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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Σηµαντική παράµετρος σχετικά µε την τοξικολογική αξιολόγηση των τροφίµων είναι η 
παρουσία συνθετικών χρωστικών, από τις οποίες αρκετές απαγορεύεται να χρησιµοποιούνται 
ως πρόσθετα τροφίµων και για άλλες έχουν θεσµοθετηθεί ανώτατα όρια χρήσης. Όµως η 
ποικιλία συνθετικών χρωστικών και η συνύπαρξή τους µε φυσικώς ενεχόµενες, καθιστά 
αρκετές φορές δύσκολη την ανάλυση, ταυτοποίηση και τον προσδιορισµό τους µε τη χρήση 
ανιχνευτών απορρόφησης και φθορισµού, ιδιαίτερα, όταν πρόκειται για αναλύσεις ρουτίνας, 
όπου απαιτείται να αναπτύσσονται µέθοδοι οι οποίες να έχουν τη δυνατότητα προσδιορισµού 
πολλών αναλυτών ταυτοχρόνως. Στην παρούσα εργασία παρουσιάζεται η ανάπτυξη, βελτιστο-
ποίηση και επικύρωση µεθόδου για τον προσδιορισµό των απαγορευµένων χρωστικών για 
χρήση σε τρόφιµα, όπως Sudan I, II, III και IV  και Dimethyl Yellow µε υγρή χρωµατογραφία, 
συνδυασµένη µε διαδοχική φασµατοµετρία µάζας.  

 
ABSTRACT 

The presence of synthetic dyes is an important aspect for the toxicological assessment of 
foodstuffs. Several dyes have been completely banned for use as food additives, while for others 
maximum usage limits have been set. However, the diversity of synthetic dyes coupled to the 
presence of natural ones, renders their analysis, identification and determination with the use of 
absorbance and fluorescence detectors a very demanding process, particularly for routine 
analysis where there is need for the development of methods that are appropriate for 
simultaneous determination of numerous compounds. The subject of the present communication 
is the development, optimization and validation of an LC-MS/MS method for the determination 
of illegal azo dyes. 
 
1. Εισαγωγή 
Η προσθήκη χρωστικών σε τρόφιµα έχει ως αποκλειστικό τεχνολογικό σκοπό τη βελτίωση της 
εµφάνισής τους που οδηγεί σε αύξηση της αγοραστικής τους αξίας. Η ΕΕ µε την Οδηγία 
94/36/EC και τις αντίστοιχες τροποποιήσεις της καθορίζει ρητά ποιες είναι οι χρωστικές που 
µπορούν να προστίθενται στα τρόφιµα, σε ποια τρόφιµα επιτρέπεται η προσθήκη τους και ποια 
είναι τα µέγιστα επιτρεπόµενα επίπεδα προσθήκης σε κάθε τρόφιµο (EPCD, 1994). Οι 
επιτρεπτές για τα τρόφιµα χρωστικές είναι είτε φυσικές (όπως το καροτένιο) είτε συνθετικές 
(κυρίως αζωχρώµατα). Η προσθήκη χρωστικών που δεν αναφέρονται ρητά στον Κανονισµό 
94/36/EC σε κάποιο τρόφιµο είναι µη επιτρεπόµενη ακόµα και αν αυτή η χρωστική είναι 
φυσική (έχει π.χ. εκχυλιστεί από κάποιο φυτό). Παρόλα αυτά έχουν προστεθεί παράνοµα σε 
τρόφιµα ακόµα και καρκινογόνες συνθετικές χρωστικές που παρασκευάζονται νόµιµα για τη 
βαφή υφασµάτων, πλαστικών ή άλλων (π.χ. οικοδοµικών) υλικών. 
Η παρουσία της µη επιτρεπόµενης χρωστικής Sudan I σε τρόφιµα στην Ευρώπη αναφέρθηκε 
για πρώτη φορά το 2003 (RASFF, 2003). H Ευρωπαϊκή Ένωση έλαβε άµεσα µέτρα για να 
ελέγξει τις εισαγωγές προϊόντων ως προς την παρουσία Sudan I (Απόφαση 2003/460/EC). Το 
2005 τα µέτρα επεκτάθηκαν για να συµπεριλάβουν τις χρωστικές Sudan I-IV σε τσίλι, προϊόντα 
τσίλι, κουρκουµά και φοινικέλαιο (Απόφαση 2005/402/EC). Η απόφαση ίσχυε µέχρι πρόσφατα 
ώσπου καταργήθηκε από τον Καν EK 669/2009 που ρυθµίζει συνολικά τη συχνότητα των 
ελέγχων κατά την εισαγωγή προϊόντων στα κράτη µέλη της ΕΕ και εφαρµόζεται από 25/1/2010. 



Τα τοξικολογικά δεδοµένα για συνθετικές χρωστικές είναι εν γένει ελλιπή, καταδεικνύουν όµως 
τη γονοτοξικότητα τουλάχιστον του Sudan I. Με την αρχική εµφάνιση του προβλήµατος η ΕΕ 
ανακοίνωσε ότι αποδεκτό όριο ανίχνευσης για χρωστικές τύπου Sudan είναι στην περιοχή 0,5 
µε 1,0 mg Kg-1 (0,5 - 1,0 ppm) το οποίο είναι εφικτό χρησιµοποιώντας HPLC µε ανιχνευτή 
DAD (NN, 1992). Οποιοδήποτε τρόφιµο περιέχει χρωστικές σε επίπεδα ανώτερα από αυτό το 
όριο ή έχει παρασκευαστεί µε πρώτες ύλες, που περιέχουν χρωστικές σε επίπεδα ανώτερα από 
αυτό το όριο πρέπει να αποσύρεται από την αγορά και να καταστρέφεται. Παράλληλα η EFSA 
ανέλαβε να ανασκοπήσει τα δεδοµένα από τοξικολογικές µελέτες των χρωστικών τύπου Sudan, 
που είχαν βρεθεί µέχρι τότε σε τρόφιµα στην Ευρώπη (Sudan I, Sudan II, Sudan III, Sudan IV, 
Para Red, Rhodamine B, and Orange II) (Efsa, 2005). 

Με δεδοµένο το γεγονός ότι η προσθήκη αυτών των χρωστικών σε τρόφιµα είναι 
απαγορευµένη σε οποιοδήποτε επίπεδο καθώς και τις σοβαρές υπόνοιες γονοτοξικότητας, 
ξεκίνησαν προσπάθειες για την ανεύρεση µεθόδων µε χαµηλότερο όριο ανίχνευσης από το 
αρχικά αποδεκτό (0,5 - 1,0  ppm) (Calbiani, 2007). Η ιδανική µέθοδος ανίχνευσης θα πρέπει να 
είναι εύκολα εφαρµόσιµη ως µέθοδος ρουτίνας ώστε να είναι εφικτός ο έλεγχος µεγάλου 
αριθµού δειγµάτων, να έχει κατά το δυνατό χαµηλό όριο ανίχνευσης, να πετυχαίνει την 
ταυτόχρονη ανίχνευση µεγάλου αριθµού µη επιτρεπόµενων χρωστικών, να εφαρµόζεται σε 
διαφορετικά υποστρώµατα και να είναι απόλυτα αξιόπιστη. Στην εργασία που ακολουθεί 
παρουσιάζεται µέθοδος για την ταυτόχρονη ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 14 µη 
επιτρεπόµενων χρωστικών τύπου Sudan µε LC-MS/MS. 
 
2. Υλικά και µέθοδοι 
Οι χρωστικές που εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία, οι προµηθευτές τους και η καθαρότητά 
τους παραθέτονται στον Πίνακα 1. Η µεθανόλη και το ακετονιτρίλιο ήταν καθαρότητας 
gradient HPLC και LC-MS, αντίστοιχα (Merck), ενώ το νερό παραλαµβάνεται από το σύστηµα 
υπερκαθαρού νερού Elix 5 σε σειρά µε το Element Milli-Q της Millipore.  

Πίνακας 1: Οι χρωστικές που αποτέλεσαν αντικείµενο της εργασίας 

χρωστική CAS no προµηθευτής καθαρότητα 
Rhodamine B 81-88-9 Sigma-Aldrich 90,0 
Sudan Orange G 2051-85-6 Sigma-Aldrich 85,0 
Dimethyl Yellow 60-11-7 Sigma-Aldrich 99,0 
Para Red 6410-10-2 Sigma-Aldrich 95,0 
Toluidine Red 2425-85-6 Sigma-Aldrich 90,0 
Sudan Red G 1229-55-6 Fluka 94,0 
Sudan I 842-07-9 I.B.P. 97,0 
Sudan II 3118-97-6 I.B.P. 99,1 
Sudan III 85-86-9 I.B.P. 94,9 
Sudan Black B 4197-25-5 Sigma-Aldrich 90,0 
Sudan Red 7B 6368-72-5 Fluka 96,0 
Sudan IV 85-83-6 Fluka 96,0 
Sudan Red B 3176-79-2 Dr. Ehrenstorfer 90,5 
Orange II 633-96-5 Sigma-Aldrich 99,0 

 
Για τον προσδιορισµό των χρωστικών χρησιµοποιήθηκε διάταξη LC-MS/MS της Thermo 
Electron Co. και συγκεκριµένα: αντλία Finnigan Surveyor Plus, αυτόµατος δειγµατολήπτης 
Finnigan Autosampler Plus και φασµατόµετρο µάζας τριπλού τετράπολου Finnigan TSQ 
Quantum Ultra AM. Η διάταξη ήταν εφοδιασµένη µε στήλη υγρής χρωµατογραφίας Discovery 
HS C18 (µέγεθος σωµατιδίων 3 µm, διαστάσεις 150 x 2.1 mm) της Supelco.  

Ο τρόπος εργασίας περιλαµβάνει αρχικά την εκτίµηση των παραµέτρων στο φασµατόµετρο 
µάζας, οι οποίες µεγιστοποιούν το σήµα του µητρικού ιόντος και στη συνέχεια την επιλογή των 



µεταπτώσεων που θα επιλεγούν για την ποσοτικοποίηση και την επιβεβαίωση της χρωστικής 
και τον προσδιορισµό των παραµέτρων που µεγιστοποιούν το σήµα των θυγατρικών ιόντων. 
Αρχικά, οι προς βελτιστοποίηση παράµετροι ήταν η θερµοκρασία και το δυναµικό ψεκασµού, 
οι ροές των αερίων εκνέφωσης και παράσυρσης καθώς και του βοηθητικού αερίου, όπως και η 
θερµοκρασία του τριχοειδούς µεταφοράς ιόντων.  

Πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές για κάθε µία χρωστική ξεχωριστά, εισάγοντας πρότυπα 
διαλύµατά τους συγκέντρωσης 1 mg L-1 απευθείας στο φασµατόµετρο µάζας µε τη βοήθεια 
διάταξης έγχυσης σε ροή 20 µL min-1. Η βελτιστοποίηση της µεθόδου συνεχίστηκε µε την 
έγχυση του ίδιου διαλύµατος µε ρυθµό 50 µL min-1 σε ρεύµα διαλύτη µεθανόλης:νερού 95:5 
ροής 200 µL min-1 στο φασµατόµετρο µάζας. Κατά τη διάρκεια του βήµατος αυτoύ 
προσδιορίστηκαν εκ νέου οι παράµετροι που µεγιστοποιούν το σήµα του µητρικού και του 
θυγατρικού ιόντος (βλ. Εικόνα 1).  

Εικόνα 1: Παράδειγµα βελτιστοποίησης του δυναµικού εστίασης (αριστερά πάνω και κάτω) για 
την ανίχνευση του µητρικού ιόντος και αντίστοιχα της ενέργειας κρούσης (πάνω και κάτω 
δεξιά) για τα θυγατρικά ιόντα για τη χρωστική Sudan Red G. 

 
 
Στη συνέχεια ακολουθεί ο προσδιορισµός κατάλληλων συνθηκών χρωµατογραφίας για τον 
κατά το δυνατό επαρκέστερο διαχωρισµό των αναλυτών, ώστε να παγιωθεί το πρόγραµµα της 
χρωµατογραφικής ανάλυσης. Τέλος, για την κατασκευή καµπυλών αναφοράς χρησιµοποιή-
θηκαν διαλύµατα των χρωστικών σε ακετονιτρίλιο σε συγκέντρωση 2, 5, 10, 20 και 40 µg L-1. 
Η επιβεβαίωση της καταλληλότητας της µεθόδου συνεχίστηκε µε την ανάλυση εµβολιασµένων 
δειγµάτων σε γνωστό επίπεδο συγκέντρωσης, την εκχύλισή τους µε ακετονιτρίλιο και την 
ανάλυσή τους µε τη µέθοδο που σχεδιάστηκε.  
 
3. Αποτελέσµατα και συζήτηση 
Στα επίπεδα 0,5 - 1,0 ppm ο προσδιορισµός συνθετικών χρωστικών µε HPLC-DAD σε τρόφιµα 
είναι απόλυτα αξιόπιστος και αποτελεσµατικός. Η συνιστώµενη από την ΕΕ το 2003 µέθοδος 
περιλαµβάνει την εκχύλιση των χρωστικών Sudan I-IV µε ανάδευση του δείγµατος για 1 ώρα 
µε ακετονιτρίλιο και το µετέπειτα προσδιορισµό των χρωστικών στο εκχύλισµα µε HPLC-



DAD. Πέραν των χρωστικών Sudan I-IV αποδεικνύεται ότι η µέθοδος αυτή µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί και για τον προσδιορισµό πληθώρας λιποδιαλυτών χρωστικών τύπου Sudan. 
Για παράδειγµα, ο προσδιορισµός της χρωστικής DMY σε τσίλι έχει µε τη µέθοδο αυτή όριο 
ανίχνευσης 7 ppb στο ενέσιµο διάλυµα (∆΄ Αθηνών, 2009).  Τελευταία όµως εκδόθηκαν 
ειδοποιήσεις µέσω του RASFF για την παρουσία χρωστικών όπως το dimethyl yellow (DMY) 
σε κάρυ σε επίπεδα µερικών µόνο δεκάδων ppb στο δείγµα (RASFF, 2009).  Στην περίπτωση 
του κάρυ, το εκχύλισµα µε ακετονιτρίλιο συχνά περιλαµβάνει πολλές χρωστικές και ιδιαίτερα 
υψηλές ποσότητες κουρκουµά. Η παρουσία των χρωστικών αυτών δυσχεραίνει σηµαντικά την 
ανίχνευση µε ανιχνευτή DAD.  
Αρχικό στάδιο για την ανάπτυξη της µεθόδου ήταν η βελτιστοποίηση των παραµέτρων στο 
φασµατόµετρο µάζας που εξαρτώνται από τη φύση και τη ροή του συστήµατος διαλυτών και τις 
φυσικοχηµικές ιδιότητες των προς ανάλυση ενώσεων. Οι τιµές που επιλέχτηκαν ήταν: δυναµικό 
ψεκασµού 4000 V, θερµοκρασία ψεκασµού 150 °C, ροή αερίου εκνέφωσης 0,4 L min-1, ροή 
αερίου παράσυρσης 2 L min-1, ροή βοηθητικού αερίου  4 L min-1, θερµοκρασία τριχοειδούς 
µεταφοράς ιόντων 300 °C, καθώς βρέθηκαν να µεγιστοποιούν το σήµα του Sudan IV, το οποίο 
ήταν µικρότερης έντασης σε σύγκριση µε τις υπόλοιπες χρωστικές. 

Στη συνέχεια, για κάθε χρωστική προσδιορίστηκε το δυναµικό εστίασης, το οποίο µεγιστοποιεί 
το σήµα του µητρικού ιόντος στο πρώτο τετράπολο και οι τιµές της ενέργειας σύγκρουσης που 
µεγιστοποιούν το σήµα των θυγατρικών ιόντων που ανιχνεύονται στο τρίτο τετράπολο της 
διάταξης. Ως βέλτιστη πίεση του αέριου κρούσης στο δεύτερο τετράπολο βρέθηκε η τιµή 1,5 
bar για όλες τις χρωστικές. Επιλέχθηκαν δύο µεταπτώσεις του µητρικού ιόντος για την 
ποσοτικοποίηση (Q1) και την επιβεβαίωση (Q2) των χρωστικών (βλ. Πίνακα 2), ενώ στην 
περίπτωση των ισοµερών Sudan IV και Sudan Red B επιλέχθηκαν δύο πρόσθετες µεταπτώσεις 
για την ταυτοποίησή τους (276/208 και 153/134), καθώς ως σήµερα δεν έχει αναφερθεί 
επιτυχής χρωµατογραφικός διαχωρισµός τους. 

Πίνακας 2: Βελτιστοποιηµένοι παράµετροι λειτουργίας της διάταξης LC-MS/MS. 
 
χρωστική 

χρόνος 
έκλουσης 
(rt, min) 

µητρικό 
ιόν 

(m/z) 

δυναµικό 
εστίασης 

(V) 

 
Q1

ενέργεια 
κρούσης 

(eV) 

 
Q2

 

ενέργεια 
κρούσης 

(eV) 
Rhodamine B 1,3 443,2 118,3 399,1 43 355,1 58 
Sudan Orange G 2,7 215,1 77,8 93,1 25 122,1 16 
Dimethyl Yellow 4,2 226,1 109,3 120,1 31 77,1 22 
Para Red 5,1 294,1 73,1 115,0 44 143,1 32 
Toluidine Red 5,7 308,1 81,1 128,1 29 152,1 21 
Sudan Red G 6,0 279,1 60,7 108,1 33 123,1 19 
Sudan I 7,0 249,1 71,3 93,1 34 128,1 26 
Sudan II 7,9 277,1 70,3 121,1 40 106,1 20 
Sudan III 12,9 353,1 93,6 128,1 39 196,1 20 
Sudan Black B 14,4 457,1 123,6 194,1 37 247,1 27 
Sudan Red 7B 16,5 380,2 78,1 183,1 14 115,1 44 
Sudan IV 22,8 381,1 98,4 224,1 21 225,1 18 
Sudan Red B 22,8 381,1 110,9 224,1 23 225,1 19 
Orange II 4,9 327,0 -161,1 171,0 28 156,0 36 

 

Στον Πίνακα 2 παρουσιάζονται οι τιµές του χρόνου έκλουσης, του δυναµικού εστίασης, του 
µητρικού και των θυγατρικών ιόντων, όπως και οι αντίστοιχες ενέργειες κρούσης. Όπως 
φαίνεται, τόσο από τον Πίνακα 2, όσο και από την Εικόνα 2, γίνεται προφανές ότι ο 
διαχωρισµός των 14 χρωστικών είναι ικανοποιητικός. Επίσης, είναι πλέον δυνατός ο 
διαχωρισµός των Sudan IV και Sudan Red B, καθώς στις συνθήκες της ανάλυσης τα θυγατρικά 
ιόντα µε m/z 156 και 276 αντίστοιχα, δίνουν τη δυνατότητα πλήρους διαφοροποίησης των δύο 
ενώσεων. 



Για να επιτευχθεί ικανοποιητικός  χρωµατογραφικός διαχωρισµός των χρωστικών σχεδιάστηκε 
ένα πρόγραµµα βαθµωτής έκλουσης µεθανόλης/νερού που παρουσιάζεται στον Πίνακα 2. Και 
οι δύο διαλύτες περιείχαν 0,2 % µυρµηκικό οξύ ως παράγοντα ιονισµού. Αρχικά η αναλογία 
των διαλυτών MeOH:H2O παρέµεινε σταθερή σε 90:10 και στο χρονικό διάστηµα 4 min - 9 min 
µεταβλήθηκε γραµµικά σε 97:3, οπότε και παρέµεινε σταθερή για τα επόµενα 11 min της 
ανάλυσης. Στη συνέχεια επανέρχεται σε 90:10, για να παραµείνει σταθερή ως το πέρας της 
ανάλυσης (30 min).  Η ροή του διαλύτη ήταν 200 µL min-1. Τυπικά χρωµατογραφήµατα των 
υπό µελέτη χρωστικών παρουσιάζονται στην Εικόνα 2. Οι χρόνοι έκλουσης των αναλυτών 
αναφέρονται στον Πίνακα 2. 

Εικόνα 2: Τυπικά χρωµατογραφήµατα των χρωστικών σε συγκέντρωση 20 ppb. 
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Οι καµπύλες αναφοράς που δηµιουργήθηκαν µε την ανάλυση πρότυπων διαλυµάτων γνωστής 
συγκέντρωσης ήταν γραµµικές µε συντελεστή συσχέτισης (r2) µεγαλύτερο του 0,99 (βλ. Πίνακα 
4). Επίσης, από τους συντελεστές διακύµανσης (CV) που παραθέτονται στον ίδιο πίνακα, 
προκύπτει πως τα αποτελέσµατα των αναλύσεων είναι επαναλήψιµα σε εξαιρετικά χαµηλές 
συγκεντρώσεις.  

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 3, το όριο ποσοτικοποίησης είναι µία τάξη µεγέθους µικρότερο 
από τις απαιτήσεις της ΕΕ. Σηµαντική ήταν η επίδραση της θερµοκρασίας ψεκασµού στο σήµα 
του µητρικού ιόντος. Θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 150 °C οδηγούσαν σε δραστική µείωση 
του σήµατος του Sudan IV, το οποίο αποικοδοµείται σε υψηλές θερµοκρασίες. Σηµαντική 
διαφορά στην ένταση του σήµατος της Rhodamine B παρατηρείται έναντι των υπόλοιπων 
χρωστικών, καθώς πρόκειται για χλωριούχο άλας το οποίο διίσταται στο διαλύτη της 



χρωµατογραφίας και εκνεφώνεται ιονισµένο στο φασµατόµετρο µάζας. Αντίθετα, το σήµα των 
Sudan IV, Sudan Red B και Para Red είναι εµφανώς χαµηλότερο έναντι των υπόλοιπων 
χρωστικών, πιθανώς λόγω περιορισµένου ιονισµού σε σχέση µε τις υπόλοιπες καθώς η δοµή 
τους έχει τη δυνατότητα σταθεροποίησης του φορτίου µε υβριδικές δοµές συντονισµού. Τέλος, 
η ανίχνευση της χρωστικής Orange II πραγµατοποιήθηκε σε αρνητικό ιονισµό, καθώς πρόκειται 
για σουλφονικό άλας, το οποίο ιονίζεται µε ευκολία στις συνθήκες του προσδιορισµού, 
παρέχοντας ταυτόχρονα το πλεονέκτηµα του εξαιρετικά χαµηλού θορύβου.  

Πίνακας 3. Συντελεστής διακύµανσης (CV%) σε επίπεδα συγκέντρωσης 10 ppb και 2 ppb, 
συντελεστής συσχέτισης της καµπύλης αναφοράς και εκτίµηση του (LOQ). 

χρωστική CV(%) - 10 µg L-1 CV(%) - 2 µg L-1 r2 LOQ 
Rhodamine B 0,2 0,2 0,999 < 0,1 
Sudan Orange G 1,0 1,7 0,999 0,3 
Dimethyl Yellow 1,3 2,0 0,999 0,2 
Para Red 3,1 6,8 0,998 1,1 
Toluidine Red 1,6 3,5 0,999 0,6 
Sudan Red G 1,2 2,8 0,999 0,3 
Sudan I 1,0 2,4 0,999 0,6 
Sudan II 0,9 2,1 0,998 0,6 
Sudan III 2,4 9,8 0,998 0,6 
Sudan Black B 1,5 5,3 0,997 0,3 
Sudan Red 7B 3,8 8,9 0,998 0,3 
Sudan IV 3,5 10,7 0,992 1,2 
Sudan Red B 3,2 10,2 0,994 1,0 
Orange II 3,8 2,1 0,997 0,2 

 
Όπως προκύπτει από τα πειραµατικά δεδοµένα, η νέα µέθοδος είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατική 
στις περιπτώσεις τροφίµων που περιέχουν φυσικές χρωστικές σε υψηλές συγκεντρώσεις, που 
κατά κανόνα δηµιουργούν σοβαρά προβλήµατα παρεµποδίσεων στην ανάλυσή τους. Ένα 
ανάλογο παράδειγµα απεικονίζεται στην Εικόνα 3. Το συγκεκριµένο δείγµα κάρυ περιέχει 
χρωστική µε χρόνο έκλουσης ίδιο µε εκείνον του DMY. Το φάσµα του όµως δεν ταυτίζεται 
πλήρως της πρότυπης ουσίας - κάτι που θα µπορούσε να οφείλεται στο ψηλό σήµα υποβάθρου 
που δηµιουργείται από τις υπόλοιπες χρωστικές. Εποµένως, δεν είναι δυνατό ακόµα και µετά 
από εµβολιασµό του δείγµατος σε γνωστό επίπεδο συγκέντρωσης (spiking - µέθοδος σταθερής 
προσθήκης) να αποφανθεί κανείς µε ασφάλεια για την παρουσία DMY στο εν λόγω δείγµα. Τα 
πράγµατα είναι εντελώς διαφορετικά µε τη χρήση φασµατοσκοπίας µάζας. Στην Εικόνα 4 
δίνονται τα χρωµατογραφήµατα του προτύπου διαλύµατος DMY, του εκχυλίσµατος του 
ύποπτου δείγµατος κάρυ και του ύποπτου δείγµατος κάρυ µετά από εµβολιασµό του µε DMY. 
Είναι σαφές ότι µπορεί µε ασφάλεια να αποκλειστεί η πιθανότητα παρουσίας της χρωστικής 
DMY στο συγκεκριµένο δείγµα. 
 
4. Συµπεράσµατα 
Η µέθοδος που παρουσιάστηκε στην παρούσα εργασία είναι κατάλληλη για τον προσδιορισµό 
επικίνδυνων αζωχρωστικών σε τρόφιµα. Παρουσιάζει υψηλή γραµµικότητα και επαναληψι-
µότητα σε εξαιρετικά χαµηλές συγκεντρώσεις των χρωστικών (2 - 40 µg L-1) που αναλύθηκαν, 
ενώ αποδείχτηκε να υπερτερεί έναντι άλλων µεθόδων ανίχνευσης στις περιπτώσεις δειγµάτων 
µε υψηλό υπόβαθρο, όπως φάνηκε µε την ανάλυση πραγµατικών δειγµάτων τα οποία 
εµβολιάστηκαν µε γνωστή ποσότητα χρωστικών. 
 



Σχήµα 3: Χρωµατογραφήµατα HPLC-DAD του προτύπου DMY, του ύποπτου δείγµατος κάρυ 
και του ύποπτου δείγµατος κάρρυ µετά από spiking (αριστερά). Σύγκριση του φάσµατος σε 
χρόνο έκλουσης 12,1 min µε το φάσµα προτύπου DMY (δεξιά). ∆εν είναι δυνατή η διεξαγωγή 
συµπεράσµατος ως προς την παρουσία η απουσία DMY στο ύποπτο δείγµα µε βάση τα 
δεδοµένα αυτά. 
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Σχήµα 4: Χρωµατογραφήµατα LC-MS/MS του προτύπου DMY (πάνω), του ύποπτου δείγµατος 
κάρυ (µέση) και του ύποπτου δείγµατος κάρυ (κάτω) µετά από spiking (10 ppb στο ενέσιµο). 
Τα δεδοµένα υποστηρίζουν την απουσία DMY στο ύποπτο δείγµα. 
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