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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΙΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ 
ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ

ΣΤΟΧΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Οι στόχοι του συγκεκριµένου εργαστηρίου είναι οι ακόλουθοι

1. Αναγνώριση της ιδιαιτερότητας που έχουν οι έλεγχοι τροφίµων συγκριτικά µε τις 

υπόλοιπες χηµικές αναλύσεις 

2. Αναγνώριση κρίσιµων παραµέτρων αξιολόγησης αναλυτικών µεθόδων

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ ΕΙΣΑΓΩΓΗΣ ΣΤΙΣ ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ

 Τι ιδιαιτερότητες εµφανίζουν τα τρόφιµα ως προς την ανάλυση τους

Τι γνωρίζεται για τις SMRs και MRMs 

Ποια είναι τα βήµατα που αναγνωρίζουµε σε µια αναλυτική µεθοδολογία προσδιορισµού 

τοξικών ουσιών σε τρόφιµα

Ποιες είναι οι ποιοτικές παράµετροι αξιολόγησης των αναλυτικών µεθόδων 

ΚΡΙΣΙΜΗ ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ ΕΝΟΤΗΤΑΣ
  Κανονισµός (ΕΚ) 852/2004 του Ευρωπαικού Κοινοβουλίου και του Συµβουλίου για την 

υγιεινή των τροφίµων

 Κανονισµός (ΕΚ) 882/2004 του Ευρωπαικού Κοινοβουλίου και του Συµβουλίου για την 

διεξαγωγή επίσηµου ελέγχου τροφίµων

	

  ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΙΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ
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…. Δηµιουργήσαµε ένα σύστηµα πριν 100 χρόνια που λειτουργεί και υπηρετεί το σκοπό 

του εντός των συνόρων….. Δεν δηµιουργήσαµε ένα σύστηµα για την παγκοσµιοποιηµένη 

αγορά…….»

EU Commisioner

1.1	

 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΡΟΦΙΜΩΝ ΓΙΑ ΘΕΜΑΤΑ 
ΤΟΞΙΚΟΛΟΓΙΑΣ

 Τα τελευταία χρόνια οι καταναλωτές έρχονται αντιµέτωποι µε µια σειρά διατροφικών 

κρίσεων οι οποίες καλύπτουν ένα ευρύ φάσµα προϊόντων και αναφέρονται σε µια 

πληθώρα διατροφικών κινδύνων και συνήθως ξεπερνούν τα στενά όρια µιας χώρας αλλά 

εξαπλώνονται µέσω της παγκοσµιοποιηµένης αγοράς. Εκτός όµως από τις διατροφικές 

κρίσεις και νέα θέµατα µας απασχολούν κυρίως στο επίπεδο της ασφάλειας των τροφίµων 

όπως η παρουσία αλλεργιογόνων ουσιών, τα πρόσθετα τροφίµων κ.α. Το σύνολο αυτών 

των παραγόντων κάνει επιτακτική τη δηµιουργία µηχανισµών ελέγχου και αξιολόγησης της 

επικινδυνότητας των τροφίµων. Ενδεικτικά αναφέρουµε ορισµένα από τα θέµατα ασφάλεια 

τροφίµων και δηµόσιας υγείας που έχουν απασχολήσει τις αρχές της Ευρωπαικής Ένωσης 

(Ε.Ε) : 

• Γενετικά Τροποποιηµένοι Οργανισµοί – GMOs (Genetically Modified Organisms)

• Σπογγώδης εγκεφαλοπάθεια – BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy)

• Ανάπτυξη αντοχής στα αντιβιοτικά (Antibiotic Resistance)

• Διοξίνες (Dioxins)

 Παράλληλα και µικρότερης έκτασης ή χαµηλότερου προφίλ, όχι όµως σηµασίας, 

θέµατα  µας έχουν απασχολήσει όπως για παράδειγµα :

• Μικροβιακής προέλευσης: Ζωονόσοι (Σαλµονέλα, Λιστέρια)

• Χηµικής προέλευσης: Περιβαλλοντικοί µολυντές (Βαρέα µέταλλα, υπολείµµατα 

φυτοπροστατευτικών ενώσεων, ραδιενεργές ουσίες κ.α.)
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 Τα θέµατα που αφορούν την ασφάλεια των τροφίµων συνήθως είναι πολύπλοκα, και 

εκτείνονται από την πρωτογενή παραγωγή µέχρι τον καταναλωτή. Ο προσδιορισµός του 

ρίσκου που εγκυµονούν για τον καταναλωτή είτε είναι δύσκολος είτε γίνεται µε σηµαντική 

καθυστέρηση. 

 Η ανάλυση των τροφίµων για την παρουσία τοξικών ενώσεων διαφέρει αρκετά από 

τις απλές χηµικές αναλύσεις. Οι ενώσεις µε τις οποίες ασχολούµαστε στην συγκεκριµένη 

περίπτωση είναι αυτές οι οποίες έχουν αρνητικές επιδράσεις στα ζώα και στον άνθρωπο. 

Στην περίπτωση της δηλητηρίασης από ένα τρόφιµο έχει ιδιαίτερη σηµασία να 

ανιχνεύσουµε την παρουσία της συγκεκριµένης ένωσης στο υπό µελέτη υπόστρωµα. Για 

το λόγο αυτό δυο βασικές διαδικασίες εφαρµόζονται κατά τη διάρκεια των οικείων 

εργαστηριακών αναλύσεων. Η µια αφόρα την ανίχνευση της τοξικής ουσίας και η άλλη την 

ποσοτικοποίηση της. 

 Τα τρόφιµα αποτελούν ένα πολύπλοκο µίγµα χηµικών ενώσεων το οποίο 

περιλαµβάνει ορισµένα βασικά συστατικά όπως λιπαρά, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, ίνες, 

υγρασία, µέταλλα, και ορισµένα συστατικά που µπορούµε να τα αποκαλέσουµε 

δευτερεύοντα και τα οποία περιλαµβάνουν φυσικές χηµικές ουσίες όπως αυτές που 

χρησιµοποιούνται για να επηρεάσουµε το άρωµα των τροφών, τη σταθερότητα τους, τη 

διάρκεια «ζωής» τους, τη µηχανική αντοχή και άλλες ιδιότητες των τροφίµων. Ορισµένα 

από αυτά τα στοιχεία προστίθενται στα τρόφιµα και για αυτό θα πρέπει να ελέγχονται 

νοµοθετικά σε ότι αφορά το είδος των ενώσεων αλλά και τις ποσότητες που προστίθενται. 

Ο νοµικός ορισµός του πρόσθετου τροφίµων περιλαµβάνει κάθε χηµική ένωση που 

υπάρχει στο τρόφιµο, συνήθως σε ελάχιστες ποσότητες, σε οποιαδήποτε στιγµή, είτε 

εκούσια προκειµένου να προσδώσουµε µια λειτουργικότητα ή ένα τεχνικό αποτέλεσµα είτε 

ακούσια ως συνέπεια της παραγωγικής διαδικασίας, της επεξεργασίας, της αποθήκευσης 

ή της συσκευασίας του. Αυτός ο ορισµός περικλείει και κάθε µορφής ακτινοβολία καθώς 

και οποιαδήποτε ουσία(όπως υπολείµµατα φυτοφαρµάκων, αντιβιοτικά και πρόσθετα 

ζωοτροφών για ζώα που χρησιµοποιούνται ως τροφή) η οποία αποµακρύνεται µε 

οποιοδήποτε τρόπο και δεν εµφανίζεται ή δεν ανιχνεύεται στο τελικό προϊόν ως 

αποτέλεσµα της επεξεργασίας.  

 Τα συνεχή κρούσµατα των τελευταίων ετών που σχετίζονται µε την ασφάλεια των 

τροφίµων και τα οποία ήταν αποτέλεσµα σκόπιµων ή µη ενεργειών είχαν ως αποτέλεσµα 

την έκθεση των καταναλωτών σε τοξικές ουσίες. Το γεγονός αυτό οδήγησε στην ανάπτυξη 

αναλυτικών µεθόδων (analytical tests), πολλές από τις οποίες καθορίζονται από 
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νοµοθεσίες, οδηγίες ή κανονισµούς. Η επικύρωση των µεθόδων  γίνεται από διάφορες 

αρχές όπως F.D.A (U.S Food and Drugs Administration), Association of Official Analytical 

Chemists (AOAC) κ.α. Για αρκετά από τα πρόσθετα τροφίµων, ακούσιας ή εκούσιας 

προσθήκης, οι αναλύσεις γίνονται σε επίπεδο ρουτίνας κατά τη διακίνηση φορτιών για 

εµπορικούς λόγους από κρατικούς και ιδιωτικούς φορείς. 

 Όλες οι αναλύσεις τροφίµων γίνονται µε απώτερο σκοπό την προστασία του 

καταναλωτή. Παρόλα αυτά όµως υπάρχουν αρκετά πιο άµεσα αίτια που επιβάλλουν την 

πραγµατοποίηση των ελέγχων και σχετίζονται τόσο µε τη νοµοθεσία όσο και µε θέµατα 

µάρκετινγκ. Οι µέθοδοι που επιλέγονται και χρησιµοποιούνται στηρίζονται στις 

καθορισµένες ανάγκες όσων εµπλέκονται στην παραγωγή και διακίνηση των τροφίµων και 

οι οποίες εντάσσονται στο γενικότερο πλαίσιο της προστασίας του καταναλωτή και της 

ποιότητας-ασφάλειας των τροφίµων.

 Οι εταιρείες που ασχολούνται µε την ανάπτυξη και εµπορία φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων, φαρµάκων για ζώα και προσθέτων τροφίµων είναι υποχρεωµένες να 

αναπτύσσουν µεθόδους ικανές να προσδιορίζουν ποσοτικά και ποιοτικά τις ενώσεις σε 

φυτικούς και ζωικούς ιστούς και γενικά σε προϊόντα που προορίζονται για διατροφή, καθώς 

και στο περιβάλλον. Η ανάπτυξη των µεθόδων είναι µια αρκετά δύσκολη διαδικασία καθώς 

απαιτεί τη δυνατότητα ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης όχι µόνο της αρχικής ένωσης αλλά 

και όλων των τοξικών προϊόντων µεταβολισµού  τόσο σε προϊόντα διατροφής όσο και στο 

περιβάλλον. Πολλοί από τους µεταβολίτες δεν είναι γνωστοί από την αρχή και η 

ανακάλυψη τους απαιτεί νέα προσαρµογή της αναλυτικής µεθόδου προσδιορισµού. Στα 

πειράµατα που γίνονται για την ανίχνευση της ένωσης και των µεταβολιτών συνήθως 

γίνεται εφαρµογή ραδιοπροσδιορισµού. Αφού ολοκληρωθούν οι διαδικασίες ελέγχου και 

επικύρωσης της µεθόδου τότε ακολουθεί η δηµοσίευση της σε έγκυρες πηγές 

πληροφόρησης όπως:

• Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists : 

Πρόκειται για εγχειρίδιο που περιέχει πληροφορίες για την ανάλυση φαρµακευτικών 

ουσιών, φυτοφαρµάκων, µετάλλων, βιταµινών, προσθέτων τροφίµων, φυσικών 

δηλητήριων, και άλλων χηµικών και µικροβιακών προσθέτων που συναντώνται σε 

τροφές. 

• Journal of the Association of Official Analytical Chemists  : Ανήκει στην ίδια θεµατική 

ενότητα µε το προηγούµενο εγχειρίδιο αλλά περιλαµβάνει τα αποτελέσµατα των 
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δοκιµών επικύρωσης καθώς και νέες µεθόδους που δεν έχουν ακόµη ενταχθεί στο 

προηγούµενο εγχειρίδιο. 

• Pesticide Analytical Manual : Οι τόµοι ΙΙ και ΙΙΙ περιέχουν λεπτοµερείς περιγραφές 

µεθόδων για όλα τα εγκεκριµένα φυτοπροστατευτικά προϊόντα, για όλα τα προϊόντα-

τρόφιµα που αναφέρονται στην ετικέτα του σκευάσµατος. Ο τόµος Ι περιλαµβάνει 

πολύυπολειµµατικές µεθόδους για αναλύσεις εξέτασης και ελέγχου εφαρµογής  

νοµοθεσίας καθώς και γενικές οδηγίες για την εκχύλιση και  καθαρισµό του δείγµατος 

κατά την εφαρµογή αέριας (GC) ή υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC).

• Journal of Agricultural and Food Chemistry : Δηµοσιεύεται από την American Chemical 

Society και περιλαµβάνει πρωτότυπα ερευνητικά άρθρα σε νέες µεθόδους  ανίχνευσης 

των υπό µελέτη ενώσεων. Επίσης πολλά άρθρα στο συγκεκριµένο περιοδικό 

περιγράφουν τις οδούς διάσπασης των ενώσεων κατά την πορεία του µεταβολισµού 

τους καθώς και τις ενώσεις που θα πρέπει να προσδιορίζονται µαζί µε την µητρική κατά 

την ανάλυση των δειγµάτων. 

1.2	

 ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ ΜΕΘΟΔΩΝ

 Οι περισσότεροι οργανισµοί που διεξάγουν ελέγχους, είτε ιδιωτικοί είτε δηµόσιοι, 

συνήθως κάνουν ελέγχους για ένα µεγάλο αριθµό τοξικών ουσιών σε ένα δείγµα και όχι για 

µια µόνο ουσία. Για αυτό το λόγο µέθοδοι που αφορούν την ανίχνευση µίας και µόνο 

ουσίας (SRMs, Single Residue Methods) δεν είναι κατάλληλες. Τις περισσότερες φορές 

γίνεται χρήση των πολυυπολλειµατικών µεθόδων (MRMs, Multiresidue Methods) οι οποίες 

έχουν τη δυνατότητα να ανιχνεύουν περισσότερες από µια ουσίες σε διάφορα είδη 

τροφίµων και είναι κατάλληλες για ελέγχους ρουτίνας σε µεγάλο αριθµό δειγµάτων και 

χαρακτηρίζονται από σύντοµο χρόνο ανάλυσης. 

 Συνήθως οι SRMs µέθοδοι επιλέγονται όταν πρόκειται για γνωστό δείγµα ή 

υποπτευόµαστε την ύπαρξη µιας συγκεκριµένης ένωσης. Επίσης χρησιµοποιούνται όταν 

υπάρχει µια συγκεκριµένη ανάγκη για ανίχνευση κάποιων ουσιών σε ένα τρόφιµο, όπως 

για παράδειγµα η ανίχνευση του aldicarb στα πεπόνια κατά τη δεκαετία του ’80. Οι 

πολυυπολειµµατικές µέθοδοι εφαρµόζονται όταν έχουµε δείγµα µε άγνωστο ιστορικό και 

καλούµαστε να απαντήσουµε στην ερώτηση «Υπάρχουν υπολε ίµµατα 

φυτοπροστατευτικών ενώσεων στο εξεταζόµενο δείγµα και εάν ναι ποια είναι και σε τι 
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επίπεδα?»  ΟΙ πολυυπολειµατικές µέθοδοι παρέχουν πληροφορίες για µεγαλύτερο εύρος 

χηµικών ουσιών από ότι οι SMRs στο ίδιο χρονικό διάστηµα και µε µικρότερη κατανάλωση 

ενέργειας. 

 Ανεξάρτητα το είδος της µεθόδου που εφαρµόζεται σε κάθε περίπτωση η αναλυτική 

µέθοδος προσδιορισµού των τοξικών ουσιών χαρακτηρίζεται από διακριτά στάδια ή 

διαδικασίες που απώτερο σκοπό έχουν τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό των υπό 

µελέτη ουσιών σε ένα σύνθετο υπόστρωµα όπως αυτό του τροφίµου. Το συγκεκριµένο 

υπόστρωµα µπορεί να περιέχει εκατοντάδες ή και χιλιάδες φυσικές ή συνθετικές ενώσεις 

προερχόµενες από ανθρώπινη δραστηριότητα οι οποίες αντιδρούν µε την προς ανάλυση 

ουσία, και των οποίων οι συγκεντρώσεις πολλές φορές είναι σηµαντικά µεγαλύτερες σε 

σύγκριση µε του ουσία που προσπαθούµε να ανιχνεύσουµε. Για το λόγο αυτό οι µέθοδοι 

σχεδιάζονται έτσι ώστε να λαµβάνουν υπόψη τους τις συγκεκριµένες φυσικές ιδιότητες των 

υπό µελέτη ουσιών όπως, πολικότητα, πτητικότητα, οπτικές καθώς και χηµικές ιδιότητες 

(αντίδραση, πολυπλοκότητα δοµής, χαρακτηριστικά καύσης) οι οποίες τις επιτρέπουν να 

ξεχωρίσουν από τις υπόλοιπες ουσίες του υποστρώµατος. Τα βήµατα που συναντάµε σε 

µια αναλυτική διαδικασία είναι τα ακόλουθα: 

• Εκχύλιση (Extraction) : Ουσιαστικά πρόκειται για την αποµάκρυνση της υπό µελέτη 

ουσίας από το υπόστρωµα. Η διαδικασία αυτή συνήθως γίνεται µε τη χρήση ενός 

οργανικού διαλύτη . Η αύξηση όµως της διαλυτότητας περιορίζει την 

αποτελεσµατικότητα της µεθόδου. 

• Καθαρισµός (cleanup) : Η αποµάκρυνση µη επιθυµητών προϊόντων εκχύλισης τα 

οποία επηρεάζουν την εφαρµογή της µεθόδου στη συνέχεια. 

• Μετατροπή (modification) : Η µετατροπή της υπό µελέτη ουσίας σε παράγωγο το οποίο 

διαχωρίζεται, ανιχνεύεται ή ποσοτικοποιείται πιο γρήγορα σε σχέση µε τη µητρική 

ένωση. Πρόκειται για ένα προαιρετικό στάδιο που µπορεί να εφαρµοστεί πριν η µετά 

τον καθαρισµό, ή µετά το στάδιο του διαχωρισµού σε ορισµένες περιπτώσεις. 

• Διαχωρισµός (Resolution) : Πρόκειται για το διαχωρισµό της προς ανίχνευση ουσίας 

από τις υπόλοιπες συνήθως µε τη χρήση µεθόδων αέριας χρωµατογραφίας, υγρής 

χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης ή χρωµατογραφία ιοντοαλλαγής.

•  Ανίχνευση (Detection) : Η επίτευξη απόκρισης από το όργανο ελέγχου που σχετίζεται 

µε την ποσότητα της προς ανίχνευση ουσίας.
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• Μέτρηση (Measurement) : Συσχετισµός της απόκρισης του οργάνου µε γνωστή 

απόκριση που προκύπτει από την µέτρηση συγκεκριµένης ποσότητας της προς µελέτη 

ουσίας. 

• Επιβεβαίωση (Confirmation) : Η βεβαιότητα ότι τα αποτελέσµατα είναι αξιόπιστα και 

ακριβή η οποία προκύπτει µε τη σύγκριση των αποτελεσµάτων από µια δεύτερη 

ανεξάρτητη µέθοδο. Τα τελευταία χρόνια η συγκεκριµένη απαίτηση γίνεται όλο και πιο 

έντονη καθώς οι διαδικασίες διασφάλισης της ποιότητας λειτουργίας του εργαστηριού 

δίνουν ιδιαίτερη έµφαση. 

1.3	

 ΠΟΙΟΤΙΚΕΣ ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗΣ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ 

ΜΕΘΟΔΩΝ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ ΚΑΙ ΣΥΓΧΡΟΝΕΣ ΤΑΣΕΙΣ

 Υπάρχουν διάφορες παράµετροι οι οποίες µπορούν να κρίνουν την καταλληλότητα 

µιας µεθόδου. Η ακρίβεια ή η συµφωνία ανάµεσα στην µετρούµενη και την πραγµατική 

τιµή συνήθως εκτιµάτε ελέγχοντας µια σειρά από «λευκά» (µη µολυσµένα ή καθαρά) 

δείγµατα τα οποία µολύνουµε µε γνωστές ποσότητες της προς ανάλυση ουσίας (ή ουσιών) 

και προσδιορίζοντας τη τιµή µέτρησης που λαµβάνουµε ως ποσοστό της αρχικής 

ποσότητας (Ποσότητα που ανακτήθηκε ÷ Ποσότητα που προστέθηκε Χ 100). Η 

επαναληψηµότητα συνήθως εκτιµάται ελέγχοντας σειρές δειγµάτων γνωστής 

συγκέντρωσης της προς µελέτη ουσίας. Η σχετική τυπική απόκλιση ή κάποια άλλη 

στατιστική παράµετρος χρησιµοποιείται για την αξιολόγηση των προαναφερόµενων 

παραµέτρων. 

 Άλλη µια χρήσιµη παράµετρος είναι το Όριο Ανίχνευσης (Limit of Detection, LOD) το 

οποίο ορίζεται ως η ελάχιστη συγκέντρωση της προς µελέτη ουσίας που µπορεί να 

προσδιοριστεί σε ικανοποιητικό επίπεδο εµπιστοσύνης σε µια συγκεκριµένη µέθοδο. Ο 

προσδιορισµός του γίνεται µε τη χρήση «λευκών» δειγµάτων. Το όριο ποσοτικού 

προσδιορισµού (Limit of Quantification, LOQ) χρησιµοποιείται ως η ελάχιστη τιµή 

συγκέντρωσης µια ένωσης που µπορεί να δώσει ένα εργαστήριο στα αποτελέσµατα του 

και είναι συνήθως αρκετά µεγαλύτερο από το LOD.  
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 Οι παράµετροι αξιολόγησης των µεθόδων έχουν ιδιαίτερη σηµασία στην εκτίµηση 

του ρίσκου προκειµένου να ληφθούν νοµοθετικές ή οικονοµικές αποφάσεις που σχετίζονται 

µε την οποιαδήποτε ουσία και την αλυσίδα διακίνησης ενός τροφίµου. Σηµαντικό ρόλο 

επίσης έχει και η εφαρµογή της Ορθής Εργαστηριακής Πρακτικής.

 Η ανάγκη για περισσότερα και πιο αξιόπιστα αναλυτικά δεδοµένα θα εξακολουθεί να 

δίνει ερεθίσµατα για βελτίωση των υπαρχόντων αναλυτικών τεχνικών ή την δηµιουργία 

νέων τουλάχιστο σε ότι αφορά τον τοµέα των τροφίµων. Η βελτίωση παραµέτρων όπως το 

LOD δεν αποτελεί πια τον πρωταρχικό στόχο καθώς τα σηµερινά όρια ανίχνευσης 

καλύπτουν επαρκώς τις ανάγκες για την εκτίµηση των πιθανών επιδράσεων των διαφόρων 

ουσιών που συναντάµε στα τρόφιµα στη δηµόσια υγεία. Μάλιστα στις περισσότερες 

περιπτώσεις τα όρια ανίχνευσης είναι πολύ χαµηλότερα από τις συγκεντρώσεις εκείνες 

που ενδέχεται να έχουν βιολογικά σηµαντική επίδραση στον οργανισµό. Το πιο πιθανό 

είναι τα επόµενα χρόνια οι βελτιώσεις στις αναλυτικές µεθόδους θα αφορούν στην 

βελτίωση του κόστους εφαρµογής της µεθόδου ή στην ευελιξία εφαρµογής της µεθόδου 

(π.χ. εφαρµογή στον αγρό) καθώς και στον επίπεδο των γνώσεων που θα πρέπει να έχει 

το άτοµο που την εφαρµόζει. 

 Ενώ τα υπολείµµατα φυτοφαρµάκων, τα πρόσθετα τροφίµων και τα κτηνιατρικά 

φάρµακα αποτελούν τις βασικές κατηγορίες στις οποίες παρατηρείται βελτίωση των 

αναλυτικών µεθόδων κυρίως λόγο της συνεχούς ανάγκης για ελέγχους, υπάρχουν και νέες 

οµάδες χηµικών που ενώ δεν θεωρούνται ως ενώσεις που προκύπτουν από την 

επεξεργασία των τροφίµων σχεδόν πάντα εµφανίζονται στα τρόφιµα. Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα αποτελεί η διφαινόλη Α (ΒΡΑ) η οποία συναντάται στον νερό όταν 

εµφιαλώνεται σε πολυκαρβονικές φιάλες.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΑ ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΩΝ 
ΕΝΩΣΕΩΝ ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ

ΣΤΟΧΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Οι στόχοι του συγκεκριµένου εργαστηρίου είναι οι ακόλουθοι :

1. Η εξοικιώση µε κρίσιµες παραµέτρους που αφορούν την ανάλυση τροφίµων για 

υπολείµµατα φυτοφαρµάκων

2. Η δυνατότητα αξιολόγησης αναλυτικών αποτελεσµάτων που αφορούν έλεγχο 

τροφίµων για υπολείµµατα φυτοφαρµάκων

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΕΠΙΠΕΔΩΝ 

ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΩΝ ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ

 Ποιες είναι οι βασικές κατηγορίες φτπ

Τι γνωρίζεται για τα Α.Ο.Κ

Τι χαρακτηριστικά έχουν τα προστατευτικά και τι τα διασυστηµατικά φτπ

Αναφέρατε δύο από τα σηµεία που καθορίζουν τη λήψη απόφασης για την 

καταλληλότητα η όχι µιας παρτίδας

Ποια είναι τα βασικά τµήµατα που απαρτίζουν έναν αέριο χρωµατογράφο και µια υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 

Ποια είναι η βασική αρχή που αφορά τον ποσοτικό προσδιορισµό των φτπ και υπό ποια 

προϋπόθεση ?

Πως σχηµατίζεται η καµπύλη αναφοράς και τι πληροφορίες µας δίνει? Με ποιους τρείς 

τρόπους µπορεί να σχηµατιστεί?

Τι γνωρίζεται για την ακρίβεια, την επαναληψιµότητα και την αξιοπιστία των αναλυτικών 

µετρήσεων για τον έλεγχο υπολειµµάτων φτπ 

ΚΡΙΣΙΜΗ ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ ΕΝΟΤΗΤΑΣ

Κανονισµός 396/2005/ΕΚ του Ευρωπαϊκού Κοινοβουλίου και του Συµβουλίου της 23ης 

Φεβρουαρίου 2005 για τα ανώτατα όρια καταλοίπων φυτοφαρµάκων στα τρόφιµα και τις 
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ζωοτροφές φυτικής και ζωικής προέλευσης και για την τροποποίηση της οδηγίας 91/414/

ΕΟΚ του Συµβουλίου 

Κανονισµός (ΕΚ) 299/2008 για τροποποίηση του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 396/2005 για τα 

ανώτατα όρια καταλοίπων φυτοφαρµάκων µέσα ή πάνω στα τρόφιµα και τις ζωοτροφές 

φυτικής και ζωικής προέλευσης, όσον αφορά τις εκτελεστικές αρµοδιότητες που 

ανατίθενται στην Επιτροπή

Οδηγία 91/414/ΕΟΚ του Συµβουλίου σχετικά µε τη διάθεση στην αγορά 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων 

Οδηγία 79/117/ΕΟΚ του Συµβουλίου περί απαγορεύσεως της θέσεως σε κυκλοφορία και 

της χρησιµοποιήσεως φυτοφαρµακευτικών προϊόντων που περιέχουν ορισµένες δραστικές 

ουσίες 

Οδηγία 2002/63/ΕΚ της Επιτροπής, για την καθιέρωση κοινοτικών µεθόδων 

δειγµατοληψίας για τον επίσηµο έλεγχο των υπολειµµάτων φυτοφαρµάκων µέσα και πάνω 

σε προϊόντα φυτικής και ζωικής προέλευσης και την κατάργηση της οδηγίας 79/700/ΕΟΚ.

2.1	

 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΑ ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΑ ΠΡΟΙΟΝΤΑ

 

 Τα προϊόντα που χρησιµοποιούνται για την προστασία των φυτών από τα 

φυτοπαράσιτα ονοµάζονται φυτοπροστατευτικά προϊόντα (plant protection products) (φ.π) 

ή φυτοφάρµακα (pesticides). Συγκεκριµένα και µε βάση τον ορισµό που περιγράφεται στην 

Οδηγία 91/414/ΕΟΚ  ως φυτοπροστατευτικά προϊόντα ορίζονται οι δραστικές ουσίες και τα 

σκευάσµατα τα οποία περιέχουν µία ή περισσότερες δραστικές ουσίες, προσφέρονται µε 

τη µορφή µε την οποία παραδίδονται στον χρήστη και προορίζονται: 

• να προστατεύουν τα φυτά ή τα φυτικά προϊόντα από κάθε είδους επιβλαβείς 

οργανισµούς ή να προλαµβάνουν τη δράση τους, εφόσον οι ουσίες ή τα σκευάσµατα 

αυτά δεν ορίζονται διαφορετικά παρακάτω, 

• να επηρεάζουν τις βιολογικές διεργασίες των φυτών, εκτός αν πρόκειται για θρεπτικές 

ουσίες (π.χ. ρυθµιστές αύξησης), 
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• να διατηρούν τα φυτικά προϊόντα, εκτός εάν πρόκειται για ουσίες ή προϊόντα που 

υπόκεινται σε ειδικές διατάξεις του Συµβουλίου ή της Επιτροπής σχετικά µε τα 

συντηρητικά, 

• να καταστρέφουν τα ανεπιθύµητα φυτά, ή

• να καταστρέφουν µέρη των φυτών, να επιβραδύνουν ή να παρεµποδίζουν την 

ανεπιθύµητη ανάπτυξη των φυτών.

 Συνεπώς τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα ανάλογα µε το είδος του φυτοπαράσιτου 

που επηρεάζουν ή τη δράση τους διακρίνονται σε: 

Μυκητοκτόνα (fungicides), Βακτηριοκτόνα (bactericides), Εντοµοκτόνα (insecticides), 

ΑΚαρεοκτόνα (acaricides), Νηµατοδωκτόνα (nematicides), Ζιζανιοκτόνα (herbicides), 

Τρωκτικοκτόνα (rodenticides), Κοχλιολειµακοκτόνα (molluscicides), Απολυµαντικά 

(disinfectants) ή υποκαπνιστικά (fumigants) και Απωθητικά (repellents).

 Επιπλέον στα φυτοπροστατευτικά προϊόντα υπάγονται και οι φυτορυθµιστικές 

ουσίες (plant growth regulators) ή φυτοορµόνες (plant hormones) που σε µικρές 

συγκεντρώσεις επηρεάζουν βασικές φυσιολογικές λειτουργίες των φυτών και 

χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της αύξησης και ανάπτυξης τους. Επίσης στα 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα υπάγονται και τα βιοφυτοφάρµακα (biopesticides)που έχουν 

ως δραστικό συστατικό κάποιο µικροοργανισµό (µύκητες, βακτήρια, ιοί) καθώς και 

παρασιτοειδή και αρπακτικά των ζωικών εχθρών.   

 Με βάση τον 721/77 ως υπόλειµµα γεωργικού φαρµάκου οριζόταν η µετά την 

εφαρµογή του γεωργικού φαρµάκου παραµένουσα επί ή εντός του φυτού φερόµενου προς 

κατανάλωση, ποσότητα δρώντος συστατικού ή και των επιβλαβών προϊόντων 

αποικοδόµησης του και γενικώς χηµικής µετατροπής. Ο 721 περιόριζε τον ορισµό και 

αναφερόταν µόνο στα προϊόντα φυτικής προέλευσης που διατίθενται προς κατανάλωση. 

Σήµερα όµως είναι αποδεκτό ότι ποσότητες γεωργικών ενώσεων διαχέονται στο 

περιβάλλον κατά τη χρήση τους ή και αργότερα και προσλαµβάνονται από τους 

υπόλοιπους ζωικούς και φυτικούς οργανισµούς. 

 Με βάση λοιπόν κανονισµό 396/2005/ΕΚ και µε όσα αναφέρονται στην Οδηγία 

91/414/ΕΟΚ  η οποία αντικατέστησε τον 721/77 ως κατάλοιπα φυτοφαρµάκων ορίζονται τα 

κατάλοιπα συµπεριλαµβανοµένων των δραστικών ουσιών, των µεταβολιτών ή/και των 

προϊόντων αποδόµησης  ή αντίδρασης δραστικών ουσιών που χρησιµοποιούνται ή έχουν 
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χρησιµοποιηθεί σε φυτοπροστατευτικά προϊόντα, τα οποία υπάρχουν εντός ή επί των 

προϊόντων που περιλαµβάνονται στο παράρτηµα Ι του οικείου κανονισµού, 

συµπεριλαµβανοµένων ιδίως εκείνων τα οποία ενδέχεται να προκύψουν από τη χρήση 

τους για φυτοπροστασία, στην κτηνιατρική και ως βιοκτόνων. 

 Ως ανώτατο όριο κατάλοιπων ορίζεται το ανώτατο νόµιµο όριο συγκέντρωσης 

καταλοίπου φυτοφαρµάκου εντός ή επί τροφίµων ή ζωοτροφών το οποίο ορίζεται 

σύµφωνα µε τον Κανονισµό 396/2005/ΕΚ και βασίζεται στην ΟΓΠ (Ορθή Γεωργική 

Πρακτική) και τη χαµηλότερη απαιτούµενη έκθεση του καταναλωτή για την προστασία των 

ευαίσθητων καταναλωτών. Στην συνέχεια θα αναπτυχθούν οι βασικές αρχές χηµικού 

ελέγχου των γεωργικών φαρµάκων και ειδικότερα θα γίνει αναφορά σε χηµικές µεθόδους 

που εφαρµόζονται για τον προσδιορισµό κυρίως σε υποστρώµατα φυτικής προέλευσης. 

2.2	

 ΒΑΣΙΚΕΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΩΝ 

 Τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα θα πρέπει να πληρούν ένα αριθµό επιθυµητών 

ιδιοτήτων ως προς τη βιολογική δράση, την εφαρµογή, την τοξικολογία για το χρήστη και 

τον καταναλωτή και τους άλλους οργανισµούς µη στόχους, αλλά και για την κίνηση και  

συµπεριφορά στο περιβάλλον. Το φυτοφάρµακο πρέπει να επιτυγχάνει αποτελεσµατική 

καταπολέµηση σε µικρές συγκεντρώσεις, να µην είναι φυτοτοξικό, να µην επηρεάζει τους 

άλλους οργανισµούς του οικοσυστήµατος, να µη ρυπαίνει το περιβάλλον και να µην 

αποτελεί κίνδυνο για την υγεία και την ασφάλεια του ανθρώπου. Δύο από τις 

σηµαντικότερες ιδιότητες ενός φυτοφαρµάκου από τις οποίες εξαρτάται η βιολογική και 

τοξικολογική συµπεριφορά του είναι η εκλεκτική τοξικότητα και η ικανότητα πρόσληψης και 

µετακίνησης στα φυτά. 

2.2.1	

 ΕΚΛΕΚΤΙΚΗ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ

 Η αναγνώριση ενώσεων που να είναι τοξικές σε ένα οργανισµό ή µια κατηγορία 

οργανισµών δεν είναι ιδιαίτερα δύσκολη. Η δυσκολία είναι στην αναγνώριση της εκλεκτικής 

τοξικότητας, µε την οποία θα επιτύχουµε θανάτωση ή παρεµπόδιση του παρασίτου µε 

συγκέντρωση του φυτοφαρµάκου που δεν θα έχει δυσµενείς επιδράσεις στο 

καλλιεργούµενο φυτό, ή σε άλλους οργανισµούς,  που εκτεθούν στην επίδραση του. Η 

εκλεκτική τοξικότητα είναι επιθυµητή, όχι µόνο για να µειωθούν στο ελάχιστο οι κίνδυνοι 
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φυτοτοξικότητας, αλλά και να αποφευχθούν οι δυσµενείς επιδράσεις της εφαρµογής του 

φαρµάκου σε άλλες µορφές ζωής και η διατάραξη της βιολογικής ισορροπίας. Από την 

άποψη αυτή το ιδεώδες φάρµακο θα πρέπει να έχει πολύ µικρό φάσµα δράσης, να είναι 

δηλαδή τοξικό µόνο σε ένα µικρό αριθµό ειδών µιας κατηγορίας οργανισµών. Βεβαίως 

φάρµακα µε πολύ µικρό φάσµα δράσης έχουν µικρότερο εµπορικό ενδιαφέρον, γιατί 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν µόνο σε ένα αριθµό περιπτώσεων και αφού προηγουµένως 

έχει γίνει ασφαλής προσδιορισµός του παράσιτου. 

 Στις περισσότερες περιπτώσεις τα φυτοφάρµακα που χρησιµοποιούµε 

παρεµποδίζουν συστήµατα, που υπάρχουν και έχουν σηµασία και για το φυτοπαράσιτο και 

για τον ξενιστή, αλλά µε επιλογή τέτοια ώστε ο παρεµποδιστής να έχει πολύ µεγαλύτερη 

συγγένεια για το σύστηµα του παρασίτου. Στην περίπτωση των ζιζανίων το 

καλλιεργούµενο είδος και το φυτοπαράσιτο είναι φυτικοί οργανισµοί και κατά συνέπεια είναι 

πολύ δύσκολο να έχουµε εκλεκτική τοξικότητα µε δράση σε ένζυµα-στόχους που υπάρχουν 

στο ζιζάνιο αλλά δεν υπάρχουν στο καλλιεργούµενο φυτό. Η εκλεκτική καταπολέµηση των 

ζιζανίων στηρίζεται σε άλλους µηχανισµούς, όπως το κατάλληλο βάθος εφαρµογής, ο 

διαφορετικός τρόπος φυτρώµατος, ο χρόνος εφαρµογής, η προστασία του 

καλλιεργούµενου φυτού µε αντιφυτοτοξικούς παράγοντες, αλλά και οι βιοχηµικές ή 

φυσιολογικές διαφορές µεταξύ ζιζανίου και καλλιέργειας. 

 Ο βαθµός εκλεκτικής τοξικότητας στο υποκυτταρικό επίπεδο συνδέεται άµεσα τόσο 

µε την εκλεκτική τοξικότητα σε επίπεδο οργανισµού, όσο και µε την αποτελεσµατικότητα 

των χηµικών ενώσεων. Κατά κανόνα µόρια µε µικρή εκλεκτικότητα αντιδρούν µε 

περισσότερα από ένα κυτταρικά συστατικά, όταν βρεθούν στο εσωτερικό του κυττάρου και 

παρεµποδίζουν περισσότερες από µια κυτταρικές διεργασίες. Τα φάρµακα µικρής 

εκλεκτικής τοξικότητας έχουν κατά κανόνα µικρή αποτελεσµατικότητα αφού ο αριθµός των 

µορίων φαρµάκου που απαιτείται για αποτελεσµατική δράση, σε ένα συγκεκριµένο ποσό 

πρωτοπλάσµατος, είναι αντιστρόφως ανάλογος του βαθµού εκλεκτικότητας της ένωσης. Τα 

εκλεκτικά βέβαια απαιτούν προσοχή στη διαχείριση της ανθεκτικότητας. 

2.2.2	

 ΠΡΟΣΛΗΨΗ ΤΩΝ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΩΝ ΑΠΟ ΤΑ ΦΥΤΑ

 Η ικανότητα κίνησης διαµέσου της επιδερµίδας των φύλλων είναι ο κύριος 

παράγοντας που προσδιορίζει την αποτελεσµατικότητα των φυτοπροστατευτικών 
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προϊόντων στην περίπτωση που εφαρµόζονται µε ψεκασµούς φυλλώµατος. Οι κηροί που 

βρίσκονται εξωτερικό τµήµα της επιδερµίδας αποτελούν το σηµαντικότερο φραγµό για την 

είσοδο των φυτοφαρµάκων στο εσωτερικό του φύλου. Μελέτες έχουν δείξει ότι η είσοδος 

είναι πολύ µεγαλύτερη από την κάτω επιφάνεια των φύλλων, προφανώς λόγω του 

µεγαλύτερου αριθµού στοµατίων. Κατά συνέπεια παράγοντες που ρυθµίζουν το άνοιγµα 

των στοµατίων, όπως το φώς, η σχετική υγρασία, η θερµοκρασία, η συγκέντρωση CO2 και 

η συσσώρευση φωτοσυνθετικών προϊόντων, επηρεάζουν και την είσοδο των 

φυτοφαρµάκων. Για το λόγο αυτό το καλοκαίρι οι ψεκασµοί δεν πρέπει να γίνονται τις 

µεσηµεριανές ώρες που τα στοµάτια των φύλλων είναι κλειστά. Άλλοι σηµαντικοί 

παράγοντες είναι η διαλυτότητα των φυτοφαρµάκων στο νερό και η µορφή τυποποίησης. 

Έχει αποδειχθεί ότι τα σκευάσµατα σε µορφή γαλακτωµατοποιήσιµου συµπυκνώµατος και 

ελαιώδους αιωρήµατος αυξάνουν κατά πολύ τη δια-επιδερµική κίνηση και έχουν παίξει 

σηµαντικό ρόλο στην επιτυχία των διασυστηµατικών, σε αντίθεση µε τα προστατευτικά που 

τυποποιούνται περισσότερο ως βρέξιµη σκόνη.

 

2.2.3	

 ΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΑ ΚΑΙ ΔΙΑΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΑ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ

 Τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα από την άποψη της ικανότητας κίνησης εντός των 

φυτών διακρίνονται σε προστατευτικά και διασυστηµατικά. Προστατευτικά χαρακτηρίζονται 

εκείνα που δεν εισέρχονται και δεν κυκλοφορούν (τουλάχιστο σε σηµαντικό βαθµό) στο 

εσωτερικό των φυτικών οργάνων και που προστατεύουν µόνο το µέρος του φυτικού 

σώµατος επί του οποίου έχουν εναποτεθεί. Η πρόσληψη τους από τα φυτά είναι σχεδόν 

αµελητέα και χρησιµοποιούνται µόνο σε προληπτικές επεµβάσεις. 

 Η νέα βλάστηση είναι ευπρόσβλητη όσο καλά και εάν έχουν καλυφθεί τα 

παλαιότερα όργανα του φυτού. Κατά συνέπεια, ο καθορισµός του κατάλληλου χρόνου 

εφαρµογής τους είναι ιδιαίτερα σηµαντικός, γιατί εάν η επέµβαση γίνει πολύ µετά ή πολύ 

πριν την επαφή του φυτοπαράσιτου µε τον ξενιστή έχουµε τον κίνδυνο να µην υπάρχει το 

φάρµακο σε συγκέντρωση ικανή για την προστασία του ξενιστή. 

 Τα διασυστηµατικά, αντιθέτως, φυτοπροστατευτικά προϊόντα έχουν την ικανότητα να 

εισέρχονται και να κυκλοφορούν µέσα στους φυτικούς ιστούς και να µεταφέρονται σε άλλα 

όργανα του φυτού. Έτσι ένα φυτοφάρµακο για να είναι διασυστηµατικό θα πρέπει: α) να 

παρουσιάζει κατάλληλη λιπόφιλη και υδρόφιλη ισορροπία, ώστε να µπορεί να εισέρχεται 
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(λιπόφιλες ιδιότητες) δια µέσου των λιπόφιλων στοιβάδων των ιστών (κηροί, εφυµενίδα) 

και να µετακινείται (υδρόφιλες ιδιότητες) εντός των φυτών β) να παρουσιάζει εκλεκτική 

τοξικότητα στο υποκυτταρικό επίπεδο, ώστε να µην προκαλεί φυτοτοξικότητα και  γ) να µη 

διασπάται γρήγορα εντός των φυτικών ιστών, δηλαδή να έχει ικανοποιητική υπολειµµατική 

διάρκεια.

2.3	

 ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ ΓΙΑ ΕΛΕΓΧΟ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΩΝ 

ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΩΝ ΠΡΟΙΝΤΩΝ

 Οι βασικοί κανόνες, οι αρχές και γενικότερα οι κατευθύνσεις που θα πρέπει να 

τηρηθούν κατά τη δειγµατοληψία για έλεγχο υπολειµµάτων φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων περιγράφονται στην  Οδηγία  2002/63/ΕΚ. Βασικός στόχος όλων των 

διαδικασιών δειγµατοληψίας είναι η λήψη ενός αντιπροσωπευτικού δείγµατος από µια 

προς ανάλυση παρτίδα. Επίσης θα πρέπει να ληφθεί και επαρκής ποσότητα προκειµένου 

το δείγµα να είναι και αξιόπιστο. 

 Τα κοινοτικά ΑΟΚ βασίζονται σε στοιχεία της ορθής γεωργικής πρακτικής και τα 

ακατέργαστα προϊόντα, καθώς και τρόφιµα που προέρχονται από αυτά, τα οποία τηρούν 

ΑΟΚ ως τοξικολογικά αποδεκτά. Στα γαλακτοκοµικά προϊόντα ή στα προϊόντα αυγών 

λαµβάνεται υπόψη το µέγιστο επίπεδο που αναµένεται να υπάρχει σε ένα σύνθετο δείγµα, 

το οποίο προέρχεται από πολλές µονάδες του επεξεργασµένου προϊόντος και νοείται ότι 

αντιπροσωπεύει το µέσο επίπεδο υπολειµµάτων σε µια παρτίδα. Στον καθορισµό ΑΟΥ για 

το κρέας και τα πουλερικά λαµβάνεται υπόψη το µέγιστο επίπεδο που αναµένεται να 

υπάρχει στους ιστούς µεµονωµένων ζώων ή πτηνών µετά από επεξεργασία τους. Κατά 

συνέπεια, τα ΑΟΥ για το κρέας και τα πουλερικά έχουν εφαρµογή σε συνολικό δείγµα 

προερχόµενο από ένα µεµονωµένο πρωταρχικό δείγµα, ενώ τα ΑΟΥ για τα φυτικά, 

γαλακτοκοµικά και τα προϊόντα αυγών έχουν εφαρµογή σε σύνθετο συνολικό δείγµα 

προερχόµενο από ένα έως δέκα πρωταρχικά δείγµατα. 

 Κρίσιµη παράµετρος σε κάθε περίπτωση για την σωστή οργάνωση της 

δειγµατοληψίας είναι να γνωρίζουµε το σκοπό της ανάλυσης και ειδικά το ερώτηµα στο 

οποίου καλούµαστε να απαντήσουµε. Ο πλέον συνήθης λόγος είναι ο έλεγχος 

υπολειµµάτων σε τρόφιµα προκειµένου να γνωρίζουµε τι ουσίες υπάρχουν σε ένα δείγµα 

και σε τι επίπεδα, έτσι ώστε να µπορούµε να αποφανθούµε για την καταλληλότητα του. 
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Στην προκειµένη περίπτωση η δειγµατοληψία θα πρέπει να είναι τυχαιοποιηµένη. 

Συγκεκριµένα θα λαµβάνουµε τυχαία ένα προκαθορισµένο αριθµό υποδειγµάτων από το 

σύνολο της ελεγχόµενης παρτίδας. Στη συνέχεια τα υποδείγµατα τα ενώνουµε 

προκειµένου να συντεθεί το τελικό δείγµα που θα φτάσει στο εργαστήριο για ανάλυση. 

 Μια ορθή διαδικασία για έλεγχο ΑΟΚ περιλαµβάνει τα ακόλουθα στάδια: 

• Προφυλάξεις : Σε όλη τη διάρκεια της δειγµατοληψίας θα πρέπει να παρεµποδίζεται η 

τυχόν µόλυνση ή φθορά των δειγµάτων καθώς µπορεί να επηρεαστούν τα αναλυτικά 

αποτελέσµατα. 

• Συγκέντρωση πρωταρχικών δειγµάτων: Με βάση την οικία οδηγία δειγµατοληψίας θα 

πρέπει να γνωρίζουµε εκ των προτέρων των ελάχιστο αριθµό πρωταρχικών δειγµάτων 

που θα πρέπει να λαµβάνονται από µια προς έλεγχο παρτίδα. Η λήψη των δειγµάτων 

θα πρέπει να είναι τυχαία και η ποσότητα τους επαρκής

• Ετοιµασία του συνολικού δείγµατος: Ανάλογα µε τη φύση του δείγµατος και όπου αυτό 

επιτρέπεται γίνεται ανάµιξη των πρωταρχικών δειγµάτων για το σχηµατισµό του 

συνολικού δείγµατος. Στις περιπτώσεις που κάτι τέτοιο δεν είναι εφικτό θα πρέπει να 

ακολουθούνται οι οδηγίες που περιγράφονται στον οικείο κανονισµό. 

• Ετοιµασία εργαστηριακού δείγµατος: Στις περιπτώσεις που το συνολικό δείγµα είναι 

µεγαλύτερο από τις απαιτήσεις του εργαστηριακού δείγµατος τότε θα πρέπει να 

διαιρείται ώστε να λαµβάνεται ένα αντιπροσωπευτικό δείγµα. Αναλόγως την περίπτωση 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί όργανο δειγµατοληψίας, να γίνει τεµαχισµός σε τέταρτα ή 

άλλη κατάλληλη µέθοδος µείωσης µεγέθους. Προσοχή θα πρέπει να δίνεται στις 

περιπτώσεις που δεν επιτρέπεται ο τεµαχισµός των δειγµάτων 

• Πρωτόκολλο δειγµατοληψίας: Σε κάθε περίπτωση ο υπεύθυνος της δειγµατοληψίας θα 

πρέπει να καταγράφει το είδος και τη προέλευση της παρτίδας, τον κάτοχο, 

προµηθευτή ή φορέα, την ηµεροµηνία και τόπο δειγµατοληψίας και κάθε άλλη σχετική 

πληροφορία. Σε περίπτωση που υπάρχει οποιαδήποτε απόκλιση από τα 

περιγραφόµενα στην οδηγία δειγµατοληψίας αυτό θα πρέπει να περιγράφεται.  

Απαραίτητη είναι η λήψη επαναληπτικού δείγµατος µε τους ίδιους κανόνες. Σε κάθε 

περίπτωση αντίγραφο του πρωτόκολλου δειγµατοληψίας θα πρέπει να δίνεται στους 

ελεγχόµενους
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• Συσκευασία και διαβίβαση δείγµατος: Τα δείγµατα που αποστέλλονται στο εργαστήριο 

θα πρέπει να τοποθετούνται σε καθαρούς και αδρανείς περιέκτες οι οποίοι πρέπει να 

τα προστατεύουν από µολύνσεις, φθορές ή διαφυγές. Στη συνέχεια ακολουθεί το 

σφράγισµα του περιέκτη, η σήµανση και η επισύναψη του πρωτόκολλου 

δειγµατοληψίας. Η παράδοση του δείγµατος θα πρέπει να γίνεται το συντοµότερο 

δυνατό, ενώ κατά τη µεταφορά θα πρέπει να λαµβάνεται µέριµνα για την αποφυγή 

τυχόν αλλοιώσεων. 

• Παρασκευή αναλυτικού δείγµατος: Από τη στιγµή που το δείγµα εισέρχεται στο 

εργαστήριο θα πρέπει να λαµβάνει ένα κωδικό, µοναδικό για το κάθε ένα, που θα 

αφορά το εργαστήριο. Ο κωδικός αυτός θα συνοδεύει και το αναλυτικό δείγµα που θα 

προκύψει. Σε περίπτωση που υπάρχουν µέρη του δείγµατος τα οποία δεν 

υποβάλλονται σε ανάλυση θα πρέπει να υπάρχει γίνεται καταγραφή του βάρους τους. 

• Προετοιµασία και αποθήκευση αναλυτικής ποσότητας: Αφού γίνει η οµογενοποίηση του 

αρχικού δείγµατος λαµβάνεται η αναλυτική ποσότητα το µέγεθος της οποίας 

καθορίζεται από την αναλυτική µέθοδο και την αποδοτικότητα της οµογενοποίησης. Σε 

κάθε περίπτωση θα πρέπει να γίνεται έλεγχος για την επίδραση των διαφόρων 

συνθηκών στο εργαστήριο και όπου κρίνεται αναγκαίο να λαµβάνονται τα αναγκαία 

µέτρα.

 Τα αναλυτικά αποτελέσµατα θα πρέπει να προέρχονται από ένα ή περισσότερα 

εργαστηριακά δείγµατα ληφθέντα από τη παρτίδα και παραληφθέντα σε καλή κατάσταση 

για ανάλυση. Τα αποτελέσµατα πρέπει να υποστηρίζονται από αποδεκτά δεδοµένα 

ποιοτικού ελέγχου. Όταν κάποια υπολείµµατα διαπιστώνεται ότι υπερβαίνουν ένα ΑΟΚ, θα 

πρέπει να επιβεβαιώνεται η ταυτότητα των υπολειµµάτων και η συγκέντρωσή τους να 

επαληθεύεται µε ανάλυση µιας ή περισσοτέρων πρόσθετων αναλυτικών ποσοτήτων 

προερχόµενων από το αρχικό εργαστηριακό δείγµα ή δείγµατα. Το ΑΟΚ έχει εφαρµογή στο 

συνολικό δείγµα. Η παρτίδα θεωρείται ότι συµµορφώνεται µε το ΑΟΚ όταν το ή τα 

αναλυτικά αποτελέσµατα δεν υπερβαίνουν το ΑΟΚ. Όταν τα αποτελέσµατα για το συνολικό 

δείγµα υπερβαίνουν το ΑΟΥ, στην απόφαση σχετικά µε τη µη συµµόρφωση της παρτίδας 

πρέπει να λαµβάνονται υπόψη: 

i) τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν από ένα ή περισσότερα, αναλόγως, εργαστηριακά 

δείγµατα, και
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ii) η ορθότητα και ακρίβεια της ανάλυσης, όπως υποδεικνύεται από τα δεδοµένα του 

υποστηρικτικού ποιοτικού ελέγχου

2.4	

 ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ ΕΛΕΓΧΟΥ ΓΙΑ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΑ 

ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΩΝ

2.4.1	

 ΧΡΗΣΙΜΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΑΕΡΙΑΣ ΚΑΙ ΥΓΡΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ

2.4.1.1	

ΑΡΧΕΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ ΑΕΡΙΑΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ

 Η τεχνικής της αέριας χρωµατογραφίας αναπτύχθηκε για πρώτη φορά το 1952 από 

τους James και Martin και έκτοτε αποτελεί µια από τις πλέον χρησιµοποιούµενες τεχνικές 

διαχωρισµού στον κλάδο της αναλυτικής χηµείας. Με την εξέλιξη της τεχνικής κατά τα 

τελευταία χρόνια καλύπτεται ένα ευρύτατο µέρος των αναλυτικών αναγκών όπως η 

ανίχνευση και ταυτοποίηση ουσιών, ο ποσοτικός προσδιορισµός σε επίπεδο 

ιχνοανάλυσης, ο προσδιορισµός µεγάλου αριθµού ουσιών σε δείγµα, ο διαχωρισµός 

ουσιών µε µικρές διαφορές χηµικών και φυσικοχηµικών ιδιοτήτων κ.α.. Η αέρια 

χρωµατογραφία χρησιµοποιείται σήµερα για τον προσδιορισµό µεγάλου αριθµού ουσιών 

σε ποικιλία δειγµάτων που αφορούν το σύνολο των εφαρµοσµένων κλάδων της χηµείας 

όπως τη χηµεία τροφίµων. 

 Η αέρια χρωµατογραφία βασίζεται στο διαχωρισµό των ουσιών µεταξύ µιας αέριας 

χηµικά αδρανούς φάσης (φέρον αέριο) και µιας στατικής φάσης η οποία µπορεί να είναι 

στερεά (αέρια – στερεά χρωµατογραφία) ή υγρή ακινητοποιηµένη σε αδρανή φορέα (αέρια 

– υγρή χρωµατογραφία). Η βασική απαίτηση της τεχνικής είναι η πτητικότητα και η θερµική 

σταθερότητα των προς προσδιορισµό ουσιών ή παραγώγων τους έτσι ώστε µε κατάλληλη 

ρύθµιση της θερµοκρασίας να καθίστανται αέριες χωρίς να επέρχεται θερµική διάσπαση. Η 

θερµική σταθερότητα των προσδιοριζόµενων ουσιών και του υλικού της στήλης αποτελούν 

το βασικό περιοριστικό παράγοντα της τεχνικής. 

 Το φέρον αέριο πρέπει να είναι αδρανές και ελεύθερο άλλων ουσιών. Η επιλογή του 

φέροντος αερίου βασίζεται κυρίως στο είδος του χρησιµοποιούµενου ανιχνευτή µε τον 

οποίο πρέπει να είναι συµβατό καθώς επίσης και στη χρησιµοποιούµενη µέθοδο. Η 
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στατική στερεά ή υγρή φάση είναι τοποθετηµένη εντός της χρωµατογραφικής στήλη. Η 

στήλη χαρακτηρίζεται ως η καρδιά ενός χρωµατογράφου. 

 Για την ορθή εφαρµογή της µεθόδου χρήσιµο θα είναι να γνωρίζουµε στοιχεία όπως 

το είδος του δείγµατος, τις προς προσδιορισµό ουσίες, την περιοχή εντός της οποίας 

αναµένεται η ποσότητα των ουσιών, πιθανές προσµίξεις κ.α.. Βάσει των στοιχείων αυτών 

θα πραγµατοποιηθεί η επιλογή της στήλης, του φέροντος αερίου, του συστήµατος 

εισαγωγής δείγµατος, και του ανιχνευτή. Στη συνέχεια γίνεται επιλογή των 

χρωµατογραφικών συνθηκών όπως η θερµοκρασία φούρνου, η ροή του φέροντος αερίου, 

η θερµοκρασία του εισαγωγέα και του ανιχνευτή, ο εναίσιµος όγκος δείγµατος κ.λ.π.. Η 

βελτιστοποίηση των χρωµατογραφικών συνθηκών αποσκοπεί στον ικανοποιητικό 

διαχωρισµό των ουσιών, τη λήψη συµµετρικών κορυφών, την επίτευξη ικανοποιητικών 

ορίων ανίχνευσης, τη µείωση του χρόνου ανάλυσης κ.α.. 

 Κατά τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί διάφορες τεχνικές και µέθοδοι που 

αποσκοπούν στη βελτίωση και επέκταση των δυνατοτήτων που παρέχονται από την 

τεχνική της αέριας χρωµατογραφίας π.χ. η σύζευξη τεχνικών όπως η αέρια 

χρωµατογραφία µε ανιχνευτή φασµατογραφία µάζας. Η κύρια λειτουργία ενός 

χρωµατογράφου είναι να παρέχει τις απαιτούµενες από τη στήλη συνθήκες προκειµένου 

να επιτευχθεί ο διαχωρισµός των ουσιών χωρίς να µειώνεται η απόδοση της στήλης. 

Ένας τυπικός χρωµατογράφος περιλαµβάνει :

• Σύστηµα ρύθµισης ροής των απαιτούµενων αερίων

• Σύστηµα εισαγωγής δείγµατος στο οποίο πραγµατοποιείται η εξαέρωση του δείγµατος 

και η ανάµιξη του µε το φέρον αέριο πριν την εισαγωγή στη στήλη

• Θερµοστατούµενος φούρνος που παρέχει µε ιδιαίτερη ακρίβεια τις απαιτούµενες από 

την περιεχόµενη στήλη θερµοκρασιακές συνθήκες

• Σε σειρά συνδεδεµένο ενισχυτή

• Σύστηµα µετατροπής, καταγραφής και επεξεργασίας του εξαγόµενου από τον 

ανιχνευτή σήµατος. 

 Συνδεδεµένες στο χρωµατογράφο βρίσκονται οι φιάλες των αερίων. Τα αέρια πριν 

από την εισαγωγή τους στο σύστηµα διέρχονται από σύστηµα καθαρισµού για την 

αποµάκρυνση της υγρασίας, µικρού µοριακού βάρους υδρογονανθράκων και του 
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οξυγόνου. Η παρουσία οξυγόνου στο φέρον αέριο συντελεί στη µείωση της διάρκειας ζωής 

των ανιχνευτών θερµικής αγωγιµότητας (TCD), στην εµφάνιση ασταθούς σήµατος 

γραµµής στους ανιχνευτές σύλληψης ηλεκτρονίων και στην οξείδωση της στατικής φάσης 

γεγονός ιδιαίτερα σηµαντικό προκειµένου για τριχοειδής στήλες όπου η ποσότητα της 

στατικής φάσης είναι πολύ µικρή. Επίσης πρέπει να διασφαλίζεται η απουσία υγρασίας 

διότι µπορεί να προκαλέσει απενεργοποίηση της στατικής φάσης κυρίως στην αέρια-

στερεή χρωµατογραφία. Ο ικανοποιητικός καθαρισµός των αερίων αποτελεί σε αρκετές 

περιπτώσεις πρόβληµα καθώς συστήµατα καθαρισµού που χρησιµοποιούν πλαστικό 

στέλεχος και ελαστικούς συνδέσµους µπορεί να οδηγήσουν σε επιµολύνσεις των καθαρών 

αερίων λόγω της διαπερατότητας τους από τον ατµοσφαιρικό αέρα. Για το λόγο αυτό είναι 

προτιµότερα τα συστήµατα που διαθέτουν µεταλλικό ή υάλινο στέλεχος και µεταλλικούς 

συνδέσµους. Στην πράξη τα συχνότερα χρησιµοποιούµενα αέρια είναι το ήλιο, το 

υδρογόνο, το άζωτο και το αργό. Το υδρογόνο µειονεκτεί στο ότι είναι εύφλεκτο και το ήλιο 

στο υψηλό του κόστος ενώ και τα δύο έχουν µεγάλο συντελεστή θερµικής αγωγιµότητας 

και µικρή πυκνότητα γεγονός που επιτρέπει µεγάλες ταχύτητες ροής. 

 Η στήλη όπως έχει ήδη αναφερθεί αποτελεί το σηµαντικότερο τµήµα ενός 

χρωµατογράφου και από την ορθή επιλογή και χρήση της εξαρτάται και η επιτυχία του 

επιδιωκόµενου διαχωρισµού. Οι στήλες εκτός από το υλικό από το οποίο είναι 

κατασκευασµένες ταξινοµούνται και βάσει άλλων παραµέτρων όπως η εσωτερική τους 

διάµετρος, ο τρόπος ακινητοποίησης της στατικής φάσης και το είδος του υλικού 

πληρώσεως. Όσον αφορά την εσωτερική διάµετρο των στηλών αυτές διαχωρίζονται σε 

στήλες πληρώσεως και τριχοειδής στήλες. Σήµερα οι πλέον χρησιµοποιούµενες είναι οι 

τριχοειδείς που χαρακτηρίζονται από διάµετρο 0,18 ως και 0,53 nm και µήκος 10-100m. Τα 

κυριότερα πλεονεκτήµατα των τριχοειδών στηλών έναντι των πληρώσεως είναι οι 

µικρότεροι χρόνοι κατακράτησης, η µεγάλη χηµική αδράνεια, ο µεγάλος χρόνος ζωής λόγω 

µεγάλης σταθερότητας, η µεγαλύτερη αποδοτικότητα και η καλύτερη επαναληψιµότητα. 

Οι βασικές προυποθέσεις για τη συντήρηση της στήλης είναι οι εξής:

• Συνεχής ροή του φέροντος αερίου όταν η στήλη χρησιµοποιείται 

• Αποφυγή απότοµων αυξοµειώσεων της θερµοκρασίας

• Χρησιµοποίηση προστήλης (ιδίως όταν έχουµε ακάθαρτα δείγµατα)

• Περιοδική µείωση του µήκους της στήλης
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• Πωµατισµός των άκρων της στήλης κατά τη φύλαξη της

• Συχνός καθαρισµός του τελικού τµήµατος του εγχυτή

• Αποφυγή επιµόλυνσης από νερό ή οξυγόνο

Σε ότι αφορά τους ανιχνευτές οι κυριότεροι είναι οι εξής:

• Ανιχνευτής σύλληψης ηλεκτρονίων (ECD)

• Θερµοΐονικός ανιχνευτής (TID) ή ανιχνευτής αζώτου-φωσφόρου (NPD)

• Φλογοφωτοµετρικός ανιχνευτής (FPD)

• Ανιχνευτής ηλεκτρολυτικής αγωγιµότητας (ELCD)

• Ανιχνευτής φωτοϊονισµού (PID)

• Ανιχνευτής ιονισµού φλόγας (FID)

• Ανιχνευτής θερµικής αγωγιµόττηας (TCD)

2.4.2.2	

ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΠΙΕΣΗΣ (High Pressure Liquid 

Chromatography, HPLC)

 Η υγρή χρωµατογραφία εφαρµόζεται ευρέως όπως και η αέριος χρωµατογραφία 

στις αναλύσεις των γεωργικών φαρµάκων και ειδικότερα στις περιπτώσεις µη πτητικών και 

θερµικά ασταθών µορίων για τα οποία δεν µπορεί να εφαρµοστεί αέριος χρωµατογραφία. 

Ένα σύστηµα HPLC περιλαµβάνει :

• Το σύστηµα των διαλυτών µε τα φίλτρα και µία η περισσότερες αντλίες µε τους 

ρυθµιστές ανάµιξης

• Τη βαλβίδα εισαγωγής του δείγµατος

• Τη στήλη και πιθανώς προστήλη

• Τον ανιχνευτή και

• Το καταγραφικό µε τον επεξεργαστή των δεδοµένων

ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΑ ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ

28



 Το δείγµα εισάγεται στη στήλη του υγρού χρωµατογράφου υψηλής πίεσης είτε απ 

ευθείας µε µια µικροσύριγγα είτε µε µια βαλβίδα εισαγωγής δείγµατος, σε όγκο 5-25µl. Το 

πλεονέκτηµα της εισαγωγής δείγµατος µε τη βοήθεια βαλβίδας είναι ότι δεν διακόπτεται η 

ροή του εκλουστικού και η εισαγωγή γίνεται σε υψηλές πιέσεις. 

 Η κινητή φάση στην HPLC είναι ένας διαλύτης ή µίγµα διαλυτών που προωθείται 

στη στήλη µε τη βοήθεια κατάλληλης αντλίας υπό πίεση, η οποία πρέπει να διατηρείται 

όσο το δυνατό σταθερή. Οι διαλύτες τοποθετούνται µέσα σε γυάλινες φιάλες όπου 

απαερώνονται για αποφυγή της δηµιουργίας φυσαλίδων και ασταθούς πίεσης στο 

κύκλωµα ροής και µπαίνουν στη στήλη αφού περάσουν από κατάλληλο σύστηµα φίλτρων

 Συνήθως στην HPLC χρησιµοποιούνται ως υλικά πληρώσεως διάφορες µορφές 

«δεσµευµένου» διοξειδίου του πυριτίου (bonded phase silica). Πάνω στην επιφάνεια του 

διοξειδίου του πυριτίου. Στην περίπτωση που ο διαλύτης είναι λιγότερο πολικός από την 

στατική φάση έχουµε τη χρωµατογραφία κανονικής φάση (Normal Phase 

Chromatography). Στη χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης τα λιγότερο πολικά συστατικά 

αλληλοεπιδρούν και έτσι εκλούονται αργότερα από τα πολικά συστατικά του δείγµατος. Ως 

εκλουστικά συστήµατα χρησιµοποιούνται διάφορα υδατικά συστήµατα, νερό, µεθανόλη, 

ακετονιτρίλιο και µίγµατα τους. 

 Οι παράµετροι που επηρεάζουν το διαχωρισµό και την πιστότητα µιας στήλης υγρής 

χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης είναι το µέγεθος των κόκκων και το πορώδες του 

υλικού πληρώσεως. Η διαχωριστική ικανότητα µιας στήλης µπορεί να βελτιωθεί 

µεταβάλλοντας τη διάµετρο των κόκκων του υλικού πληρώσεως, το µήκος της στήλης και 

αυξάνοντας ή µειώνοντας την ταχύτητα της κινητής φάσης. 

 Ο διαχωρισµός των συστατικών ενός δείγµατος εξαρτάται από την κατανοµή ενός 

συστατικού µεταξύ στατικής και κινητής φάσης. Εποµένως η πολικότητα της στατικής 

φάσης, της κινητής φάσης και του ίδιου του δείγµατος πρέπει να συνδυαστούν και να 

επιλεγούν κατάλληλα ώστε το κάθε συστατικό να κατανέµεται αποτελεσµατικά µεταξύ των 

δύο φάσεων. 

Οι ανιχνευτές που χρησιµοποιούνται στην υγρή χρωµατογραφία είναι :

• Ανιχνευτής υπεριώδους

• Ανιχνευτής φθορισµού

• Φασµατοφωτόµετρο παράταξης διόδων υπεριώδους ορατού καθώς και ο 
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• Φασµατογράφος µάζας

 Συχνά είναι απαραίτητη η χρησιµοποίηση µια προστήλης η οποία είναι µικρότερη 

από την κανονική στήλη και τοποθετείται πριν από την κυρία στήλη και µετά από τη 

βαλβίδα εισαγωγής του δείγµατος. Οι προστήλες συνήθως έχουν σκοπό να προφυλάξουν 

την κυρίως στήλη από πιθανά συστατικά που παρεµποδίζουν την ανάλυση και 

επιβαρύνουν την κυρίως στήλη. Μπορούν όµως σε αρκετές περιπτώσεις να 

χρησιµοποιηθούν για καθαρισµό του δείγµατος. 

2.5	

 ΠΟΣΟΤΙΚΟΙ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΙ

 Όταν η ανάλυση ενός δείγµατος γίνεται µε σκοπό να προσδιοριστεί η ποσότητα 

ενός γεωργικού φαρµάκου που περιέχεται στο δείγµα τότε υπακούει στις αρχές της 

ποσοτικής αναλυτικής χηµείας. Η ποσοτική ανάλυση προϋποθέτει ότι θα γίνει µέτρηση 

µιας χηµικής ή φυσικής ιδιότητας της ουσίας που πρόκειται να προσδιορισθεί και αυτή η 

ιδιότητα είναι ανάλογη της ποσότητας της ουσίας που προσδιορίζεται. Στην περίπτωση 

αυτή η µέτρηση συσχετίζεται µε την ποσότητα της ουσίας η οποία µπορεί µε κατάλληλους 

υπολογισµούς να βρεθεί. Απαραίτητη προϋπόθεση είναι όλη η διαδικασία της κατεργασίας 

του δείγµατος και οι αντιδράσεις που γίνονται καθώς και οι συνθήκες µετρήσεως να είναι 

ίδιες για όλες τις µετρήσεις. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητος ο έλεγχος της αξιοπιστίας 

της µεθόδου ιδιαίτερα στην ενόργανη ανάλυση µε πρότυπα διαλύµατα, καµπύλες 

αναφοράς καθώς και πειράµατα ανακτήσεως. 

Α. Καµπύλες αναφοράς 

 Κατά τον ποσοτικό προσδιορισµό µια ουσίας σε ένα άγνωστο δείγµα, µετρείται µια 

φυσικοχηµική ιδιότητα (π.χ. απορρόφηση φωτός) στο άγνωστο δείγµα καθώς και σε άλλα 

δείγµατα που περιέχουν την ίδια ουσία σε διάφορες γνωστές συγκεντρώσεις. Τα δείγµατα 

αυτά τα οποία παρασκευάζονται ώστε να περιέχουν γνωστές συγκεντρώσεις της προς 

προσδιορισµό ουσίας ονοµάζονται πρότυπα διαλύµατα (standard solutions). Στη συνέχεια 

γίνεται γραφική απεικόνιση του σήµατος R του οργάνου ως προς τη συγκέντρωση C της 
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ουσίας στα πρότυπα διαλύµατα και λαµβάνεται η καµπύλη αναφοράς ή πρότυπη καµπύλη 

(calibration curve, standard curve). Με τη βοήθεια της καµπύλης αναφοράς υπολογίζεται η 

συγκέντρωση της ουσίας στο άγνωστο δείγµα από τη µέτρηση R του δείγµατος. 

 Η σχέση τιµής R από τη συγκέντρωση C συνήθως είναι γραµµική και µας 

αποδίδεται µε εξίσωση ευθείας: R=aC + b 

 Όπου a και  b είναι σταθερές. Η σταθερά a είναι η κλίση της ευθείας και καθορίζει 

την ευαισθησία της µεθόδου. Η τιµή της σταθεράς b εξαρτάται από το ίδιο το όργανο  

καθώς και από το χηµικό σύστηµα. 

 Η τιµή της σταθεράς b προσδιορίζεται µε µετρήσεις δειγµάτων στα οποία η 

συγκέντρωση της ουσίας είναι µηδέν. Τα δείγµατα που έχουν C=0 ονοµάζονται δείγµατα 

αναφοράς ή µάρτυρες (reference sample, blank). Στην πράξη οι µετρήσεις συχνά γίνονται 

έχοντας µηδενίσει το όργανο µε δείγµατα αναφοράς. Στην περίπτωση αυτή είναι b=0, η 

προηγούµενη σχέση γίνεται R=aC και η ευθεία διέρχεται από την αρχή των αξόνων. 

Τα πρότυπα διαλύµατα θα πρέπει να παρασκευάζονται και να κατεργάζονται µε τον ίδιο 

ακριβώς τρόπο όπως τα άγνωστα δείγµατα πριν γίνουν οι µετρήσεις. Θα πρέπει δηλαδή η 

χηµική σύσταση των προτύπων να πλησιάζει τη σύσταση των αγνώστων δειγµάτων ώστε 

να εξουδετερώνεται η επίδραση του χηµικού συστήµατος στην τελική µέτρηση για τον 

προσδιορισµό της ουσίας. 

Β. Καµπύλη αναφοράς µε τη µέθοδο της σταθερής προσθήκης

 Είναι πιθανό κάποια άλλα συστατικά του ίδιου του δείγµατος ή τα αντιδραστήρια να 

επηρεάζουν τη µέτρηση του οργάνου R. Επιπλέον συχνά δεν είναι εύκολο να γνωρίζουµε 

τη σύσταση του δείγµατος που αναλύεται, περίπτωση που συχνά αντιµετωπίζεται στις 

αναλύσεις για προσδιορισµό υπολειµµάτων φ.π. σε διάφορα προϊόντα. Στις περιπτώσεις 

αυτές ο ποσοτικός προσδιορισµός µιας ουσίας µπορεί να γίνει µε τη µέθοδο της σταθερής 

προσθήκης. Στην µέθοδο αυτή το ίδιο δείγµα χρησιµοποιείται για την παρασκευή των 

προτύπων διαλυµάτων. Προστίθενται γνωστές ποσότητες της ουσίας που προσδιορίζεται 

(τουλάχιστο τρείς διαφορετικές στο ίδιο δείγµα ή σε µάρτυρα (δείγµα που δεν περιέχει 

ουσία) Μετράται η ανταπόκριση R του οργάνου για το δείγµα και για τα φορτισµένα µε την 

ουσία δείγµατα. Κατασκευάζεται γραφική παράσταση της µέτρησης R ως προς τη 
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συγκέντρωση C. Η άγνωστη συγκέντρωση Cx υπολογίζεται από το σηµείο που η 

προέκταση της καµπύλης αναφοράς τέµνει τον άξονα των τετµηµένων (ΣΧΗΜΑ). Η 

µέθοδος αυτή εφαρµόζεται εφόσον η τιµή της ιδιότητας R που µετριέται είναι γραµµική 

συνάρτηση της συγκεντρώσεως. Έχει το πλεονέκτηµα ότι το υπόστρωµα του δείγµατος 

είναι σταθερό σε όλα τα δείγµατα. 

Γ. Καµπύλη αναφοράς µε τη µέθοδο του εσωτερικού προτύπου 

 Συχνά µπορεί να υπάρχουν διακυµάνσεις στις παραµέτρους λειτουργίας του 

οργάνου κατά τη διάρκεια των µετρήσεων (π.χ. λειτουργία αέριου χρωµατογράφου) µε 

συνέπεια οι µετρήσεις των δειγµάτων και των προτύπων να µη γίνονται ακριβώς µε τις 

ίδιες συνθήκες. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα σφάλµατα στις µετρήσεις. Αυτού του τύπου τα 

σφάλµατα µπορούν να εξουδετερωθούν λαµβάνοντας την καµπύλη αναφοράς µε τη 

µέθοδο του εσωτερικού προτύπου. 

 Στη µέθοδο αυτή προσθέτουµε ορισµένη σταθερή ποσότητα µιας ουσίας Α που 

χαρακτηρίζεται ως εσωτερικό πρότυπο σε όλα τα διαλύµατα στης ουσίας που 

προσδιορίζεται, πρότυπα και άγνωστα. Κατόπιν σε κάθε δείγµα λαµβάνονται δυο 

µετρήσεις, µια για το εσωτερικό πρότυπο RA και µια για το άγνωστο RΧ ή για το πρότυπο 

Rπρ. Από τις µετρήσεις αυτές κατασκευάζεται γραφική παράσταση του λόγου Rπρ / RA  

ως προς τη συγκέντρωση της CΠΡ της ουσίας. Τέλος από την τιµή του λόγου Rx/RA µε τη 

βοήθεια της καµπύλης υπολογίζεται η συγκέντρωση CX στο άγνωστο δείγµα. 

2.6	

 ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΑΞΙΟΠΙΣΤΙΑΣ ΜΕΘΟΔΟΥ
 

 Σε κάθε χηµική ανάλυση ο σκοπός είναι να προσδιοριστεί η ακριβής ποσότητα του 

συστατικού που περιέχεται στο δείγµα. Η µέτρηση αυτή γίνεται πάντοτε σε σύγκριση µε τη 

µέτρηση ενός προτύπου δείγµατος. 

 Ακρίβεια είναι η απόκλιση της µέτρησης από τη πραγµατική τιµή. Μπορεί να 

εκφραστεί µε τον όρο του σφάλµατος. Σφάλµα είναι η διαφορά µεταξύ πραγµατικής και 

µετρούµενης τιµής. 
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 Επαναληψιµότητα  είναι η παραλλακτικότητα που εµφανίζουν οι τιµές των 

µετρήσεων του ίδιου δείγµατος. Μεγάλη διαφορά στις τιµές διαδοχικών αναλύσεων του 

ίδιου δείγµατος σηµαίνει µικρή επαναληψιµότητα. Καλή επαναληψιµότητα σε µια ανάλυση 

δεν σηµαίνει απαραίτητα και µεγάλη ακρίβεια καθώς είναι πιθανό να συµβαίνει ένα 

συστηµατικό σφάλµα στην ανάλυση όλων των δειγµάτων. Η επαναληψιµότητα εκφράζεται 

από την τυπική απόκλιση SD. Ο συντελεστής παρέκλισης CV ή σχετική τυπική απόκλιση 

εκφράζει τη διασπορά των µετρήσεων. Ο βαθµός αβεβαιότητος για παρέκκλιση από το 

µέσο των επαναλαµβανόµενων µετρήσεων καθορίζεται από τα όρια εµπιστοσύνης. Από 

την επαναληψιµότητα µιας µεθόδου µπορούν να εντοπιστούν τυχαία σφάλµατα. Τα 

σφάλµατα αυτά οφείλονται συνήθως σε όχι καλή τεχνική εργασίας από τον αναλυτή ή και 

στα ίδια τα όργανα. Η ακρίβεια εκφράζει σφάλµατα συστηµατικά και σφάλµατα χονδρά, τα 

οποία απέχουν πολύ από την πραγµατική τιµή. Τα συστηµατικά σφάλµατα µπορεί να 

οφείλονται κακή ή βιαστική χρήση των οργάνων ή και σε κάποια συστηµατική παράλειψη 

κατά την εκτέλεση της ανάλυσης. Στην περίπτωση αυτή µπορεί µάλιστα να υπάρχει 

επαναληψιµότητα των µετρήσεων οι οποίες απέχουν πολύ από την πραγµατική τιµή. 

 Η ευαισθησία µιας µεθόδου στον προσδιορισµό µια ουσίας ορίζεται από τη σχέση : 

S= dR/dC όπου dR η µεταβολή της τιµής R που παρατηρείται όταν η συγκέντρωση C 

µεταβάλλεται κατά dC. Όσο µεγαλύτερη τιµή S τόσο µεγαλύτερη η ευαισθησία της 

µεθόδου. Με την ίδια σχέση εκφράζεται και η ευαισθησία ενός οργάνου ή ενός ανιχνευτή. 

Η ευαισθησία µιας µεθόδου εξαρτάται από το όργανο µε το οποίο γίνονται οι µετρήσεις και 

από το χηµικό σύστηµα (δείγµα) στο οποίο γίνονται οι µετρήσεις. 

 Σε ένα ποσοτικό προσδιορισµό και ειδικότερα όταν πρόκειται για µικρές 

συγκεντρώσεις, είναι σηµαντικό να καθορισθεί η µικρότερη ποσότητα της ουσίας η οποία 

µπορεί να προσδιορισθεί µε τη µέθοδο. Ως όριο ανίχνευσης (Limit of Detection) ορίζεται η 

µικρότερη συγκέντρωση µιας ουσίας σ΄ένα δείγµα η οποία µπορεί να ανιχνευθεί ποιοτικά, 

αλλά όχι και να προσδιοριστεί ποσοτικά, υπό ορισµένες αναλυτικές συνθήκες της µεθόδου. 

Ποσότητες µιας ουσίας σε ένα δείγµα µικρότερες από το όριο ανίχνευσης δεν µπορούν να 

αναφερθούν µε βεβαιότητα. Για παράδειγµα εάν είναι LOD=1 µg/Kg το αποτέλεσµα 

εκφράζεται ως «µη ανιχνεύσιµο στο όριο ανίχνευσης του 1 µg/Kg» 

 Το όριο ανίχνευσης µιας µεθόδου εξαρτάται από το δείγµα και από το όργανο στο 

οποίο γίνονται οι µετρήσεις καθώς σχετίζεται µε το υπόβαθρο σήµατος και µε το θόρυβο 

σήµατος. Υπόβαθρο σήµατος ενός οργάνου είναι οι ενδείξεις του οργάνου όταν γίνονται 

µετρήσεις σε δείγµατα αναφοράς και οφείλονται στα διάφορα συστατικά του δείγµατος. Ο 

θόρυβος σήµατος ενός οργάνου οφείλεται στα ηλεκτρονικά σήµατα του οργάνου και είναι 
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οι απότοµες µεταβολές των ενδείξεων. Στην πράξη το όριο ανίχνευσης θεωρείται η 

µικρότερη ποσότητα που δίνει ένδειξη R µεγαλύτερη ή ίση από το τριπλάσιο του θορύβου. 

 Όριο ποσοτικού προσδιορισµού (Limit of quantitation, LOQ), είναι η ελάχιστη 

συγκέντρωση µιας ουσίας σε ένα δείγµα η οποία µπορεί να προσδιοριστεί ποσοτικά µε 

αποδεκτή ακρίβεια και βεβαιότητα. Στην πράξη το όριο ποσοτικού προσδιορισµού 

θεωρείται ότι είναι η µικρότερη ποσότητα που δίνει ένδειξη R µεγαλύτερη ή ίση από το 

δεκαπλάσιο του θορύβου 

 Στις αναλύσεις υπολειµµάτων γεωργικών φαρµάκων το όριο ποσοτικού 

προσδιορισµού είναι η µικρότερη τιµή συγκέντρωσης του γεωργικού φαρµάκου που στο 

αναλυτικό δείγµα η οποία πληροί τις εξής 3 απαιτήσεις:

LOQ>=LOQ

S>=0.70 (S=ευαισθησία ή ανάκτηση)

CV<0.2 (CV= συντελεστής παρέκλισης)

 Εάν σε κάποιο δείγµα η µέτρηση είναι µικρότερη από το LOQ αλλά µεγαλύτερη από 

το LOD τότε αναφέρεται ότι το γεωργικό φάρµακο δεν ανιχνεύεται. Ένα αποτέλεσµα το 

οποίο αναφέρεται δεν ανιχνεύεται πρέπει οπωσδήποτε να συνοδεύεται και από την τιµή 

LOD της αναλυτικής µεθόδου.  

2.7	

 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΠΡΙΝ ΤΗΝ ΑΝΑΛΥΓΣΗ ΓΙΑ ΤΟΝ 

ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟ ΓΕΩΡΓΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ

 Για τον προσδιορισµό των γεωργικών φαρµάκων µε τη βοήθεια µιας από τις 

µεθόδους ανάλυσης είναι απαραίτητο καταρχήν να παραληφθεί όλη η ποσότητα του 

γεωργικού φαρµάκου, από το δείγµα µέσα στον κατάλληλο διαλύτη, αποφεύγοντας κάθε 

επιβάρυνση ή επιµόλυνση του δείγµατος. Αυτό γίνεται εφικτό µε την οµογενοποίηση του 

δείγµατος παρουσία κατάλληλου διαλύτη (τεµαχισµός και σχηµατισµός πολύ µικρών 

τεµαχιδίων) ώστε να δηµιουργηθεί µεγάλη επιφάνεια που θα διευκολύνει τη διάλυση και τη 

παραλαβή του γεωργικού φαρµάκου από το διαλύτη. Στη συνέχεια τα στερεά υλικά 

αποµακρύνονται µε διήθηση υπο κενό και παραλαµβάνεται το εκχύλισµα το οποίο περιέχει 

το γεωργικό φάρµακο διαλυµένο στο διαλύτη και διάφορες άλλες ουσίες οι οποίες 

εκχυλίστηκαν ταυτόχρονα. Η εφαρµογή στη συνέχεια κάποια χρωµατογραφικής µεθόδου 
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για τον ποσοτικό προσδιορισµό του γεωργικού φαρµάκου απαιτεί το δείγµα να µην 

περιέχει άλλες ουσίες οι οποίες έχουν συνεκχυλισθεί από το αρχικό προϊόν και 

παρεµπόδιζαν τον τελικό προσδιορισµό. Για το λόγο αυτό απαιτείται να προηγηθεί ένα 

στάδιο καθαρισµού του δείγµατος πριν από την ανάλυση. Η µέθοδος καθαρισµού που θα 

ακολουθηθεί εξαρτάται από τη συγκέντρωση, τον αριθµό και τη χηµική δοµή των 

γεωργικών φαρµάκων στο δείγµα, από την ευαισθησία και την εκλεκτικότητα της τελικής 

µεθόδου ανίχνευσης που θα χρησιµοποιηθεί, καθώς και από το είδος του δείγµατος-

υποστρώµατος που αναλύεται. 

 Μια µέθοδος και διαδικασία καθαρισµού ικανοποιητική για µια τάξη γεωργικών 

φαρµάκων δεν είναι οπωσδήποτε κατάλληλη για άλλες τάξεις ενώσεων. Για το λόγο αυτό 

κάθε µέθοδος καθαρισµού που εφαρµόζεται ελέγχεται µε τη βοήθεια προτύπων 

διαλυµάτων για την ικανότητα ανάκτησης των γεωργικών φαρµάκων που ενδιαφέρουν για 

τον προσδιορισµό. 

 Η µέθοδος που θα χρησιµοποιηθεί για τον τελικό προσδιορισµό των γεωργικών 

φαρµάκων και ο ανιχνευτής που περιλαµβάνεται σ αυτήν καθορίζει επίσης τη µέθοδο 

καθαρισµού, καθώς η χρησιµοποίηση εκλεκτικών ανιχνευτών ειδικών για συγκεκριµένες 

τάξεις ενώσεων δεν απαιτούν επίπονες διαδικασίες καθαρισµού. Τα δείγµατα στα οποία 

γίνεται συνήθως ανάλυση µε σκοπό τον προσδιορισµό γεωργικών φαρµάκων ποικίλουν 

από πολύ απλής σύστασης όπως είναι τα δείγµατα νερού ή αέρα έως περισσότερο 

σύνθετα όπως είναι δείγµατα φρούτων, λαχανικών και τέλος δείγµατα προϊόντων ζωικής 

προέλευσης µε υψηλή περιεκτικότητα λιπών. Ανάλογα λοιπόν µε το είδος του δείγµατος 

ποικίλει και η διαδικασία καθαρισµού που απαιτείται πριν από τον τελικό προσδιορισµό 

των γεωργικών φαρµάκων. Σε δείγµατα απλά όπως το νερό συνήθως µπορεί να γίνει κατ’ 

ευθείαν µετά από το στάδιο της εκχύλισης ο προσδιορισµός των γεωργικών φαρµάκων. 

Αντίθετα σε δείγµατα φυτικής ή ζωικής προέλευσης ακολουθούνται διαδικασίες καθαρισµού 

που χρησιµοποιούν κατάλληλα διάφορες διαχωριστικές τεχνικές ώστε να επιτύχουν το 

επιθυµητό αποτέλεσµα. Βεβαία είναι προφανές ότι µια µέθοδος καθαρισµού κατάλληλη για 

ένα γεωργικό φάρµακο ή για µια τάξη γεωργικών φαρµάκων σε ένα είδος δείγµατος δεν 

είναι απαραίτητα κατάλληλη να εφαρµοστεί για την ίδια τάξη γεωργικών φαρµάκων σε 

διαφορετικό είδος δείγµατος. 

 Γενικά όποια µέθοδος καθαρισµού επιλεγεί, για να εφαρµοσθεί σε µια διαδικασία 

ανάλυσης θα πρέπει να ελεγχθεί εάν µετά την εφαρµογή της επιτυγχάνεται η ανάκτηση 

όλων των δραστικών ουσιών οι οποίες ενδιαφέρουν το σκοπό της ανάλυσης. Ο έλεγχος 
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αυτός θα γίνει µε την εκτέλεση ανάλογων πειραµάτων ανάκτησης µε τη βοήθεια πρότυπων 

ουσιών. 

 Στις αναλύσεις για τον προσδιορισµό γεωργικών φαρµάκων σε δείγµατα 

διαφορετικής σύστασης τις περισσότερες φορές στόχος είναι να προσδιοριστεί ένας 

µεγάλος αριθµός διαφορετικών φαρµάκων µε µία ανάλυση. Για το λόγο αυτό έχουν 

αναπτυχθεί κατάλληλες µέθοδοι, γνωστές ως πολυυπολειµµατικές. Στις µεθόδους αυτές 

συνήθως περιλαµβάνονται τρία κύρια στάδια καθαρισµού του δείγµατος:  

• Εκχύλιση των γεωργικών φαρµάκων από το δείγµα

• Κατανοµή των γεωργικών φαρµάκων από το διαλύτη εκχύλισης σε ένα δεύτερο διαλύτη

• Καθαρισµός – αποµάκρυνση των συνκχυλισθέντων συστατικών µε έκλουση από στήλη 

χρωµατογραφία και παραλαβή των γεωργικών φαρµάτων στο διαλύτη έκλουσης 

2.8	

 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΓΡΗΓΟΡΗΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΩΝ 
ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΩΝ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΚΙΤ ΓΡΗΓΟΡΗΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ

 Το συγκεκριµένο kit έχει τη δυνατότητα γρήγορης ανίχνευσης οργανοφωσφορικών, 

θειοφωσφωρικών και καρβαµιδικών φυτοπροστατευτικών ενώσεων στον αέρα, στο νέρο, 

στο έδαφος και σε τρόφιµα. 

ΧΡΗΣΙΜΕΣ ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ

 Τα δείγµατα µε έντονο χρώµα ενδέχεται να δυσκολέψουν τη διαδικασία ανάγνωσης 

των θετικών αποτελεσµάτων.

 Δείγµατα µε pH µεγαλύτερο του 8 ή χαµηλότερο του 3 µπορεί να δώσουν ψευδές 

αρνητικό αποτέλεσµα. Συγκεκριµένα σε pH µεγαλύτερο το 8 τα φυτοφάρµακα διασπώνται 

ενώ σε pH χαµηλότερο του 3 το test δεν είναι ενεργό. 

 Κατά τη διάρκεια του test η θερµοκρασία των δεικτών χαρτιού θα πρέπει να 

κυµαίνεται από 33 µέχρι 37 οC . Το kit λειτουργεί και σε χαµηλότερες θερµοκρασίες αλλά η 

ευαισθησία µειώνεται. 
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 Η χρήση του ethyl acetate ως διαλύτη εκχύλισης απαιτεί τη µετακίνηση του δισκίου 

αντίδρασης από τον αισθητήρα ανίχνευσης καθώς αναµένεται να αντιδράσει µε τα 

πλαστικά µέρη. 

 Η χρήση της αµπούλας ενεργοποίησης είναι απαραίτητη ειδικά στη περίπτωση της 

ανίχνευσης των θειοφωσφορικών ενώσεων. 

 Ο υάλινος εξοπλισµός θα πρέπει να καθαρίζεται σχολαστικά πριν την 

επαναχρησιµοποίηση του για να αποφευχθεί η επιµόλυνση των δειγµάτων. 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΕΣ ΓΡΗΓΟΡΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ

ΓΡΗΓΟΡΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΕΡΟΥ

• Τοποθετούµε 20 mL σε ένα ποτήρι ζέσεως των 50 mL που παρέχεται µαζί µε το kit.

• Αδειάζουµε το περιεχόµενο της αµπούλας ενεργοποίησης και αφήνουµε να αντιδράσει 

για 3 λεπτά

• Τοποθετούµε  το λευκό δισκίο εντός του διαλύµατος  και αφήνουµε να αντιδράσει για 1 

λεπτό

• Στη συνέχεια φέρνουµε το δεύτερο δισκίο σε επαφή µε το λευκό και τα διατηρούµε για 

σε επαφή για 3 λεπτά

• Η παραµονή λευκού χρώµατος δείχνει την ύπαρξη φυτοφαρµάκου. Αλλαγή σε µπλέ 

χρώµα σηµαίνει ότι δεν ανιχνεύονται υπολείµµατα φυτοφαρµάκου µε τη συγκεκριµένη 

µέθοδο.  

ΓΡΗΓΟΡΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΡΟΦΙΜΩΝ

• Οµογενοποιούµε το δείγµα και παίρνουµε ποσότητα περίπου 20 γρ. 

• Ζυγίζουµε ποσότητα νερού ίση µε το βάρος του δείγµατος και τα αναµιγνύουµε 

• Περνάµε το µίγµα από ηθµό και παίρνουµε 20ml από το διήθηµα 

ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΑ ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ

37



• Ρίχνουµε στο διήθηµα την αµπούλα ενεργοποίησης και αφήνουµε να αντιδράσει για 3 

λεπτά

• Τοποθετούµε  το λευκό δισκίο εντός του διαλύµατος  και αφήνουµε να αντιδράσει για 1 

λεπτό

• Στη συνέχεια φέρνουµε το δεύτερο δισκίο σε επαφή µε το λευκό και τα διατηρούµε για 

σε επαφή για 3 λεπτά

• Η παραµονή λευκού χρώµατος δείχνει την ύπαρξη φυτοφαρµάκου. Αλλαγή σε µπλέ 

χρώµα σηµαίνει ότι δεν ανιχνεύονται υπολείµµατα φυτοφαρµάκου µε τη συγκεκριµένη 

µέθοδο.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΕΣ

ΣΤΟΧΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Οι στόχοι του συγκεκριµένου εργαστηρίου είναι οι ακόλουθοι

3. Αναγνώριση κρίσιµης νοµοθεσίας που σχετίζεται µε τις µυκοτοξίνες 

4. Κατανόηση της διαδικασίας δειγµατοληψίας για εργαστηριακό έλεγχο µυκοτοξινών

5. Αγνώριση κρίσιµων παραµέτρων που αφορούν τις εργαστηριακές αναλύσεις για 

έλεγχο µυκοτοξικών 

6. Εξικοίωση µε την εφαρµογή µεθόδων ανίχνευση και ποσοτικού προσδιορισµού των 

µυκοτοξινών και ιδιαίτερα µε την τεχνική της Ενζυµατικής Ανοσοδιάγνωσης (ELISA)

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΕΠΙΠΕΔΩΝ 

ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΩΝ ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ

 Σε ποιά στάδια παραγωγής ενός τροφίµου µπορούν να αναπτυχθούν οι µυκοτοξίνες 

και ποιοί παράγοντες επηρεάζουν την παραγωγή τους

 Ποιά τρία επίπεδα περιλαµβάνει η προστασία των καταναλωτών απο τις µυκοτοξίνες

 Ποιός ο µηχανισµός δράσης των αφλατοξινών 

 Τι προφυλάξεις πρέπει να λαµβάνονται κατά τη διάρκεια της δειγµατοληψίας, της 

προετοιµασίας, και της αποστολής των δειγµάτων για έλεγχο επιπέδων µυκοτοξινών στα 

τρόφιµα

 Ποιά είναι τα κριτήρια για την αποδοχή ή την απόρριψη µιας παρτίδας µετά απο έλεγχο 

επιπέδων µυκοτοξινών 

ΚΡΙΣΙΜΗ ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ ΕΝΟΤΗΤΑΣ

ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 401/2006 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 23ης Φεβρουαρίου 2006 για 

τον καθορισµό µεθόδων δειγµατοληψίας και ανάλυσης για τον επίσηµο έλεγχο των 

επιπέδων µυκοτοξινών στα τρόφιµα
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ΑΠΟΦΑΣΗ 2006/54 ΕΚ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 12ης Ιουλίου 2006 σχετικά µε τους 

ειδικούς όρους για ορισµένα τρόφιµα εισαγωγής από ορισµένες τρίτες χώρες λόγω του 

κινδύνου µόλυνσής τους από αφλατοξίνες

ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 1881/2006 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 19ης Δεκεµβρίου 2006 για 

καθορισµό µέγιστων επιτρεπτών επιπέδων για ορισµένες ουσίες οι οποίες επιµολύνουν τα 

τρόφιµα

ΣΥΣΤΑΣΗ 2006/583/ΕΚ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 17ης Αυγούστου 2006 για την πρόληψη 

και τη µείωση των τοξινών από µύκητες του γένους Fusarium στα δηµητριακά και τα 

προϊόντα δηµητριακών

ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 629/2008 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 2ας Ιουλίου 2008 για την 

τροποποίηση του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1881/2006 για καθορισµό µέγιστων επιτρεπτών 

επιπέδων για ορισµένες ουσίες οι οποίες επιµολύνουν τα τρόφιµα

ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 882/2004 ΤΟΥ ΕΥΡΩΠΑÏΚΟΥ ΚΟΙΝΟΒΟΥΛΙΟΥ ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΣΥΜΒΟΥΛΙΟΥ της 29ης Απριλίου 2004 για τη διενέργεια επισήµων ελέγχων της 

συµµόρφωσης προς τη νοµοθεσία περί ζωοτροφών και τροφίµων και προς τους κανόνες 

για την υγεία και την καλή διαβίωση των ζώων
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3.1	

 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΙΣ ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΕΣ

 Οι µυκοτοξίνες είναι δευτερογενείς µεταβολίτες διαφόρων µυκήτων που ανήκουν 

κυρίως στα γένη Aspergillus, Penicillium και Fusarium [Berry, 1988]. Οι µύκητες αυτοί 

µπορεί να είναι παθογόνοι ή απλά σαπροφυτικοί και συναντώνται σε διάφορα τρόφιµα 

(όπως  καλαµπόκι, σιτηρά, δηµητριακά, καφέ) και χυµούς φρούτων. Η ανάπτυξη των 

µυκήτων στις τροφές µπορεί να γίνει κατά το στάδιο της παραγωγής, της επεξεργασίας, 

της µεταφοράς ή της αποθήκευσης της τροφής. Οι παράγοντες που επηρεάζουν την 

ανάπτυξη του µύκητα αλλά και την παραγωγή µυκοτοξινών είναι κυρίως η υγρασία, η 

θερµοκρασία, το pH της τροφής και η ανταγωνιστική δράση του µύκητα έναντι άλλων 

µικροβίων, βακτηριδίων, µυκήτων και γενικά έναντι άλλων µικροοργανισµών. 

 Οι αφλατοξίνες παράγονται κυρίως από τους µύκητες Aspergillus  flavus και 

Aspergillus parasiticus [Berry, 1988]. Οι τριχοθηκίνες, µια άλλη κατηγορία µυκοτοξινών, 

παράγονται από είδη του µύκητα Fusarium. Η ζεαραλενόνη παράγεται κυρίως από το 

είδος F. graminearum ενώ οι οχρατοξίνες από το µύκητα Aspergillus ochraceus και είδη 

του Penicillium. Είδη του Aspergillus και του Penicillium µπορούν να παράγουν και άλλες 

µυκοτοξίνες όπως σιτρινίνη, η σιτρεοβιριδίνη και το κυκλοπιαζονικό οξύ. Η οµάδα 

µυκοτοξινών που είναι γνωστές µε το όνοµα τρεµοργενείς µυκοτοξίνες, παράγονται από 

τους µύκητες Penicillium, Aspergillus, Claviceps και Acremonium [Selala, 1991]. 

 Οι µυκοτοξίνες απαντώνται επίσης σε προϊόντα που παράγονται από ζώα τα οποία 

έχουν εκτραφεί µε µολυσµένες από τις παραπάνω µυκοτοξίνες ζωοτροφές όπως τα αυγά, 

το γάλα και το κρέας. Η οικονοµική ζηµιά που προκαλούν είναι τεράστια, τόσο σε 

καταστροφή µεγάλων ποσοτήτων παραγόµενων προϊόντων όσο και σε απώλειες ζώων. Οι 

µυκοτοξίνες µπορούν να επιφέρουν πληθώρα χρόνιων ασθενειών, να επιδεινώσουν ήδη 

υπάρχουσες από τις οποίες υποφέρουν κυρίως τα ζώα ή ακόµα και να προκαλέσουν το 

θάνατο σε άνθρωπο και ζώα. Συγκεκριµένα οι αφλατοξίνες µπορούν να προκαλέσουν 

βλάβες σε ζωτικά όργανα όπως είναι το ήπαρ, να προκαλέσουν µείωση της παραγωγής 

γάλατος στα θηλαστικά, µείωση της παραγωγής αυγών στα πτηνά τερατογεννήσεις, 

καρκίνο και θάνατο [Miller, 1981; Pasteiner, 1994]. Τα νεαρά ζώα είναι και τα πιο ευάλωτα 

στις τοξίνες αυτές, µε κύριες επιπτώσεις τον αργό ρυθµό ανάπτυξης και την µεγάλη τους 

ευαισθησία στις διάφορες ασθένειες λόγω του εξασθενηµένου ανοσοποιητικού τους 

συστήµατος. Οι τριχοθηκίνες µπορούν να προκαλέσουν τοπικές νεκρώσεις, αιµορραγίες 

στον οισοφάγο και αλλοιώσεις στα αναπαραγωγικά όργανα. Ενδείξεις δηλητηρίασης στα 
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ζώα είναι συνήθως η απώλεια βάρους, η ανορεξία, η διάρροια, ο έµετος και τελικά ο 

θάνατος [Wyatt, 1975]. Οι οχρατοξίνες και κυρίως η οχρατοξίνη Α, προκαλούν βλάβες στα 

νεφρά ακόµα και σε χαµηλές συγκεντρώσεις, ενώ σε υψηλότερες συγκεντρώσεις επιδρούν 

στο ήπαρ µε φαινόµενα αιµορραγίας και τοπικών νεκρώσεων. Η ζεαραλενόνη είναι µια 

µυκοτοξίνη που σε υψηλές συγκεντρώσεις µπορεί να παρουσιάσει παρεµβολές στην 

αντίληψη των ζώων, αποβολές και µείωση της βιωσιµότητας των νεογνών [Sundlof, 1986; 

Richard, 1989]. Τερατογεννήσεις έχουν αναφερθεί για τις αφλατοξίνες, τις οχρατοξίνες, τη 

ζεαραλενόνη και τις τριχοθηκίνες. Οι τρεµοργενείς µυκοτοξίνες επηρεάζουν το κεντρικό 

νευρικό σύστηµα µε συµπτώµατα όπως τρόµο, αστάθεια κινήσεων, αδυναµία στο 

βάδισµα, τα οποία µπορεί να συνοδεύονται από αιµορραγίες, διάρροια, άρνηση τροφής 

[Arp, 1981; Hocking, 1988]. 

 Οι µυκοτοξικώσεις στον άνθρωπο είναι άµεσα συνδεδεµένες µε µερικές από τις 

παραπάνω µυκοτοξίνες. Οι αφλατοξίνες είναι δυνητικά καρκινογόνες και στον άνθρωπο 

σύµφωνα µε µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί κυρίως σε πληθυσµούς της Αφρικής και 

της Ασίας. Πολλές από τις µελέτες αυτές αναφέρονται στο ρόλο των αφλατοξινών ή στη 

σχέση αφλατοξινών και ηπατίτιδας Β στην πρόκληση καρκίνου του ήπατος. Εξάλλου η 

αφλατοξίνη Β1 είναι η µόνη µυκοτοξίνη που έχει συµπεριληφθεί στην λίστα του IARC 

(International Agency for Research on Cancer) ως ουσία µε καρκινογόνο δράση στον 

άνθρωπο. 

 Το κόστος ανίχνευσης και αντιµετώπισης των βλαβερών συνεπειών των 

µυκοτοξινών είναι µεγάλο. Έχουν εφαρµοστεί διάφοροι µέθοδοι αντιµετώπισης του 

προβλήµατος άλλοτε µε µικρότερη και άλλοτε µε µεγαλύτερη επιτυχία. Οι µέθοδοι αυτές 

περιλαµβάνουν το φυσικό διαχωρισµό των µυκοτοξινών (αποµόνωση), τη θερµική 

διάσπαση αυτών, τη αδρανοποίηση τους µε χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας ή χηµικών 

µέσων, τη χρήση προσροφητικών και συντηρητικών ουσιών σαν πρόσθετα στις τροφές. Ο 

σχεδιασµός της προστασίας των καταναλωτών από την τοξική δράση των µυκοτοξινών 

περιλαµβάνει τρία επίπεδα. Το πρώτο επίπεδο αφορά στρατηγικές πρόληψης της 

πρωτογενούς µόλυνσης των τροφών, δηλαδή στον τόπο παραγωγής τους. Το δεύτερο 

επίπεδο περιλαµβάνει τεχνικές ανίχνευσης των αφλατοξινών στα διάφορα γεωργικά και 

κτηνοτροφικά προϊόντα, πριν αλλά και µετά την προώθηση των προϊόντων αυτών στο 

εµπόριο. Στο τελευταίο επίπεδο το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στην αντιµετώπιση των 

µυκοτοξινών µε ουσίες που είτε αναστέλλουν την ανάπτυξη των µυκήτων είτε 

παρεµβαίνουν στο µεταβολισµό των µυκήτων και εµποδίζουν την παραγωγή των 

µυκοτοξινών.
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3.2	

 Η ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΩΝ ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΩΝ ΣΤΑ ΤΡΟΦΙΜΑ

3.2.1	

 ΑΚΑΤΕΡΓΑΣΤΑ ΤΡΟΦΙΜΑ

 Η µόλυνση στα ακατέργαστα τρόφιµα µπορεί να προέλθει κατά την παραγωγή και 

την ωρίµανση των προϊόντων στους αγρούς, πριν ή µετά την συγκοµιδή τους, κατά τη 

συλλογή και την αποθήκευση των προϊόντων. Μεγάλη παραγωγή τοξινών έχει 

παρατηρηθεί όταν η αποθήκευση των τροφίµων γίνεται σε ευνοϊκές συνθήκες για την 

ανάπτυξη του µύκητα χωρίς αναγκαστικά να υπάρχει µόλυνση πριν από αυτή την περίοδο. 

Οι ευνοϊκές συνθήκες για την ανάπτυξη του µύκητα είναι υψηλή θερµοκρασία, υψηλό 

ποσοστό υγρασίας και ελλιπής αερισµός των χώρων αποθήκευσης. Για το λόγο αυτό η 

αποθήκευση των τροφών πρέπει να γίνεται σε χώρους ξηρούς, µε καλό αερισµό και 

σχετικά χαµηλή θερµοκρασία. 

Πίνακας 3.1: Τρόφές στις οποίες συχνότερα απαντώνται οι µυκοτοξίνες 

Τοξίνη Τρόφιμα

Αφλατοξίνες Καλαμπόκι, σιτηρά, ρύζι, 
καρύδια, γάλα, αυγά, τυρί, 

φιστίκια

Σιτρινίνη Κριθάρι, Βρώμη, 
Καλαμπόκι

Οχρατοξίνες Κριθάρι, Βρώμη, 
Καλαμπόκι, Καφές, Ξηρά 

φασόλια, φυστίκια

Πατουλίνη Μήλα

Ζεαραλενόνη Καλαμπόκι, Κριθάρι

 Συγκεκριµένα οι αφλατοξίνες βρέθηκε ότι σε µερικές περιπτώσεις µολύνουν τους 

καρπούς σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις µε κυρίως ύποπτα τρόφιµα το καλαµπόκι, 

φιστίκια, καρύδια κ.α. Μόλυνση από αφλατοξίνες είναι γνωστό ότι απαντάται και σε πολλά 

άλλα τρόφιµα, αλλά µε λιγότερο κίνδυνο για την υγεία του ανθρώπου και των ζώων λόγω 

της µικρής και περιστασιακής κατανάλωσης αυτών, όπως για παράδειγµα τα σύκα, τα 

αµύγδαλα, οι σταφίδες, τα µπαχαρικά. Σόγια, φασόλια, βρώµη, ρύζι, σιτάρι είναι από τα 

προϊόντα που δείχνουν να ‘’αντιστέκονται’’ και να µην µολύνονται συχνά από αφλατοξίνες 
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στους αγρούς [Berg 1995]. Φυσικά πρέπει να γίνεται πάντα ο έλεγχος και για τις άλλες 

µυκοτοξίνες εκτός από τις αφλατοξίνες. Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι αυτό του 1983 

στις Ηνωµένες Πολιτείες Αµερικής όπου εξετάστηκαν 27 δείγµατα καλαµποκιού. Από αυτά 

17 δείγµατα (ποσοστό 63%) ήταν θετικά σε ζεαραλενόνη µε επίπεδα από 12 έως 1373 ng/

kg. Το 1984, 4 στα 53 δείγµατα (7.5%) καλαµποκιού βρέθηκαν να περιέχουν οχρατοξίνη Α 

σε συγκεντρώσεις 10-25 ng/kg [Richard, 1989]. Η δεοξυνιβαλενόλη (deoxynivalenol) 

βρέθηκε σε επίπεδα µεγαλύτερα από 1000 ng/kg σε δείγµατα καλαµποκιού και σιταριού 

που προέρχονταν από τις Ηνωµένες Πολιτείες και από τον Καναδά ειδικά όταν αυτά 

προέρχονταν από περιοχές µε υγρό κλίµα ή από περιοχές όπου στην περίοδο συγκοµιδής 

η θερµοκρασία ήταν αρκετά υψηλή. Μικρότερες ποσότητες δεοξυνιβαλενόλης βρέθηκαν 

στο ρύζι και στο κριθάρι. Η σιτρινίνη παράγεται από είδη του Aspergillus και Penicillium 

συχνά µαζί µε τις αφλατοξίνες και έχει αναφερθεί ότι µολύνει φιστίκια, τοµάτες,καλαµπόκι, 

κριθάρι και άλλα δηµητριακά  [Richard, 1989].

3.2.2	

 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΜΕΝΑ ΤΡΟΦΙΜΑ

 Οι περισσότερες πληροφορίες που υπάρχουν για µυκοτοξίνες σε επεξεργασµένα 

τρόφιµα αναφέρονται κυρίως στις αφλατοξίνες ενώ για τις άλλες κατηγορίες µυκοτοξινών 

τα δεδοµένα είναι περιορισµένα. Φυσικά υπάρχουν γεωγραφικές ζώνες όπου το πρόβληµα 

µε τις άλλες κατηγορίες µυκοτοξινών είναι πιο διαδεδοµένο. Έτσι για παράδειγµα στις 

ευρωπαϊκές και κυρίως στις βαλκανικές χώρες η µόλυνση των τροφών µε οχρατοξίνες είναι 

πολύ πιο διαδεδοµένη από ότι µε αφλατοξίνες. Καθότι έχει παρατηρηθεί µεγάλη µόλυνση 

από µυκοτοξίνες σε κάποια ακατέργαστα προϊόντα όπως καλαµπόκι, φιστίκια και γάλα 

είναι φυσικό να δίνεται µεγαλύτερη προσοχή στα επεξεργασµένα παράγωγα αυτών. Η 

δεοξυνιβαλενόλη µολύνει το σιτάρι πριν την συγκοµιδή, έτσι επεξεργασµένα προϊόντα του 

σιταριού όπως ψωµί, παιδικές τροφές, δηµητριακά για πρωινό, ζυµαρικά, κ.α. έχουν βρεθεί 

να είναι µολυσµένα από την τοξίνη αυτή. Το ίδιο µπορεί να συµβεί και µε την σιτρινίνη, τις 

αφλατοξίνες ή τις οχρατοξίνες [Jelinek, 1989]. 

 Όσο αφορά τα φρούτα και τα λαχανικά έχει κυρίως παρατηρηθεί µόλυνση από 

µυκοτοξίνες στα µήλα, στις τοµάτες και στα παράγωγα επεξεργασµένα προϊόντα αυτών 

(π.χ. χυµοί). Η αφλατοξίνη Μ1, η οποία είναι βιοµεταβολίτης της αφλατοξίνης Β1, µπορεί 

να µολύνει προϊόντα όπως γάλα, γάλα σε σκόνη, τυρί, γιαούρτι [Berg 1995]. Στο κρέας οι 

µυκοτοξίνες µπορεί να βρεθούν είτε λόγω της µολυσµένης τροφής µε την οποία 
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εκτρέφονται τα ζώα είτε σαν αποτέλεσµα ανάπτυξης µύκητα και παραγωγής µυκοτοξινών 

σε ήδη επεξεργασµένα προϊόντα όπως τα αλλαντικά. Η οχρατοξίνη Α είναι τοξίνη που 

εµφανίζεται συχνά σε χοιρινά και βοοειδή κρέατα. Οι αφλατοξίνες έχουν  αποµονωθεί σε 

ιστούς και ζωτικά όργανα ανθρώπων που τρέφονταν µε µολυσµένη τροφή [Siraj, 1981]. 

Φυσικά η εµφάνιση µυκοτοξινών στις επεξεργασµένες τροφές εξαρτάται και από την 

διαδικασία επεξεργασίας των συγκεκριµένων τροφών που ακολουθείται. Οι συνθήκες 

επεξεργασίας µπορούν να επιδράσουν στην παραγωγή µυκοτοξινών αλλά και στην 

σταθερότητα αυτών σαν χηµικές ενώσεις. Για παράδειγµα οι αφλατοξίνες είναι ασταθείς σε 

διαδικασίες επεξεργασίας που περιλαµβάνουν αλκαλικά ή όξινα στάδια. Η 

δεοξυνιβαλενόλη είναι σταθερή στην διαδικασία ψησίµατος του ψωµιού (δηλ. σε υψηλές 

θερµοκρασίες), µια διαδικασία όµως που πιθανώς καταστρέφει σε κάποιο ποσοστό τις 

αφλατοξίνες. Η οχρατοξίνη Α δείχνει σταθερή στις περισσότερες ήπιες διαδικασίες 

επεξεργασίας προϊόντων [Doyle, 1982].

3.3	

 ΟΙ ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΕΣ ΚΑΙ Η ΥΓΕΙΑ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ

 Ο άνθρωπος µπορεί να επιβαρυνθεί µε µυκοτοξίνες από µολυσµένη µε µύκητες 

τροφή µε αποτελέσµατα που µπορεί να είναι οξεία τοξίκωση ή χρόνιες ασθένειες. Οι πιο 

επιβλαβείς επιδράσεις είναι καρκίνος στο ήπαρ µετά από µακρόχρονη κατανάλωση 

αφλατοξινών σε µικρές δόσεις ή θάνατος ως αποτέλεσµα οξείας δηλητηρίασης. Από τις 

αρχαιότερες αναφερθείσες παθολογικές καταστάσεις του ανθρώπου είναι ο εργοτισµός 

που οφείλεται στην επίδραση ergot alkaloids µυκοτοξινών που παράγονται από τους 

µύκητες C. purpurea C. Paspali και C. fusiformis. Η ασθένεια αυτή χαρακτηρίζεται από 

νευρικές διαταραχές, αδυναµία, πυρετό, ναυτία, έµετο, διάρροια, παράλυση των άκρων και 

τελικά γάγγραινα. Οι µύκητες C. purpurea C. Paspali και C. fusiformis εµφανίζονται πολύ 

συχνά στην σίκαλη και στο κριθάρι. Ο εργοτισµός ευθύνεται για τον θάνατο χιλιάδων 

ατόµων την περίοδο του Μεσαίωνα, ενώ µπορεί να εκδηλωθεί και στα ζώα µε γάγγραινα ή 

νευρικά συµπτώµατα [Χριστοδούλου, 1975]. Επεισόδια γάγγραινας έχουν περιγραφεί µε 

συµπτώµατα όπως πρησµένα άκρα µε φαινόµενα ερεθισµού και νεκρώσεις των άκρων 

που συχνά οδηγούν σε ακρωτηριασµούς. Φυσικά υπάρχει µεγάλος κίνδυνος για την 

ανθρώπινη υγεία αφού οι τροφές που µολύνονται περισσότερο τυγχάνουν ευρείας 

κατανάλωσης από τον άνθρωπο. Στην Αφρική έχουν αναφερθεί 93 κρούσµατα της 
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ασθένειας σε περίπτωση όπου καταναλώθηκε µολυσµένη τροφή από τον µύκητα C. 

purpurea και 78 κρούσµατα στην Ινδία σε περίπτωση µόλυνσης των τροφών από το 

µύκητα C. fusiformis [Demeke, 1979; Krishnamachari, 1976]. Τα ζώα που τρέφονται µε 

µολυσµένη τροφή από τις ίδιες µυκοτοξίνες εµφανίστηκαν συµπτώµατα χωλότητας και 

νέκρωσης της ουράς, των ποδιών και των αυτιών. Επίσης παρατηρήθηκαν νευρικά 

συµπτώµατα, αταξία, παράλυση κ.α. Άλλες επιπτώσεις της ασθένειας αυτής ήταν η µείωση 

του ρυθµού ανάπτυξης στα ζώα, µείωση παραγωγής γάλατος µέχρι και πλήρης αγαλακτία.

 Μια άλλη παθολογική κατάσταση που εµφανίστηκε στην Ασία είναι γνωστή µε το 

όνοµα beri-beri και προέρχεται από κατανάλωση µολυσµένου ρυζιού. Η σιτρεοβιριδίνη 

είναι η µυκοτοξίνη που σχετίζεται µε την ασθένεια αυτή. Η σιτρεοβιριδίνη µπορεί επίσης να 

προκαλέσει δύσπνοια, παράλυση και τύφλωση.

 Στον δεύτερο παγκόσµιο πόλεµο, η αλευκία, µια ασθένεια που προέρχεται από τον 

µύκητα Fusarium στοίχισε την ζωή σε πολλούς ανθρώπους (τροφική τοξική αλευκία) και 

ζώα (σταχυοβοτριοτοξίκωση των ιπποειδών) [Χριστοδούλου, 1975]. Στην πρώην Σοβιετική 

Ένωση, κατά την διάρκεια του Β’ Παγκοσµίου πολέµου ο θερισµός των σπαρτών άργησε 

να γίνει µε αποτέλεσµα ο συνδυασµός του υγρού κλίµατος και της υψηλής θερµοκρασίας 

να ευνοήσουν την ανάπτυξη του µύκητα F. sporotrichoides και την παραγωγή 

µυκοτοξινών.

 Η Βαλκανική νεφροπάθεια µια ασθένεια που εµφανίζεται στους ανθρώπους που 

ζουν κοντά σε ποτάµια στην Γιουγκοσλαβία, στην Βουλγαρία και στην Ρουµανία φαίνεται 

να έχει άµεση σχέση µε την οχρατοξίνη A. Επίσης έχει βρεθεί άµεση σχέση των 

µυκοτοξινών µε καρκίνο του ήπατος µετά από µελέτες που έγιναν κυρίως σε χώρες όπως 

η Αφρική, η Α. Ασία, οι Ινδίες και οι Φιλιππίνες όπου το πρόβληµα είναι πιο διαδεδοµένο.

3.4	

 ΑΦΛΑΤΟΞΙΝΕΣ 

3.4.1	

 Συνοπτική παρουσίαση αφλατοξινών 

 Οι αφλατοξίνες (aflatoxins) αποτελούν µια οµάδα από τις πιο τοξικές ουσίες που 

βρίσκονται στη φύση. Οι ισχυρότατα τοξικές και καρκινογόνες αφλατοξίνες παράγονται από 

µύκητες (µούχλα), που αναπτύσσονται κυρίως σε ξηρά φρούτα, ξηρούς καρπούς (ιδιαίτερα 

στα αράπικα φυστίκια και αµύγδαλα), µπαχαρικά, σιτηρά και σε τυριά, όταν υπάρξουν 
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κατάλληλες συνθήκες υγρασίας και θερµοκρασίας. Επίσης µπορεί να εµφανισθούν στο 

γάλα ζώων που έχουν τραφεί µε ζωοτροφές (καλαµπόκι κ.λπ.), στα οποία είχαν 

αναπτυχθεί µύκητες (ευρωτίαση, µούχλα). Έκθεση του ανθρώπου και των ζώων σε 

µύκητες (ευρώτας, µούχλα) µπορεί να οδηγήσει σε µυκοτοξίκωση (mycotoxicosis), µια 

παθολογική κατάσταση που µπορεί να εκδηλωθεί µε µια µεγάλη ποικιλία συµπτωµάτων. 

 Η µεγάλη ποικιλία των συµπτωµάτων καθιστά δύσκολη τη διάγνωση της 

µυκοτοξίκωσης, τα αίτια της οποίας είναι µια οµάδα εξαιρετικά τοξικών ουσιών που είναι 

γνωστές ως µυκοτοξίνες (mycotoxins). Πολλά γεωργικά προϊόντα σε συνθήκες υψηλής 

υγρασίας και θερµοκρασίας προσβάλλονται εύκολα από οµάδες µυκήτων που παράγουν 

µυκοτοξίνες. Οι αφλατοξίνες είναι οι πιο κοινές µυκοτοξίνες, που βρίσκονται συχνά σε 

γεωργικά προϊόντα. Η µυκοτοξίκωση που οφείλεται ειδικά στις αφλατοξίνες αναφέρεται 

συνήθως ως αφλατοξίκωση (aflatoxicosis).

 Οι αφλατοξίνες παράγονται από τους µύκητες Aspergillus  flavus, Aspergillus 

parasiticus και Aspergillus nomius, οι οποίοι αναπτύσσονται κυρίως σε ξηρά φρούτα, 

ξηρούς καρπούς (ιδιαίτερα τα αράπικα φυστίκια, αµύγδαλα), µπαχαρικά, σιτηρά και σε 

τυριά κάτω από κατάλληλες συνθήκες υγρασίας (πάνω από 7-10%) και θερµοκρασίας. 

Επίσης, εµφανίζονται στο γάλα ζώων που έχουν τραφεί µε ζωοτροφές (καλαµπόκι κ.λπ.) 

που είχαν µύκητες.

 Οι αφλατοξίνες είναι εξαιρετικά τοξικές, καρκινογόνοι, µεταλλαξιγόνοι και 

ανοσοκατασταλτικές ουσίες. Η αφλατοξίνη Β1 θεωρείται ως το ισχυρότερο γνωστό 

καρκινογόνο του ήπατος µε αποδεδειγµένη γονοτοξικότητα. Χαρακτηριστικά αναφέρεται ότι 

η καρκινογόνος δράση του είναι περίπου 1000 φορές ισχυρότερη του βενζοπυρενίου, ενός 

πολυπυρηνικού υδρογονάνθρακα που αποτελεί το δραστικότερο µεταλλαξιγόνο συστατικό 

του καπνού των τσιγάρων.

 Το πρόβληµα των αφλατοξινών αναγνωρίσθηκε ως σηµαντικό διατροφικό 

πρόβληµα όταν το 1960 προκλήθηκε σοβαρή ασθένεια (νέκρωση του ήπατος) στα 

πουλερικά και κυρίως στις γαλοπούλες (turkeys) στη Μ. Βρετανία, από την οποία πέθαναν 

περίπου 100.000 πτηνά. Αρχικά, τα αίτια αυτής της περίεργης ασθένειας ήταν άγνωστα και 

έτσι η ασθένεια ονοµάστηκε "Turkey 'X' disease". Αργότερα διαπιστώθηκε ότι η αιτία ήταν 

η ανάπτυξη του µύκητα Aspergillus flavus στις πτηνοτροφές, από τον οποίο πήραν και το 

όνοµα οι αφλατοξίνες (A. fla. toxin). Από τότε, το πρόβληµα της παρουσίας των 

αφλατοξινών στα τρόφιµα και σε ζωοτροφές θεωρείται πολύ σηµαντικό και έχουν 

καθιερωθεί συστηµατικοί έλεγχοι και ανώτατα όρια στα διάφορα τρόφιµα.
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 Οι αφλατοξίνες προκαλούν σηµαντική ετήσια ζηµιά στη γεωργική παραγωγή 

ορισµένων προϊόντων. Σύµφωνα µε τον FAO (Food Agricultural Organization) το 25% (σε 

παγκόσµια κλίµακα) των φυτικών γεωργικών προϊόντων παρουσιάζουν µολύνσεις από 

µυκοτοξίνες. Στις ΗΠΑ, οι µολύνσεις των γεωργικών προϊόντων µε αφλατοξίνες κοστίζουν 

ετησίως στους παραγωγούς περίπου 100 εκατοµµύρια δολάρια, ενώ µόνο από τις 

αφλατοξίνες στα αράπικα φυστίκια, τα οποία χρησιµοποιούνται ευρύτατα στις ΗΠΑ για την 

παρασκευή φυστικοβούτυρου (peanut butter), το ετήσιο κόστος είναι περίπου 26 

εκατοµµύρια δολάρια. 

 Συνοπτικά, ο µηχανισµός της τοξικής δράσης των αφλατοξινών έχει ως εξής: Οι 

αφλατοξίνες στον οργανισµό µε την επίδραση των ενζύµων της οµάδας του κυτοχρώµατος 

P450 µεταβολίζονται στο ήπαρ προς διάφορα προϊόντα µεταξύ των οποίων βρίσκεται και 

µια εποξειδική ένωση. Ο µεταβολίτης αυτός σχηµατίζει ένωση προσθήκης (adduct) µε τη 

γουανίνη (G) του DNA και του RNA, γεγονός που οδηγεί σε αποπουρίνωση και θραύση 

της αλυσίδας των νουκλεϊνικών οξέων µε αποτέλεσµα να διακοπεί η σύνθεση απαραίτητων 

πρωτεϊνών και DNA σε ιστούς ζωτικών οργάνων, όπως στο ήπαρ, στα έντερα και στον 

µυελό των οστών. Η επικινδυνότητα των αφλατοξινών αυξάνεται ιδιαίτερα σε περιπτώσεις 

ατόµων που πάσχουν από ηπατικές νόσους. 'Ερευνες έδειξαν ότι κατά τη µόλυνση µε τον 

ιό ηπατίτιδας (Hepatitis B virus, HBV), η έκθεση σε αφλατοξίνες αυξάνει τον κίνδυνο για 

ηπατοκυτταρικό καρκίνο (hepatocellular carcinoma, HCC)

3.4.2	

 ΟΞΕΙΕΣ ΑΦΛΑΤΟΞΙΚΟΣΕΙΣ

 Περιστατικά οξείας αφλατοξίκωσης στον άνθρωπο έχουν αναφερθεί στο παρελθόν 

σε διάφορες χώρες όπως η Ταϊβάν και η Ουγκάντα. Χαρακτηριστικά συµπτώµατα ήταν 

έµετος, πνευµονικό οίδηµα, λιπώδης διήθηση και νέκρωση του ήπατος. Ένα άλλο 

περιστατικό που καταγράφηκε στην Ινδία το 1974 σε περιόδους ξηρασίας και έλλειψης 

τροφής και µετά από κατανάλωση µολυσµένων τροφίµων είχε σαν αποτέλεσµα ευρεία 

οξεία τοξίκωση σε περιοχή που περιελάµβανε 200 χωριά. Μεγάλος αριθµός ασθενών (994 

ασθενείς) εξετάστηκαν και 97 περιπτώσεις ήταν θανατηφόρες µε κύρια συµπτώµατα 

εσωτερικές αιµορραγίες (γαστρορραγίες) [Pasteiner, 1994].

 Στην Ταϊλάνδη µια ασθένεια παιδιών εµφανίστηκε στο παρελθόν (1971) µε 

συµπτώµατα παρόµοια µε αυτά του συνδρόµου Reye και συνδέθηκε µε αφλατοξίκωση 
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[Shank, 1971]. Η ασθένεια χαρακτηρίζεται από έµετο, κώµα, λιπώδες ήπαρ, νεφρά και 

καρδιά, σπασµούς και τελικά θάνατο, συνέπεια εγκεφαλικού οιδήµατος. Η αιτία της 

ασθένειας αποδόθηκε σε αφλατοξίνες επειδή το σύνδροµο του Reye στον άνθρωπο έχει 

συµπτώµατα όµοια µε αυτά που προκαλούν οι αφλατοξίνες σε πειραµατόζωα (πιθήκους) 

στο εργαστήριο. Μια περίπτωση κατανάλωσης µολυσµένου ρυζιού στην Ταϊβάν κατέληξε 

σε θανατηφόρο επεισόδιο µε συµπτώµατα όµοια µε αυτά του συνδρόµου Reye και 

συνδέθηκε µε την παρουσία µυκοτοξινών. Μετά από εξέταση του ύποπτου δείγµατος 

ρυζιού βρέθηκε ότι είχε µολυνθεί από το µύκητα Aspergillus clavatus.

3.4.3	

 ΧΡΟΝΙΕΣ ΑΦΛΑΤΟΞΙΚΩΣΕΙΣ 

 Επειδή οι αφλατοξίνες και ειδικά η αφλατοξίνη Β1, είναι ισχυρά καρκινογόνες, 

υπάρχει ενδιαφέρον για τις επιπτώσεις που επιφέρουν µετά από µακροχρόνια χρήση σε 

χαµηλές συγκεντρώσεις τόσο στον άνθρωπο όσο και στα ζώα. Μόνο η αφλατοξίνη Β1 και η 

στεριγµατοκυστίνη θεωρούνται προς το παρόν από το IARC (International Agency for 

Research on Cancer) ότι έχουν καρκινογόννες επιδράσεις στα ζώα και µόνο η αφλατοξίνη 

Β1 έχει καταταγεί σαν ένας πιθανός παράγοντας καρκινογέννεσης στον άνθρωπο. Οι 

αφλατοξίνες είναι από τις λίγες µυκοτοξίνες που έχουν µελετηθεί ευρέως µε συµπεράσµατα 

για τις επιδράσεις τους στον άνθρωπο.

 Αν και οι αφλατοξίνες έχουν καταταγεί στα δυνητικά καρκινογόνα για τον άνθρωπο 

(καρκινογέννεση του ήπατος (LCC)) υπάρχουν ακόµα ερωτήµατα για τηνπεραιτέρω δράση 

και τις επιπτώσεις τους. Τα ερωτήµατα θα πρέπει να απαντηθούν µε πειράµατα 

αξιολόγησης σε πειραµατόζωα και από δεδοµένα διαφόρων τυχαίων περιστατικών 

δηλητηριάσεων µε ανθρώπινα θύµατα. Επιπλέον η έκθεση σε αφλατοξίνες έχει 

διαφορετικές επιπτώσεις στην υγεία των ανθρώπων ανάλογα µε την ηλικία, το φύλο, τις 

διατροφικές συνήθειες, την βιολογική κατάσταση του οργανισµού κ.α. Σε µελέτες µε 

πειραµατόζωα έχει διαπιστωθεί ότι οι πίθηκοι είναι πιο ανθεκτικοί στις καρκινογόνες 

επιπτώσεις των αφλατοξινών σε σχέση µε τους αρουραίους. Ίσως κάτι ανάλογο να 

συµβαίνει και µε τον άνθρωπο.

 Ο καρκίνος του ήπατος είναι ένας από τους κύριους παράγοντες θνησιµότητας στην 

Ασία και στην Αφρική. Για παράδειγµα στην Κίνα καταγράφονται περίπου 100.000 θάνατοι 

ανά χρόνο και είναι ο τρίτος παράγοντας θνησιµότητας από καρκίνο [Armstrong, 1980]. Τα 
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ποσοστά του καρκίνου του ήπατος στον ανθρώπινο πληθυσµό ποικίλουν από χώρα σε 

χώρα µε υψηλότερα ποσοστά στα µέρη όπου οι κλιµατολογικές συνθήκες ευνοούν την 

ανάπτυξη µυκήτων στις τροφές και κατά συνέπεια την παραγωγή αφλατοξινών. Πολλές 

επιδηµιολογικές µελέτες είναι σε εξέλιξη για την απόκτηση πληροφοριών σχετικά µε την 

σχέση αφλατοξινών και καρκίνου του ήπατος.

 Οι παραπάνω πληροφορίες δίνουν µια ώθηση για παραπέρα έρευνα πάνω στη 

σχέση αφλατοξίνης και LCC. Επίσης η πιθανή συνέργια αφλατοξινών και ηπατίτιδας Β 

(HBV) στην εκδήλωση καρκίνου του ήπατος θα πρέπει να ελεγχθεί. Πολλά ερωτήµατα είναι 

ακόµα αναπάντητα. Στην περιοχή της Μονζαβίκης όπου τα επίπεδα των αφλατοξινών στα 

τρόφιµα είναι πολύ υψηλά µόνο µια µικρή οµάδα πληθυσµού έχουν υψηλό ποσοστό σε 

LCC. Στην Ταϊβάν, ασθένειες και υψηλή θνησιµότητα από αφλατοξίνες έχουν καταγραφεί 

και έχουν συσχετιστεί µε υψηλές, σχεδόν θανατηφόρες δόσεις αφλατοξινών. Αντίθετα 

στους Εσκιµώους από χωριά της Αλάσκας έχουµε υψηλά ποσοστά καρκίνου του ήπατος 

παρόλο που τα επίπεδα αφλατοξίνης στη τροφή τους είναι πολύ χαµηλά (το ψυχρό 

περιβάλλον δεν ευνοεί την ανάπτυξη µυκήτων). Παρόλα αυτά έχει παρατηρηθεί σηµαντική 

συσχέτιση µεταξύ καρκίνου του ήπατος και ηπατίτιδας στον παραπάνω πληθυσµό [Stoloff, 

1983].

3.5	

 ΟΧΡΑΤΟΞΙΝΕΣ

 Οι οχρατοξίνες ανακαλύφθηκαν στην Νότια Αφρική από επιστήµονες που 

ερευνούσαν για τοξινογεννείς µύκητες. Αρχικά αποµονώθηκε η οχρατοξίνη Α (σχήµα ΙΙ.9) 

που παράγεται από τον µύκητα A. ochraceus  και ακολούθησε η αποµόνωση και η 

ταυτοποίηση της οχρατοξίνης Β και της οχρατοξίνης C µε τους µεθυλ και αιθυλ εστέρες 

τους (σχήµα ΙΙ.9 και ΙΙ.10). Οι οχρατοξίνες Α και Β είναι και οι κυριότερες εκπρόσωποι της 

συγκεκριµένης οµάδας µε πιο τοξική και επικίνδυνη την πρώτη. Χηµικά οι οχρατοξίνες είναι 

ενώσεις ενός τµήµατος 3,4-διυδρο-3-µεθυλισοκουµαρίνης µέσω µιας 7- καρβόξυ οµάδας 

σε µια L-b-φαινυλαλανίνη µε ένα αµινοδεσµό [Cole, 1981].

 Οι οχρατοξίνες παράγονται κυρίως από τους µύκητες Aspergillus  ochraceus και 

Penicillium viridicatum αλλά και από τους µύκητες A. melleus, A. sulphureus, A. ostianus, 

A. petrakii, A. ostianus, A. alliaceus, P. cyclopium, P. commune, P. variabile, P. palitans και 

P. purpurescens. Οι παραπάνω µύκητες µπορούν να δίνουν και άλλες µυκοτοξίνες όπως 
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π.χ. σιτρινίνη και πενισιλλικό οξύ µε πιθανή συνέργια αυτών µε τις οχρατοξίνες που έχει 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της τοξικότητα τους [Cole, 1981].

 Οι οχρατοξίνες παράγονται κυρίως από τους µύκητες Aspergillus  ochraceus και 

Penicillium viridicatum αλλά και από τους µύκητες A. melleus, A. sulphureus, A. ostianus, 

A. petrakii, A. ostianus, A. alliaceus, P. cyclopium, P. commune, P. variabile, P. palitans και 

P. purpurescens. Οι παραπάνω µύκητες µπορούν να δίνουν και άλλες µυκοτοξίνες όπως 

π.χ. σιτρινίνη και πενισιλλικό οξύ µε πιθανή συνέργια αυτών µε τις οχρατοξίνες που έχει 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της τοξικότητα τους [Cole, 1981].

3.6	

 ΜΕΘΟΔΟΙ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟΥ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ 
ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΩΝ

3.6.1	

 ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΗ ΑΝΟΣΟΔΙΑΓΝΩΣΗ

 Η ενζυµατική ανοσοδιάγνωση που µερικές φορές ονοµάζεται και enzyme linked 

immunoassay ή ELIZA, συνδυάζει την εξειδίκευση και την ευαισθησία στις µετρήσεις. Η 

αρχή λειτουργίας της ELIZA είναι βασισµένη σε µια αρκετά ευαίσθητη αντίδραση 

αντιγόνου-αντισώµατος.

 Η χρήση της ELIZA για τον προσδιορισµό των µυκοτοξινών είναι πολύ διαδεδοµένη. 

Χρησιµοποιείται συνήθως για τον µέτρηση των αφλατοξινών και κυρίως για την αφλατοξίνη 

Β1. Είναι µια αρκετά γρήγορη, ευαίσθητη, και εύκολη στην χρήση τεχνική, ειδική για 

γρήγορο και αξιόπιστο έλεγχο των δειγµάτων (τροφών και ειδικότερα ζωοτροφών) και αυτό 

γιατί σε κάθε διαδικασία µπορεί να ελεγχθεί µεγάλος αριθµός δειγµάτων.

 Η µέτρηση γίνεται συνήθως στα 450 nm. Η ευαισθησία της µεθόδου µπορεί να 

φτάσει µέχρι τα 0.055 ng/ml (ppb) σε διάλυµα και 0.5 ng/kg (ppt) σε τροφές για την 

αφλατοξίνη B1. Το µειονέκτηµα της µεθόδου είναι το γεγονός ότι η ανίχνευση και ο 

ποσοτικός προσδιορισµός των τοξινών γίνεται προσθετικά. Επίσης σε αρκετές 

περιπτώσεις δίνει ψευδώς θετικές αντιδράσεις που οφείλονται σε συστατικά των τροφίµων, 

όπως στην περίπτωση του καφέ και µερικών αποξηραµένων φρούτων.

3.6.2	

 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ
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 Ποικίλες χρωµατογραφικές µέθοδοι έχουν χρησιµοποιηθεί για τον διαχωρισµό, τον 

καθαρισµό και την ανίχνευση των µυκοτοξινών [Betina, 1989]. Από την δεκαετία του'60, οι 

πρώτες χρωµατογραφικές τεχνικές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν η χρωµατογραφία λεπτής 

στοιβάδας (TLC), η χρωµατογραφία στήλης (LCC), η υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης (HPLC), οι οποίες εξακολουθούν να χρησιµοποιούνται, άλλες µε λιγότερη και 

άλλες µε περισσότερη επιτυχία µέχρι σήµερα, ενώ η αέριος χρωµατογραφία (GC) και 

περισσότερο η αέριος χρωµατογραφία σε συνδυασµό µε χρωµατογραφία µάζας (GC/MS) 

έγινε περισσότερο γνωστή στο πεδίο των µυκοτοξινών στις αρχές της δεκαετίας του '80. 

Σήµερα για καλύτερα και πιο αξιόπιστα αποτελέσµατα στην ανίχνευση, στον ποσοτικό 

προσδιορισµό αλλά και την εξακρίβωση της χηµικής δοµής των µυκοτοξινών 

χρησιµοποιείται συνδυασµός των παραπάνω τεχνικών.

3.7	

 ΑΡΧΕΣ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑΣ ΓΙΑ ΕΛΕΓΧΟ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΩΝ 

ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΩΝ

 Σε κάθε περίπτωση κατά τη διαδικασία δειγµατοληψίας και έλεγχο ανίχνευσης 

µυκοτοξινών ισχύουν οι αρχές που αναφέρονται στις διατάξεις του κανονισµού ΕΚ αριθ. 

882/2004.

3.7.1	

 ΣΚΟΠΟΣ, ΠΕΔΙΟ ΕΦΑΡΜΟΦΗΣ ΚΑΙ ΚΡΙΣΙΜΕΣ ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑΣ 

ΓΙΑ ΕΛΕΓΧΟ ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΩΝ

 Τα δείγµατα που προορίζονται για τον επίσηµο έλεγχο των επιπέδων των 

µυκοτοξινών στα τρόφιµα λαµβάνονται σύµφωνα µε τις µεθόδους που καθορίζονται στη 

συνέχεια. Τα συνολικά δείγµατα που λαµβάνονται κατ’ αυτόν τον τρόπο θεωρούνται ως 

αντιπροσωπευτικά των παρτίδων. Η συµµόρφωση όσον αφορά τα ανώτατα όρια που 

καθορίζονται στον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 466/2001 προσδιορίζεται βάσει των επιπέδων 

που διαπιστώνονται στα εργαστηριακά δείγµατα.

Οι ακόλουθοι ορισµοί θα µας βοηθήσουν να κατανοήσουµε τη συγκεκριµένη διαδικασία 

δειγµατοληψίας :
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• «παρτίδα»: η εκάστοτε παραδιδόµενη προσδιορίσιµη ποσότητα τροφίµου, για την 

οποία ο αρµόδιος υπάλληλος έχει διαπιστώσει ότι παρουσιάζει κοινά χαρακτηριστικά, 

όπως είναι η προέλευση, η ποικιλία, το είδος συσκευασίας, ο συσκευαστής, ο 

αποστολέας ή η σήµανση·

• «υποπαρτίδα»: καθορισµένο τµήµα µεγάλης παρτίδας, στο οποίο θα εφαρµοστεί η 

µέθοδος δειγµατοληψίας· κάθε υποπαρτίδα πρέπει να διαχωρίζεται µε φυσικό τρόπο 

και να είναι αναγνωρίσιµη·

• «στοιχειώδες δείγµα»: ποσότητα υλικού που λαµβάνεται από ένα µόνο σηµείο της 

παρτίδας ή της υποπαρτίδας· 

• «συνολικό δείγµα»: το συνδυασµένο σύνολο όλων των στοιχειωδών δειγµάτων που 

έχουν ληφθείαπό την παρτίδα ή την υποπαρτίδα·

• «εργαστηριακό δείγµα»: δείγµα που προορίζεται για το εργαστήριο.

 Σε κάθε περίπτωση η δειγµατοληψία πρέπει να πραγµατοποιείται από 

εξουσιοδοτηµένο πρόσωπο. Κάθε παρτίδα που πρόκειται να εξεταστεί αποτελεί 

αντικείµενο ξεχωριστής δειγµατοληψίας. Σύµφωνα µε τις ειδικές διατάξεις δειγµατοληψίας 

για τις διάφορες µυκοτοξίνες, οι µεγάλες παρτίδες πρέπει να υποδιαιρούνται σε 

υποπαρτίδες, οι οποίες υφίστανται δειγµατοληψία ξεχωριστά.

 Στη διάρκεια της δειγµατοληψίας και της προετοιµασίας των δειγµάτων, πρέπει να 

λαµβάνονται προφυλάξεις ώστε να αποφεύγονται αλλαγές, οι οποίες:

• επηρεάζουν την περιεκτικότητα σε µυκοτοξίνες, επιδρούν αρνητικά στον αναλυτικό 

προσδιορισµό, ή καθιστούν µη αντιπροσωπευτικά τα στοιχειώδη δείγµατα·

• επηρεάζουν την ασφάλεια τροφίµων των παρτίδων που πρόκειται να υποστούν 

δειγµατοληψία.

• ταυτόχρονα πρέπει να λαµβάνονται όλα τα µέτρα που είναι αναγκαία για να 

εξασφαλίζεται η ασφάλεια των προσώπων που λαµβάνουν τα δείγµατα.

 Στο µέτρο του δυνατού, πρέπει να λαµβάνονται στοιχειώδη δείγµατα σε διαφορετικά 

σηµεία της παρτίδας ή της υποπαρτίδας. Τυχόν παρέκκλιση από τη διαδικασία αυτή 

πρέπει να καταγράφεται σε κατάλληλο αρχείο. Στη συνέχεια το συνολικό δείγµα λαµβάνεται 

µε τη συνένωση των στοιχειωδών δειγµάτων.Από το οµογενοποιηµένο συνολικό δείγµα 

λαµβάνονται πανοµοιότυπα δείγµατα για σκοπούς εφαρµογής εκτελεστικών µέτρων, 
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εµπορίου (υπεράσπισης) και διαιτησίας (διαιτητή), υπό τον όρο ότι η διαδικασία αυτή δεν 

αντιβαίνει στους κανόνες που ισχύουν σχετικά µε τα δικαιώµατα των υπευθύνων 

επιχειρήσεων τροφίµων.

 Στη συνέχεια κάθε δείγµα τοποθετείται σε έναν καθαρό περιέκτη από αδρανή ύλη, ο 

οποίος παρέχει την κατάλληλη προστασία από µόλυνση και από οιαδήποτε βλάβη που 

µπορεί να προκύψει κατά τη διάρκεια της µεταφοράς. Πρέπει να λαµβάνονται επίσης όλες 

οι αναγκαίες προφυλάξεις για να αποτραπεί κάθε αλλοίωση της σύνθεσης του δείγµατος, η 

οποία µπορεί να επέλθει κατά τη διάρκεια της µεταφοράς ή της αποθήκευσης. Κάθε δείγµα 

που λαµβάνεται για επίσηµη χρήση σφραγίζεται στον τόπο της δειγµατοληψίας και 

ταυτοποιείται σύµφωνα µε τους κανόνες που ισχύουν στο κράτος µέλος. Για κάθε 

δειγµατοληψία πρέπει να τηρείται αρχείο, το οποίο να επιτρέπει την αναµφισβήτητη 

αναγνώριση της εκάστοτε παρτίδας και στο οποίο να αναγράφεται η ηµεροµηνία και ο 

τόπος δειγµατοληψίας, καθώς και κάθε άλλη συµπληρωµατική πληροφορία που ενδέχεται 

να αποβεί χρήσιµη για τον παρασκευαστή.

3.7.2	

 ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑΣ ΓΙΑ ΣΙΤΗΡΑ ΚΑΙ ΠΡΟΪΟΝΤΑ ΣΙΤΗΡΩΝ

 Αυτή η µέθοδος δειγµατοληψίας εφαρµόζεται κατά τον επίσηµο έλεγχο των 

µέγιστων επιπέδων που έχουν καθιερωθεί για την αφλατοξίνη B1, τις συνολικές 

αφλατοξίνες, την ωχρατοξίνη A και τις τοξίνες Fusarium στα σιτηρά και τα προϊόντα 

σιτηρών

Βάρος του στοιχειώδους δείγµατος

 Το βάρος του στοιχειώδους δείγµατος πρέπει να είναι περίπου 100 γραµµάρια, 

εκτός εάν ορίζεται διαφορετικά σε οικείο κανονισµό. Σε περίπτωση παρτίδων σε 

συσκευασίες λιανικής πώλησης, το βάρος του στοιχειώδους δείγµατος εξαρτάται από το 

βάρος του συσκευασµένου προϊόντος λιανικής πώλησης.

 Ως εκ τούτου, σε περίπτωση συσκευασµένου προϊόντος λιανικής πώλησης που 

ζυγίζει περισσότερα από 100 γραµµάρια, τα συνολικά δείγµατα ζυγίζουν περισσότερο από 

10 kg. Εάν το βάρος ενός µεµονωµένου συσκευασµένου προϊόντος λιανικής πώλησης 

είναι πολύ µεγαλύτερο από 100 γραµµάρια, τότε λαµβάνονται 100 γραµµάρια 

στοιχειώδους δείγµατος από κάθε τέτοιο µεµονωµένο συσκευασµένο προϊόν. Αυτό µπορεί 

να γίνει είτε όταν λαµβάνεται το δείγµα είτε στο εργαστήριο. Ωστόσο, σε περιπτώσεις κατά 
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τις οποίες αυτή η µέθοδος δειγµατοληψίας θα οδηγούσε σε απαράδεκτες εµπορικές 

επιπτώσεις που θα προέκυπταν από ζηµίες στην παρτίδα (λόγω της µορφής της 

συσκευασίας, του µέσου µεταφοράς κ.λπ.), µπορεί να εφαρµοστεί εναλλακτική µέθοδος 

δειγµατοληψίας. Για παράδειγµα, σε περίπτωση που ένα προϊόν υψηλής αξίας διατίθεται 

στην αγορά σε συσκευασίες λιανικής των 500 γραµµαρίων ή του 1 kg, το συνολικό δείγµα 

µπορεί να ληφθεί µε τη συνάθροιση ορισµένων στοιχειωδών δειγµάτων, ο αριθµός των 

οποίων είναι µικρότερος από τον αριθµό που αναφέρεται στους πίνακες της οικίας 

νοµοθεσίας, υπό την προϋπόθεση ότι το βάρος του συνολικού δείγµατος ισούται µε το 

απαιτούµενο βάρος του συνολικού δείγµατος που αναφέρεται στους συγκεκριµένους 

πίνακες.

 Όταν η λιανική συσκευασία ζυγίζει λιγότερο από 100 γραµµάρια και εάν η διαφορά 

δεν είναι πολύ µεγάλη, µια τέτοια επιµέρους συσκευασία εκλαµβάνεται ως ένα στοιχειώδες 

δείγµα, έτσι ώστε το συνολικό δείγµα να ζυγίζει λιγότερο από 10 kg. Εάν το βάρος της 

λιανικής συσκευασίας είναι πολύ µικρότερο των 100 γραµµαρίων, ένα στοιχειώδες δείγµα 

αποτελείται από δύο ή περισσότερες λιανικές συσκευασίες, έτσι ώστε τα 100 γραµµάρια να 

προσεγγίζονται όσο το δυνατόν περισσότερο. 

 Ο αριθµός των στοιχειωδών δειγµάτων και του συνολικού δείγµατος περιγράφονται 

κατά περίπτωση στον Κανονισµό 401/2006 (παράρτηµα Ι).

 Σε κάθε περίπτωση η αποδοχή ή απόρριψη µιας παρτίδας γίνεται µε βάση τα 

ακόλουθα κριτήρια: 

• αποδοχή εφόσον το εργαστηριακό δείγµα είναι σύµφωνο προς το µέγιστο όριο, 

λαµβανοµένης υπόψη της διόρθωσης για ανάκτηση και της αβεβαιότητας της 

µέτρησης· 

• απόρριψη εφόσον το εργαστηριακό δείγµα υπερβαίνει το µέγιστο όριο πέραν κάθε 

λογικής αµφιβολίας, λαµβανοµένης υπόψη της διόρθωσης για ανάκτηση και της 

αβεβαιότητας της µέτρησης. 

3.7.3	

 ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑΣ ΓΙΑ ΤΟ ΓΑΛΑ ΚΑΙ ΤΑ ΓΑΛΑΚΤΟΚΟΜΙΚΑ 

ΠΡΟΪΟΝΤΑ, ΤΑ ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΒΡΕΦΗ ΚΑΙ ΤΑ ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΣΜΑΤΑ ΔΕΥΤΕΡΗΣ 

ΒΡΕΦΙΚΗΣ ΗΛΙΚΙΑΣ, ΣΥΜΠΕΡΙΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΩΝ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΓΙΑ ΒΡΕΦΗ ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΔΕΥΤΕΡΗΣ ΒΡΕΦΙΚΗΣ ΗΛΙΚΙΑΣ
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 Αυτή η µέθοδος δειγµατοληψίας εφαρµόζεται κατά τον επίσηµο έλεγχο των 

µέγιστων επιπέδων που έχουν καθιερωθεί για την αφλατοξίνη M1 στο γάλα και τα 

γαλακτοκοµικά προϊόντα, στα παρασκευάσµατα για βρέφη και τα παρασκευάσµατα 

δεύτερης βρεφικής ηλικίας, συµπεριλαµβανοµένων του βρεφικού γάλακτος, του γάλακτος 

δεύτερης βρεφικής ηλικίας και των διαιτητικών τροφίµων (γάλα και γαλακτοκοµικά 

προϊόντα) για ειδικούς ιατρικούς σκοπούς που προορίζονται ειδικά για βρέφη.

 Το συνολικό δείγµα πρέπει να είναι τουλάχιστον 1 kg ή 1 λίτρο, εκτός εάν δεν είναι 

δυνατόν, π.χ. στην περίπτωση που έχει ληφθεί για δειγµατοληψία µία µόνο φιάλη.

 Ο ελάχιστος αριθµός στοιχειωδών δειγµάτων που πρέπει να λαµβάνονται από την 

παρτίδα πρέπει να είναι αυτός που αναφέρεται στον πίνακα 3.2 . Ο καθορισµένος αριθµός 

στοιχειωδών δειγµάτων εξαρτάται από τη συνήθη µορφή µε την οποία τα συγκεκριµένα 

προϊόντα διατίθενται στο εµπόριο. Στην περίπτωση µη συσκευασµένων υγρών προϊόντων, 

η παρτίδα πρέπει να αναµειγνύεται όσο το δυνατόν επιµελέστερα και στο βαθµό που αυτό 

δεν επηρεάζει την ποιότητα του προϊόντος, είτε µε χειρωνακτικά είτε µε µηχανικά µέσα 

αµέσως πριν από τη δειγµατοληψία.Στην περίπτωση αυτή, µπορεί να θεωρηθεί ότι η 

κατανοµή αφλατοξίνης Μ1 σε µία δεδοµένη παρτίδα είναι οµοιογενής. Αρκεί εποµένως να 

λαµβάνονται τρία στοιχειώδη δείγµατα από µία παρτίδα για το σχηµατισµό του συνολικού 

δείγµατος.

 Τα στοιχειώδη δείγµατα, τα οποία συχνά µπορεί να συνίστανται σε φιάλη ή σε 

συσκευασµένο προϊόν, πρέπει να είναι ισοβαρή. Το βάρος ενός στοιχειώδους δείγµατος 

πρέπει να είναι τουλάχιστον 100 γραµµάρια, έτσι ώστε να συγκεντρώ- νεται συνολικό 

δείγµα περίπου 1 kg ή 1 λίτρου τουλάχιστον. Τυχόν παρέκκλιση από τη µέθοδο αυτή 

πρέπει να καταγράφεται.

Πίνακας3.2. Ελάχιστος αριθµός στοιχειωδών δειγµάτων που πρέπει να λαµβάνονται από 

κάθε  παρτίδα

Μορφή 

κυκλοφορίας 

στο εµπόριο

Όγκος ή βάρος 

της παρτίδας 

(σε λίτρα ή kg)

Ελάχιστος 

αριθµός 

στοιχειω- δών 

δειγµάτων που 

πρέπει να 

λαµβάνονται

Ελάχιστος 

όγκος ή βάρος 

του συνολικού 

δείγµατος (σε 

λίτρα ή kg)

Χύµα - 3-5 1
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Μορφή 

κυκλοφορίας 

στο εµπόριο

Όγκος ή βάρος 

της παρτίδας 

(σε λίτρα ή kg)

Ελάχιστος 

αριθµός 

στοιχειω- δών 

δειγµάτων που 

πρέπει να 

λαµβάνονται

Ελάχιστος 

όγκος ή βάρος 

του συνολικού 

δείγµατος (σε 

λίτρα ή kg)

Φιάλες/
συσκευασµένα 

πακέτα

 ≤ 50 3 1

Φιάλες/
συσκευασµένα 

πακέτα

50 έως 500 5 1

Φιάλες/
συσκευασµένα 

πακέτα

> 500 10 1

3.7.4	

 ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ ΣΕ ΣΗΜΕΙΑ ΛΙΑΝΙΚΗΣ ΠΩΛΗΣΗΣ

 Η δειγµατοληψία τροφίµων στο στάδιο της λιανικής πώλησης πρέπει να γίνεται, 

εφόσον είναι δυνατόν, σύµφωνα µε τις διατάξεις που ορίζονται στον οικείο κανονισµό. 

Όταν αυτό δεν είναι δυνατόν,µπορεί να εφαρµοστεί εναλλακτική µέθοδος δειγµατοληψίας 

στο στάδιο της λιανικής πώλησης, υπό τον όρο ότι εξασφαλίζεται επαρκώς η 

αντιπροσωπευτικότητα του συνολικού δείγµατος σε σχέση µε την παρτίδα από την οποία 

ελήφθη και ότι η µέθοδος αυτή περιγράφεται και τεκµηριώνεται πλήρως.

 Σε κάθε περίπτωση η αποδοχή ή η απόρριψη της παρτίδας γίνεται ως εξής: 

• Αποδοχή εφόσον το εργαστηριακό δείγµα είναι σύµφωνο προς το µέγιστο όριο, 

λαµβανοµένης υπόψη της διόρθωσης για ανάκτηση και της αβεβαιότητας της 

µέτρησης ,

• Απόρριψη εφόσον το εργαστηριακό δείγµα υπερβαίνει το µέγιστο όριο πέραν κάθε 

λογικής αµφιβολίας, λαµβανοµένης υπόψη της διόρθωσης για ανάκτηση και της 

αβεβαιότητας της µέτρησης.
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3.8	

 ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΓΙΑ ΤΟ ΧΕΙΡΙΣΜΟ ΤΟΥ ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΤΙΣ 
ΜΕΘΟΔΟΥΣ ΠΟΥ ΕΦΑΡΜΟΖΟΝΤΑΙ ΚΑΤΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ ΕΠΙΠΕΔΩΝ 
ΜΥΚΟΤΟΞΙΝΩΝ ΣΤΑ ΤΡΟΦΙΜΑ

3.8.1	

 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

 Δεδοµένου ότι οι µυκοτοξίνες είναι γενικά ανοµοιογενείς, τα δείγµατα πρέπει να 

προετοιµάζονται και ιδιαίτερα να οµογενοποιούνται µε ιδιαίτερη επιµέλεια. Το πλήρες 

δείγµα όπως λαµβάνεται από το εργαστήριο πρέπει να οµογενοποιείται, στην περίπτωση 

που η οµογενοποίηση γίνεται από το εργαστήριο. Για την ανάλυση των αφλατοξινών, 

πρέπει να αποφεύγεται κατά το µέτρο του δυνατού το φως της ηµέρας κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας, δεδοµένου ότι η αφλατοξίνη αποσυντίθεται προοδευτικά υπό την επίδραση 

της υπεριώδους ακτινοβολίας. 

 Τα όρια που καθορίζονται για τις αφλατοξίνες στον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 466/2001 

εφαρµόζονται στο εδώδιµο τµήµα του καρπού. Το επίπεδο των αφλατοξινών στο εδώδιµο 

τµήµα µπορεί να προσδιοριστεί ως εξής: 

•στα δείγµατα καρπών µε το κέλυφός τους, µπορεί να αφαιρεθεί το κέλυφος και η 

περιεκτικότητα σε αφλατοξίνες αναλύεται στο εδώδιµο τµήµα,

•οι καρποί µε το κέλυφός τους µπορούν να ληφθούν κατά τη διάρκεια της διαδικασίας 

προετοιµασίας του δείγµατος. Η µέθοδος δειγµατοληψίας και ανάλυσης πρέπει να 

αξιολογεί το βάρος του πυρήνα του καρπού στο συνολικό δείγµα. Το βάρος του πυρήνα 

του καρπού στο συνολικό δείγµα εκτιµάται αφού οριστεί ένας κατάλληλος συντελεστής για 

την αναλογία µεταξύ κελύφους και πυρήνα στους ολόκληρους καρπούς. Η αναλογία αυτή 

χρησιµεύει στον προσδιορισµό της ποσότητας πυρήνα στο χύµα δείγµα που λαµβάνεται 

µέσω της διαδικασίας προετοιµασίας και ανάλυσης του δείγµατος,

 Για το σκοπό αυτό λαµβάνονται µε τυχαία επιλογή 100 περίπου ολόκληροι καρποί 

µε κέλυφος από την παρτίδα ή διαχωρίζονται από κάθε συνολικό δείγµα. Για κάθε 

εργαστηριακό δείγµα, η αναλογία µπορεί να επιτευχθεί µε τη ζύγιση ολόκληρων των 

καρπών, την αφαίρεση του κελύφους τους και την εκ νέου ζύγιση αφενός των πυρήνων και 

αφετέρου των κελυφών.

 Ωστόσο, η αναλογία του κελύφους προς τον πυρήνα µπορεί να προσδιοριστεί από 

το εργαστήριο µε βάση περισσότερα του ενός δείγµατα κι έτσι η αναλογία αυτή µπορεί να 
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θεωρηθεί ως έγκυρη για τις µελλοντικές εργασίες ανάλυσης. Εάν όµως βρεθεί ότι ένα 

συγκεκριµένο εργαστηριακό δείγµα υπερβαίνει οποιοδήποτε όριο, η αναλογία για το εν 

λόγω δείγµα πρέπει να προσδιοριστεί µε τη χρήση των 100 περίπου καρπών που είχαν 

διαχωριστει ́από το συνολικό δείγµα για το σκοπό αυτόν.

 Κάθε εργαστηριακό δείγµα πρέπει να αλέθεται σε λεπτά σωµατίδια και να 

αναµειγνύεται επιµελώς µέσω διαδικασίας που έχει αποδειχθεί ότι επιτυγχάνει πλήρη 

οµογενοποίηση. Στην περίπτωση που το µέγιστο επίπεδο ισχύει για την ξηρή ύλη, η 

περιεκτικότητα του προϊόντος σε ξηρή ύλη πρέπει να καθορίζεται σε µέρος του 

οµογενοποιηµένου δείγµατος, µε τη χρήση µεθόδου για την οποία έχει αποδειχθεί ότι 

επιτυγχάνει τον ακριβή προσδιορισµό της περιεκτικότητας σε ξηρή ύλη.

 Από το οµογενοποιηµένο υλικό λαµβάνονται πανοµοιότυπα δείγµατα για σκοπούς 

εφαρµογής εκτελεστικών µέτρων, εµπορίου (υπεράσπισης) και διαιτησίας (διαιτητή), υπό 

τον όρο ότι η διαδικασία αυτή δεν αντιβαίνει στους κανόνες που ισχύουν στο κράτος µέλος 

σχετικά µε τα δικαιώµατα των υπευθύνων επιχειρήσεων τροφίµων.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΦΛΑΤΟΞΙΝΗΣ Μ1 ΣΕ 
ΓΑΛΑ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΜΕΘΟΔΟΥ  ELISA

ΣΤΟΧΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Οι στόχοι του συγκεκριµένου εργαστηρίου είναι οι ακόλουθοι

1. Αγνώριση κρίσιµων παραµέτρων που αφορούν τις εργαστηριακές αναλύσεις για 

έλεγχο µυκοτοξικών 

2. Εξικοίωση µε την εφαρµογή µεθόδων ανίχνευση και ποσοτικού προσδιορισµού των 

µυκοτοξινών και ιδιαίτερα µε την τεχνική της Ενζυµατικής Ανοσοδιάγνωσης (ELISA)

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΕΠΙΠΕΔΩΝ ΑΦΛΑΤΟΞΙΝΗΣ 

Μ1 ΣΕ ΓΑΛΑ

 Για ποίο λόγο τα standard διαλύµατα απαιτούν προσεκτικό χειρισµό?

Τι περιορισµοί ισχύουν για τη διατήρηση και το χειρισµό του kit

Υπολογισµός ποστοτήτων washing buffer solution 

Τι απαιτούν τα δείγµατα γάλακτος πριν τη λήψη της αναλυτικής ποσότητας και γιατί.

Τι ελέγχουµε κατά την τοποθέτηση των δειγµάτων γάλακτος στη φυγόκεντρο 

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ 

Θα χρησιµοποιηθούν τα ακόλουθα kit Ενζυµατικής Ανοσοδιάγωνσης 

• Γρήγορης ανίχνευσης αφλάτοξίνης M1 σε γάλα 

ΚΡΙΣΙΜΗ ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ ΕΝΟΤΗΤΑΣ

Βλέπε βασικό κεφάλαιο μυκοτοξινών
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ΠΡΟΣΤΑΣΙΑ ΚΑΤΑ ΤΟ ΧΕΙΡΙΣΜΟ ΤΟΥ kit

Τα κρίσιµα σηµεία προστασίας κατά το χειρισµό του kit είναι τα ακόλουθα:

• Προσοχή απαιτείται κατά τον χειρισµό των standard διαλυµάτων καθώς περιέχουν 

αφλατοξίνη Μ1. Σε καµία περίπτωση δεν πρέπει να έρθουν σε επαφή µε το δέρµα

• Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται κατά τη χρήση του περιεχοµένου των µπουκαλίων καθώς 

η τυχόν πτώση τους και το άδειασµα του περιεχοµένου αχρηστεύει το kit

• Απαραίτητη είναι η χρήση γαντιών και εργαστηριακής ποδιάς κατά την εφαρµογή της 

µεθόδου 

• Αναγκαία η χρήση προστατευτικού εξοπλισµού για τα µάτια 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΔΙΑΤΗΡΗΣΗΣ ΚΑΙ ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ kit

Σε ότι αφορά τον χειρισµό του kit τα κρίσιµα σηµεία είναι τα ακόλουθα: 

• Η αποθήκευση του kit γίνεται στους 2-8 oC

• Οι αφλατοξίνες είναι φωτοευαίσθητες και για αυτό πρέπει να αποφεύγεται η έκθεση στο 

φώς

• Οµοίως και για το διάλυµα χρωµογόνου-υποστρώµατος 

• Αποτελέσµατα µετά την ηµεροµηνία λήξης του kit δεν θεωρούνται αξιόπιστα

• Δεν πρέπει να αναµιγνύονται αντιδραστήρια kit µε διαφορετικούς αριθµούς παρτίδας

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ kit
Σε κάθε kit υπάρχουν:

• 12 strip των 8 θέσεων-κυψελίδες καλυµµένα µε αντισώµατα 

• 6 standard διαλύµατα  1,3ml το καθένα (0,5,10,20,40,80 ppt)

• Ένα φιαλίδιο µε κόκκινο καπάκι που περιέχει το ένζυµο σύζευξης(1,3 ml) 

• Ένα φιαλίδιο µε καφέ καπάκι που περιέχει το υπόστρωµα – χρωµογόνο (10ml)

• Ένα φιαλίδιο µε κίτρινο καπάκι που περιέχει το διάλυµα stop(14ml)
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• Μια φιάλη που περιέχει το buffer 1 διάλυµα 20ml

• Ένα φιαλίδιο µε λευκό καπάκι που περιέχει το διάλυµα buffer 2 

• Διάλυµα washing buffer

 Σε κάθε περίπτωση τόσο κατά το αρχικό άνοιγµα, όσο και στα επόµενα, ελέγχουµε 

την καλή κατάσταση του περιεχοµένου. Οποιοδήποτε πρόβληµα αναφέρεται και 

καταγράφεται. Παράλληλα ελέγχεται η επίδραση του στην ορθή εφαρµογή της µεθόδου και 

εάν απαιτείται το kit καταστρέφεται. 

4.1	

 ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΜΕΘΟΔΟΥ 

4.1.1	

 ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΥ ΚΑΙ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΩΝ 

 Όλα τα αντιδραστήρια πριν το χειρισµό τους θα πρέπει να έρθουν σε θερµοκρασία 

δωµατίου, ενώ παράλληλα η διαδικασία θα πρέπει να πραγµατοποιηθεί στου 20-25 oC. Η 

φυγόκεντρος πρέπει να έρθει σε θερµοκρασία 10 oC. 

Προετοιμασία Washing Buffer

 Απο τη φιάλη στην οποία βρίσκεται το αρχικό ρυθµιστικό διάλυµα πλυσίµατος, και 

το οποίο έχει διάρκεια ζωής 8 µε 12 εβδοµάδες, διαλύουµε ένα µέρος µε εννιά µέρη 

απεσταγµένο νερό. Για τις 8 θέσεις-κυψελίδες ενός strip απαιτούνται 12 ml. (250 µl * 8 = 

2.000 µl, για τις τρείς πλύσεις συνολικά απαιτούνται 2.000 µl * 3 = 6.000 µl, επιπλέον άλλα 

6.000 µl απαιτούνται για το τελικό στάδιο, Συνολικά 12.000 µl ή 12 ml)

Προετοιμασία Διαλύματος Ενζύμου Σύζευξης

 Για κάθε ένα strip 8 θέσεων αναµιγνύουµε (αφού αναταράξουµε προσεκτικά) 100 µl 

ενζύµου σύζευξης (κόκκινο πώµα) µε 1ml από το buffer 2 (λευκό πώµα).
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Προετοιμασία δειγμάτων γάλακτος

 Πρίν την εφαρµογή της µεθόδου φτιάχνουµε τη λίστα των κωδικών για τα δείγµατα 

που πρόκειται να χειριστούµε και συµπληρώνουµε το έντυπο αντιστοιχίας δειγµάτων σε 

κάθε strip µε βάση την αρίθµηση που υπάρχει στην πλακέτα. Στη συνέχεια ανακατεύουµε 

το κάθε δείγµα πριν τη δειγµατοληψία προκειµένου να εξασφαλίσουµε την οµοιόµορφη 

κατανοµή των συστατικών του. 

 Για τη λήψη κάθε δείγµατος γίνεται χρήση ξεχωριστής πιπέτας. Προσοχή ο αριθµός 

των φιαλιδίων προς φυγοκέντριση θα είναι πάντα ζυγός. Για τον έλεγχο της σωστής 

τοποθέτησης µετράµε τις κενές τρύπες µεταξύ των δειγµάτων στη κεφαλή της 

φυγόκεντρου. Θα πρέπει να είναι ίδιες και από τις δύο πλευρές.

4.1.2	

 ΥΛΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕΘΟΔΟΥ

 

Η υλοποίηση της µεθόδου γίνεται µε βάση τα ακόλουθα βήµατα:

• Σε κατάλληλο φιαλίδιο, στο οποίο υπάρχει ο κωδικός του δείγµατος, τοποθετούµε το 

γάλα προκειµένου να το φυγοκεντρίσουµε

•  Αφού τοποθετηθούν σωστά τα δείγµατα στη φυγόκεντρο φυγοκεντρούµε το γάλα στις 

ακόλουθες συνθήκες : 10min//3500 g/ 10 oC

• Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, σε κάθε φιαλίδιο, αφαιρούµε το ανώτερο στρώµα 

της κρέµας (συµπαγές τµήµα) µε τη χρήση πιπέτας 

• Στη συνέχεια από τη τρύπα που έχει γίνει προσεκτικά µε µια βελόνα χωρίς να 

γδάρουµε τα τοιχώµατα παίρνουµε το υγρό (αποβουτυρωµένο γάλα) και το 

τοποθετούµε σε ξεχωριστό φιαλίδιο (µε γραµµένο τον κωδικό του δείγµατος)

• Τοποθετούµε στην πλακέτα τον αριθµό των strip που θέλουµε. Σε κάθε περίπτωση 

υπολογίζουµε ότι οι πρώτες 6 θέσεις ΜΟΝΟ στο πρώτο strip καταλαµβάνονται από τα 

standard διαλύµατα

• Βάζουµε στις πρώτες θέσεις-κυψελίδες του πρώτου strip από το 1 µέχρι το 6 τα 

standard διαλύµατα µε αύξουσα συγκέντρωση (ποσότητα 100 µl σε κάθε θέση)
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• Από το νέο φιαλίδιο µε τη χρήση µικροπιπέτας παίρνουµε 100 µl και τα τοποθετούµε 

στην αντίστοιχη θέση στο strip. (οι θέσεις έχουν από πριν συµπληρωθεί στο έντυπο 

ώστε να γνωρίζουµε που βρίσκεται το κάθε δείγµα)

• Αφού έχουµε τοποθετήσει όλα τα δείγµατα αναµιγνύουµε απαλά µε προσοχή και 

τοποθετούµε την πλακέτα µε τα strip στο σκοτάδι για 30 λεπτά (θερµοκρασία 20-25 οC)

• Βγάζουµε την πλακέτα από το σκοτάδι και την τοποθετούµε στο ειδικό µηχάνηµα για 

πλύσεις και αναρρόφηση

• Επιλέγουµε το πρόγραµµα 9 

• Κάνουµε την πρώτη αναρρόφηση βγάζουµε την πλακέτα και την χτυπάµε ελαφρά σε 

απορροφητικό χαρτί προκειµένου να φύγει όλη η υγρασία

• Τοποθετούµε σε κάθε κυψελίδα 250µl από το washing buffer solution 

• Βάζουµε ξανά την πλακέτα στο µηχάνηµα πλύσης-αναρρόφησης και επιλέγουµε ξανά 

το πρόγραµµα 9 

• Μετά το άδειασµα του υγρού χτυπάµε ξανά απαλά τρείς φορές την πλακέτα σε 

απορροφητικό χαρτί 

• Επαναλαµβάνουµε 2 φορές ακόµη τη διαδικασία του πλυσίµατος

• Τοποθετούµε 100 µl από το µείγµα ενζύµου σύζευξης και buffer 1 σε κάθε κυψελίδα και 

µετά ανακατεύουµε απαλά. 

• Τοποθετούµε στο σκοτάδι για 15 λεπτά (θερµοκρασία 20-25 οC)

• Ακολουθούν τρία πλυσίµατα µε το washing buffer solution µε τη διαδικασία που 

αναφέρθηκε προηγουµένως

• Τοποθετούµε 100µl από το χρωµογόνο (καφέ µπουκαλάκι) σε κάθε κυψελίδα 

• Αναµιγνύουµε απαλά

• Τοποθετούµε στο σκοτάδι για άλλα 15 λεπτά (θερµοκρασία 20-25 οC)

• Τοποθετούµε 100µl από το stop solution (κίτρινο µπουκάλι) σε κάθε κυψελίδα στο strip 

και ακολουθεί η µέτρηση. 
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• ΠΡΟΣΟΧΗ η µέτρηση πρέπει να γίνει άµεσα. Μετά από 15 λεπτά τα αποτελέσµατα δεν 

θεωρούνται αξιόπιστα.

• Τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε µg/Kg (ppt)
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΛΛΕΡΓΙΟΓΟΝΩΝ 
ΟΥΣΙΩΝ ΣΤΑ ΤΡΟΦΙΜΑ

ΣΤΟΧΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Οι στόχοι του συγκεκριµένου εργαστηρίου είναι οι ακόλουθοι

1. Αναγνώριση κρίσιµης νοµοθεσίας που σχετίζεται µε την ανίχνευση αλλεργιογόνων 

ουσιών στα τρόφιµα 

2. Εξικοίωση µε την εφαρµογή µεθόδων ανίχνευση και ποσοτικού προσδιορισµού των 

αλλεργιογόνων ουσιών στα τρόφιµα και ιδιαίτερα µε την τεχνική της Ενζυµατικής 

Ανοσοδιάγνωσης (ELISA)

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΑΛΛΕΡΓΙΟΓΟΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ 

ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ

 Ποιοί είναι οι 4 τύποι αλλεργικών αντιδράσεων στα τρόφιµα 

 Ποιά είναι τα χαρακτηριστικά των αλλεργιογόνων τροφίµων και ποιές αλλαγές στο 

µόριο τους µπορεί να οδηγήσουν σε απώλεια της αλλεργιογόνου δράσης 

ΚΡΙΣΙΜΗ ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ ΕΝΟΤΗΤΑΣ

ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 401/2006 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 23ης Φεβρουαρίου 2006 για 

τον καθορισµό µεθόδων δειγµατοληψίας και ανάλυσης για τον επίσηµο έλεγχο των 

επιπέδων µυκοτοξινών στα τρόφιµα

ΑΠΟΦΑΣΗ 2006/54 ΕΚ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 12ης Ιουλίου 2006 σχετικά µε τους 

ειδικούς όρους για ορισµένα τρόφιµα εισαγωγής από ορισµένες τρίτες χώρες λόγω του 

κινδύνου µόλυνσής τους από αφλατοξίνες

 Ο∆ΗΓΙΑ 2003/89/ΕΚ ΤΟΥ ΕΥΡΩΠΑΪΚΟΥ ΚΟΙΝΟΒΟΥΛΙΟΥ ΚΑΙ ΤΟΥ ΣΥΜΒΟΥΛΙΟΥ της 

10ης Νοεµβρίου 2003 για την τροποποίηση της οδηγίας 2000/13/ΕΚ όσον αφορά την 

αναγραφή των συστατικών των τροφίµων 

 ΟΔΗΓΙΑ 2005/26/ΕΚ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ της 21ης Μαρτίου 2005 για την κατάρτιση 

καταλόγου των συστατικών τροφίµων ή των ουσιών που αφαιρούνται προσωρινά από το 

παράρτηµα ΙΙΙα της οδηγίας 2000/13/ΕΚ
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5.1	

 ΕΙΣΑΓΩΓΗ

 Τα τρόφιµα όταν αλλοιωθούν προκαλούν βλάβες στον άνθρωπο, είναι δηλαδή 

τοξικά. • Yπάρχουν όµως περιπτώσεις που τρόφιµα, αν και δεν είναι τοξικά εν τούτοις 

προκαλούν βλάβες -τις αλλεργίες (allergies)- σε ορισµένους µόνο ανθρώπους, τους 

αλλεργικούς. • Oι αλλεργίες αποτελούν σήµερα µια σύγχρονη πραγµατικότητα και είναι 

πολύ διαδεδοµένες τόσο στις προηγµένες τεχνολογικά χώρες της Eυρώπης όσο και της 

Aµερικής. 

 Ένας από τους λόγους που ευνοούν την κατάσταση αυτή, είναι ότι στην εποχή µας 

τα “παραδοσιακά” τρόφιµα παραχωρούν τη θέση τους σε συσκευασµένα προϊόντα 

εµπλουτισµένα µε χηµικές ουσίες (πρόσθετα) όπως συντηρητικά, χρώµατα, αρώµατα, 

αντιβιοτικά, ορµόνες κλπ. Τα προϊόντα αυτά, εκτός των άλλων, είναι δυνατό να προκαλούν 

ή να υποβοηθούν διάφορες αλλεργικές καταστάσεις. Tα τροφικά αλλεργιογόνα (food 

allergens) αποτελούν µια µεγάλη οµάδα ουσιών ζωϊκής, φυτικής και ανόργανης 

προέλευσης. 

5.2	

 ΑΛΛΕΡΓΙΚΕΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΙΣ

 Eπειδή τα αλλεργικά φαινόµενα οφείλονται σε διάφορες αιτίες και προκαλούνται µε 

διάφορους µηχανισµούς, ή ταξινόµησή τους είναι πάντα δύσκολη. Από το 1969 επικράτησε 

η ταξινόµηση των Goombs και Gell σύµφωνα µε την οποία οι αλλεργικές αντιδράσεις 

κατατάσσονται σε 4 τύπους µε βάση τα προκαλούµενα φυσιοπαθολογικά φαινόµενα :

Tύπος I ή υπερευαισθησία άµεσου τύπου: Στην αλλεργική αντίδραση του τύπου αυτού, 

που λέγεται και άµεση γιατί εµφανίζεται αµέσως µετά τον αντιγονικό ερεθισµό (όπως θα 

δούµε στη συνέχεια), υπάγονται όλες σχεδόν οι παιδικές αλλεργικές παθήσεις και οι πιο 

συνηθισµένες µορφές αλλεργίας.

Tύπος II ή υπερευαισθησία κυτταροτοξικού τύπου: Αυτή παρουσιάζεται συνήθως 

εντοπισµένη στα ερυθροκύτταρα και µπορεί να προέρχεται από µικροβιακή µεµβράνη ή 

απτίνη (ατελές αντίσωµα) σταθεροποιηµένη σε µια µεµβράνη.
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Έτσι συνήθως γίνεται λύση του κυττάρου που όταν αφορά τα ερυθροκύτταρα, εξελίσσεται 

σε αιµόλυση και δίνει συµπτωµατολογία αιµολυτικής αναιµίας.

Tύπος III ή υπερευαισθησία από συµπλέγµατα αντιγόνου - αντισώµατος ή 

ηµιβραδεία αντίδραση: Η τελευταία ονοµασία της οφείλεται στο ότι παρατηρείται 6-12 

ώρες µετά τον αντιγονικό ερεθισµό. H αλλεργία αυτή προκαλείται από την εναπόθεση του 

ανοσοσυµπλέγµατος (συµπλόκου αντιγόνου- αντισώµατος) στα εξωτερικά τοιχώµατα των 

µικρών αγγείων, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία φλεγµονής, θρόµβωση, εκφυλισµό του 

εσωτερικού αγγειακού τοιχώµατος και εκδήλωση διαφόρων παθολογικών καταστάσεων.

Tύπος IV ή κυτταρική υπερευαισθησία ή υπερευαισθησία επιβραδυνοµένου τύπου:  

Λέγεται και επιβραδυνόµενη αντίδραση, αφού παρατηρείται 48-72 ώρες µετά τον 

αντιγονικό ερεθισµό. Kατά την αλλεργική αυτή αντίδραση το αντιγόνο δεν κυκλοφορεί στο 

αίµα αλλά απορροφάται από ορισµένους ιστούς (κυρίως δέρµα), όπου παραµένει και 

συνδέεται µε το αντίσωµα το οποίο επίσης δε µετακινείται µε τον ορό του αίµατος.

 H αλλεργία θεωρείται κληρονοµική ασθένεια, αλλά το περιβάλλον παίζει πολύ 

σηµαντικό ρόλο. Έχουν παρατηρηθεί επαγγελµατικές αλλεργίες, κυρίως δερµατικές, που 

προκαλούνται από διάφορες ουσίες : Διάφορα φάρµακα για το νοσηλευτικό προσωπικό και 

τους εργαζόµενους στις φαρµακοβιοµηχανίες, βαφές µαλλιών, αρώµατα, υγρά 

αποχρωµατισµού κ.ά για τους κοµµωτές, ανιλίνη, φορµόλη, χρώµιο, νικέλιο, βαφές για 

τους βιοµηχανικούς εργάτες, φυτοφάρµακα για τους γεωργούς. 

5.3 ΤΡΟΦΙΚΗ ΑΛΛΕΡΓΙΑ

 Από παλιά είναι γνωστό ότι υπάρχει σχέση µεταξύ αλλεργίας και διατροφής, ότι 

δηλαδή η εµφάνιση της αλλεργίας επηρεάζεται από τις συνθήκες διατροφής. Οι 

Σκανδιναβοί που καταναλώνουν µεγάλες ποσότητες ψαριού είναι ευαισθητοποιηµένοι στα 

ψάρια και εµφανίζουν αλλεργικές αντιδράσεις σ’ αυτά συχνότερα απ’ ότι οι κάτοικοι άλλων 

χωρών. • Οι Iταλοί στα ζυµαρικά, οι αγρότες στα δηµητριακά κ.λπ.Στις τροφικές αλλεργίες 

όµως σηµαντικό ρόλο παίζει όχι τόσο η ποσότητα και η συχνότητα λήψης του τροφίµου, 

όσο η αλλεργική του ισχύ. Οι κάτοικοι του Tέξας, π.χ. δεν έχουν ευαισθητοποιηθεί στο 

βοδινό κρέας αν και καταναλώνουν µεγάλες ποσότητες από αυτό.
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 Eίναι σπάνιες οι περιπτώσεις που η ευαισθητοποίηση στα τρόφιµα (ο αρχικός 

σχηµατισµός αντισωµάτων) γίνεται στο έµβρυο στη διάρκεια της κύησης, όταν κάποια 

αντιγονική ουσία περάσει στο κυκλοφορικό σύστηµα του εµβρύου. Συνήθως θεωρείται ότι 

η ευαισθητοποίηση γίνεται αργότερα, στους πρώτους µήνες της ζωής του βρέφους, όταν 

µικρές ποσότητες τροφίµου περνούν άθικτες από το φράγµα του βλεννογόνου ιστού στο 

αίµα. Yπάρχουν αρκετές ενδείξεις ότι το γαστρεντερικό σύστηµα του βρέφους, µέχρι 3 ή 6 

µηνών, είναι σχετικά διαπερατό από µικρά ποσά άπεπτης-άθικτης τροφής.

 Πάντως για να αποφύγει κανείς και τις λίγες περιπτώσεις αλλεργίας από την 

ενδοµήτρια ζωή θα πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη προσοχή στη σωστή διατροφή της µητέρας 

στη διάρκεια της εγκυµοσύνης. H κατανάλωση τροφικών αλλεργιογόνων, η µονότο- νη 

διατροφή κλπ, αυξάνουν τις πιθανότητες να ευαισθητοποιηθεί το έµβρυο. Eίναι φανερό ότι, 

από την άποψη της Xηµείας Tροφίµων, παρουσιάζει µεγάλο ενδιαφέρον η εξέταση των 

τροφίµων που προκαλούν αλλεργία (τροφικά αλλεργιογόνα) και η αλλεργία που 

προκαλούν (τροφική αλλεργία) καθώς και η πεπτική αλλεργία που, µπορεί να προκαλείται 

τόσο από την τροφή όσο και από άλλους λόγους.

 Στην τροφική αλλεργία (food allergy) οι αλλεργικές αντιδράσεις µπορεί να είναι 

εντοπισµένες στο πεπτικό σύστηµα (πεπτική αλλεργία) ή να εκδηλώνονται σαν έκζεµα, 

κνιδώσεις, άσθµα, κεφαλαλγία, άλλες δευτερεύουσες αλλεργικές αντιδράσεις ή ακόµα και 

ισχυρό αλλεργικό σοκ  και θάνατο. Πολλά άτοµα παρουσιάζουν διαφορετικές αλλεργικές 

αντιδράσεις από το ίδιο τρόφιµο, αλλά το ίδιο άτοµο παρουσιάζει πάντα την αυτή 

αλλεργική αντίδραση από το ίδιο τρόφιµο, αφού η ευαισθητο- ποίηση είναι εξειδικευµένη.• 

Πρόσφατα, έχει δοθεί ιδιαίτερη σηµασία στις τροφικές αλλεργίες που δεν προκαλούνται 

από ασυνήθιστα τρόφιµα, αλλά από τα κυριότερα τρόφιµα της καθηµερινής διατροφής και 

έχουν µελετηθεί διάφοροι τρόποι θεραπευτικής αγωγής, όπως αναφέρεται στη συνέχεια.

5.4 	

 ΤΡΟΦΙΚΑ ΑΛΛΕΡΓΙΟΓΟΝΑ

 Tα κυριότερα αλλεργιογόνα τρόφιµα είναι πρωτεϊνούχα και µάλιστα, για την 

πρόκληση Ig E αλλεργίας πιό δραστικές είναι πρωτεΐνες µε µοριακό βάρος µικρότερο από 

70.000 και κάποιο φορτίο (θετικό ή αρνητικό). Aλλαγές στο µόριο των αλλεργιογόνων 

πρωτεϊνών όπως υδρόλυση ή µετουσίωση µε θέρµανση, έχει σαν αποτέλεσµα να χάνουν 

τις αλλεργικές τους ιδιότητες.Για το λόγο αυτό άλλωστε το ωµό και το παστεριωµένο γάλα 
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είναι περισσότερο αλλεργιογόνα από το βρασµένο, που πολλές φορές δεν παρουσιάζει 

καµµιά διαταραχή στα ευαισθητοποιηµένα στο γάλα άτοµα. Σήµερα γίνεται πολλή 

ερευνητική δουλειά προς την κατεύθυνση της µελέτης της δοµής των πρωτεϊνών που 

προκαλούν αλλεργικά φαινόµενα, µε σύνθεση πολυπεπτιδίων. Πολλοί πιστεύουν ότι ο N-

γλυκοζιτικός δεσµός αποτελεί χαρακτηριστικό των αλλεργιογόνων ουσιών. Eπίσης τρόφιµα 

που περιέχουν τις ίδιες χηµικές ουσίες προκαλούν τα ίδια συµπτώµατα σε 

ευαισθητοποιηµένα άτοµα έτσι όταν πχ. ένα άτοµο είναι ευαισθητοποιηµένο στο κρεµµύδι, 

είναι και στο σκόρδο που και αυτό έχει το διαλλυλοδισουλφίδιο σα δραστικό συστατικό.

 Tρόφιµα µε µεγάλη καθαρότητα, όπως η ζάχαρη και τα φυτικά λάδια, συνήθως δεν 

είναι αλλεργιογόνα. Άλλα τρόφιµα που είναι σπάνια ή καθόλου αλλεργιογόνα είναι το ρύζι, 

τα καρότα, το σουσάµι, τα µήλα, τα ροδάκινα, τα αχλάδια, το µαρούλι, η αγκινάρα, τα ζελέ 

και το κρέας του προβάτου. Aναλυτικά τα τροφικά αλλεργιογόνα είναι τα ακόλουθα:

Zωϊκής προέλευσης 

Γάλα : Eίναι από τα πιο συνηθισµένα αλλεργιογόνα για τα παιδιά και η βασική θα 

µπορούσαµε να πούµε αιτία πεπτικής αλλεργίας στα βρέφη. Aκόµα µπορεί να προκαλεί 

και άλλες αλλεργικές διαταραχές όπως έκζεµα, οιδήµατα, κνιδώσεις, κεφαλαλγία κλπ. Tα 

συστατικά του γάλακτος που δρουν σαν αντιγόνα είναι κυρίως η β-λακτοσφαιρίνη και 

λιγότερο η καζεΐνη.

Aυγό : Η αλλεργία που πολύ συχνά προκαλείται από τα αυγά είναι πεπτική ή δερµατική. • 

H πρωτεΐνη που προκαλεί την αντιγονικότητα πιστεύεται ότι είναι µία από τις πρωτεΐνες 

που βρίσκονται κυρίως στο ασπράδι. Eπίσης έχει παρατηρηθεί διασταυρούµενη 

ευαισθητοποίηση πχ. πρόκληση αλλεργικών φαινοµένων από το αυγό και το κρέας ενός 

πουλιού ή ακόµα από αυγά πουλιών διαφορετικού είδους.

Kρέας : Δεν παρατηρούνται συχνά αλλεργίες από κρέας. Πάντως περισσότερο 

αλλεργιογόνο είναι το χοιρινό και τα διάφορα υποπροϊόντα του όπως ζαµπόν, σαλάµια, 

λουκάνικα κλπ. Aκολουθεί το κρέας αλόγου, µόσχου και λιγότερο αλλεργιογόνο από όλα τα 

κρέατα είναι το αρνίσιο. 

Ψάρια και θαλασσινά : Tα ψάρια κακώς θεωρούνται σαν ισχυρά αλλεργιογόνα τρόφιµα. • 

Στην πραγµατικότητα δεν είναι περισσότερο δραστικά από τα άλλα συνηθισµένα τρόφιµα 

όπως αλεύρι, αυγά, γάλα, σοκολάτα, ντοµάτα κ.λπ. Πιο συχνά προκαλούν αλλεργικές 

διαταραχές τα θαλασσινά όπως µύδια, στρείδια, γαρίδες, καλαµάρια κ.λπ. Tα συµπτώµατα 

που προκαλούνται από αλλεργίες ψαριών και θαλασσινών είναι αναφυλαξίες, 
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γαστρεντερικές διαταραχές, κνιδώσεις και λιγότερο συχνά άσθµα και κόρυζα. Πολύ 

συνηθισµένη είναι η ευαισθητοποίηση ενός ατόµου σε οµάδες θαλάσσιων οργανισµών. Aν 

δηλαδή ένα άτοµο ευαισθητοποιηθεί σε ένα είδος φυλογενετικής οµάδας, τότε είναι πιθανό 

να έχει ευαισθητοποιηθεί σε όλα τα µέλη της οµάδας αυτής. Eυαισθητοποίηση σε όλα τα 

είδη των ψαριών είναι πολύ σπάνια. • Έχει όµως παρατηρηθεί ευαισθητοποίηση σε όλα τα 

τρόφιµα από τη θάλασσα (ψάρια και θαλασσινά). Tα θαλασσινά φαίνεται να ανήκουν σε 

µια δική τους κατηγορία.Τέλος, πολύ συχνά παρατηρείται αλλεργία από ψάρια και σε 

τρόφιµα που περιέχουν ίχνη από ψάρια και κυρίως πρωτεΐνες από το δέρµα ψαριών, 

όπως πχ. υποκατάστατο της κρέµας γάλακτος που ανάµεσα στα άλλα περιέχει και λάδι 

από ρέγγα.

Φυτικής προέλευσης

 Tα φυτικής προέλευσης αλλεργιογόνα προκαλούν άσθµα, πυρετό, επιπεφυκίτιδα 

και άλλα συµπτώµατα καθώς και πεπτική αλλεργία. Oι εποχιακές αλλεργικές παθήσεις δεν 

είναι τόσο επικίνδυνες όσο οι µη εποχιακές που είναι πραγµατικά επικίνδυνες.  Οι πιό 

σηµαντικές κατηγορίες είναι οι ακόλουθες:

Δηµητριακά : Eίναι τα περισσότερο αλλεργιογόνα φυτικά τρόφιµα µε πρώτο εκπρόσωπο 

το σιτάρι που είναι το κυριότερο αλλεργιογόνο της σειράς του, ίσως γιατί έχει µεγάλη 

κατανάλωση. Tα δηµητριακά δρουν • είτε σαν τροφικά αλλεργιογόνα (ψωµί, ζυµαρικά κ.λπ) 

µε κύρια αντιγονική πρωτεΐνη την α- γλοιαδίνη, είτε προκαλούν αλλεργικά φαινόµενα µε τη 

γύρη τους ή τη σκόνη και τις φαρίνες τους. Στην τελευταία µάλιστα περίπτωση οι αλλεργίες 

που προκαλούνται αναφέρονται και σαν επαγγελµατικές, γιατί παρουσιάζονται στο 

µυλωνά, στον αγρότη, στο φούρναρη. Πολλές φορές εµφανίζονται αλλεργίες είτε µόνο από 

τη διατροφή µε δηµητριακά είτε • µόνο από την επαφή ή την εισπνοή δηµητριακών τροφικά 

αλλεργιογόνα 

Διάφορα δέντρα : Στην Eλλάδα την πρώτη θέση κατέχει η ελιά, ακολουθούν ο πλάτανος, 

το πεύκο κ.λ.π. H γύρη των φυτών αυτών, στην εποχή της ανθοφορίας προκαλεί τις 

αλλεργικές ρινίτιδες που εκδηλώνονται µε φταρνίσµατα, ρινική έκκριση, απόφραξη, πυρετό 

καθώς και επιπεφυκίτιδα, άσθµα κ.λ.π. 
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Άλλα φυτικής προέλευσης αλλεργιογόνα τρόφιµα: Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι 

ντοµάτες, οι πατάτες, τα βερύκοκα, οι ξηροί καρποί, η σοκολάτα, το τσάϊ, ο καφές, οι 

µπανάνες, τα φασολάκια, το σπανάκι, οι µελιτζάνες, το σέλινο, το αγγούρι, οι φράουλες, τα 

εσπεριδοειδή κ.λ.π.

Άλλης προέλευσης

Πρόσθετα τροφίµων : Διάφορα πρόσθετα των τροφίµων, όπως ήδη αναφέρθηκε 

παρουσιάζουν αλλεργικές δράσεις ή υποβοηθούν αλλεργικές καταστάσεις όπως για 

παράδειγµα το νικοτινικό νάτριο, που χρησιµοποι- είται για τη διατήρηση του χρώµατος του 

κρέατος ή των προϊόντων του, προκαλεί κνησµό κ.λ.π..

5.5	

 ΠΕΠΤΙΚΗ ΑΛΛΕΡΓΙΑ

 Τη Xηµεία Tροφίµων ενδιαφέρει ιδιαίτερα µια συγκεκριµένη µορφή αλλεργίας, η 

πεπτική αλλεργία, που µπορεί να εκδηλωθεί :

• Σα µέρος γενικευµένης αλλεργικής διαταραχής (αλλεργικό σοκ) 

• Ταυτόχρονα µε κάποια άλλη αλλεργική κρίση, όπως γαστρεντερίτιδα µε ηµικρανία 

(αλλεργία νευρικού συστήµατος)

• Σε συγκεκριµένο όργανο του πεπτικού συστήµατος, π.χ. αλλεργική γαστρίτιδα, και 

• Σε δύο ή περισσότερα τµήµατα του πεπτικού σωλήνα.

Tα αίτια που προκαλούν την πεπτική αλλεργία είναι : 

• H συνεχής διατροφή µε το ίδιο είδος τροφίµου, οπότε προκαλείται ευαισθητοποίηση. 

Aυτό µπορεί να οφείλεται ή σε τοπικές συνήθειες διατροφής ή και σε κάποια 

(αναγκαστική) δίαιτα για πολλούς µήνες.

• H µυρωδιά µιας τροφής.
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• O ερεθισµός του βλεννογόνου του γαστρεντερικού συστήµατος από υπερβολική 

κατανάλωση τροφής ή από φάρµακα κ.ά.

• Tο άτακτο ωράριο γευµάτων.

• Άλλες αιτίες, όπως διάφορες χηµικές ουσίες, µικρόβια, παράσιτα, και τέλος • Σωµατική 

κούραση και στρες.

5.6	

 ΠΕΠΤΙΚΕΣ ΠΑΙΔΙΚΕΣ ΑΛΛΕΡΓΙΕΣ

 Σήµερα δίνεται ιδιαίτερη σηµασία στην πεπτική αλλεργία από τους παιδίατρους. 

Aπό την αρχή της ανθρώπινης ζωής, ο ιστός που επηρεάζεται περισσότερο από τις 

αλλεργίες, είναι ο πεπτικός βλεννογόνος. Σαν αλλεργιογόνα δρουν το γάλα και τα 

δηµητριακά, που αποτελούν αποκλειστική σχεδόν τροφή των νηπίων. Aργότερα, η 

υπερευαισθησία εξασθενεί, ίσως γιατί βελτιώνεται η πεπτική λειτουργία και έτσι µετά τα 6 

χρόνια υποχωρούν συνήθως οι συχνές πεπτικές αλλεργίες που παρουσιάζονται στα 

παιδιά.

 Aν και σπάνια έχουν αναφερθεί αλλεργίες από το µητρικό γάλα, θα πρέπει να 

τονισθεί η µεγάλη σηµασία του µητρικού γάλακτος, όχι µόνο για την περίοδο του θηλασµού 

αλλά και για τη µετέπειτα περίοδο της ζωής του ανθρώπου. Όσο θηλάζει το παιδί, οι 

ανοσοσφαιρίνες που υπάρχουν στο γάλα εµποδίζουν αλλεργικές διαταραχές (παθητική 

ανοσία). Aλλεργικές διαταραχές συνήθως παρουσιάζονται µετά το σταµάτηµα του 

θηλασµού ή όταν µαζί µε το θηλασµό παρέχεται και ξένο γάλα.

Σύµφωνα µε στατιστικές µελέτες, τα παιδιά που θηλάζουν έχουν 3-4 φορές λιγότερες 

πιθανότητες να πάθουν άσθµα, έκζεµα και πεπτικές αλλεργίες στη µετέπειτα ζωή τους. Tα 

κύρια τρόφιµα που δηµιουργούν προβλήµατα στα νήπια και τα µικρά παιδιά, είναι το γάλα, 

τα δηµητριακά, τα αυγά και τα εσπεριδοειδή. Oι κυριότερες αλλεργιογόνες ουσίες του 

γάλακτος, οι γαλακτοαλβουµίνες και οι γαλακτογλουβουλίνες, ειναι διαφορετικές για τα 

διάφορα είδη γάλακτος. Γι’ αυτό όταν παρουσιάζονται προβλήµατα σε βρέφη που δε 

θηλάζουν, τότε µπορούν να δοκιµασθούν σαν αναπληρώµατα του µητρικού γάλακτος 

εκτός από το αγελαδινό και άλλα είδη γάλακτος π.χ. από κατσίκα κλπ. Aκόµα µπορεί να 

δοθεί στο βρέφος καλά βρασµένο γάλα, οπότε οι µετουσιωµένες πρωτεΐνες είναι πιθανό να 

µην είναι δραστικές. Eπίσης κυκλοφορούν πολλά µη αλλεργιογόνα υποκατάστατα του 
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γάλακτος, όπως από σόγια, που περιέχει σχεδόν όλα τα απαραίτητα αµινοξέα στις 

πρωτεΐνες του και ακόµα πολύ λίπος, υδατάνθρακες, βιταµίνες και άλατα, ή υποκατάστατα 

γάλακτος από κρέας που έχει παρόµοια σύσταση µε το µητρικό, είναι εύγεστο και εύληπτο 

από τα νεογνά. Tελευταία, προτείνεται η αποφυγή του αγελαδινού γάλακτος µέχρι τους 6-7 

µήνες. H πρώτη στερεή τροφή που θα δοθεί στο βρέφος, καλό είναι να µην περιέχει 

σιτάλευρο αλλά ριζάλευρο, που είναι ελάχιστα αλλεργιογόνο. Στη συνέχεια µπορεί να δοθεί 

αλεύρι από βρώµη, κριθάρι και µετά τους 6 µήνες σιτάλευρο.

 Για το αυγό, οι απόψεις που επικρατούν είναι • ότι ο κρόκος είναι λίγο 

αλλεργιογόνος και µετά από καλό βράσιµο γίνεται τελείως ακίνδυνος για βρέφη 

µεγαλύτερα από 6 µηνών, ενώ το ασπράδι να δίνεται µετά τους 10 µήνες. Tο 

Aγγλοσαξωνικό πάντως πρότυπο, προτείνει αποφυγή αυγού και φαρινών µέχρι το 

δωδέκατο µήνα. Tέλος, θα πρέπει να δίνεται προσοχή και στο χυµό των εσπεριδοειδών για 

τη διατροφή των βρεφών. Oι συχνές αλλεργίες που παρουσιάζονται, δεν οφείλονται σε 

αντιγονικότητα του ίδιου του χυµού, αλλά στα έλαια από τη φλούδα ή τις πρωτεΐνες από 

τους τυχόν σπασµένους σπόρους. Σήµερα όµως πιστεύεται ότι στο όλο φαινόµενο 

συµµετέχει και κάποιος χηµικός ερεθισµός από τα συστατικά του χυµού. Σηµαντικότατο 

είναι και το θέµα των βρεφικών κολικών, που τόσο πολύ ταλαιπωρούν τα βρέφη (αλλά και 

τους γονείς), για 3 ή 6 µήνες.Σήµερα πιστεύεται ότι είναι αλλεργικής αιτιολογίας και το 

πρόβληµα αυτό θα λυθεί µέσα από τις πεπτικές αλλεργίες.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΩΝ 
ΦΙΣΤΙΚΙΟΥ ΣΕ ΤΡΟΦΙΜΑ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΜΕΘΟΔΟΥ  ELISA

ΣΤΟΧΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ

Οι στόχοι του συγκεκριµένου εργαστηρίου είναι οι ακόλουθοι

1. Αγνώριση κρίσιµων παραµέτρων που αφορούν τις εργαστηριακές αναλύσεις για 

έλεγχο αλλεργιογόνων ουσιών στα τρόφιµα 

2. Εξικοίωση µε την εφαρµογή µεθόδων ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισµού των 

υπολειµµάτων φιστικιού σε τρόφιµα και ιδιαίτερα µε την τεχνική της Ενζυµατικής 

Ανοσοδιάγνωσης (ELISA)

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΕΠΙΠΕΔΩΝ ΦΙΣΤΙΚΙΟΥ 

 Για ποίο λόγο το stop solution απαιτεί προσεκτικό χειρισµό?

Τι περιορισµοί ισχύουν για τη διατήρηση και το χειρισµό του kit

Υπολογισµός ποστοτήτων washing buffer solution 

Σε ποιές δυο περιπτώσεις διακόπτουµε τη χρήση του kit

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ 

Θα χρησιµοποιηθούν τα ακόλουθα kit Ενζυµατικής Ανοσοδιάγωνσης 

• Γρήγορης ανίχνευσης υπολειµµάτων φιστικιού σε τρόφιµα 

ΚΡΙΣΙΜΗ ΝΟΜΟΘΕΣΙΑ ΕΝΟΤΗΤΑΣ

Βλέπε βασικό κεφάλαιο αλλεργιογόνων 
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ΠΡΟΣΤΑΣΙΑ ΚΑΤΑ ΤΟ ΧΕΙΡΙΣΜΟ ΤΟΥ kit

Τα κρίσιµα σηµεία προστασίας κατά το χειρισµό του kit είναι τα ακόλουθα:

• Προσοχή απαιτεί το stop solution καθώς περιέχει Θειικό Οξύ

• Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται κατά τη χρήση του περιεχοµένου των µπουκαλίων καθώς 

η τυχόν πτώση τους και το άδειασµα του περιεχοµένου αχρηστεύει το kit

• Απαραίτητη είναι η χρήση γαντιών και εργαστηριακής ποδιάς κατά την εφαρµογή της 

µεθόδου 

• Αναγκαία η χρήση προστατευτικού εξοπλισµού για τα µάτια 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΔΙΑΤΗΡΗΣΗΣ ΚΑΙ ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ kit

Σε ότι αφορά τον χειρισµό του kit τα κρίσιµα σηµεία είναι τα ακόλουθα: 

• Η αποθήκευση του kit γίνεται στους 2-8 oC

• Ορισµένα απο τα αντιδραστήρια του kit είναι φωτοευαίσθητα και για αυτό πρέπει να 

αποφεύγεται η έκθεση στο φώς

• Αποτελέσµατα µετά την ηµεροµηνία λήξης του kit δεν θεωρούνται αξιόπιστα

• Δεν πρέπει να αναµιγνύονται αντιδραστήρια kit µε διαφορετικούς αριθµούς παρτίδας

• Εµφάνιση µπλέ χρώµατος στο περιεχόµενο του φιαλιδίου µε το κόκκινο χρώµα 

(κανονικό χρώµα κόκκινο) αποτελεί ένδειξη για προβλήµατος. Το kit θεωρείται άχρηστο

• Τιµή απορρόφησης µικρότερη απο 0.8 µονάδες απορρόφησης στο standard 5 αποτελεί 

ένδειξη οτι το kit θεωρείται άχρηστο

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ kit

Σε κάθε kit υπάρχουν:

• 12 strip των 8 θέσεων-κυψελίδες καλυµµένα µε αντισώµατα 

• 5 standard διαλύµατα 1,3ml το καθένα (0,2.5,5,10,20, ppm)

• Ένα φιαλίδιο µε κόκκινο καπάκι που περιέχει το ένζυµο σύζευξης(1,3 ml) 
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• Ένα φιαλίδιο µε καφέ καπάκι που περιέχει το υπόστρωµα – χρωµογόνο (10ml)

• Ένα φιαλίδιο µε κίτρινο καπάκι που περιέχει το διάλυµα stop(14ml)

• Ένα φιαλίδιο µε λευκό καπάκι που περιέχει το διάλυµα extraction buffer 

• Διάλυµα washing buffer φιαλίδιο µε καφέ καπάκι

 Σε κάθε περίπτωση τόσο κατά το αρχικό άνοιγµα, όσο και στα επόµενα, ελέγχουµε 

την καλή κατάσταση του περιεχοµένου. Οποιοδήποτε πρόβληµα αναφέρεται και 

καταγράφεται. Παράλληλα ελέγχεται η επίδραση του στην ορθή εφαρµογή της µεθόδου και 

εάν απαιτείται το kit καταστρέφεται. 

ΕΥΡΟΣ ΜΕΤΡΗΣΕΩΝ

LOD: 1.5 ppm

LOQ: 2.5 ppm

6.1	

 ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΜΕΘΟΔΟΥ 

6.1.1	

 ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΥ ΚΑΙ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΩΝ 

 Όλα τα αντιδραστήρια πριν το χειρισµό τους θα πρέπει να έρθουν σε θερµοκρασία 

δωµατίου, ενώ παράλληλα η διαδικασία θα πρέπει να πραγµατοποιηθεί στου 20-25 oC. 

Απαραίτητο είναι το άριστο πλύσιµο του εξοπλισµού για αποφυγή επιµολύνσεων. 

Η φυγόκεντρος πρέπει να έρθει σε θερµοκρασία 4 oC. 

Προετοιµασία Extraction Buffer

 Πριν τη αραίωση του buffer διαλύουµε τους κρυστάλους σε υδατόλουτρο στους 37 

C πλήρως και ανακατεύουµε καλά. Στη συνέχεια αναµιγνύουµε ένα µέρος µε 19 µέρη 

απεσταγµένο νερό (1+19). Το συγκεκριµένο διάλυµα είναι σταθερό για 12 εβδοµάδες. Για 

ένα strip 8 θέσεων απαιτούνται 160 ml (µείγµα απεσταγµένου νερού και buffer)
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 Προετοιµασία Washing Buffer

 Πριν τη αραίωση του buffer διαλύουµε τους κρυστάλους σε υδατόλουτρο στους 37 

C πλήρως και ανακατεύουµε καλά. Απο τη φιάλη στην οποία βρίσκεται το αρχικό 

ρυθµιστικό διάλυµα πλυσίµατος, διαλύουµε ένα µέρος µε εννιά µέρη απεσταγµένο νερό 

(1+9). Το διάλυµα αυτό είναι σταθερό για 4εβδοµάδες. Για τις 8 θέσεις-κυψελίδες ενός strip 

απαιτούνται 12 ml. (250 µl * 8 = 2.000 µl, για τις τρείς πλύσεις συνολικά απαιτούνται 2.000 

µl * 3 = 6.000 µl, επιπλέον άλλα 6.000 µl απαιτούνται για το τελικό στάδιο, Συνολικά 

12.000 µl ή 12 ml)

Προετοιμασία δειγμάτων για έλεγχο υπολειμμάτων φιστικιών

 Πρίν την εφαρµογή της µεθόδου φτιάχνουµε τη λίστα των κωδικών για τα δείγµατα 

που πρόκειται να χειριστούµε και συµπληρώνουµε το έντυπο αντιστοιχίας δειγµάτων σε 

κάθε strip µε βάση την αρίθµηση που υπάρχει στην πλακέτα. Στη συνέχεια ανακατεύουµε 

το κάθε δείγµα πριν τη δειγµατοληψία προκειµένου να εξασφαλίσουµε την οµοιόµορφη 

κατανοµή των συστατικών του. 

 Για τη λήψη κάθε δείγµατος γίνεται χρήση ξεχωριστής πιπέτας. Προσοχή ο αριθµός 

των φιαλιδίων προς φυγοκέντριση θα είναι πάντα ζυγός. Για τον έλεγχο της σωστής 

τοποθέτησης µετράµε τις κενές τρύπες µεταξύ των δειγµάτων στη κεφαλή της 

φυγόκεντρου. Θα πρέπει να είναι ίδιες και από τις δύο πλευρές.

6.1.2	

 ΥΛΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕΘΟΔΟΥ

 

Η υλοποίηση της µεθόδου γίνεται µε βάση τα ακόλουθα βήµατα:

Εκχύλιση

• 5 g. απο το δείγµα οµογενοποιούνται πλήρως
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• Παίρνουµε 1 g και προσθέτουµε 20 ml extraction buffer το οποίο έχουµε ήδη θερµάνει 

στους 60 C

• Ανακατεύουµε έντονα και αφήνουµε να προχωρήση η διαδικασία της εκχύλισης για τα 

επόµενα 10 λεπτά. Περιοδικά ανακινούµε το φιαλίδιο 

•  Αφού τοποθετηθούν σωστά τα δείγµατα στη φυγόκεντρο φυγοκεντρούµε στις 

ακόλουθες συνθήκες : 10min//2500 g/ 4 oC (σε κάθε φιαλίδιο θα πρέπει να υπάρχει ο 

κωδικός του δείγµατος)

• Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης ακολουθεί φιλτράρισµά ή εναλλακτικά φυγοκέντρηση 

ποσότητας 2 ml σε µικροφυγόκεντρο για 10 λεπτά σε πολύ υψηλή ταχύτητα  

• Πέρνουµε 100 µl απο το διήθηµα ή το υπερκείµενο υγρό 

• Το εκχύλισµα µπορεί να διατηρηθεί στους 2-8 oC για 5 µέρες ή στους -20 oC για 

αρκετούς µήνες. 

Διαδικασία Μέτρησης 

• Φέρνουµε τα αποθηκευµένα φιαλίδια µε το προιόν της εκχύλισης σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος 

• Δεν πρέπει κατά τη διάρκεια της διαδικασίας να στεγνώσουν οι κυψελίδες. Επίσης δεν 

επιτρέπεται να χρησιµοποιήσουµε περισότερα απο 3 strip για µία µέτρηση. 

• Τοποθετούµε στην πλακέτα τον αριθµό των strip που θέλουµε. Σε κάθε περίπτωση 

υπολογίζουµε ότι οι πρώτες 5 θέσεις ΜΟΝΟ στο πρώτο strip καταλαµβάνονται από τα 

standard διαλύµατα

• Βάζουµε στις πρώτες θέσεις-κυψελίδες του πρώτου strip από το 1 µέχρι το 5 τα 

standard διαλύµατα µε αύξουσα συγκέντρωση (ποσότητα 100 µl σε κάθε θέση)

• Παίρνουµε τα 100 µl και τα τοποθετούµε στην αντίστοιχη θέση στο strip. (οι θέσεις 

έχουν από πριν συµπληρωθεί στο έντυπο ώστε να γνωρίζουµε που βρίσκεται το κάθε 

δείγµα)
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• Αφού έχουµε τοποθετήσει όλα τα δείγµατα αναµιγνύουµε απαλά µε προσοχή και 

τοποθετούµε την πλακέτα µε τα strip στο σκοτάδι για 10 λεπτά (θερµοκρασία 20-25 οC)

• Βγάζουµε την πλακέτα από το σκοτάδι και την τοποθετούµε στο ειδικό µηχάνηµα για 

πλύσεις και αναρρόφηση

• Επιλέγουµε το πρόγραµµα 9 

• Κάνουµε την πρώτη αναρρόφηση βγάζουµε την πλακέτα και την χτυπάµε ελαφρά σε 

απορροφητικό χαρτί προκειµένου να φύγει όλη η υγρασία

• Τοποθετούµε σε κάθε κυψελίδα 250µl από το washing buffer solution 

• Βάζουµε ξανά την πλακέτα στο µηχάνηµα πλύσης-αναρρόφησης και επιλέγουµε ξανά 

το πρόγραµµα 9 

• Μετά το άδειασµα του υγρού χτυπάµε ξανά απαλά τρείς φορές την πλακέτα σε 

απορροφητικό χαρτί 

• Επαναλαµβάνουµε 2 φορές ακόµη τη διαδικασία του πλυσίµατος

• Τοποθετούµε 100 µl από το ενζύµο σύζευξης (κόκκινο πώµα) σε κάθε κυψελίδα και 

µετά ανακατεύουµε απαλά. 

• Τοποθετούµε στο σκοτάδι για 10 λεπτά (θερµοκρασία 20-25 οC)

• Ακολουθούν τρία πλυσίµατα µε το washing buffer solution µε τη διαδικασία που 

αναφέρθηκε προηγουµένως

• Τοποθετούµε 100µl από το χρωµογόνο (καφέ πώµα) σε κάθε κυψελίδα 

• Αναµιγνύουµε απαλά

• Τοποθετούµε στο σκοτάδι για άλλα 10 λεπτά (θερµοκρασία 20-25 οC)

• Τοποθετούµε 100µl από το stop solution (κίτρινο πώµα) σε κάθε κυψελίδα στο strip και 

ακολουθεί η µέτρηση. 

• ΠΡΟΣΟΧΗ η µέτρηση πρέπει να γίνει άµεσα. Μετά από 10 λεπτά τα αποτελέσµατα δεν 

θεωρούνται αξιόπιστα.

• Τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε µg/Kg (ppt)
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