15-min EC50 50800±7800 10000±1900 Fernandez-Alba et al. 
(2002) 

Αρθρόποδα Daphnia magna 48-h EC50 7300±1200 2400±300 Fernandez-Alba et al. 
(2002) 

 Daphnia magna 48-h LC50 6700– 10000 - Okamura et al. (2000a) 
 Daphnia pulex 24-h LC50 5100– 6300  Okamura et al. (2000a) 

 Thamnocepharus 
platvurus 24-h LC50 11000–13000 - Okamura et al. (2000a) 

 Artemia salina 24-h LC50 >4x104  Okamura et al. (2000a) 

Κοράλλια Madracis 
mirabilis   0,063 Owen et al. (2002) 

Ψάρι  
(Chinook salmon)   

Oncorhynchus 
tshawytscha 24-h EC50 105< - Okamura et al. (2002) 

Ψάρι  
(Rainbow trout)  

Oncorhynchus  
mykiss 7-day LC50 25000  Okamura et al. (2002) 

Αχινός  Anthocidaris 
 crassispina 

Pluteus 
formation 

32 h 
 10 Kobayashi and 

Okamura (2002) 

Πηγή: Konstantinou  and Albanis, 2004. 

 

 Αξίζει να σηµειωθεί ότι σε ορισµένες περιπτώσεις έχουν ανιχνευτεί στο θαλάσσιο 

περιβάλλον συγκεντρώσεις της ουσίας ικανές να θέσουν σε κίνδυνο την υδρόβια ζωή (Thomas et 

al., 2001), να βλάψουν κοινωνίες µικροφυκών (Dahl and Blanck, 1996), µακροφύκη (Scarlett et 

al., 1997), κοράλλια (Owen et al., 2002), είδη θαλάσσιου γρασιδιού (Macinnis-Ng and Ralph, 

2003) και µέσω της τροφικής αλυσίδας να επηρεάσουν έµµεσα και άλλους ανώτερους 

οργανισµούς.     

 Παρουσία άλλων οργανικών ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών όπως είναι το diuron, το sea 

nine 211, το chlorothalonil, το dichlofluanid και το TCMTB, η τοξική δράση του irgarol 1051 
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µπορεί να είναι είτε συνεργιστική, είτε ανταγωνιστική είτε αθροιστική και φυσικά εξαρτάται και 

από τον εκτιθέµενο οργανισµό όπως φαίνεται στον Πίνακα 4.2. 

 

Πίνακας 4.2 Τοξική δράση του irgarol 1051 παρουσία άλλων ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών. 

Εκτιθέµενος Οργανισµός 
Μίγµα ενισχυτικών  βιοκτόνων ουσιών 

V. fisheri S.capricornotum D. magna 

Irgarol 1051-diuron Συνέργεια Συνέργεια Συνέργεια 

Irgarol 1051-sea nine 211 Ανταγωνισµός Αθροιστικότητα Αθροιστικότητα

Irgarol 1051-chlorothalonil Συνέργεια Συνέργεια Ανταγωνιµός 

Irgarol 1051-dichlofluanid Αθροιστικότητα Αθροιστικότητα Συνέργεια 

Irgarol 1051-TCMTB Συνέργεια Συνέργεια Συνέργεια 

Irgarol 1051-diuron-sea nine 211 Ανταγωνισµός Αθροιστικότητα Αθροιστικότητα

Irgarol 1051-TCMTB-dichlofluanid Αθροιστικότητα Συνέργεια Συνέργεια 

Irgarol 1051-TCMTB-dichlofluanid-sea nine 211 Ανταγωνισµός Ανταγωνισµός Αθροιστικότητα

 Πηγή: Fernandez-Alba et al., 2002. 

 

Η τοξικότητα του κύριου µεταβολίτη του irgarol 1051, Μ1, έχει µελετηθεί για διάφορους 

οργανισµούς, όπως βακτήρια (Vibrio fisheri), µικροφύκη (Selenastrum capricornotum) και 

οστρακοειδή (Daphnia magna) και έχει βρεθεί ότι είναι χαµηλότερη από την τοξικότητα της 

αρχικής ουσίας (Fernandez- Alba et al., 2002). Ανάλογα µε το χρόνο έκθεσης και τον εκτιθέµενο 

οργανισµό, η EC50 προσδιορίστηκε για το Vibrio fisheri σε 7,3 και 6,5 mg L-1 για 5 και 15 min 

αντίστοιχα, για το Selenastrum capricornotum σε 4,7 και 0,018 mg L-1 για 30 και 72 h αντίστοιχα 

και για τη Daphnia magna σε 18,9 µετά από 24 ή 48 h (Fernandez- Alba et al., 2002). Όµως και 

οι Hoberg et al. (1998) οι οποίοι πραγµατοποίησαν πειράµατα τοξικότητας πάνω στο θαλάσσιο 

διάτοµο Skeletonema constatum, διαπίστωσαν ότι ο Μ1 µετά από 5 µέρες έκθεσης ήταν περίπου 

40 φορές λιγότερο τοξικός από την αρχική ουσία.   

 

4.11.2 Diuron και κύριοι µεταβολίτες του  

Το diuron, όπως και το irgarol 1051, επίσης εµφανίζει υψηλή τοξικότητα στους 

φωτοσυνθετικούς οργανισµούς. Mελέτη της τοξικότητάς του σε τρία είδη οργανισµών το 

βακτήριο Vibrio fischeri, το µικροσκοπικό οστακόδερµο Daphnia magna και το µικροφύκος 

Selenastrum capricornotum, έδειξε ότι το diuron δεν επηρεάζει καθόλου το Vibrio fischeri, σε 
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συγκέντρωση 8,6 mg L-1 µειώνει κατά 50% τον πληθυσµό της Daphnia magna µετά από 48 ώρες 

έκθεσης, ενώ η EC50 για το µικροφύκος µετά από 72 ώρες προσδιορίστηκε στα 0,045 mg L-1 

(Fernandez-Alba 2002). Στην έρευνα των Chesworth et al. (2004) αποδείχθηκε ότι συγκέντρωση 

5 µg L-1 του diuron µειώνει σηµαντικά την ανάπτυξη του θαλάσσιου φυτού Zostera marina. 

Το diuron είναι µέτρια τοξικό στα ψάρια και ελαφρώς τοξικό στα ασπόνδυλα. Σύµφωνα 

µε την έρευνα των Nebeker and Schuyetema (1998), µετά από 48 h έκθεσης, η LC50 του diuron 

κυµάνθηκε µεταξύ 4,3 και 42 mg L-1 και 1 και 2,5 mg L-1  για τα ψάρια και τα ασπόνδυλα 

αντίστοιχα ενώ µετά από 96 h έκθεσης η LC50 για το ψάρι rainbow trout ήταν 3,5 mg L-1. Η 

τοξικότητα του diuron σε άλλους οργανισµούς όπως κάµπιες, σαλιγκάρια, βατράχους και 

χρυσόψαρα επίσης έχει µελετηθεί. Το diuron επιδρά αρνητικά στο σωµατικό βάρος και την 

ανάπτυξη γενικότερα των Lumbriculus variegates (κάµπια) και Physa gyrina (σαλιγκάρι) σε 

συγκεντρώσεις 29,1 και 15,3 mg L-1 αντίστοιχα (Nebeker and Schuyetema, 1998). Ο 

προσδιορισµός της LC50 για αυτά τα είδη δεν ήταν δυνατός στην παραπάνω µελέτη όµως σε 

προηγούµενη έρευνα των Christian and Tate  (1983) η LC50 για το σαλιγκάρι Lymnea spp. µετά 

από 96 h έκθεσης υπολογίστηκε σε 15,3 mg L-1. Η έκθεση βατράχων σε diuron προκαλεί 

προβλήµατα στην επιβίωση και την ανάπτυξη καθώς και δυσµορφία στους οργανισµούς όταν 

όµως η έκθεση γίνεται σε συγκεντρώσεις υψηλότερες από αυτές που ανιχνεύονται συνήθως στο 

περιβάλλον (Nebeker and Schuyetema, 1998). Οι Saglio and Trijasse (1998) διαπίστωσαν ότι η 

έκθεση του χρυσόψαρου σε συγκεντρώσεις πολύ χαµηλές της τάξεως των 5 µg L-1, που συνήθως 

ανιχνεύονται στο περιβάλλον (Okamura et al., 2003), επηρέασε τη συµπεριφορά του 

χρυσόψαρου και συγκεκριµένα ο οργανισµός συνάντησε δυσκολίες στην ανεύρεση τροφής. 

Τέλος οι Call et al. (1987) διαπίστωσαν ότι συγκεντρώσεις του diuron µεγαλύτερες από 78 µg L-1 

προκαλούν προβλήµατα στην επιβίωση, ακόµα και το θάνατο του ψαριού Pimephales promelas. 

Στον Πίνακα 4.3 παρουσιάζεται ενδεικτικά η τοξικότητα του diuron σε ορισµένους υδρόβιους 

οργανισµούς.  
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Πίνακας 4.3 Τοξικότητα του diuron πάνω σε διάφορους υδρόβιους οργανισµούς. 

Τάξη Εκτιθέµενος 
Οργανισµός 

∆είκτης 
τοξικότητας 

EC50 ή LC 50 
(µg L-1) 

NOEC 
ή LOEC 
(µg L-1) 

Αναφορά 

Φύκη Selenastrum 
capricornotum 3-day EC50 45 ±7,9 15 ± 2,6 Fernandez-Alba et al. 

(2002) 

Αρθρόποδα Daphnia 
magna 48-h EC50 8600±1300 3500±690 Fernandez-Alba et al. 

(2002) 
Ψάρι  
(Chinook salmon  ) 

Oncorhynchus 
tshawytscha 24-h EC50 52000 - Okamura et al. (2002) 

Ψάρι  
(Rainbow trout ) 

Oncorhynchus 
mykiss 7-day LC50 74000 - Okamura et al. (2002) 

Αχινός Anthocidaris 
crassispina 

Pluteus 
formation 

32 h 
- 1000 Kobayashi and 

Okamura (2002) 

 

Αναφορικά µε την τοξική δράση των µεταβολιτών του diuron στο θαλάσσιο περιβάλλον, 

έχει βρεθεί ότι η DCPMU είναι 215 φορές πιο τοξική από την αρχική ουσία για τη Daphnia 

magna, ενώ η DCPU για τον ίδιο οργανισµό παρουσιάζει χαµηλότερη τοξικότητα από το diuron  

(Fernandez-Alba et al., 2002). Η τοξική δράση της DCA έχει µελετηθεί για διάφορους 

οργανισµούς του γλυκού νερού όπως ψάρια (200 µg L-1) (Ensenbach et al., 1996), µικροφύκη 

(700 – 4400 µg L-1) (Girling et al., 2000), πρωτόζωα (1,5 mg L-1), φυτοπλαγκτονικούς (100 µg L-

1) οργανισµούς και δάφνια (<100 µg L-1)  (Sosak-Swiderska et al., 1998).  

 Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία οι µελέτες τοξικότητας που έχουν πραγµατοποιηθεί 

µέχρι σήµερα αφορούν κυρίως στις δυσµενείς επιπτώσεις του irgarol 1051 πάνω σε οργανισµούς 

του γλυκού νερού, ενώ οι λίγες µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί αναφορικά µε τον κύριο 

µεταβολίτη της ουσίας Μ1, επίσης σχετίζονται µε οργανισµούς που ζουν σε αντίστοιχα 

περιβάλλοντα. Η τοξικότητα του diuron έχει µελετηθεί εκτενώς πάνω σε χερσαίους οργανισµούς 

όµως τα στοιχεία είναι ελλιπή αναφορικά µε τους θαλάσσιους οργανισµούς. Αν και στη 

βιβλιογραφία αναφέρεται ότι γενικά οι µεταβολίτες είναι περισσότερο τοξικοί από τις αρχικές 

ουσίες, τα ελάχιστα και συχνά αντικρουόµενα αποτελέσµατα που έχουν αναφερθεί για τα 

προϊόντα αποδόµησης του diuron καθιστούν αδύνατη την εξαγωγή συµπερασµάτων σε ότι 

αφορά την τοξικότητα αυτών των ουσιών. Λόγω των ελλείψεων λοιπόν που παρατηρούνται στη 

βιβλιογραφία και δεδοµένης της παρουσίας και των µεταβολιτών πάντα στο θαλάσσιο 

περιβάλλον, η µελέτη της τοξικής τους δράσης πάνω σε θαλάσσιους οργανισµούς είναι 

αναγκαία.    
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

 

ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ 

 

5.1 Κύριος Εξοπλισµός 

 

5.1.1 Υγροχρωµατογράφος  

Για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό των ουσιών irgarol 1051 και diuron,  καθώς και 

των µεταβολιτών τους M1, DCPMU, DCPU και DCA σε δείγµατα θαλασσινού νερού και 

θαλάσσιου ιζήµατος, χρησιµοποιήθηκε υγροχρωµατογράφος υψηλής απόδοσης της Varian 

(USA) µε αντλία 9012 η οποία ήταν συνδεδεµένη µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων 

Polychrom 9065 (Varian, USA) και εισαγωγέα βρόγχου 100 µL Rheodyne 7161 (Rheodyne, 

USA). Ο διαχωρισµός των εξεταζόµενων ουσιών πραγµατοποιήθηκε πάνω σε στήλη 

υγροχρωµατογραφίας Zorbax SB–C18, 4,6 mm x 15 cm (5 µm). Η προστασία της στήλης 

επιτεύχθηκε µε χρήση προστήλης Zorbax SB – C18, 4,6 mm x 1,25 cm (5 µm) (Hewlett Packard, 

USA). Για τη θερµοστάτηση της στήλης στους 30 oC, χρησιµοποιήθηκε κλίβανος µε πλάκες 

θερµοστάτησης στήλης υγροχρωµατογραφίας (Jones Chromatography, England), ενώ το ρεύµα 

των διαλυτών προθερµαινόταν µε θερµαινόµενη αντίσταση που τυλίχθηκε γύρω από το σωλήνα 

εισαγωγής της κινητής φάσης στη χρωµατογραφική στήλη. Η απαέρωση της κινητής φάσης 

πραγµατοποιούνταν µε ρεύµα ηλίου. Ο υγροχρωµατογράφος ήταν συνδεδεµένος µε ηλεκτρονικό 

υπολογιστή στον οποίο είχε εγκατασταθεί το πρόγραµµα επεξεργασίας των χρωµατογραφηµάτων 

και ολοκλήρωσης των χρωµατογραφηκών κορυφών Star Chromatography Workstation 4.5 

(1989-1996, Varian Associates Inc.). Ο υγροχρωµατογράφος χρησιµοποιήθηκε στα κεφάλαια 6,7 

και 9. 

 

5. 1.2 Αεριοχρωµατογράφος 

Για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των ουσιών irgarol 1051 και M1 χρησιµοποιήθηκε 

αεριοχρωµατογράφος Trace GC 2000 συνδεδεµένος µε ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών Polaris 

Q (ThermoQuest CE Instruments, Texas, USA). Το σύστηµα υποστηριζόταν από αυτόµατο 

δειγµατολήπτη AS 2000. Ο διαχωρισµός των ουσιών πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 
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τριχοειδούς στήλης ZB-5 (5% diphenyl-95% dimethylpolysiloxane), 30 m x 0,25 i.d. x 0,25 µm 

(Phenomenex, UK). Το φέρον αέριο ήταν ήλιο και η ροή του ήταν σταθερή (1 mL min –1) 

καθόλη τη διάρκεια της ανάλυσης. Ο όγκος του εισαγόµενου δείγµατος ήταν 1 µL. Η τεχνική 

εισαγωγής ήταν splitless και πραγµατοποιούνταν στους 220°C. Η θερµοκρασία της στήλης 

ρυθµίστηκε ως εξής: από τους 70 στους 175 oC µε ρυθµό 20 oC min-1, από τους 175 στους 185 oC 

µε ρυθµό 2 oC min-1, από τους 185 στους 300 oC µε ρυθµό 10 oC min-1 και διατήρηση της τελικής 

θερµοκρασίας  για 2 min.  Η θερµοκρασία µεταφοράς διατηρήθηκε σταθερή στους 280 oC, ενώ η 

θερµοκρασία της πηγής ιόντων ήταν 220 oC. Ο ιοντισµός και η θραυσµατοποίηση των ουσιών 

πραγµατοποιούνταν µε πρόσκρουση ηλεκτρονίων (Electron Impact ), ενώ η ενέργεια ιοντισµού 

ήταν 70 eV. Ο αεριοχρωµατογράφος ήταν συνδεδεµένος µε ηλεκτρονικό υπολογιστή στον οποίο 

είχε εγκατασταθεί το πρόγραµµα επεξεργασίας των χρωµατογραφηµάτων και ολοκλήρωσης των 

χρωµατογραφηκών κορυφών Xcalibur 1.2 (1998 - 2000, Thermoquest Corporation). Ο 

αεριοχρωµατογράφος χρησιµοποιήθηκε στα κεφάλαια 8 και 9. 

 

5.2. Βοηθητικός Εξοπλισµός 

 

5.2.1 Φούρνος µικροκυµάτων 

Η εκχύλιση των ουσιών irgarol 1051 και Μ1 από δείγµατα ιζήµατος µε χρήση µικροκυµάτων 

πραγµατοποιήθηκε µε κλειστού τύπου σύστηµα εκχύλισης µε µικροκύµατα  MARS-X, µε 

µέγιστη ισχύ 1200 W της CEM (Matthews, NC, USA). Το όργανο διαθέτει περιστροφικό δίσκο 

14 θέσεων και η εκχύλιση µπορεί να πραγµατοποιηθεί είτε υπό ελεγχόµενη θερµοκρασία είτε 

υπό ελεγχόµενη πίεση. Κατά τη διάρκεια της εκχύλισης η θερµοκρασία και η πίεση 

παρακολουθούνται σε ένα από τα δοχεία (δοχείο αναφοράς) µέσω ενός αισθητήρα, ενώ 

συγχρόνως ένας δεύτερος αισθητήρας ελέγχει το εσωτερικό του φούρνου µικροκυµάτων για 

τυχόν διαρροές του διαλύτη εκχύλισης. Στην παρούσα διατριβή η εκχύλιση έγινε υπό σταθερή 

πίεση 200 psi. Η ισχύς του οργάνου ήταν πάντοτε 100 % η οποία αντιστοιχούσε σε 600 ή 1200 

W, ανάλογα µε τον αριθµό των δειγµάτων που ταυτόχρονα εκχυλιζόταν. Ο χρόνος που 

χρειαζόταν το όργανο για να φτάσει στις επιθυµητές συνθήκες ήταν 7 min. Ο φούρνος 

µικροκυµάτων χρησιµοποιήθηκε στα κεφάλαια 8 και 9.   
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5.2.2 Λουτρό Υπερήχων  

Για την αποµόνωση των ουσιών irgarol 1051, diuron  M1, DCPMU, DCPU και DCA από 

δείγµατα  θαλάσσιου ιζήµατος µε χρήση υπερήχων, χρησιµοποιήθηκε λουτρό υπερήχων της 

Branson (USA) ρυθµιζόµενης θερµοκρασίας και χρόνου. Το λουτρό υπερήχων χρησιµοποιήθηκε 

στα κεφάλαια 7 και 9.  

 

5.2.3 Αναλυτής οργανικού άνθρακα 

Ο προσδιορισµός της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα των δειγµάτων θαλάσσιου 

ιζήµατος πραγµατοποιήθηκε µε αναλυτή οργανικού άνθρακα Carlo Erba NA-1500 

(Thermoquest, Italy) συνδεδεµένου µε αυτόµατο δειγµατολήπτη (Thermoquest, Italy). Στο 

εσωτερικό του αναλυτή υπήρχαν η στήλη αντίδρασης (Σχήµα 5.1) και  µια στήλη πληρωµένη µε 

υπερχλωρικό µαγνήσιο. Τα δείγµατα οδηγούνταν µε ρεύµα καθαρού οξυγόνου στο θάλαµο 

αντίδρασης του οργάνου για την πλήρη καύση τους, ενώ τα παραγόµενα αέρια οδηγούνταν στη 

συνέχεια στη στήλη αντίδρασης.  

 
 

Σχήµα 5.1 Στήλη αντίδρασης για τον προσδιορισµό του οργανικού άνθρακα (οι διαστάσεις δεν 

ανταποκρίνονται σε κανονική κλίµακα). 
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Στη στήλη αντίδρασης χάρις το στρώµα αργύρου, αρχικά αποµακρύνονταν τα αλογόνα 

και στη συνέχεια µε τη βοήθεια του οξυγόνου και του οξειδίου του χρωµίου (καταλυτική δράση) 

πραγµατοποιούνταν οξείδωση η οποία είχε ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία διοξειδίου του 

άνθρακα, οξειδίων του αζώτου και νερού. Έπειτα τα αέρια µε τη βοήθεια ρεύµατος ηλίου 

περνούσαν πάνω από στρώµα χαλκού. Εκεί αποµακρύνονταν η περίσσεια οξυγόνου, τα οξείδια 

του αζώτου µετατρέπονταν σε άζωτο ενώ το διοξείδιο του άνθρακα παρέµενε ως είχε. Το µίγµα 

αζώτου, διοξειδίου του άνθρακα και νερού περνούσε στη συνέχεια µέσα από τη στήλη 

υπερχλωρικού µαγνησίου ώστε να συγκρατηθεί το νερό. Τελικά κατέληγαν σε χρωµατογραφική 

στήλη όπου γινόταν ο διαχωρισµός τους, ενώ η ανίχνευσή τους πραγµατοποιούνταν µε θερµική 

αγωγιµότητα. Ο αναλυτής οργανικού άνθρακα ήταν συνδεδεµένος µε ηλεκτρονικό υπολογιστή 

στον οποίο είχε εγκατασταθεί το πρόγραµα εεξεργασίας των αποτελεσµάτων Eager 300 (1990-

2001, Thermofinnegan Italy). Ο αναλυτής οργανικού άνθρακα χρησιµοποιήθηκε στο κεφάλαιο 9. 

 

5.2.4 Συσκευή υποδοχής φυσίγγων 

Για την αποµόνωση των ουσιών irgarol 1051, diuron  M1, DCPMU, DCPU και DCA από 

δείγµατα θαλασσινού νερού µε την τεχνική της εκχύλισης στερεής φάσης (κεφ. 6), αλλά και για 

τον καθαρισµό των εκλουσµάτων ιζήµατος, χρησιµοποιήθηκε συσκευή υποδοχής φυσίγγων 

εκχύλισης στερεής φάσης 12 θέσεων και διάταξη εξάτµισης µε ρεύµα αζώτου (Alltech, USA). Η 

συσκευή ήταν συνδεδεµένη µε αντλία κενού (Barnant Co, USA ή Bόchi Labortechnik AG, 

Switzerland) ώστε να δηµιουργείται υποπίεση στο εσωτερικό της συσκευής και να είναι έτσι 

δυνατή η διέλευση των δειγµάτων µέσα από τις φύσσιγες. Μεταξύ της συσκευής υποδοχής 

φυσίγγων και της αντλίας συνδεόταν γυάλινο δοχείο 5L για τη συλλογή των αποβλήτων. Η 

συσκευή υποδοχής φυσίγγων χρησιµοποιήθηκε στα κεφάλαια  6, 7, 8 και 9. 

 

5.2.5 Περιστροφικός εξατµιστήρας  

Για τη συµπύκνωση των εκλουσµάτων τους ιζήµατος, που προέκυψαν από την εκχύλιση των 

δειγµάτων µε χρήση υπερήχων για τον προσδιοριµό του diuron και των κύριων µεταβολιτών 

του), χρησιµοποιήθηκε περιστροφικός εξατµιστήρας Heidolph VV 2000 (Heidolph, Germany) µε 

δυνατότητα ρύθµισης θερµοκρασίας και αριθµού στροφών. Η συµπύκνωση γινόταν µε 90 

στροφές min-1 στους 50 oC. Ο περιστροφικός εξατµιστήρας χρησιµοποιήθηκε στα κεφάλαια 7 

και 9. 
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5.2.6 Φυγόκεντρος 

Για το διαχωρισµό των εκλουσµάτων, που προέκυψαν από την εκχύλιση των δειγµάτων µε 

χρήση µικροκυµάτων, από τα αιωρούµενα σωµατίδια χρησιµοποιήθηκε φυγόκεντρος B4I 

(Societe Jouan, UK) τεσσάρων θέσεων µε δυνατότητα ρύθµισης του χρόνου φυγοκέντρισης και 

του αριθµού περιστροφών. Στην παρούσα διατριβή η φυγοκέντριση των εκλουσµάτων γινόταν 

µε 2500 rpm για 5 min. Η φυγόκεντρος χρησιµοποιήθηκε στα κεφάλαια 8 και 9. 

 

5.2.7 Μηχανικός αναδευτήρας  

Η ανάδευση των δειγµάτων ιζήµατος κατά το στάδιο ανάπτυξης της µεθοδολογίας για την 

αποµόνωση των εξεταζόµενων ουσιών από το στερεό υπόστρωµα, πραγµατοποιήθηκε µε τη 

βοήθεια µηχανικού αναδευτήρα Unimax 2010 (Heidoplh, Germany) µε δυνατότητα ρύθµισης του 

χρόνου ανάδευσης και της ταχύτητας ανάδευσης (αναδεύσεις min-1). Στην παρούσα διατριβή η 

µηχανική ανάδευση γινόταν για 10 min µε ταχύτητα 200 αναδεύσεις min-1. Ο µηχανικός 

αναδευτήρας χρησιµοποιήθηκε στο κεφάλαιο 7. 

 

5.2.8 Κλίβανος αποστείρωσης 

Για την αποστείρωση του θρεπτικού µέσου που χρησιµοποιήθηκε για την ανάπτυξη των 

φυτοπλαγκτονικών µικροοργανισµών Dunaliella tertiolecta και Navicula forcipata 

χρησιµοποιήθηκε κλίβανος αποστείρωσης (Καϊµακέλης, Αθήνα) υπό συνθήκες σταθερής πίεσης 

(1 atm) και θερµοκρασίας (120 oC), µε δυνατότητα ρύθµισης του χρόνου αποστείρωσης. Ο 

κλίβανος αποστείρωσης χρησιµοποιήθηκε στο κεφάλαιο 10. 

 

5.2.9 Επωαστικός θάλαµος  

Η ανάπυξη των καλλιεργειών των δύο φυτοπλαγκτονικών µικροοργανισµών Dunaliella 

tertiolecta και Navicula forcipata γινόταν µέσα σε επωαστικό θάλαµο (Forma Scientific, USA) 

υπό σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας (20 oC) και συνεχούς φωτισµού (3000 Lux). Ο 

επωαστικός θάλαµος χρησιµοποιήθηκε στο κεφάλαιο 10. 
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5.2.10 Μικροσκόπιο 

 Η καθηµεριµή µέτρηση του κυτταρικού αριθµού στις καλλιέργειες των δύο φυτοπλαγκτονικών 

µικροοργανισµών Dunaliella tertiolecta και Navicula forcipata πραγµατοποιούνταν µε τη 

βοήθεια ανάστροφου µικροσκοπίου LEITZ Fluovert το οποίο ήταν εφοδιασµένο µε πηγή 

υπεριώδους ακτινοβολίας και σύστηµα φακών µέγιστης µεγέθυνσης 1000Χ. Το µικροσκόπιο 

χρησιµοποιήθηκε στο κεφάλαιο 10. 

 

5.2.11 Σταθερό και φορητό pHµετρο  

Ο έλεγχος της τιµής του pH του θρεπτικού µέσου των καλλιεργειών των δύο µικροοργανισµών 

γινόταν µε τη βοήθεια σταθερού pHµετρου Crison (Spain). Το σταθερό pHµετρο 

χρησιµοποιήθηκε στο κεφάλαιο 10.  

 Το φορητό pHµετρο που χρησιµοποιήθηκε για τη µέτρηση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων 

των δειγµάτων θαλασσινού νερού στο πεδίο, ήταν τύπου WTW Multiline P4 (Universal meter, 

UK) και διέθεται ηλεκτρόδιο SenTix 41-3 για τη µέτρηση της τιµής του pH, ενώ παράλληλα 

ήταν συνδεδεµένο µε ένα δεύτερο ηλεκτρόδιο Tetra Con 325 για τη µέτρηση της αλατότητας και 

της αγωγιµότητας στα δείγµατα. Το ίδιο pHµετρο χρησιµοποιήθηκε και για τον προσδιορισµό 

της τιµής του pH των δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος. Το φορητό pHµετρο χρησιµοποιήθηκε στο 

κεφάλαιο 9. 

 

5.2.12 Συσκευή παραγωγής υπερκαθαρού νερού  

Για την παρασκευή υπερκαθαρού νερού στο Εργαστήριο Ποιότητας Υδάτων και Αέρα 

χρησιµοποιήθηκε συσκευή MilliQ/MilliRO (Millipore, USA), ενώ στο εργαστήριο του Κέντρου 

Φυσικής, Περιβάλλοντος και Χηµείας χρησιµοποιήθηκε συσκευή Maxima HPLC/LS (ELGA 

UK). Το υπερκαθαρό νερό τύπου Ι που παράχθηκε από τη συσκευή MilliQ/MilliRO 

χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή  κινητής φάσης και των διαλυµάτων που εισάγονταν στον 

υγροχρωµατογράφο στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν στα κεφάλαια 6, 7, 9 

(προσδιορισµός diuron και κύριων µεταβολιτών του) καθώς και στο κεφάλαιο 10 για την 

παρασκευή διαλυµάτων παρακαταθήκης των διαφόρων αλάτων και βιταµινών. Για τις αναλύσεις 

του έλαβαν χώρα στα κεφάλαια 8 και 9 (προσδιορισµός irgarol 1051 και κύριου µεταβολίτη του 
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Μ1) χρησιµοποιήθηκε νερό που παράχθηκε από συσκευή Maxima HPLC/LS. Και στις δύο 

περιπτώσεις η ειδική αντίσταση του νερού ήταν 18,2 ΜΩ•cm. 

 

5.2.13 Ηλεκτρονικός αναλυτικός ζυγός  

Η ζύγιση των πρότυπων ουσιών για την παρασκευή των διαλυµάτων παρακαταθήκης 

πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Ποιότητας Υδάτων και Αέρα µε τη βοήθεια ηλεκτρονικού 

αναλυτικού ζυγού Mettler AT261 (USA), ενώ εργαστήριο του Κέντρου Φυσικής, Περιβάλλοντος 

και Χηµείας χρησιµοποιήθηκε ηλεκτρονικός αναλυτικός ζυγός NA 164 (Oertling, UK). Οι 

περιοχές ζύγισης και των δύο ζυγών ήταν 0 - 205 g και 0 - 62 g µε ακρίβεια ζύγισης ± 0,1 mg και 

± 0,01 mg αντίστοιχα. 

 

5.2.14 Συσκεύη διήθησης 

Η συσκευή διήθησης που χρησιµοποιήθηκε για τη διήθηση των δειγµάτων θαλασσινού νερού 

στα κεφάλαια 6 και 9, για τη διήθηση των εκχυλισµάτων θαλάσσιου ιζήµατος στα κεφάλαια 7 

και 9 (προσδιορισµός diuron και κύριων µεταβολιτών του) καθώς και για τη διήθηση του 

γηρασµένου θαλασσινού νερού για την παρακευή του θρεπτικού µέσου στο κεφάλαιο 10, ήταν 

της Millipore (USA). Τα φίλτρα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν GF/F 0,7 µm από υαλονήµατα 

(Whatman, England). 

 

5.2.15 Πιπέττες µεταβλητού όγκου  

Για την παρασκευή των διαφόρων διαλυµάτων χρησιµοποιήθηκαν πιπέττες µεταβλητού όγκου 

της Gilson (France) διαφορετικού εύρους όγκων αναρρόφησης η καθεµιά: M-25 (3 – 25 µL και 

ακρίβεια ± 0,15 - ± 0,25 µL), M-50 (20 – 50 µL και ακρίβεια ± 0,34 έως ± 0,50 µL), M-250 (50 – 

250 µL και ακρίβεια ± 1,50 έως ± 2,50 µL) και Μ-1000 (200 – 1000 µL και ακρίβεια από ± 3,00 

έως ± 8,00 µL).  

 Για την προετοιµασία των καλλιεργειών των δύο µικροοργανισµών χρησιµοποιήθηκε 

Transferpette πιπέτα της Brand (Germany), εύρους όγκου αναρρόφησης 0,5 – 5 mL και 

ακρίβειας 0,01 mL. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ IRGAROL 1051, ΤΟΥ DIURON ΚΑΙ ΤΩΝ ΚΥΡΙΩΝ 

ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΩΝ ΤΟΥΣ ΣΕ ΘΑΛΑΣΣΙΝΟ ΝΕΡO ΜΕ ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΣΤΕΡΕΗΣ 

ΦΑΣΗΣ ΚΑΙ ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΜΕ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ 

ΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ ΦΩΤΟ∆ΙΟ∆ΩΝ 

 

6.1 Εισαγωγή 

Η ανάπτυξη γρήγορων και χαµηλού κόστους µεθόδων ανάλυσης των οργανικών  ουσιών, 

είναι επιτακτική τόσο για τον προσδιορισµό των συγκεντρώσεών τους στο περιβάλλον όσο 

και για την εκτίµηση της τοξικότητας τους. Οι χαµηλές συγκεντρώσεις που συχνά 

ανιχνεύονται στο περιβάλλον, επιβάλουν την προσυγκέντρωση των δειγµάτων ώστε να είναι 

δυνατός ο προσδιορισµός τους µε κάποια χρωµατογραφική µέθοδο. 

Η πιο διαδεδοµένη τεχνική αποµόνωσης οργανικών ουσιών από περιβαλλοντικά 

δείγµατα είναι η εκχύλιση στερεής φάσης. Η τεχνική αυτή υπερτερεί έναντι των πιο 

παραδοσιακών µεθόδων όπως αυτή της υγρής-υγρής εκχύλισης, εξαιτίας της ταχύτητάς της, 

των εύκολων χειρισµών της, την απαίτηση µικρών όγκων οργανικών διαλυτών, τον 

αποτελεσµατικότερο διαχωρισµό των διαφόρων προσµίξεων από τις προς ανάλυση ουσίες 

και των µεγαλύτερων συντελεστών προσυγκέντρωσης που µπορούν να επιτευχθούν (Snyder 

1997; Fritz, 1999). 

  Οι δύο πιο σηµαντικοί παράγοντες που επηρεάζουν την απόδοση της εκχύλισης 

στερεής φάσης είναι το είδος του προσροφητικού υλικού που χρησιµοποιείται και ο διαλύτης 

έκλουσης (Fritz, 1999). Για το λόγο αυτό απαιτείται εκτενής διερεύνηση αυτών των 

παραµέτρων ώστε να επιτευχθεί η βέλτιστη απόδοση της διαδικασίας της εκχύλισης ενώ 

ταυτόχρονα θα πρέπει να εξετάζονται και τα διάφορα βήµατα που ακολουθούνται κατά τη 

διαδικασία, ώστε να διασφαλίζεται ότι δεν υπάρχουν απώλειες των εξεταζόµενων ουσιών 

(Henion and Scribe, 1993). 

 Μια αναλυτική µέθοδος για να θεωρηθεί βέλτιστη θα πρέπει εκτός των άλλων να 

παραµένει ανεπηρέαστη κάτω από διαφορετικές συνθήκες χωρίς να παρατηρούνται διαφορές 

στα αποτελέσµατα Για το λόγο αυτό βασικό στάδιο κατά την ανάπτυξη της µεθοδολογίας 

αποτελεί ο έλεγχος της ανθεκτικότητας της χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης σε µικρές 

µεταβολές των διαφόρων παραµέτρων που σχετίζονται µε αυτή (ICH, 1995). 
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 Σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας ήταν η ανάπτυξη και η βελτιστοποίηση µεθόδου 

για την ταυτόχρονη αποµόνωση του irgarol 1051, του diuron και των κύριων µεταβολιτών 

τους από δείγµατα θαλασσινού νερού, µε την τεχνική της εκχύλισης στερεής φάσης, καθώς 

και η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση χρωµατογραφικής ανάλυσης για τον ταυτόχρονο 

προσδιορισµό των ουσιών αυτών µε την τεχνική της υγρής χρωµατογραφίας υψηλής 

απόδοσης µε ανιχνευτή τόξου διόδων. Για τη βελτιστοποίηση της διαδικασίας της εκχύλισης, 

εξετάστηκαν συνολικά τρεις τύποι φυσίγγων εκχύλισης (δύο πολυµερή προσροφητικά υλικά 

και ένα C18) και τρεις διαφορετικοί οργανικοί διαλύτες έκλουσης, ενώ συγχρόνως 

ελέγχθηκαν τα διάφορα στάδια της διαδικασίας για τον προσδιορισµό τυχόν απωλειών των 

εξεταζόµενων ουσιών. Για τη βελτιστοποίηση της χρωµατογραφικής ανάλυσης 

διερευνήθηκαν η επίδραση της θερµοκρασίας της στήλης, του χρόνου ανάλυσης, της 

αναλογίας των διαλυτών της αρχικής κινητής φάσης και της ροής της κινητής φάσης στο 

χρωµατογραφικό διαχωρισµό. Επιπρόσθετα, εξετάστηκε η ανθεκτικότητα της µεθόδου 

ανάλυσης σε µικρές µεταβολές της θερµοκρασίας της στήλης, της ροής της κινητής φάσης 

και της αρχικής αναλογίας των διαλυτών της κινητής φάσης. Η βέλτιστη µέθοδος που 

αναπτύχθηκε εφαρµόστηκε σε φυσικά δείγµατα θαλασσινού νερού.  

 Σύµφωνα µε την ανασκόπιση της διεθνούς βιβλιογραφίας, µέχρι σήµερα δεν υπάρχει 

αναλυτική µέθοδος για τον ταυτόχρονο προσδιορισµό όλων των παραπάνω ουσιών µε 

εκχύλιση στερεής φάσης και υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή 

συστοιχίας φωτοδιόδων. ∆ιάφοροι ερευνητές µάλιστα αναφέρουν ότι στα ίδια δείγµατα ο 

προσδιορισµός των τριαζινών (irgarol 1051 και M1) πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια 

αεριοχρωµατογραφίας, ενώ αντίθετα οι ουρίες αναλύονται µε χρήση υγροχρωµατογραφίας. 

Αυτό έχει ως αποτέλεσµα αύξηση του χρόνου ανάλυσης των δειγµάτων. Στα πλαίσια της 

παρούσας διατριβής για πρώτη φορά γίνεται προσπάθεια ανάπτυξης αναλυτικής µεθόδου για 

τον προσδιορισµό των έξι irgarol 1051, M1, diuron, DCPMU, DCPU και DCA σε µίγµα. 

Επιπλέον θα πρέπει να τονιστεί ότι στις έρευνες που κατά καιρούς έχουν δηµοσιευτεί και 

αφορούν τόσο στην ανάπτυξη µεθόδων προσδιορισµού αυτών των ουσιών σε δείγµατα 

θαλασσινού νερού όσο και στην παρακολούθηση των συγκεντρώσεών τους στο θαλάσσιο 

περιβάλλον, το τελικό προϊόν µεταβολισµού του diuron (DCA) δεν έχει µέχρι τώρα 

µελετηθεί. Ο έλεγχος της ανθεκτικότητας της χρωµατογραφικής µεθόδου που αναπτύχθηκε 

επίσης πραγµατοποιείται για πρώτη φορά. Στοιχεία αναφορικά µε τη συντήρηση δειγµάτων 

θαλασσινού νερού που πρόκειται να αναλυθούν για τις παραπάνω ουσίες επίσης δεν 

υπάρχουν. 
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6.2 ∆ειγµατοληψία 

Για την ανάπτυξη της µεθόδου προσδιορισµού των έξι ουσιών, δείγµατα θαλασσινού νερού 

συλλέχθηκαν από το Αιγαίο Πέλαγος, ανοιχτά της πόλης της Μυτιλήνης (Λέσβος). Πριν την 

έναρξη των διαφόρων πειραµάτων το θαλασσινό νερό αναλύθηκε ώστε να επιβεβαιωθεί ότι 

δεν είναι επιβαρυµένο µε τις προς εξέταση ουσίες. 

Επιπλεόν, δείγµατα θαλασσινού νερού συλλέχθηκαν από βάθος 30 cm (ένα σηµείο 

δειγµατοληψίας) από τις µαρίνες της Καλαµάτας και της Πάτρας καθώς και από τα λιµάνια 

της Ρόδου και της Μυτιλήνης. Η δειγµατοληψία πραγµατοποιήθηκε από το Μάρτιο ως τον 

Ιούλιο του 2002. Η συλλογή των δειγµάτων έγινε σε σκουρόχρωµα γυάλινα µπουκάλια τα 

οποία  τοποθετήθηκαν στο σκοτάδι, στους 4 oC µέχρι την ανάλυση.     

 

6.3 Εξοπλισµός  

Ο εξοπλισµός (κύριος και βοηθητικός) που χρησιµοποιήθηκε για την πραγµατοποίηση των 

πειραµάτων αυτού του κεφαλαίου περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 5. 

 

6.4 Αντιδραστήρια 

Ακετονιτρίλιο για HPLC (Merck, Germany) 

Μεθανόλη για HPLC (Merck, Germany) 

∆ιχλωροµεθάνιο για ανάλυση φυτοφαρµάκων (BDH, England) 

Υπερκαθαρό νερό που παράχθηκε στο εργαστήριο 

Πρότυπες ουσίες irgarol 1051, diuron, DCPMU, DCPU, DCA (Labor Dr. Ehrenstorfer-

Schäfers, Germany) 

Πρότυπη ουσία Μ1 (Additive Hellas, Ελλάδα) 

∆ιαλύµατα παρακαταθήκης των έξι ουσίων σε µεθανόλη, 1000 mg L-1 

Άζωτο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

Ήλιο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

Οξικό οξύ για HPLC (BDH, England) 

NH4OH (Sigma, USA) 
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6.5 Μεθοδολογία 

 

6.5.1 ∆ιαδικασία της εκχύλισης  

Όγκος δείγµατος θαλασσινού νερού ίσος µε 500 mL διηθήθηκε χρησιµοποιώντας φίλτρα 

GF/F 0,7 µm από υαλονήµατα (Whatman, England) και επιφορτίστηκε µε πρότυπο διάλυµα 

των εξεταζόµενων ουσιών, σε µεθανόλη, σε συγκέντρωση 0,1 µg L-1. Τα επιφορτισµένα 

δείγµατα τοποθετήθηκαν σε λουτρό υπερήχων για 10 min ώστε να διασφαλιστεί η 

οµοιόµορφη κατανοµή των ουσιών στο διάλυµα και στη συνέχεια αφέθηκαν σε ηρεµία επί 10 

min ώστε να επέλθει ισορροπία. Η αποµόνωση των έξι ουσιών από τα επιφορτισµένα 

δείγµατα του θαλασσινού νερού πραγµατοποιήθηκε µε την τεχνική της µη 

αυτοµατοποιηµένης (off-line) εκχύλισης στερεής φάσης. Για το σκοπό αυτό φύσιγγες 

προσαρµόστηκαν σε συσκευή υποδοχής φυσίγγων εκχύλισης στερεής φάσης. Οι φύσιγγες 

αρχικά καθαρίστηκαν µε 10 mL ακετονιτριλίου (ροή ≈ 0,5 mL min-1) και κατόπιν 

ενεργοποιήθηκαν µε 10 mL µεθανόλης και 10 mL υπερκαθαρού νερού  (ροή ≈ 0,5 mL min-1). 

Τα δείγµατα  αναρροφήθηκαν µέσω των φυσίγγων µε ροή 10 ml min-1. Οι φύσιγγες 

καθαρίστηκαν µε 4 x 2,5 mL υπερκαθαρού νερού και ξηράνθηκαν µε ρεύµα αέρα για 3 min. 

Η έκλουση των προσροφηµένων ουσιών στις φύσιγγες πραγµατοποιήθηκε µε 3 x 2 mL 

µεθανόλης. Η µεθανόλη εξατµίστηκε προσεκτικά µέχρις όγκου 500 µL µε ρεύµα αζώτου, 

στους 35 oC. Ο τελικός όγκος των δειγµάτων πριν την ανάλυση αυξήθηκε σε 1 mL, µε 

προσθήκη 500 µL αρχικής κινητής φάσης (20 % ακετονιτρίλιο – 80 % νερό). 

 

6.5.2 ∆ιερεύνηση δυνητικών απωλειών κατά την εκχύλιση 

Για να διασφαλιστεί ότι δεν υπάρχουν απώλειες των έξι ουσιών κατά την εκχύλιση στερεής 

φάσης και κατά την εξάτµιση µε ρεύµα αζώτου, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα, ένα για τον 

έλεγχο κάθε σταδίου που ακολουθείται κατά την προεπεξεργασία, χρησιµοποιώντας 50 mL 

πρότυπου διαλύµατος συγκέντρωσης 500 µg L-1 της κάθε ουσίας σε µίγµα µεθανόλης – νερού 

(αναλογία 3:1). Επειδή η ποσότητα της µεθανόλης ήταν µεγάλη, αρχικά χρησιµοποιήθηκε 

περιστροφικός εξατµιστής ώστε να εκδιωχθεί ο οργανικός διαλύτης. Όµως και η εξάτµιση µε 

περιστροφικό εξατµιστή ελέγχθηκε ώστε να  εξασφαλιστεί ότι οι ουσίες δεν εξατµίζονται 

µεταβάλλοντας έτσι τη συγκέντρωσή τους στο διάλυµα και αλλοιώνοντας τα τελικά 

αποτελέσµατα.. 
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6.5.2.1 Έλεγχος εξάτµισης µε περιστροφικό εξατµιστή 

Κατά τη διάρκεια αυτού του πειράµατος 50 mL πρότυπου διαλύµατος εξατµίστηκαν στους 50 
oC, µε περιστροφικό εξατµιστή µέχρις όγκου 10 mL. Στη συνέχεια προστέθηκαν 40 mL 

διαλύµατος µεθανόλης – νερού (3:1) και ακολούθησε ανάλυση του δείγµατος µε HPLC-

DAD. 

 

6.5.2.2 Έλεγχος εκχύλισης στερεής φάσης 

Κατά τη διάρκεια αυτού του πειράµατος 50 mL διαλύµατος εξατµίστηκαν στους 50 oC, µε 

περιστροφικό εξατµιστή µέχρις όγκου 10 mL. Στη συνέχεια προστέθηκαν 20 mL 

υπερκαθαρού νερού και το δείγµα εκχυλίστηκε µε εκχύλιση στερεής φάσης µε τη χρήση 

φυσίγγων C18 (500 mg, 6 mL, Sep-Pak Vac, Waters, Ireland). Ακολούθησε έκλουση των 

ουσιών από της φύσιγγες µε 6 ml µεθανόλης. Στο έκλουσµα προστέθηκαν 44 mL διαλύµατος 

µεθανόλης – νερού (3:1) και το δείγµα αναλύθηκε µε HPLC-DAD. 

 

6.5.2.3 Έλεγχος εξάτµισης µε ρέυµα αζώτου 

Κατά τη διάρκεια αυτού του πειράµατος 50 mL διαλύµατος εξατµίστηκαν στους 50 oC, µε 

περιστροφικό εξατµιστή µέχρις όγκου 10 mL. Στη συνέχεια προστέθηκαν 20 mL 

υπερκαθαρού νερού και το δείγµα εκχυλίστηκε µε εκχύλιση στερεής φάσης µε τη χρήση 

φυσίγγων C18. Ακολούθησε έκλουση των ουσιών από της φύσιγγες µε 6 mL µεθανόλης και 

το έκλουσµα εξατµίστηκε µέχρις όγκου 500 µL µε ρεύµα αζώτου στους 35 oC. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 49,5 mL µίγµατος µεθανόλης – νερού και το δείγµα αναλύθηκε µε HPLC-

DAD. 

 

6.5.3 Βελτιστοποίηση της διαδικασίας εκχύλισης 

Για τη βελτιστοποίηση της διαδικασίας της εκχύλισης εξετάστηκαν δύο παράµετροι: το είδος 

του προσροφητικού υλικού των φυσίγγων και ο τύπος του οργανικού διαλύτη έκλουσης. Στα 

πειράµατα που έλαβαν χώρα ελέγχθηκε η αποδοτικότητα εκχύλισης δύο ειδών 

προσροφητικού υλικού: του χηµικά προσδεδεµένου δεκαοκτυλίου σε πυριτικά σωµατίδια 

(C18) και της µη ιοντικής ρητίνης πολυµερούς στυρενίου- διβινυλ-βενζολίου (SDVB) (500 

mg, 6 mL Envichrom–P, Supelco, USA) και υδροξυλιοµένου πολυστυρενίου – 

διβινυλοβενζολίου (500 mg, 6 mL, Isolute ENV+, IST, UK). Οι οργανικοί διαλύτες που 

εξετάστηκαν για την ικανότητα έκλουσης των ουσιών από τα προσροφητικά υλικά ήταν το 
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διχλωροµεθάνιο, το ακετονιτρίλιο και η µεθανόλη. Το διχλωροµεθάνιο και το ακετονιτρίλιο 

εξετάστηκαν από κοινού ως µίγµα σε αναλογία 5:1 (διχλωροµεθάνιο:ακετονιτρίλιο). Η 

µεθανόλη ελέγχθηκε και µε τη µορφή όξινης και βασικής µεθανόλης. Η όξινη µεθανόλη ήταν 

µίγµα οξικού οξέος 20 % v/v σε µεθανόλη, ενώ η βασική ήταν µίγµα NH4OH επίσης 20 % 

v/v σε µεθανόλη. Όλα τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν εις τριπλούν.  

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του στατιστικού 

πακέτου Statgraphics (version 4.0 STSC Inc. and statistical graphics corporation, 1989). 

Χρησιµοποιώντας τη δοκιµασία Least Significant Difference (LSD) για επίπεδο 

σηµαντικότητας 0,05 διερευνήθηκε αν υπάρχουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των µέσων 

όρων των ανακτήσεων.  

 

6.5.4 Ανάλυση µε HPLC-DAD 

Για την ανάλυση των δειγµάτων θαλασσινού νερού χρησιµοποιήθηκε κινητή φάση η οποία 

αποτελούνταν από ακετονιτρίλιο / νερό. Η σύσταση των διαλυτών µεταβαλλόταν από 20/80 

% ακετονιτρίλιο / νερό σε 100 % ακετονιτρίλιο σε 25 min. Η κινητή φάση απαερωνόταν για 

10 min µε ήλιο πριν την έναρξη της ανάλυσης. Η ροή της κινητής φάσης ήταν 1,7 ml min-1 

ενώ η θερµοκρασία της στήλης ήταν 30 oC. Ο όγκος του εγχυόµενου δείγµατος ήταν 100 µL. 

Η διήθηση των δειγµάτων πραγµατοποιούνταν µε φίλτρα Millex, 0,45 µm (Milipore, USA). 

Το µήκος κύµατος του ανιχνευτή ήταν 220 nm για το irgarol 1051 και το Μ1 και 244 nm για 

το diuron και τους µεταβολίτες του.      

Η αναγνώριση των εξεταζόµενων ουσιών στα δείγµατα θαλασσινού νερού 

πραγµατοποιήθηκε βάσει των χρόνων συγκράτησης των ουσιών και της σύγκρισης µεταξύ 

των φασµάτων απορρόφησης UV των ουσιών σε πρότυπα διαλύµατα (τα οποία 

παρασκευάστηκαν από τα διαλύµατα παρακαταθήκης µε κατάλληλες αραιώσεις) (Σχήµα 6.1) 

και των φασµάτων απορρόφησης των κορυφών που ανιχνεύτηκαν στα δείγµατα. Για την 

αποδοχή των αποτελεσµάτων η οµοιότητα µεταξύ των φασµάτων έπρεπε να είναι ίση ή 

µεγαλύτερη από 99 %.  
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Irgarol 1051 M1 

Diuron DCPMU 

DCPU 3,4 DCA 

 

Σχήµα 6.1 Φάσµατα απορρόφησης των έξι ουσιών σε πρότυπο διάλυµα. 

 

 

6.5.5 Βελτιστοποίηση της χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης 

Για τη βελτιστοποίηση της ανάλυσης των δειγµάτων µε HPLC-DAD εξετάστηκε ο 

διαχωρισµός των έξι ουσιών µε ταυτόχρονη µεταβολή της θερµοκρασίας και της ισχύος του 
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διαλύτη ώστε εξευρεθούν η βέλτιστη θερµοκρασία της στήλης και ο βέλτιστος χρόνος 

ανάλυσης.   

Κριτήριο για τον βέλτιστο διαχωρισµό µεταξύ των ουσιών ήταν ο συντελεστής 

διαχωρισµού Rs, o οποίος υπολογίστηκε αυτόµατα από το λογισµικό πρόγραµµα  του 

υγροχρωµατογράφου του συστήµατος (το οποίο περιγράφεται στο κεφ. 5). 

Συνολικά πραγµατοποιήθηκαν τέσσερα βαθµωτά πειράµατα οι συνθήκες των οποίων 

παρουσιάζονται στο Σχήµα 6.2. 

Εξετάστηκαν δύο επίπεδα θερµοκρασιών της στήλης: 30 και 45 οC. Κατά την 

θέρµανση της στήλης, το ρεύµα των διαλυτών προθερµαινόταν µε θερµαινόµενη αντίσταση 

που τυλίχθηκε γύρω από το σωλήνα εισαγωγής της κινητής φάσης στη στήλη. Το 

περιεχόµενο της κινητής φάσης σε ακετονιτρίλιο µεταβαλλόταν από 20 % σε 100 % µέσα σε 

20 ή 60 min. Η ροή της κινητής φάσης ήταν 2 mL min-1. Η συγκέντρωση για κάθε ουσία του 

µίγµατος ήταν 500 µg L-1. 

Για την επιλογή της καλύτερης αρχικής αναλογίας µεταξύ ακετονιτριλίου και νερού 

πραγµατοποιήθηκαν δύο πειράµατα. Εξετάστηκε η αναλογία 20 % ακετονιτρίλιο – 80 % νερό 

και η αναλογία 30 % ακετονιτρίλιο – 70 % νερό. 

Η ροή της κινητής φάσης επίσης ελέγχθηκε. Τα επίπεδα που εξετάστηκαν ήταν 

τέσσερα: 1,3, 1,5, 1,7 και 2,0 mL min-1. 

Τελικά λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα των παραπάνω πειραµάτων, που 

πραγµατοποιήθηκαν εις τριπλούν, επιλέχθηκαν οι βέλτιστες συνθήκες διαχωρισµού (Rs >1,5) 

του irgarol 1051 του diuron και των µεταβολιτών οι οποίες ήταν:  

 

 θερµοκρασία στήλης: 30 oC  

 ροή κινητής φάσης: 1,7 mL min-1 

 αρχική αναλογία ακετονιτριλίου – νερού: 20 % - 80 %  
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Σχήµα 6.2 Πειραµατικές συνθήκες βελτιστοποίησης του διαχωρισµού µε ταυτόχρονη 

µεταβολή της ισχύος του διαλύτη και της θερµοκρασίας. 

 

6.5.6 Έλεγχος της ανθεκτικότητας της χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης 

Η ανθεκτικότητα της χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης που αναπτύχθηκε, εξετάστηκε 

χρησιµοποιώντας πρότυπο διάλυµα µίγµατος των έξι ουσιών, συγκέντρωσης 500 µg L-1, σε 

αρχική κινητή φάση. Μελετήθηκε η επίδραση τριών παραγόντων που σχετίζονται µε τη 

χρωµατογραφική ανάλυση και οι οποίοι είναι δυνατόν να επηρεάσουν την 

αποτελεσµατικότητά της όταν µεταβάλλονται κατά ± 1 επίπεδο. Οι παράγοντες αυτοί ήταν η 

θερµοκρασία της στήλης, η ροή της κινητής φάσης και η αρχική ισχύς του ακετονιτριλίου 

(Πίνακας 6.1). Το πείραµα ελέγχου της ανθεκτικότητας, επικεντρώθηκε στην επίδραση που 

έχουν οι λειτουργικοί αυτοί παράγοντες πάνω στην ευαισθησία του προσδιορισµού των 

εξεταζόµενων ουσιών (εµβαδόν κορυφής), καθώς και πάνω σε χρωµατογραφικές 

παραµέτρους όπως είναι ο χρόνος συγκράτησης των ουσιών πάνω στη στήλη (tR) και ο 

διαχωρισµός µεταξύ των ουσιών (Rs). 
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Πίνακας 6.1 Επίπεδα των παραγόντων που εξετάστηκαν κατά τον έλεγχο ανθεκτικότητας της 

χρωµατογραφικής µεθόδου.  

Παράγοντας Επίπεδο (-1) 
Ονοµαστικό 

επίπεδο  
Επίπεδο (+1) 

Θερµοκρασία στήλης (oC) 29 30 31 

Ροή κινητής φάσης (mL min-1) 1,6 1,7 1,8 

Αρχική ισχύς του ακετονιτριλίου (%) 19 20 21 

 

Η επίδραση κάθε παράγοντα πάνω στην απόκριση της κάθε παραµέτρου 

υπολογίστηκε σύµφωνα µε τη σχέση: 

 

Ex = Yi(+) – Yi(-)   (6.1)
 

Όπου Ex  είναι η επίδραση του εκάστοτε παράγοντα X (θερµοκρασία στήλης, ροή κινητής 

φάσης και % ακετονιτρίλιο) πάνω στην απόκριση Y της κάθε παραµέτρου (tR, Rs, εµβαδόν 

κορυφής) όταν ο παράγοντας αυτός µεταβάλλεται κατά ± 1 επίπεδο. ∆ιαιρώντας την 

επίδραση Ex του παράγοντα X, µε την απόκριση που παρατηρείται στο ονοµαστικό επίπεδο 

Yn της κάθε παραµέτρου και πολλαπλασιάζοντας το πηλίκο επί 100, υπολογίστηκε η 

κανονικοποιηµένη τιµή της επίδρασης Ex όπως φαίνεται από την παρακάτω σχέση: 

 

100x
Yn
ExEx% =  (6.2)

 

Ονοµαστική απόκριση καλείται η απόκριση κάθε παραµέτρου όταν το πείραµα 

λαµβάνει χώρα σε συνθήκες όπου όλοι οι παράγοντες βρίσκονται στο ονοµαστικό βέλτιστο 

επίπεδο (Morgan, 1991). 

Για να εξεταστεί κατά πόσο ένας παράγοντας επηρεάζει σηµαντικά τις αποκρίσεις των 

παραµέτρων, υπολογίστηκε η κρίσιµη τιµή Ecrit της επίδρασης Ex και συγκρίθηκε µε την 

επίδραση του παράγοντα. Ένας παράγοντας θεωρείται ότι επηρεάζει σηµαντικά την απόκριση 

µιας παραµέτρου αν η απόλυτη κανονικοποιηµένη τιµή της επίδρασης του παράγοντα (Ex) 

είναι µεγαλύτερη από την κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης, δηλαδή θα  πρέπει 

να ισχύει ότι crit%E%Ex ≥  (Morgan, 1991). Η τιµή Ecrit υπολογίστηκε σύµφωνα µε τη 

σχέση: 

 



 130

 Ecrit = tcrit × (SE)e  (6.3)
 

Όπου tcrit είναι η τιµή t που υπολογίζεται βάσει στατιστικών πικάνων για αριθµό βαθµών 

ελευθερίας ανάλογα µε τον τρόπο που υπολογίζεται το τυπικό σφάλµα  (SE)e. Αν η µηδενική 

υπόθεση είναι ότι ο παράγοντας δεν επηρεάζει την απόκριση των παραµέτρων (Ho: Ex = 0), 

τότε το τυπικό σφάλµα υπολογίζεται σύµφωνα µε την παρακάτω εξίσωση: 

 

N
s2)SE(

2

e =  (6.4)

 

Όπου s είναι η τυπική απόκλιση της απόκρισης στις ονοµαστικές βέλτιστες τιµές κάθε 

παράγοντα και N είναι ο αριθµός των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν. Ο αριθµός των 

βαθµών ελευθερίας για την τιµή tcrit (για διάστηµα εµπιστοσύνης 95 %) είναι ίσος µε N-1. Με 

τα πειράµατα αυτά εκτιµήθηκε η επίδραση του κάθε παράγοντα (θερµοκρασία στήλης (T), 

ροή κινητής φάσης (F) και % ακετονιτρίλιο (S)) πάνω στην απόκριση της κάθε παραµέτρου 

(tR, Rs και εµβαδόν κορυφής). 

Αν η µηδενική υπόθεση είναι ότι οι αποκρίσεις του κάθε παράγοντα στο επίπεδο –1 

και στο επίπεδο +1 είναι ίσες µεταξύ τους (Ho: Y(+) = Y(-)), τότε το τυπικό σφάλµα (SE)e 

υπολογίζεται σύµφωνα µε την παρακάτω σχέση: 

 

N
)s2(s

(SE)
2

)(
2

)(
e

−+ +
=  (6.5)

 

Όπου s(+) και s(-) είναι οι τυπικές αποκλίσεις της απόκρισης της κάθε παραµέτρου στο επίπεδο 

+ 1 και –1 αντίστοιχα (Morgan, 1991, Vander-Heyden et al., 1995). N είναι ο αριθµός των 

πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν σε καθένα από τα δύο επίπεδα, ενώ οι βαθµοί 

ελευθερίας για την τιµή tcrit είναι N-2. Με τα πειράµατα που έλαβαν χώρα στην ενότητα αυτή, 

εξετάστηκε η επίδραση του κάθε παράγοντα, στο χαµηλότερο και στο υψηλότερο επίπεδο, 

πάνω στην απόκριση της κάθε παραµέτρου. 

 

6.5.7 Επικύρωση της αναλυτικής πορείας 

Η βαθµονόµηση του οργάνου πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας πρότυπα διαλύµατα των 

έξι ουσιών σε εννέα διαφορετικές συγκεντρώσεις (10, 25, 40, 60, 120, 250, 500, 1250 και 
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2500 µg L-1), στην αρχική κινητή φάση, τα οποία αναλύθηκαν αµέσως χωρίς καµία 

προεπεξεργασία. Για κάθε συγκέντρωση υπήρξαν τρείς διαφορετικές επαναλήψεις.   

Το όριο ανίχνευσης (LOD) της κάθε ουσίας προσδιορίστηκε ως τρείς φορές η τυπική 

απόκλιση του θορύβου (Sb) δέκα διαφορετικών τυφλών δειγµάτων θαλασσινού νερού, τα 

οποία υπέστησαν την ίδια ακριβώς προεπεξεργασία όπως και τα επιφορτισµένα µε τις έξι 

ουσίες δείγµατα. Το όριο ποσοτικοποίησης της µεθόδου προσδιορίστηκε σύµφωνα µε τη 

σχέση: 

 

LOQ = 3,3xLOD (6.6)
 

Η πιστότητα της µεθόδου εκτιµήθηκε πραγµατοποιώντας πειράµατα επαναλιψηµότητας 

(πιστότητα την ίδια µέρα) και αναπαραγωγιµότητας (πιστότητα µεταξύ διαφορετικών 

ηµερών). Για την εκτίµηση της πιστότητας της µεθόδου την ίδια µέρα (n=5) πέντε 

διαφορετικά δείγµατα θαλασσινού νερού επιφορτίστηκαν µε συγκέντρωση 0,1 µg L-1 των 

εξεταζόµενων ουσιών και αναλύθηκαν την ίδια µέρα. Για την εκτίµηση της πιστότητας της 

µεθόδου µεταξύ διαφορετικών ηµερών, δύο δείγµατα θαλασσινού νερού επιφορτίστηκαν µε 

συγκέντρωση 0,1 µg L-1 των εξεταζόµενων ουσιών και αναλύθηκαν σε τρεις διαφορετικές 

ηµέρες (k=3).  

Για την εκτίµηση της ορθότητας της µεθόδου, εκτελέστηκαν πειράµατα ανάκτησης. 

∆είγµατα θαλασσινού νερού επιφορτίστηκαν µε τις έξι ουσίες σε τρία διαφορετικά επίπεδα 

συγκεντρώσεων (0,1, 0,2 και 1 µg L-1) και αναλύθηκαν. 

 

6.5.8 Σταθερότητα των ουσιών υπό εργαστηριακές συνθήκες 

Για τη µελέτη της σταθερότητας των έξι ουσιών υπό εργαστηριακές συνθήκες, δείγµατα 

θαλασσινού νερού επιφορτίστηκαν µε συγκέντρωση 2 µg L-1 των ουσιών και εκχυλίστηκαν 

πάνω σε φύσιγγες C18 σύµφωνα µε την παράγραφο 6.5.1. Μέρος των δειγµάτων αναλύθηκε 

τη µηδενική ηµέρα, ενώ οι υπόλοιπες φύσιγγες τοποθετήθηκαν στους –18 oC και αναλύθηκαν 

την 30η, την 60η και την 90η ηµέρα. Μια άλλη σειρά δειγµάτων αρχικά οξινίστηκαν, µε τη 

χρήση HCl (pH = 2), και στη συνέχεια  επιφορτίστηκαν πάλι µε την ίδια συγκέντρωση των 

ουσιών και τοποθετήθηκαν στους 4 oC. Τα δείγµατα αυτά αναλύθηκαν επίσης την 30η, την 

60η και την 90η µέρα χρησιµοποιώντας φύσιγγες C18 και ακολουθώντας την ίδια διαδικασία 

όπως και κατά τη µηδενική ηµέρα. ∆εδοµένου ότι ουσίες που ανήκουν στην ίδια χηµική 

κατηγορία συµπεριφέρονται παρόµοια, εξετάστηκαν µόνο οι ουσίες irgarol 1051 και diuron. 

Η εξέταση µόνο των αρχικών ουσιών πραγµατοποιήθηκε και για έναν ακόµη λόγο: για να 
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διερευνηθούν τυχόν προϊόντα αποδόµησης των δύο ουσιών κατά τη συντήρηση των 

δειγµάτων.    

 

6.6 Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

6.6.1 Προσδιορισµός δυνητικών απωλειών κατά την εκχύλιση 

Η εξέταση των διαφόρων σταδίων που ακολουθούνται κατά την προεπεξεργασία των 

δειγµάτων έδειξε ότι δεν υπάρχουν απώλειες των εξεταζόµενων ουσιών λόγω εξάτµισής τους 

ή ανεπαρκούς εκχύλισής τους στις φύσιγγες C18. Οι ανακτήσεις των ουσιών κυµάνθηκαν 

από 106 ως 120 % ενώ οι σχετικές τυπικές αποκλίσεις ήταν ≤ 13 % όπως φαίνεται και στον 

Πίνακα 6.2. 

 

Πίνακας 6.2 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση R.S.D. (%) του irgarol 1051, 

του diuron και των µεταβολιτών τους κατά τον έλεγχο των σταδίων προεπεξεργασίας του 

δείγµατος.  

Εξάτµιση µε 

περιστροφικό εξατµιστή 
∆ιαδικασία της SPE 

Εξάτµιση µε ρεύµα 

αζώτου 

Ουσία 

Ανάκτηση 

(%) 

R.S.D.  

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

R.S.D.  

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

R.S.D. 

 (%) 

DCPU 108 8,18 107 11,2 111 3,10 

DCPMU 107 6,10 108 11,9 111 1,99 

M1 108 9,22 106 9,94 103 5,84 

Diuron 111 8,78 107 9,86 111 3,06 

DCA 116 11,9 120 13,0 107 11,8 

Irgarol 1051 107 8,74 107 10,4 107 6,06 

 

Οι υψηλές ανακτήσεις (> 100 %) πιθανότατα οφείλονται στη διαφορετική σύνθεση των 

διαλυτών των δειγµάτων (75 % µεθανόλη – 25 % νερό) που εισήχθησαν στην HPLC και της 

κινητής φάσης του συστήµατος (20 % ακετονικρίλιο – 80 % νερό) που είχε ως αποτέλεσµα 

τη διεύρυνση του πλάτους των χρωµατογραφικών κορυφών των έξι ουσιών.  
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6.6.2 Βελτιστοποίηση της διαδικασίας εκχύλισης 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων βελτιστοποίησης της διαδικασίας εκχύλισης 

(Πίνακες 6.3 - 6.5), οι ανακτήσεις των έξι ουσιών κυµάνθηκαν από 20 ως 111 % για τις 

φύσιγγες Sep-Pak  ενώ τα RSDs ήταν χαµηλότερα από 10 % για όλες τις ουσίες εκτός από τη 

DCA για την οποία παρατηρήθηκαν RSDs 15 και 32 % όταν χρησιµοποιήθηκε διαλύτης 

έκλουσης  µίγµα διχλωροµεθανίου-ακετονιτριλίου και βασική µεθανόλη αντίστοιχα. Οι πιο 

ικανοποιητικές ανακτήσεις για όλες τις ουσίες παρατηρήθηκαν όταν η έκλουση έγινε µε 

ουδέτερη µεθανόλη. Το µίγµα διχλωροµεθανίου-ακετονιτριλίου έδωσε ελαφρώς χαµηλότερες 

ανακτήσεις για το irgarol 1051. Η όξινη µεθανόλη έδωσε ικανοποιητικές ανακτήσεις για τις 

περισσότερες ουσίες αλλά για το irgarol 1051 και τη DCPU οι τιµές ήταν ελαφρώς 

χαµηλότερες. Παρόµοια συµπεριφορά των ουσιών παρατηρήθηκε και όταν η έκλουση έγινε 

µε βασική µεθανόλη αλλά όπως αποδείχθηκε, ο διαλύτης αυτός είναι ακατάλληλος για την 

εκρόφηση της DCA από τις φύσιγγες, µε αποτέλεσµα η παρατηρούµενη σχετική τυπική 

απόκλιση των ανακτήσεων της ουσίας σε αυτή την περίπτωση να είναι πολύ υψηλή (32 %). 

Οι ελαφρώς χαµηλότερες ανακτήσεις του irgarol 1051 και της DCPU που παρατηρήθηκαν 

κατά την έκλουση µε όξινη ή βασική µεθανόλη, πιθανόν να οφείλονται στο γεγονός ότι και οι 

δύο ουσίες είναι ενδιάµεσης πολικότητας. Εποµένως απαιτείται για την έκλουσή τους ένας 

πολικός διαλύτης όπως είναι η ουδέτερη µεθανόλη αλλά όχι διαλύτες περισσότερο (όπως η 

όξινη ή η βασική µεθανόλη) ή λιγότερο πολικοί (όπως το µίγµα διχλωροµεθανίου-

ακετονιτριλίου) από την ουδέτερη µεθανόλη ή µη πολικοί  διαλύτες (όπως το εξάνιο).  
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Πίνακας 6.3 Μέση ανάκτηση και τυπικές αποκλίσεις, RSDs (%, n=3) των έξι ουσιών κατά τη 

βελτιστοποίηση του διαλύτη έκλουσης. Φύσιγγες εκχύλισης C18 (Sep-Pak).  

 Έκλουση µε µίγµα 

διχλωροµεθανίου 

– ακετονιτριλίου 

Έκλουση µε 

ουδέτερη 

µεθανόλη 

Έκλουση µε όξινη 

µεθανόλη 

Έκλουση µε 

βασική µεθανόλη 

Ουσία 
Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

DCPU 91,5αβ 3,98 98,7β 1,33 86,8α 8,10 86α 6,04 

DCPMU 99,4α 2,05 91,4β 1,71 95,4αβ 6,84 98,8αβ 3,67 

M1 87,1αβ 3,24 79,4α 8,64 101γ 10,6 94,4βγ 4,56 

Diuron 111α 10,5 102αβ 2,72 98,2αβ 8,34 96,8β 4,40 

DCA 19,9α 15,2 30,3β 2,29 34,6β 3,63 27,1αβ 32,0 

Irgarol 

1051 

89,8α 2,32 107β 5,99 80,6α 9,97 87,8α 5,51 

Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

Η χαµηλή ανάκτηση της DCA ίσως να οφείλεται στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ της 

ουσίας και διαφόρων προσµίξεων που υπάρχουν στο θαλασσινό νερό και πιθανότατα στη 

δηµιουργία οµοιοπολικών δεσµών ανάµεσα στη DCA και στις οµάδες κινόνης (quinone 

groups) των χουµικών ενώσεων που είναι παρούσες στα δείγµατα (Di Corcia et al., 1999). Σε 

καµία περίπτωση όµως δεν µπορεί να αποδοθεί σε απώλειες της ουσίας λόγω εξάτµισης, 

παρόλο που η DCA εµφανίζει σχετικά υψηλή τάση ατµών (0,00632 mm Hg), ούτε και σε 

ανεπαρκή προσρόφησή της πάνω στις φύσιγγες εκχύλισης όπως αναφέρεται στην ενότητα 

6.6.1.  

Η εκχύλιση πάνω σε φύσιγγες SDVB (Envi-Chrom P) παρουσίασε επίσης 

ικανοποιητικές ανακτήσεις  για όλες τις ουσίες, οι οποίες κυµάνθηκαν από 71 ως 104 % όταν 

η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε ουδέτερη µεθανόλη (Πίνακας 6.4). Εντούτοις όµως οι 

τυπικές αποκλίσεις των ανακτήσεων των εξεταζόµενων ουσίων ήταν υψηλότερες σε σχέση µε 

αυτές των φυσίγγων C18 (διακύµανση του RSD από 7,4 % ως 21 %). 
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Πίνακας 6.4 Μέση ανάκτηση και τυπικές αποκλίσεις, RSDs (%, n=3) των έξι ουσιών κατά τη 

βελτιστοποίηση του διαλύτη έκλουσης. Φύσιγγες εκχύλισης SDVB (Envi-Chrom P).  

 Έκλουση µε µίγµα  

διχλωροµεθανίου – ακετονιτριλίου 
Έκλουση µε ουδέτερη µεθανόλη 

Ουσία Ανάκτηση (%) RSD (%) Ανάκτηση %) RSD (%) 

DCPU 94,7α 7,70 89,0α 7,54 

DCPMU 97,0α 9,30 104α 7,76 

M1 110α 4,39 71,2β 11,6 

Diuron 107α 8,30 88,1β 7,44 

DCA 46,5α 18,7 74,1α 21,1 

Irgarol 1051 85,0α 9,17 70,9α 13,9 
Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

Οι ανακτήσεις των εξεταζόµενων ουσιών µετά από εκχύλιση δειγµάτων θαλασσινού 

νερού πάνω σε φύσιγγες Isolute ENV+ (Πίνακας 6.5), κυµάνθηκαν από 69 ως 94% όταν η 

έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε µεθανόλη και από 60 ως 110 %, όταν η έκλουση 

πραγµατοποιήθηκε µε µίγµα διχλωροµεθανίου-ακετονιτριλίου. Για τις ουσίες DCPU, diuron 

και irgarol 1051 οι ανακτήσεις ήταν ελαφρώς χαµηλότερες σε σχέση µε αυτές που 

παρατηρήθηκαν όταν η εκχύλιση έγινε µε φύσιγγες C18. Αντίθετα οι ανακτήσεις της DCA 

βελτιώθηκαν (69,2 %), ενώ και η σχετική τυπική απόκλιση ήταν ικανοποιητική (11,3 %). Οι 

υψηλές ανακτήσεις της DCA πιθανόν να οφείλονται σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ της ουσίας 

και των αρωµατικών δακτυλίων του προσροφητικού υλικού. Οι τυπικές αποκλίσεις που 

παρατηρήθηκαν για τις υπόλοιπες πέντε ουσίες ήταν µικρότερες από 10 % αλλά ελαφρώς 

υψηλότερες από τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις που ελήφθησαν µε τη χρήση φυσίγγων 

C18. 

Η επίτευξη υψηλών ανακτήσεων για τις εξεταζόµενες ουσίες χρησιµοποιώντας το 

συγκεκριµένο τύπο φυσίγγων ίσως οφείλεται στο γεγονός ότι τα πολυµερή προσροφητικά 

υλικά περιέχουν πολλές θέσεις σύζευξης µε αποτέλεσµα να λαµβάνουν χώρα διάφοροι 

µηχανισµοί προσρόφησης της ουσίας πάνω στο προσροφητικό υλικό (ιοντοανταλλαγή, π-π 

αλληλεπιδράσεις, υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις και δεσµοί υδρογόνου). Οι ιδιότητες αυτές σε 

συνδυασµό µε τη µεγάλη ειδική επιφάνεια των υλικών αυτών είναι υπεύθυνα για την 

καλύτερη προσροφητική τους ικανότητα  (Martinez et al., 2000) συγκριτικά µε τα C18. 
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Η έκλουση των ουσιών από τις φύσιγγες Isolute ENV+ µε ουδέτερη µεθανόλη, 

επέφερε στατιστικά σηµαντική αύξηση των ανακτήσεων όλων σχεδόν των ουσιών, εκτός από 

τις ουσίες M1 και diuron, σε σχέση µε την έκλουση τους µε µίγµα διχλωροµεθανίου-

ακετονιτριλίου. Η χρήση διαφορετικών διαλυτών για την έκλουση των φυσίγγων C18 δεν 

κατέδειξε κάποια σαφή, στατιστικά σηµαντική τάση αναφορικά µε τις ανακτήσεις των 

ουσιών.    

 

Πίνακας 6.5 Μέση ανάκτηση και τυπικές αποκλίσεις, RSDs (%, n=3) των έξι ουσιών κατά τη 

βελτιστοποίηση του διαλύτη έκλουσης. Φύσιγγες εκχύλισης υδροξυλειωµένου SDVB (Isolute 

ENV+).  

 Έκλουση µε µίγµα  

διχλωροµεθανίου – ακετονιτριλίου 
Έκλουση µε ουδέτερη 

 µεθανόλη 

Ουσία Ανάκτηση (%) RSD (%) Ανάκτηση %) RSD (%) 

DCPU 66,5α 4,81 87,7β 4,28 

DCPMU 80,3α 7,02 91,8β 4,57 

M1 110α 2,36 77,3β 2,72 

Diuron 100α 4,88 89,4β 4,72 

DCA 60,0α 23,7 69,2α 11,3 

Irgarol 1051 95,9α 5,17 93,5α 8,84 
Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD) 

 

Συνοψίζοντας, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων βελτιστοποίησης της 

διαδικασίας της εκχύλισης, διαπιστώθηκε ότι και τα δύο είδη προσροφητικών υλικών (C18 

και πολυµερή) είναι ισοδύναµα για τον προσδιορισµό των περισσότερων ουσιών 

χρησιµοποιώντας ως διαλύτη έκλουσης ουδέτερη µεθανόλη. Αν η ανάλυση των δειγµάτων 

επικεντρώνεται µόνο στη DCA, τότε θα πρέπει να προτιµηθούν τα πολυµερή προσροφητικά 

υλικά  αφού όπως αποδείχθηκε δίνουν τις υψηλότερες ανακτήσεις για τη συγκεκριµένη 

ουσία. 

 

6.6.3 Βελτιστοποίηση της χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για την βελτιστοποίηση του διαχωρισµού, προτείνεται από 

τους Snyder et al (1997). Έχει εποδειχθεί ότι αποτελεί µια γρήγορη και αποτελεσµατική 

µέθοδο για την εύρεση των βέλτιστων συνθηκών διαχωρισµού, ιδιαίτερα σε µίγµατα σχετικά 
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πολικών ουσιών που τα συστατικά τους διαφέρουν σηµαντικά ως προς την χηµική δοµή 

(Kotrikla and Lekkas, 2001). 

 Ως κριτήρια για την επιλογή των βέλτιστων συνθηκών διαχωρισµού 

χρησιµοποιήθηκαν ο συντελεστής διαχωρισµού, ο παράγοντας ασυµµετρίας των κορυφών και 

ο συνολικός χρόνος ανάλυσης. 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων βελτιστοποίησης της 

χρωµατογραφικής µεθόδου, παρατηρήθηκε ικανοποιητικός διαχωρισµός των εξεταζόµενων 

ουσιών για όλες σχεδόν τις συνθήκες που εξετάστηκαν. Ο συντελεστής διαχωρισµού ήταν 

στις περισσότερες περιπτώσεις µεγαλύτερος του 2 (Πίνακας 6.6).  

 

Πίνακας 6.6 Συντελεστές διαχωρισµού κατά τη βαθµωτή έκλουση των έξι ουσιών µε 

ταυτόχρονη µεταβολή της θερµοκρασίας και της ισχύος του διαλύτη. 

 Συνθήκες πειράµατος 

Ουσία 30oC – 60 min 30oC – 20 min 45oC – 20 min 45oC – 60 min 

- - - - - 

DCPU -DCPMU 6,5 6,7 10 11 

DCPMU-M1 2,1 2,4 4,1 4,7 

M1-Diuron 3,1 2,8 3,9 4,0 

Diuron-DCA 2,3 3,7 3,3 0,7 

DCA-Irgarol 1051 17 13 23 46 

 

 Ο διαχωρισµός δεν ήταν ικανοποιητικός (Rs<1) µόνο για τις ουσίες diuron και DCA, 

όταν η θερµοκρασία της στήλης ρυθµίστηκε στους 45 oC και η βαθµωτή έκλουση ήταν 

διάρκειας 60 min (Σχήµα 6.3).  
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Σχήµα 6.3 ∆ιαχωρισµός των έξι ουσιών για θερµοκρασία στήλης 45 oC και χρόνο βαθµωτής 

έκλουσης 60 min. Μήκος κύµατος ανιχνευτή λ=234 nm. 

 

Επειδή η ουσία DCPU είναι χρονικά η πρώτη από τις έξι ουσίες που εκλούεται, για να 

αποφευχθεί τυχόν παρεµπόδισή της από προσµίξεις που συνεκλούονται µαζί µε τις 

εξεταζόµενες ουσίες κατά την προεπεξεργασία του δείγµατος, επιλέχθηκε χρόνος για τη 

βαθµωτή έκλουση ίσος µε 25 min. 

Ως θερµοκρασία στήλης για την ανάλυση των δειγµάτων επιλέχθηκαν οι 30 oC, 

θερµοκρασία η οποία δεν καταπονεί τη στήλη και εύκολα µπορεί να διατηρηθεί από τον 

κλίβανο. Έχει διαπιστωθεί ότι όταν µια στήλη λειτουργεί σε υψηλές θερµοκρασίες άνω των 

50 oC, τότε γρήγορα παρατηρείται απώλεια της χηµικά συζευγµένης φάσης (Hancock et al., 

1994).  

Η ροή της κινητής φάσης επιλέχθηκε να είναι 1,7 mL min-1 ως η βέλτιστη ροή για το 

διαχωρισµό των έξι ουσιών. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η ανάλυση των δειγµάτων µε ροή 

κινητής φάσης 1,7 mL min-1 έχει ως αποτέλεσµα ελαφρώς µικρότερα εµβαδά κορυφών σε 

σχέση µε αυτά που επιτυγχάνονται όταν η ροή είναι χαµηλότερη (1,3 mL min-1) αλλά ο 

χρόνος ανάλυσης είναι σηµαντικά µικρότερος. Αυτός ήταν ένας άλλος επίσης σηµαντικός 

λόγος για την επιλογή της παραπάνω ροής κατά την ανάπτυξη της µέθοδο αφού όπως είναι 

γνωστό όσο λιγότερο χρονοβόρα είναι µια µέθοδος τόσο πιο πρακτική και προσφιλής είναι. 

Στο Σχήµα 6.4 δίνεται ένα τυπικό χρωµατογράφηµα των έξι ουσιών στις βέλτιστες συνθήκες 

ανάλυσης.   
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Σχήµα 6.4 Τυπικό χρωµατογράφηµα των έξι ουσιών (500 µg L-1) στις βέλτιστες συνθήκες 

ανάλυσης (θερµοκρασία στήλης: 30°C, ροή κινητής φάσης: 1,7 mL min-1, αρχική κινητή 

φάση: 20% ACN – 80% H2O). 

 

6.6.4 Έλεγχος της ανθεκτικότητας της χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης 

Όπως προαναφέρθηκε, µετά την ανάπτυξη της αναλυτικής µεθόδου ακολουθεί έλεγχος της 

ανθεκτικότητάς της ώστε να εξεταστεί η απόδοση της αναλυτικής διαδικασίας όταν 

συµβαίνουν µικρές αλλαγές στις πειραµατικές συνθήκες (EURACHEM Guide, 1998). Οι 

παράγοντες που µπορεί να επηρεάσουν την απόδοση µιας µεθόδου χωρίζονται σε δύο 

κατηγορίες: σε αυτούς που σχετίζονται µε την ίδια τη διαδικασία (π.χ. pH της κινητής φάσης, 

θερµοκρασία της στήλης, συγκέντρωση του χηµικού αντιδραστηρίου ή του διαλύτη σε ένα 

µίγµα) και σε αυτούς που δε σχετίζονται µε την διαδικασία αυτή καθ’ αυτή (π.χ. τα 

αντιδραστήρια, η κατασκευάστρια εταιρεία της στήλης ή του µηχανήµατος) (Hund et al., 

2000). Στην παρούσα εργασία τα κριτήρια που επιλέχθηκαν για τον έλεγχο της 

ανθεκτικότητας της αναλυτικής µεθόδου ήταν ο χρόνος συγκράτησης των ουσιών πάνω στη 

στήλη (tR), ο διαχωρισµός µεταξύ των ουσιών (Rs) και η ευαισθησία του οργάνου κατά τον 

προσδιορισµό των ουσιών (εµβαδόν κορυφής). Στους Πίνακες 6.7- 6.9 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων που έλαβαν χώρα.   

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του Πίνακα 6.7 όλοι οι παράγοντες επηρέασαν το 

χρόνο συγκράτησης των έξι ουσιών. Μεταξύ των τριών παραγόντων, η ροή της κινητής 

φάσης ήταν αυτή που επέφερε υψηλότερες τιµές % Ex. Οι χρόνοι συγκράτησης των ουσιών 

φάνηκαν να είναι πιο ευαίσθητοι όταν οι παράγοντες θερµοκρασία και ροή, µεταβλήθηκαν 

κατά –1 (Πίνακας 6.7, τιµές d (%) για επίπεδο –1). Αντίθετα, όσον αφορά την αρχική ισχύ 
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του ακετονιτριλίου διαπιστώθηκε ότι και τα δύο επίπεδα µεταβολής (-1 και +1) επιφέρουν 

την ίδια µεταβολή πάνω στο χρόνο συγκράτησης των ουσιών.   

Το εµβαδόν των κορυφών των εξεταζόµενων ουσιών (Πίνακας 6.8) επηρεάστηκε 

κυρίως από τις µεταβολές της ροής. Όταν η ροή ρυθµίστηκε στη χαµηλότερή της τιµή 

(επίπεδο –1), η παράµετρος (εµβαδόν κορυφής) επηρεάστηκε σε όλες τις περιπτώσεις κατά το 

µέγιστο, δίνοντας πάλι τις υψηλότερες τιµές % Ex σε σχέση µε τους άλλους δύο παράγοντες. 

Η θερµοκρασία επηρέασε µόνο την απόκριση της κορυφής της ουσίας DCA ανεξάρτητα από 

το εξεταζόµενο επίπεδο. Η αρχική ισχύς του ακετονιτριλίου επηρέασε µόνο το εµβαδόν των 

κορυφών του diuron και των µεταβολιτών του ενώ οι τριαζίνες παρέµειναν ανεπηρέαστες. 

Τα αποτελέσµατα που αφορούν στο διαχωρισµό των ουσιών µεταξύ τους 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.9. Όπως παρατηρήθηκε, οι ουσίες irgarol 1051 και DCA ήταν 

οι µόνες για τις οποίες οι τρεις παράγοντες δεν είχαν επίπτωση πάνω στο διαχωρισµό τους. 

Αντίθετα ο διαχωρισµός των υπόλοιπων ουσιών επηρεάστηκε τόσο από τη θερµοκρασία όσο 

και από την αρχική ισχύ του ακετονιτριλίου και µάλιστα  η επίδραση ήταν µεγαλύτερη όταν 

οι παράγοντες εξετάστηκαν στο υψηλότερο επίπεδο (+1). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

επίπτωση της ροής, η οποία εκτός από την περίπτωση της ουσίας Μ1, για όλες τις άλλες 

ουσίες επέδρασε σηµαντικά πάνω στο διαχωρισµό τους όταν ρυθµίστηκε στη χαµηλότερη 

τιµή της (1,6 mL min –1).  

Συνοψίζοντας τα αποτελέσµατα των πειραµάτων ανθεκτικότητας, διαπιστώνεται ότι 

οι µικρές µεταβολές των παραγόντων (κατά ± 1) επιδρούν σηµαντικά πάνω στο χρόνο 

συγκράτησης όλων των ουσιών, καθιστώντας τη χρήση ενός επιβεβαιωτικού ανιχνευτή, όπως 

είναι ο ανιχνευτής συστοιχίας φωτοδιόδων, υποχρεωτική για την ανίχνευση και τον 

προσδιορισµό των ουσιών. Επιπλέον, µικρές µεταβολές της ροής και κυρίως χαµηλότερες 

αναφορικά µε την ονοµαστική τιµή της, επηρεάζουν την ευαισθησία του οργάνου κατά τον 

προσδιορισµό των ουσιών. Ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης η διαπίστωση ότι οι µεταβολές 

της αρχικής ισχύος του διαλύτη επηρεάζουν την απόκριση µόνο του diuron και των 

µεταβολιτών του και όχι των τριαζινών. 

Τελικά λαµβάνοντας υπόψη όλα τα αποτελέσµατα των πειραµάτων ανθεκτικότητας 

για τον προσδιορισµό του irgarol 1051, του diuron και των µεταβολιτών τους, µε την τεχνική 

της υγροχρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων, 

επιλέχθηκε ως βέλτιστη µέθοδος διαχωρισµού των ουσιών αυτή κατά την οποία η ροή της 

κινητής φάσης είναι 1,7 mL min-1, η θερµοκρασία της στήλης είναι 30 oC και η αρχική ισχύς 

του ακετονιτριλίου είναι 20 %. Οι παραπάνω συνθήκες ευνοούν τη γρήγορη έκλουση και 

επιταχύνουν τον ικανοποιητικό διαχωρισµό των ουσιών. 
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Πίνακας 6.7 Κανονικοποιηµένη επίδραση και κρίσιµες επιδράσεις των τριών παραγόντων πάνω στο χρόνο συγκράτησης της κάθε ουσίας καθώς 

και οι % διαφορές (d) του χρόνου συγκράτησης από τον αντίστοιχο χρόνο συγκράτησης που παρατηρείται στις ονοµαστικές τιµές του κάθε 

παράγοντα. 

  Παράγοντας 

 
 Θερµοκρασία στήλης (T) Ροή κινητής φάσης (F) Αρχική ισχύς ακετονιτριλίου (S) 

Ουσία % Ecritα % E critT
β 

 

% Ex 

 

d (%) 

 για (-) 

 

d (%)  

για (+) 

% E critF
β 

 

% Ex 

 

d (%) 

για (-) 

 

d (%) 

για (+) 

 

% E critS
β 

 

 

% Ex 

 

 

d (%) 

για (-) 

 

d (%)  

για (+) 

DCPU 0,28 0,92 -0,84 1,47 0,62 2,22 -7,57 4,05 -3,51 -7,70 0,95 1,65 -6,05 

DCPMU 0,24 0,62 -0,66 1,25 0,58 1,95 -6,89 3,63 -3,25 -6,41 0,79 1,25 -5,16 

M1 0,40 0,62 -0,68 1,32 0,64 1,83 -6,80 3,50 -3,30 -6,14 0,70 1,21 -4,93 

Diuron 0,21 0,46 -0,55 1,10 0,55 1,73 -6,41 3,38 -3,03 -5,60 0,69 1,04 -4,55 

DCA 0,19 0,42 -0,84 1,27 0,43 1,59 -6,55 3,41 -3,14 -4,63 0,82 0,58 -4,05 

Irgarol 1051 0,13 0,22 -0,46 0,68 0,22 0,49 -4,46 2,23 -2,23 -3,47 0,53 1,14 -2,33 

α: Κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης όταν Ho: Ex = 0 

β: Κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης όταν Ho: Y(+) = Y(-) 
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Πίνακας 6.8 Κανονικοποιηµένη επίδραση και κρίσιµες επιδράσεις των τριών παραγόντων πάνω στο εµβαδόν της κορυφής της κάθε ουσίας 

καθώς και οι % διαφορές (d) του εµβαδού της κάθε κορυφής από το αντίστοιχο εµβαδό που παρατηρείται στις ονοµαστικές τιµές του κάθε 

παράγοντα.    

  Παράγοντας 

 

 Θερµοκρασία στήλης (T) Ροή κινητής φάσης (F) Αρχική ισχύς ακετονιτριλίου (S) 

Ουσία % Ecritα % E critT
β 

 

% Ex 

 

d (%) 

 για (-) 

 

d (%)  

για (+) 

% E critF
β 

 

% Ex 

 

d (%) 

για (-) 

 

d (%) 

για (+) 

 

% E critS
β 

 

 

% Ex 

 

 

d (%) 

για (-) 

 

d (%)  

για (+) 

DCPU 0,99 0,96 0,24 7,44 7,68 0,91 -12,5 13,3 0,80 -0,08 2,25 7,27 7,19 

DCPMU 1,50 1,52 0,96 1,91 2,86 0,81 -11,7 8,02 -3,72 1,63 2,09 1,21 2,84 

M1 0,99 1,22 -0,41 5,91 5,49 2,09 -13,1 11,6 -1,43 -0,19 0,38 6,34 6,15 

Diuron 1,17 2,05 0,57 0,04 0,61 1,06 -11,7 6,27 -5,44 -0,56 2,21 1,18 0,62 

DCΑ 1,14 8,31 6,22 -10,5 -4,26 3,34 -9,16 5,57 -3,59 2,84 1,70 3,07 5,90 

Irgarol 1051 1,91 2,68 -0,56 2,27 1,72 1,07 -12,1 7,82 -4,24 0,24 0,80 1,99 2,23 

α: Κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης όταν Ho: Ex = 0 

β: Κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης όταν Ho: Y(+) = Y(-) 
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Πίνακας 6.9 Κανονικοποιηµένη επίδραση και κρίσιµες επιδράσεις των τριών παραγόντων πάνω στο διαχωρισµό µεταξύ των έξι ουσιών καθώς 

και οι % διαφορές (d) του συντελεστή διαχωρισµού από τον αντίστοιχο συντελεστή που παρατηρείται στις ονοµαστικές τιµές του κάθε 

παράγοντα. 

  Παράγοντας 

 

 Θερµοκρασία στήλης (T) Ροή κινητής φάσης (F) Αρχική ισχύς ακετονιτριλίου (S) 

Ουσία % Ecritα % E critT
β 

 

% Ex 

 

d (%) 

 για (-) 

 

d (%)  

για (+) 

% E critF
β 

 

% Ex 

 

d (%) 

για (-) 

 

d (%) 

για (+) 

 

% E critS
β 

 

 

% Ex 

 

 

d (%) 

για (-) 

 

d (%)  

για (+) 

DCPU - - - - - - - - - - - - - 

DCPMU 1,30 3,89 -5,69 -3,28 -8,97 3,09 3,00 -4,24 -1,24 -5,68 5,67 1,46 -4,23 

M1 4,03 2,75 -6,46 0,41 -6,05 4,51 0,54 -3,73 -3,19 -7,62 7,11 3,75 -3,87 

Diuron 1,72 2,69 -3,41 -5,66 -9,07 0,61 5,05 -4,10 0,96 -5,28 3,80 1,01 -4,27 

DCΑ 12,9 1,86 -9,92 2,82 -7,10 2,88 0,01 1,00 1,00 -3,40 3,99 3,28 -0,12 

Irgarol 1051 12,0 2,28 -5,43 0,23 -5,20 3,61 8,11 -3,50 4,61 -9,44 7,21 9,92 0,47 

α: Κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης όταν Ho: Ex = 0 

β: Κανονικοποιηµένη κρίσιµη τιµή της επίδρασης όταν Ho: Y(+) = Y(-) 
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6.6.5 Επικύρωση της αναλυτικής πορείας 

Στον Πίνακα 6.10 παρουσιάζονται η εξίσωση γραµµικής παλινδρόµησης που εφαρµόστηκε στην 

καµπύλη βαθµονόµησης του οργάνου για κάθε ουσία, οι συντελεστές συσχέτισης (R2) καθώς και τα 

όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης των έξι ουσιών. Η καµπύλη βαθµονόµησης  προσδιορίστηκε 

µε δύο τρόπους: µε βάση το εµβαδόν της κορυφής και µε βάση το ύψος της κορυφής για κάθε 

ουσία. Όπως προέκυψε, το όριο ανίχνευσης του οργάνου για κάθε ουσία, δεν επηρεάστηκε από τη 

διαφορετική ευαισθησία στις δύο περιπτώσεις. 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων για τον έλεγχο της επαναληψιµότητας και της 

αναπαραγωγιµότητας της αναλυτικής µεθόδου επιβεβαίωσαν ότι η µέθοδος που αναπτύχθηκε στην 

παρούσα διατριβή είναι επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη (Πίνακας 6.11) και για τα δύο είδη 

προσροφητικών υλικών. Οι τυπικές αποκλίσεις κυµάνθηκαν µεταξύ 1,54 και 10,8 % για τις 

φύσιγγες C18 ενώ για τις πολυµερείς φύσιγγες Isolute ENV+ η διακύµανση ήταν από 4,09 έως 13,9 

%. 

Οι ανακτήσεις των έξι ουσιών για τα επίπεδα συγκεντρώσεων που εξετάστηκαν (από 0,1 ως 

1 µg L-1) παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.12. Οι τιµές κυµάνθηκαν από 82,4 % ως 106 % για τις 

πέντε από τις έξι ουσίες µε αντίστοιχες σχετικές τυπικές αποκλίσεις, σε όλες τις περιπτώσεις, 

χαµηλότερες από 10 %. Η µοναδική ουσία που ανακτήθηκε από τις φύσιγγες σε πολύ µικρό βαθµό, 

ήταν η DCA της οποίας η ανάκτηση δεν ξεπέρασε το 30,5 %. Χαµηλή ανάκτηση της DCA µετά 

από εκχύλιση σε φύσιγγες C18 αναφέρεται και από άλλους ερευνητές (Boti et al., 2004). Όπως 

προαναφέρθηκε, ο λόγος για την τόσο χαµηλή ανάκτηση της ουσίας αυτής, είναι πιθανές 

αλληλεπιδράσεις που µπορεί να συµβούν µεταξύ της DCA και του σωµατιδιακού οργανικού 

φορτίου που περιέχεται στο θαλασσινό νερό σε συνδυασµό µε τον µεγάλο όγκο δείγµατος που 

εκχυλίστηκε. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία (Pichon 2000), για να εκχυλιστούν οι πολικές ενώσεις 

ικανοποιητικά, ο όγκος του δείγµατος που πρόκειται να προσυγκεντρωθεί θα πρέπει να είναι 

µικρός, διαφορετικά οι ουσίες εκχυλίζονται ασθενώς. Εντούτοις όµως, στην περιβαλλοντική 

ανάλυση προτιµούνται οι µεγάλοι όγκοι δειγµάτων ώστε να επιτευχθούν πολύ χαµηλά όρια 

ανίχνευσης. Τα όρια ανίχνευσης καθώς και οι ανακτήσεις που επιτεύχθηκαν κατά την ανάπτυξη της 

µεθόδου συµφωνούν µε τη βιβλιογραφία (Thomas, 1998; Ferrer and Barcelό, 1999; Martinez et al., 

2000; Piedra et al., 2000; Lambropoulou et al. 2002; Konstantinou et al., 2002).  
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Πίνακας 6.10 Καµπύλες βαθµονόµησης, συντελεστές συσχέτισης (R2) και όρια ανίχνευσης (LOD) και ποσοτικοποίησης των 

έξι ουσιών σε θαλασσινό νερό. 

Ουσία 

Καµπύλη 

βαθµονόµησης µε 

βάση το εµβαδόν της 

κορυφής 

R2 

Καµπύλη 

βαθµονόµησης µε 

βάση το ύψος της 

κορυφής 

R2 

LODα 

(µg L-1) 

 

LOQα 

(µg L-1) 

LODβ 

(µg L-1) 

 

LOQβ 

(µg L-1) 

 

DCPU y = 26,8x - 86,4 0,9999 y = 6,53x - 2,24 0,9997 0,009 0,030 0,010 0,033 

DCPMU y = 27,1x - 80,4 0,9999 y = 6,09x - 19,6 0,9999 0,005 0,017 0,006 0,020 

M1 y = 29,9x - 56,3 0,9999 y = 5,70x - 14,1 0,9998 0,026 0,086 0,026 0,086 

Diuron y = 25,1x - 124 0,9999 y = 5,16x - 24,3 0,9998 0,007 0,023 0,007 0,023 

DCA y = 17,5x - 211 0,9995 y = 3,36x - 39,1 0,9993 0,008 0,026 0,007 0,023 

Irgarol 1051 y = 44,6x - 276 0,9998 y = 7,70x - 23,6 0,9999 0,011 0,036 0,011 0,036 

α : προσδιορισµός βάσει εµβαδού κορυφής, β: προσδιορισµός βάσει ύψους κορυφής
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Πίνακας 6.11 Πιστότητα της διαδικασίας εκχύλισης πάνω σε φύσιγγες C18 (Sep-Pak) και 

υδροξυλειωµένου SDVB (Isolute ENV+), για επίπεδο συγκέντρωσης των εξεταζόµενων 

ουσιών 0,1 µg L- 1. 

 Φύσιγγες Sep-Pak Φύσιγγες Isolute ENV+ 

 Πιστότητα την 

ίδια µέρα 

Πιστότητα µεταξύ 

διαφορετικών 

ηµερών 

Πιστότητα 

την ίδια µέρα 

Πιστότητα µεταξύ 

διαφορετικών 

ηµερών 

Ουσία RSD (%) n=5 RSD (%) n=2, k=3 RSD (%) n=5 RSD (%) n=2, k=3 

DCPU 1,60 3,22 4,40 4,49 

DCPMU 1,54 8,41 4,09 5,52 

M1 8,93 8,75 9,33 10,6 

Diuron 6,19 5,42 6,42 5,60 

DCA 8,75 10,8 10,1 13,9 

Irgarol 1051 4,89 10,2 9,24 8,84 

 

Πίνακας 6.12 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση, R.S.D. (n=4) των έξι 

ουσιών έπειτα από εκχύλιση 500 mL θαλασσινού νερού επιφορτισµένο σε διάφορα επίπεδα 

συγκέντρωσης των έξι ουσιών. 

 0,1 µg L–1 0,2 µg L–1 1 µg L–1 

Ουσία 
Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

 DCPU 96,0α 3,38 89,9α 5,11 94,2α 10,0 

 DCPMU 85,0α 6,89 88,2αβ 7,84 96,2β 8,66 

 M1 82,4α 7,10 106β 7,65 103β 9,01 

 Diuron 99,2α 6,22 93,0α 3,87 98,0α 9,80 

 DCA 30,5α 3,33 28,9β 2,04 29,4αβ 2,02 

 Irgarol 1051 102α 5,27 83,3β 9,17 89,4β 10,0 
Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD) 

 

6.6.6 Σταθερότητα των ουσιών υπό εργαστηριακές συνθήκες 

Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία (Munch and Frebis, 1992; Senseman et al., 1993;  

Lartiges and Garrigues, 1995; Liska and Bilikova, 1998) τόσο οι τριαζίνες όσο και 
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αντιπρόσωποι των υποκατεστηµένων ουριών, δεν εµφανίζουν πρόβληµα σταθερότητας για 

σχετικά µεγάλα χρονικά διαστήµατα, στις συνθήκες που έχουν ελεγχθεί. 

Από τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν για τη µελέτη της σταθερότητας των 

αρχικών ουσιών (Σχήµατα 6.5 και 6.6), παρατηρήθηκε µια τάση µείωσης της ανάκτησης σε 

σχέση µε το χρόνο, µέχρι την 60η ηµέρα, και για τις δύο ουσίες ανεξάρτητα από τον τρόπο 

συντήρησης των δειγµάτων. Κατά την 90η ηµέρα όµως η ανάκτηση και των δύο ουσιών 

αυξήθηκε και για τους δύο τρόπους συντήρησης. Το γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται 

πιθανόν σε διάφορες ουσίες που υπήρχαν εξαρχής στα δείγµατα. Οι ουσίες αυτές δεν 

δηµιούργησαν προβλήµατα στην ανάλυση από την αρχή ίσως όµως, µετά την παρέλευση των 

τριών µηνών να διασπάστηκαν ή να υδρολύθηκαν µε αποτέλεσµα τα προϊόντα αποδόµησης 

τους να συνεκλούονται µε τις εξεταζόµενες ουσίες αυξάνοντας έτσι την ανάκτησή τους κατά 

την 90η ηµέρα. Σε καµιά περίπτωση δεν ανιχνέυτηκαν προϊόντα διάσπασης των 

εξεταζόµενων ουσιών. Η ανάλυση των αποτελεσµάτων έδειξε ότι δεν υπάρχει στατιστικά 

σηµαντική διαφορά µεταξύ των ανακτήσεων των δύο ουσιών για τους διάφορους τρόπους 

συντήρησης των δειγµάτων σε σχέση µε το χρόνο. Η σχετική τυπική απόκλιση ήταν σε όλες 

τις περιπτώσεις χαµηλότερη από 10 %.   
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Σχήµα 6.5 Μέση ανάκτηση (%) του irgarol 1051 σε σχέση µε το χρόνο για τους δύο τρόπους 

συντήρησης.  

 

Έχοντας υπόψη ότι ουσίες της ίδιας χηµικής κατηγορίας εµφανίζουν παρόµοια 

συµπεριφορά, δείγµατα που πρόκειται να αναλυθούν για την παρουσία του irgarol 1051, του 
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diuron και των µεταβολιτών τους µπορούν, µετά από εκχύλιση πάνω σε φύσιγγες C18, να 

συντηρηθούν στους -18 oC χωρίς απώλειες των ουσιών. ∆ιάστηµα µεγαλύτερο των 60 

ηµερών πιθανόν να αλλοιώσει τα αποτελέσµατα τόσο γιατί όπως αποδείχθηκε 

δηµιουργούνται προβλήµατα στην ανάλυση όσο και γιατί ο χρόνος ηµίσειας ζωής του irgarol 

1051 στο θαλασσινό νερό είναι εκατό ηµέρες (Liu et al., 1997) οπότε πιθανόν να υπάρξουν 

απώλειες τις ουσίας.  
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Σχήµα 6.6 Μέση ανάκτηση (%) του diuron σε σχέση µε το χρόνο για τους δύο τρόπους 

συντήρησης. 

 

Θα πρέπει να τονιστεί ότι σε καµια περίπτωση η συντήρηση των δειγµάτων δεν θα 

πρέπει να γίνεται µε τη χρήση HgCl2, διότι όπως αποδείχθηκε σε έρευνα των Liu et al. 

(1999a), ο HgCl2 δρα ως καταλύτης επιταχύνοντας την υδρόλυση του irgarol 1051.  

 

6.6.7 Ανάλυση φυσικών δειγµάτων 

Η µέθοδος που αναπτύχθηκε, εφαρµόστηκε για τον προσδιορισµό των έξι ουσιών σε φυσικά 

δείγµατα προερχόµενα από τέσσερις περιοχές της Ελλάδας (µαρίνες Καλαµάτας και Πάτρας, 

λιµάνια Ρόδου και Μυτιλήνης). Τα δείγµατα συλλέχθηκαν τη χρονική περίοδο µεταξύ 

Μαρτίου και Ιουλίου του 2002. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 6.13, τρεις από τις έξι ουσίες 

(DCPMU, diuron και irgarol 1051) ανιχνεύθηκαν τουλάχιστον µία φορά. 

Το diuron ανιχνέυτηκε σε όλα τα δείγµατα και οι συγκεντρώσεις του κυµάνθηκαν από 

0,03 ως 0,56 µg L-1. Η υψηλότερη συγκέντρωση της ουσίας (0,56 µg L-1) παρατηρήθηκε στα 

δείγµατα από µαρίνες τα οποία συλλέχθηκαν κατά τους καλοκαιρινούς µήνες. Το γεγονός 
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αυτό οφείλεται προφανώς στο ότι η δραστηριότητα και η πυκνότητα των σκαφών είναι πιο 

έντονη στις µαρίνες από ότι στα λιµάνια και αυξάνεται κατά την περίοδο του καλοκαιριού. 

Το irgarol 1051 ανιχνεύτηκε µόνο στα δείγµατα από τις δύο µαρίνες και η υψηλότερη 

συγκέντρωσή του (0,12 µg L-1) παρατηρήθηκε επίσης κατά τους καλοκαιρινούς µήνες 

(Ιούλιος 2002). Η DCPMU ανιχνεύτηκε µόνο στη µαρίνα της Καλαµάτας και η παρουσία της 

πιθανόν να οφείλεται στη διάσπαση του diuron (Σχήµα 6.8).  

 

Πίνακας 6.13 Συγκεντρώσεις των εξεταζόµενων ουσιών που ανιχνεύτηκαν σε φυσικά 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από διάφορες ελληνικές περιοχές.  

Σηµείο δειγµατοληψίας 

Καλαµάτα Μυτιλήνη Πάτρα Μόλυβος 

Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

5/02 6/02 3/02 5/02 6/02 7/02 7/02 

Ουσία 

Συγκέντρωση (µg L-1) 

DCPU - - - - - - - 

DCPMU - 0,02 - - - - - 

M1 - - - - - - - 

Diuron 0,13 0,56 0,03 0,03 0,18 0,22 0,18 

DCA - - - - - - - 

Irgarol 1051 0,04 0,05 - - - 0,12 - 

- : η ουσία δεν ανιχνεύτηκε. 

 

Οι συγκεντρώσεις που ανιχνεύτηκαν στην παρούσα εργασία είναι σε συµφωνία µε 

αυτές που αναφέρονται από άλλους ερευνητές (Mezcua et al., 2002; Lamoree et al., 2002; 

Comber et al., 2002). Στα Σχήµατα 6.7 και 6.8 δίνονται χρωµατογραφήµατα δειγµάτων 

θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη µαρίνα της Καλαµάτας και το λιµάνι της Μυτιλήνης 

καθώς και τα φάσµατα απορρόφησης των ουσιών που ανιχνεύτηκαν.  
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Σχήµα. 6.7 Χρωµατογράφηµα δείγµατος θαλασσινού νερού προερχόµενο από τη µαρίνα της 

Καλαµάτας (α: άγνωστη κορυφή). 

 

 
 

Σχήµα 6.8 Χρωµατογράφηµα δείγµατος θαλασσινού νερού προερχόµενο από τη λιµάνι της 

Μυτιλήνης (α, β: άγνωστες κορυφές). 

 

6.7 Συµπεράσµατα 

Η αναλυτική µέθοδος που αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή για την αποµόνωση του 

irgarol 1051, του diuron και των µεταβολιτών τους από δείγµατα θαλασσινού νερού µε την 

τεχνική της µη αυτοµατοποιηµένης εκχύλισης στερεής φάσης, καθώς και ο ταυτόχρονος 

προσδιορισµός τους µε υγροχρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας 

φωτοδιόδων είναι αποτελεσµατική και χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία και απλότητα. 
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Αναφορικά µε τη χρωµατογραφική µέθοδο ανάλυσης, αυτή αποδείχθηκε γενικότερα 

ανθεκτική παρόλες τις επιπτώσεις των τριών παραγόντων (θερµοκρασία στήλης, ροή κινητής 

φάσης, αρχική ισχύς του ακετονιτριλίου) πάνω στο χρόνο συγκράτησης των ουσιών γεγονός 

άλλωστε που ήταν αναµενόµενο. 

Οι φύσιγγες C18 αποδείχθηκαν  αποτελεσµατικές για την αποµόνωση των τριαζινών 

και των υποκατεστηµένων ουριών αλλά όχι για την DCA παρόλο που οι χαµηλές ανακτήσεις 

της ήταν επαναλήψιµες. Υψηλές ανακτήσεις της DCA παρατηρήθηκαν µε τη χρήση 

πολυµερών φυσιγγίων. Εποµένως τα πολυµερή προσροφητικά υλικά θα πρέπει να 

προτιµούνται αν η ανάλυση των δειγµάτων επικεντρώνεται µόνο σε αυτή την ουσία.     

Οι ουσίες µπορούν να συντηρηθούν είτε προσροφηµένες πάνω σε φύσιγγες C18 στους 

–18 oC, είτε σε οξινισµένο θαλασσινό νερό στο σκοτάδι στους 4 oC για διάστηµα δύο µηνών 

χωρίς απώλειες. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ IRGAROL 1051, ΤΟΥ DIURON ΚΑΙ ΤΩΝ ΚΥΡΙΩΝ 

ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΩΝ ΤΟΥΣ ΘΑΛΑΣΣΙΟ ΙΖΗΜΑ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΥΠΕΡΗΧΩΝ ΚΑΙ 

ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΜΕ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ ΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ 

ΦΩΤΟ∆ΙΟ∆ΩΝ 

 

7.1 Εισαγωγή 

Η αποµόνωση του irgarol 1051, του diuron και των κύριων µεταβολιτών τους Μ1, DCPMU 

και DCPU από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος πραγµατοποιείται µε διάφορες τεχνικές. 

Μεταξύ των µεθόδων που χρησιµοποιούνται για την εκχύλισή τους είναι η εκχύλιση Soxhlet 

(Biselli et al., 2000), η εκχύλιση υπερκρίσιµων υγρών (Haglund et al., 2001), η µηχανική 

ανάδευση (Toth et al., 1996), η εκχύλιση µε χρήση υπερήχων (Gough et al., 1994; Okamura 

et al., 2000; Martinez and Barcelo, 2001a; Ferrer and Barcelo, 2001) καθώς και συνδυασµός 

µηχανικής ανάδευσης και υπερήχων (Albanis et al., 2002; Thomas et al., 2000) ή υπερήχων 

και SPME (Lambropoulou et al., 2003). 

O καθαρισµόs των δειγµάτων ιζήµατος αµέσως µετά την εκχύλιση γίνεται είτε µε τη 

χρήση στηλών florisil (Toth et al., 1996; Albanis et al., 2002) και alumina (Biselli et al., 2000; 

Bowman et al., 2003) είτε µε εκχύλιση στερεής φάσης πάνω σε φύσιγγες C18  (Biselli et al., 

2000; Ferrer and Barcelo, 2001). 

Ο διαχωρισµός και ο προσδιορισµός των συγκεντρώσεων των παραπάνω ουσιών στα 

δείγµατα πραγµατοποείται µε τη χρήση αέριας χρωµατογραφίας µε φασµατοµετρία µαζών 

(Gough et al., 1994; Toth et al., 1996; Okamura et al., 2000; Biselli et al., 2000) 

υγροχρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων (Ferrer et al., 

1997; Penuela et al., 2000) ή µε υγροχρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε φασµατοµετρία 

µαζών (Thomas et al., 2000; Martinez and Barcelo, 2001a; Ferrer and Barcelo, 2001). 

Σκοπός των συγκεκριµένων πειραµάτων ήταν η ανάπτυξη και η βελτιστοποίηση 

µεθόδου εκχύλισης του irgarol 1051 του diuron και των κύριων µεταβολιτών τους από 

δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε τη χρήση υπερήχων καθώς και ο ταυτόχρονος 

προσδιορισµός των ουσιών αυτών µε την τεχνική της υγροχρωµατογραφίας υψηλής 

απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων. Για το σκοπό αυτό, βελτιστοποιήθηκαν 

προσεκτικά όλα τα βήµατα και οι παράµετροι που περιλαµβάνει η αναλυτική διαδικασία 

όπως είναι η ποσότητα του εκχυλιζόµενου ιζήµατος, ο όγκος του διαλύτη εκχύλισης, η 
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διάρκεια της εκχύλισης και η θερµοκρασία στην οποία λαµβάνει χώρα η εκχύλιση. Επιπλέον 

ελέγχθηκε βήµα προς βήµα η διαδικασία προεπεξεργασίας του ιζήµατος ώστε να 

προσδιοριστούν οι τυχόν απώλειες των ουσιών κατά τα διάφορα στάδια. Τέλος η µέθοδος 

που αναπτύχθηκε επικυρώθηκε επαρκώς. 

 Σύµφωνα µε την ανασκόπιση της διεθνούς βιβλιογραφίας µέχρι σήµερα δεν 

αναφέρεται µέθοδος εκχύλισης για την ταυτόχρονη αποµόνωση των ουσιών irgarol 1051, 

diuron, M1, DCPMU, DCPU και DCA από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε τη χρήση 

υπερχήχων και προσδιορισµός του µίγµατος των παραπάνω έξι ουσιών µε 

υγροχρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων. Η ανάγκη 

όµως για µείωση του χρόνου και του κόστους ανάλυσης των δειγµάτων, επιβάλει τη συνεχή 

προσπάθεια για την ανάπτυξη νέων αναλυτικών µεθόδων ώστε να είναι δυνατός ο 

προσδιορισµός µιγµάτων των ουσιών. 

  

7.2 ∆ειγµατοληψία 

Για τη διεξαγωγή των πειραµάτων ανάπτυξης της µεθόδου, δείγµατα επιφανειακού ιζήµατος 

ελήφθησαν από περιοχή ανοιχτά της πόλης της Μυτιλήνης (Λέσβος) µακριά από το λιµάνι 

καθώς και από περιοχές όπου υπάρχουν σκάφη αναψυχής ή βάρκες ψαρέµατος. Για τη 

δειγµατοληψία χρησιµοποιήθηκε δειγµατολήπτης τύπου παγίδας (grab sampler). Τα δείγµατα 

αποθηκεύτηκαν σε γυάλινα  δοχεία µε τη χρήση ατσάλινης σπάτουλας και µεταφέρθηκαν στο 

εργαστήριο. Αµέσως µετά τη συλλογή τους πραγµατοποιήθηκε υγρή κοσκινίση των 

δειγµάτων χρησιµοποιώντας κόσκινο µε άνοιγµα πόρων 1 mm. Ακολούθησε ξήρανση των 

δειγµάτων για 5 ηµέρες στους 60 oC µέχρι σταθερού βάρους. Τελικά τα ξηρά δείγµατα 

ιζήµατος κονιορτοποιήθηκαν µε τη χρήση γουδιού από αχάτι. Πριν την επιφόρτιση των 

δειγµάτων µε τις εξεταζόµενες ουσίες το ίζηµα αναλύθηκε ώστε να διασφαλιστεί η απουσία 

των υπό εξέταση ουσιών.  

 

7.3 Εξοπλισµός  

Ο εξοπλισµός (κύριος και βοηθητικός) που χρησιµοποιήθηκε για την πραγµατοποίηση των 

πειραµάτων αυτού του κεφαλαίου περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 5. 

 

7.4 Αντιδραστήρια 

Ακετονιτρίλιο για HPLC (Merck, Germany) 

Μεθανόλη για HPLC (Merck, Germany) 
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Υπερκαθαρό νερό που παράχθηκε στο εργαστήριο 

Πρότυπες ουσίες irgarol 1051, diuron, DCPMU, DCPU, DCA (Labor Dr. Ehrenstorfer-

Schäfers, Germany) 

Πρότυπη ουσία Μ1 (Additive Hellas, Ελλάδα) 

∆ιαλύµατα παρακαταθήκης των έξι ουσίων σε µεθανόλη, 1000 mg L-1 

Άζωτο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

Ήλιο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

 

7.5 Μεθοδολογία 

 

7.5.1 Βελτιστοποίηση της διαδικασίας εκχύλισης 

Η αποδοτικότητα της διαδικασίας της εκχύλισης εξετάστηκε µε πειράµατα ανάκτησης. Οι 

παράµετροι που ελέγχθηκαν ήταν η ποσότητα του εκχυλιζόµενου ιζήµατος, ο όγκος του 

διαλύτη εκχύλισης, η διάρκεια της εκχύλισης και η θερµοκρασία στην οποία έλαβε χώρα η 

εκχύλιση. Οι παραπάνω παράµετροι εξετάστηκαν σε τέσσερα επίπεδα.   

 

7.5.1.1 Ποσότητα του εκχυλιζόµενου ιζήµατος 

Κατά τη διάρκεια αυτών των πειραµάτων προσδιορίστηκε η βέλτιστη ποσότητα του 

εκχυλιζόµενου ιζήµατος. Εκχυλίστηκε ποσότητα ιζήµατος 2, 5, 10 και 15 g. Αρχικά το ίζηµα 

οµογενοποιήθηκε για µία ώρα µε 10 mL υπερκαθαρού νερού. Έπειτα επιφορτίστηκε µε 50 µl 

µίγµατος των εξεταζόµενων ουσιών, συγκέντρωσης 10 mg L-1 και αναδεύτηκε µηχανικά για 

10 min. Στη συνέχεια προστέθηκαν 20 mL µεθανόλης και το δείγµα εκχυλίστηκε στους 50 oC 

για 30 min µε χρήση υπερήχων. Η παραπάνω διαδικασία έλαβε χώρα εις διπλούν. Τα 

εκχυλίσµατα συνδυάστηκαν και διηθήθηκαν χρησιµοποιώντας φίλτρα GF/F 0,7 µm από 

υαλονήµατα (Whatman, England). Μετά τη διήθηση ακολούθησε συµπύκνωση του 

συνολικού εκχυλίσµατος µε τη βοήθεια περιστροφικού εξατµιστή µέχρι όγκου 10 mL. 

Κατόπιν προστέθηκαν στο δείγµα 20 mL υπερκαθαρού νερού και ακολούθησε καθαρισµός 

του δείγµατος µε τη χρήση εκχύλισης στερεής φάσης. 

Για τον καθαρισµό του δείγµατος ιζήµατος χρησιµοποιήθηκαν φύσιγγες C18 (500 mg, 

6 mL, Sep-Pak Vac, Waters, Ireland). Οι φύσιγγες αρχικά καθαρίστηκαν µε 10 mL 

ακετονιτριλίου (ροή ≈ 0,5 mL min-1). Κατόπιν ενεργοποιήθηκαν µε 10 mL µεθανόλης και 10 

mL υπερκαθαρού νερού  (ροή ≈ 0,5 mL min-1). Το δείγµα  αναρροφήθηκε µέσω των 
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φυσίγγων µε ροή 10 ml min-1. Οι φύσιγγες καθαρίστηκαν µε 4 x 2,5 mL υπερκαθαρού νερού 

και ξηράνθηκαν µε ρεύµα αέρα για 3 min. Η έκλουση των προσροφηµένων ουσιών στις 

φύσιγγες πραγµατοποιήθηκε µε 3 x 2 mL µεθανόλης. Η µεθανόλη εξατµίστηκε προσεκτικά 

µέχρις όγκου 500 µL µε χρήση ρεύµατος αζώτου, στους 35 oC. Ο τελικός όγκος των 

δειγµάτων πριν την ανάλυση αυξήθηκε σε 1 mL, µε προσθήκη 500 µL αρχικής κινητής φάσης 

(20 % ακετονιτρίλιο – 80 % νερό). 

 

7.5.1.2 Όγκος διαλύτη εκχύλισης 

Για τον προσδιορισµό του βέλτιστου όγκου της µεθανόλης που απαιτείται για την εκχύλιση 

του ιζήµατος εξετάστηκαν τρία επιπλέον επίπεδα (10, 30 και 40 mL µεθανόλης) εκτός από 

αυτό των 20 mL. Ποσότητα ιζήµατος 2 g οµογενοποιήθηκε για µία ώρα µε 10 mL 

υπερκαθαρού νερού και κατόπιν επιφορτίστηκε µε 50 µL µίγµατος των εξεταζόµενων 

ουσιών, συγκέντρωσης 10 mg L-1. Το δείγµα ιζήµατος αναδεύτηκε µηχανικά για 10 min. 

Έπειτα προστέθηκε ο κατάλληλος όγκος του διαλύτη εκχύλισης και το δείγµα εκχυλίστηκε 

στους 50 oC για 30 min µε τη χρήση υπερήχων. Η µετέπειτα διαδικασία που ακολουθήθηκε 

είναι  ίδια µε αυτή που περιγράφεται στην παράγραφο 7.5.1.1. Όλα τα πειράµατα για τον 

προσδιορισµό του βέλτιστου όγκου της µεθανόλης έλαβαν χώρα εις διπλούν.  

 

7.5.1.3 ∆ιάρκεια της εκχύλισης 

Για τον προσδιορισµό της βέλτιστης διάρκειας της εκχύλισης, ποσότητα ιζήµατος 2 g αρχικά 

οµογενοποιήθηκε για µία ώρα µε 10 mL υπερκαθαρού νερού και κατόπιν επιφορτίστηκε µε 

50 µL µίγµατος των εξεταζόµενων ουσιών, συγκέντρωσης 10 mg L-1. Το δείγµα ιζήµατος 

αναδεύτηκε µηχανικά για 10 min. Έπειτα προστέθηκαν 20 ml µεθανόλης και το δείγµα 

εκχυλίστηκε στους 50 oC για 10, 20 και 40 min µε χρήση υπερήχων. Η µετέπειτα διαδικασία 

που ακολουθήθηκε είναι ίδια µε αυτή που περιγράφεται στην παράγραφο 7.5.1.1. Όλα τα 

πειράµατα για τον προσδιορισµό της βέλτιστης διάρκειας της εκχύλισης έλαβαν χώρα εις 

διπλούν.  

 

7.5.1.4 Θερµοκρασία της εκχύλισης 

Για τον προσδιορισµό της βέλτιστης θερµοκρασίας στην οποία µπορεί να πραγµατοποιηθεί  η 

εκχύλιση του ιζήµατος, ώστε η εκρόφηση των εξεταζόµενων ουσιών από αυτό να είναι η 

µέγιστη δυνατή, εξετάστηκαν τρία επίπεδα: η θερµοκρασία των 40, των 60 και των 70 oC. 

Όπως περιγράφτηκε και στις προηγούµενες παραγράφους, 2 g ιζήµατος οµογενοποιήθηκαν 
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για µία ώρα µε 10 mL υπερκαθαρού νερού, επιφορτίστηκαν µε 50 µL µίγµατος των 

εξεταζόµενων ουσιών, συγκέντρωσης 10 mg L-1 και στη συνέχεια αναδεύτηκαν µηχανικά για 

10 min. Ποσότητα µεθανόλης 20 mL προστέθηκε και το δείγµα εκχυλίστηκε στους 40, 60 και 

70 oC για 30 min µε χρήση υπερήχων. Η µετέπειτα διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι  ίδια 

µε αυτή που περιγράφεται στην παράγραφο 7.5.1.1. Όλα τα πειράµατα για τον προσδιορισµό 

της βέλτιστης θερµοκρασίας της εκχύλισης έλαβαν χώρα εις διπλούν. 

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του στατιστικού 

πακέτου Statgraphics (version 4.0 STSC Inc. and Statistical graphics corporation, 1989). 

Χρησιµοποιώντας τη δοκιµασία Least Significant Difference (LSD) για επίπεδο 

σηµαντικότητας 0,05 διερευνήθηκε αν υπάρχουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των µέσων 

όρων των ανακτήσεων στις διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης. 

 

7.5.2 Επικύρωση της αναλυτικής πορείας 

Η βαθµονόµηση του οργάνου πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας πρότυπα διαλύµατα των 

έξι ουσιών σε εννέα διαφορετικές συγκεντρώσεις (10, 25, 40, 60, 120, 250, 500, 1250 και 

2500 µg l-1) στην αρχική κινητή φάση, τα οποία αναλύθηκαν αµέσως χωρίς καµία 

προεπεξεργασία. Για κάθε συγκέντρωση υπήρξαν τρείς διαφορετικές επαναλήψεις.   

Το όριο ανίχνευσης της κάθε ουσίας προσδιορίστηκε ως τρείς φορές η τυπική απόκλιση 

του θορύβου έξι διαφορετικών τυφλών δειγµάτων ιζήµατος, τα οποία υπέστησαν την ίδια 

ακριβώς προεπεξεργασία όπως και τα επιφορτισµένα µε τις έξι ουσίες δείγµατα. Το όριο 

ποσοτικοποίησης της µεθόδου προσδιορίστηκε σύµφωνα µε τη σχέση (6.6). 

Η πιστότητα της µεθόδου εκτιµήθηκε πραγµατοποιώντας πειράµατα επαναληψιµότητας 

(πιστότητα την ίδια µέρα, n=5) και αναπαραγωγιµότητας (πιστότητα µεταξύ διαφορετικών 

ηµερών, n=3). Για τα παραπάνω πειράµατα τρία διαφορετικά δείγµατα ιζήµατος 

επιφορτίστηκαν µε συγκέντρωση 25 ng g-1 των εξεταζόµενων ουσιών και αναλύθηκαν τρεις 

διαφορετικές ηµέρες (k=3) σε διάστηµα µιας εβδοµάδας.  

Για την εκτίµηση της ορθότητας της µεθόδου, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

ανάκτησης. ∆είγµατα ιζήµατος επιφορτίστηκαν µε τέσσερις διαφορετικές περιεκτικότητες 

(10, 25, 50 και 100 ng g-1) και αναλύθηκαν ώστε να ποσοτικοποιηθεί η ανάκτηση της 

µεθόδου. 
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7.6 Ανάλυση µε HPLC-DAD 

Η χρωµατογραφική ανάλυση των εξεταζόµενων ουσιών HPLC-DAD πραγµατοποιήθηκε 

σύµφωνα µε την 6.5.4.  

Η ταυτοποίηση των εξεταζόµενων ουσιών στα δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος 

πραγµατοποιήθηκε µε τον τρόπο που περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 6.5.4.  

 

7.7 Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

7.7.1 Βελτιστοποίηση της διαδικασίας εκχύλισης 

Σε όλες τις συνθήκες που εξετάστηκαν οι ανακτήσεις όλων των ουσιών εκτός αυτή της DCA 

ήταν υψηλές και κυµάνθηκαν από 70 έως 110 % (Πίνακες 7.1-7.4). Για τη DCA 

παρατηρήθηκαν χαµηλές ανακτήσεις περίπου 50 % σε όλες τις περιπτώσεις. Η διαπίστωση 

αυτή εκ πρώτης όψεως είναι σε αντίθεση µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 

προσδιορισµού των δυνητικών απωλειών στα διάφορα στάδια της εκχύλισης (παρ. 6.6.1), 

σύµφωνα µε τα οποία δεν υπήρξαν απώλειες της ουσίας λόγω εξάτµισης ή ανεπαρκούς 

εκχύλισης της πάνω στις φύσιγγες C18 κατά το στάδιο του καθαρισµού. Λαµβάνοντας υπόψη 

όµως το γεγονός ότι στα παραπάνω πειράµατα χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα υπερκαθαρό 

νερό, προκύπτει ότι για τη χαµηλή ανάκτηση της DCA ευθύνονται προφανώς ισχυρές 

αλληλεπιδράσεις της ουσίας µε το ίδιο το ίζηµα οι οποίες είναι δύσκολο να διαταραχθούν. Οι 

Dicorcia et al. (1999) αναφέρουν ότι µεταξύ των αρωµατικών αµινών και των οµάδων 

κινόνης (quinone) των χουµικών ουσιών που υπάρχουν φυσικά στο  ιζήµα αναπτύσσονται 

οµοιοπολικοί δεσµοί µε αποτέλεσµα να µην είναι δυνατή η πλήρης αποµόνωσή τους από 

αυτό. 

Οι µηχανισµοί ενσωµάτωσης των ανιλινών στα χουµικά οξέα του εκάστοτε 

υποστρώµατος σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία είναι δύο (Cranwell and Haworth, 1971; Hsu 

and Bartha, 1974). Κατά τον πρώτο, δηµιουργούνται δεσµοί µεταξύ των ανιλινών και της 

καρβονιλικής οµάδας της κινόνης που οδηγούν στο σχηµατισµό ιµινών (βάσεις Schiff ) ενώ 

κατά τον δεύτερο πραγµατοποιείται 1,4 προσθήκη (προσθήκη Michael) στο µόριο της 

κινόνης που συνεπάγεται τη δηµιουργία αµινοϋδροκινόνης, αµινοκινόνης καθώς και άλλων 

ετεροκυκλικών ενώσεων του αζώτου. Ο πρώτος µηχανισµός είναι γρήγορος και 

αναστρέψιµος ενώ ο δεύτερος είναι αργός και µη αναστρέψιµος.      
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7.7.1.1 Ποσότητα του εκχυλιζόµενου ιζήµατος 

Η αύξηση της ποσότητας του εκχυλιζόµενου ιζήµατος επέφερε στις περισσότερες 

περιπτώσεις στατιστικά σηµαντική µείωση της ανάκτησης των εξεταζόµενων ουσιών 

(Πίνακας 7.1). Η σταδιακή µείωση της ανάκτησης καθώς αυξάνεται η ποσότητα του 

ιζήµατος, από τα 2 στα 15 g, ίσως να οφείλεται στο γεγονός ότι ο όγκος της µεθανόλης 

παρέµεινε σταθερός (20 mL) κατά τη διάρκεια όλων των πειραµάτων. Όπως αποδείχθηκε 

όµως ο όγκος αυτός του διαλύτη προφανώς δεν ήταν αρκετός ώστε να εκχυλιστούν πλήρως οι 

ουσίες από ποσότητα ιζήµατος µεγαλύτερη των 5 g.  

 

Πίνακας 7.1 Ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση R.S.D. (%) των έξι ουσιών έπειτα 

από εκχύλιση διαφορετικών ποσοτήτων ιζήµατος εις διπλούν µε 20 mL µεθανόλης για 30 min 

στους 50 oC µε χρήση υπερήχων. 

 2 g 5 g 10 g 15 g 

Ουσία 
Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

DCPU 98,5α 0,50 99,9α 5,48 82,0β 1,86 70,0γ 7,21 

DCPMU 99,0α 1,75 90,8β 3,67 84,5γ 3,65 69,4δ 6,05 

M1 99,9α 4,49 102,0α 1,21 93,1α 8,13 80,7β 10,5 

Diuron 98,9α 0,88 92,5αβ 2,33 87,3β 2,75 74,8γ 8,00 

DCA 55,9α 11,3 50,3αβ 3,95 42,4β 10,3 26,1γ 23,4 

Irgαrol 1051 90,3α 6,44 95,4αβ 3,49 79,5β 9,43 65,8γ 14,7 

Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

 Επιπλέον η αύξηση της ποσότητας του εκχυλιζόµενου ιζήµατος είχε ως αποτέλεσµα 

και αύξηση των εκχυλιζόµενων προσµίξεων (Σχήµα 7.1) οι οποίες συνεκλούονται µαζί µε τις 

εξεταζόµενες ουσίες και παρεµποδίζουν την ανάλυση δηµιουργώντας συχνά σοβαρά 

προβλήµατα. Ποσότητα ιζήµατος 2 g ως βέλτιστη για την εκχύλιση του irgarol 1051, του 

diuron και των µεταβολιτών τους από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος αναφέρεται και από 

άλλους ερευνητές (Thomas et al., 2002; Carrasco et al., 2003). 
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Σχήµα 7.1 Χρωµατογραφήµατα των έξι ουσιών κατά τη διαδικασία βελτιστοποίησης της 

ποσότητας του εκχυλιζόµενου ιζήµατος. (α) 2 g, (β) 5 g, (γ) 10 g, (δ) 15 g; λ = 234 nm. 

Κορυφές (από αριστερά προς τα δεξιά): 1- DCPU; 2- DCPMU; 3- M1; 4- diuron; 5- DCA; 6- 

irgarol 1051. 

 

7.7.1.2 Όγκος διαλύτη εκχύλισης 

Κατά την αύξηση του όγκου της µεθανόλης, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα (Πίνακας 7.2), 

δεν παρατηρήθηκε καµία τάση βελτίωσης των ανακτήσεων των εξεταζόµενων ουσιών.  

Καθώς ο όγκος αυξήθηκε από 10 σε 40 mL η ανάκτηση παρέµεινε σχεδόν σταθερή, µε µικρές 

αυξοµειώσεις οι οποίες όµως δεν ήταν στατιστικά σηµαντικές.  

Για την εκχύλιση των ουσιών από το ίζηµα επιλέχθηκε τελικά όγκος διαλύτη ίσος µε 20 

mL. Αυτή η σχετικά µικρή ποσότητα του διαλύτη συµβιβάζεται µε τις σύγχρονες τάσεις στην 

περιβαλλοντική ανάλυση οι οποίες επιβάλλουν τη χρήση όσο το δυνατόν χαµηλότερων 

ποσοτήτων τοξικών αντιδραστηρίων (Wan 1996). 
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Πίνακας 7.2 Ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση R.S.D. (%) των έξι ουσιών έπειτα 

από εκχύλιση 2 g ιζήµατος εις διπλούν µε διαφορετικούς όγκους µεθανόλης για 30 min στους 

50 oC µε χρήση υπερήχων. 

10 mL 20 mL 30 mL 40 mL 
 

Ουσία 
Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση

(%) 

RSD

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

DCPU 87,1α 6,83 99,9β 5,48 85,7α 10,8 91,0αβ 4,78 

DCPMU 84,5α 6,40 90,8α 3,67 86,1α 11,3 89,2α 1,85 

M1 97,8α 5,38 102,0α 1,21 93,7α 11,8 97,4α 3,90 

Diuron 90,9α 7,42 92,5α 2,33 89,3α 10,2 92,0α 1,66 

DCA 62,9α 11,3 50,3α 3,95 51,0α 10,4 57,8α 10,5 

Irgarol 1051 84,0α 7,58 95,4β 3,49 84,0αβ 6,8 89,2αβ 8,85 

Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

7.7.1 3 ∆ιάρκεια της εκχύλισης 

Η αύξηση του χρόνου εκχύλισης δεν φάνηκε να επηρέασε σηµαντικά την ανάκτηση των 

εξεταζόµενων ουσιών. Οι αυξοµειώσεις που παρατηρήθηκαν δεν ήταν στατιστικά 

σηµαντικές.  Για το λόγο αυτό επιλέχθηκε διάρκεια  εκχύλισης  30 min η οποία συνεπάγεται 

ανακτήσεις υψηλότερες από 90 % για όλες τις ουσίες εκτός από τη DCA η οποία όπως 

προαναφέρθηκε είναι και η µοναδική που παρουσίασε χαµηλή ανάκτηση κατά τη διάρκεια 

όλων των πειραµάτων. Χρόνος εκχύλισης 30 min προτείνεται και από άλλους ερευνητές ως 

βέλτιστος για την αποµόνωση των εξεταζόµενων ουσιών (Martinez et al., 2001b; Ferrer et al., 

2001). 
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Πίνακας 7.3 Ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση R.S.D. (%) των έξι ουσιών έπειτα 

από εκχύλιση 2 g ιζήµατος εις διπλούν µε 20 mL µεθανόλης στους 50 oC για διαφορετικούς 

χρόνους εκχύλισης µε χρήση υπερήχων. 

10 min 20 min 30 min 40 min  

Ουσία Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD

(%)

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

DCPU 93,6α 6,17 81,1β 5,51 99,8α 5,48 93,1α 3,12 

DCPMU 95,5α 5,16 86,6β 7,65 90,8αβ 3,67 86,6β 1,85 

M1 110α 5,01 94,3β 9,24 102α 1,21 87,5β 3,66 

Diuron 98,3α 1,99 84,4β 6,16 92,5γ 2,33 89,4βγ 3,45 

DCA 58,2α 10,0 51,3α 3,38 50,3α 3,95 39,5α 15,1 

Irgarol 1051 84,0α 8,34 74,5β 4,76 95,4γ 3,49 84,6α 15,3 
Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

7.7.1.4 Θερµοκρασία της εκχύλισης 

Η αύξηση της θερµοκρασίας από τους 40 στους 70 oC δεν φάνηκε να επηρεάζει σηµαντικά 

την απόδοση της εκχύλισης (Πίνακας 7.4). Παρόλο που υπήρξαν κάποιες στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές στις ανακτήσεις της DCA και της DCPU µε την αύξηση της 

θερµοκρασίας, εντούτοις δεν παρατηρήθηκε κάποια σαφής τάση. Το σηµείο βρασµού της 

µεθανόλης είναι 65 oC (Merck index, 1989) γεγονός που υποδηλώνει ότι πολύ υψηλές 

θερµοκρασίες, οδηγούν σε απώλεια του διαλύτη λόγω εξάτµισης ιδίως κατά τη διάρκεια της 

δεύτερης εκχύλισης. Από την άλλη πλευρά όµως η ασήµαντη µείωση των ανακτήσεων των 

έξι ουσιών στους 70 oC, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι δεν λαµβάνει χώρα διάσπαση ή εξάτµιση 

των ουσιών λόγω της υψηλής θερµοκρασίας. Λαµβάνοντας υπόψη τις παραπάνω 

παρατηρήσεις για την διαδικασία της εκχύλισης επιλέχθηκε η θερµοκρασία των 50 oC. 

      

 

 

 

 

 



 162

Πίνακας 7.4 Ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση R.S.D. (%) των έξι ουσιών έπειτα 

από εκχύλιση 2 g ιζήµατος εις διπλούν µε 20 mL µεθανόλης για 30 min σε διαφορετικές 

θερµοκρασίες µε χρήση υπερήχων. 

40 oC 50 oC 60 oC 70 oC 

Ουσία Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

DCPU 80,0α 9,94 99,9β 5,48 83,2αγ 10,5 91,6βγ 6,55 

DCPMU 83,4α 4,47 90,8α 3,67 86,3α 7,03 89,8α 7,87 

M1 100α 11,3 102α 1,21 98,7α 12,2 106α 5,46 

Diuron 92,4α 1,04 92,5α 2,33 90,7α 11,2 97,4α 7,28 

DCA 58,5α 2,41 50,3αβ 3,95 42,9β 15,4 54,5α 7,28 

Irgarol 1051 91,0α 7,00 95,4α 3,49 93,7α 4,63 92,9α 3,74 

Τιµές στην ίδια γραµµή που ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα (γράµµατα) δεν είναι σηµαντικά διαφορετικές 

σε επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

7.7.2 Επικύρωση της αναλυτικής πορείας 

Η καµπύλη βαθµονόµησης του οργάνου για κάθε ουσία, οι συντελεστές συσχέτισης (R2) 

καθώς και τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης των έξι ουσιών φαίνονται στον Πίνακα 

7.5. Τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης της κάθε ουσίας προσδιορίστηκαν για 

ποσότητα ιζήµατος 2 g. Όπως προκύπτει από τα αποτελέσµατα, η ευαισθησία του οργάνου 

κατά τον προσδιορισµό της DCA είναι χαµηλότερη από ότι για τις τριαζίνες και τις ουρίες. 

Τα προσδιοριζόµενα όρια ανίχνευσης των εξεταζόµενων ουσιών είναι αρκετά χαµηλά 

λαµβάνοντας υπόψη τη µικρή ποσότητα ιζήµατος που εκχυλίζεται κατά τη διαδικασία. Τα 

όρια ανίχνευσης του irgarol 1051 και του diuron που προσδιορίστηκαν είναι της ίδιας τάξης 

µεγέθους µε αυτά που αναφέρονται στη βιβλιογραφία (Toth et al., 1996; Thomas et al., 2000; 

Biselli et al., 2000; Martinez and Barcelo 2001a; Albanis et al., 2002) και είναι ικανοποιητικά 

για την παρακολούθηση των συγκεντρώσεων των ουσιών αυτών στο περιβάλλον. 
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Πίνακας 7.5 Καµπύλες βαθµονόµησης (µε το τυπικό σφάλµα της κλίσης της ευθείας 

βαθµονόµησης και του σταθερού όρου), συντελεστές συσχέτισης (R2) και όρια ανίχνευσης 

(LOD) και ποσοτικοποίησης των έξι ουσιών σε θαλάσσιο ίζηµα. Ο προσδιορισµός έγινε 

βάσει του ύψους της κορυφής. 

Ουσία Καµπύλη βαθµονόµησης R2 LOD (ng g–1) LOQ (ng g–1)

DCPU y = (6,53±0,01)x – (2,24±13,6) 0,9999 1,7 5,6 

DCPMU y = (6,09±0,02)x – (19,6±20,5) 0,9999 4,0 13 

M1 y= (5,70±0,03)x – (14,1±25,6) 0,9998 3,4 11 

Diuron y = (5,16±0,02)x – (24,3±18,0) 0,9999 3,1 10 

DCA y = (3,36±0,03) – (39,1±29,1) 0,9994 2,1 6,9 

Irgarol 1051 y = (7,70±0,02)x – (23,6±24,4) 0,9999 2,8 9,2 

 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων για τον έλεγχο της επαναληψιµότητας και της 

αναπαραγωγιµότητας της αναλυτικής µεθόδου επιβεβαιώνουν ότι η µέθοδος που 

αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή είναι επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη (Πίνακας 7.6). 

Τόσο κατά την ανάλυση των δειγµάτων ιζήµατος την ίδια ηµέρα όσο και σε διαφορετικές 

ηµέρες παρατηρήθηκε σχετική τυπική απόκλιση µικρότερη του 10 % για όλες τις ουσίες 

εκτός από τη DCA για την οποία παρατηρήθηκαν σχετικές τυπικές αποκλίσεις έως και 15 %.     

 

Πίνακας 7.6 Πιστότητα της διαδικασίας εκχύλισης για επίπεδο συγκέντρωσης των 

εξεταζόµενων ουσιών 25 ng g–1. 

Πιστότητα 

την ίδια µέρα 

Πιστότητα µεταξύ 

διαφορετικών ηµερών 
 

Ουσία 
RSD (%), n=5 RSD (%), n=3, k=3 

DCPU 4,81 5,79 

DCPMU 5,42 6,17 

M1 3,78 4,98 

Diuron 5,08 5,92 

DCA 10,0 14,6 

Irgarol 1051 4,72 8,18 
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Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων ανάκτησης που έλαβαν χώρα για επίπεδα 

συγκεντρώσεων των έξι ουσιών από 10 έως 100 ng g-1 φαίνονται στον Πίνακα 7.7. Όπως 

προέκυψε, η µέθοδος που αναπτύχθηκε στην εργασία αυτή παρέχει ικανοποιητικές 

ανακτήσεις, για τις πέντε από τις έξι ουσίες, οι οποίες κυµαίνονται µεταξύ 86 και 106 %, ενώ 

και η αναπαραγωγιµότητα είναι αποδεκτή αφού η σχετική τυπική απόκλιση των ανακτήσεων 

είναι µικρότερη από 11 %. Η µόνη ουσία  για την οποία παρατηρήθηκαν χαµηλές ανακτήσεις, 

µεταξύ 35 και 50 %, ήταν η DCA.    

 
Πίνακας 7.7 % Ανάκτηση και σχετική τυπική απόκλιση, R.S.D. (n=3) των έξι ουσιών έπειτα 

από εκχύλιση 2 g θαλάσσιου ιζήµατος επιφορτισµένο σε διάφορα επίπεδα συγκέντρωσης των 

ουσιών. 

 10 ng g–1 25 ng g–1 50 ng g–1 100 ng g–1 

 Ουσία Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

Ανάκτηση 

(%) 

RSD 

(%) 

 DCPU 100,7 10,3 86,1 5,08 90,7 5,03 99,8 5,48 

 DCPMU 106,4 6,47 99,0 5,35 92,6 3,99 90,8 3,67 

 M1 95,9 8,28 87,5 6,52 90,2 6,81 95,1 1,21 

 Diuron 96,6 5,28 91,3 1,21 93,4 6,49 92,5 2,33 

 DCA 44,6 11,1 34,6 4,10 35,0 8,66 50,3 3,95 

 Irgarol 1051 102,6 8,80 86,4 9,94 87,7 10,2 95,4 3,49 

 

7.8 Συµπεράσµατα 

Η βελτιστοποίηση των βασικών παραµέτρων της διαδικασίας εκχύλισης του ιζήµατος  

(ποσότητα εκχυλιζόµενου ιζήµατος, όγκος διαλύτη εκχύλισης, διάρκεια της εκχύλισης και 

θερµοκρασία της εκχύλισης) απέδειξε ότι η µόνη παράµετρος που µπορεί να επηρεάσει την 

αποτελεσµατικότητα της διαδικασίας είναι η ποσότητα του ιζήµατος. ∆ιατηρώντας την 

ποσότητα του διαλύτη εκχύλισης σταθερή, η % ανάκτηση των ουσιών µειώθηκε καθώς 

αυξήθηκε η µάζα του ιζήµατος.  

Βέλτιστη αποµόνωση των περισσότερων ουσιών από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος, 

µε ανακτήσεις µεγαλύτερες από 86,1 %, επιτυγχάνεται όταν 2 g δείγµατος εκχυλίζονται εις 

διπλούν µε 20 mL µεθανόλης στους 50 oC για 30 min. Η DCA είναι η µοναδική ουσία για την 



 165

οποία παρατηρούνται χαµηλές ανακτήσεις γεγονός που αποδίδεται στην αλληλεπίδραση της 

ουσίας αυτής µε τις χουµικές ενώσεις που είναι παρούσες στο ίζηµα. Η µέθοδος που 

αναπτύχθηκε είναι επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη και τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου 

που επιτεύχθηκαν είναι αποδεκτά για την ανάλυση περιβαλλοντικών δειγµάτων και 

συµφωνούν µε τη διεθνή βιβλιογραφία. 

Η χρήση της µεθόδου µπορεί να επεκταθεί για την ανάλυση και άλλων ουσιών που 

ανήκουν στις χηµικές κατηγορίες των τριαζινών και των υποκατεστηµένων ουσιών από 

δείγµατα ιζήµατος ακόµα και εδάφους. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8 

 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ IRGAROL 1051 ΚΑΙ ΤΟΥ ΚΥΡΙΟΥ ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΗ ΤΟΥ Μ1 

ΣΕ ΘΑΛΑΣΣΙΟ ΙΖΗΜΑ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΜΙΚΡΟΚΥΜΑΤΩΝ ΚΑΙ 

ΑΕΡΙΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΜΕ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑΣ ΜΑΖΩΝ 

 

8.1 Εισαγωγή 

Η έρευνα στην περιβαλλοντική ανάλυση, για την ανεύρεση µεθόδων εκχύλισης οι οποίες είναι 

απλές, γρήγορες και αποτελεσµατικές αποτελεί πάντα πρόκληση. Τα τελευταία χρόνια η µέθοδος 

εκχύλισης µε τη χρήση µικροκυµάτων (Microwave Assisted Extraction - MAE) κερδίζει συνεχώς 

έδαφος έναντι των παραδοσιακών τεχνικών εκχύλισης. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην 

προσρόφηση της ενέργειας µικροκυµάτων από τους διαλύτες έκλουσης, Το γεγονός αυτό 

συνεπάγεται αύξηση της θερµοκρασίας και της πίεσης µε αποτέλεσµα να είναι δυνατή η διάχυση 

των ουσιών από το υπόστρωµα στο διαλύτη (Hoogerbrugge et al., 1997). 

Η εκχύλιση δειγµάτων µε τη χρήση µικροκυµάτων πλεονεκτεί σε σχέση µε άλλες 

µεθόδους όπως αυτή της εκχύλισης µε χρήση υπερήχων διότι απαιτούνται µικρότεροι όγκοι 

οργανικών διαλυτών, ο χρόνος εκχύλισης είναι µικρότερος εξαιτίας της άµεσης θέρµανσης των 

διαλυτών από τα µικροκύµατα και επιπλέον είναι δυνατή η ταυτόχρονη εκχύλιση πολλών 

δειγµάτων (µέχρι και 14) (Eskilsson and Björklund, 2000). Επιπρόσθετα, η παρουσία νερού στα 

δείγµατα (% υγρασία) µπορεί να αποβεί ευεργετική για τη εκχύλιση µε τη βοήθεια 

µικροκυµάτων (Xiong et al., 1999). Το νερό έχει βρεθεί ότι βελτιώνει την ανάκτηση των 

εκχυλιζόµενων ουσιών (Lopez-Avila et al., 1994; Barnabas et al., 1995; Xiong et al., 1999) και 

βοηθά στην απορρόφηση της ενέργειας µικροκυµάτων από τους µη πολικούς διαλύτες (Pastor et 

al., 1997).  

Η αποµόνωση ορισµένων οργανικών ουσιών όπως είναι οι τριαζίνες χρησιµοποιώντας 

νερό ως διαλύτη εκχύλισης αναφέρεται από διάφορους ερευνητές (Steinheimer et al., 1993; Stout 

et al., 1996; Xiong et al., 1998; Xiong et al., 1999; Shen and Lee, 2003). Σε σχέση µε τους 

οργανικούς διαλύτες το νερό είναι ασφαλές, φιλικό προς το περιβάλλον και πιο οικονοµικό. 

Επιπλέον µε τη χρήση νερού µειώνεται σηµαντικά ο χρόνος που απαιτείται για την ανάλυση, 

διότι τα υδατικά εκχυλίσµατα µπορούν κατευθείαν να προσυγκεντρωθούν µε τις τεχνικές 
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εκχύλισης στερεής φάσης και µικροεκχύλισης στερεής φάσης. Συγχρόνως τα δείγµατα µπορούν 

απευθείας να αναλυθούν µε την τεχνική της υγροχρωµατογραφίας, εφόσον δεν απαιτείται 

προσυγκένρωσή τους (αρκετά υψηλές συγκεντρώσεις ουσιών στο δείγµα), αφού το νερό είναι 

συµβατός διαλύτης µε αυτή την τεχνική. 

Η εκχύλιση µε χρήση µικροκυµάτων πέρα από τα πλεονεκτήµατα, εµφανίζει και 

µειονεκτήµατα όπως όλες οι µέθοδοι. Το πιο βασικό είναι ότι ο διαλύτης έκλουσης θα πρέπει να 

έχει την ικανότητα να απορροφά την ενέργεια µικροκυµάτων ενώ και εδώ απαιτείται καθαρισµός 

των εκλουσµάτων για την αποµάκρυνση προσµίξεων που εκχυλίζονται ταυτόχρονα µε τις υπό 

εξέταση ουσίες και µπορεί να προκαλέσουν προβλήµατα στη χρωµατογραφική ανάλυση 

(Eskilsson and Björklund, 2000; Shen and Lee, 2003). Τέλος, αν η ανάλυση πρόκειται να 

πραγµατοποιηθεί µε αεριοχρωµατογραφία, οι ουσίες θα πρέπει να µεταφερθούν σε οργανικό 

διαλύτη πριν την ανάλυση.  

Σκοπός των συγκεκριµένων πειραµάτων ήταν η ανάπτυξη και η βελτιστοποίηση µεθόδου 

εκχύλισης του irgarol 1051 και του κύριου µεταβολίτη του Μ1, µε χρήση µικροκυµάτων από 

δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος, καθώς και ο ταυτόχρονος προσδιορισµός των ουσιών αυτών µε 

την τεχνική της αεριοχρωµατογραφίας µε ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών. Για το σκοπό αυτό, 

εξετάστηκε η χρήση του νερού ως διαλύτη έκλουσης. Μελετήθηκαν προσεκτικά η ποσότητα του 

εκχυλιζόµενου ιζήµατος, ο όγκος του νερού, η διάρκεια της εκχύλισης και η θερµοκρασία της 

εκχύλισης. Επιπλέον η µέθοδος που αναπτύχθηκε εφαρµόστηκε σε φυσικά δείγµατα θαλάσσιου 

ιζήµατος.  

Μέχρι σήµερα δεν έχει αναφερθεί στη διεθνή βιβλιογραφία µέθοδος εκχύλισης του 

irgarol 1051 και του κύριου µεταβολίτη του Μ1 από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε χρήση 

µικροκυµάτων. Επιπλέον για πρώτη φορά χρησιµοποιείται ένας περιβαλλοντικά φιλικός 

διαλύτης εκχύλισης για την αποµόνωση αυτών των ουσιών από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος.  

 

8.2 ∆ειγµατοληψία 

Για την ανάπτυξη της µεθόδου, επιφανειακά δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος (30 cm) συλλέχθηκαν 

µε τη βοήθεια αρπάγης (Van Veen grab) από την περιοχή Seven Sisters, η οποία βρίσκεται 

περίπου 26 Km ανατολικά της πόλης του Brighton & Hove (Ηνωµένο Βασίλειο). Τα δείγµατα 

ιζήµατος µεταφέρθηκαν µε ατσάλινη λαβίδα σε γυάλινα δοχεία και αποθηκεύτηκαν στους –18 
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oC. Πριν την έναρξη οποιουδήποτε πειράµατος τα δείγµατα αναλύθηκαν ώστε να επιβεβαιωθεί η 

απουσία του irgarol 1051 και του Μ1 από αυτά. 

Τα φυσικά δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος συλλέχθηκαν από το εµπορικό λιµάνι Shoreham 

Harbour (Νότια Αγγλία) το Μάιο του 2003 και αποθηκεύτηκαν στους –18 oC µέχρι την ανάλυση. 

 

8.3 Εξοπλισµός  

Ο εξοπλισµός (κύριος και βοηθητικός) που χρησιµοποιήθηκε για την πραγµατοποίηση των 

πειραµάτων αυτού του κεφαλαίου περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 5. 

 

8.4 Αντιδραστήρια 

Ακετονιτρίλιο (Rathburns, Germany) 

Μεθανόλη (Rathburns, Germany) 

Οξικός αιθυλεστέλας (Rathburns, Germany) 

Ακετόνη (Rathburns, Germany) 

Υπερκαθαρό νερό που παράχθηκε στο εργαστήριο 

Πρότυπη ουσία irgarol 1051 (Labor Dr. Ehrenstorfer-Schäfers, Germany)  

Πρότυπη ουσία Μ1 (Center for Environment, Fisheries and Aquaculture Science, Essex, UK και 

Ciba-Geigy, NY, USA) 

Πρότυπη ουσία  atrazine-d5 (QMX Laboratories, UK) 

∆ιαλύµατα παρακαταθήκης των εξεταζόµενων ουσίων (irgarol 1051 και Μ1) σε µεθανόλη, 1000 

mg L-1 

∆ιάλυµα παρακαταθήκης του εσωτερικού προτύπου (atrazine-d5) σε µεθανόλη, 500 mg L-1 

Άζωτο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

 

8.5 Μεθοδολογία 

 

8.5.1 Επιλογή των βέλτιστων παραµέτρων εκχύλισης  

Στόχος των πειραµάτων αυτών ήταν να εξεταστούν λεπτοµερώς οι διάφοροι παράµετροι που 

επηρεάζουν την διαδικασία της εκχύλισης, ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες τιµές τους οι οποίες 
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συνεπάγονται µέγιστη απόδοση της εκχύλισης µε χρήση µικροκυµάτων. Οι παράµετροι που 

εξετάστηκαν καθώς και τα επίπεδα που ελέγχθηκαν ήταν τα εξής: 

 

 Ποσότητα ιζήµατος: 1, 2, 3, 5 και 10 g (ξηρό βάρος) 

 Όγκος διαλύτη εκχύλισης: 10, 15, 25, 30 και 40 mL νερού 

 ∆ιάρκεια της εκχύλισης: 3, 5, 10, 15 και 20 min  

 Θερµοκρασία της εκχύλισης: 100, 105, 115, 120 και 130oC 

 

Η πρώτη παράµετρος που εξετάστηκε ήταν η ποσότητα του εκχυλιζόµενου ιζήµατος. Αρχικά 

το ίζηµα αποψύχθηκε, οµογενοποιήθηκε και ζυγίστηκε κατευθείαν στα ειδικά δοχεία PTFE της 

συσκευής εκχύλισης µε µικροκύµατα. Τα δείγµατα επιφορτίστηκαν µε 2 mL διαλύµατος των 

εξεταζόµενων ουσιών και του εσωτερικού προτύπου (atrazine – d5), συγκέντρωσης 100 ng σε 

ακετόνη. Στη συνέχεια, τα δοχεία τοποθετήθηκαν στον απαγωγό για 24 h ώστε να εκδιωχθεί η 

ακετόνη. Μετά την εξάτµιση της ακετόνης, προστέθηκαν σε κάθε δείγµα 30 mL νερού, τα δοχεία 

τοποθετήθηκαν συµµετρικά στον περιστρεφόµενο δίσκο της συσκευής ΜΑΕ και εκχυλίστηκαν 

για 3 min στους 105 oC. Τα δείγµατα αφέθηκαν να αποκτήσουν θερµοκρασία δωµατίου και εν 

συνεχεία συλλέχθηκε η υπερκείµενη φάση. Το ίζηµα ξεπλύθηκε τρεις φορές µε 10 mL 

υπερκαθαρού νερό και όλες οι υπερκείµενες φάσεις συνδυάστηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 5 

min στις 2500 rpm ώστε να διαχωριστούν τα αιωρούµενα σωµατίδια από το έκλουσµα.  

 Για τον καθαρισµό των εκλουσµάτων χρησιµοποιήθηκε εκχύλιση στερεής φάσης πάνω 

σε φύσιγγες C18 (1 g, 6 mL, Isolute ENV+, IST, Ireland). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε 

περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 6. Όµως σε αυτά τα πειράµατα τα δείγµατα µετά την 

έκλουση από τις φύσιγγες C18 εξατµίστηκαν µέχρι ξηρού και επαναδιαλύθηκαν σε 300 µL 

οξικού αιθυλεστέρα. Τα αποτελέσµατα προκαταρκτικών πειραµάτων ανάκτησης που 

πραγµατοποιήθηκαν έδειξαν καταλληλότητα της µεθόδου στερεής εκχύλισης που αναπτύχθηκε 

στο κεφάλαιο 6 και για αυτές τις φύσιγγες παρόλο που περιέχουν διπλάσια ποσότητα 

πληρωτικού υλικού από αυτή των Sep-Pak (500 mg).  

Η ίδια διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω χρησιµοποιήθηκε ώστε να 

προσδιοριστούν οι βέλτιστες τιµές του διαλύτη εκχύλισης καθώς και της διάρκειας και της 

θερµοκρασίας της εκχύλισης. Τελικά λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα όλων των 

πειραµάτων για κάθε παράµετρο επιλέχθηκε η βέλτιστη, από τις εξεταζόµενες, τιµή και η 
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µέθοδος εφαρµόστηκε σε επιφορτισµένα δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος ώστε να επιβεβαιωθεί η 

ορθότητα των επιλεγµένων τιµών.  

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση του στατιστικού 

πακέτου SPSS (SPSS for Windows, version 11.0, SPSS Inc., 2001). Χρησιµοποιώντας τη 

δοκιµασία Least Significant Difference (LSD) για επίπεδο σηµαντικότητας 0,05 διερευνήθηκε αν 

υπάρχουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των µέσων όρων των ανακτήσεων.  

 

8.5.2 Επικύρωση της αναλυτικής πορείας 

Η βαθµονόµηση του οργάνου πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας πρότυπα διαλύµατα των 

εξεταζόµενων ουσιών σε οκτώ διαφορετικές συγκεντρώσεις (0,02, 0,05, 0,10, 0,30, 0,50, 0,80, 

1,0 και 2,5 mg L-1) σε οξικό αιθυλεστέρα. Για κάθε συγκέντρωση υπήρχαν τρεις επαναλήψεις. Η 

συγκέντρωση της atrazine-d5 ήταν η ίδια σε όλα τα πρότυπα διαλύµατα και ίση µε 0,5 mg L-1. 

Για τη διερεύνηση τυχόν διαφορών στην ευαισθησία του οργάνου για τις δύο ουσίες, 

πραγµατοποιήθηκε επίσης στις ίδιες συγκεντρώσεις βαθµονόµηση βασισµένη στη µήτρα του 

δείγµατος. Σε αυτή την περίπτωση τα διαλύµατα παρασκευάστηκαν σε εκχύλισµα τυφλού 

δείγµατος. Για την επικύρωση της µεθόδου και την ανάλυση των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε η 

δεύτερη καµπύλη βαθµονόµησης. 

  Το όριο ανίχνευσης της κάθε ουσίας προσδιορίστηκε ως τρεις φορές η τυπική απόκλιση 

δέκα διαφορετικών µετρήσεων τυφλού δείγµατος επιφορτισµένο µε 100 ng εσωτερικού 

προτύπου, ενώ το όριο ποσοτικοποίησης της µεθόδου προσδιορίστηκε σύµφωνα µε τη σχέση 6.6. 

 Η πιστότητα της µεθόδου εκτιµήθηκε πραγµατοποιώντας πειράµατα επαναληψιµότητας 

(πιστότητα την ίδια ηµέρα) και αναπαραγωγιµότητας (πιστότητα µεταξύ διαφορετικών ηµερών). 

Για την εκτίµηση της πιστότητας της µεθόδου την ίδια µέρα (n=6), έξι διαφορετικά δείγµατα 

θαλάσσιου ιζήµατος επιφορτίστηκαν µε ποσότητα 100 ng των εξεταζόµενων ουσιών και του 

εσωτερικού προτύπου και αναλύθηκαν την ίδια µέρα. Για την εκτίµηση της πιστότητας της 

µεθόδου µεταξύ διαφορετικών ηµερών, δύο δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος (n=2) επιφορτίστηκαν 

επίσης µε ποσότητα 100 ng των τριών ουσιών και αναλύθηκαν σε τρεις διαφορετικές ηµέρες 

(k=3) κατά τη διάρκεια µιας εβδοµάδας.  

 Για την εκτίµηση της ορθότητας της µεθόδου πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανάκτησης. 

∆είγµατα θαλάσσιου ιζήµατος (3 g) επιφορτίστηκαν µε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις (10, 
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100 και 1000 ng) των δύο ουσιών και 100 ng του εσωτερικού προτύπου και αναλύθηκαν.Τα 

πειράµατα έλαβαν χώρα εις τριπλούν. 

 

8.6 Χρωµατογραφική ανάλυση 

Ο αεριοχρωµατογράφος που χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση των εκλουσµάτων των 

δειγµάτων περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 5. 

Για την ποιοτική ανάλυση χρησιµοποιήθηκε πλήρης σάρωση (full scan mode) για εύρος 

µαζών από 50 ως 650. Η ποσοτική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε παρακολούθηση 

συγκεκριµένων µόνο ιόντων (selected ion monitoring– SIM mode). Για κάθε ουσία επιλέχθηκαν 

από το φάσµα της τα τρία ιόντα που βρίσκονταν σε µεγαλύτερη αφθονία. Τα επιλεγµένα ιόντα 

καθώς και η σχετική αφθονία για καθένα από αυτά ήταν: 

 

 Atrazine – d5: 205 (100), 178 (41) και 220 (38)   

 Irgarol 1051: 182 (100), 253 (61) and 238 (56)  

 M1: 157 (100), 198 (77) και 213 (32) 

 

Το EI-MS φάσµα του irgarol 1051 συµφωνεί µε αυτά που αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία (Gough et al., 1994; Biselli et al. 2000; Thomas et al., 2000). Στο Σχήµα 8.1 

παρουσιάζεται ένα τυπικό χρωµατογράφηµα των εξεταζόµενων ουσιών σε SIM, καθώς και τα 

φάσµατα µαζών της κάθε ουσίας. 
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Σχήµα 8.1 Χρωµατογράφηµα πρότυπου διαλύµατος συγκέντρωσης 500 µg L-1 των 

εξεταζόµενων ουσιών (irgarol 1051 και M1) και του εσωτερικού προτύπου (atrazine-d5) σε SIM 

καθώς και τα φάσµατα µαζών τους. 

 

 8.7 Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

8.7.1 Επιλογή των βέλτιστων παραµέτρων εκχύλισης  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν (Πίνακες 8.1-8.4), οι 

ανακτήσεις που παρατηρήθηκαν για όλες τις εξεταζόµενες συνθήκες ήταν ικανοποιητικές και για 

τις δύο ουσίες. Το εύρος των ανακτήσεων κυµάνθηκε από 69 ως 121 %. Τα αποτελέσµατα είναι 

σε συµφωνία µε άλλες έρευνες οι οποίες αναφέρονται στην εκχύλιση τριαζινών από το έδαφος 

χρησιµοποιώντας την τεχνική ΜΑΕ (Steinheimer, 1993; Molins et al., 1996; Xiong et al., 1998; 

Xiong et al., 1999). 

Η αύξηση της ποσότητας του εκχυλιζόµενου ιζήµατος µέχρι τα 5 g δεν επηρέασε την 

ανάκτηση του Μ1 (Πίνακας 8.1). Η ανάκτηση της ουσίας µειώθηκε µόνο όταν εκχυλίστηκαν 10 

g ιζήµατος. Το γεγονός αυτό ίσως να οφείλεται στο ότι ο όγκος του νερού παρέµεινε σταθερός 

(30 mL) σε όλες τις περιπτώσεις, παρόλο που η ποσότητα του ιζήµατος αυξήθηκε. Έτσι η 

διαβρέξη του ιζήµατος δεν ήταν ικανοποιητική και εποµένως και οι ουσίες δεν ήταν δυνατόν να 

εκχυλιστούν σε µεγαλύτερο βαθµό. Όσον αφορά το irgarol 1051, κατά την εκχύλιση 3 g 

ιζήµατος παρατηρήθηκε µέγιστη ανάκτηση της ουσίας (107 %). Σε όλες τις υπόλοιπες 
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περιπτώσεις οι ανακτήσεις κυµάνθηκαν µεταξύ 82 και 87 % χωρίς να υπάρχουν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ τους. Από αυτή την οµάδα των πειραµάτων προέκυψε ότι η 

ποσότητα ιζήµατος που παρέχει τις καλύτερες ανακτήσεις και για τις δύο ουσίες είναι τα 3 g.  

 

Πίνακας 8.1 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση, RSD (%, n = 3) του M1 και του 

irgarol 1051 µετά την εκχύλιση διαφορετικών ποσοτήτων θαλάσσιου ιζήµατος µε 30 mL για 3 

min στους 105 oC χρησιµοποιώντας την τεχνική MAE. 

 Ουσία 

 M1 irgarol 1051 

Ποσότητα ιζήµατος (g) Ανάκτηση (%) RSD (%) Ανάκτηση (%) RSD (%) 

1  98,6* 7,66 86,8 7,35 

2 121 8,64 87,1 2,60 

3 112 8,30 107* 4,31 

5 117 2,17 82,0 15,6 

10 86,6* 7,09 85,6 10,3 

*Τιµή (τιµές) για την οποία η εξεταζόµενη παράµετρος επηρέασε στατιστικά σηµαντικά την ανάκτηση των ουσιών 

σε επίπεδο σηµαντικόητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

Η αύξηση του όγκου του νερού επηρέασε την ανάκτηση του Μ1 µόνο όταν 

χρησιµοποιήθηκαν 40 mL διαλύτη για την εκχύλιση (Πίνακας 8.2). Η ανάκτηση ήταν 

χαµηλότερη (78,7 %) σε σχέση µε τις ανακτήσεις της ουσίας που παρατηρήθηκαν όταν η 

εκχύλιση πραγµατοποιήθηκε µε µικρότερους όγκους νερού. Αυτό πιθανόν να οφείλεται σε 

ανεπαρκή ανάδευση του διαλύτη κατά την εκχύλιση. Το φαινόµενο αυτό αναφέρεται στη διεθνή 

βιβλιογραφία και από άλλους ερευνητές (Chee et al., 1996a). Η ανάκτηση του irgarol 1051 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, δε φάνηκε να επηρεάζεται από την αύξηση του όγκου του νερού. 

Σε όλες τις περιπτώσεις οι ανακτήσεις που παρατηρήθηκαν ήταν µεγαλύτερες από 79,5 %. Από 

αυτή την οµάδα των πειραµάτων, επιλέχθηκαν τα 30 mL νερού ως ο βέλτιστος όγκος για την 

ικανοποιητική εκχύλιση και των δύο ουσιών από το ίζηµα µε την τεχνική ΜΑΕ. 
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  Πίνακας 8.2 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση, RSD (%, n = 3) του M1 και 

του irgarol 1051 µετά την εκχύλιση 1 g θαλάσσιου ιζήµατος µε διαφορετικούς όγκους νερού για 

3 min στους 105 oC χρησιµοποιώντας την τεχνική MAE. 

 Ουσία 

 M1 irgarol 1051 

Όγκος νερού (mL) Ανάκτηση (%) RSD (%)  Ανάκτηση (%) RSD (%) 

10  115 8,46 95,4 12,6 

15 89,2 6,12 79,5 14,8 

25  94,4 10,5 80,5 16,7 

30 98,6 7,66 86,8 7,35 

40  78,7* 8,70 84,9 7,97 

*Τιµή (τιµές) για την οποία η εξεταζόµενη παράµετρος επηρέασε στατιστικά σηµαντικά την ανάκτηση των ουσιών 

σε επίπεδο σηµαντικόητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

 Αναφορικά µε τη διάρκεια της διαδικασίας της εκχύλισης, παρατηρήθηκε στατιστικά 

σηµαντική µείωση της ανάκτησης του Μ1 όταν ο χρόνος εκχύλισης ήταν µεγαλύτερος από 10 

min (Πίνακας 8.3). Η ανάκτηση της ουσίας µειώθηκε από 92,1 % (10 min) σε περίπου 70 % όταν 

τα δείγµατα εκχυλίστηκαν για 15 και 20 min. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, όταν η εκχύλιση 

διαρκεί µεγάλο χρονικό διάστηµα τότε είναι δυνατόν να παρατηρηθεί διάσπαση των ουσιών οι 

οποίες είναι ασταθείς κατά τη θέρµανση (Chee et al., 1996b). Η ουσία Μ1, παρόλο που δεν 

χαρακτηρίζεται ως ασταθής στις υψηλές θερµοκρασίες, εντούτοις σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 

φαίνεται ότι πιθανόν να διασπάται σε κάποιο βαθµό κάτω από τις συνθήκες της εκχύλισης µε 

µικροκύµατα. Η ανάκτηση του irgarol 1051 φάνηκε ότι βελτιώθηκε όταν η χρόνος της  

εκχύλισης αυξήθηκε από 3 σε 15 min. Όµως µεγαλύτερη αύξηση της διάρκειας της εκχύλισης 

(20 min) µείωσε την ανάκτηση της ουσίας από 96,3 % σε 86,1 %. Από αυτή την οµάδα των 

πειραµάτων, χρόνος 10 min επιλέχθηκε ως η βέλτιστη διάρκεια της διαδικασίας της εκχύλισης. 

∆ιάρκεια εκχύλισης 10 min  αναφέρεται και από άλλους ερευνητές, ως καλύτερος χρόνος για την 

ικανοποιητική εκχύλιση οργανικών και οργανοµεταλλικών ενώσεων µε χρήση µικροκυµάτων 

(Lopez-Avila et al., 1994; Donard et al., 1995). 
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Πίνακας 8.3 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση, RSD (%, n = 3) του M1 και του 

irgarol 1051 µετά την εκχύλιση 1 g θαλάσσιου ιζήµατος µε 30 mL νερού στους 105 oC για 

διαφορετικούς χρόνους εκχύλισης χρησιµοποιώντας την τεχνική MAE. 

 Ουσία 

 M1 irgarol 1051 

Χρόνος (min) Ανάκτηση (%) RSD (%) Ανάκτηση (%) RSD (%) 

3  98,6 7,66 86,8 7,35 

5 110 13,6 110* 10,5 

10  92,1 3,25 93,2 2,59 

15 71,4* 15,0 96,3 7,56 

20  68,8* 18,3 86,1 15,1 

*Τιµή (τιµές) για την οποία η εξεταζόµενη παράµετρος επηρέασε στατιστικά σηµαντικά την ανάκτηση των ουσιών 

σε επίπεδο σηµαντικόητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

 Η αύξηση της θερµοκρασίας δεν φάνηκε να έχει καµιά επίδραση πάνω στην ανάκτηση 

του Μ1 (Πίνακας 8.4). Καθώς η θερµοκρασία αυξήθηκε από τους 100 στους 130 oC, η ανάκτηση 

της ουσίας παρέµεινε υψηλή (> 97 %). Αντίθετα, η ανάκτηση του irgarol 1051 φάνηκε να 

επηρεάζεται από την αύξηση της θερµοκρασίας της εκχύλισης. Όταν η θερµοκρασία αυξήθηκε 

από τους 100 στους 115 oC, η ανάκτηση της ουσίας αυξήθηκε και µάλιστα στους 115 oC 

παρατηρήθηκε η υψηλότερη τιµή της (106 %) από όλα τα επίπεδα θερµοκρασιών που 

εξετάστηκαν. Η περαιτέρω αύξηση της θερµοκρασίας µείωσε την ανάκτηση του irgarol 1051. 

Από 106 % που ήταν στους 115 oC  η ανάκτηση µειώθηκε σε 80,1 % στους 130 oC. Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι το ποσοστό της ανάκτησης που παρατηρήθηκε ήταν το ίδιο για τη χαµηλότερη και 

την υψηλότερη θερµοκρασία (100 και 130 oC) ενώ ίδιο ήταν και για τις θερµοκρασίες 105 και 

120 οC. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι τελικά υπάρχει µόνο µια ενδιάµεση τιµή της 

θερµοκρασίας από τους 100 µέχρι τους 130 oC, για την οποία η απόδοση της εκχύλισης είναι η 

βέλτιστη. 
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Πίνακας 8.4 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση, RSD (%, n = 3) του M1 και του 

irgarol 1051 µετά την εκχύλιση 1 g θαλάσσιου ιζήµατος µε 30 mL νερού για 3 min σε 

διαφορετικές θερµοκρασίες χρησιµοποιώντας την τεχνική MAE. 

 Ουσία 

 M1 irgarol 1051 

Θερµοκρασία (oC) Ανάκτηση (%) RSD (%) Ανάκτηση (%) RSD (%) 

100  97,3 9,08 81,2 1,10 

105  98,6 7,66 86,8 7,35 

115  103 12,6 106* 3,42 

120  97,3 19,4 86,3 0,79 

130  105 5,36 80,1 9,77 

*Τιµή (τιµές) για την οποία η εξεταζόµενη παράµετρος επηρέασε στατιστικά σηµαντικά την ανάκτηση των ουσιών 

σε επίπεδο σηµαντικόητας 0,05 (δοκιµασία LSD). 

 

 Για την επιβεβαίωση της ορθότητας της επιλογής των βέλτιστων τιµών των τεσσάρων 

παραµέτρων, 3 g θαλάσσιου ιζήµατος, επιφορτισµένα µε 100 ng από κάθε ουσία, εκχυλίστηκαν 

µε 30 ml νερού στους 115 oC για 10 min (τρεις επαναλήψεις). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, 

παρατηρήθηκαν ικανοποιητικές ανακτήσεις και για τις δύο ουσίες. Το ποσοστό της ανάκτησης 

βρέθηκε να είναι 93,1 και 94,1 % για το Μ1 και το irgarol 1051 αντίστοιχα ενώ η σχετική τυπική 

απόκλιση ήταν µικρότερη από 10 % και για τις δύο ουσίες (2,70 % για το Μ1 και 7,09 % για το 

irgarol 1051). Τα αποτελέσµατα είναι σε συµφωνία µε άλλες έρευνες οι οποίες αναφέρονται στην 

εκχύλιση τριαζινών από το έδαφος µε την τεχνική ΜΑΕ χρησιµοποιώντας ως διαλύτη εκχύλισης 

νερό (Steinheimer, 1993; Xiong et al., 1999).    

 Για να διαπιστωθεί αν η επιλογή χρήσης εσωτερικού προτύπου κατά την ανάλυση ήταν 

ορθή, οι  ανακτήσεις των δύο ουσιών υπολογίστηκαν και µε τη βοήθεια εξωτερικού προτύπου. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα οι ανακτήσεις του Μ1 κυµάνθηκαν από 33,5 ως 102 % µε σχετική 

τυπική απόκλιση από 3,59 ως 46,1 % ενώ του irgarol 1051 κυµάνθηκαν από 34,1 ως 100 % µε 

σχετική τυπική απόκλιση από 0,50 ως 43,3 %. Η µεγάλη αυτή διακύµανση στις ανακτήσεις 

καθώς και οι υψηλές τιµές τυπικών αποκλίσεων που παρατηρούνται όταν χρησιµοποιείται 
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εξωτερικό πρότυπο, προφανώς οφείλονται σε απώλειες των δύο ουσιών κατά την 

προεπεξεργασία των δειγµάτων εξαιτίας των πολλών σταδίων  που λαµβάνουν χώρα. Για αυτό το 

λόγο ενδείκνυται η χρήση εσωτερικού προτύπου ώστε να είναι δυνατή η διόρθωση των 

απωλειών. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, η atrazine-d5 είναι η ουσία που κατά κόρον 

χρησιµοποιείται ως εσωτερικό πρότυπο κατά την ανάλυση περιβαλλοντικών δειγµάτων, λόγω 

της µεγάλης οµοιότητας που παρουσιάζει η συµπεριφορά της µε αυτή του Μ1 και του irgarol 

1051 (Zhou et al., 1996; Thomas et al., 2002; Bowman et al., 2003). 

 

8.7.2 Επικύρωση της αναλυτικής πορείας  

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων επικύρωσης της µεθόδου (εξισώσεις των καµπυλών 

βαθµονόµησης, συντελεστές συσχετισµού (R2), όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης) που 

αναπτύχθηκε για τις δύο ουσίες φαίνονται στον Πίνακα 8.5. Παρατηρήθηκε µικρή αύξηση της 

απόκρισης (εµβαδόν κορυφής) και των δύο ουσιών κατά τη βαθµονόµηση χρησιµοποιώντας 

έκλουσµα τυφλού δείγµατος συγκριτικά µε τον καθαρό οργανικό διαλύτη, ενώ η απόκριση της 

atrazine – d5 δεν επηρεάστηκε. Για το λόγο αυτό τα πρότυπα διαλύµατα για τη βαθµονόµηση του 

οργάνου θα πρέπει να παρασκευάζονται σε έκλουσµα τυφλού δείγµατος και όχι σε καθαρό 

οργανικό διαλύτη. Οι συγκεντρώσεις και των δύο ουσιών ήταν γραµµικές µέχρι το επίπεδο των 

2,5 mg L-1 στο πρότυπο διάλυµα, γεγονός που σηµαίνει ότι στο ίζηµα είναι γραµµικές µέχρι το 

επίπεδο των 0,25 µg g-1. Τα όρια ανίχνευσης των ουσιών ήταν αρκετά χαµηλά λαµβάνοντας 

υπόψη τη µικρή ποσότητα ιζήµατος που εκχυλίστηκε και σαφώς είναι αποδεκτά και 

ικανοποιητικά για την παρακολούθηση των συγκεντρώσεων των ουσιών αυτών στο περιβάλλον.  

Τα όρια ανίχνευσης του irgarol 1051 και του Μ1 που προσδιορίστηκαν, είναι της ίδιας 

τάξης µεγέθους ή και ελαφρώς καλύτερα σε σχέση µε αυτά που αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία για την εκχύλιση µε την τεχνική ΜΑΕ τριαζινών και µεταβολιτών τους από 

δείγµατα εδάφους (Hoogerbrugge et al., 1997; Vryzas et al., 2002; Shen and Lee, 2003). 

Επιπλέον, είναι ελαφρώς καλύτερα από τα όρια ανίχνευσης των συγκεκριµένων ουσιών που 

προσδιορίστηκαν µε τη χρήση HPLC-DAD σύµφωνα µε την παράγραφο 6.6.5, ενώ γενικώς είναι 

της ίδιας τάξης µεγέθους µε τα όρια ανίχνευσης που αναφέρονται για τον προσδιορισµό των 

ουσιών µε υγρή χρωµατογραφία µε ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών (Thomas et al., 2000; 

Martinez and Barceló, 2001a). Όσον αφορά τα όρια ανίχνευσης των ουσιών κατά τον 

προσδιορισµό τους µε αεριοχρωµατογραφία µε ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών, η σύγκριση 
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µε τη διεθνή βιβλιογραφία έδειξε ότι είναι σε συµφωνία παρόλο που στην παρούσα διατριβή η 

ποσότητα του εκχυλιζόµενου δείγµατος είναι µικρότερη από ότι σε άλλες έρευνες (Tóth et al. 

1996; Biselli et al., 2000; Albanis et al., 2002; Carrasco et al., 2003; Lambropoulou et al., 2003). 

  

Πίνακας 8.5 Καµπύλες βαθµονόµησης, συντελεστές συσχέτισης (R2) και όρια ανίχνευσης 

(LOD) και ποσοτικοποίησης του Μ1 και του irgarol 1051 σε θαλάσσιο ίζηµα. 

Ουσία 

Κανονική 

καµπύλη 

βαθµονόµησης 

R 2 

Καµπύλη 

βαθµονόµησης 

βασισµένη στη 

µήτρα του 

δείγµατος 

R 2 

LOD / LOQ 

(ng g –1  ξηρό 

βάρος) 

M1 y = 2,30x - 0,036 0,9995 y = 2,67x - 0,044 0,9995 0,9 / 3,0 

Irgarol 

1051 
y = 2,87x - 0,048 0,9991 y = 3,79x - 0,064 0,9990 1,7 / 5,6 

 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των πειραµάτων επαναληψιµότητας και 

αναπαραγωγιµότητας της µεθόδου, φάνηκε ότι η µέθοδος παρουσιάζει ικανοποιητική πιστότητα 

τόσο την ίδια µέρα όσο και µεταξύ διαφορετικών ηµερών (Πίνακας 8.6). Η σχετική τυπική 

απόκλιση ήταν µικρότερη από 10 % και για τις δύο ουσίες υποδηλώνοντας καλή πιστότητα της 

µεθόδου που αναπτύχθηκε αλλά και το πλεονέκτηµα της χρήσης εσωτερικού προτύπου στην 

ανάλυση. Η επαναληψιµότητα κατά την εισαγωγή (τρεις επαναλήψεις) πρότυπου διαλύµατος 

των δύο ουσιών συγκέντρωσης 100 µg L –1, εκφρασµένη ως σχετική τυπική απόκλιση, ήταν 2,3 

% για το Μ1 και 1,0 % για το irgarol 1051, ενώ κατά την εισαγωγή δείγµατος ιζήµατος 

επιφορτισµένο µε τις δύο ουσίες σε συγκέντρωση 33 ng g-1 (τελική συγκέντρωση των ουσιών 

κατά την εισαγωγή 100 µg L –1) ήταν 5,7 % για το Μ1 και 4,2 % για το irgarol 1051.  
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Πίνακας 8.6 Πιστότητα της διαδικασίας εκχύλισης για επίπεδο των εξεταζόµενων ουσιών 100 

ng. 

Ουσία  Πιστότητα την ίδια, RSD (%), 

n=6 

Πιστότητα µεταξύ διαφορετικών 

ηµερών, RSD (%), n=2, k=3 

M1 5,13 9,80 

Irgarol 1051 6,51 8,00 

 

Για την εκτίµηση της ορθότητας της µεθόδου πραγµατοποιήθηκαν, όπως προαναφέρθηκε, 

πειράµατα ανάκτησης για τρία επίπεδα συγκεντρώσεων των δύο ουσιών. Οι ανακτήσεις που 

παρατηρήθηκαν ήταν ικανοποιητικές και για τις δύο ουσίες σε όλα τα εξεταζόµενα επίπεδα 

(Πίνακας 8.7).  Τα ποσοστά των ανακτήσεων κυµάνθηκαν από 85,4 ως 114 % µε ικανοποιητική 

επαναληψιµότητα (RSD ≤ 14 %) υποδεικνύοντας ικανοποιητική αποµόνωση των εξεταζόµενων 

ουσιών από το θαλάσσιο ίζηµα µε την ΜΑΕ µέθοδο που αναπτύχθηκε.  

Λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα των πειραµάτων τόσο κατά τη βελτιστοποίηση 

της µεθόδου όσο και κατά την επικύρωσή της, αποδεικνύεται ότι το νερό είναι αποτελεσµατικός 

διαλύτης για την εκχύλιση του irgarol 1051 και του Μ1 από δείγµατα ιζήµατος αφού είναι ικανό 

να απορροφά την ενέργεια µικροκυµάτων και να τη µετατρέπει σε θερµική ενέργεια αυξάνοντας 

έτσι τη διαλυτότητα των ουσιών στο νερό. Επιπρόσθετα το νερό ως πολικός διαλύτης που είναι 

µπορεί να αλληλεπιδράσει αποτελεσµατικότερα µε της ενεργές θέσεις που υπάρχουν στην 

επιφάνεια του ιζήµατος και στις οποίες προσροφούνται  οι ουσίες, επιταχύνοντας την εκρόφησή 

τους και τη διέλευσή τους στην υδάτινη φάση.   
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Πίνακας 8.7 Μέση ανάκτηση (%) και σχετική τυπική απόκλιση, R.S.D. (n=3) του M1 και του 

irgarol 1051 έπειτα από εκχύλιση 3 g θαλάσσιου ιζήµατος επιφορτισµένο σε διάφορα επίπεδα 

συγκέντρωσης.  

Ουσία 10 ng (n=5) 100 ng (n=4) 1000 ng (n=3) 

 Ανάκτηση (%) RSD 

(%) 

Ανάκτηση (%) RSD 

(%) 

Ανάκτηση (%) RSD 

(%) 

M1 85,4 8,08 95,7 11,2 103 5,73 

Irgarol 1051 104 9,13 101 14,0 114 6,69 

 

 Στον Πίνακα 8.8 δίνονται συγκεντρωτικά οι υπάρχουσες µέθοδοι εκχύλισης καθώς και η 

αποδοτικότητα της κάθε µιας (εκφρασµένη ως % ανάκτηση του irgarol 1051 και του Μ1) 

σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία. Στις περισσότερες από τις έρευνες αυτές, αναφέρονται 

ικανοποιητικές ανακτήσεις για το irgarol 1051 παρόλο που ο τρόπος εκχύλισης και  καθαρισµού 

των δειγµάτων ποικίλουν. Μια άλλη σηµαντική διαπίστωση είναι η τάση µείωσης της χρήσης 

οργανικών διαλυτών στις πιο πρόσφατες έρευνες (Martinez and Barceló, 2001a; Ferrer and 

Barceló, 2001; Carrasco et al., 2003; Lambropoulou et al., 2003), ενώ η µέθοδος µε τη χρήση 

µικροκυµάτων που αναπτύχθηκε είναι η µοναδική στην οποία χρησιµοποιείται καθαρό νερό ως 

διαλύτης εκχύλισης. Επιπλέον, η εκχύλιση µε µικροκύµατα είναι γρηγορότερη από όλες τις 

υπάρχουσες µεθόδους. Μόνο σε τρεις έρευνες αναφέρονται ανακτήσεις του Μ1, σε δύο από 

αυτές η εκχύλιση γίνεται µε υπερήχους (Ferrer and Barceló, 2001; Martinez and Barceló, 2001a) 

ενώ στην τρίτη συνδυάζεται η µηχανική ανάδευση µε τους υπερήχους (Thomas et al., 2000) 

υποδεικνύοντας παρόµοια απόδοση των µεθόδων εκχύλισης µε την µέθοδο που αναπτύχθηκε 

κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής. 
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Πίνακας 8.8 Σύγκριση της απόδοσης της µεθόδου που αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή µε αυτές που αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία για τον προσδιορισµό του irgarol 1051. Οι ανακτήσεις του Μ1 επίσης αναφέρονται στις περιπτώσεις που η ουσία 

µελετήθηκε. 

Μέθοδος εκχύλισης Μάζα 

ιζήµατος 

∆ιαλύτης 

εκχύλισης 

Χρόνος 

εκχύλισης 

Προσυγκέντρωση / 

καθαρισµός 

Ανάκτηση 

(%) 

Αναφορά 

Soxhlet 40 g ww Ακετόνη* 8 h SPE (C18) + alumina 

+ GPC 

61 Biselli et al., 2000 

Μηχανική ανάδευση 20 g dw 3×50 ml εξάνιο-

ακετόνη (85:15) 

60 min Florisil 103 Tóth et al., 1996 

Μηχανική ανάδευση 25 g dw 60 ml ακετόνη+ 

50 ml 

διχλωροµεθάνιο 

overnight LLE: 3×30 ml 

πετρελαϊκός αιθέρας 

88 Voulvoulis et al., 

1999b 

Υπέρηχοι 5-10 g dw 3×10 ml 

διχλωροµεθάνιο 

n.s.* - 95 Gough et al., 1994 

Υπέρηχοι 10 g ww 15 ml µεθανόλη + 

5 ml H2O 

30 min SPE (C18) 90 

80 (M1) 

Ferrer and Barceló, 

2001 

Υπέρηχοι 5 g dw 20 ml µεθανόλη 30 min SPE (Isolute ENV+) 69 

86 (M1) 

Martinezand Barceló, 

2001a 

Υπέρηχοι 2 g dw 20 ml µεθανόλη 30 min SPE (C18) 86-103 

88-96 (M1) 

Κεφ. 7 παρούσας 

διατριβής 

Μηχανική ανάδευση + 

υπέρηχοι 

2 g dw 2×(50+50) ml 

µεθανόλη + 

οξικός 

αιθυλεστέρας 

1 h + 

10 min 

- 99 

123 (M1) 

Thomas et al., 2000 
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Συνέχεια Πίνακα 8.8 

Μέθοδος εκχύλισης Μάζα 

ιζήµατος 

∆ιαλύτης 

εκχύλισης 

Χρόνος 

εκχύλισης 

Προσυγκέντρωση / 

καθαρισµός 

Ανάκτηση 

(%) 

Αναφορά 

Μηχανική ανάδευση + 

υπέρηχοι 

10 g ww 50 ml ακετόνη 30 min + 

30 min 

LLE: 50+2×25 ml 

DCM + Florisil 

82 Albanis et al., 2002 

Μηχανική ανάδευση + 

υπέρηχοι 

5 g dw 30 ml H2O – 

ακετόνη (5%) 

30 min + 

30 min 

SPME 67 Lambropoulou et al., 

2003 

Μηχανική ανάδευση + 

υπέρηχοι 

5 g dw 5 ml ακετόνη 30 min + 

30 min 

SPME 92 Lambropoulou et al., 

2003 

SFE 4 g dw CO2 / (20%) 

µεθανόλη, TFA 

30 min Στήλη 

ανοσοσυγγένειας 

87 Carrasco et al., 2003 

MAE 3 g dw 30 ml H2O 10 min SPE (C18) 94-114 

85-103 

(M1) 

Μέθοδος που 

αναπτύχθηκε στην 

παρούσα διατριβή 
* ∆εν διευκρινίζεται πόσος είναι ο όγκος της ακετόνης που χρησιµοποιείται. 
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8.7.3 Εφαρµογή της µεθόδου σε φυσικά δείγµατα 

Τα αποτελέσµατα των αναλύσεων φυσικών δειγµάτων µε τη µέθοδο που αναπτύχθηκε 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.9. Οι ουσίες ανιχνεύτηκαν στα περισσότερα από τα δείγµατα 

και οι συγκεντρώσεις τους κυµάνθηκαν από µη ανιχνεύσιµες έως 8,7 και και 12 ng g-1 για το 

Μ1 και το  irgarol 1051 αντίστοιχα. Οι συγκεντρώσεις που προσδιορίστηκαν συµφωνούν µε 

τα επίπεδα των δύο ουσιών που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία (Haglund et al., 2001; 

Ferrer and Barceló 2001; Albanis et al., 2002; Carrasco et al., 2003).  

 

Πίνακας 8.9 Συγκεντρώσεις του Μ1 και του irgarol 1051 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος 

προερχόµενα από το Shoreham Harbour (Ηνωµένο Βασίλειο). 

Συγκέντρωση ουσίας (ng g-1 ξηρό βάρος) 
Σηµείο δειγµατοληψίας 

M1 irgarol 1051 

Aldrington Wharf 7,4 9,2 

The Canal 8,7 9,9 

Lady Bee Marina 4,4 12 

Surry Boat Yard - 2,5 

Emerald Quay 4,1 3,2 

Soldier Point 1,6 1,9 

-: η ουσία δεν ανιχνεύτηκε (LOD=0,9 ng g-1). 

 

 Στο Σχήµα 8.2 παρουσιάζεται ένα τυπικό χρωµατογράφηµα δείγµατος ιζήµατος 

προερχόµενο από το σηµείο δειγµατοληψίας Lady Bee Marina. Είναι φανερό ότι το SIM-EI-

MS φάσµα του Μ1 στο δείγµα είναι ταυτόσηµο µε το φάσµα µάζας της ουσίας στο πρότυπο 

διάλυµα (Σχήµα 8.1), µε κυρίαρχο το λόγο m/z 157. Παρόµοιο EI-MS φάσµα της ουσίας 

αναφέρεται και από τους Peñuela et al. (2000). Αναφορικά µε το irgarol 1051, στο SIM 

φάσµα που λαµβάνεται όταν αναλύεται φυσικό δείγµα, κυρίαρχος είναι ο λόγος m/z 253 και 

ακολουθείται από τους λόγους m/z 182 (85 %) και 238 (48 %). Το φάσµα αυτό είναι 

διαφοροποιηµένο από αντίστοιχο φάσµα που λαµβάνεται όταν αναλύεται πρότυπο διάλυµα 

της ουσίας. Η διαφορά αυτή µεταξύ των φασµάτων µάζας του irgarol 1051 σε πρότυπο 

διάλυµα και σε φυσικό δείγµα, αναφέρθηκε και από τους Steen et al. (1997) και προφανώς 
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οφείλεται στο γεγονός ότι τα SIM-EI-MS φάσµατα λαµβάνονται από διαλύµατα 

διαφορετικού υποστρώµατος.  

 

 
 

Σχήµα 8.2 Χρωµατογράφηµα δείγµατος θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενο από το σηµείο 

δειγµατοληψίας Lady Bee marina καθώς και τα φάσµατα µαζών του M1 και του irgarol 

1051σε SIM mode (α, β: άγνωστες κορυφές). 

 

8.8 Συµπεράσµατα 

Η αποµόνωση του irgarol 1051 και του κύριου µεταβολίτη του Μ1 µε τη χρήση 

µικροκυµάτων από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος είναι γρήγορη, αποτελεσµατική και 

ακριβής. Οι παρεµποδίσεις από τη µήτρα του δείγµατος που παρατηρήθηκαν κατά τον 

ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό των ουσιών σε φυσικά δείγµατα καθιστούν αναγκαία τη 

χρήση εσωτερικού προτύπου, ενώ και βαθµονόµηση της αναλυτικής διαδικασίας θα πρέπει 

να γίνεται µε πρότυπα διαλύµατα  προσαρµοσµένα στη µήτρα του δείγµατος. 

Το νερό αποδείχθηκε ικανοποιητικός διαλύτης εκχύλισης, ενώ χάρις τον απευθείας 

καθαρισµό των εκχυλισµάτων µε την τεχνική της εκχύλισης στερεής φάσης ο συνολικός 

χρόνος της ανάλυσης µειώθηκε σηµαντικά. Εποµένως η χρήση του θα πρέπει να προτιµάται 

έναντι των οργανικών διαλυτών διότι, πέραν όλων των άλλων πλεονεκτηµάτων που 

προαναφέρθηκαν, παρακάµπτεται το χρονοβόρο στάδιο εξάτµισης των µεγάλων όγκων 

τοξικών οργανικών διαλυτών που συνήθως χρησιµοποιούνται και οι οποίοι θέτουν σε κίνδυνο 

και την υγεία του ίδιου του αναλυτή.  

Η µέθοδος που αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή µπορεί να χρησιµοποιηθεί για 

τον γρήγορο προσδιορισµό των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 και του Μ1 σε φυσικά 
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δείγµατα ιζήµατος αλλά µπορεί να εφαρµοστεί περαιτέρω, για τον προσδιορισµό των 

συγκεντρώσεων άλλων ουσιών της ίδιας χηµικής κατηγορίας µε αυτές που εξετάστηκαν.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9 

 
ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΟΥ IRGAROL 1051 ΤΟΥ DIURON ΚΑΙ ΤΩΝ ΚΥΡΙΩΝ 

ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΩΝ ΤΟΥΣ ΣΤΟ ΘΑΛΑΣΣΙΟ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ 

 

9.1 Εισαγωγή 

Όπως έχει αναφερθεί προηγούµενα (Παράγραφος 1.8) τα περιβαλλοντικά προβλήµατα που 

προέκυψαν από την εκτεταµένη χρήση του TBT στα υφαλοχρώµατα οδήγησαν στην 

εισαγωγή νέων ενναλακτικών ουσιών για την προστασία των υφάλων των µικρών σκαφών.  

Το irgarol 1051 και το diuron είναι δύο από τις ουσίες οι οποίες ευρέως έχουν χρησιµοποιηθεί 

στα υφαλοχρώµατα τα τελευταία χρόνια σε διάφορες ευρωπαϊκές χώρες (Readman, 1999).  

 Μέχρι το Σεπτέµβριο του 2000 η Υπηρεσία Υγείας και Ασφάλειας (Health and Safety 

Executive - HSE) του Ηνωµένου Βασιλείου επέτρεπε τη χρήση στα υφαλοχρώµατα οκτώ 

οργανικών ενισχυτικών βιοκόνων ουσιών µεταξύ των οποίων το irgarol 1051 και το diuron 

(Thomas et al., 2002). Μετά το Σεπτέµβριο του 2000 όµως, και ως αποτέλεσµα της 

εναρµόνισης της νοµοθεσίας της χώρας µε την Ευρωπαϊκή Οδηγία που αφορά στα βιοκτόνα 

προϊόντα (98/8/ΕΕ), επιβλήθηκαν περιορισµοί στη χρήση των ουσιών που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν στα υφαλοχρώµατα για µικρά σκάφη (<25 m). Σύµφωνα µε τους 

περιορισµούς αυτούς τα υφαλοχρώµατα για τα µικρά σκάφη επιτρέπεται να περιέχουν µόνο 

τις ουσίες dichlofluanid, zineb και zinc pyrithione (HSE, 2000). Η χρήση του irgarol 1051 

παρατάθηκε µέχρι τον Ιούλιο του 2003 αλλά µόνο για µεγαλύτερα σκάφη (> 25 m) (Bowman 

et al., 2003), ενώ το diuron απαγορέυτηκε εντελώς. 

 Επειδή στη βιοµηχανία των υφαλοχρωµάτων οι προσφιλείς ουσίες είναι εκείνες οι 

οποίες αποδοµούνται µε αργούς ρυθµούς, ώστε τα χρώµατα να είναι όσο το δυνατόν πιο 

αποτελεσµατικά, µια ουσία ακόµα και µετά την απαγόρευση της χρήσης της είναι δυνατόν να 

ανιχνέυεται στο περιβάλλον καθώς η µεγάλη σταθερότητά της συνεπάγεται τη συσσώρευσή 

της.     

 Στόχος της συγκεκριµένης έρευνας που περιγράφεται στο κεφάλαιο αυτό ήταν η 

καταγραφή της κατάστασης της ρύπανσης στο θαλάσσιο περιβάλλον του Ηνωµένου 

Βασιλείου µετά τους περιορισµούς της χρήσης των ουσιών irgarol 1051 και diuron στα 

υφαλοχρώµατα. Για το σκοπό αυτό δείγµατα τόσο θαλασσινού νερού όσο και θαλάσσιου 

ιζήµατος συλλέχθηκαν από δύο διαφορετικά περιβάλλοντα, µια µαρίνα στην οποία υπάρχουν 

κατεξοχήν σκάφη αναψυχής και ένα εµπορικό λιµάνι στο οποίο καθηµερινά καταφθάνουν 
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µεγάλα σκάφη από διάφορες χώρες. Η επιλογή των σταθµών δειγµατοληψίας, αλλά και ο 

σχεδιασµός των δειγµατοληψιών, και στις δύο περιπτώσεις, έγινε µε τρόπο που να είναι 

δυνατή η λήψη αντιπροσωπευτικών δειγµάτων από όλη τη µελετούµενη περιοχή κατά τη 

διάρκεια ενός έτους ώστε να είναι δυνατή η εξαγωγή συµπερασµάτων που σχετίζονται µε τη 

χωρική και χρονική κατανοµή των παρατηρούµενων συγκεντρώσεων. Τα δείγµατα 

αναλύθηκαν και για την παρουσία προϊόντων µεταβολισµού των δύο ουσιών, ώστε να 

διαπιστωθεί η σταθερότητά τους στο περιβάλλον.  Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία το irgarol 

1051 και diuron έχουν απαγορευτεί στο Ηνωµένο Βασίλειο. Όµως οι περιορισµοί αυτοί δεν 

ισχύουν σε άλλες ευρωπαϊκές χώρες µε αποτέλεσµα να καθίσταται αναγκαία η συνεχής 

παρακολούθηση της κατάστασης της ρύπανσης, διότι εξαιτίας της θαλάσσιας συγκοινωνίας 

οι ουσίες εξακολουθούν να ανιχνεύονται στο περιβάλλον. 

 

9.2 ∆ειγµατοληψία 

Τα δείγµατα επιφανειακού θαλασσινού νερού (0,5 m) συλλέχθηκαν σε Winchester µπουκάλια 

2,5 L. Κατά τη δειγµατοληψία τα µπουκάλια προσαρµόζονταν σε ατσάλινο σκελετό στο 

πάνω µέρος του οποίου υπήρχε πώµα από PTFE µε το οποίο σφράγιζε το µπουκάλι. Το πώµα 

ανοιγόταν όταν ο σκελετός (µαζί µε το µπουκάλι) βρισκόταν κάτω από την επιφάνεια του 

νερού. Με τον τρόπο αυτό ελαχιστοποιήθηκε η επιµόλυνση των δειγµάτων από διάφορες 

προσµίξεις που υπήρχαν στην επιφάνεια του νερού. Αµέσως µετά τη συλλογή και πριν τη 

µεταφορά στο εργαστήριο, προσδιορίστηκε η τιµή του pH, της αλατότητας και της 

αγωγιµότητας στα δείγµατα. 

 Τα επιφανειακά δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος συλλέχθηκαν µε τη βοήθεια αρπάγης 

(Van Veen grab). Τα δείγµατα ιζήµατος µεταφέρθηκαν µε ατσάλινη λαβίδα σε γυάλινα 

δοχεία και αποθηκεύτηκαν στους –18 oC µέχρι την ανάλυση.  

 Οι περιοχές δειγµατοληψίας που επιλέχθηκαν ήταν η Brighton marina και το 

Shoreham Harbour. Η συλλογή των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε από το Μάρτιο του 2003 

ως το Φεβρουάριο του 2004. Στη Brighton marina πραγµατοποιήθηκαν τρεις εποχιακές 

δειγµατοληψίες (03/2003, 12/2003 και 02/2004), ενώ στο Shoreham Harbour η συχνότητα 

των δειγµατοληψιών ήταν µεγαλύτερη. Συγκεκριµένα πραγµατοποιήθηκαν εννέα 

δειγµατοληψίες (03/2003, 05/2003, 07/2003, 08/2003, 10/2003, 11/2003, 12/2003, 01/2004, 

02/2004).   
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9.3 Περιοχές δειγµατοληψίας 

 

9.3.1 Shoreham Harbour 

Το Shoreham Harbour (Σχήµα 9.1) βρίσκεται 8 Km δυτικά της πόλης  Brighton & Hove, 

(Ανατολικό Sussex, Νότια Αγγλία). Το λιµάνι είναι κατά κύριο λόγο εµπορικό µε πιο 

σηµαντικές δραστηριότητες τη µεταφορά χώµατος, ξυλείας, δηµητριακών, ατσαλιού και 

µετάλλων προς ανακύκλωση. Στο εσωτερικό του, ακριβώς πάνω στο κύριο κανάλι του 

λιµανιού βρίσκεται η µαρίνα Lady Bee µε χωρητικότητα 120 σκάφη ενώ µια δεύτερη 

µικρότερη σε µέγεθος µαρίνα, η Emerald Quay βρίσκεται στη δυτική πλευρά του λιµανιού. 

 

9.3.2 Brighton Marina 

Η Brighton Marina (Σχήµα 9.2) βρίσκεται 0,8 Km νότια από το κέντρο της πόλης του 

Brighton & Hove στη νότια ακτή του Ηνωµένου Βασιλείου. Είναι η µεγαλύτερη µαρίνα του 

ΗΒ µε έκταση περίπου 504 Km2 και χωρητικότητα 1300 σκαφών. Η µαρίνα προστατεύεται 

από δύο τοιχώµατα ύψους πάνω από 10 m το καθένα, ενώ η είσοδός της έχει µήκος 80 m. Οι 

άνεµοι που συχνά φυσούν στην περιοχή έχουν ως αποτέλεσµα τη συσσώρευση άµµου στον 

πυθµένα της µαρίνας για αυτό το λόγο πραγµατοποιείται κάθε χρόνο αποµάκρυνση ιζήµατος 

από το βυθό (dredging). 
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Σχήµα 9.1 Σηµεία δειγµατοληψίας στο Shorham Harbour. A: Aldrington Wharf, B: The Canal, C: Lady Bee Marina, D: Middle Pier, 

E: Surry Boat Yard, F: Emerald Quay, G: Soldier Point, H: Old Fort και I: West Pier. 
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Σχήµα 9.2 Σηµεία δειγµατοληψίας στη Brighton Marina. Είσοδος µαρίνας : M,P,W,L,J,I,H, εσωτερικά : A,B,C,E,O,G,F,D. 
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9.4 Εξοπλισµός  

Ο εξοπλισµός (κύριος και βοηθητικός) που χρησιµοποιήθηκε για την πραγµατοποίηση των 

πειραµάτων αυτού του κεφαλαίου περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 5. 

 

9.5 Αντιδραστήρια 

Ακετονιτρίλιο (Rathburns, Germany) 

Μεθανόλη (Rathburns, Germany) 

Οξικός αιθυλεστέλας (Rathburns, Germany) 

Ακετόνη (Rathburns, Germany)  

Ακετονιτρίλιο για HPLC (Merck, Germany) 

Μεθανόλη για HPLC (Merck, Germany) 

Υπερκαθαρό νερό που παράχθηκε στο εργαστήριο 

Πρότυπες ουσίες  irgarol 1051, diuron, DCPMU, DCPU, DCA (Labor Dr. Ehrenstorfer-Schäfers, 

Germany) 

Πρότυπη ουσία Μ1 (Center for Environment, Fisheries and Aquaculture Science, Essex, UK και 

Ciba-Geigy, NY, USA) 

Πρότυπη ουσία  atrazine-d5 (QMX Laboratories, UK) 

∆ιαλύµατα παρακαταθήκης των εξεταζόµενων ουσίων σε µεθανόλη, 1000 mg L-1 

Πρότυπη ουσία acetinilide (Thermoquest, Italy) 

Πιστοποιηµένο υλικό αναφοράς θαλάσσιου ιζήµατος CRM Mess-2 (National Research Council, 

Canada)  

∆ιάλυµα παρακαταθήκης του εσωτερικού προτύπου (atrazine-d5) σε µεθανόλη, 500 mg L-1 

Άζωτο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

Ήλιο καθαρότητας 99,999 % (Messer, Austria) 

 

9.6 Μεθοδολογία 

 

9.6.1 Μέτρηση φυσικοχηµικών ιδιοτήτων δειγµάτων νερού 

Η µέτρηση των φυσικοχηµικών παραµέτρων των δειγµάτων θαλασσινού νερού 

πραγµατοποιήθηκε στο πεδίο κατά τη διάρκεια της κάθε δειγµατοληψίας. Αµέσως µετά τη 
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συλλογή των δειγµάτων µε τη βοήθεια φορητού pHµετρου-αλατόµετρου-αγωγιµόµετρου 

µετρούνταν το pH, η αλατότητα και η αγωγιµότητα των δειγµάτων. 

 

9.6.2 Μέτρηση φυσικοχηµικών ιδιοτήτων δειγµάτων ιζήµατος 

Για τη µέτρηση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων του ιζήµατος, τα δείγµατα αρχικά αποψύχθηκαν 

και οµογενοποιήθηκαν. Στη συνέχεια κατάλληλη ποσότητα από το καθένα τοποθετήθηκε πάνω 

σε αλουµινένιο δίσκο και ξηράθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου µέχρι σταθερού βάρους. Μετά 

την ξήρανσή τους τα δείγµατα λειοτριβήθηκαν χρησιµοποιώντας γουδί από αχάτη. Τα 

λειοτριβηµένα δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό του pH, του οργανικού 

άνθρακα και της % σύστασης των δειγµάτων σε ιλύ, άργιλο και άµµο. 

 

9.6.2.1 Μέτρηση pH θαλάσσιου ιζήµατος 

Για τη µέτρηση του pH των δειγµάτων ιζήµατος, ποσότητα ξηρού ιζήµατος 4 g τοποθετήθηκε σε 

δοκιµαστικό σωλήνα όγκου 15 mL. Ακολούθησε προσθήκη 5 mL υπερκαθαρού νερού. Οι 

σωλήνες σφραγίστηκαν και ανακινήθηκαν έντονα για 5 min ώστε να διασκορπιστεί πλήρως το 

ίζηµα στο νερό. Στη συνέχεια προστέθηκαν άλλα 5 mL υπερκαθαρού νερού και τα δείγµατα 

αναδεύτηκαν µηχανικά για 15 min. Ακολούθησε µέτρηση του pH στο υπερκείµενο στρώµα.  

 

9.6.2.2 Κοκκοµετρική ανάλυση ιζήµατος 

Για τον προσδιορισµό της % περιεκτικότητας των δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος σε ιλύ, άργιλο 

και άµµο, ποσότητα ιζήµατος ίση µε 10 g περίπου πέρασε διαδοχικά από δύο κόσκινα µε 

κατάλληλο άνοιγµα οπών ώστε να διαχωριστεί το δείγµα σε τρία κλάσµατα: αδροµερή, άµµο, ιλύ 

και άργιλλο. Το πρώτο κόσκινο µε άνοιγµα οπών µεγαλύτερο των 180 µm συγκρατούσε τα 

αδροµερή υλικά (πέτρες, κοχύλια, φυτικά υπολείµµατα) ενώ το δεύτερο µε άνοιγµα οπών µεταξύ 

180 µm και 63 µm συγκρατούσε την άµµο και άφηνε να περάσουν η ιλύς και η άργιλος 

(διάµετρος κόκκων µικρότερη των 63 µm).  

Το % περιεχόµενο του δείγµατος σε κάθε κλάσµα υπολογίστηκε από τη σχέση: 

 

Υγρασία 100% x
β
α

=  
(9.1)
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όπου: 

α = ξηρό βάρος κλάσµατος (g) 

β = Σ ξηρού βάρους όλων των κλασµάτων (g)  

 

9.6.2.3 Προσδιορισµός οργανικού άνθρακα θαλάσσιου ιζήµατος  

Η περιεκτικότητα των δειγµάτων ιζήµατος σε οργανικό άνθρακα πραγµατοποιήθηκε µε 

στοιχειακή ανάλυση χρησιµοποιώντας αναλυτή οργανικού άνθρακα. Για το σκοπό αυτό, 

αλουµινένια σκεύη (διαστάσεων 8x5 mm) καθαρίστηκαν πρώτα µε χλωροφόρµιο, µετά µε 

ακετόνη και τελικά ξεπλύθηκαν µε υπερκαθαρό νερό. Τα σκεύη αφέθηκαν να στεγνώσουν και 

στη συνέχεια ποσότητα ιζήµατος 10 ng περίπου ζυγίστηκε απευθείας σε αυτά.  

Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε όξινο περιβάλλον (πυκνό θειικό οξύ) για 24 h ώστε να 

διαχωριστεί ο ανόργανος άνθρακας από τον οργανικό. Για να διαπιστωθεί ότι αποµακρύνθηκε 

πλήρως ο ανόργανος άνθρακας µετά τις 24 h, σε δείγµατα ιζήµατος που επιπλέον 

προετοιµάστηκαν, προστέθηκαν 25 µL υπερκαθαρού νερού και 25 µL υδροχλωρικού οξέος 1Μ. 

Η έλλειψη αναβρασµού των δειγµάτων ήταν δηλωτική της πλήρους απουσίας ανόργανου 

άνθρακα (Gustafsson et al., 1997). Για κάθε δείγµα υπήρχαν τρεις επαναλήψεις.  

Μετά την αποµάκρυνση του ανόργανου άνθρακα χρησιµοποιώντας ειδικές λαβίδες, τα 

αλουµινένια σκεύη κλείστηκαν µε τέτοιο τρόπο ώστε να σχηµατίσουν «µπάλα» (διαµέτρου 

περίπου 0,5 cm) και τοποθετήθηκαν στον αυτόµατο δειγµατολήπτη του αναλυτή οργανικού 

άνθρακα. 

Για τη βαθµονόµηση του οργάνου χρησιµοποιήθηκε ως εξωτερικό πρότυπο το acetanilide 

(C8H9NO) του οποίου η σύσταση είναι: 71,09 % άνθρακας, 6,71 % υδρογόνο, 10,36 % άζωτο και 

11,84 % οξυγόνο. Ως πρότυπο υλικό αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το Mess-2 . Πρόκειται για 

θαλάσσιο ίζηµα περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα 2,14 % ± 0,03 %. 

 

9.6.3 Εκχύλιση θαλασσινού νερού 

Τα δείγµατα θαλασσινού νερού εκχυλίστηκαν σύµφωνα µε τη µέθοδο που αναπτύχθηκε και 

βελτιστοποιήθηκε στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής και η οποία αναλυτικά 

περιγράφεται στο κεφάλαιο 6.  

Για την αποµόνωση του irgarol 1051 και του κύριου µεταβολίτη του Μ1  µε στόχο να 

αυξηθεί ο συντελεστής προσυγκέντρωσης εκχυλίστηκε µεγαλύτερος όγκος νερού (2 L), ενώ οι 



 194

φύσιγγες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν πάλι C18 αλλά µεγαλύτερης περιεκτικότητας σε 

πληρωτικό υλικό (1 g, 6 mL, Isolute ENV+, IST, Ireland). Εξαιτίας αυτών των τροποποιήσεων, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανάκτησης και ελέγχου της πιστότητας της µεθόδου ώστε να 

διασφαλιστεί ότι εξακολουθεί να είναι αποτελεσµατική για την εκχύλιση των ουσιών παρ’ όλες 

τις αλλαγές. Πράγµατι τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η µέθοδος εκχύλισης στερεής φάσης που 

αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή, δεν επηρεάστηκε από τις τροποποιήσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν. Οι ανακτήσεις των ουσιών που επιτεύχθηκαν για τα επίπεδα 

συγκεντρώσεων που εξετάστηκαν (10, 100, 1000 ng L-1) κυµάνθηκαν από 82,0 έως 96,4 για το 

Μ1 και από 94,6 έως 116 για το irgarol. Η µέθοδος εξακολούθησε να είναι επαναλήψιµη µε 

σχετική τυπική απόκλιση ≤ 2,5 % τόσο την ίδια µέρα (n=6) όσο και µεταξύ διαφορετικών 

ηµερών (k=3, n=20), ενώ τα όρια ανίχνευσης που προσδιορίστηκαν για τις δύο ουσίες ήταν 0,5 

και 3,1 ng L-1 για το Μ1 και το irgarol 1051 αντίστοιχα. 

 Η αποµόνωση των ουσιών diuron, DCPMU, DCPU και DCA πραγµατοποιήθηκε όπως 

ακριβώς περιγράφεται στο κεφάλαιο 6 χωρίς καµία απολύτως τροποποίηση στην αναλυτική 

µέθοδο. Τα εκλούσµατα αποθηκεύτηκαν στους -18 0C και αναλύθηκαν µε την επιστροφή στην 

Ελλάδα.     

 

9.6.4 Εκχύλιση θαλάσσιου ιζήµατος 

Η εκχύλιση των δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος για των προσδιορισµό των ουσιών irgarol 1051 

και Μ1 πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση µικροκυµάτων σύµφωνα µε τη µέθοδο που αναπτύχθηκε 

στο κεφάλαιο 8 της παρούσας διατριβής. 

 Για την αποµόνωση του diuron και των κύριων µεταβολίτων του DCPMU, DCPU και 

DCA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος εκχύλισης µε χρήση υπερήχων που αναπτύχθηκε στα πλαίσια 

της παρούσας διατριβής (κεφάλαιο 7). 

 

9.7 Ανάλυση 

Η ανάλυση τόσο των δειγµάτων θαλασσινού νερού όσο και των δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος 

για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό του irgarol 1051 και του κύριου µεταβολίτη του Μ1 

πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια αεριοχρωµατογράφου συσδεδεµένου µε ανιχνευτή 

φασµατοµετρίας µαζών σύµφωνα µε τη µέθοδο που περιγράφεται στο κεφάλαιο 8.  
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Ο προσδιορισµός του diuron και κύριων µεταβολιτών του πραγµατοποιήθηκε µε τη 

βοήθεια υγροχρωµατογραφίας, σύµφωνα µε τη µέθοδο που περιγράφεται στο κεφάλαιο 6. 

 

9.8 Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

9.8.1 Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων νερού 

Τα αποτελέσµατα του προσδιορισµού των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων (pH, αλατότητα, 

αγωγιµότητα) των δειγµάτων θαλασσινού νερού παρουσιάζονται στους Πίνακες Ι.1 – Ι.6 του 

Παραρτήµατος Ι. 

 

9.8.1.1 pH  

Το pH του νερού των δειγµάτων που συλλέχθηκαν από το Shoreham Harbor (Πίνακας Ι, 

Παράρτηµα Ι) κυµάνθηκε σε φυσιολογικά για το θαλασσινό νερό επίπεδα (7,0 ως 8,4) για όλα 

σχεδόν τα δείγµατα (Σχήµα 9.3). Εξαίρεση αποτέλεσαν τα δείγµατα τα οποία συλλέχθηκαν το 

Φεβρουάριο του 2004 (9η δειγµατοληψία). Στα δείγµατα αυτά η τιµή του pH ήταν ≤ 5,8. 

Λαµβάνοντας υπόψη ότι το Shoreham Harbour είναι εµπορικό λιµάνι και επιπλέον το σηµείο 

όπου ο ποταµός Adur εκβάλει στη θάλασσα, πιθανότατα το επίπεδο του pH του νερού τη 

συγκεκριµένη χρονική στιγµή να µεταβλήθηκε εξαιτίας αυξηµένου επιπέδου ρύπανσης η οποία 

σε συνδυασµό µε τις δυσµενείς καιρικές συνθήκες (απώλεια ηλιοφάνειας) οδήγησε στη 

δηµιουργία ίσως ανοξικών συνθηκών και άρα στη µείωση της τιµής του. 
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Σχήµα 9.3 ∆ιακύµανση της µέσης τιµής του pH σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα 

από το Shoreham Harbour κατά τη διάρκεια των εννέα δειγµατοληψιών (1: 03/2003, 2: 05/2003, 

3: 07/2003, 4: 08/2003, 5: 10/2003, 6: 11/2003, 7: 12/2003, 8: 01/2004, 9: 02/2004). 

 

 Η τιµή του pH των δειγµάτων που συλλέχθηκαν από τη Brighton marina βρέθηκε να είναι 

µεταξύ 5,3 και 8,1. Οι χαµηλές τιµές (≤ 6,1) και εδώ παρατηρήθηκαν το Φεβρουάριο του 2004 

(3η δειγµατοληψία) και πιθανόν να οφείλονται στη δηµιουργία ανοξικών συνθηκών λόγω 

µειωµένης ανανέωσης του νερού στη µαρίνα.    

 

9.8.1.2 Αλατότητα 

Η αλατότητα των δειγµάτων θαλασσινού νερού που συλλέχθηκαν από το Shoreham Harbour 

γενικότερα κυµάνθηκε σε φυσιολογικά επίπεδα (Πίνακας Ι, Παράρτηµα Ι). Υπήρξαν όµως και 

περιπτώσεις όπου οι τιµές της αλατότητας ήταν πολύ χαµηλές, ως και 4,3 ‰ (σηµείο Soldier 

Point κατά την 6η δειγµατοληψία). Αυτό παρατηρήθηκε όταν κατά τη διάρκεια της 

δειγµατοληψίας επικρατούσε άµπωτη µε αποτέλεσµα το θαλασσινό νερό να είναι αραιωµένο µε 

το γλυκό νερό του ποταµού Adur. Υψηλές τιµές αλατότητας παρατηρήθηκαν κατά τον Ιούλιο και 

τον Αύγουστο (3η και 4η δειγµατοληψία αντίστοιχα) και ίσως να οφείλονται σε αυξηµένο 

ποσοστό εξάτµισης, λόγω των υψηλών θερµοκρασιών που επικρατούσαν τη συγκεκριµένη 

χρονική περίοδο. Ας σηµειωθεί ότι το καλοκαίρι του 2003 ήταν ένα από τα θερµότερα των 

τελευταίων ετών για τα δεδοµένα του Ηνωµένου Βασιλείου. Στο Σχήµα 9.4 φαίνεται η 
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διακύµανση της αλατότητας µε το χρόνο για τα σηµεία (Emerald Quay, Surry Boat Yard, The 

Canal, West Pier) στα οποία  παρατηρήθηκαν οι πιο ακραίες υψηλές και χαµηλές τιµές.       
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Σχήµα 9.4 ∆ιακύµανση της αλατότητας του θαλασσινού νερού στα δείγµατα που συλλέχθηκαν 

από 03/2003 ως 02/2004 από το Shoreham Harbour. 

 

Στη Brighton marina η τιµή της αλατότητας των δειγµάτων κυµάνθηκε σε φυσιολογικά 

επίπεδα, µεταξύ 33,5 και 35,9 ‰. 

 
9.8.1.3 Αγωγιµότητα 

Η αγωγιµότητα τόσο των δειγµάτων που συλλέχθηκαν από το Shoreham Harbour (Πίνακας Ι, 

Παράρτηµα Ι) όσο και αυτών που προήλθαν από τη Brighton marina (Πίνακας Ι.2, Παράρτηµα 

Ι), όπως ήταν φυσικό, κυµάνθηκε ανάλογα µε τη διακύµανση της αλατότητας.    
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9.8.2 Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων ιζήµατος 

 

9.8.2.1 pH 

Το pH των δειγµάτων του ιζήµατος κυµάνθηκε από 7,0 ως 8,6 για το Shoreham Harbour 

(Πίνακας Ι.3, Παράρτηµα Ι) και από 7,1-8,1 για τη Brighton marina (Πίνακας Ι.4, Παράρτηµα Ι). 

Οι τιµές αυτές θεωρούνται φυσιολογικές.  

 

9.8.2.2 Οργανικός άνθρακας  

Η % περιεκτικότητα των δειγµάτων ιζήµατος σε οργανικό άνθρακα ήταν µεταξύ 0,28  και 7,46 

% για τοShoreham Harbour (Πίνακας Ι, Παράρτηµα Ι) και µεταξύ 0,78 και 6,30 % για τη 

Brighton marina (Πίνακας Ι.4, Παράρτηµα Ι).  

Στο Shoreham Harbour οι υψηλές τιµές παρατηρήθηκαν στους σταθµούς που βρίσκονται 

στο εσωτερικό του λιµανιού (Aldrigton Wharf και The Canal) καθώς και στις δύο µαρίνες (Lady 

Bee marina και Emerald Quay), ενώ η πιο χαµηλή τιµή προσδιορίστηκε για το σταθµό  Old Fort, 

o οποίος βρίσκεται πολύ κοντά στο άνοιγµα του λιµανιού προς τη θάλασσα  όπως φαίνεται στο 

Σχήµα 9.5. Από το γράφηµα απουσιάζουν οι τιµές των σταθµών West Pier (διότι δεν λήφθηκε 

κανένα δείγµα) και Middle Pier, διότι λήφθηκε µόνο µια φορά δείγµα. 
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Σχήµα 9.5 ∆ιακύµανση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα (µέσες τιµές) στα  

δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Στη Brighton marina κατά την πρώτη και δεύτερη δειγµατοληψία η µέση τιµή της % 

περιεκτικότητας των δειγµάτων σε οργανικό άνθρακα ήταν παρόµοια, ενώ κατά την τρίτη 

δειγµατοληψία η περιεκτικότητα µειώθηκε  αισθητά (Σχήµα 9.6). Το γεγονός αυτό µπορεί να 

οφείλεται στην εναπόθεση φρέσκου ιζήµατος στον πυθµένα ως αποτέλεσµα της εκβάθυνσης, στο 

οποίο πιθανόν η οργανική ύλη να µην είχε πλήρως αποδοµηθεί.  
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Σχήµα 9.6 ∆ιακύµανση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα (µέσες τιµές) των 

δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina. 

    

9.8.2.3 Κοκκοµετρική ανάλυση 

Η κοκκοµετρική ανάλυση των δειγµάτων (Πίνακας Ι.-Ι.6, Παράρτηµα Ι) έδειξε, όπως άλλωστε 

ήταν αναµενόµενο, ότι όλα τα δείγµατα που προέρχονται από τις µαρίνες (Brighton marina, Lady 

Bee marina, Emerald Quay) είναι λεπτόκκοκα µε ποσοστό αργίλου και ιλύος σχεδόν σε όλες τις 

περιπτώσεις πάνω από 70 %, ενώ στα υπόλοιπα δείγµατα το µέγεθος των κόκκων κυµάνθηκε 

κυρίως µεταξύ 63 και 180 µm (άµµος).  

 

9.8.3 Επίπεδα των συγκεντρώσεων των εξεταζόµενων ουσιών στο νερό 

 

9.8.3.1 Irgarol 1051 

Οι συγκεντρώσεις του irgarol 1051 στα δείγµατα θαλασσινού νερού κυµάνθηκαν από πολύ 

χαµηλές, κάτω του ορίου ανίχνευσης (3,1 ng L-1), ως 136 και 102 ng L-1 για το Shoreham 
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Harbour και τη Brighton marina, αντίστοιχα (Πίνακες ΙΙ.1 και ΙΙ.4, Παράρτηµα ΙΙ) και είναι σε 

συµφωνία µε τα επίπεδα των συγκεντρώσεων της ουσίας που αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία για παρόµοια περιβάλλοντα, τόσο στο Ηνωµένο Βασίλειο όσο και σε άλλες 

ευρωπαϊκές και µη χώρες (Readman et al., 1993; Gough et al., 1994; Zhou et al., 1996; Dahl and 

Blanck, 1996; Tolosa et al., 1996; Steen et al., 1997; Scarlett et al., 1997; Sargent et al., 2000; 

Biselli et al. 2000; Connelly et al., 2001; Thomas et al., 2001b; Owen et al., 2002; Bowman et al., 

2003; Gardinali et al., 2004).  

 Η µέση συγκέντρωση της ουσίας που παρατηρήθηκε στο Shoreham Harbour (18,3 ± 

29,5) ήταν ελαφρώς υψηλότερη σε σχέση µε αυτή στη Brighton marina (14,1 ± 19,8) (Πίνακας 

9.1). Το γεγονός αυτό πιθανόν οφείλεται στους περιορισµούς που ισχύουν στο Ηνωµένο 

Βασίλειο για τη χρήση του irgarol 1051 στα σκάφη αναψυχής σύµφωνα µε τους οποίους δεν 

επιτρέπεται η χρήση του στα υφαλοχρώµατα  που εφαρµόζονται στα µικρά σκάφη (µήκος < 25 

m) όπως αυτά που κατεξοχήν υπάρχουν στη συγκεκριµένη µαρίνα  (Thomas et al; 2002). 

Επιπλέον, οι υψηλότερες συγκεντρώσεις στο Shoreham Harbour είναι φυσικό επακόλουθο της 

εισόδου στο λιµάνι διαρκώς µεγάλων εµπορικών πλοίων για τη βαφή των οποίων δεν υπάρχει 

κάποια νοµοθετική ρύθµιση αναφορικά µε τη χρήση του irgarol 1051.  

 

Πίνακας 9.1 Εύρος συγκεντρώσεων, διάµεση τιµή, αριθµητικός και γεωµετρικός µέσος των 

συγκεντρώσεων (ng L-1) των ουσιών irgarol 1051 και Μ1 σε δείγµατα θαλασσινού νερού. 

 Brighton marina Shoreham Harbour 

 Irgarol 1051 M1 Irgarol 1051 M1 

Εύρος συγκεντρώσεων (ng L-1) * - 102 *- 36,9 * - 136  * - 58,9 

∆ιάµεση τιµή (ng L-1) 5,1 1,2 6,3 2,1 

Αριθµητικός µέσος (ng L-1) 14,1  2,9  18,3 6,4 

Γεωµετρικός µέσος (ng L-1) 6,0 1,3 6,7 2,0 

Τυπική απόκλιση ± 19,8 ± 5,8 ± 29,5 ± 11,8 

         * : η ουσία δεν ανιχνεύτηκε (LODirgarol 1051 = 3,1 ng L-1, LODM1 = 0,7 ng L-1). 

 

 Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του irgarol 1051 στη Brighton marina παρατηρήθηκαν τον 

Ιούλιο του 2003 (Σχήµα 9.7), ενώ στο Shoreham Harbour παρατηρήθηκαν το Μάϊο (Σχήµα 9.8) 

του ίδιου έτους. Αυτό προφανώς σχετίζεται µε την έντονη δραστηριότητα των σκαφών τους 

µήνες αυτούς. Υψηλές συγκεντρώσεις του irgarol 1051 την περίοδο αυτή αναφέρονται και από 
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άλλους συγγραφείς (Ferrer and Barcelo, 1999; Voulvoulis et al., 2000; Biselli et al., 2001; 

Gimeno et al., 2001; Lamoree et al., 2002; Hall et al., 2004). Κατά τους φθινοπωρινούς και 

χειµερινούς µήνες τα επίπεδα των συγκεντρώσεων της ουσίας στα περισσότερα δείγµατα ήταν 

χαµηλές.  

 Στη Brighton marina, όπως φαίνεται και στο Σχήµα 9.7, τα επίπεδα των συγκεντρώσεων 

ακολούθησαν πτωτική τάση από τον Ιούλιο µέχρι το Φεβρουάριο.  
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Σχήµα 9.7 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης των τριών ουσιών (Μ1, irgarol 1051 και 

diuron) που ανιχνέυτηκαν στα δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina 

µε το χρόνο.  

 

 Αντίθετα στο Shoreham Harbour φαίνεται ότι οι συγκεντρώσεις αυξοµειώνονται ανάλογα 

µε την εποχή. Πτωτική τάση παρατηρήθηκε από τον Μάιο ως τον Αύγουστο, από τον Οκτώβριο 

ως το ∆εκέµβριο και επίσης από τον Ιανουάριο ως το Φεβρουάριο. Οι αυξηµένες συγκεντρώσεις 

του irgarol 1051 τους µήνες αυτούς οφείλονται κυρίως στις υψηλές συγκεντρώσεις της ουσίας 

που παρατηρήθηκαν στη Lady Bee marina (Πίνακας ΙΙ.1, Παράρτηµα ΙΙ) και οι οποίες αύξησαν 

τη µέση συγκέντρωση του irgarol 1051 στο Σχήµα 9.8. Όπως αναφέρεται και από άλλους 

συγγραφείς (Bowman et al., 2003) συνήθως αυτούς τους µήνες τα σκάφη προετοιµάζονται για 

την επόµενη χρονιά οπότε καθαρίζονται και ξαναβάφονται. Επειδή λοιπόν υψηλότεροι ρυθµοί 
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απελευθέρωσης της ουσίας παρατηρούνται αµέσως µετά την εφαρµογή της στα ύφαλα (Hall et 

al., 1999) η κατανοµή αυτή των συγκεντρώσεων θα µπορούσε να θεωρηθεί αναµενόµενη.     
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Σχήµα 9.8 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης του irgarol 1051 µε το χρόνο στα δείγµατα 

θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 

 Η παρουσία του irgarol 1051 στη Brighton marina έχει µελετεθεί προηγούµενα (Bowman 

et al., 2003). Οι συγκεντρώσεις της ουσίας που ανιχνεύτηκαν στην παρούσα διδακτορική 

διατριβή είναι της ίδιας τάξης µεγέθους µε εκείνες που ανιχνεύτηκαν από τους Bowman et al. 

(2003) τον Ιούλιο του 2000, όµως η πλειοψηφία των συγκεντρώσεων για τα διάφορα σηµεία 

δειγµατοληψίας ήταν χαµηλότερες το 2000. Πιο συγκεκριµένα τον Ιούλιο του 2000 (Bowman et 

al., 2003) συγκεντρώσεις πάνω από 16 ng L-1 ανιχνεύτηκαν στο 39 %, των δειγµάτων ενώ τον 

Ιούλιο του 2003 συγκεντρώσεις πάνω από 17,3 ng L-1 ανιχνεύτηκαν στο 93 % των δειγµάτων 

(Πίνακας ΙΙ.4, Παράρτηµα ΙΙ). Αντίθετα κατά τους χειµερινούς µήνες (∆εκέµβριο και 

Φεβρουάριο) σχεδόν στο 50 % των δειγµάτων η ουσία δεν ανιχνεύτηκε σε αντίθεση µε τους  

Bowman et al. (2003) οι οποίοι προσδιόρισαν τιµές της ουσίας την ίδια εποχή (1999 και 2000) 

ως και 330 ng L-1. Παρόλο που η παρακολούθηση των επιπέδων της ουσίας χρονικά έλαβε χώρα 

µετά τους περιορισµούς στη χρήση του irgarol 1051, εντούτοις όπως προκύπτει από τα 

αποτελέσµατα οι συγκεντρώσεις που ανιχνεύτηκαν παρέµειναν σχεδόν στα ίδια επίπεδα. Αυτό 

ίσως οφείλεται σε προσρόφηση στο ίζηµα κατά τα προηγούµενα έτη, σε κοµµάτια 
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υφαλοχρώµατων που περιείχαν irgarol 1051 µε αποτέλεσµα να αυξηθεί ο χρόνος παραµονής και 

στη σταθερότητα της ουσίας στο περιβάλλον  (Thomas et al., 2003). 

 Όσον αφορά τη χωρική κατονοµή των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 στο Shoreham 

Harbour (Σχήµα 9.9) δεν υπάρχει σαφής τάση από το εσωτερικό του λιµανιού προς τα έξω. Οι 

υψηλότερερες συγκεντρώσεις παρατηρήθηκαν στο σταθµό Lady Bee marina, ο οποίος βρίσκεται 

στην αρχή του λιµανιού, όµως εξίσου υψηλές τιµές παρατηρήθηκαν και σε άλλους σταθµούς 

κοντά στη θάλασσα όπως τον Soldier Point. Οι συγκεντρώσεις στο σταθµό Lady Bee marina 

ήταν οι υψηλότερες όλων γεγονός που επιβεβαιώνει, όπως υποστηρίζουν και άλλοι συγγραφείς 

(Tolosa et al., 1996; Scarlet et al., 1997; Hall et al., 1999), ότι πάντα υψηλές συγκεντρώσεις  

παρατηρούνται εκεί όπου υπάρχει µεγάλος αριθµός σκαφών αναψυχής. Για το σταθµό West Pier, 

ο οποίος βρίσκεται στο σηµείο εκείνο που το λιµάνι ενώνεται µε την ανοιχτή θάλασσα (Σχήµα 

9,1) θα πρέπει να σηµειωθεί ότι η υψηλή µέση συγκέντρωση που φαίνεται στο Σχήµα 9.9 

οφείλεται αποκλειστικά στην υψηλή συγκέντρωση της ουσίας (60,2 ng L-1) που παρατηρήθηκε 

το Μάιο (Πίνακας ΙΙ.1, Παράρτηµα ΙΙ) και που µπορεί να οφείλεται σε σηµειακή πηγή ρύπανσης 

όπως την είσοδο στο λιµάνι ενός φρεσκοβαµµένου σκάφους.       
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Σχήµα 9.9 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης του irgarol 1051 µε το χώρο στα δείγµατα 

θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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 Στη Brighton marina κατά µέσο όρο στους περισσότερους σταθµούς που βρίσκονται ΝΑ 

(σταθµοί: A,B,C,E,O,G,F,D) οι συγκεντρώσεις ήταν ελαφρώς υψηλότερες από εκείνες που 

ανιχνεύτηκαν στους σταθµούς που βρίσκονται Ν∆ (σταθµοί: M,P,W,L,J,I,H) στην είσοδο της 

µαρίνας προς τη θάλασσα όµως τα συµπεράσµατα βασίζονται µόνο στα αποτελέσµατα της 

πρώτης δειγµατοληψίας καθώς η ουσία ανιχνεύτηκε σε πολύ λίγους σταθµούς κατά τις δύο άλλες 

δειγµατοληψίες (Πίνακας ΙΙ.4, Παράρτηµα ΙΙ). Στο Σχήµα 9.10 δίνεται ένα ενδεικτικό 

χρωµατογράφηµα του irgarol 1051 (αλλά και του κύριου µεταβολίτη του) σε δείγµα θαλασσινού 

νερού.  

 

 
Σχήµα 9.10 Χρωµατογράφηµα δείγµατος θαλασσινού νερού προερχόµενο από το σηµείο 

δειγµατοληψίας Lady Bee marisna στo Shoreham Harbour καθώς και τα φάσµατα του M1 και 

του irgarol 1051 σε SIM (α, β, γ: άγνωστες κορυφές). 

 

9.8.3.2 Μ1 

Ο κύριος µεταβολίτης του irgarol 1051 ανιχνεύτηκε σε συγκεντρώσεις που κυµάνθηκαν από 

πολύ χαµηλές, κάτω του ορίου ανίχνευσης (0,5 ng L-1), ως 58,9 και 36,9 ng L-1 για το Shoreham 

Harbour και τη Brighton marina αντίστοιχα (Πίνακες ΙΙ.2 και ΙΙ.4, Παράρτηµα ΙΙ) και είναι της 

ίδιας τάξης µεγέθους µε αυτές που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία (Thomas et al., 2000; 
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Martinez and Barceló, 2001a; Thomas et al., 2002; Okamura et al., 2003). Στη Brighton marina η 

ουσία ανιχνεύθηκε για πρώτη φόρα. 

 Τα επίπεδα των συγκεντρώσεων γενικότερα ήταν χαµηλότερα από εκείνα του irgarol 

1051. Υπήρξαν όµως και περιπτώσεις κατά τις οποίες ο Μ1 ανιχνεύτηκε σε πιο υψηλές 

συγκεντρώσεις από το irgarol 1051, όπως στο σταθµό Surry Boad Yard κατά την 3η 

δειγµατοληψία  όπου οι παρατηρούµενες συγκεντρώσεις για τις δύο ουσίες ήταν 58,9 και 32,4 ng 

L-1 αντίστοιχα, ή ανιχνεύτηκε σε πολύ χαµηλό επίπεδο µόνο ο µεταβολίτης (π.χ. σταθµός Middle 

Pier κατά την 9η δειγµατοληψία). Το γεγονός αυτό πιθανόν να οφείλεται σε πλήρη µεταβολισµό, 

λόγω κατάλληλων συνθηκών, των χαµηλών συγκεντρώσεων του irgarol 1051 στα συγκεκριµένα 

σηµεία τη δεδοµένη χρονική στιγµή.   

 Όπως φαίνεται στο Σχήµα 9.11, οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του Μ1 στο Shoreham 

Harbour παρατηρήθηκαν το Μάιο και τον Ιούλιο. Γενικά η χρονική διακύµανση της ουσίας ήταν 

αντίστοιχη µε αυτή της αρχικής. 
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Σχήµα 9.11 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης του Μ1 µε το χρόνο στα δείγµατα 

θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 

 Αναφορικά µε τη χωρική κατανοµή της ουσίας στο Shoreham Harbour, οι υψηλότερες 

συγκεντρώσεις παρατηρήθηκαν στους σταθµούς Aldrigton Wharf και Surry Boat Yard οι οποίοι 

όµως δεν χαρακτηρίζονται από µεγάλη πυκνότητα σκαφών. Εποµένως η µόνη πιθανή εξήγηση 

είναι ο µεταβολισµός της αρχικής ουσίας σε µεγαλύτερο βαθµό στα συγκεκριµένα σηµεία σε 
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συνδυασµό µε τη µεγαλύτερη σταθερότητα της ουσίας στην ηλιακή ακτινοβολία (Okamura, 

2002).   
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Σχήµα 9.12 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης του Μ1 µε το χώρο στα δείγµατα θαλασσινού 

νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour 

 

9.8.3.3 Diuron 

Το diuron ανιχνέυτηκε στο Shoreham Harbour µόνο την περίοδο από το Μάιο ως τον Οκτώβριο 

του 2003 και οι συγκεντρώσεις του κυµάνθηκαν από πολύ χαµηλές, κάτω του ορίου ανίχνευσης 

(7 ng L-1), ως και 366 ng L-1 (Πίνακας ΙΙ.3, Παράρτηµα ΙΙ). Στη Brighton marina, το diuron 

ανιχνεύτηκε µόνο τον Ιούλιο του 2003 σε ορισµένους σταθµούς δειγµατοληψίας σε 

συγκεντρώσεις από 69,7 ως 236  ng L-1 (Πίνακας ΙΙ.4, Παράρτηµα ΙΙ). Οι συγκεντρώσεις που 

παρατηρήθηκαν στην παρούσα έρευνα είναι σε συµφωνία µε αυτές που αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία για παρόµοια περιβάλλοντα (Dahl and Blanck, 1996; Ferrer and Barcelo; 1999; 

Boxall et al., 2000; Okamura et al., 2003) όµως είναι αδικαιολόγητες αφού όπως προαναφέρθηκε 

η χρήση της ουσίας στα υφαλοχρώµατα έχει απαγορευτεί στο Ηνωµένο Βασίλειο από το 2000 

για όλα τα σκάφη. Εποµένως η πιο πιθανή εξήγηση είναι η είσοδος στο λιµάνι και στη µαρίνα 

πλοίων που προέρχονται από χώρες στις οποίες δεν υπάρχει περιορισµός στη χρήση της ουσίας. 

Αξίζει πάντως να σηµειωθεί ότι οι υψηλότερες συγκεντρώσεις τις ουσίας που παρατηρήθηκαν 

είναι µεγαλύτερες από τις υψηλότερες συγκεντρώσεις που ανιχνεύτηκαν για το irgarol 1051 και 

τον Μ1.  
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Αναφορικά µε τη χρονική και χωρική κατανοµή του diuron στις δύο περιοχές που 

µελετήθηκαν δεν είναι δυνατόν να εξαχθεί κάποιο συµπέρασµα εξαιτίας του µικρού αριθµού των 

περιπτώσεων στις οποίες ανιχνεύτηκε η ουσία. 

 Κανένας από τους τρεις εξεταζόµενους µεταβολίτες της ουσίας (DCPMU, DCPU, DCA) 

δεν ανιχνεύτηκε στην παρούσα έρευνα σε κανένα δείγµα θαλασσινού νερού. 

   

9.8.4 Επίπεδα των συγκεντρώσεων των εξεταζόµενων ουσιών στο ίζηµα 

 

9.8.4.1 Irgarol 1051 

Οι συγκεντρώσεις του irgarol 1051 που ανιχνεύτηκαν στα δείγµατα ιζήµατος κυµάνθηκαν στο 

Shoreham Harbour από <1,7 ως 40 ng g-1 (Πίνακας ΙΙ.5, Παράρτηµα ΙΙ) και στη Brighton marina 

από <1,7 ως 49,3 ng g-1 1 (Πίνακας ΙΙ.8, Παράρτηµα ΙΙ) και είναι της ίδιας τάξης µεγέθους µε 

αυτές που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία (Biselli et al., 2000; Owen et al., 2002; Albanis 

et al., 2002; Bowman et al., 2003). Στο ίζηµα, όπως και στο νερό, η µέση τιµή της συγκέντρωσης 

της ουσίας στο Shoreham Harbour ήταν µεγαλύτερη από αυτή στη Brighton marina (Πίνακας 

9.2). 

 Στο Shoreham Harbour οι υψηλότερες συγκεντρώσεις ανιχνεύτηκαν στο σταθµό Lady 

Bee marina όµως εξαιτίας της αδυναµίας συλλογής δειγµάτων από όλους του σταθµούς λόγω 

των δυσµενών καιρικών συνθηκών που επικρατούσαν κατά τη διάρκεια ορισµένων 

δειγµατοληψιών, δεν ήταν δυνατόν να εξαχθεί κάποιο συµπέρασµα για τη χρονική και χωρική 

κατανοµή της ουσίας σε αυτή την περιοχή.  

 

Πίνακας 9.2 Εύρος συγκεντρώσεων (ng g-1), διάµεση τιµή (ng g-1), αριθµητικός και γεωµετρικός 

µέσος των συγκεντρώσεων των ουσιών irgarol 1051 και Μ1 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος. 
 Brighton marina Shoreham Harbour 

 Irgarol 1051 M1 Irgarol 1051 M1 

Εύρος συγκεντρώσεων (ng g-1) * - 49,3 * - 5,6 * - 40,0 * - 22,7 

∆ιάµεση τιµή (ng g-1) 2,7 0,5 3,0 0,6 

Αριθµητικός µέσος (ng g-1) 4,6 1,3 7,1 2,9 

Γεωµετρικός µέσος (ng g-1) 2,7 0,9 3,5 1,3 

Τυπική απόκλιση ± 8,1 ± 1,4 ± 9,8 ± 22,7 

        * : η ουσία δεν ανιχνεύτηκε (LODirgarol 1051 = 1,7 ng g-1, LODM1 = 0,9 ng g-1). 
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 Κατά τη διάρκεια της 1η δειγµατοληψίας στη Brighton marina πραγµατοποιούνταν 

εκβάθυνση της µαρίνας. Εποµένως στις επόµενες δειγµατοληψείες αναµένονταν υψηλότερες 

συγκεντρώσεις στο νερό και χαµηλότερες στο ίζηµα, εξαιτίας φαινοµένων εκρόφησης της ουσίας 

από το ίζηµα. Όπως φαίνεται όµως στο Σχήµα 9.13, τα επίπεδα των συγκεντρώσεων στο νερό 

φαίνεται ότι µειώθηκαν από τον Ιούλιο ως το Φεβρουάριο. Αντίθετα στο ίζηµα κατά τη 2η 

δειγµατοληψία η µέση συγκέντρωση του irgarol 1051 µειώθηκε ελάχιστα (οι συγκεντρώσεις 

µειώθηκαν µόνο στους σταθµούς G, H , J, O, P, Πίνακας ΙΙ. 7, Παράρτηµα ΙΙ)  ενώ κατά την 3η 

δειγµατοληψία αυξήθηκε. Λόγω αδυναµίας συλλογής δειγµάτων πριν την εκβάθυνση της 

µαρίνας, δεν µπορεί να εξαχθεί σαφές συµπέρασµα για το κατά πόσο η διαδικασία αυτή 

επηρέασε τις συγκεντρώσεις της ουσίας στο ίζηµα. Πάντως οι µέσες συγκεντρώσεις του irgarol 

1051 που ανιχνεύτηκαν στην παρούσα έρευνα είναι χαµηλότερες από εκείνες που αναφέρονται 

από τους Bowman et al. (2003) για την ίδια περιοχή το 2000. Όπως και στην περίπτωση του 

Shoreham Harbour, έτσι και στη Brighton marina δεν υπάρχει κάποια ένδειξη για ιδιαίτερη 

χωρική κατανοµή της ουσίας.   
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Σχήµα 9.13 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης του irgarol 1051 µε το χρόνο στα δείγµατα 

θαλασσινού νερού και θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina.  

 

9.8.4.2 Μ1 

Τα επίπεδα των συγκεντρώσεων του Μ1 που ανιχνεύτηκαν κυµάνθηκαν στο Shoreham Harbour 

από <0,9 ως 22,7 ng g-1 (Πίνακας ΙΙ. 6, Παράρτηµα ΙΙ) και στη Brighton marina από <0,9 ως 5,6 
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ng g-1 (Πίνακας ΙΙ.8, Παράρτηµα ΙΙ) και είναι σε αντιστοιχία µε τις αναφερόµενες συγκεντρώσεις 

της ουσίας από άλλους συγγραφείς (Thomas et al., 2000; Martinez and Barceló, 2001a; Okamura 

et al., 2003). Η ουσία για πρώτη φορά ανιχνεύτηκε σε δείγµατα ιζήµατος στη συγκεκριµένη 

περιοχή. 

 Οι µέσες συγκεντρώσεις της ουσίας σε όλες τις δειγµατοληψίες ήταν χαµηλότερες από 

αυτές του irgarol 1051 και για τις δύο περιοχές που εξετάστηκαν. Στο Σχήµα 9.14 φαίνονται οι 

µέσες συγκεντρώσεις του Μ1 και του irgarol 1051 για την Brighton marina.  
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Σχήµα 9.14 Μέση τιµή των συγκεντρώσεων του Μ1 και του irgarol 1051 κατά τη διάρκεια των 

τριών δειγµατοληψιών στα δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina.  

  

Αναφορικά µε την εκβάθυνση της µαρίνας δεν είναι εµφανής η επίδρασή της στις συγκεντρώσεις 

του Μ1, διότι η συγκέντρωση στο ίζηµα µειώθηκε το ∆εκέµβριο, όµως τα επίπεδα της ουσίας 

στη στήλη του νερού παρέµειναν στα ίδια επίπεδα την ίδια περίοδο (Σχήµα 9.15). 
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Σχήµα 9.15 ∆ιακύµανση της µέσης συγκέντρωσης του Μ1 µε το χρόνο στα δείγµατα 

θαλασσινού νερού και θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina.  

 

Χρωµατογράφηµα του Μ1 αλλά και της αρχικής ουσίας irgarol 1051 σε δείγµα θαλάσσιου 

ιζήµατος παρουσιάζεται στο Σχήµα 9.16. 

 

 
Σχήµα 9.16 Χρωµατογράφηµα δείγµατος θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενο από το σηµείο 

δειγµατοληψίας Ο στη Brighton marina καθώς και τα φάσµατα του M1 και του irgarol 1051 σε 

SIM (α, β, γ, δ: άγνωστες κορυφές). 
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9.8.4.3 Diuron 

Το diuron ανιχνεύτηκε σε δύο µόνο δείγµατα από το Shoreham Harbour. Συγκεκριµένα 

συγκεντρώσεις της ουσίας ίσες µε 66,4 ng g-1 και 59,7 ng g-1 προσδιορίστηκαν στους σταθµούς 

Lady Bee marina (6η δειγµατοληψία) και Old Fort (8η δειγµατοληψία). Αντίστοιχες 

συγκεντρώσεις της ουσίας στο ίζηµα έχουν αναφερθεί και από άλλους συγγραφείς (Boxall et al., 

2000; Martinez and Barceló, 2001a).   

 Η απουσία του diuron από τα δείγµατα ιζήµατος ήταν αναµενόµενη διότι ως υδρόφιλη 

ουσία που είναι (LogKow = 2,68) εµφανίζει µικρή τάση προσρόφησης στο ίζηµα  (Thomas et al., 

2000). Η παρουσία της ουσίας στους δύο σταθµούς πιθανότατα συνδέεται µε την προσρόφηση 

στο ίζηµα κοµµατιών υφαλοχρώµατος που περιείχε diuron από όπου και απελευθερώθηκε. Το 

φαινόµενο αυτό αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία να συµβαίνει (Thomas et al., 2000). 

 

9.8.4.4 DCPMU 

H DCPMU ήταν ο µοναδικός µεταβολίτης του diuron που ανιχνεύτηκε στην παρούσα έρευνα. Η 

συγκεντρώσεις στο Shoreham Harbour κυµάνθηκαν από <4 ως 122 ng g-1 (Πίνακας ΙΙ.7, 

Παράτηµα ΙΙ) ενώ στη Brighton marina προσδιορίστηκαν συγκεντρώσεις ως και 56,5 ng g-1 

(Πίνακας ΙΙ.8, Παράτηµα ΙΙ). Η παρουσία της DCPMU στο ίζηµα αλλά σε συγκεντρώσεις <25 ng 

g-1  αναφέρεται µόνο από τους Martinez and Barceló (2001a).  

 

9.8.5 Επίδραση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων του νερού  

Η επίδραση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων του νερού (αλατότητας και pH) πάνω στις 

συγκεντρώσεις των ουσιών, εξετάστηκε µόνο για τις ουσίες irgarol 1051 και Μ1 επειδή ήταν οι 

µοναδικές, από τις έξι συνολικά που εξετάστηκαν στην παρούσα διατριβή, οι οποίες 

ανιχνεύτηκαν στα περισσότερα δείγµατα που συνολικά αναλύθηκαν. Για να διαπιστωθεί αν 

υπάρχει λοιπόν συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών και των φυσικοχηµικών 

ιδιοτήτων του νερού, πραγµατοποιήθηκε στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων µε τη 

βοήθεια του στατιστικού πακέτου Statistica 5.5 (1984-1999, StatSoft Inc.). Στα πειραµατικά 

δεδοµένα εφαρµόστηκε µη παραµετρική συσχέτιση κατά Spearman. Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι 

κατά τη στατιστική ανάλυση, στα δείγµατα εκείνα στα οποία δεν ανιχνεύτηκαν οι ουσίες, ως 

συγκέντρωση των ουσιών χρησιµοποιήθηκε η τιµή LOD/2. Τα αποτελέσµατα της στατιστικής 
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επεξεργασίας των αποτελεσµάτων παρουσιάζονται στους Πίνακες 9.3 και 9.4 για τις δύο 

περιοχές δειγµατοληψίας που εξετάστηκαν. 

 

Πίνακας 9.3 Μη παραµετρική συσχέτιση κατά Spearman των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών 

irgarol 1051 και Μ1 µε τις φισικοχηµικές ιδιότητες του νερού για το Shoreham Harbour. 

 Irgarol 1051 M1 pH Αλατότητα 

Irgarol 1051  0,825 -0,026 -0,099 

Μ1 0,825  0,136 -0,210 

pH -0,026 0,136  -0,462 

Αλατότητα -0,099 -0,210 -0,462  
         τιµές µε έντονη γραφή : υπάρχει συσχέτιση σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95 % (p<0,05). 
 

Πίνακας 9.4 Μη παραµετρική συσχέτιση κατά Spearman των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών 

irgarol 1051 και Μ1 µε τις φισικοχηµικές ιδιότητες του νερού για τη Brighton marina. 

 Irgarol 1051 M1 pH Αλατότητα 

Irgarol 1051  0,799 -0,026 -0,099 

Μ1 0,799  0,718 0,221 

pH -0,026 0,718  0,393 

Αλατότητα -0,099 0,221 0,393  
         τιµές µε έντονη γραφή : υπάρχει συσχέτιση σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95 % (p<0,05). 
 

Η σταστιστική ανάλυση επιβεβαίωσε την αναµενόµενη συσχέτιση που υπάρχει µεταξύ αρχικής 

ουσίας και του κύριου µεταβολίτη της, αφού η παρουσία της δεύτερης στο περιβάλλον εξαρτάται 

πάντα από την παρουσία της πρώτης. 

 Μεταξύ της αλατότητας και των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών δεν παρατηρήθηκε 

συσχέτιση σε καµία από τις δύο περιοχές που εξετάστηκαν. Τα αποτελέσµατα συµφωνούν µε 

αυτά των Sargent et al. (2000) και των Bowman et al. (2003) οι οποίοι επίσης βρήκαν ότι δεν 

υπάρχει συσχέτιση µεταξύ της συγκέντρωσης του irgarol 1051 και της αλατότητας του νερού, 

όµως είναι σε αντίθεση µε τους Steen et al., (1997) η οποίοι αναφέρουν γραµµική σχέση µεταξύ 

συγκέντρωσης του irgarol 1051 και της αλατότητας. 
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 Αναφορικά µε το pH του νερού, τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η παράµετρος συσχετίζεται 

µόνο µε τη συγκέντρωση του Μ1 στα δείγµατα που ελήφθησαν από τη Brighton marina. Εξαιτίας 

όµως της µικρής διακύµανσης των τιµών του pH στα διάφορα δείγµατα, δεν είναι δυνατή η 

αξιολόγηση των αποτελεσµάτων. 

Καµία συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 και του pH αναφέρεται 

και από άλλους συγγραφείς (Sargent et al., 2000; Bowman et al., 2003).  

  

9.8.6 Επίδραση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων του ιζήµατος  

Τα αποτελέσµατα της µη παραµετρικής συσχέτισης κατά Spearman των συγκεντρώσεων των 

ουσιών irgarol 1051 και Μ1 µε τις φυσικοχηµικές ιδιότητες του ιζήµατος παρουσιάζονται στους 

Πίνακες 9.5 και 9.6. Από τα τρία κλάσµατα του ιζήµατος εξετάστηκε µόνο η συσχέτιση του 

µικρότερου κλασµατος (<63 µm) καθώς αυτό το κλάσµα είναι που συνδέεται µε υψηλές τιµές 

οργανικού άνθρακα όπως αναφέρεται στη βιβλιογραφία (Kan et al., 1994). 

 Η επεξεργασία των αποτελεσµάτων και στην περίπτωση τους ιζήµατος, επιβεβαίωσε τη 

συσχέτιση που υπάρχει µεταξύ των συγκεντρώσεων του irgarol 1051 και του Μ1. 

 Τόσο το pH όσο και ο οργανικός άνθρακας φάνηκε ότι συσχετίζονται µε τις 

συγκεντρώσεις και των δύο ουσιών στο Shoreham Harbour, ενώ το µικρό κλάσµα των κόκκων 

του ιζήµατος συσχετίστηκε µόνο µε τη συγκέντρωση του Μ1 στα δείγµατα που προήλθαν από το 

λιµάνι. Αναφορικά µε τη Brighton marina, διαπιστώθηκε ότι υπάρχει συσχέτιση µόνο µεταξύ του 

pH και της συγκέντρωσης του Μ1.        

 Η συσχέτιση µεταξύ του οργανικού άνθρακα και του µικρού κλάσµατος των κόκκων του 

ιζήµατος ήταν αναµενόµενη.  
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Πίνακας 9.5 Μη παραµετρική συσχέτιση κατά Spearman των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών 

irgarol 1051 και Μ1 µε τις φυσικοχηµικές ιδιότητες του ιζήµατος για το Shoreham Harbour. 

 Irgarol 1051 M1 pH %C <63 µm 

Irgarol 1051  0,701 -0,620 0,619 0,440 

Μ1 0,701  -0,508 0,564 0,294 

pH -0,620 -0,508  -0,608 -0,407 

% C 0,619 0,564 -0,608  0,714 

<63 µm 0,440 0,294 -0,407 0,714  
         τιµές µε έντονη γραφή : υπάρχει συσχέτιση σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95 % (p<0,05). 
  

Πίνακας 9.6 Μη παραµετρική συσχέτιση κατά Spearman των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών 

irgarol 1051 και Μ1 µε τις φισικοχηµικές ιδιότητες του ιζήµατος για τη Brighton marina. 

 Irgarol 1051 M1 pH %C <63 µm 

Irgarol 1051  0,547 0,197 0,221 0,331 

Μ1 0,547  0,440 0,286 0,624 

pH 0,197 0,440  0,322 0,275 

% C 0,221 0,286 0,322  0,499 

<63 µm 0,331 0,624 0,275 0,499  
         τιµές µε έντονη γραφή : υπάρχει συσχέτιση σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95 % (p<0,05). 
 

Η διαφορετική επίδραση των φυσικοχηµικών παραµέτρων του ιζήµατος πάνω στις 

συγκεντρώσεις των δύο ουσιών  που παρατηρήθηκε, πιθανόν να οφείλεται στη διαφορετική 

ηλικία και σύσταση του ιζήµατος από τις δύο περιοχές οι οποίες σχετίζονται άµεσα µε το  

πολύπλοκο φαινόµενο της προσρόφησης των ουσιών που λαµβάνει χώρα στο περιβάλλον. Οι 

εκβολές του ποταµού Adur στο Shoreham Harbur έχουν ως αποτέλεσµα την τροφοδότηση του 

ιζήµατος του λιµανιού µε οργανική ύλη διαφορετικής φύσεως από αυτή στη Brighton marina.   

Σύµφωνα µε διάφορους ερευνητές η φύση της οργανικής ύλης επηρεάζει σηµαντικά την 

προσροφητική της ικανότητα (Chiou and Kile, 1998; Kleineidam et al., 1999; Karapanagioti et 

al., 2000). Από την άλλη, η εκβάθυνση της µαρίνας σε ετήσια βάση έχει ως αποτέλεσµα την 

ανανέωση του επιφανειακού στρώµατος του ιζήµατος και την εναπόθεση φρέσκου ιζήµατος στο 
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οποίο πιθανόν η οργανική ύλη να µην έχει πλήρως αποδοµηθεί, εποµένως τα φαινόµενα 

προσρόφησης - εκρόφησης ίσως να µην είναι τόσο έντονα.  

 Όσον αφορά το pH, η τιµή του µπορεί να επηρεάσει την προσρόφηση των ουσιών που 

ανήκουν κυρίως στην κατηγορία των τριαζινών όταν οι τιµές είναι πολύ χαµηλές κοντά στην 

τιµή της pKa (1,7 – 2,6) των ουσιών, διότι τότε οι ουσίες υφίστανται πρωτονίοση και εποµένως 

ως ιόντα εµφανίζουν µεγαλύτερη τάση προσρόφησης (Gao et al., 1998). Στην παρούσα έρευνα 

σε κανένα από τα δείγµατα η τιµή του pH δεν ήταν τόσο χαµηλή (≤7,0 σε όλες τις περιπτώσεις). 

Από την άλλη, η απουσία στοιχείων στη διεθνή βιλιογραφία αναφορικά µε τις σταθερές 

ιοντισµού των ουσιών καθιστά αδύνατη την εξαγωγή συµπερασµάτων. Πιθανόν όµως το pH, 

ανάλογα µε τις διακυµάνσεις του, να δηµιουργεί κατάλληλες συνθήκες οι οποίες ευνοούν την 

προσρόφηση των συγκεκριµένων ουσιών στο ίζηµα σε σχέση µε άλλες που υπάρχουν στο 

περιβάλλον. Αυτό όµως είναι ένα θέµα που χρειάζεται διερεύνηση καθώς δεν υπάρχουν στοιχεία 

στη διεθνή βιβλιογραφία που να αφορούν στην ανταγωνιστική προσρόφηση του irgarol 1051 και 

του Μ1 µε άλλες ουσίες. 

 

9.9 Συµπεράσµατα 

Όπως προέκυψε από την παρούσα έρευνα οι περισσότερες από της εξεταζόµενες ουσίες 

ανιχνεύτηκαν έστω και µια φορά είτε στα δείγµατα θαλασσινού νερού είτε στα δείγµατα 

θαλάσσιου ιζήµατος που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια ενός έτους από τις δύο περιοχές 

δειγµατοληψίας. 

 Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις παρατηρήθηκαν κατά την περίοδο που η δραστηριότητα 

των σκαφών αναψυχής ήταν έντονη και κατά τις περιόδους προετοιµασίας των σκαφών για τη 

νέα περίοδο. Στο λιµάνι Shoreham Harbour οι υψηλές συγκεντρώσεις ανιχνεύτηκαν στα 

δείγµατα που συλλέχθηκαν από τις δύο µαρίνες που υπάρχουν στο εσωτερικό του λιµανιού 

επιβεβαιώνοντας το γεγονός ότι η παρουσία των υπό εξέταση ουσιών στο περιβάλλον σχετίζεται 

µε τη χρήση τους στα υφαλοχρώµατα.   

 Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έδειξε ότι δεν υπάρχει συσχέτιση µεταξύ 

των συγκεντρώσεων των δύο ουσιών και της αλατότητας, ενώ το pH συσχετίζεται µε τη 

συγκέντρωση του Μ1 µόνο στη Brighton marina χωρίς όµως να είναι δυνατή η αξιολόγηση των 

αποτελεσµάτων. Οι φυσικοχηµικές παράµετροι του ιζήµατος φάνηκε ότι συσχετίζονται µε τις 

συγκεντρώσεις του irgarol 1051 και του Μ1 στα δείγµατα ιζήµατος από το Shoreham Harbour, 
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ενώ στη Brighton marina συσχέτιση παρατηρήθηκε µόνο µεταξύ του pH και της συγκέντρωσης 

του Μ1.  

 Η παρουσία των εξεταζόµενων ουσιών στο θαλάσσιο περιβάλλον του Ηνωµένου 

Βασιλείου, λαµβάνοντας υπόψη τους περιορισµούς που όπως προαναφέρθηκε ισχύουν για αυτές, 

δικαιολογείται εν µέρει από φαινόµενα προσρόφησης κοµµατιών υφαλοχρώµατος στο ίζηµα στα 

οποία οι ουσίες είναι ενσωµατωµένες και από όπου εξακολουθούν να απελευθερώνονται στο 

περιβάλλον.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10 

 
ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΟΞΕΙΑΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΟΥΣΙΩΝ IRGAROL 1051 KAI 

DIURON ΚΑΘΩΣ ΚΑΙ ΤΩΝ ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΩΝ ΤΟΥΣ Μ1 ΚΑΙ DCA ΣΕ 

ΦΥΤΟΠΛΑΓΚΤΟΝΙΚΟΥΣ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥΣ 

 

10.1 Εισαγωγή 

Το φυτοπλανγκτόν αποτελεί πολύ σηµαντική πηγή ενέργειας για τα περισσότερα υδατικά 

οικοσυστήµατα. Εποµένως τυχόν αλλαγές στην πυκνότητα και τη σύνθεσή του µπορεί να 

επηρεάσουν τη χηµική και βιολογική ποιότητα ολόκληρου του εκάστοτε ενδιαιτήµατος. 

Επιβάλλεται λοιπόν η εκτίµηση του οικολογικού κινδύνου που µπορεί να προκαλέσουν οι 

διάφορες χηµικές ενώσεις που εισέρχονται στο περιβάλλον (Klaine et al., 2003). 

 Εδώ και αρκετές δεκαετίες οι δοκιµές οξείας τοξικότητας χρησιµοποιούνται εκτεταµένα 

για τον προσδιορισµό των επιπτώσεων των διαφόρων ουσιών πάνω στους υδρόβιους 

οργανισµούς κατά τη διάρκεια µικρής έκθεσής τους σε αυτές. Τα µονοκύτταρα φύκη 

χρησιµοποιούνται συχνά στις δοκιµές τοξικότητας ειδικά για χηµικές ουσίες που είναι ύποπτες 

για φυτοτοξική δράση.  

 Οι τοξικές επιπτώσεις µιας χηµικής ουσίας σε έναν µικροοργανισµό είναι αποτέλεσµα 

της επίδρασης όχι µόνο της ίδιας της ουσίας αλλά και των προϊόντων µεταβολισµού της που 

µπορεί να προκύψουν εξαιτίας βιοτικών και αβιοτικών διαδικασιών που συµβαίνουν στο υδατικό 

περιβάλλον. Οι µεταβολίτες µιας ουσίας µπορεί να είναι λιγότερο ή περισσότερο τοξικοί από την 

αρχική, εποµένως για την πλήρη εκτίµηση της τοξικότητας µιας ουσίας θα πρέπει να είναι 

γνωστές και οι επιπτώσεις των πιθανών µεταβολιτών της. 

 Στόχος των συγκεκριµένων πειραµάτων ήταν η εκτίµηση της οξείας τοξικότητας 

τεσσάρων από τις έξι συνολικά ουσίες που µελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή, πάνω σε δύο 

θαλάσσιους φυτοπλαγκτονικούς οργανισµούς, τη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula 

forcipata. Οι συγκεκριµένοι οργανισµοί επιλέχθηκαν λόγω της εύκολης ανάπυξής τους στο 

εργαστήριο. Οι ουσίες που επιλέχθηκαν για τις δοκιµές τοξικότητας ήταν το irgarol 1051, το 

diuron και οι µεταβολίτες τους Μ1 και DCA, αντίστοιχα. Λόγω της µικρής διαλυτότητας των 

εξεταζόµενων ουσιών στο νερό, εξετάστηκε αρχικά η τοξικότητα της ακετόνης, καθώς αυτός ο 

οργανικός διαλύτης επιλέχθηκε να χρησιµοποιηθεί για την εισαγωγή των ουσιών στις 
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καλλιέργειες κατά τη διάρκεια των δοκιµών. Πραγµατοποιήθηκε µια σειρά πειραµάτων που 

αφορούσε στον προσδιορισµό του εύρους των αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων των ουσιών 

πάνω στους δύο µικροοργανισµούς και µια δεύτερη σειρά πειραµάτων που αφορούσε στη µελέτη 

της τοξικότητας των τεσσάρων ουσιών σε συγκεντρώσεις µέσα στο εύρος που προσδιορίστηκε 

από τα προηγούµενα πειράµατα.  Με τον τρόπο αυτό προσδιορίστηκαν οι τιµές της EC50 των 

εξεταζόµενων ουσιών για τη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula forcipata.  

 

10.2 Εξοπλισµός 

Ο εξοπλισµός που χρησιµοποιήθηκε για τα συγκεκριµένα πειράµατα περιγράφεται αναλυτικά 

στο κεφάλαιο 5. 

 

10.3 Αντιδραστήρια 

Ακετόνη για υγρή χρωµατογραφία (Merck, Germany) 

Πρότυπες ουσίες  irgarol 1051, diuron, DCA (Labor Dr. Ehrenstorfer-Schäfers, Germany) 

Πρότυπη ουσία Μ1 (Additive Hellas, Ελλάδα, Center for Environment, Fisheries and 

Aquaculture Science, Essex, UK και Ciba-Geigy, NY, USA) 

∆ιαλύµατα παρακαταθήκης των τεσσάρων ουσιών σε ακετόνη, 20000 mg L-1 

NH4OH (Sigma, USA) 

NaNO3 (Merck, Germany) 

NaH2PO4•H2O (Merck, Germany) 

EDTA (Fe) (Merck, Germany) 

Na2SiO3•5H2O (Merck, Germany) 

MnCl2•4H2O (Merck, Germany) 

CuSO4•5H2O (Merck, Germany) 

ZnSO4•7H2O (Merck, Germany) 

CoCl2•6H2O (Merck, Germany) 

Na2MoO4•2H2O (Merck, Germany) 

I2 (Merck, Germany) 

KI (Merck, Germany) 

Παγόµορφο οξικό οξύ (Merck, Germany) 
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Βιοτίνη (Serva, USA) 

Υδροχλωρική θειαµίνη (Fluka, Germany) 

Β12 (Serva, USA) 

Υπερκαθαρό νερό που παράχθηκε στο εργαστήριο 

 

10.4 Καλλιέργειες µικροοργανισµών  

Καλλιέργεια του µικροφύκους Dunaliella teriolecta (Εργαστήριο Θαλάσσιας Βιολογίας και 

Οικολογίας, Τµήµα Επιστήµης της Θάλασσας, Πανεπιστήµιο Αιγαίου) 

Καλλιέργεια του µικροφύκους Naviculla forcipata (Εργαστήριο Θαλάσσιας Βιολογίας και 

Οικολογίας, Τµήµα Επιστήµης της Θάλασσας, Πανεπιστήµιο Αιγαίου) 

 

10.5 Μεθοδολογία 

 

10.5.1 Παρασκευή θρεπτικού µέσου medium f/2 

Για την παρασκευή του θρεπτικού µέσου των µικροοργανισµών χρησιµοποιήθηκε γηρασµένο 

θαλασσινό νερό. Η συλλογή του θαλασσινού νερού γινόταν µε τη βοήθεια σκάφους από µη 

ρυπασµένη περιοχή ανοιχτά της πόλης της Μυτιλήνης. Με την επιστροφή στο εργαστήριο 

γινόταν διήθηση του νερού µε τη χρήση φίλτρων GF/F 0,7 µm από υαλονήµατα (Whatman, 

England) και αποθήκευσή του σε σκουρόχρωµα πλαστικά µπιτόνια (50 L) για τουλάχιστον έξι 

µήνες.  

Το θρεπτικό µέσο medium f/2 µέσα στο οποίο γινόταν η ανάπτυξη των µικροοργανισµών 

αποτελούνταν από 2,5 mL µίγµατος αλάτων και 997,5 mL διηθηµένου γηρασµένου θαλασσινού 

νερού. Η τιµή του pH του medium f/2 ήταν 7,2. Για την παρασκευή του µίγµατος αλάτων 

κατάλληλοι όγκοι από κάθε άλας, όπως φαίνεται στον Πίνακα 10.1, προστέθηκε σε ογκοµετρική 

φιάλη των 100 mL στην οποία προστέθηκαν επίσης 15 mL υπερκαθαρού νερού, ώστε ο τελικός 

όγκος του διαλύµατος να είναι 100 mL.  Το  διάλυµα µίγµατος των αλάτων αποτελεί το medium 

f (McLachlan, 1973). 
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Πίνακας 10.1 Σύσταση θρεπτικού µέσου  medium f. 

Άλας Συγκέντρωση Παρασκευή medium f 

 
Θρεπτικά στοιχεία 

 

NaNO3 15 g/100 mL 20 mL 

NaH2PO4•H2O 1,77g/100 mL 10 mL 

EDTA  2 g/100 mL 10 mL 

Na2SiO3•5H2O 2,3 g/100 mL 20 mL 

 
Ιχνοστοιχεία 

 

MnCl2•4H2O 0,144g/100 mL 5 mL 

CuSO45•H2O 0,0078g/100 mL 5 mL 

ZnSO4•7H2O 0,0176g/100 mL 5 mL 

CoCl2•6H2O 0,008g/100 mL 5 mL 

Na2MoO4•2H2O 0,005g/100 mL 5 mL 

 

Τουλάχιστον 24 h πριν την έναρξη του πειράµατος, σε σφαιρικές φιάλες όγκου 250 mL 

τοποθετούνταν 95 mL θρεπτικού µέσου και στη συνέχεια αποστειρωνόταν στους 120 oC για  20 

min. Καθ’ όλη τη διάρκεια της αποστείρωσης η πίεση στο εσωτερικό του κλιβάνου ήταν 1 atm.     

Πριν την έναρξη του πειράµατος το αποστειρωµένο θρεπτικό µέσο επιφορτιζόταν µε µια 

σταγόνα µίγµατος βιταµινών. 

Το µίγµα των βιταµινών αποτελούνταν από βιοτίνη, υδροχλωρική θειαµίνη και βιταµίνη 

Β12 (Πίνακας 10.2). Για την παρασκευή του µίγµατος, κατάλληλος όγκος από κάθε βιταµίνη 

αραιώθηκε σε 100 mL υπερκαθαρού νερού. 
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Πίνακας 10.2 Σύσταση µίγµατος βιταµινών. 

Βιταµίνη Συγκέντρωση Παρασκευή µίγµατος 

Βιοτίνη 0,05 g/200 mL 2 mL 

Υδροχλωρική θειαµίνη 1 g/100 mL 10 mL 

Βιταµίνη B12  0,05 g/100 mL 1 mL 

 

10.5.2 Παρασκευή lugol 

Η ακινητοποίηση των µικροοργανισµών ώστε να είναι δυνατή η µέτρηση του κυτταρικού 

αριθµού πραγµατοποιούνταν µε τη χρήση διαλύµατος «lugol», αραιωµένου σε γηρασµένο 

θαλασσινό νερό σε αναλογία 1: 200 (lugol : γηρασµένο θαλασσινό νερό).  Το διάλυµα lugol 

παρασκευάστηκε ως εξής: σε 200 mL υπερκαθαρού νερού διαλύθηκαν 10 g καθαρού ιωδίου, 20 

g ιωδιούχου καλίου και 20 g παγόµορφου οξικό οξέος (Guillard, 1973). 

 

10.5.3 Παρασκευή προκαλλιεργειών των µικροοργανισµών 

Για την παρασκευή των προκαλλιεργειών των δύο µικροοργανισµών, 5 mL καλλιέργειας 

λαµβανόταν µε αποστειρωµένα ρύγχη από τις καλλιέργειες παρακαταθήκης, τοποθετούνταν σε 

αποστειρωµένο θρεπτικό µέσο επιφορτισµένο µε βιταµίνες και στη συνέχεια τοποθετούνταν στον 

επωαστικό θάλαµο. Η προετοιµασία γινόταν τέσσερις µέρες πριν την έναρξη του πειράµατος 

έτσι ώστε την ηµέρα του πειράµατος οι µικροοργανισµοί στις προκαλλιέργειες να βρίσκονται 

στην εκθετική φάση της ανάπτυξής τους. Από προκαταρκτικά πειράµατα προέκυψε ότι οι εν 

λόγω µικροοργανισµοί βρίσκονται στην εκθετική φάση της ανάπτυξής τους µετά από 96 h.  

 

10.5.4 Παρασκευή των διαλυµάτων των εξεταζόµενων ουσιών για την εκτίµηση της 

τοξικότητας 

Τόσο τα διαλύµατα παρακαταθήκης όσο και τα διαλύµατα εργασίας παρασκευάστηκαν σε 

οργανικό διαλύτη εξαιτίας της χαµηλής υδατοδιαλυτότητας των ουσιών. Ο οργανικός διαλύτης 

που επιλέχθηκε ήταν η ακετόνη, η οποία αναµιγνύεται µε το νερό και ενδύκνειται για χρήση σε 

δοκιµές τοξικότητας (ASTM, 1993). Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του OECD (1989) όταν µια 

ουσία έχει διαλυτότητα <1000 mg L-1 τότε για την εισαγωγή της στις καλλιέργειες 

χρησιµοποιείται κατάλληλος οργανικός διαλύτης. Τα διαλύµατα παρακαταθήκης 
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παρασκευάστηκαν ζυγίζοντας κατάλληλη ποσότητα της κάθε ουσίας απευθείας σε ογκοµετρική 

φιάλη των 10 mL η οποία στη συνέχεια διαλυόταν σε ακετόνη. Από τα διαλύµατα αυτά, την 

ηµέρα του πειράµατος παρασκευάζονταν τα διαλύµατα εργασίας µε κατάλληλες αραιώσεις. Τα 

διαλύµατα παρακαταθήκης φυλάσσονταν στους – 18 oC και πριν τη χρήση τους αφήνονταν να 

αποκτήσουν θερµοκρασία δωµατίου.  

 

10.5.5 Πειράµατα οξείας τοξικότητας 

Για τη διεξαγωγή των δοκιµών τοξικότητας, σε σφαιρικές φιάλες των 250 mL τοποθετούνταν 95 

mL θρεπτικού µέσου και στη συνέχεια το στόµιο των φιαλών σφραγιζόταν µε υδρόφοβο βαµβάκι 

το οποίο εξωτερικά καλύπτονταν από αλουµινόχαρτο. Ακολουθούσε αποστείρωση του 

θρεπτικού µέσου όπως περιγράφεται στην παράγραφο 10.5.1. Η διαδικασία αυτή 

πραγµατοποιούνταν τουλάχιστον 24 h πριν την έναρξη του πειράµατος ώστε να υπάρχει η 

δυνατότητα εξισορρόπησης του CO2 στο εσωτερικό των φιαλών µέσα σε αυτό το χρονικό 

διάστηµα.  

Στο αποστειρωµένο θρεπτικό µέσο αρχικά γινόταν προσθήκη των βιταµινών (1 σταγόνα) 

και ακολουθούσε η προσθήκη των 5 mL της προκαλλιέργειας των µικροοργανισµών. Εξαιτίας 

της ανάγκης παρασκευής του θρεπτικού µέσου νωρίτερα, δεν ήταν δυνατή η εισαγωγή του ίδιου 

αριθµού κυττάρων κάθε φορά. Στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν ο αριθµός των κυττάρων 

κυµάνθηκε από 30000 έως 40000 κύτταρα mL-1. Αµέσως µετά την εισαγωγή των 

µικροοργανισµών γινόταν η προσθήκη των κατάλληλων όγκων των διαλυµάτων των τοξικών 

ουσιών. Οι σφαιρικές φιάλες ανακινούνταν έντονα και τοποθετούνταν στον ειδικό θάλαµο 

επώασης. Η συνολική διάρκεια του πειράµατος ήταν 96 h. Καθηµερινά γινόταν χειρωνακτική 

ανάδευση των φιαλών και στη συνέχεια λαµβανόταν µε αποστειρωµένα ρύγχη δείγµα (1 mL) 

από κάθε φιάλη για τη µέτρηση του κυτταρικού αριθµού. Σε κάθε πείραµα υπήρχαν τρεις 

καλλιέργειες αναφοράς, ενώ οι επαναλήψεις για τα εφτά επίπεδα των συγκεντρώσεων που 

εξετάστηκαν ήταν δύο.   

 

10.5.6 Επώαση 

Η επώαση των προκαλλιεργειών και των καλλιεργειών γινόταν σε ειδικό επωαστικό θάλαµο 

σταθερής θερµοκρασίας (20 oC) και συνεχούς φωτισµού (3000 Lux). Όπως προαναφέρθηκε 
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καθηµερινά γινόταν χειρωνακτική ανάδευση των σφαιρικών φιαλών ώστε να αποφευχθεί η 

συσσώρευση κυττάρων στον πυθµένα των φιαλών.  

 

10.5.7 Μέτρηση κυτταρικού αριθµού 

Η καταµέτρηση του κυτταρικού αριθµού των µικροοργανισµών πραγµατοποιούνταν σε εννιά 

περιοχές του µικροσκοπίου (Πίνακας10.3) ώστε το σφάλµα της µέτρησης να είναι < ± 5%. Ο 

υπολογισµός του κυτταρικού αριθµού Ν (κύτταρα mL-1) γινόταν σύµφωνα µε την παρακάτω 

σχέση: 

1,0
)(nMxfN =  

(10.1)

 

όπου: 

Μ = ο αριθµός των κυττάρων που συνολικά µετριέται σε n περιοχές του µικροσκοπίου 

f(n) = ο πολλαπλασιαστικός παράγοντας για τις n περιοχές όπου µετριέται ο κυτταρικός αριθµός. 

 

Ο πολλαπλασιαστικός παράγοντας για κάθε µία από τις εννιά περιοχές υπολογίστηκε 

σύµφωνα µε τη σχέση:  
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−

=  
(10.2)

 

όπου: 

r = ακτίνα της κυβέτας Palmer-Maloney (9 mm)  

n = αριθµός περιοχών µικροσκοπίου στις οποίες γίνεται µέτρηση των κυττάρων   

α = µήκος πλευράς κανάβου του µικροσκοπίου (0,47 mm σύµφωνα µε το φακό που 

χρησιµοποιήθηκε). 

 



 224

 
 

Σχήµα 10.1 Χαρακτηριστικά κυβέτας Palmer-Maloney: διάµετρος = 18 mm, βάθος = 0,45 mm, 

όγκος = 0,1 mL.   

 

Πίνακας 10.3 Συντεταγµένες των εννιά περιοχών του µικροσκοπίου καθώς και ο 

πολλαπλασιαστικός παράγοντας f(n) για κάθε περιοχή. 

Συντεταγµένες Περιοχή (n) f(n) 

135 57 1 1151 

135 52 2 576 

135 47 3 384 

140 57 4 288 

140 52 5 230 

140 47 6 192 

145 57 7 165 

145 52 8 144 

145 47 9 128 

 

10.5.8 Υπολογισµός του ρυθµού ανάπτυξης 

Ο υπολογισµός του ρυθµού ανάπτυξης k πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας τη σχέση 

(Guillard, 1973): 
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1

2 )(
322,3

tt
N
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xk
−

=  

(10.3)
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Όπου:  

N1 και N2 ο κυτταρικός αριθµός του µικροοργανισµού στην αρχή και στο τέλος του πειράµατος 

αντίστοιχα 

t1 και t2 χρόνος 0 και 4 ηµερών αντίστοιχα. 

 
10.5.9 Υπολογισµός της % αναχαίτισης της ανάπτυξης 

Ο υπολογισµός της % αναχαίτισης της ανάπτυξης των µικροοργανισµός έγινε µε βάση την 

παρακάτω σχέση: 

 

100)(% x
k

kkί
c

toxc −=τισηαναχα  
(10.4)

 

όπου: 

kc = ρυθµός ανάπτυξης της καλλιέργειας αναφοράς 

ktox = ρυθµός ανάπτυξης της καλλιέργειας που είναι επιφορτισµένη µε τοξική ουσία. 

 
 
10.5.10 Τοξικότητα του οργανικού διαλύτη 

Η τοξικότητα της ακετόνης εξετάστηκε για τους δύο µικροοργανισµούς Dunaliella tertiolecta 

και Navicula forcipata πριν από την έναρξη οποιουδήποτε άλλου πειράµατος ώστε να 

διαπιστωθεί η µέγιστη ποσότητα του διαλύτη που µπορεί να χρησιµοποιηθεί κατά τη διεξαγωγή 

των πειραµάτων και η οποία δεν δηµιουργεί κανένα πρόβληµα στην ανάπτυξη των 

µικροοργανισµών. Τα πειράµατα για τον προσδιορισµό του µέγιστου επιτρεπτού όγκου της 

ακετόνης πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν και τα επίπεδα που εξετάστηκαν ήταν  20, 50, 80, 100 

και 120 µL διαλύτη. 

 

10.5.11 Προσδιορισµός του εύρους των αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων 

Πριν την έναρξη των πειραµάτων για την εκτίµηση της τοξικότητας των εξεταζόµενων ουσιών, 

εξετάστηκε η επίπτωση των τεσσάρων ουσιών σε διάφορες συγκεντρώσεις µε διαφορά τάξης 

µεγέθους ώστε να προσδιοριστεί το εύρος των συγκεντρώσεων που στη συνέχεια έπρεπε να 
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εξεταστεί ώστε να προσδιοριστεί η τιµή της EC50 για κάθε ουσία. Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο 

του OECD (1989) για την εκτίµηση της τοξικότητας µιας ουσίας θα πρέπει το εύρος των 

αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων να κυµαίνεται µεταξύ µιας συγκέντρωσης η οποία να µην 

επιφέρει καµία απολύτως αναχαίτιση στην ανάπτυξη των εξεταζόµενων µικροοργανισµών  και 

µιας άλλης η οποία να αναχαιτίζει τους µικροοργανισµούς σε ποσοστό µεγαλύτερο από 50 %. 

Στην παρούσα έρευνα για την εύρεση του εύρους αυτών των αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων 

εξετάστηκαν για τις ουσίες irgarol 1051, M1 και diuron  τα επίπεδα από 0,01 έως 1000 µg L-1 

ενώ για την DCA εξετάστηκαν τα επίπεδα από 0,1 έως 10000 µg L-1. Όλα τα πειράµατα για τον 

προσδιορισµό του εύρους των αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων των τεσσάρων ουσιών 

πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν. 

 

10.5.12 Εκτίµηση της οξείας τοξικότητας των εξεταζόµενων ουσιών 

Ο προσδιορισµός της EC50 της κάθε ουσίας για τους δύο µικροοργανισµούς πραγµατοποιήθηκε 

µε τη βοήθεια της καµπύλης αναχαίτισης (%) – συγκέντρωσης. Για την κατασκευή της καµπύλης 

αυτής, καθηµερινά λαµβάνονταν δείγµα (1 mL) από τις επιφορτισµένες µε τοξική ουσία 

καλλιέργειες και τις καλλιέργειες αναφοράς και τοποθετούνταν σε φιαλίδιο στο οποίο 

προστίθονταν 3 σταγόνες lugol ώστε να σταθεροποιηθούν τα κύτταρα. Τα δείγµατα αναδεύονταν 

και αφήνονταν σε ηρεµία για 10 min περίπου. Με πιπέττα Pauster, ποσότητα δείγµατος ίση µε 

0,1 mL τοποθετούνταν πάνω σε κυβέτα Palmer- Maloney (Σχήµα 10.1), αφήνονταν σε ηρεµία 

για 2 min περίπου ώστε να κατακαθίσουν όλα τα κύτταρα και ακολουθούσε καταµέτρηση του 

κυτταρικού αριθµού στις εννιά περιοχές του µικροσκοπίου. 

Στα Σχήµατα 10.2 και 10.3 παρουσιάζονται ενδεικτικά ο κυτταρικός αριθµός Ν των δύο 

µικροοργανισµών σε συνάρτηση µε το χρόνο παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων του Μ1. 



 227

0
100000
200000
300000
400000
500000
600000
700000
800000

1 2 3 4 5

Χρόνος (ηµέρες)

Κ
υτ
τα
ρι
κό
ς 
αρ

θµ
ός

 Ν
 

(κ
ύτ
τα
ρα

 η
µέ
ρα

-1
)

Καλλιέργεια αναφοράς 50 µg L-1 100 µg L-1
150 µg L-1 200 µg L-1 250 µg L-1
300 µg L-1 406 µg L-1

 
 

Σχήµα 10.2 Ανάπτυξη της Dunaliella tertiolecta  (κύτταρα ηµέρα -1) σε συνάρτηση µε το χρόνο 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων του Μ1. 
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Σχήµα 10.3 Ανάπτυξη της Navicula forcipata (κύτταρα ηµέρα -1) σε συνάρτηση µε το χρόνο 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων του Μ1. 

 

 Γνωρίζοντας τον κυτταρικό αριθµό Ν προσδιορίστηκε η % αναχαίτιση του ρυθµού 

ανάπτυξης του κάθε µικροοργανισµού για κάθε επίπεδο συγκέντρωσης των εξεταζόµενων 

ουσιών. Η γραφική παράσταση της % αναχαίτισης του ρυθµού ανάπτυξης σε συνάρτηση µε τη 
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συγκέντρωση της τοξικής ουσίας ήταν σιγµοειδούς µορφής για όλες τις εξεταζόµενες ουσίες. Το 

φαινόµενο αυτό ήταν αναµενόµενο αφού πάντα η καµπύλη απόκρισης – συγκέντρωσης είναι 

αυτής της µορφής (Rand and Petroceli, 1985). Στα σχήµατα 10.4 και 10.5 παρουσιάζονται 

ενδεικτικά οι καµπύλες αναχαίτισης (%) – συγκέντρωση της ουσίας Μ1 για τους δύο 

µικροοργανισµούς. 
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Σχήµα 10.4 Αναχαίτιση (%) του ρυθµού ανάπτυξης της Dunaliella tertiolecta εξαιτίας της 

επίδρασης διαφορετικών συγκεντρώσεων του Μ1. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Συγκέντρωση (µg L-1)

%
 Α
να
χα
ίτι
ση

 
Σχήµα 10.5 Αναχαίτιση (%) του ρυθµού ανάπτυξης της Naviculla forcipata εξαιτίας της 

επίδρασης διαφορετικών συγκεντρώσεων του Μ1. 
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 Από την καµπύλη  αναχαίτισης (%) – συγκέντρωσης της κάθε ουσίας, για κάθε 

µικροοργανισµό, δηµιουργήθηκε µια δεύτερη καµπύλη η οποία περιλάµβαναι µόνο τις 

συγκεντρώσεις εκείνες οι οποίες προκάλεσαν  αναχαίτιση (%) του ρυθµού ανάπτυξης της 

Dunaliella tertiolecta και της Navicula forcipata σε ποσοστό που κυµάνθηκε από 16 έως 84 %. 

Με τον τρόπο αυτό από τη σιγµοειδή καµπύλη αποµονώθηκε το ευθύγραµµο τµήµα της (Rand 

and Petroceli, 1985). Η τιµή της EC50 της κάθε ουσίας πάνω στους δύο µικροοργανισµούς 

προσδιορίστηκε από την εξίσωση της γραµµικής παλινδρόµισης του ευθύγραµµου αυτού 

τµήµατος της καµπύλης αναχαίτισης (%) – συγκέντρωσης. Στα Σχήµατα 10.6 και 10.7 

παρουσιάζονται οι καµπύλες αναχαίτισης (%) - συγκέντρωσης που χρησιµοποιήθηκαν για τον 

προσδιορισµό των τιµών της EC50 του Μ1 πάνω στη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula 

forcipata.    
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Σχήµα 10.6 Εκτίµηση της EC50 για 96 h έκθεσης της Dunaliella tertiolecta σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του Μ1. 
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Σχήµα 10.7 Εκτίµηση της EC50 για 96 h έκθεσης της Navicula forcipata σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του Μ1. 

 

10.6 Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

10.6.1 Επίδραση της ακετόνης στην ανάπτυξη των εξεταζόµενων µικροοργανισµών 

Η ανάπτυξη των δύο µικροοργανισµών δεν επηρεάστηκε από την επίδραση της ακετόνης για τα 

επίπεδα του οργανικού διαλύτη που εξετάστηκαν (Σχήµατα 10.8 - 10.9). Το γεγονός αυτό ήταν 

αναµενόµενο, αλλά αναγκαίο να επιβεβαιωθεί, αφού οι συγκεντρώσεις της ακετόνης που 

εξετάστηκαν (µέγιστη συγκέντρωση 1200 mg L-1) είναι κατά πολύ µικρότερες από αυτές που, 

όπως αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία, αναχαιτίζουν την ανάπτυξη φυτοπλαγκονικών 

οργανισµών. Συγκεκριµένα οι Okamura et al., (2001) αναφέρουν ότι η ακετόνη δεν επηρεάζει 

την ανάπτυξη της Dunaliella tertiolecta σε συγκέντρωση πάνω από 10.000 mg L-1.  
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Σχήµα 10.8  Επίδραση των διαφορετικών όγκων της ακετόνης στην ανάπτυξη της Dunaliella 

tertiolecta.  

Από αυτή τη σειρά πειραµάτων όγκος ίσος µε 50 µL επιλέχτηκε ως ο µέγιστος 

επιτρεπτός όγκος της ακετόνης για την εισαγωγή των εξεταζόµενων ουσιών στις καλλιέργειες 

των µικροοργανισµών. Η ποσότητα αυτή του οργανικού διαλύτη συµµορφώνεται µε το 

πρωτόκολλο της ASTM σύµφωνα µε το οποίο κατά τη διεξαγωγή πειραµάτων τοξικότητας η 

παρουσία οργανικού διαλύτη δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα  0,5 ml L-1 (ASTM, 1993). 
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Σχήµα 10.9 Επίδραση των διαφορετικών όγκων της ακετόνης στην ανάπτυξη της Navicula 

forcipata. 
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10.6.2 Προσδιορισµός εύρους αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων των εξεταζόµενων ουσιών 

Όπως φάνηκε από τα πειράµατα για τον προσδιορισµό του εύρους των αποτελεσµατικών 

συγκεντρώσεων των εξεταζόµενων ουσιών, το irgarol 1051 ήταν η ουσία για την οποία το εύρος 

των συγκεντρώσεων ήταν µικρότερο και συγκεκριµένα από 0,01 ως 10 µg L-1, ακολούθησαν ο 

Μ1 και το diuron µε εύρος συγκεντρώσεων µεταξύ 0,1 και 100 µg L-1 και τέλος η DCA  για την 

οποία απαιτήθηκαν πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις για την αναστολή του ρυθµού ανάπτυξης των 

δύο µικροοργανισµών (Πίνακας 10.4). Από τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων επιλέχθηκε 

το εύρος των συγκεντρώσεων της κάθε ουσίας, στις οποίες εν συνεχεία εκτέθηκαν οι δύο 

µικροοργανισµοί ώστε να εκτιµηθεί η τοξικότητα εκφρασµένη ως EC50 των τεσσάρων ουσιών. 

Γεγονός είναι πάντως ότι µε τον προσδιορισµό του εύρους των αποτελεσµατικών 

συγκεντρώσεων ήταν δυνατή µια πρώτη εκτίµηση της αναµενόµενης τοξικότητας των υπό 

εξέταση ουσιών πάνω στη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula forcipata. Σύµφωνα λοιπόν µε 

τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων το irgarol 1051 αναµένεται να είναι η πιο τοξική ουσία 

για τους δύο εξεταζόµενους οργανισµούς, ο Μ1 και το diuron αναµένεται να εµφανίσουν 

παρόµοια τοξικότητα, ενώ η DCA προβλέπεται να είναι η λιγότερο τοξική ουσία.      

 

Πίνακας 10.4 Εύρος των αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων των εξεταζόµενων ουσιών στα δύο 

είδη µικροοργανισµών. 

Μικροοργανισµός Ουσία 

Dunaliella tertiolecta Navicula forcipata 

 Συγκέντρωση (µg L-1) 

Irgarol 1051 0,01-10 0,01-10 

M1 0,1-1000 0,1-1000 

Diuron 0,1-100 0,1-100 

DCA 1000-10000 1000-10000 

 

Στο Σχήµα 10.10 παρουσιάζεται ενδεικτικά η επίδραση των διαφορετικών επιπέδων 

των συγκεντρώσεων του diuron πάνω στην ανάπτυξη της Dunaliella tertiolecta. Η συγκέντρωση 

0,1 µg L-1 δεν επηρέασε καθόλου τον µικροοργανισµό, ενώ η συγκέντρωση 100 µg L-1 

αναχαίτησε πλήρως το ρυθµό ανάπτυξης (100 % αναχαίτιση).  
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Σχήµα 10.10 Εύρος των αποτελεσµατικών συγκεντρώσεων (µg L-1) του diuron στην ανάπτυξη 

της Dunaliella tertiolecta.  

 

10.6.3 Εκτίµηση της οξείας τοξικότητας των εξεταζόµενων ουσιών  

Όπως προέκυψε από τις δοκιµές τοξικότητας που πραγµατοποιήθηκαν, η σειρά µειούµενης 

τοξικότητας των τεσσέρων ουσιών και για τους δύο µικροοργανισµούς ήταν: irgarol 1051> 

diuron> Μ1> DCA. Οι τιµές της EC50 κυµάνθηκαν µεταξύ 1,1 και 6381 µg L-1 και 0,6 και 6269 

µg L-1 για τη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula forcipata αντίστοιχα. Οι αρχικές ουσίες 

διαπιστώθηκε ότι είναι περισσότερο τοξικές σε σχέση µε τους µεταβολίτες τους και για τους δύο 

µικροοργανισµούς. Στον Πίνακα 10.5 παρουσιάζονται οι τοξικότητες των ουσιών που 

εξετάστηκαν εκφρασµένες ως µέση τιµή EC50 των δύο επαναλήψεων που πραγµατοποιήθηκαν.  
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Πίνακας 10.5 Οξεία τοξικότητα των εξεταζόµενων ουσιών στα δύο είδη µικροοργανισµών 

εκφρασµένη ως µέση τιµή EC50 (µg L-1) των δύο επεναλήψεων. Στις παρενθέσεις αναφέρονται οι 

τιµές της  EC50 που προσδιορίστηκαν για τις δύο επαναλήψεις.   

Μικροοργανισµός Ουσία 

Dunaliella tertiolecta Navicula forcipata 

 EC50 (µg L-1)  

Irgarol 1051 1,1  

(1,4 και 0,9) 

0,6  

(0,5 και 0,7) 

M1 83  

(82 και 83) 

73  

(72 και 73) 

Diuron 5,9  

(4,9 και 6,9)  

27  

(25 και 28) 

DCA 6381  

(6348 και 6414) 

6269  

(6302 και 6236) 

 

 Το irgarol 1051, ως η πιο τοξική ουσία από τις εξεταζόµενες, επηρέασε περισσότερο την 

ανάπτυξη της Navicula forcipata. Η τιµή της EC50 για αυτόν τον µικροοργανισµό βρέθηκε ότι 

ήταν 0,6 µg L-1 και είναι σε αντιστοιχία µε τα αποτελέσµατα της έρευνας των Berard et al. (2003) 

στην οποία η τιµή της EC50 για τη Navicula accomoda (διάτοµο του γλυκού νερού) ήταν 0,5 µg 

L-1 ενώ και οι Nyström et al. (2002) αναφέρουν παρόµοιες τιµές EC50  του irgarol 1051 (0,441– 

0,647 µg L-1) για διάφορους φυτοπλαγκτονικούς οργανισµούς. Η τιµή της EC50 που 

προσδιορίστηκε για το πράσινο φύκος Dunaliella tertiolecta (1,1 µg L-1) είναι σε συµφωνία µε 

τις τιµές της EC50 που αναφέρονται από την παρασκευάστρια εταιρεία του irgarol 1051. 

Σύµφωνα µε τη Ciba-Geigy (1999) η ΕC50 της ουσίας για τα µικροφύκη γενικότερα αναµένεται 

να είναι γύρω στο 1 µg L-1.         

 Όπως αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία το irgarol 1051 πιθανόν οφείλει την υψηλή 

του τοξικότητα στην ύπαρξη της µεθυλθείο-οµάδας στο µόριό του (Dahl and Blanck, 1994). 

Σύµφωνα µε τους Dahl and Blanck (1994) συγκριτικά µε άλλες ουσίες της χηµικής κατηγορίας 

των τριαζινών, όπως είναι η atrazine, το irgarol 1051 είναι 70 φορές πιο τοξική ουσία, ενώ και οι 

Berard et al. (2003), για τα είδη διατόµων που εξέτασαν, αναφέρουν ότι, ενώ οι µικροοργανισµοί 

είναι πολύ ευαίσθητοι στην παρουσία του irgarol 1051, είναι αρκετά ανθεκτικοί στην atrazine.  
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 Ο Μ1 διαπιστώθηκε ότι ήταν λιγότερο τοξικός σε σχέση µε την αρχική ουσία µε τιµές 

EC50 83 και 73 µg L-1 για τη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula forcipata, αντίστοιχα. Η 

Navicula forcipata επίσης αποδείχθηκε περισσότερο ευαίσθητος οργανισµός στην παρουσία της 

ουσίας σε σχέση µε τη Dunaliella tertiolecta. Η τιµές της EC50 που προσδιορίστηκαν στην 

παρούσα έρευνα είναι της ίδιας τάξης µεγέθους µε αυτές που αναφέρονται στη βιβλιογραφία για 

άλλους µικροοργανισµούς, αλλά ως απόλυτες τιµές είναι υψηλότερες. Από τον Hoberg (1998) 

αναφέρεται ότι ο Μ1 ανέστειλλε την ανάπτυξη του διατόµου του γλυκού νερού Skeletonema 

constatum κατά 50 % σε συγκέντρωση 17,7 µg L-1, ενώ οι Fernandez-Alba et al. (2002) 

διαπίστωσαν ότι µετά από 72 h έκθεσης σε συγκέντρωση 18 µg L-1 του Μ1, η ανάπτυξη του 

πράσινου φύκους του γλυκού νερού Selenastrum capricornutum αναχαιτίστηκε σε ποσοστό 50%. 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι τα τοξικολογικά δεδοµένα στη διεθνή βιβλιογραφία ειδικά για τον 

Μ1 είναι πολύ περιορισµένα. 

 Χαµηλότερη τοξικότητα του Μ1 σε σχέση µε το irgarol 1051 αναφέρεται επίσης στην 

έρευνα των Okamura et al. (2000) για το πράσινο φύκος του γλυκού νερού C. ehrenbergii 

Meneghini. Σε αντίστοιχα συµπεράσµατα κατέληξε και ο Hoberg (1998) ο οποίος 

πραγµατοποίησε πειράµατα τοξικότητας πάνω στο θαλάσσιο διάτοµο Skeletonema constatum. 

Μετά από 5 ηµέρες έκθεσης ο Μ1 αποδείχθηκε περίπου 40 φορές λιγότερο τοξικός από την 

αρχική ουσία. Αντίθετα οι Fernandez-Alba et al. (2002) αναφέρουν ότι οι τοξικότητες των δύο 

ουσιών πάνω στο διάτοµο Selenastrum capricornutum είναι παρόµοιες. Η µειωµένη τοξικότητα 

των µεταβολιτών σε σχέση µε τις αρχικές ουσίες αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία και για 

άλλες τριαζίνες (Kotrikla et al., 1997; 1999). Η συµπεριφορά αυτή του Μ1 είναι µεγάλης 

περιβαλλοντικής σηµασίας καθώς είναι περισσότερο ανθεκτική ουσία στο υδατικό περιβάλλον 

από ότι το irgarol 1051 (Okamura et al., 2000). 

 Το diuron, όπως προέκυψε από τις δοκιµές τοξικότητας που πραγµατοποιήθηκαν, είναι 

περίπου 4,5 φορές πιο τοξικό για τη Dunaliella tertiolecta από ότι για τη Navicula forcipata µε 

τιµές EC50 5,9 και 27 µg L-1 για τους δύο µικροοργανισµούς αντίστοιχα. Η τιµή της EC50 που 

προσδιορίστηκε για τη Navicula forcipata είναι της ίδιας τάξης µεγέθους µε τα αποτελέσµατα 

της έρευνας των Fernandez-Alba et al. (2002) σύµφωνα µε τα οποία η ανάπτυξη του διατόµου 

Selenastrum capricornutum αναχαιτίστηκε κατά 50 % σε συγκέντρωση 45 µg L-1 µετά όµως από 

72 h έκθεσης. Σε σχέση µε το irgarol 1051 το diuron ήταν περίπου 5 και 45 φορές λιγότερο 

τοξικό για τη Dunaliella tertiolecta και για τη Navicula forcipata, αντίστοιχα. Χαµηλότερη 
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τοξικότητα του diuron συγκριτικά µε το irgarol 1051 αναφέρεται και από τους Dahl and Blanck 

(1996). Η τοξικότητα του diuron πάνω σε φυτοπλαγκτονικούς οργανισµούς µέχρι σήµερα έχει 

µελετηθεί ελάχιστα µε αποτέλεσµα να είναι δύσκολη η σύγκριση των αποτελεσµάτων µε τη 

διεθνή βιβλιογραφία. Αν και πρόκειται για ουσία γνωστή εδώ και αρκετές δεκαετίες, εξαιτίας της 

εκτεταµένης χρήσης της στη γεωργία, οι µελέτες τοξικότητας που έχουν µέχρι σήµερα διεξαχθεί 

αφορούν ως επί το πλείστον τη µελέτη της τοξικότητας της ουσίας σε χερσαίους οργανισµούς 

και λίγους ανώτερους οργανισµούς του γλυκού νερού (Giacomazzi et al., 2004).  

Η DCA για τους δύο µικροοργανισµούς που εξετάστηκαν αποδείχθηκε ότι ήταν η 

λιγότερο τοξική ουσία σε σχέση µε την αρχική, αν και γενικότερα στη βιβλιογραφία αναφέρεται 

ότι όλοι οι µεταβολίτες του diuron είναι περισσότερο τοξικοί από το ίδιο (Giacomazzi et al., 

2004). Οι Fernandez-Alba et al. (2002) για παράδειγµα αναφέρουν ότι η DCPMU είναι 215 

φορές πιο τοξική από την αρχική ουσία για το οστρακόδερµο Daphnia magna. Στην παρούσα 

έρευνα διαπιστώθηκε ότι η DCA ήταν περίπου 1081 και 232 φορές λιγότερο τοξική σε σχέση µε 

το diuron, για τη Dunaliella tertiolecta και για τη Navicula forcipata. Στη διεθνή βιβλιογραφία 

αναφέρεραι ότι συγκεντρώσεις της ουσίας µεταξύ 700 και 4400 µg L−1  δεν επιφέρουν καµία 

επίπτωση (NOEC) πάνω σε είδη µικροφυκών (Girling et al., 2000). Εποµένως η υψηλή τιµή της 

EC50 της DCA συγκριτικά µε τις υπόλοιπες ουσίες που εξετάστηκαν επιβεβαιώσε το γεγονός 

αυτό.  

Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία η DCA φωτοδιασπάται (Othmen and Boule, 1999). 

Πιθανόν λοιπόν κάτω από τις συνθήκες του πειράµατος εξαιτίας του συνεχούς φωτισµού που 

απαιτείται για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών η ουσία να διασπάστηκε και τα προϊόντα 

µεταβολισµού της τελικά να ευθύνονται για τη χαµηλή τοξικότητα που εµφάνισε. Γενικά 

αναφέρεται στη βιβλιογραφία ότι οι διχλωροανιλίνες υπό την επίδραση της ηλιακής 

ακτινοβολίας µετατρέπονται αρχικά σε φαινολικές ενώσεις και στη συνέχεια σε 

αµινοφαινοξυαζόνες για τις οποίες όµως δεν υπάρχουν τοξικολογικά δεδοµένα (Othmen and 

Boule, 1999), εποµένως απαιτείται περαιτέρω έρευνα της τοξικότητας της ουσίας ώστε να 

διερευνηθεί τι ακριβώς συµβαίνει. Λαµβάνοντας υπόψη ότι η DCA αποτελεί προϊόν 

µεταβολισµού και άλλων φυτοφαρµάκων πέραν του diuron, όπως είναι το linuron και το propanil 

(Wolf and Crossland, 1985) ή ουσιών που χρησιµοποιούνται σε καλλυντικά ως 

αντιβακτηριδιακοί παράγοντες όπως συµβαίνει µε το triclocarbam (Rasmussen et al., 1996), αυτό 
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σηµαίνει ότι µπορεί να εισέλθει στο υδατικό περιβάλλον από διαφορετικές πηγές οπότε η 

µειωµένη τοξικότητά της είναι µεγάλης περιβαλλοντικής σηµασίας.  

 Σε σχέση µε άλλες οργανικές ενισχυτικές ουσίες που χρησιµοποιούνται στα 

υφαλοχρώµατα, το irgarol 1051 και το diuron σε έρευνα των Fernandez-Alba et al. (2002) για το 

διάτοµο Selenastrum capricornotum, διαπιστώθηκε ότι ήταν λιγότερο τοξικά από το Kathon 

5287, αλλά και από το ΤΒΤ, ενώ εµφάνισαν µεγαλύτερη τοξικότητα από το dichlofluanid και το 

TCMTB. Λαµβάνοντας υπόψη και το γεγονός ότι τόσο οι αρχικές ουσίες όσο και οι µεταβολίτες 

τους είναι αρκετά σταθερές ουσίες στο περιβάλλον συγκριτικά µε άλλα βιοκτόνα, καθίσταται 

σαφές ότι δεν πρόκειται για «περιβαλλοντικά φιλικές» οργανικές ενισχυτικές ενώσεις (Omae, 

2003b).  

 Μέχρι σήµερα έχουν κατά καιρούς προσδιοριστεί στο περιβάλλον συγκεντρώσεις του 

irgarol 1051 οι οποίες είναι αντίστοιχες ή και υψηλότερες από τις τιµές των EC50 που 

προσδιορίστηκαν για τους δύο µικροοργανισµούς στην παρούσα έρευνα (Readman et al., 1993; 

Zhou et al., 1996; Voulvoulis et al., 2000; Thomas et al., 2001; Hernando et al., 2001; Bowman 

et al., 2003). Το diuron µέχρι σήµερα ανιχνεύτηκε µόνο µια φορά σε συγκέντρωση υψηλότερη 

(6,7 µg L-1) από την ΕC50 που προσδιορίστηκε για τη Dunaliella tertiolecta (Thomas et al., 

2001b). Για τις υπόλοιπες δύο ουσίες (Μ1 και DCA) οι συγκεντρώσεις που έχουν ανιχνευτεί έως 

τώρα είναι κατά πολύ χαµηλότερες από την οξεία τοξικότητα των ουσιών πάνω στους δύο 

µικροοργανισµούς που εξετάστηκαν.   

Όσον αφορά τα επίπεδα των εξεταζόµενων ουσιών που προσδιορίστηκαν στα πλαίσια της 

παρούσας διατριβής στο θαλάσσιο περιβάλλον του Ηνωµένου Βαασιλείου, αυτά είναι αρκετά 

χαµηλότερα από τις αντίστοιχες τιµές των EC50 που προσδιορίστηκαν. Θα πρέπει όµως να 

σηµειωθεί ότι η παρακολούθηση των συγκεντρώσεων του irgarol 1051, του diuron και των 

µεταβολιτών τους πραγµατοποιήθηκε σε µια χώρα όπου εδώ και τρία χρόνια ισχύουν 

νοµοθετικοί περιορισµοί αναφορικά µε τη χρήση τους στα υφαλοχρώµατα. Σε άλλες χώρες, 

συµπεριλαµβανοµένου και της Ελλάδας, η χρήση αυτών των ουσιών είναι ελεύθερη και µάλιστα 

µε ελλιπή στοιχεία για τα επίπεδα των συγκεντρώσεών τους στο περιβάλλον. Εποµένως δεν είναι 

δυνατή η εκτίµηση του περιβαλλοντικού κινδύνου των ουσιών αυτών εξαιτίας της ανεξέλεγκτης 

χρήσης τους στα υφαλοχρώµατα. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό µε τα ελάχιστα στοιχεία που 

αφορούν στη συνδυασµένη τοξική δράση τόσο µεταξύ αρχικών ουσιών και µεταβολιτών τους 
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όσο και µεταξύ άλλων ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών καταδεικνύει τα κενά της διεθνούς 

βιβλιογραφίας και την ανάγκη για εκτενή έρευνα προς την κατεύθυνση αυτή. 

 

10.7 Συµπεράσµατα 

Η εκτίµηση της τοξικότητας των ουσιών irgarol 1051, diuron, M1 και DCA πάνω στους δύο 

θαλάσσιους µικροοργανισµούς Dunaliella teriolecta και Navicula forcipata έδειξε ότι η σειρά 

µειούµενης τοξικότητας των τεσσέρων ουσιών και για τους δύο µικροοργανισµούς ήταν: irgarol 

1051> diuron> Μ1> DCA. Οι αρχικές ουσίες διαπιστώθηκε ότι είναι πολύ πιο τοξικές από τους 

µεταβολίτες τους. Από τους δύο µικροοργανισµούς που εξετάστηκαν το διάτοµο εµφανίστηκε 

πολύ πιο ευαίσθητο στην παρουσία των ουσιών εκτός από την περίπτωση της DCA για την οποία 

οι τιµές της EC50 που προσδιορίστηκαν ήταν παρόµοιες και για τους δύο µικροοργανισµούς.  

 Κατά καιρούς έχουν ανιχνευτεί στο θαλάσσιο περιβάλλον σε διάφορες ευρωπαϊκές χώρες 

συγκεντρώσεις αντίστοιχες µε τις τιµές των EC50 που προσδιορίστηκαν για τις αρχικές ουσίες. 

Γεγονός είναι πάντως ότι στη διεθνή βιβλιογραφία τα τοξικολογικά δεδοµένα που αφορούν στις 

επιπτώσεις των συγκεκριµένων ουσιών πάνω στους θαλλάσιους οργανισµούς είναι πολύ 

περιορισµένα. Περισσότερη έρευνα χρειάζεται ώστε να κατανοηθούν οι επιδράσεις των ουσιών 

τόσο παρουσία των µεταβολιτών τους όσο και παρουσία άλλων ενισχυτικών βιοκτόνων ουσιών.     
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΤΕΙΝΟΜΕΝΗ ΕΡΕΥΝΑ 

 

Τα συµπεράσµατα που προέκυψαν από τη συγκεκριµένη διατριβή αναφέρονται 

επιγραµµατικά παρακάτω. 

 

1. Η ταυτόχρονη αποµόνωση των ουσιών irgarol 1051, diuron και των κύριων 

µεταβολιτών τους από δείγµατα θαλασσινού νερού µε την τεχνική της µη 

αυτοµατοποιηµένης εκχύλισης στερεής φάσης σε φύσιγγες C18 και διαλύτη έκλουσης 

ουδέτερη µεθανόλη,  αποδείχθηκε ικανοποιητική για όλες τις ουσίες (ανάκτηση > 82 %) 

εκτός από τη DCA (39,5 %) για την οποία υψηλότερες ανακτήσεις παρατηρήθηκαν 

όταν χρησιµοποιήθηκαν πολυµερή προσροφητικά υλικά. Ο βέλτιστος διαχωρισµός των 

έξι ουσιών µε υγροχρωµατογραφία υψηλής απόδοση µε ανιχνευτή συστοιχίας 

φωτοδιόδων (LC-DAD) επιτεύχθηκε σε χρόνο 25 min όταν η θερµοκρασία της στήλης 

ρυθµίστηκε στους 30 oC, η ροή της κινητής φάσης στα 1,7 mL min-1 και η αρχική 

κινητή φάση σε 20 % ακετονιτρίλιο – 80 % νερό. Ο έλεγχος της ανθεκτικότητας της 

χρωµατογραφικής µεθόδου ανάλυσης απέδειξε ότι µικρές µεταβολές των τριών 

λειτουργικών παραγόντων της όπως θερµοκρασία στήλης, ροή κινητής φάσης και 

αρχική ισχύς του ακετονιτριλίου, µπορούν να επιδράσουν σηµαντικά πάνω στο χρόνο 

συγκράτησης, το διαχωρισµό και το εµβαδόν κορυφής των ουσιών που εξετάστηκαν. 

Τα πειράµατα επικύρωσης της αναλυτικής µεθόδου απέδειξαν ότι η µέθοδος που 

αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή είναι επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη µε 

σχετικές τυπικές αποκλίσεις < 14 % για όλες τις ουσίες. Τα όρια ανίχνευσης των έξι 

ουσιών που επιτεύχθηκαν κυµάνθηκαν µεταξύ 0,005 (DCPMU) και 0,026 (M1) µg L-1.   

2. Η ταυτόχρονη αποµόνωση των ουσιών irgarol 1051, diuron και των κύριων 

µεταβολιτών τους από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε χρήση υπερήχων αποδείχθηκε 

ότι είναι βέλτιστη όταν 2 g ξηρού ιζήµατος εκχυλίζονται εις διπλούν µε 20 mL 

µεθανόλης για 30 min στους 50 oC για όλες τις ουσίες εκτός από τη DCA. Ο 

καθαρισµός των εκχυλισµάτων µε χρήση φυσίγγων C18 ήταν ικανοποιητικός. Οι 

ανακτήσεις που επιτεύχθηκαν κυµάνθηκαν από 86 έως 106 % για τις πέντε από τις έξι 

ουσίες, ενώ για τη DCA οι ανακτήσεις που παρατηρήθηκαν κυµάνθηκαν µεταξύ 35 και 

50 %. Η µέθοδος που αναπτύχθηκε ήταν αναπαραγώγιµη και επαναλήψιµη µε σχετικές 

τυπικές αποκλίσεις < 10 % για όλες τις ουσίες εκτός από τη DCA (< 15 %). Τα όρια 

ανίχνευσης της µεθόδου που αναπτύχθηκε κυµάνθηκαν µεταξύ 1,7 (DCPU) και 4,0 

(DCPMU) ng g-1 ξηρού βάρους ιζήµατος. 
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3. Η αποµόνωση των ουσιών irgarol 1051 και Μ1 από δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος µε 

χρήση µικροκυµάτων και προσδιορισµό µε αεριοχρωµατογραφία µε ανιχνευτή 

φασµατοµετρίας µαζών (GC-MS) αποδείχθηκε βέλτιστη όταν 3 g ιζήµατος 

εκχυλίστηκαν µε 30 mL διαλύτη για 10 min στους 115 oC. Το νερό αποδείχθηκε πολύ 

ικανός διαλύτης εκχύλισης των ουσιών. Η χρήση εσωτερικού προτύπου για τον 

προσδιορισµό των ουσιών είναι αναγκαία καθώς παρατηρήθηκαν παρεµποδίσεις από το 

υπόστρωµα. Επιτεύχθηκαν ανακτήσεις µεγαλύτερες από 85 % και για τις δύο ουσίες, 

ενώ τα όρια ανίχνευσης που προσδιορίστηκαν ήταν 0,9 και 1,7 ng g-1 (ξηρού βάρους 

ιζήµατος) για το Μ1 και το irgarol 1051, αντίστοιχα. Η µέθοδος που αναπτύχθηκε ήταν 

επαναλήψιµη και αναπαραγώγιµη µε σχετικές τυπικές αποκλίσεις < 10 % και για τις 

δύο ουσίες.   

4. Η µελέτη των επιπέδων της ρύπανσης από τις έξι ουσίες για χρονικό διάστηµα ενός 

έτους σε δύο θαλάσσιες περιοχές του Ηνωµένου Βασιλείου (Shoreham Harbour και 

Brighton marina) έδειξε παρουσία των ουσιών παρ’ όλες τις νοµικές απαγορεύσεις που 

αφορούν στη χρήση του irgarol 1051 και του diuron στα υφαλοχρώµατα στη 

συγκεκριµένη χώρα. Tο irgarol 1051 και ο κύριος µεταβολίτης του Μ1 ήταν οι ουσίες 

που ανιχνεύτηκαν στα περισσότερα δείγµατα σε συγκεντρώσεις που έφτασαν στο νερό 

τα 136 και 59 ng L-1 και στο ίζηµα τα 49 και 23 ng g-1 (ξηρό βάρος), αντίστοιχα. Το 

diuron ανιχνεύτηκε κυρίως στο νερό (σε ποσοστό 25,4 % των συνολικών δειγµάτων 

που αναλύθηκαν) σε συγκεντρώσεις έως και 366 ng L-1. Στο ίζηµα η ουσία 

προσδιορίστηκε µόνο σε δύο από τα 75 δείγµατα σε συγκέντρωση < 67  ng g-1 (ξηρό 

βάρος). H ουσία DCPMU ανιχνεύτηκε µόνο στο ίζηµα σε συγκεντρώσεις έως 122 ng g-1 

(ξηρό βάρος). Οι υπόλοιποι δύο µεταβολίτες του diuron (DCPU και DCA) δεν 

ανιχνεύτηκαν σε κανένα από τα δείγµατα, ούτε στο νερό ούτε στο ίζηµα. Οι υψηλότερες 

συγκεντρώσεις προσδιορίστηκαν και στις δύο περιοχές την περίοδο που η 

δραστηριότητα των σκαφών αναψυχής είναι έντονη (Μάιος – Ιούλιος) καθώς και κατά 

την περίοδο προετοιµασίας των σκαφών (Ιανουάριος – Φεβρουάριος). Οι υψηλές 

συγκεντρώσεις των ουσιών παρατηρήθηκαν στα σηµεία εκείνα τα οποία εµφανίζουν 

µεγάλη πυκνότητα σκαφών αναψυχής. Η µη παραµετρική συσχέτιση κατά Spearman 

έδειξε ότι υπάρχει συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων του Μ1 και του pH του νερού 

αλλά όχι του pH του ιζήµατος στη Brighton marina. Το αντίθετο ακριβώς φαινόµενο 

παρατηρήθηκε στο Shoreham Harbour. Αναφορικά µε το irgarol 1051 παρατηρήθηκε 

συσχέτιση των συγκεντρώσεων της ουσίας µόνο µε το pH των δειγµάτων ιζήµατος από 

το Shoreham Harbour. Στο Shoreham harbour επίσης παρατηρήθηκε ότι υπάρχει 
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συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων και των δύο ουσιών και της % περιεκτικότητας 

των δειγµάτων σε οργανικό άνθρακα.  

5. Η µελέτη της τοξικότητας των ουσιών irgarol 1051, diuron, Μ1 και DCA σε δύο 

θαλάσσιους φυτοπλαγκτονικούς οργανισµούς, τη Dunaliella tertiolecta και τη Navicula 

forcipata, έδειξε ότι το irgarol 1051 είναι η περισσότερο τοξική ουσία από τις 

εξεταζόµενες. Σε σχέση µε τους µεταβολίτες τους και οι δύο ουσίες αποδείχθηκαν 

περισσότερο τοξικές και για τους δύο µικροοργανισµούς που εξετάστηκαν. Η σειρά 

µειούµενης τοξικότητας των ουσιών βρέθηκε ότι ήταν irgarol 1051> diuron > Μ1> 

DCA. Η Navicula forcipata αποδείχθηκε ότι είναι περισσότερο ευαίσθητη στην 

παρουσία όλων των ουσιών εκτός από το diuron, το οποίο επηρέασε περισσότερο τη 

Dunaliella tertiolecta. Οι τιµές της EC50 που προσδιορίστηκαν για τους δύο 

µικροοργανισµούς κυµάνθηκαν από 1,1 έως 6381 µg L-1 για τη Dunaliella tertiolecta 

και από 0,6 έως 6269 µg L-1 για τη Navicula forcipata. 

 

Βασιζόµενοι στα συµπεράσµατα που προέκυψαν από την παρούσα διατριβή και τη διαθέσιµη 

βιβλιογραφία, ορισµένες προτάσεις για µελλοντική έρευνα αναφέρονται παρακάτω. 

 

 Οι µέθοδοι αποµόνωσης και προσδιορισµού των ουσιών που αναπτύχθηκαν στην 

παρούσα διατριβή θα µπορούσαν να βελτιστοποιηθούν ώστε εφαρµοστούν για την 

παρακολούθηση των συγκεντρώσεων των ουσιών αυτών και σε άλλα υποστρώµατα, όπως 

ψάρια. 

 Λόγω της έλλειψης στοιχείων στη διεθνή βιβλιογραφία αναφορικά µε τα επίπεδα των 

συγκεντρώσεων αυτών των ουσιών στους υδρόβιους οργανισµούς, θα ήταν χρήσιµο να 

πραγµατοποιηθούν µελέτες σχετικά µε τον προσδιορισµό τους πέρα από το νερό και το ίζηµα 

και στους οργανισµούς. 

  Εξαιτίας των περιορισµένων τοξικολογικών δεδοµένων που αφορούν στις επιπτώσεις 

των ουσιών που εξετάστηκαν στην παρούσα διατριβή πάνω σε θαλάσσιους οργανισµούς, θα 

ήταν χρήσιµο να πραγµατοποιηθούν έρευνες που να αφορούν στη συνδυασµένη δράση των 

ουσιών αυτών τόσο µε τους µεταβολίτες µε τους οποίους συνυπάρχουν στο περιβάλλον, όσο 

και µε διάφορα µέταλλα όπως είναι ο χαλκός µε τον οποίο επίσης συνυπάρχουν πάντα αφού 

το οξείδιο του χαλκού αποτελεί τη βάση των υφαλοχρωµάτων στα οποία χρησιµοποιούνται οι 

ουσίες αυτές.  

 Επιπλέον η τοξικότητα των ουσιών θα ήταν χρήσιµο να µελετηθεί όταν οι ουσίες 

αυτές είναι προσδεδεµένες στο ίζηµα αφού ανιχνευόνται συχνά σε αυτό αλλά δεν υπάρχουν 
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στοιχεία που να αφορούν στις επιπτώσεις τους στους διάφορους οργανισµούς όταν είναι 

προσροφηµένα στη στερεή φάση. 

 Επίσης ο προσδιορισµός τυχόν προϊόντων βιοαποδόµησης από τους εκάστοτε 

εξεταζόµενους οργανισµούς των ουσιών κατά τη διεξαγωγή δοκιµών τοξικότητας, θα 

βοηθούσε στην καλύτερη κατανόηση της συµπεριφοράς αυτών των ουσιών και στην 

ακριβέστερη εκτίµηση του περιβαλλοντικού κινδύνου που εγκυµονεί η χρήση τους.  
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Πίνακας Ι.1α Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
1η δειγµατοληψία 2η δειγµατοληψία 3η δειγµατοληψία 4η δειγµατοληψία 5η δειγµατοληψία 

03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 
Σηµείο 

δειγµα-

τοληψίας 

 pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-

µότητα 

ms cm-1 

pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-
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pH 
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pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-

µότητα 

ms cm-1 

A - - - 8,0 32,0 50,4 7,1 32,3 50,5 8,1 34,1 53,2 7,9 34,6 53,4 

F 8,2 30,6 48,2 8,0 28,8 45,6 7,2 21,2 34,1 8,1 33,5 52,2 7,9 32,7 50,9 

C - - - 8,1 32,1 50,5 7,1 32,5 50,8 8,2 34,1 53,1 7,9 34,6 53,5 

D 8,3 26,3 42 8,1 33,5 52,5 7,2 27,2 51,9 8,3 34,1 53,2 7,9 35,2 54,2 

H 8,3 26,3 42 8,0 31,1 49,1 7,2 31,4 49,2 8,1 31,7 49,9 8,0 35,2 54,1 

G 8,2 31,1 25,5 8,1 25,3 40,8 7,3 30,8 49,8 8,2 25,2 40,6 8,0 35,1 59,9 

E - - - 8,3 19,3 31,6 7,2 32,8 30,8 8,3 19,3 31,6 8,0 35,2 54,3 

B - - - 8,1 21,7 32,2 7,2 50,6 32,4 8,3 50,7 34,1 7,9 34,3 34,6 

I 8,2 33,7 52,8 8,0 32,0 32,7 7,2 51,2 33,7 8,4 52,5 34,2 7,9 33,9 35,2 

A: Aldrighton Wharf, F: Emerald Quay, C: Lady Bee marina, D: Middle Pier, H: Old Fort, G: Soldier Point, E: Surry Boat Yard, B: The Canal, I: West pier. 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
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Πίνακας Ι.1β Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
6η δειγµατοληψία 7η δειγµατοληψία 8η δειγµατοληψία 9η δειγµατοληψία 

11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 
Σηµείο 

δειγµα-

τοληψίας pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-

µότητα 

ms cm-1 

pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-

µότητα 

ms cm-1 

pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-

µότητα 

ms cm-1 

pH 
Αλατό-

τητα‰ 

Αγωγι-

µότητα 

ms cm-1 

A 7,9 32,3 50,2 7,1 32,6 51,2 7,9 29,9 47,5 5,8 29,7 47,3 

F 7,8 8,5 15,0 7,1 31,4 49,6 7,9 24,0 39,0 5,9 12,2 21,0 

C 7,8 32,5 50,5 7,1 32,7 51,4 8,0 30,2 47,8 5,6 30,1 47,7 

D 7,9 9,1 15,7 7,1 33,1 52,0 7,8 32,9 51,7 5,7 31,3 49,4 

H 8,0 29,1 45,7 7,1 32,3 50,9 7,9 30,4 48,2 5,5 28,8 46,0 

G 8,0 30,7 47,9 7,2 31,3 49,4 8,0 25,4 41,0 5,8 26,0 42,0 

E 7,9 4,3 7,9 7,0 30,4 48,2 - - - 5,9 7,1 12,7 

B 7,9 32,3 50,3 7,1 32,7 51,5 7,9 30,2 47,9 5,8 30,1 47,6 

I 8,0 32,7 50,8 7,1 33,5 52,5 7,7 31,2 49,2 5,8 33,3 52,3 

A: Aldrighton Wharf, F: Emerald Quay, C: Lady Bee marina, D: Middle Pier, H: Old Fort, G: Soldier Point, E: Surry Boat Yard, B: The Canal, I: West pier. 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
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Πίνακας Ι.2 Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 
1η δειγµατοληψία 2η δειγµατοληψία 3η δειγµατοληψία 

07/2003 12/2003 02/2004 Σηµείο 
δειγµα-
τοληψίας 

pH 
Αλατότητα 

‰ 

Αγωγιµότητα 

ms cm-1 
pH 

Αλατότητα 
‰ 

Αγωγιµότητα 

ms cm-1 
pH 

Αλατότητα 
‰ 

Αγωγιµότητα 

ms cm-1 

A 8,1 34,2 53,4 7,4 34,7 54,3 6,2 34,1 53,2 
B 8,2 34,7 52,9 7,4 34,7 54,3 6,2 35,9 52,8 
C 8,1 34,1 52,8 7,5 34,4 54,6 5,8 34,0 53,0 
D 8,1 34,5 54,1 7,5 34,7 54,6 6,1 33,8 52,9 
E 7,5 34,3 53,0 7,5 34,6 54,2 6,1 33,9 53,0 
F 8,1 33,8 52,9 7,4 34,7 54,3 5,9 33,9 52,9 
G 7,8 33,8 53,2 7,5 34,7 54,2 6,1 34,0 53,1 
H - - - 7,3 34,3 53,7 6,1 33,8 52,8 
I 8,1 34,2 53,7 7,2 34,6 54,1 6,2 33,8 52,9 
J 8,2 34,2 53,7 7,4 34,4 53,5 5,9 33,9 53,0 
L 8,1 34,4 53,9 7,5 34,8 54,4 6,2 33,9 52,9 
M 8,0 34,5 54,2 7,3 34,7 54,3 6,1 33,9 52,9 
O 8,2 34,1 53,4 7,4 34,7 54,3 5,8 34,0 53,0 
P 8,1 34,1 53,2 7,3 34,6 54,2 5,3 33,5 52,5 
W 8,1 34,3 53,7 7,1 34,5 54,0 6,2 33,5 52,4 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 
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Πίνακας Ι.3α Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
1η δειγµατοληψία 2η δειγµατοληψία 3η δειγµατοληψία 4η δειγµατοληψία 5η δειγµατοληψία 

03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 Σηµείο 

δειγµα-

τοληψίας 
pH 

% Οργανικός 

άνθρακας 
pH 

% 

Οργανικός 

άνθρακας 

pH 

% 

Οργανικός 

άνθρακας 

pH 

% 

Οργανικός 

άνθρακας 

pH 

% 

Οργανικός 

άνθρακας 

A - - 7,6 8,42 - - - - - - 

F 8,0 5,26 7,6 5,58 7,2 5,53 7,6 5,63 7,0 5,43 

C - - 7,3 7,34 7,2 6,56 7,3 7,26 7,2 7,18 

D 7,5 0,64 - - - - - - - - 

H 7,8 0,41 - - - - 7,8 1,14 - - 

G 8,1 2,56 7,7 3,47 - - 7,7 3,34 - - 

E - - 7,8 2,96 - - 7,7 2,39 7,5 2,31 

B - - 7,3 7,04 - - - - - - 

I 7,4 * 7,3 * - - - - - - 
A: Aldrighton Wharf, F: Emerald Quay, C: Lady Bee marina, D: Middle Pier, H: Old Fort, G: Soldier Point, E: Surry Boat Yard, B: The Canal, I: West pier. 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
*: απώλεια δείγµατος κατά την ανάλυση 
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Πίνακας Ι.3β Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
6η δειγµατοληψία 7η δειγµατοληψία 8η δειγµατοληψία 9η δειγµατοληψία 

11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 
 

Σηµείο 

δειγµα-

τοληψίας pH 
% Οργανικός 

άνθρακας 
pH 

% Οργανικός 

άνθρακας 
pH 

% Οργανικός 

άνθρακας 
pH 

% Οργανικός 

άνθρακας 

A - - - - - - 7,3 6,17 

F 7,2 5,64 7,4 5,30 8,0 4,49 7,6 * 

C 7,1 7,46 7,1 7,09 7,9 6,56 7,3 3,88 

D - - - - - - - - 

H - - 7,7 1,83 8,2 2,09 - - 

G - - 7,7 2,80 8,6 2,29 - - 

E 7,5 2,62 7,7 2,09 8,2 3,24 7,8 0,28 

B - - - - - - 7,5 2,70 

I - - - - - - - - 

A: Aldrighton Wharf, F: Emerald Quay, C: Lady Bee marina, D: Middle Pier, H: Old Fort, G: Soldier Point, E: Surry Boat Yard, B: The Canal, I: West pier. 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
*: απώλεια δείγµατος κατά την ανάλυση 
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Πίνακας Ι.4 Φυσικοχηµικές ιδιότητες δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina. 
1η δειγµατοληψία 2η δειγµατοληψία 3η δειγµατοληψία 

07/2003 12/2003 02/2004 Σηµείο 
δειγµα-
τοληψίας 

pH 
% Οργανικός 

άνθρακας 
pH 

% Οργανικός 

άνθρακας 
pH 

% Οργανικός 

άνθρακας 

A - - 7,1 5,34 7,7 1,26 

B - - 7,2 4,88 - - 

C 7,9 4,25 7,3 4,88 7,8 1,07 

D - - 7,3 4,83 7,7 1,02 

E - - 7,5 4,93 7,6 1,40 

F 8,0 5,70 7,6 5,00 7,9 1,13 

G 7,91 6,30 7,4 5,31 7,8 1,54 

H 8,0 4,99 - - 7,7 1,47 

I 7,9 5,61 7,4 4,45 7,7 1,24 

J 7,9 4,43 7,1 4,05 7,7 0,78 

L 8,1 3,79 7,2 4,28 - - 

M 7,5 5,48 - - 7,43 1,16 

O 7,9 5,43 7,3 5,27 7,7 1,27 

P 7,9 5,22 7,3 4,91 - - 

W 7,9 4,93 - - 7,77 1,18 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
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Πίνακας Ι.5α  Κοκκοµετρική ανάλυση δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour 

1η δειγµατοληψία 2η δειγµατοληψία 3η δειγµατοληψία 4η δειγµατοληψία 5η δειγµατοληψία 

03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 

Σηµείο 

δειγµα-

τοληψίας 

 
> 180 
µm 
(%) 

180-63 
µm 
(%) 

<63 
µm 
(%)  

> 180 
µm 
(%) 

180-63 
µm 
(%) 

<63 
µm 
(%)  

> 180 
µm 
(%) 

180-63 
µm 
(%) 

<63 
µm 
(%)  

> 180 
µm 
(%) 

180-63 
µm 
(%) 

<63 
µm 
(%)  

> 180 
µm 
(%) 

180-63 
µm 
(%) 

<63 
µm 
(%)  

A - - - 5,91 15,17 78,92 - - - - - - - - - 

F 0,48 14,19 85,33 49,09 8,93 41,98 0,00 2,37 97,63 1,52 21,11 77,37 1,24 22,14 76,63 

C - - - 0,00 40,30 59,70 0,00 4,23 95,77 8,17 11,38 80,46 2,34 13,38 84,28 

D 11,96 82,24 5,80 - - - - - - - - - - - - 

H 6,54 93,46 0,00 - - - - - - 0,60 95,91 3,49 - - - 

G 2,73 64,68 32,59 2,73 64,68 32,59 - - - 0,38 57,39 42,23 - - - 

E - - - 0,56 5,40 94,04 - - - 0,50 71,06 28,44 2,71 64,25 33,03 

B - - - 1,22 58,66 40,12 - - - - - - - - - 

I * * * - - - - - - - - - - - - 

A: Aldrighton Wharf, F: Emerald Quay, C: Lady Bee marina, D: Middle Pier, H: Old Fort, G: Soldier Point, E: Surry Boat Yard, B: The Canal, I: West pier. 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
*: απώλεια δείγµατος κατά την ανάλυση 
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Πίνακας Ι.5β Κοκκοµετρική ανάλυση δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour 

6η δειγµατοληψία 7η δειγµατοληψία 8η δειγµατοληψία 9η δειγµατοληψία 
11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµα-

τοληψίας > 180 µm 
(%) 

180-63 
µm (%) 

<63 
µm (%)  

> 180 µm 
(%) 

180-63 
µm (%) 

<63 
µm (%)  

> 180 µm 
(%) 

180-63 
µm (%) 

<63 
µm (%)  

> 180 µm 
(%) 

180-63 
µm (%) 

<63 
µm (%)  

A - - - - - - - - - 15,54 20,29 64,17 

F 1,61 18,10 80,29 0,24 61,43 38,34 0,23 26,98 72,79 0,00 21,47 78,53 

C 11,57 4,31 84,12 0,55 2,03 97,43 1,36 0,00 98,64 14,31 22,21 63,48 

D - - - - - - - - - - - - 

H - - - 0,86 80,96 18,18 0,44 75,34 24,22 - - - 

G - - - 5,03 5,53 89,44 2,82 71,05 26,12 - - - 

E 0,48 66,66 32,86 0,61 72,77 26,62 2,59 53,40 44,01 0,00 59,01 40,99 

B - - - - - - - - - 46,29 11,07 42,64 

I - - - - - - - - - - - - 
A: Aldrighton Wharf, F: Emerald Quay, C: Lady Bee marina, D: Middle Pier, H: Old Fort, G: Soldier Point, E: Surry Boat Yard, B: The Canal, I: West pier. 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
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Πίνακας Ι.6 Κοκκοµετρική ανάλυση δειγµάτων θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από η Brighton marina 

1η δειγµατοληψία 2η δειγµατοληψία 3η δειγµατοληψία 

07/2003 12/2003 02/2004 
Σηµείο 
δειγµα-
τοληψίας > 180 µm 

(%) 
180-63 µm 

(%) 
<63µm  

(%)  
> 180 µm 

(%) 
180-63 µm 

(%) 
<63 µm 

(%)  
> 180 µm 

(%) 
180-63 µm 

(%) 
<63 µm 

(%)  
A - - - 2,13 16,75 81,12 0,62 24,30 75,07 

B - - - 0,45 7,85 91,70 2,76 24,82 72,42 

C 0,00 16,98 83,02 3,11 18,01 78,88 0,00 11,37 88,63 

D - - - 0,00 19,42 80,58 0,00 24,28 75,72 

E -  - 0,65 12,79 86,56 0,00 16,47 83,53 

F 0,00 0,00 100,00 2,08 5,77 92,16 2,12 15,97 81,92 

G 0,00 0,00 100,00 0,83 2,56 96,61 16,04 4,29 79,67 

H 0,00 7,19 92,81 - - - 0,43 6,98 92,59 

I 0,00 0,00 100,00 4,45 0,22 13,51 0,00 32,78 67,22 

J 0,00 22,34 77,66 4,05 0,69 31,17 * * * 

L 0,16 34,98 64,86 1,64 46,22 52,15 - - - 

M 0,29 4,58 95,14 - - - 0,00 2,38 97,62 

O 0,00 2,64 97,36 0,78 3,68 95,54 0,76 7,16 92,08 

P 0,78 7,27 91,94 0,48 15,96 83,56 - - - 

W - - - - - - 1,05 9,88 89,07 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 
*: απώλεια δείγµατος κατά την ανάλυση 
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Πίνακας ΙΙ.1 Συγκέντρωση του irgarol 1051 (ng L-1) σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

1η  2η  3η  4η  5η  6η  7η  8η  9η   

 03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµατοληψίας 
Συγκέντρωση (ng L-1) 

Aldrigton Wharf - 123 56,5 3,17 21,0 11,98 + 10,6 10,04 

Emerald Quay 24,0 11,90 119 4,40 9,2 + + 13,4 9,80 

Lady Bee marina - 136 87,3 6,70 24,1 15,00 + 35,2 12,60 

Middle Pier  26,9 14,9 36,2 + 3,2 + + + + 

Old Fort 23,3 7,80 5,8 + + + + + + 

Soldier Point 26,6 82,2 42,3 + 4,43 3,83 + + + 

Surry Boat Yard - 87,8 32,4 + 5,26 + + - + 

The Canal - 17,5 41,7 5,75 10,97 8,79 + 9,48 9,49 

West Pier 25,0 60,2 7,1 + + + + + + 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνεύτηκε (LOD = 3,1 ng L-1) 
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Πίνακας ΙΙ.2 Συγκέντρωση του M1 (ng L-1) σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

1η  2η  3η  4η  5η  6η  7η  8η  9η   

 03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµατοληψίας 
Συγκέντρωση (ng L-1) 

Aldrigton Wharf - 56,1 16,9 1,1 9,6 2,5 + 1,9 3,1 

Emerald Quay 5,9 3,6 15,0 0,9 1,0 1,4 + 2,7 2,0 

Lady Bee marina - 36,6 19,8 1,7 2,1 3,7 + 2,4 4,0 

Middle Pier  8,5 7,0 25,0 + 3,3 4,7 + 1,1 1,4 

Old Fort 4,7 2,9 3,8 + 0,9 1,0 + 25,8 + 

Soldier Point 3,9 15,5 3,8 + 1,3 0,6 + 1,2 0,7 

Surry Boat Yard - 45,4 58,9 + 1,2 2,8 + - 0,7 

The Canal - 14,6 8,6 0,7 1,9 2,7 + 2,5 2,1 

West Pier 4,4 9,3 14,9 + + + + + 0,7 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνεύτηκε (LOD = 0,5 ng L-1) 
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Πίνακας ΙΙ.3 Συγκέντρωση του diuron (ng L-1) σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

1η  2η  3η  4η  5η  6η  7η  8η  9η   

 03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµατοληψίας 
Συγκέντρωση (ng L-1) 

Aldrigton Wharf - 103 * + 366 + + + + 

Emerald Quay + 81,2 + + + + + + + 

Lady Bee marina - 123 107 + 250 + + + + 

Middle Pier  + + + + + + + + + 

Old Fort + + + + + + + + + 

Soldier Point + + + + + + + + + 

Surry Boat Yard - 96 + 36,2 + + + - + 

The Canal - * 62,7 * 163 + + + + 

West Pier + + + + + + + + + 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνεύτηκε (LOD = 7 ng L-1) 

*: το δείγµα χάθηκε κατά την ανάλυση 



 

280  

Πίνακας ΙΙ.4 Συγκεντρώσεις του irgarol 1051, του Μ1 και του diuron (ng L-1) σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton 

marina. 

1η  δειγµατοληψία (07/2003) 2η δειγµατοληψία (12/2003) 3η δειγµατοληψία (02/2004)  
Σηµείο  

δειγµατοληψίας
Συγκέντρωση (ng L-1) 

 M1 Irgarol 1051 Diuron M1 Irgarol 1051 Diuron M1 Irgarol 1051 Diuron 
A 5,2 26,3 165 2,4 19,9 + 0,8 + + 

B 2,5 28,3 125 0,9 + + + + + 

C 3,2 18,8 + + + + 1,0 + + 

D 2,2 30,3 + 1,0 + + + + + 

E 4,6 45,7 + 0,6 + + 1,0 3,5 + 

F 5,0 102 69,7 4,6 6,2 + 0,8 3,2 + 

G 3,9 37,4 188 1,5 + + + + + 

H - - - 36,9 55,8 + + + + 

I 2,5 23,3 85,4 1,2 5,1 + 1,6 + + 

J 9,2 17,3 + 0,9 5,9 + + + + 

L 1,2 6,6 + 1,4 + + + + + 

M 9,6 19,9 + * * * 0,6 + + 

O 7,1 41,1 236 0,9 5,1 + 0,8 + + 

P 3,4 30,3 + 0,8 8,8 + + + + 

W 2,5 25,5 105 1,4 6,3 + + 5,7 + 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνεύτηκεν (LODirgarol 1051 = 3,1 ng L-1, LODM1 = 0,7 ng L-1, LODdiuron = 7 ng L-1 ) 

*: το δείγµα χάθηκε κατά την ανάλυση 
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Πίνακας ΙΙ.5 Συγκέντρωση του irgarol 1051 (ng g-1) σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

1η  2η  3η  4η  5η  6η  7η  8η  9η   

 03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµατοληψίας 
Συγκέντρωση (ng g-1) 

Aldrigton Wharf - 9,2 - - - - - - + 

Emerald Quay 5,5 3,2 5,7 + 2,3 2,7 8,1 2,7 3,2 

Lady Bee marina - 12,0 33,2 9,9 10,5 16,4 38,5 7,0 40,0 

Middle Pier  4,2 - - - - - - - - 

Old Fort - - - + - - + + - 

Soldier Point + 1,9 - * - - + + - 

Surry Boat Yard - 2,5 - 2,5 11,9 5,0 2,6 + + 

The Canal - 9,9 - - - - - - + 

West Pier + 9,2 - - - - - - - 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνέυτηκε (LOD = 1,7 ng g-1) 
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Πίνακας ΙΙ.6 Συγκέντρωση του M1 (ng g-1) σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

1η  2η  3η  4η  5η  6η  7η  8η  9η   

 03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµατοληψίας 
Συγκέντρωση (ng g-1) 

Aldrigton Wharf - 7,4 - - - - - - + 

Emerald Quay 1,3 4,1 + + 1,6 + 1,2 0,4 0,4 

Lady Bee marina - 4,4 4,8 8,8 5,7 + 22,7 1,8 12,8 

Middle Pier  1,1 - - - - - - - - 

Old Fort + - - + - - + 0,3 - 

Soldier Point + 1,6 - + - - + + - 

Surry Boat Yard - + - + 1,9 + 1,3 + 0,6 

The Canal - 8,7 - - - - - - + 

West Pier + 7,4 - - - - - - - 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνέυτηκε (LOD = 0,9 ng g-1) 

 



 

283  

Πίνακας ΙΙ.7 Συγκέντρωση της DCPMU (ng g-1) σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 

 Ηµεροµηνία δειγµατοληψίας 

1η 2η 3η 4η 5η 6η 7η 8η 9η  

 03/2003 05/2003 07/2003 08/2003 10/2003 11/2003 12/2003 01/2004 02/2004 

Σηµείο 

δειγµατοληψίας 
Συγκέντρωση (ng g-1) 

Aldrigton Wharf - + - - - - - - + 

Emerald Quay + + 42,2 + + + 29,5 62,1 + 

Lady Bee marina - + + 177 122 161 + + + 

Middle Pier 8,26 - - - - - - - - 

Old Fort + - - + - - + <4 - 

Soldier Point <4 + - 1,89 - - + + - 

Surry Boat Yard - 19,1 - + + + + + 9,81 

The Canal - + - - - - - - + 

West Pier + + - - - - - - - 

-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνέυτηκε (LOD = 4 ng g-1) 
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Πίνακας ΙΙ.8 Συγκέντρωση του M1, του Irgarol 1051 και της DCPMU (ng g-1) σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη 

Brighton marina. 

1η  δειγµατοληψία (07/2003) 2η δειγµατοληψία (12/2003) 3η δειγµατοληψία (02/2004) 

Συγκέντρωση (ng g-1)  
Σηµείο 

δειγµατοληψίας M1 
Irgarol 

1051 
 

DCPMU M1 Irgarol 
1051 DCPMU M1 

1051 
Irgarol 

1051 
DCPMU 

A - - - + + + + 2,8 + 

B - - - + 1,7 + - - - 

C 3,5 3,8 + 1,2 3,4 15,4 0,9 2,5 12,2 

D - - - + + + + 2,1 + 

E - - - + 4,5 + + 10,1 + 

F 2,3 1,8 + + + 29,4 + 2,0 + 

G 4,6 8,0 + 1,4 3,4 + + 4,3 56,5 

H 2,5 3,6 + - - - 1,0 2,7 + 

I 5,6 8,7 + + 7,0 + 3,4 5,5 15,0 

J + 3,8 5,2 + + 9,7 + 2,0 + 

L + + + + 2,2 + - - - 

M + 4,0 + - - - 4,7 49,3 + 

O 2,9 6,5 + 1,1 4,1 + 1,3 2,5 + 

P + + + + + + - - - 

W + + + - - - + + + 
-: δεν λήφθηκε δείγµα 

+: η ουσία δεν ανιχνεύτηκεν (LODirgarol 1051 = 1,7 ng g-1, LODM1 = 0,9 ng g-1, LODDCMPU = 4 ng g-1 ) 
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Σχήµα ΙΙΙ.1 Επίδραση της αλατότητας στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του irgarol 

1051 σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙΙΙ.2 Επίδραση της αλατότητας στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του irgarol 

1051 σε δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙΙΙ.3 Επίδραση της αλατότητας στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του M1 σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙΙΙ.4 Επίδραση της αλατότητας στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του M1 σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙΙΙ.5 Επίδραση της αλατότητας στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του diuron σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙΙΙ.6 Επίδραση της αλατότητας στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του diuron σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙΙΙ.7 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του M1 σε δείγµατα 

θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙΙΙ.8 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του M1 σε δείγµατα 

θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙΙΙ.9 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του irgarol 1051 σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙΙΙ.10 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του irgarol 1051 σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙΙΙ.11 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του diuron σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙΙΙ.12 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng L-1) του diuron σε 

δείγµατα θαλασσινού νερού προερχόµενα από τη Brighton marina. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV 

 

ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΩΝ Ι∆ΙΟΤΗΤΩΝ ΤΟΥ ΙΖΗΜΑΤΟΣ ΣΤΗΝ 

ΚΑΤΑΝΟΜΗ ΤΩΝ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΩΝ ΤΩΝ ΕΞΕΤΑΖΟΜΕΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ 
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Σχήµα ΙV.1 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng g-1) του M1 σε 

δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙV.2 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng g-1) του M1 σε 

δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙV.3 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng g-1) του irgarog 

1051 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙV.4 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng g-1) του irgarog 

1051 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙV.5 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng g-1) της DCPMU 

σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα ΙV.6 Επίδραση του pH στην κατανοµή της συγκέντρωσης (ng g-1) της DCPMU 

σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη Brighton marina. 
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Σχήµα ΙV.7 Επίδραση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα στην κατανοµή της 

συγκέντρωσης (ng g-1) του irgarol 1051 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα 

από το Shoreham Harbour. 

 

y = 2,0117x - 6,3878
R2 = 0,2521

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00

% Οργανικός άνθρακας

Συ
γκ
έν
τρ
ω
ση

 (n
g 

g-
1)

 
 
Σχήµα ΙV.8 Επίδραση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα στην κατανοµή της 

συγκέντρωσης (ng g-1) του irgarol 1051 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα 

από τη Brighton marina. 
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Σχήµα IV.9 Επίδραση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα στην κατανοµή της 

συγκέντρωσης (ng g-1) του M1 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από το 

Shoreham Harbour. 
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Σχήµα IV.10 Επίδραση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα στην κατανοµή της 

συγκέντρωσης (ng g-1) του Μ1 σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από τη 

Brighton marina. 
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Σχήµα IV.11 Επίδραση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα στην κατανοµή της 

συγκέντρωσης (ng g-1) της DCPMU σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από 

το Shoreham Harbour. 
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Σχήµα IV.12 Επίδραση της % περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα στην κατανοµή της 

συγκέντρωσης (ng g-1) της DCPMU σε δείγµατα θαλάσσιου ιζήµατος προερχόµενα από 

τη Brighton marina.  


