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Περίληψη 
 Κατά την ανάπτυξη και επικύρωση µεθόδου προσδιορισµού της BPA στο γάλα µε LC-
ESI-MS διαπιστώθηκε αρχικά η αναγκαιότητα χρήσης εσωτερικού προτύπου για την 
αξιοπιστία της µεθόδου, καθώς οι µετρήσεις από µέρα σε µέρα που παρείχε το 
συζευγµένο σύστηµα LC-MS δεν παρουσίαζαν ικανοποιητική επαναληψιµότητα. Η χρήση 
της δευτεριωµένης BPA-d16  ως εσωτερικό πρότυπο βελτίωσε σηµαντικά την πιστότητα 
και την ορθότητα της µεθόδου, µε συνέπεια τον περιορισµό της αβεβαιότητας στο 
αποτέλεσµα της ανάλυσης. 
 
Λέξεις-Κλειδιά: υγροχρωµατογραφία – φασµατοµετρία µαζών, δευτεριωµένα εσωτερικά 
πρότυπα, αβεβαιότητα 

 

1. Εισαγωγή 
 Η συζευγµένη τεχνική υγροχρωµατογραφία - φασµατοµετρία µαζών παρουσιάζει 
µεταβολές στην ευαισθησία λόγω της οργανολογικής αστάθειας µε αποτέλεσµα την 
περιορισµένη πιστότητα µεταξύ των µετρήσεων η οποία αυξάνει την αβεβαιότητα του 
τελικού αποτελέσµατος. Για την αντιµετώπιση αυτού του προβλήµατος κατά την 
ποσοτικοποίηση των µετρήσεων χρησιµοποιείται η τεχνική του εσωτερικού προτύπου 
κατά την οποία στο δείγµα εισάγεται κατάλληλη ουσία κατά το στάδιο της 
δειγµατοληψίας, ως εσωτερικό πρότυπο, το δείγµα αναλύεται και λαµβάνεται ο λόγος των 
σηµάτων των δύο ουσιών. Το κάθε σήµα εξαρτάται από την ευαισθησία του ανιχνευτή 
στο παρακολουθούµενο ιόν και από τη συγκέντρωσή του. Ένας περιορισµός που αφορά 
την τεχνική αυτή, είναι η επίδραση της µήτρας του δείγµατος κατά τον ιονισµό µε την 
τεχνική της ηλεκτροδιάχυσης (ESI) και του χηµικού ιονισµού σε ατµοσφαιρική πίεση 
(APCI), όπου προκαλείται καταστολή του σήµατος και πιθανόν διαφοροποίηση του λόγου 
των σηµάτων πραγµατικού δείγµατος σε σύγκριση µε τον αντίστοιχο λόγο πρότυπου 
διαλύµατος. Ο περιορισµός αυτός αντιµετωπίζεται επιτυχώς µε τη χρήση κατάλληλων 
εσωτερικών προτύπων. Η φασµατοµετρία µαζών επιτρέπει τη χρήση ισοτοπικά 
επισηµασµένων ενώσεων ως εσωτερικά πρότυπα. Μία κατηγορία που ευρέως 
χρησιµοποιείται είναι οι δευτεριωµένες ενώσεις, οι οποίες έχουν την ίδια χηµική δοµή µε 
την προσδιοριζόµενη ουσία µε τη διαφορά ότι έχει γίνει αντικατάσταση ορισµένων 
υδρογόνων µε δευτέρια. Ένα από τα πλεονεκτήµατα των δευτεριωµένων ενώσεων είναι 
ότι απουσιάζουν από το δείγµα µε αποτέλεσµα να είναι επακριβώς γνωστή και σταθερή η 
συγκέντρωση τόσο στο πρότυπο διάλυµα όσο και στο πραγµατικό δείγµα. Επίσης, 
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παρουσιάζουν παρόµοια χρωµατογραφική συµπεριφορά µε την προσδιοριζόµενη ουσία 
και παράλληλα διαφοροποιούνται στη µάζα, µε αποτέλεσµα να είναι εφικτή η ανίχνευσή 
τους µε παρακολούθηση διαφορετικού λόγου m/z. Ακόµη, ιονίζονται στον ίδιο βαθµό και 
για το λόγο αυτό, το φασµατόµετρο µαζών παρουσιάζει παρόµοια ευαισθησία στις δύο 
ουσίες. Επιπροσθέτως, οι απώλειες της επιθυµητής ουσίας και του δευτεριωµένου 
εσωτερικού προτύπου κατά την προετοιµασία του δείγµατος είναι ίσες εξαιτίας της 
οµοιότητας των χηµικών και φυσικών ιδιοτήτων τους, µε αποτέλεσµα ο λόγος των 
σηµάτων να παραµένει σταθερός. Με τον τρόπο αυτό µπορεί να βελτιωθεί η ορθότητα της 
µεθόδου [1]. 

Η χρησιµότητα του δευτεριωµένου εσωτερικού προτύπου έχει αναφερθεί κατά τον 
προσδιορισµό µυκοτοξινών σε βρώµη µε LC-APCI-MS [2]. Στην εργασία αυτή 
διαπιστώθηκε βελτίωση της ανθεκτικότητας (ή στιβαρότητα, robustness) και της 
επαναληψιµότητας της µεθόδου µε τη χρήση του δευτεριωµένου εσωτερικού προτύπου Τ-
2-d3. Eπίσης, κατά τον προσδιορισµό δισφαινόλης Α (BPA) σε ιστό ψαριού µε LC-APCI-
MS, παρατηρήθηκε πως η χρήση δευτεριωµένου εσωτερικού προτύπου (BPA-d16) 
βοήθησε στη διόρθωση των αλλαγών της απόκρισης του ανιχνευτή, καθώς η ευαισθησία 
του µειωνόταν κατά την ανάλυση πραγµατικών δειγµάτων [3].  
 Στην παρούσα εργασία παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα εκτίµησης της αβεβαιότητας 
σε µετρήσεις µε LC-ESI-MS µε το δευτεριωµένο εσωτερικό πρότυπο και χωρίς αυτό. Η 
υγροχρωµατογραφία - φασµατοµετρία µαζών χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό 
δισφαινόλης Α (BPA) σε γάλα, όπου χρησιµοποιήθηκε δευτεριωµένη δισφαινόλη Α 
(BPA-d16) ως εσωτερικό πρότυπο. Με τη βοήθεια πειραµάτων ανάκτησης και 
αναπαραγωγιµότητας υπολογίστηκε η αβεβαιότητα σε συγκεντρώσεις 5,  50 και 500 µg 
Kg–1 µε τη χρήση του εσωτερικού προτύπου και χωρίς αυτό.  
 

2. Πειραµατικό µέρος 

2.1. ∆ιαλύτες, πρότυπες ουσίες και υλικά  
 Οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν κατά τις υγροχρωµατογραφικές αναλύσεις είναι 

καθαρότητας HPLC και περιλαµβάνουν µεθανόλη και ακετονιτρίλιο καθαρότητας ≥ 
99,9% (LAB SCAN), και υπερκάθαρο νερό ειδικής αντίστασης 18,2 ΜΩ.cm. 
Xρησιµοποιήθηκε πρότυπη ουσία BPΑ, 2,2-Bis-(4-hydroxyphenyl)-propane, C15H16O2, 
καθαρότητας 97% (FLUKA) και πρότυπη ουσία δευτεριωµένης δισφαινόλης Α (BPA-
d16), C15D16O2, (Sigma Aldrich). Παρασκευάστηκαν πρότυπα πυκνά διαλύµατα για κάθε 
µία από τις δύο ουσίες συγκέντρωσης περίπου 100 mg L-1 σε µεθανόλη. Kατά τις 
πειραµατικές πορείες χρησιµοποιήθηκαν πρότυπα υδατικά διαλύµατα εργασίας 
δισφαινόλης Α (5 – 700 µg L–1), τα οποία παρασκευάστηκαν µε κατάλληλη αραίωση των 
πυκνών διαλυµάτων µε υπερκάθαρο νερό. Η συγκέντρωση του εσωτερικού προτύπου 
τόσο στα πρότυπα διαλύµατα όσο και στα εµβολιασµένα δείγµατα γάλακτος ήταν 100 µg 
L-1.  

Κατά την προκατεργασία του δείγµατος εφαρµόστηκε εκχύλιση στερεάς φάσης µε 
φυσίγγια πληρωµένα µε δεκαοκτύλιο µε καλυµµένες τις ελεύθερες σιλανολικές οµάδες 
(C18 endcapped ISOLUTE , 500 mg / 3cc). Το δείγµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν γάλα 
πλήρες, υψηλής παστερίωσης µε 3,5% λιπαρά και δεν περιείχε ανιχνεύσιµη ποσότητα 
BPA. 
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2.2. Προκατεργασία δείγµατος 
Σε υάλινο φιαλίδιο των 20 mL ζυγίζεται 1 g δείγµατος, προστίθονται 10 µL πρότυπου 

διαλύµατος BPA-d16 συγκέντρωσης 10 mg L-1,  8 mL υπερκάθαρου νερού και 1 mL 
µεθανόλης. Το φιαλίδιο σφραγίζεται και ανακινείται. Ακολουθεί εκχύλιση στερεάς φάσης 
µε φυσίγγιο SPE C18, όπου η ενεργοποίηση του υλικού πραγµατοποιείται µε 5 mL MeOH 
και η εξισορρόπησή του µε 5 mL H2O. Το δείγµα φορτώνεται στο φυσίγγιο και ακολουθεί 
έκπλυση µε 8 mL H2O και 2 mL µίγµατος MeOH-H2O αναλογίας 40/60 v/v. Οι ουσίες 
εκλούονται µε διαβίβαση 3 mL µίγµατος MeOH-H2O αναλογίας 90/10 v/v. Συλλέγεται το 
κλάσµα έκλουσης, το οποίο εξατµίζεται µέχρι ξηρού µε ρεύµα αζώτου και στη συνέχεια 
προστίθεται 1 mL νερού. Τέλος, το διάλυµα διηθείται µε πλαστική σύριγγα που φέρει 
φίλτρο διαµέτρου 0,45 µm, και συλλέγεται σε υάλινο φιαλίδιο του δειγµατολήπτη του 
LC-MS.  

2.3. Ανάλυση µε LC-ESI-MS 
Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε υγροχρωµατογραφικό σύστηµα 

συζευγµένο µε φασµατόµετρο µαζών (Thermo Finnigan), το οποίο αποτελείται από 
αντλία (Spectra System P 4000) µε δυνατότητα βαθµιδωτής έκλουσης τεσσάρων 
διαλυτών, των οποίων η απαέρωση πραγµατοποιείται µε κενό, βρόχο εισαγωγής 
δείγµατος 20 µL και αυτόµατο δειγµατολήπτη 100 θέσεων (Spectra System AS 3000). Ο 
υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός πραγµατοποιείται µε στήλη αντίστροφης φάσης 
(LiChrospher 100-RP18) διαµέτρου 4 mm, µήκους 250 mm και διαµέτρου σωµατιδίων 
πλήρωσης 5 µm. Η χρησιµοποιούµενη προστήλη είναι επίσης αντίστροφης φάσης C18, 
µήκους 1 cm (APEX ODS 5U). To φασµατόµετρο µαζών (Surveyor MSQ) αποτελείται 
από θερµαινόµενη πηγή ιονισµού µε ηλεκτροδιάχυση (ESI), όπου πραγµατοποιείται 
διαβίβαση αερίου αζώτου οµόκεντρα προς τον τριχοειδή σωλήνα, και τετραπολικό 
αναλυτή µαζών, o οποίος λαµβάνει φάσµατα µαζών στην περιοχή m/z 60-2000 Da/e και 
διαθέτει γραµµικότητα για εύρος m/z από 172,9 έως 1971 Da/e. Η καταγραφή και η 
επεξεργασία των αποτελεσµάτων πραγµατοποιείται µε το λογισµικό πρόγραµµα Xcalibur 
(Thermo Finnigan). 

Η ανάλυση µε το σύστηµα LC-ESI-MS περιλαµβάνει κινητή φάση αποτελούµενη από 
µεθανόλη/νερό (70/30 v/v) και ροή 0,9 mL min-1, δυναµικό κώνου 70 V, θερµοκρασία 
πηγής 500 ○C και δυναµικό τριχοειδούς 3,5 ΚV. Σε κάθε ένεση δείγµατος λαµβάνεται το 
Full Scan φάσµα σε περιοχή µαζών m/z 100-300, και για την ποσοτικοποίηση 
λαµβάνονται το χρωµατογράφηµα SIM µε m/z 227 για την παρακολούθηση της BPΑ και 
το χρωµατογράφηµα SIM µε m/z 241 για την παρακολούθηση του εσωτερικού προτύπου, 
BPA-d16. 
 
 
2.4. Επικύρωση και εκτίµηση αβεβαιότητας µεθόδου 
 Κατά την επικύρωση της µεθόδου προσδιορισµού της BPΑ σε γάλα µε LC-MS 
προσδιορίστηκαν η γραµµικότητα της καµπύλης αναφοράς και η γραµµικότητα καµπύλης 
από εµβολιασµένα δείγµατα γάλακτος, το όριο ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης, η 
ορθότητα και η πιστότητα της µεθόδου, η αβεβαιότητα και τέλος αξιολογήθηκε η 
καταλληλότητα του συστήµατος. 
 Ως αβεβαιότητα ορίζεται µία παράµετρος που συνδέεται µε το αποτέλεσµα µιας 
µέτρησης, η οποία χαρακτηρίζει τη διασπορά των τιµών που λογικά µπορούν να 
αποδοθούν στο προσδιοριζόµενο συστατικό. 
 Κατά τη µέτρηση της συγκέντρωσης µιας ουσίας σε ένα δείγµα πρέπει να λαµβάνεται 
υπόψη πως το ευρισκόµενο αποτέλεσµα είναι µόνο µία εκτίµηση της αληθούς τιµής. Το 
αποτέλεσµα της µέτρησης αποκλίνει από την πραγµατική τιµή εξαιτίας των 
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συστηµατικών σφαλµάτων (σταθερών ή αναλογικών) και των τυχαίων σφαλµάτων που 
υπάρχουν. Η αβεβαιότητα, εποµένως, είναι ένα εύρος στο οποίο βρίσκεται µε αξιοπιστία 
σε ένα επίπεδο εµπιστοσύνης µία µέτρηση. 

Τα τυχαία σφάλµατα προσδιορίζονται µε πειράµατα επαναληψιµότητας, ενώ τα 
συστηµατικά σφάλµατα µπορούν να προσδιοριστούν, είτε µε ανάλυση πρότυπων υλικών 
αναφοράς που προσοµοιάζουν το δείγµα (CRMs), ή µε σύγκριση της εξεταζόµενης 
µεθόδου µε µία πρότυπη µέθοδο, ή τέλος µε πειράµατα ανακτήσεων. H αβεβαιότητα του 
αποτελέσµατος µίας µέτρησης µπορεί να περιλαµβάνει και άλλα συστατικά, όπως είναι ο 
υπολογισµός της συγκέντρωσης από καµπύλη αναφοράς, οι µετρήσεις όγκου και µάζας, η 
αβεβαιότητα της πιστοποιηµένης τιµής των υλικών αναφοράς, η καθαρότητα των 
χρησιµοποιούµενων πρότυπων ουσιών και η διακύµανση της δειγµατοληψίας. 

Κάθε µία συνιστώσα της αβεβαιότητας εκφράζεται ως τυπική απόκλιση και 
αναφέρεται ως τυπική αβεβαιότητα (u). Η συνδυασµένη τυπική αβεβαιότητα (uc) 
προκύπτει από το συνδυασµό των τυπικών αβεβαιοτήτων, και δίνεται ως η τετραγωνική 
ρίζα του αθροίσµατος των τετραγώνων των τυπικών αβεβαιοτήτων κάθε συνιστώσας, 
σύµφωνα µε το νόµο διάδοσης των σφαλµάτων. H διευρυµένη αβεβαιότητα (U) εκφράζει 
ένα µεγαλύτερο διάστηµα από τη συνδυασµένη τυπική αβεβαιότητα, στο οποίο η τιµή του 
µετρούµενου µεγέθους έχει µεγαλύτερη πιθανότητα να βρεθεί. Στις χηµικές µετρήσεις και 
για επίπεδο εµπιστοσύνης 95%, η διευρυµένη αβεβαιότητα υπολογίζεται 
πολλαπλασιάζοντας τη συνδυασµένη αβεβαιότητα µε ένα συντελεστή κάλυψης ίσο µε 2. 

Για τη µέθοδο προσδιορισµού της BPΑ στο γάλα έγινε αρχικά ταυτοποίηση των 
πηγών αβεβαιότητας. Οι πηγές αυτές περιλάµβαναν : α) τα τυχαία σφάλµατα, β) τα 
συστηµατικά σφάλµατα, γ) την αβεβαιότητα από τη χρήση της καµπύλης αναφοράς, δ) 
την αβεβαιότητα από τη µέτρηση της µάζας, ε) την αβεβαιότητα από τη µέτρηση του 
όγκου και στ) την αβεβαιότητα από την καθαρότητα της πρότυπης ουσίας. 
Ποσοτικοποιήθηκε η τυπική αβεβαιότητα κάθε πηγής και προσδιορίστηκε η συνδυασµένη 
τυπική αβεβαιότητα, σύµφωνα µε τις οδηγίες εκτίµησης αβεβαιότητας στις χηµικές 
µετρήσεις [4]. H αβεβαιότητα εκτιµήθηκε για τρία επίπεδα συγκεντρώσεων, 5, 50 και 500 
µg Kg-1 µε χρήση εσωτερικού προτύπου και χωρίς αυτό. Εξετάστηκε η επίδραση της 
χρήσης του εσωτερικού προτύπου στην αβεβαιότητα των µετρήσεων µε LC-MS. 

 
2.5. Έλεγχος σταθερότητας συστήµατος LC-MS 
 Από 44 αναλύσεις πρότυπου υδατικού διαλύµατος BPA 98 µg L-1 µε συγκέντρωση 
εσωτερικού προτύπου 100 µg L-1, οι οποίες πραγµατοποιήθηκαν σε διάρκεια δύο µηνών, 
προσδιορίστηκαν η µέση τιµή, η τυπική απόκλιση και η εκατοστιαία σχετική τυπική 
απόκλιση της µετρούµενης συγκέντρωσης. Ακόµη προσδιορίστηκαν οι µέσες τιµές, οι 
τυπικές αποκλίσεις και οι εκατοστιαίες σχετικές τυπικές αποκλίσεις για τα εµβαδά 
κορυφής της BPA και της BPA-d16 και τους αντίστοιχους λόγους τους (F). Τέλος 
υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές, οι τυπικές αποκλίσεις και οι εκατοστιαίες σχετικές τυπικές 
αποκλίσεις για τους χρόνους ανάσχεσης κάθε ουσίας, όπως και του αντίστοιχου λόγου 
τους.  
 Συγκρίθηκαν οι τιµές %RSD των εµβαδών κορυφής της BPA και της BPA-d16 µε την 
αντίστοιχη τιµή του λόγου των εµβαδών τους , F, για τον έλεγχο της σταθερότητας τόσο 
των επιµέρους εµβαδών των κορυφών, όσο και του λόγου τους, F. Τέλος, συγκρίθηκαν οι 
χρόνοι ανάσχεσης των ουσιών µε το λόγο τους, δηλαδή µε το σχετικό χρόνο ανάσχεσης.  
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3. Αποτελέσµατα 
 
3.1. Προσδιορισµός αβεβαιότητας 
 H περιεκτικότητα της δισφαινόλης Α, [BPA], σε µg Κg-1 στο δείγµα υπολογίζεται από 
τη σχέση 3.1: 

m
VCBPA ×

=][   (3.1) 

όπου,  
C: η συγκέντρωση στο τελικό διάλυµα (µg L-1), προσδιοριζόµενη µε χρήση καµπύλης 

αναφοράς. (Κατά την επικύρωση έγινε σύγκριση της καµπύλης αναφοράς πρότυπων 
υδατικών διαλυµάτων και καµπύλης από εµβολιασµένα δείγµατα γάλακτος µε BPA 
και BPA-d16. Αποδείχθηκε πως δεν υπάρχει στατιστικώς σηµαντική διαφορά µεταξύ 
τους και για το λόγο αυτό για την ποσοτικοποίηση χρησιµοποιήθηκε η πρώτη).  

V: o όγκος του τελικού διαλύµατος µετά την εκχύλιση στερεάς φάσης ( 1 mL) 
m: η µάζα του δείγµατος που αναλύθηκε (1 g) 
 H συνδυασµένη σχετική τυπική αβεβαιότητα για περιεκτικότητα δισφαινόλης Α, 
[BPA], σε ένα δείγµα, δίνεται από τη σχέση 3.2: 
 

[ ]( )
[ ]

2222

bias
c

P
Pu

V
Vu

m
mu

C
CuRSDRSD

BPA
BPAu

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛+⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛+⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛+⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛++= ΜΕΘΟ∆ΟΥ

)()()()(22  (3.2) 

 
 Ακολουθεί περιγραφή κάθε συνιστώσας της συνδυασµένης σχετικής τυπικής 
αβεβαιότητας: 
 
α) Πιστότητα 
 Το RSDΜΕΘΟ∆ΟΥ είναι η σχετική τυπική απόκλιση της προσδιοριζόµενης 
συγκέντρωσης εµβολιασµένου δείγµατος µε BPA, από τα πειράµατα της 
αναπαραγωγιµότητας και εκφράζει τη συµφωνία µεταξύ ανεξάρτητων αποτελεσµάτων 
που λαµβάνονται από τη µέθοδο. 
 
β) Ορθότητα 
 Aρχικά προσδιορίζεται η τυπική απόκλιση της µέσης τιµής της ανάκτησης (

R
SD ), 

από τα πειράµατα της αναπαραγωγιµότητας, από τη σχέση 
n

SDSD R
R
= , όπου n το 

πλήθος των προσδιοριζόµενων ανακτήσεων το οποίο είναι ίσο µε έξι και για τα τρία 

επίπεδα συγκεντρώσεων. Το RSDbias υπολογίζεται από τη σχέση, 
R

SD
RSD R

bias = , όπου 

R  η µέση τιµή της ανάκτησης, και εκφράζει την εγγύτητα µεταξύ της µέσης τιµής και της 
“αληθούς” τιµής. 
 
γ) Αβεβαιότητα από τη χρήση της καµπύλης αναφοράς, u(C) 

 Το  ( )
C
Cu  αφορά την αβεβαιότητα που προκύπτει από τη χρήση της καµπύλης 

αναφοράς για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης της BPA σε ένα δείγµα. Η τυπική 
αβεβαιότητα u(C) δίνεται από τη σχέση  3.3: 
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όπου : 
b: η κλίση της καµπύλης αναφοράς 
n: ο αριθµός των προτύπων διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή  
   της καµπύλης αναφοράς 
m: ο αριθµός των επαναλήψεων κατά τη µέτρηση του άγνωστου δείγµατος 
yo: o µέσος όρος των αποκρίσεων αυτών των επαναλήψεων 
y : ο µέσος όρος των αποκρίσεων των προτύπων διαλυµάτων 
xi: η συγκέντρωση κάθε πρότυπου διαλύµατος 
x : ο µέσος όρος των συγκεντρώσεων των προτύπων διαλυµάτων, και 

xyS :  η τυπική απόκλιση των υπολοίπων που προκύπτουν από την γραµµική συσχέτιση 
και δίνεται από τη σχέση 3.4: 

2
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2
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S i
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xy    (3.4) 

ο όρος ŷ  είναι η προβλεπόµενη τιµή y από την εξίσωση παλινδρόµησης για τις 
συγκεντρώσεις των πρότυπων διαλυµάτων. Για τον υπολογισµό της σχετικής τυπικής 
αβεβαιότητας διαιρείται η τυπική αβεβαιότητα u(C) µε τη συγκέντρωση C της BPA στο 
δείγµα που υπολογίστηκε µε την εξίσωση παλινδρόµησης. 
 
δ) Αβεβαιότητα από τη µέτρηση µάζας, u(m) 

 Ο όρος  ( )
m
mu  είναι η σχετική τυπική αβεβαιότητα της µέτρησης της µάζας µε 

αναλυτικό ζυγό. Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της µεθόδου ζυγίζεται αρχικά 1 g δείγµατος 
µε αναλυτικό ζυγό δύο δεκαδικών ψηφίων. Το πιστοποιητικό διακρίβωσης του ζυγού 
αναφέρει πως η αβεβαιότητα της µέτρησης είναι : ( )mgmu 6105,801,0)( −×+±= . 

Εποµένως η σχετική τυπική αβεβαιότητα της µέτρησης 1 g είναι ίση µε  ( )
m
mu  = 0,01001. 

 
ε) Αβεβαιότητα από τη µέτρηση όγκου, u(V) 

 H σχετική τυπική αβεβαιότητα του όγκου εκφράζεται µε τον όρο ( )
V
Vu . Κατά τον 

προσδιορισµό τηs δισφαινόλης Α σε γάλα, µετά την αποµάκρυνση του διαλύτη έκλουσης 
της εκχύλισης στερεάς φάσης, προστίθεται 1 mL νερού µε σιφώνιο του 1 mL και 
λαµβάνεται το τελικό διάλυµα το οποίο µετράται µε υγροχρωµατογραφία-φασµατοµετρία 
µαζών.  Η αβεβαιότητα u(V) συνίσταται από την αβεβαιότητα της βαθµονόµησης του 
σκεύους και από την αβεβαιότητα που προέρχεται από την επίδραση της θερµικής 
διαστολής. Η αβεβαιότητα της βαθµονόµησης του σκεύους παρέχεται από τον 

κατασκευαστή ως εύρος α ίσο µε ±0,01 mL, και τελικά εκφράζεται ως u1(V) =
3

a , 

θεωρώντας πως ισχύει η τετραγωνική κατανοµή. Θεωρώντας πάλι πως ισχύει η 
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τετραγωνική κατανοµή η αβεβαιότητα λόγω θερµικής διαστολής εκφράζεται µε τη σχέση 
3.5 :   

u2(V) = 
3
V∆    (3.5) 

µε   ∆V = V20 ×aw × ∆Τ  (3.6) 
όπου,   
∆V : η µεταβολή του ονοµαστικού όγκου του 1 mL 
V20 :  ο πιστοποιηµένος όγκος στους 20 °C, 1 mL 
aw    : o συντελεστής θερµικής διαστολής του νερού,  2,1 × 10-4 / °C 
∆Τ  : η διαφορά της θερµοκρασίας του εργαστηρίου από τους 20 °C, 5°C 
 Τελικά η σχετική τυπική αβεβαιότητα του όγκου εκφράζεται από τη σχέση 3.7.  
 

( ) ( ) ( ) 2
2

2
1 ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛+⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

V
Vu

V
Vu

V
Vu  (3.7) 

και είναι ίση µε   ( )
V
Vu  = 0,00581. 

στ) Αβεβαιότητα από την καθαρότητα της πρότυπης ουσίας, u(P) 
 Η καθαρότητα της πρότυπης στερεής ουσίας της δισφαινόλης Α δίνεται ίση µε 97%, 
εποµένως υπάρχει ένα εύρος ανοχής 3% ή 0,03. Εφαρµόζοντας τετραγωνική κατανοµή, η 

αβεβαιότητα που προκύπτει είναι ( )
3
03,0

=Pu , και η σχετική τυπική αβεβαιότητα είναι 

( ) 01786,0=
P
Pu . 

 
 
 Στους πίνακες 3.1 και 3.2 παρουσιάζονται για κάθε εξεταζόµενο επίπεδο 
συγκέντρωσης, οι σχετικές τυπικές αποκλίσεις κάθε πηγής αβεβαιότητας, η συνδυασµένη 

σχετική τυπική αβεβαιότητα ,
[ ]( )
[ ]BPA

BPAuc  , βάσει τη σχέσης 3.2, η διευρυµένη σχετική 

τυπική αβεβαιότητα για στάθµη εµπιστοσύνης 95% (RU), η οποία προκύπτει µε 
διπλασιασµό της συνδυασµένη σχετικής τυπικής αβεβαιότητας για παράγοντα κάλυψης 
k=2 σε στάθµη εµπιστοσύνης 95%. Ακόµη παρουσιάζονται η εκατοστιαία διευρυµένη 
σχετική τυπική αβεβαιότητα (%RU), η διευρυµένη τυπική αβεβαιότητα (U), η οποία 
προκύπτει µε πολλαπλασιασµό της διευρυµένης σχετικής τυπική αβεβαιότητα µε τη 
συγκέντρωση που αποτελεί το αποτέλεσµα της ανάλυσης (RU×[BPA]), και τέλος η 
έκφραση του αποτελέσµατος της συγκέντρωσης της BPA στο γάλα µε το εύρος της 
αβεβαιότητας που το συνοδεύει. Για την παραγωγή των δεδοµένων του πίνακα 3.1 η 
ποσοτικοποίηση της BPA έγινε µε την τεχνική εσωτερικού προτύπου, ενώ για τα 
δεδοµένα του πίνακα 3.2 χρησιµοποιήθηκε ως αναλυτική παράµετρος το εµβαδό της 
κορυφής της ουσίας. 
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Πίνακας 3.1 ∆εδοµένα αβεβαιότητας µε χρήση εσωτερικού προτύπου 

Επίπεδο συγκέντρωσης BPA 
στο γάλα (µg Κg-1)  5 50 500 

( )
C
Cu  0,21541 0,11500 0,01170 

RSDΜΕΘΟ∆ΟΥ 0,17600 0,05798 0,05237 

RSDbias 0,07185 0,02367 0,02138 

( )
V
Vu  0,00581 0,00581 0,00581 

( )
m
mu  0,01001 0,01001 0,01001 

( )
P
Pu  0,01786 0,01786 0,01786 

[ ]( )
[ ]BPA

BPAuc
 0,28809 0,13266 0,06156 

RU (Σ.Ε 95%) 0,57617 0,26533 0,12312 

% RU 57 27 12 

U   2,8 13 62 

([BPA] ± U ) µg Κg-1 (5,0 ± 2,8) (50 ± 13) (500 ± 62) 
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Πίνακας 3.2 ∆εδοµένα αβεβαιότητας χωρίς τη  χρήση εσωτερικού προτύπου 

Επίπεδο συγκέντρωσης BPA 
στο γάλα (µg Κg-1)  5 50 500 

( )
C
Cu  0,46794 0,21245 0,02312 

RSDΜΕΘΟ∆ΟΥ 0,16730 0,52107 0,61559 

RSDbias 0,21539 0,18783 0,17087 

( )
V
Vu  0,00581 0,00581 0,00581 

( )
m
mu  0,01001 0,01001 0,01001 

( )
P
Pu  0,01786 0,01786 0,01786 

[ ]( )
[ ]BPA

BPAuc
 0,54204 0,59362 0,63964 

RU (Σ.Ε 95%) 1,08408 1,18724 1,27928 

% RU 108 119 128 

U   5,4 59 640 

([BPA] ± U ) µg Κg-1 (5,0 ± 5,4) (50 ± 59) (500 ± 640) 

 
 Από τους πίνακες 3.1 και 3.2 παρατηρείται πως οι συνιστώσες που συνεισφέρουν 
περισσότερο στην αβεβαιότητα του αποτελέσµατος µιας µέτρησης είναι ο προσδιορισµός 

της συγκέντρωσης από την καµπύλη αναφοράς ( ( )
C
Cu ), η διακύµανση των τυχαίων 

σφαλµάτων (RSDΜΕΘΟ∆ΟΥ) και τα συστηµατικά σφάλµατα της µεθόδου (RSDbias). 
Αντιθέτως η συνεισφορά της καθαρότητας του προτύπου και οι µετρήσεις του όγκου και 
της µάζας είναι πιο περιορισµένες.  
 Συγκρίνοντας τις εκατοστιαίες διευρυµένες σχετικές τυπικές αβεβαιότητες (% RU) των 
δύο παραπάνω πινάκων, για κάθε ένα επίπεδο συγκέντρωσης, καθίσταται εµφανές πως η 
αβεβαιότητα του αποτελέσµατος βελτιώνεται σηµαντικά µε τη χρήση του εσωτερικού 
προτύπου. Με τη χρήση του δευτεριωµένου εσωτερικού προτύπου αντιµετωπίζεται η 
οργανολογική αστάθεια του οργάνου της υγροχρωµατογραφίας-φασµατοµετρίας, καθώς 
και η ορθότητα της µεθόδου, όσον αφορά τις απώλειες της ουσίας κατά την 
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προκατεργασία του δείγµατος. Οι απώλειες της ουσίας και του δευτεριωµένου 
εσωτερικού προτύπου κατά την προετοιµασία του δείγµατος είναι σχεδόν ίδιες, καθώς οι 
δύο ουσίες παρουσιάζουν οµοιότητα στις φυσικοχηµικές τους ιδιότητες, µε αποτέλεσµα οι 
σχετικές ανακτήσεις που λαµβάνονται βάσει του λόγου των εµβαδών των κορυφών να 
βρίσκονται κοντά στο 100%. 

3.2. Έλεγχος σταθερότητας συστήµατος LC-MS 
 Στον πίνακα 3.3 παρουσιάζονται τα στατιστικά στοιχεία -µέση τιµή, τυπική απόκλιση 
(SD) και εκατοστιαία σχετική τυπική απόκλιση (%RSD)- του εµβαδού κορυφής της BPA 
(AREA BPA), του εµβαδού κορυφής του εσωτερικού προτύπου (AREA BPA-d16) και του 
λόγου των εµβαδών κορυφής των δύο ουσιών (F), από τα αποτελέσµατα 44 αναλύσεων 
πρότυπου υδατικού διαλύµατος BPA 98 µg L-1 µε συγκέντρωση εσωτερικού προτύπου 
100 µg L-1, οι οποίες πραγµατοποιήθηκαν σε διάρκεια δύο µηνών. Επίσης δίνονται τα 
αντίστοιχα στατιστικά στοιχεία για τη µετρούµενη συγκέντρωση, C (µg L-1),  
υπολογισµένη µε βάση το F. Tέλος, παρουσιάζονται τα ίδια στατιστικά στοιχεία του 
χρόνου ανάσχεσης της BPA, tR(BPA), του χρόνου ανάσχεσης του εσωτερικού προτύπου, 
tR(BPA-d16), και του σχετικού χρόνου ανάσχεσης της BPA, tR(BPA)/ tR(BPA-d16). 
 
Πίνακας 3.3 Έλεγχος σταθερότητας συστήµατος LC-MS µε χρήση πρότυπου υδατικού 
διαλύµατος συγκέντρωσης 98 µg L-1 

 AREA
BPA 

AREA 
BPA-d16 

F C 
(µg L-1) 

tR (min) 
(BPA) 

tR (min) 
(BPA-d16) 

tR(BPA)/ 
tR(BPA-d16)

Μέση τιµή 
(n = 44) 852989 1227243 0,692 94,0 5,16 5,02 1,029 

SD 354189 501682 0,033 4,6 0,17 0,16 0,002 

% RSD 41,5 40,9 4,8 4,9 3,3 3,2 0,2 

 
 Συγκρίνοντας τις τιµές %RSD του F µε εκείνες των εµβαδών κορυφής, AREA BPA 
και AREA BPA-d16, διαπιστώνεται η σηµαντική βελτίωση στην αναπαραγωγιµότητα του 
λαµβανοµένου αναλυτικού σήµατος µε τη χρήση του εσωτερικού προτύπου. Από τα 
αποτελέσµατα αυτά είναι προφανές πως το σύστηµα είναι κατάλληλο µόνο µε τη χρήση 
εσωτερικού προτύπου και χαρακτηρίζεται από αναπαραγωγιµότητα της τάξης του 5%. 
 Η αναπαραγωγιµότητα των χρόνων ανάσχεσης της BPA και της BPA-d16 για το 
διάστηµα των δύο µηνών είναι 3,3 %. Το %RSD όµως της σχετικής ανάσχεσης της BPA, 
ο λόγος tR(BPA)/ tR(BPA-d16), είναι σηµαντικά µικρότερο (0,2 %), γεγονός που δίνει τη 
δυνατότητα χρήσης αυτού του µεγέθους ως επιπλέον στοιχείο επιβεβαίωσης της 
παρουσίας της BPA σε ένα άγνωστο δείγµα, εκτός από το φάσµα Full Scan. 
 
 
4. Συµπεράσµατα 

Η µέθοδος περιλαµβάνει ποσοτικοποίηση µε την τεχνική του εσωτερικού προτύπου. 
∆ιαπιστώθηκε ότι το δευτεριωµένο εσωτερικό πρότυπο, το οποίο προσοµοιάζει σε µεγάλο 
βαθµό την προσδιοριζόµενη ουσία και παρουσιάζει παρόµοια συµπεριφορά µε αυτή σε 
όλα τα βήµατα της ανάλυσης, είναι απαραίτητο για την αξιοπιστία της µεθόδου. Με τη 
χρήση του εσωτερικού προτύπου αντιµετωπίστηκε η οργανολογική αστάθεια του 
φασµατοµέτρου µαζών και βελτιώθηκε σηµαντικά η ορθότητα και η αναπαραγωγιµότητα 
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της µεθόδου, παρέχοντας τις παρακάτω εκατοστιαίες σχετικές ανακτήσεις µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις, (%R ± SD%R): 

 5 µg Kg-1 : 97 ± 17 
 50 µg Kg-1 : 97 ± 6 
 500 µg Kg-1 : 104 ± 5 
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