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Περίλθψθ 
Ο Lagocephalus sceleratus είναι ζνα επικίνδυνο ψάρι που ζχει μεταναςτεφςει ςτα νερά τθσ 
Μεςογείου και αποτελεί κίνδυνο για τθ δθμόςια υγεία λόγω τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ), που περιζχει. 
Θ ΣΣΧ είναι μια τοξίνθ θ οποία μπορεί να προκαλζςει κάνατο με μυϊκι παράλυςθ, αναπνευςτικι 
καταςτολι και κυκλοφοριακι ανεπάρκεια και ςυνυπάρχει με τα φυςικά ανάλογα τθσ. Μζχρι ςιμερα 
δεν υπάρχει ζγκυρθ μζκοδοσ για τον προςδιοριςμό τθσ ΣΣΧ.  ΢τθν παροφςα ζρευνα αναπτφχκθκε 
μια νζα μζκοδοσ ανάλυςθσ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ ςτο L. Sceleratus. Για τθν ανάλυςθ 
χρθςιμοποιικθκαν ταυτόχρονα θ μζκοδοσ υγρισ χρωματογραφίασ και παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ 
με φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ (HPLC-PCD-FLD) και θ μζκοδοσ υγρισ χρωματογραφίασ – 
φαςματομετρίασ μαηϊν (LC-MS/MS) με τεχνολογία τριπλοφ τετραπόλου. Θ αναλυτικι ςτιλθ για τθ 
μζκοδο ιταν Hypercarb (150 x 4,6 mm ID, 3μ) τθσ Thermo Scientific. Θ κινθτι φάςθ Α είναι διάλυμα 
0,2% τριφκοροξικό οξζοσ ςε νερό και θ κινθτι φάςθ Β διάλυμα 3% 2-αικόξυ-αικανόλθσ, 2% 2-
μεκόξυ-αικανόλθσ και 0,2% τριφκοροξικό οξφ ςε ακετονιτρίλιο. Θ ροι τθσ κινθτισ φάςθσ είναι 0,5 
ml/min και μετά τθ ςτιλθ διαχωρίηεται ςε 0,4 ml/min ςτο ςφςτθμα παραγϊγιςθσ και 0,1 ml/min ςτο 
ςφςτθμα φαςματομετρίασ μάηασ. Θ κερμοκραςία τθσ ανάλυςθσ είναι 10οC. Οι ςυνκικεσ 
βακμιδωτισ ζκλουςθσ είναι από 0 ζωσ 20 λεπτά 0,5%Β ιςοκρατικά, από 20 ζωσ 50 λεπτά 3% Β 
γραμμικά, από τα 50.1 ζωσ τα 55 λεπτά 5% Β ςε διακριτά βιματα, από τα 55 ζωσ τα 75 λεπτά 9% 
γραμμικά, από τα 75 ζωσ τα 100 λεπτά 13% γραμμικά, από τα 100 ζωσ τα 115 λεπτά 20% γραμμικά, 
από τα 115 ζωσ τα 130 λεπτά 20% ιςοκρατικά, από τα 130 ζωσ τα 140 λεπτά 0,5% γραμμικά και από 
τα 140 ζωσ τα 260 λεπτά 0,5% ιςοκρατικά. Ο φαςματογράφοσ μάηασ λειτοφργθςε με τθν 
διαςφνδεςθ Z-Spray (+) ESI και ςε κατάςταςθ MRM αναλφοντασ 28 μεταπτϊςεισ. Από τθ μζκοδο 
ανιχνεφτθκαν τριάντα δυο (32) τοξίνεσ εκ των οποίων ταυτοποιικθκαν θ ΣΣΧ, θ 4,9-ανυδροΣΣΧ και 
ζντεκα (11) ακόμα γνωςτά και ςθμαντικά ανάλογα τθσ ΣΣΧ όπωσ, θ 11-deoxyTTX και 5-deoxyTTX με 
m/z 304, θ 11-norTTX-6(S)-ol και θ 11-norTTX-6ΣΘ΢-ol με m/z 290, θ 6,11-dideoxyTTX με m/z 288, θ 
5,6,11-trideoxyTTX και θ 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX με m/z 272 και θ 4,9-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX 
και θ 4,4a-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX με m/z 254. Ενϊ πραγματοποιικθκε και θ ανίχνευςθ του 
τετραδονικοφ οξζοσ με m/z 320. Σαυτόχρονα με τθν τεχνικι LC-MS/MS ανιχνεφτθκαν κορυφζσ με 
ανάλογο m/z που δεν ιταν δυνατό να ταυτοποιθκεί θ δομι των, ενϊ με τθν τεχνικι HPLC-PCD-FLD 
ανιχνεφτθκαν και κορυφζσ, που δεν εμφανίηονταν ςτθν LC-MS/MS τεχνικι. Θ ςχετικι τυπικι 
απόκλιςθ (%RSD) των δφο μεκόδων για τθν ΣΣΧ και τζςςερα (4) ακόμα ανάλογα τθσ για πζντε 
επαναλιψεισ (n=5) ιταν < 1.5%. Σο κατϊτερο όριο ανίχνευςθσ (LOD) για τθν ΣΣΧ υπολογίςτθκε ςτα 
20,39 μg/L (HPLC-PCD-FLD), 14,20 μg/L  και 21,35 μg/L (LC-MS/MS ςτισ μεταπτϊςεισ m/z 320>302, 
320>162) και για τθν 4,9-ανυδροΣΣΧ ςτα 49,85 μg/L (HPLC-PCD-FLD) και 83,82 μg/L (LC-MS/MS 
μεκόδουσ ςτισ μεταπτϊςεισ m/z 302>162). Σο κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ (LOQ) για τθν ΣΣΧ 
υπολογίςτθκε ςτα 61,8 μg/L (HPLC-PCD-FLD), 43,02 μg/L  και 64,69 μg/L  (LC-MS/MS ςτισ 
μεταπτϊςεισ m/z 320>302, 320>162) και για τθν 4,9-ανυδροΣΣΧ ςτα 151,05 μg/L (HPLC-PCD-FLD) και 
254 μg/L  (LC-MS/MS μεκόδουσ ςτισ μεταπτϊςεισ m/z 302>162). Σα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ τθσ ΣΣΧ 
(mg/Kg) ςτουσ ιςτοφσ του L. sceleratus κυμαίνονται από 146.27-274.53 (Γονάδεσ), 120.98-158.37 
(΢υκϊτι), 5.19-11.73 (Μφεσ) και 2.02-7.46 (Δζρμα) και για τισ δφο μεκόδουσ. Σα επίπεδα 
ςυγκζντρωςθσ τθσ 4,9-ανυδροΣΣΧ (mg/Kg) ςτουσ ιςτοφσ του L. sceleratus κυμαίνονται από 9.53-51.4 
(Γονάδεσ), 19.97-27.51 (΢υκϊτι), 0.37-4.75 (Μφεσ) και 0.1-1.68 (Δζρμα) και για τισ δφο μεκόδουσ. 
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1. Ειςαγωγό 

Ο Lagocephalus sceleratus, γνωςτόσ με τθν ονομαςία Silver-cheeked toadfish, είναι ζνασ 

Λεςςεψιανόσ μετανάςτθσ, που προζρχεται από τθν περιοχι του Ινδό-Ειρθνικοφ και είναι ζνα 

εξαιρετικά δθλθτθριϊδεσ καλάςςιο οςτεϊδεσ ψάρι τθσ οικογζνειασ των Σετραοδοντιδϊν 

(Tetraodontidae) (Katikou et al., 2009). Είναι ζνα χωροτακτικό είδοσ που ειςιχκθκε ςτθν Ανατολικι 

Μεςόγειο και δθμιοφργθςε αποικίεσ (Rodriguez et al., 2012). Επιπλζον επεκτάκθκε και προσ τα 

δυτικά, ςτισ ακτζσ τθσ Αιγφπτου, τθσ Λιβφθσ, τθσ Συνθςίασ, τθσ Ιταλίασ και τθσ Ιςπανίασ (Souissi et 

al., 2014). Είναι ζνα εξαιρετικά τοξικό και επικετικό ςαρκοβόρο ψάρι και τρζφεται με είδθ ψαριϊν 

με αποτζλεςμα να ζχει αρνθτικζσ οικονομικζσ, οικολογικζσ και υγειονομικζσ επιπτϊςεισ ςτθ 

Μεςόγειο (Kosker et al., 2016, Boustany et al., 2015). Ο L. sceleratus μπορεί να αποτελζςει πθγι 

τροφικισ δθλθτθρίαςθσ με μεγάλο κίνδυνο κνθςιμότθτασ κακϊσ περιζχει τθ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) 

(Katikou et al., 2009). 

Θ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) είναι μια πρωτεϊνικι νευροτοξίνθ χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ, που αρχικά 

κεωρικθκε ότι υπιρχε μόνο ςε είδθ pufferfish τθσ οικογζνειασ Tetraodontidae. Εντοφτοισ, 

ανιχνεφτθκε ςε μια ςειρά διαφορετικϊν οργανιςμϊν που περιλαμβάνουν: γαςτερόποδα, 

αρκρόποδα, μαλάκια, βακτιρια κ.α. (Lago et al., 2015). Θ ΣΣΧ ςυνυπάρχει με τα φυςικά ανάλογα 

τθσ. Μζχρι ςιμερα ζχουν αναφερκεί 30 δομικά ανάλογα τθσ ΣΣΧ, 26 φυςικά και 4 ςυνκετικά  και ο 

βακμόσ τθσ τοξικότθτασ τουσ ποικίλει αναλόγωσ με τθ δομι τουσ (Bane et al., 2014). Θ ΣΣΧ είναι μια 

από τθσ πιο ιςχυρζσ νευροτοξίνεσ που υπάρχουν, δρα αναςτζλλοντασ τουσ δίαυλουσ νατρίου και 

μειϊνοντασ τθ διεγερςιμότθτα τθσ μεμβράνθσ των ηωτικϊν ιςτϊν, των καρδιακϊν μυοκυττάρων, 

των ςκελετικϊν μυϊν και των κεντρικϊν και περιφερειακϊν νευρικϊν ςυςτθμάτων, με αποτζλεςμα 

τθν εμφάνιςθ τυπικϊν ςυμπτωμάτων και ςε κάποιεσ ςοβαρζσ περιπτϊςεισ ακόμα και τον κάνατο, 

ενϊ δεν ζχει μζχρι ςτιγμισ γνωςτό αντίδοτο (Lago et al., 2015).  

Θ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) και πολλά από τα ανάλογα τθσ βρίςκονται ςυνικωσ ςε μεγάλθ ποικιλία 

ηωικϊν εκχυλιςμάτων. Θ παρουςία τθσ ανιχνεφεται με τθ βιοδοκιμι ςε ποντικοφσ, ενϊ ζχουν 

αναπτυχκεί πρόςκετεσ τεχνικζσ για τθν ανάλυςθ τθσ, όπωσ θ ELISA, θ φκοριςμομετρικι ανάλυςθ και 

θ βιοδοκιμι κυτταρικισ καλλιζργειασ. Οι εναλλακτικζσ λφςεισ που βαςίηονται ςε χθμικζσ μεκόδουσ 

περιλαμβάνουν αζρια χρωματογραφία με φαςματομετρία μάηασ (GC-MS), χρωματογραφία 

ανοςοςυγγζνειασ, υγρι χρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ με παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ και 

ανίχνευςθ με φκοριςμό (HPLC-PCD-FLD), HPLC με ανίχνευςθ με υπεριϊδθ ακτινοβολία (UV), υγρι 

χρωματογραφία με φαςματομετρία μάηασ απλοφ τετραπόλου (LC-MS) και υγρι χρωματογραφία 



2 

 

ςυηευγμζνθ με φαςματομετρία μάηασ τριπλοφ τετραπόλου (LC-MS/MS). ΢ιμερα, δεν υπάρχει 

ζγκυρθ μζκοδοσ LC-MS για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ ΣΣΧ. Θ δοκιμι διαφορετικϊν αναλυτικϊν 

ςτθλϊν και οι βελτιςτοποιθμζνεσ ςυνκικεσ LC-MS απαιτοφνται για τον εντοπιςμό και τον 

διαχωριςμό τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ ςε ζνα δείγμα (Otero et al., 2013). 

 
΢τθν παροφςα εργαςία πραγματοποιείται ανάπτυξθ μεκόδου με τθ ταυτόχρονθ χριςθ δφο 

μεκόδων ανίχνευςθσ. Θ πρϊτθ μζκοδοσ είναι αυτι τθσ υγρισ χρωματογραφίασ υψθλισ απόδοςθσ 

και παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ με φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ (HPLC-PCD-FLD) και θ δεφτερθ τθσ 

υγρισ χρωματογραφίασ με διαδοχικι φαςματομετρία μάηασ (LC-MS/MS) με αναλυτι μαηϊν τριπλοφ 

τετραπόλου, με ςκοπό τθν ταυτόχρονθ ανάλυςθ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και των αναλόγων τθσ ςτο 

Lagocephalus sceleratus με τισ δφο τεχνικζσ. ΢κοπόσ είναι θ επίτευξθ πλιρθ διαχωριςμοφ τθσ ΣΣΧ 

και των αναλόγων τθσ, θ ταυτοποίθςθ τουσ και θ ποςοτικοποίθςθ τθσ ΣΣΧ και τθσ 4,9-ανυδροΣΣΧ. 

Για τθν εγκυρότθτα τθσ μεκόδου πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ τθσ ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ 

(%RSD) θ γραμμικότθτα των δφο μεκόδων και ο υπολογιςμόσ του κατϊτερου ορίου ανίχνευςθσ και 

ποςοτικοποίθςθσ LOD και LOQ, αντίςτοιχα. 
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2. Βιβλιογραφικό αναςκόπηςη 

2.1 Lagocephalus sceleratus  

Σο Lagocephalus sceleratus (Gmelin, 1789), είναι ζνασ Λεςςεψιανόσ μετανάςτθσ, που προζρχεται 

από τθν περιοχι του Ινδό-Ειρθνικοφ και είναι ζνα εξαιρετικά δθλθτθριϊδεσ καλάςςιο οςτεϊδεσ 

ψάρι τθσ οικογζνειασ των Σετραοδοντιδϊν (Tetraodontidae). Παρόμοια με τα κοινά τροπικά είδθ το 

L. sceleratus μπορεί να αποτελζςει πθγι τροφικισ δθλθτθρίαςθσ με μεγάλο κίνδυνο κνθςιμότθτασ 

κακϊσ περιζχει τθ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ), μια τοξίνθ θ οποία μπορεί να προκαλζςει κάνατο με μυϊκι 

παράλυςθ, αναπνευςτικι καταςτολι και κυκλοφορικι ανεπάρκεια (Katikou et al., 2009).   

2.1.1 Προϋλευςη και εξϊπλωςη  

Με το άνοιγμα τθσ διϊρυγασ του ΢ουζη το 1869, ενϊκθκαν δφο πολφ διαφορετικζσ ηωογεωγραφικζσ 

περιοχζσ: θ υποτροπικι Μεςογειακι Θάλαςςα και θ τροπικι Ερυκρά Θάλαςςα, θ βορειότερθ 

επζκταςθ του Ινδικοφ Ωκεανοφ (Katikou et al., 2009). Ωσ επακόλουκο, τα χωροκατακτθτικά είδθ που 

προζρχονταν από τθν Ερυκρά Θάλαςςα μετανάςτευςαν ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο και 

δθμιοφργθςαν νζεσ αποικίεσ και αποτζλεςαν ζνα ςθμαντικό ςτοιχείο του μεςογειακοφ 

οικοςυςτιματοσ. Αυτά τα καλάςςια είδθ ζχουν χαρακτθριςτεί ωσ Λεςςεψιανοί μετανάςτεσ. ΢ιμερα, 

πάνω από 300 είδθ που προζρχονται από τθν Ερυκρά Θάλαςςα, ζχουν εντοπιςτεί ςτθ Μεςόγειο 

Θάλαςςα (Rodriguez et al., 2012). Σουλάχιςτον ζντεκα είδθ τθσ οικογζνειασ των Σετραοδοντιδϊν 

ζχουν αναφερκεί όπωσ, τα Lagocephalus guentheri, L. spadiceus, L. lagocephalus, L. suezensis, L. 

Sceleratus κ.α. Ανάμεςα ςε αυτά τα είδθ, τθ μεγαλφτερθ ανθςυχία δθμιουργεί το Lagocephalus 

sceleratus που είναι εξαιρετικά επικετικό και τοξικό ψάρι (Guardone et al., 2018). 

Γνωςτό με τθν ονομαςία Silver-cheeked toadfish, το Lagocephalus sceleratus (Gmelin, 1789), 

είναι ζνασ Λεςςεψιανόσ μετανάςτθσ, που προζρχεται από τθν περιοχι του Ινδό-Ειρθνικοφ. Αρχικά ο 

L. sceleratus ςυλλζχκθκε ςτθν Μεςόγειο Θάλαςςα το Φεβρουάριο του 2003 ςτον κόλπο Gokova 

(νότιο Αιγαίο, Σουρκία) και τον Νοζμβριο του 2004 από τθ Jaffa κατά μικοσ τθσ ιςραθλινισ ακτισ. 

΢τα ελλθνικά φδατα καταγράφθκε για πρϊτθ φορά ςτο Κρθτικό Πζλαγοσ (Αιγαίο) τον Ιοφλιο του 

2005 (Katikou et al., 2009). ΢φντομα, εγκατζςτθςε άφκονεσ αποικίεσ ςτισ ακτζσ διάφορων χωρϊν, 

όπωσ το Ιςραιλ, ο Λίβανοσ, θ Κφπροσ. Επιπλζον επεκτάκθκε και προσ τα δυτικά, ςτισ ακτζσ τθσ 

Αιγφπτου, τθσ Λιβφθσ, τθσ Συνθςίασ, τθσ Ιταλίασ και τθσ Ιςπανίασ (Souissi et al., 2014). Για το λόγο 

αυτό κεωρείται ωσ ζνασ από τουσ ταχφτατα αναπτυςςόμενουσ Λεςςεψιανοφσ μετανάςτεσ. Αυτόσ ο 

γριγοροσ ρυκμόσ επζκταςθσ υποδθλϊνει καλφτερθ ικανότθτα προςαρμογισ ςε διαφορετικζσ 

ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ και μπορεί να επθρεάςει τθν ποικιλία ι/και τθν αφκονία των εγχϊριων 

ειδϊν ςτο εγγφσ μζλλον (Katikou et al., 2009).  
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2.1.2 Φαρακτηριςτικϊ  

Σο Lagocephalus sceleratus είναι ζνα ςαρκοβόρο ψάρι και τρζφεται με είδθ ψαριϊν όπωσ γαρίδεσ, 

καβοφρια, ςουπιζσ, καλαμάρια ακόμα και με ψάρια του ίδιου είδουσ, ςυνικωσ βρίςκεται και 

τρζφεται ςε περιοχζσ με αμμϊδεσ ι λαςπϊδεσ υπόςτρωμα κοντά ςε κοραλλιογενείσ υφάλουσ ςε 

βάκθ που φτάνουν ωσ τα 100 μζτρα. Είναι ζνα από τα μεγαλφτερα είδθ τθσ οικογενείασ του 

φτάνοντασ τα 110cm ςε μικοσ. Σο ςϊμα του είναι επιμθκυμζνο και ελαφρϊσ ςυμπιεςμζνο ςτισ 

πλευρζσ και με τθν κατάποςθ του νεροφ ζχει τθν ικανότθτα να το φουςκϊςει. Αυτό το 

χαρακτθριςτικό είναι κοινό για puffer ψάρια, τα οποία είναι ςχετικά αργεί κολυμβθτζσ και ζχουν ωσ 

εκ τοφτου εξελίξει αυτι τθν ικανότθτα προκειμζνου να απωκοφν τουσ κθρευτζσ τουσ (Βλ. 

Φωτογραφίεσ 1-3). Σο χρϊμα ςτο ςϊμα του είναι ςκοφρο καφζ με τακτικζσ κθλίδεσ ςτθν πλάτθ, 

αςθμί ηϊνεσ ςτα πλευρά και άςπρθ κοιλιά. Δεν ζχει λζπια αλλά παρατθροφνται πολφ μικρζσ 

ςπειροειδείσ επιφάνειεσ ςτισ κοιλιακζσ και ραχιαίεσ περιοχζσ. Κάκε ςαγόνι ζχει δφο ιςχυρά δόντια 

που μποροφν να καταςτρζψουν τα δίχτυα αλιείασ, δίνοντασ ζτςι ςτθν οικογζνεια του L. sceleratus το 

όνομα (tetras=τζςςερα, odontus=δόντι)  (Boustany et al., 2015). Ζχει αναφερκεί ότι ζχει υψθλι 

περιεκτικότθτα ςε πρωτεΐνεσ και ζχει ζνα ευνοϊκό προφίλ λιπαρϊν οξζων (Kosker et al., 2016). 

 

Φωτογραφία 1: Lagocephalus sceleratus/Ρόδοσ-Δωδεκάνηςα 
http://www.topontiki.gr/article/247795/malliakos-emfanisthike-epikindyno-toxiko-psari-lagokefalos 

http://www.topontiki.gr/article/247795/malliakos-emfanisthike-epikindyno-toxiko-psari-lagokefalos
https://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwiCy7rokKjmAhXD2KQKHY4PDkMQjRx6BAgBEAQ&url=https://www.kathimerini.gr/1029287/gallery/epikairothta/ellada/o-lagokefalos-deixnei-ta-dontia-toy&psig=AOvVaw2IdiGO0L0l_jY5zUF9uiTu&ust=1575965945854498
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Φωτογραφία 2: Lagocephalus sceleratus 
https://www.tuttobarche.it/magazine/pesce-mortale-lagocephalus.html 

 

Φωτογραφία 3: Lagocephalus sceleratus/Μαλιακόσ Κόλποσ 
http://www.topontiki.gr/article/247795/malliakos-emfanisthike-epikindyno-toxiko-psari-lagokefalos 

https://www.tuttobarche.it/magazine/pesce-mortale-lagocephalus.html
http://www.topontiki.gr/article/247795/malliakos-emfanisthike-epikindyno-toxiko-psari-lagokefalos
https://www.yachtingmedia.com/magazine/lagocephalus-mortal-fish.html
http://www.topontiki.gr/sites/default/files/article/2017-11/lagokefalos1.png
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2.1.3 Επιπτώςεισ και κύνδυνοσ εξϊπλωςησ και κατανϊλωςησ 

Ο Lagocephalus sceleratus και άλλα είδθ τθσ οικογζνειασ των Σετραοδοντιδϊν ζχουν αρνθτικζσ 

οικονομικζσ, οικολογικζσ και υγειονομικζσ επιπτϊςεισ ςτθ Μεςόγειο (Kosker et al., 2016). 

΢υγκεκριμζνα ο L. sceleratus επθρεάηει τισ τοπικζσ αγορζσ ψαριϊν με τρεισ τρόπουσ: αποτρζποντασ 

τουσ πελάτεσ από τθν αγορά αυτοφ του ψαριοφ, δθμιουργϊντασ πρόςκετθ εργαςία που ςυνίςταται 

ςτθν απόρριψθ των ανεπικφμθτων ψαριϊν και ςτθ μείωςθ τοπικϊν αποκεμάτων εμπορικϊν 

ψαριϊν όπωσ καλαμάρια και χταπόδια μζςω τθσ κιρευςθσ τουσ (Kalogirou, 2013). 

Θ ςθμαντικότερθ πτυχι από κοινωνικισ άποψθσ είναι αναμφιςβιτθτα ο κίνδυνοσ που 

ςυνδζεται με τθν κατανάλωςθ των ψαριϊν, λόγω τθσ τοξικότθτασ τουσ (Kalogirou, 2013). Αρκετζσ 

δθλθτθριάςεισ λόγω τθσ κατανάλωςθσ των ειδϊν από τθν οικογζνεια των Σετραοδοντιδϊν ζχουν 

ςθμειωκεί ςε χϊρεσ τθσ ανατολικισ Μεςογείου. ΢φμφωνα με τισ ιςχφουςεσ ευρωπαϊκζσ 

νομοκετικζσ απαιτιςεισ (Κανονιςμόσ 853/2004/ΕΚ και Κανονιςμόσ 854/2004/ΕΚ), τα δθλθτθριϊδθ 

ψάρια τθσ οικογζνειασ των Σετραοδοντίδων και τα προϊόντα που παράγονται από αυτά δεν πρζπει 

να διατίκενται ςτθν αγορά για πϊλθςθ και κατανάλωςθ (Katikou et al., 2009).. ΢τισ μεςογειακζσ 

αγορζσ τθσ Αιγφπτου ο L. sceleratus πωλείται αποκεφαλιςμζνοσ και ευςπλαχνιςμζνοσ. ΢ε μια 

παγκόςμια προοπτικι, περιςταςιακζσ τυχαίεσ δθλθτθριάςεισ ζχουν οδθγιςει ςε πολυάρικμουσ 

κανάτουσ, οι περιςςότεροι από τουσ οποίουσ ζχουν τεκμθριωκεί ςε χϊρεσ τθσ νοτιοανατολικισ 

Αςίασ, όπωσ θ Μαλαιςία, θ Σαϊβάν, θ Κορζα και το Χονγκ Κονγκ (Kalogirou, 2013). 

Αν και αυτό το ψάρι είναι δθλθτθριϊδεσ, καταναλϊνεται ςε οριςμζνεσ χϊρεσ, 

ςυμπεριλαμβανομζνων των χωρϊν τθσ Μεςογείου, όπωσ θ Σουρκία, θ Αίγυπτοσ, το Ιςραιλ και ο 

Λίβανοσ (Kosker et al., 2016). ΢τα ιαπωνικά και τα αςιατικά φδατα, θ φπαρξθ ψαριϊν που ανικουν 

ςτθν οικογζνεια των Σετραοδοντιδϊν είναι πολφ ςυχνι. Οι Ιάπωνεσ είναι γνωςτοί καταναλωτζσ του 

fugu, που κεωρείται γαςτρονομικι λιχουδιά, οι ειδικά εκπαιδευμζνοι ςεφ διδάςκονται να αφαιροφν 

τουσ δυνθτικά τοξικοφσ ιςτοφσ από τθν ςάρκα των ψαριϊν. Παρόλα αυτά ζχουν ςυμβεί 

δθλθτθριάςεισ ακόμα και με τθν προςεκτικι απομάκρυνςθ των τμθμάτων ιςτοφ υψθλοφ κινδφνου. 

Σο υπουργείο Τγείασ, Εργαςίασ και Πρόνοιασ δθμοςίευςε ζναν οδθγό με τα βρϊςιμα μζρθ και τα 

είδθ ψαριϊν που επιτρζπεται να καταναλωκοφν όπου ο L. sceleratus δεν περιλαμβάνεται ςτα 

βρϊςιμα είδθ. Ωςτόςο, οι περιπτϊςεισ δθλθτθρίαςθσ με TTX εξακολουκοφν να εμφανίηονται ςε 

αυτιν και ςε άλλεσ αςιατικζσ χϊρεσ (Rampla-Alegre et al., 2017; Bane et al., 2016). 
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2.2 Σετραδοτοξύνη (ΣΣΦ) 

Σον Ιοφλιο του 1894, ο  Δρ Yoshizumi Tahara παρουςίαςε το δθλθτιριο που απομονϊκθκε από το 

υδατικό εκχφλιςμα ωοκθκϊν του είδουσ ψαριοφ globefish ςτθ μθνιαία ςυνάντθςθ τθσ 

φαρμακευτικισ κοινότθτασ τθσ Ιαπωνίασ. Αργότερα, κακιζρωςε μια βελτιωμζνθ μζκοδο εκχφλιςθσ 

και κακαριςμοφ κατάλλθλθ για τθν παραγωγι μεγάλθσ κλίμακασ του δθλθτθρίου. Σελικά, το 1909, 

επιβεβαίωςε ότι το globefish περιείχε μόνο μια τοξικι ουςία και τθν ονόμαςε τετραδοτοξίνθ 

(tetrodotoxin) (ςχιμα 1), λόγω του ονόματοσ τθσ οικογζνειασ του είδουσ pufferfish από τθν οποία 

απομονϊκθκε πρϊτθ φορά, Σετραοδοντίδεσ (Tetraodontidae) (Lago et al., 2015). 

 

 

 

΢χιμα 1. Μοριακι δομι τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ)  

 

Σφποσ : C11H17N3O8 

Μοριακι μάηα : 319,27 g/mol 

Κωδικόσ IUPAC :  (4R,4aR,5R,6S,7S,8S,8aR,10S,12S)-2-azaniumylidene-4,6,8,12-tetrahydroxy-6- 

                             (hydroximethyl)-2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-1H-8a,10-methano-5,7- 

                            (epoxymethanooxy)quinazolin-10-olate 

CAS Number : 4368-28-9 

 

https://www.google.gr/search?biw=1920&bih=934&q=tetrodotoxin+%CF%84%CF%8D%CF%80%CE%BF%CF%82&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMzKM0jWUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSF7GKl6SWFOWn5JfkV2TmKZxvOd97vuHc_vNNAMoGX41QAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7v7yuk6jmAhVjyaYKHQErAwAQ6BMoADATegQIDBAC
https://www.google.gr/search?biw=1920&bih=934&q=tetrodotoxin+%CE%BC%CE%BF%CF%81%CE%B9%CE%B1%CE%BA%CE%AE+%CE%BC%CE%AC%CE%B6%CE%B1&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMzKM0jW0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLF7GqlKSWFOWn5JfkV2TmKZzbc27_-cZzO89tPLfr3DoQd825bec2AgDIHuc4YAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7v7yuk6jmAhVjyaYKHQErAwAQ6BMoADAUegQIDhAD
https://www.google.gr/search?biw=1920&bih=934&q=tetrodotoxin+%CE%BA%CF%89%CE%B4%CE%B9%CE%BA%CF%8C%CF%82+iupac&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMzKM0jW0shOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqwySwsSkxUyUxaxKpaklhTlp-SX5Fdk5imc23W-89yWczuBdM_5JgWwMgBaAQL7WwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7v7yuk6jmAhVjyaYKHQErAwAQ6BMoADAVegQIDhAG
https://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjW1NK1k6jmAhWSDOwKHRkcB9oQjRx6BAgBEAQ&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Tetrodotoxin&psig=AOvVaw0i5AtuYMKZ4JPJ5ReXfJHA&ust=1575966651819865
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2.2.1 Δομό και ανϊλογα τησ ΣΣΦ 

Θ τετραδοτοξίνθ (TTX) είναι ζνα ετεροκυκλικό μόριο οργανικισ υπερυδροκινοηολιαμίνθσ 

(αμινοπεριχδροκουιναηολόνθ). Θ δομι τθσ διαςαφθνίςτθκε από τον R. Β. Woodward το 1964. 

Δομικά θ ΣΣΧ αποτελείται από ζνα τμιμα γουανιδινίου ςυνδεδεμζνο ςε ζνα πολφ οξυγονωμζνο 

ςκελετό άνκρακα που ζχει ζνα τμιμα 2,4-διοξαδαμαντάνιου που περιζχει 5 υδροξυλικζσ ομάδεσ 

(ςχιμα 1). Θ ΣΣΧ ςυνυπάρχει με τα φυςικά ανάλογα τθσ. Μζχρι ςιμερα ζχουν αναφερκεί 30 δομικά 

ανάλογα τθσ ΣΣΧ, 26 φυςικά και 4 ςυνκετικά  και ο βακμόσ τθσ τοξικότθτασ τουσ ποικίλει αναλόγωσ 

με τθ δομι τουσ. Σα ςθμαντικότερα από τα ανάλογα που ζχουν ανιχνευκεί ςτα pufferfish και 

παρουςιάηουν ενδιαφζρον δίνονται ςτον πίνακα 1 (Bane et al., 2014). Θ δομι των αναλόγων 

παρουςιάηεται ςτο ςχιμα 2 (Gorapava Puilingi C. et al., 2015).  

 

Πίνακασ 1. Μοριακόσ τφποσ και μοριακό βάροσ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ. 

Νο. Σοξίνεσ Μοριακόσ τφποσ Μοριακό βάροσ 

1 ΣΣΧ C11H17N3O8 320 

2 4-epiTTX C11H17N3O8 320 

3 6-epiTTX C11H17N3O8 320 

4 Tetrodonic acid C11H17N3O8 320 

5 11-oxoTTX C11H17N3O9 336 

6 4,9-anhydroTTX C11H15N3O7 302 

7 6-epi-4,9-anhydroTTX C11H15N3O7 302 

8 AnhydroTTX C11H14N3O7 301 

9 11-deoxyΣΣΧ C11H17N3O7 304 

10 5-deoxyTTX C11H17N3O7 304 

11 11-norTTX-6(S)-ol C10H15N3O7 290 

12 11-norTTX-6(R)-ol C10H15N3O7 290 

13 5,6,11-trideoxyTTX C10H13N3O6 272 

14 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX C10H13N3O6 272 

15 5,11-dideoxyTTX C11H17N3O6 288 

16 6,11-dideoxyTTX C11H17N3O6 288 

17 1-hydroxy-8-epi-5,6,11-trideoxy TTX C11H17N3O6 288 

18 4,9-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX C10H11N3O5 254 

19 4,4a-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX C10H11N3O5 254 

(Bane et al., 2014) 
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΢χιμα 2. Θ δομι τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ (Gorapava Puilingi C. et al., 2015) 

 

Ανάμεςα ςτα ανάλογα αυτά, θ 4-epiTTX  και θ 4,9-anhydroTTX είναι τα ανάλογα χθμικισ 

ιςορροπίασ τθσ ΣΣΧ, ενϊ τα 4 deoxy ανάλογα, όπωσ τα 5-deoxyTTX, 11-deoxyΣΣΧ, 6,11-dideoxyTTX, 

5,6,11-trideoxyTTX και τα 11-norTTX-6(S)-ol, 11-norTTX-6(R)-ol, που ζχουν απομονωκεί από 

pufferfish είναι χθμικά ανάλογα μθ ιςορροπίασ (Bane et al., 2014). 

Αυκεντικά πιςτοποιθμζνα πρότυπα για τθ ΣΣΧ είναι διακζςιμα από διάφορεσ εμπορικζσ πθγζσ 

και προζρχονται από οργανιςμοφσ που περιζχουν ΣΣΧ (κυρίωσ από ωοκικεσ pufferfish). ΢υνικωσ τα 

πρότυπα περιζχουν και άλλα ανάλογα, αυτό εξαρτάται από τθν πθγι του οργανιςμοφ. Ζνα από τα 

μεγαλφτερα προβλιματα ςτθ μελζτθ των αναλόγων τθσ ΣΣΧ είναι θ ζλλειψθ εμπορικά διακζςιμων 

προτφπων. Είναι ςθμαντικό να πραγματοποιθκοφν αναλφςεισ για τθ τοξικότθτα των αναλόγων τθσ 

ΣΣΧ κακϊσ δεν υπάρχει εκτεταμζνθ ζρευνα για όλα τα ανάλογα. Είναι γνωςτό ότι τα deoxy ανάλογα 
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είναι λιγότερο τοξικά από τθ ΣΣΧ, ενϊ τα hydroxyl ανάλογα είναι πιο τοξικά από τθ ΣΣΧ (Bane et al., 

2014). 

2.2.2 Κατανομό ςτη φύςη 

Θ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) είναι μια μθ πρωτεϊνικι νευροτοξίνθ χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ, που αρχικά 

κεωρικθκε ότι υπιρχε μόνο ςε είδθ pufferfish τθσ οικογζνειασ Tetraodontidae. Εντοφτοισ, 

ανιχνεφτθκε ςε μια διαφορετικι ςειρά φυλογενετικά μθ ςχετιηόμενων χερςαίων και υδρόβιων 

οργανιςμϊν που  περιλαμβάνουν: δινοφφκθ, κοραλλιογενι άλγθ, γαςτερόποδα, αρκρόποδα, 

εχινόδερμα, βατράχια, ςκουλικια καλάςςθσ και ξθράσ, μαλάκια και βακτιρια. Θ ΣΣΧ 

αναγνωρίςτθκε επίςθσ και ςε κακιηιματα από καλαςςινά και γλυκά νερά  (Lago et al., 2015). 

Ανεξάρτθτα από τθν άφκονθ ζρευνα, υπάρχει αβεβαιότθτα ςχετικά με τθ βιοςφνκεςθ ι τθ 

βιολογικι προζλευςθ τθσ ΣΣΧ κακϊσ και τθν οικολογικι τθσ λειτουργίασ. Ο κφριοσ μθχανιςμόσ 

ςυςςϊρευςθσ τθσ τετραδοτοξίνθσ ςτα είδθ pufferfish είναι θ τροφικι αλυςίδα, που αποτελείται από 

διάφορα ςτάδια και ξεκινά με καλάςςια βακτιρια ωσ κφρια πθγι τθσ ΣΣΧ. Ζχει αποδειχκεί ότι τα 

βακτθρίδια είναι ενδο-ςυμβιωτικά και κατοικοφν φυςικά ςτο ζντερο του ηϊου. Ο μθχανιςμόσ αυτόσ 

επιςθμαίνεται από το γεγονόσ ότι τα pufferfish γίνονται μθ τοξικά όταν καλλιεργοφνται τεχνθτά με 

μθ τοξικι διατροφι και ότι τζτοια μθ τοξικά pufferfish γίνονται τοξικά με τθ τροφοδοςία τροφισ 

που περιζχει ΣΣΧ (Lago et al., 2015; Bane et al., 2016). 

2.2.3 Σοξικότητα και μηχανιςμόσ δρϊςησ 

Θ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) είναι μια από τθσ πιο ιςχυρζσ νευροτοξίνεσ που υπάρχουν, είναι 1200 φορζσ 

πιο τοξικι ςτουσ ανκρϊπουσ απ’ ότι το κυάνιο και δεν ζχει μζχρι ςτιγμισ γνωςτό αντίδοτο. Ο 

μθχανιςμόσ τθσ τοξικότθτασ τθσ ΣΣΧ ζχει ερευνθκεί ςε διάφορα ηωικά μοντζλα. Θ ΣΣΧ δρα 

αναςτζλλοντασ τουσ δίαυλουσ νατρίου και μειϊνοντασ τθ διεγερςιμότθτα τθσ μεμβράνθσ των 

ηωτικϊν ιςτϊν, των καρδιακϊν μυοκυττάρων, των ςκελετικϊν μυϊν και των κεντρικϊν και 

περιφερικϊν νευρικϊν ςυςτθμάτων, με αποτζλεςμα τθν εμφάνιςθ τυπικϊν ςυμπτωμάτων και ςε 

κάποιεσ ςοβαρζσ περιπτϊςεισ ακόμα και τον κάνατο. Μια διαβάκμιςθ τθσ ςοβαρότθτασ των 

δθλθτθριάςεων βαςιςμζνθ ςτθ ςυμπτωματολογία δθμιουργικθκε από τουσ Fukuda και Tani το 

1941 (Πίνακασ 2) (Lago et al., 2015).  

΢τισ ανκρϊπινεσ δθλθτθριάςεισ τα ςυμπτϊματα αρχίηουν να εμφανίηονται από διάςτθμα 30 

λεπτϊν ζωσ 6 ϊρεσ, ενϊ ςυνικωσ πραγματοποιείται πλιρθσ ανάρρωςθ ςε 24 ϊρεσ. Θ ΣΣΧ είναι 

υπεφκυνθ για 30-50 περιπτϊςεισ δθλθτθριάςεων το χρόνο. Θ μόνθ κεραπεία για τθ δθλθτθρίαςθ 

από ΣΣΧ είναι θ παρακολοφκθςθ και θ κατάλλθλθ υποςτθρικτικι  περίκαλψθ. 
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Θ τοξικότθτα τθσ ΣΣΧ ζχει μελετθκεί ςε ποντικοφσ και κουνζλια από οριςμζνουσ ερευνθτζσ. Οι 

μζςεσ κανατθφόρεσ δόςεισ (LD50) που ελιφκθςαν από τα ποντίκια ιταν 10.7, 12.5, 532 μg/kg για 

ενδοπεριτοναϊκι, υποδόρια και ενδογαςτρικι χοριγθςθ τοξίνθσ, αντίςτοιχα. Για τα κουνζλια θ 

κανατθφόροσ δόςθ (LD) ιταν 5.8, 3.8 μg/kg για ενδομυϊκι και ενδοφλζβια χοριγθςθ, αντίςτοιχα 

(Lago et al., 2015). 

 

Πίνακασ 2. ΢υμπτϊματα δθλθτθρίαςθσ από ΣΣΧ ανάλογα με το βακμό επικινδυνότθτασ 

Βακμόσ ΢υμπτϊματα 

1 
Νευρομυϊκά ςυμπτϊματα (παραιςκθςία γφρω από το ςτόμα, πονοκζφαλο, εφίδρωςθ, 
ςυςτολι τθσ κόρθσ) και ιπια γαςτρεντερικά ςυμπτϊματα (ναυτία, εμετόσ, διάρροια, 
κοιλιακό άλγοσ, αιματζμεςθ, υπερκινθτικότθτα). 

2 
Θ παραιςκθςία εξαπλϊνεται ςτον κορμό και τα άκρα, πρόωρθ παράλυςθ και ζλλειψθ 
ςυντονιςμοφ. 

3 

Αυξθμζνα νευρομυϊκά ςυμπτϊματα (δυςαρκρία, δυςφαγία, αφαγία, λικαργοσ, αταξία, 
παράλυςθ κρανιακϊν νεφρων, μυϊκοφσ ςπαςμοφσ) καρδιαγγειακά / πνευμονικά 
ςυμπτϊματα (υπόταςθ ι υπζρταςθ, βραδυκαρδία, ταχυκαρδία, αςυςτολία, κυανίωςθ,  
ωχρότθτα, δφςπνοια), δερματολογικά ςυμπτϊματα (δερματίτιδα, φλφκταινεσ) και 
αφωνία. 

4 
Διαταραγμζνθ κατάςταςθ ςυνείδθςθσ, παράλυςθ του αναπνευςτικοφ, ςοβαρι υπόταςθ 
και καρδιακι αρρυκμία.   

(Lago et al., 2015) 

Επειδι θ TTX δεςμεφει τα κανάλια νατρίου με τάςθ και προκαλεί παράλυςθ, μπορεί επίςθσ να 

εφαρμοςτεί ωσ πικανό μζςο ανακοφφιςθσ από τον πόνο και οριςμζνοι ερευνθτζσ προςπακοφν να 

κάνουν χριςθ τθσ αναλγθτικισ δράςθσ του TTX για τθ κεραπεία διαφόρων τφπων πόνων όπωσ ο 

ςοβαρόσ πόνοσ από καρκίνο μετά από χθμειοκεραπεία ι για να βοθκιςουν ςτθ μείωςθ των 

προκαλοφμενων από επικετικζσ αυξιςεισ επικυμιϊν για θρωίνθ και για το άγχοσ (Lago et al., 2015). 
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2.2.4 Μϋθοδοι ανϊλυςησ τησ τετραδοτοξύνησ  

Θ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) και πολλά από τα ανάλογα τθσ βρίςκονται ςυνικωσ ςε μεγάλθ ποικιλία 

ηωικϊν εκχυλιςμάτων. Θ παρουςία τθσ ανιχνεφεται με τθ βιοδοκιμι ςε ποντικοφσ, αλλά αυτι θ 

μζκοδοσ δεν είναι κατάλλθλθ και επιλεκτικι  για τθν  ΣΣΧ ςε βιολογικά δείγματα, κακϊσ δεν μπορεί 

να διακρίνει μεταξφ ΣΣΧ και των ΢αξιτοξινϊν (Saxitoxins) (ι πολλϊν ομοειδϊν παραγόντων). Ζχουν 

αναπτυχκεί πρόςκετεσ τεχνικζσ για τθν ανάλυςθ τθσ ΣΣΧ, όπωσ θ ELISA, θ φκοριςμομετρικι 

ανάλυςθ και θ βιοδοκιμι κυτταρικισ καλλιζργειασ. Οι εναλλακτικζσ λφςεισ που βαςίηονται ςε 

χθμικζσ μεκόδουσ περιλαμβάνουν αζρια χρωματογραφία με φαςματομετρία μάηασ (GC-MS), 

χρωματογραφία ανοςοςυγγζνειασ, υγρι χρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ με παραγϊγιςθ μετά 

τθ ςτιλθ και ανίχνευςθ με φκοριςμό (HPLC-PCD-FLD), HPLC με ανίχνευςθ με υπεριϊδθ ακτινοβολία 

(UV), υγρι χρωματογραφία με φαςματομετρία μάηασ απλοφ τετραπόλου (LC-MS) και υγρι 

χρωματογραφία ςυηευγμζνθ με φαςματομετρία μάηασ τριπλοφ τετραπόλου (LC-MS/MS) (Otero et 

al., 2013). 

 
Οι μζκοδοι που βαςίηονται ςε μονοκλωνικά αντιςϊματα (χρωματογραφία ανοςοςυγγζνειασ ι 

ELISA) παρουςιάηουν υψθλι ευαιςκθςία, αλλά είναι πολφ δαπανθρζσ και ζχουν μειωμζνθ 

διαςταυροφμενθ δραςτικότθτα. Αν και το όριο ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ τθσ ΣΣΧ ςτθ μζκοδο GC-

MS είναι χαμθλό, απαιτεί μια ςφνκετθ διαδικαςία εκχφλιςθσ και κεωρείται αρκετά χρονοβόρα. Από 

τθν άλλθ πλευρά, οι μζκοδοι HPLC-PCD-FLD ι HPLC-UV ζχουν γενικά περιοριςμζνθ ευαιςκθςία. Οι 

περιςςότερεσ από τισ μεκόδουσ αυτζσ ςυνικωσ αναγνωρίηουν τθν ΣΣΧ αλλά όχι τα ςυνυπάρχοντα 

ανάλογα τθσ. Αντίκετα, θ χριςθ τθσ τεχνικισ LC-MS ςτθν ανάλυςθ τθσ ΣΣΧ απαιτεί απλι 

προετοιμαςία δείγματοσ ςε ςφγκριςθ με τθ GC-MS τεχνικι και παρζχει ζνα καλφτερο όριο 

ανίχνευςθσ ςε ςφγκριςθ με τισ μεκόδουσ HPLC-FLD και HPLC-UV, για παράδειγμα ζνα όριο 

ανίχνευςθσ 1mg/ml ςε HPLC-FLD ζναντι 0,1ng/ml LC-MS (Otero et al., 2013). 

 
΢ιμερα, δεν υπάρχει ζγκυρθ μζκοδοσ LC-MS για τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ ΣΣΧ. Θ δοκιμι 

διαφορετικϊν αναλυτικϊν ςτθλϊν και οι βελτιςτοποιθμζνεσ ςυνκικεσ LC-MS απαιτοφνται για τον 

εντοπιςμό και τον διαχωριςμό τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ ςε ζνα δείγμα (Otero et al., 2013). 
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2.3 Τγρό χρωματογραφύα υψηλόσ απόδοςησ (HPLC) 

2.3.1 Ειςαγωγό 

Ο όροσ χρωματογραφία περιλαμβάνει ζνα πλικοσ αναλυτικϊν τεχνικϊν που βρίςκουν εφαρμογι 

ςτον διαχωριςμό ςυςτατικϊν μιγμάτων ουςιϊν. Οι τεχνικζσ εφαρμόηονται ςτθ διαπίςτωςθ τθσ 

παρουςίασ ι μθ ςυςτατικϊν ςε μίγματα τα οποία περιζχουν άλλεσ ουςίεσ / προςμίξεισ, γνωςτισ, ωσ 

επί το πλείςτον, ταυτότθτασ. Θ επιβεβαίωςθ τθσ ταυτότθτασ των ςυςτατικϊν του μίγματοσ 

προαπαιτεί τον χρωματογραφικό διαχωριςμό αυτϊν με ςκοπό τθν απομόνωςθ τουσ (Καρκαλοφςοσ, 

2015). 

Κάκε τεχνικι περιλαμβάνει μια κινθτι φάςθ, θ οποία ρζει μεταφζροντασ τισ διαχωριηόμενεσ 

ουςίεσ (ςυςτατικά ενόσ μίγματοσ) μζςω μιασ ςτατικισ φάςθσ. Θ κινθτι φάςθ αποτελείται από ζνα 

διαλφτθ ι ςφςτθμα διαλυτϊν, ενϊ θ ςτατικι φάςθ από πορϊδεσ ςτερεό υλικό ι από υγρό 

κακθλωμζνο ςε ςτερεό υπόςτρωμα. Ο διαχωριςμόσ των ςυςτατικϊν ςτθ χρωματογραφία βαςίηεται 

ςτο διαφορετικό βακμό αλλθλεπίδραςθσ του κάκε ςυςτατικοφ με τισ δφο φάςεισ, ο οποίοσ 

κακορίηεται από τθν αγχιςτεία (φυςικοχθμικι ςυγγζνεια) του ςυςτατικοφ με τθν κάκε φάςθ. Κάκε 

μόριο μίασ ουςίασ κατά τθ μετανάςτευςι του μζςω τθσ ςτιλθσ μετακινείται πάρα πολλζσ φορζσ 

μεταξφ τθσ κινθτισ φάςθσ (όπου διαλφεται) και τθσ ςτατικισ φάςθσ (όπου προςροφάται ι 

κατανζμεται ι δεςμεφεται λόγω αγχιςτείασ κ.τ.λ.) και αντίςτροφα (Καρκαλοφςοσ, 2015).  

Θ διαφορετικι αυτι αγχιςτεία οφείλεται ςτισ διαφορζσ των ςυςτατικϊν του μίγματοσ ςε 

οριςμζνα φυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά τουσ, όπωσ π.χ. διαφορζσ ςτο μζγεκοσ του μορίου, το 

φορτίο, τθν πτθτικότθτα και τθ διαλυτότθτα. Θ αγχιςτεία αυτι περιγράφεται από τον ςυντελεςτι 

κατανομισ Κ (partition coefficient) ο οποίοσ ορίηεται ωσ: 

 

Κ=Cs/Cm            (Εξίςωςθ 1) 

όπου: 

C: θ ςυγκζντρωςθ τθσ αναλυόμενθσ ουςίασ ςτθ ςτατικι φάςθ και 

Cm: θ ςυγκζντρωςθ τθσ αναλυόμενθσ ουςίασ ςτθν κινθτι φάςθ. 

Ο ςυντελεςτισ κατανομισ εκφράηεται δθλαδι από το λόγο τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ ουςίασ ςτθ 

ςτατικι φάςθ προσ τθ ςυγκζντρωςθ τθσ ουςίασ ςτθν κινθτι φάςθ. Θ κατανομι αυτι κακορίηεται 

από τα φυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά τθσ ουςίασ, αλλά και από τθ φφςθ τθσ κινθτισ, όπωσ και τθσ 

ςτατικισ φάςθσ. 

Θ παράμετροσ Κ είναι μία χαρακτθριςτικι ςτακερά για τθ δεδομζνθ χθμικι ζνωςθ και το ηεφγοσ 

ςτατικισ/κινθτισ φάςθσ, ςε μια δεδομζνθ κερμοκραςία. Ζτςι, μία ουςία που αλλθλεπιδρά ιςχυρά 

με τθ ςτατικι φάςθ «επιβραδφνεται» ςε ςχζςθ με μία ουςία που κατανζμεται πιο ςθμαντικά ςτθν 
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κινθτι φάςθ και «παραςφρεται ταχφτερα» από αυτι. Ωσ αποτζλεςμα, οι δφο ουςίεσ διαχωρίηονται. 

Πρζπει να τονιςκεί ότι ο χρωματογραφικόσ διαχωριςμόσ είναι το αποτζλεςμα επαναλαμβανομζνων 

ιςορροπιϊν των ςυςτατικϊν μεταξφ των δφο φάςεων κατά τθ μετακίνθςι τουσ. Είναι προφανζσ, ότι 

προκειμζνου να διαχωριςτοφν δφο ουςίεσ κα πρζπει να διαφζρουν οι ςυντελεςτζσ κατανομισ 

αυτϊν (Καρκαλοφςοσ, 2015). 

Θ υγρι χρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ (High Performance Liquid Chromatography – HPLC) 

είναι μια τεχνικι που χρθςιμοποιεί υψθλι πίεςθ για να αναγκάςει τον διαλφτθ να μετακινθκεί μζςω 

πακεταριςμζνων ςτθλϊν που περιζχουν πολφ μικρά ςωματίδια τα οποία επιτυγχάνουν 

διαχωριςμοφσ υψθλισ διαχωριςτικισ ικανότθτασ. Θ χριςθ μικροφ μεγζκουσ ςωματιδίων υλικοφ 

πλιρωςθσ αυξάνει το εμβαδόν τθσ επιφάνειασ τθσ ςτατικισ φάςθσ, που είναι διακζςιμο να 

αλλθλεπιδράςει με τα μόρια που μεταφζρονται μζςω τθσ κινθτισ φάςθσ. Κατά ςυνζπεια, 

βελτιϊνεται ο διαχωριςμόσ των αναλυόμενων μορίων και μειϊνεται ςθμαντικά το μζγεκοσ τθσ 

ςτιλθσ που απαιτείται για ζναν διαχωριςμό (Καρκαλοφςοσ, 2015). 

2.3.2 Οργανολογύα ςυςτόματοσ HPLC 

Μια τυπικι εργαςτθριακι διάταξθ υγρισ χρωματογραφίασ περιλαμβάνει τα παρακάτω επιμζρουσ 
μζρθ (΢χιμα 3): 

 Περιζκτεσ διαλυτϊν: Οι διαλφτεσ που κα αποτελζςουν τθν κινθτι φάςθ αποκθκεφονται ςε 

ειδικζσ φιάλεσ. Θ κινθτι φάςθ είναι απαραίτθτθ για τθ μεταφορά των δειγμάτων μζςα από το 

ςφςτθμα τθσ υγρισ χρωματογραφίασ. 

 Απαερωτισ κενοφ: Ο απαερωτισ εξαςφαλίηει τθν απαζρωςθ τθσ κινθτισ φάςθσ ϊςτε να είναι 

εφικτόσ ο ζλεγχοσ τθσ πίεςθσ ςτθ χρωματογραφικι ςτιλθ. 

 Αντλία (pump): Θ αντλία εξαςφαλίηει τθ ςυνεχι άντλθςθ και προϊκθςθ τθσ κινθτισ φάςθσ 

διαμζςου του ςυνόλου του ςυςτιματοσ, από τουσ περιζκτεσ τθσ κινθτισ φάςθσ μζχρι το δοχείο 

ςυλλογισ αποβλιτων του ςυςτιματοσ, υπό ρυκμιηόμενθ υψθλι πίεςθ και ροι. 

 ΢φςτθμα ειςαγωγισ δείγματοσ: περιλαμβάνει βρόγχο ςτακεροφ όγκου ι αυτόματο ςφςτθμα 

ειςαγωγισ, μεταβλθτοφ (προεπιλεγμζνου) όγκου ζγχυςθσ. Βρίςκετε πριν τθ χρωματογραφικι 

ςτιλθ και επιτρζπει τθν ειςαγωγι του δείγματοσ ςτθ ροι τθσ κινθτισ φάςθσ. 

 Χρωματογραφικι ςτιλθ: ΢τθ ςτιλθ επιτυγχάνεται ο διαχωριςμόσ του μίγματοσ ςτα ςυςτατικά 

του. Εφόςον ο διαχωριςμόσ κακορίηεται και από τθ κερμοκραςία θ ςτιλθ εμπεριζχεται ςε 

κερμοςτατοφμενο κλίβανο ι φοφρνο.  

 Ανιχνευτισ: Θ ανίχνευςθ των εξερχόμενων ουςιϊν από τθ ςτιλθ γίνεται ςυνεχϊσ με τθ βοικεια 

του ανιχνευτι που βρίςκεται μετά τθ ςτιλθ. Κάποιοι από τουσ ανιχνευτζσ που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθν HPLC είναι: οι ανιχνευτζσ ορατοφ-υπεριϊδουσ (UV/Vis Detector), οι  
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ανιχνευτζσ ςυςτοιχίασ φωτοδιόδων (Diode Array Detector, DAD), οι ανιχνευτζσ δείκτθ 

διάκλαςθσ (Refractive Index Detector), οι φαςματογράφοι μάηασ MS (Mass Spectroscopy 

Detector, MS Detector), οι φκοριςμομετρικοί ανιχνευτζσ (Fluorescence Detector) κ.α. 

 Καταγραφικό: Σο μετροφμενο ςιμα που παράγεται ςυνεχϊσ κατά τθ διάρκεια μιασ ανάλυςθσ 

ςτζλνεται ςε κάποιον υπολογιςτι που παράγει το χρωματογράφθμα τθσ ανάλυςθσ. 

 Δεξαμενι αποβλιτων: Είναι θ δεξαμενι ςυλλογισ τθσ κινθτισ φάςθσ και των επιμζρουσ 

ςυςτατικϊν του δείγματοσ. Όταν είναι επικυμθτι θ ςυλλογι κλαςμάτων τθσ κινθτισ φάςθσ, 

χρθςιμοποιείται ζνασ αυτόματοσ κλαςματοςυλλζκτθσ (Καρκαλοφςοσ, 2015). 

 

΢χιμα 3. Συπικι διάταξθ ςυςτιματοσ HPLC (Καρκαλοφςοσ, 2015). 

 

2.3.3 ΢τόλη Τγρόσ Φρωματογραφύασ 

Θ οργανολογία τθσ HPLC χρθςιμοποιεί ανοξείδωτο χάλυβα ι πλαςτικζσ ςτιλεσ μικουσ 5-30 cm, με 

εςωτερικι διάμετρο 1-5 mm. Οι ςτιλεσ αυτζσ ζχουν μεγάλο κόςτοσ και φκείρονται εφκολα από 

ςκόνθ ι ςωματίδια του δείγματοσ ι του διαλφτθ και από τθ μθ αντιςτρεπτι προςρόφθςθ 

ακακαρςιϊν του δείγματοσ ι του διαλφτθ. Κατά ςυνζπεια, θ είςοδοσ ςτθν κυρίωσ ςτιλθ 

προςτατεφεται από μια μικροφ μικουσ προςτατευτικι ςτιλθ θ οποία περιζχει τθν ίδια ςτατικι 

φάςθ με τθν κυρίωσ ςτιλθ. Σα μικρά ςωματίδια και οι ιςχυρά προςροφθμζνεσ ουςίεσ 

κατακρατοφνται ςτθν προςτατευτικι ςτιλθ, που περιοδικά αντικακιςτάται (Harris D., 2011). 

Θ κζρμανςθ μιασ χρωματογραφικισ ςτιλθσ ςυνικωσ μειϊνει το ιξϊδεσ του διαλφτθ, ςυνεπϊσ 

μειϊνει τθν απαιτοφμενθ πίεςθ ι επιτρζπει ταχφτερθ ροι. Θ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ μειϊνει τθν 

τουσ χρόνουσ κατακράτθςθσ και βελτιϊνει τθ διαχωριςτικι ικανότθτα επιτυγχάνοντασ τθ διάχυςθ 
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των ουςιϊν. ΢αν αρνθτικι ςυνζπεια όμωσ, θ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ μπορεί να διαςπά τθ 

ςτατικι φάςθ και να μειϊνει το χρόνο ηωισ ςτιλθσ. Θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ πρζπει να 

παραμζνει ςτακερι ϊςτε να μθν αυξομειϊνεται από τθ κερμοκραςία περιβάλλοντοσ, αυτό 

επιτυγχάνεται με τθ χριςθ ενόσ ςυςτιματοσ κζρμανςθσ τθσ ςτιλθσ ρυκμιςμζνο ςτουσ 10 οC πάνω 

από τθ κερμοκραςία δωματίου. Ζτςι βελτιϊνεται θ επαναλθψιμότθτα των χρόνων κατακράτθςθσ 

και θ πιςτότθτα τθσ ποςοτικισ ανάλυςθσ. ΢ε μια κερμαινόμενθ ςτιλθ, θ κινθτι φάςθ (διαλφτθσ) και 

θ ςτιλθ πρζπει να βρίςκονται ςτθν ίδια κερμοκραςία γιατί αν οι κερμοκραςίεσ διαφζρουν, οι 

κορυφζσ παραμορφϊνονται και οι χρόνοι κατακράτθςθσ αλλάηουν. Θ ςτακερότθτα αυτι 

επιτυγχάνεται με τθν κινθτι φάςθ να διζρχεται από ζνα προκερμαςμζνο μεταλλικό ςπείραμα 

μεταξφ του ειςαγωγζα δείγματοσ και τθσ ςτιλθσ (Harris D., 2011). 

Θ πιο ςυνθκιςμζνθ διάμετροσ ςτιλθσ ςτθν HPLC είναι 4,6mm. Τπάρχει μια τάςθ να 

χρθςιμοποιοφνται ςτενότερεσ ςτιλεσ (2mm, 1mm και τριχοειδείσ ςτιλεσ ζωσ και ῀25μm), για 

διάφορουσ λόγουσ. Μικρότερθσ εςωτερικισ διαμζτρου ςτιλεσ είναι πιο ςυμβατζσ με τα ςυςτιματα 

φαςματομετρίασ μάηασ, τα οποία απαιτοφν μικρι ροι διαλφτθ. Οι ςτιλεσ μικρισ εςωτερικισ 

διαμζτρου χρειάηονται μικρότερο δείγμα και παράγουν λιγότερα απόβλθτα. Θ κερμότθτα που 

παράγεται από τθν τριβι του διαλφτθ που ρζει ςτο εςωτερικό τθσ ςτιλθσ διαςκορπίηεται 

ευκολότερα από μια ςτενι ςτιλθ, ϊςτε να διατθρθκεί ςτακερι θ κερμοκραςία. Σα όργανα πρζπει 

να είναι ειδικά ςχεδιαςμζνα για να χρθςιμοποιοφν ςτιλεσ διαμζτρου <2mm, λόγω των υψθλοτζρων 

πιζςεων που αναπτφςςονται (Harris D., 2011). 

Οι κφριεσ παράμετροι που χαρακτθρίηουν μια αναλυτικι χρωματογραφικι ςτιλθ αναφζρονται 

παρακάτω. Ο κάκε εμπορικόσ οίκοσ προτείνει ςτιλεσ με ςυγκεκριμζνεσ προδιαγραφζσ, ανάλογα με 

τισ ανάγκεσ του αναλυτι (Καρκαλοφςοσ, 2015). 

1. Διαςτάςεισ τθσ ςτιλθσ. 

2. Μζγεκοσ ςωματιδίων υλικοφ και μζγεκοσ πόρων υλικοφ. 

3. Είδοσ ςτατικισ φάςθσ. 

Προδιαγραφζσ τθσ ςτιλθσ που αναφζρονται είναι: 

- Σο διάςτθμα των τιμϊν pH, όπου θ ςτιλθ λειτουργεί αποτελεςματικά, χωρίσ φκορά του 

πλθρωτικοφ υλικοφ. 

- Θ μζγιςτθ πίεςθ ςτθν οποία μπορεί να υποβλθκεί μια ςτιλθ χωρίσ αλλαγι ςτο φψοσ τθσ 

κεωτθρικισ πλάκασ και των αρικμό κεωρθτικϊν πλακϊν για ζναν διαχωριςμό. 
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2.3.4 Ανύχνευςη με φθοριςμό και παραγώγιςη μετϊ τη ςτόλη 

Θ απορρόφθςθ μιασ οπτικισ ακτινοβολίασ (απορρόφθςθ φωτονίων) από ζνα μόριο ςυνεπάγεται τθ 

μετάβαςθ θλεκτρονίων του ςε ανϊτερεσ ενεργειακζσ ςτάκμεσ. Σο μόριο λζγεται ότι είναι ςε 

διεγερμζνθ κατάςταςθ. Σο μόριο ςε διεγερμζνθ κατάςταςθ δεν παραμζνει εκεί πολφ καιρό, αλλά 

αυκόρμθτα αποδιεγείρεται ςε πιο ςτακερι βαςικι κατάςταςθ. Θ διαδικαςία αποδιζργερςθσ 

επιφζρεται με μεταφορά ενζργειασ φςτερα από ςφγκρουςθ του μορίου με διαλφτθ ι με άλλα μόρια 

ςτο διάλυμα. Θ ενζργεια αυτι μπορεί να αποδοκεί ςτο περιβάλλον, ςυνικωσ ωσ κερμότθτα. 

Κάποια διεγερμζνα μόρια επιςτρζφουν ςτθν βαςικι κατάςταςθ εκπζμποντασ οπτικι ακτινοβολία 

(εκπομπι φωτονίων). Θ διαδικαςία αυτι ονομάηεται φκοριςμόσ (Harris D., 2011). 

Λόγω τθσ απϊλειασ μζρουσ τθσ ενζργειασ υπό μορφι κερμότθτασ, θ ενζργεια των φωτονίων 

ακτινοβολίασ φκοριςμοφ είναι μικρότερθ από τθν ενζργεια των απορροφοφμενων φωτονίων τθσ 

ακτινοβολίασ διζγερςθσ με αποτζλεςμα θ εκπεμπόμενθ ακτινοβολία να εμφανίηεται πάντοτε ςε 

μεγαλφτερα μικθ κφματοσ ςε ςχζςθ με εκείνα τθσ ακτινοβολίασ διζγερςθσ. Για να παρουςιάηει μια 

οργανικι ζνωςθ ζντονο φαινόμενο φκοριςμοφ προχποκζτει το μόριο τθσ να διακζτει το δυνατόν 

περιςςότερα ακλόνθτα τμιματα (όπωσ π.χ. αρωματικοφσ δακτυλίουσ), κάτι το οποίο λειτουργεί ςαν 

περιοριςμόσ ςτισ δονιςεισ του και επομζνωσ και ςτθν πλιρθ απϊλεια τθσ απορροφθμζνθσ οπτικισ 

ενζργειασ υπό τθ μορφι κερμικισ ενζργειασ (Harris D., 2011). 

 Οι ανιχνευτζσ φκοριςμοφ διεγείρουν το ζκλουςμα με λζιηερ και μετροφν το φκοριςμό. Αυτοί οι 

ανιχνευτζσ είναι πολφ ευαίςκθτοι και ζχουν κατά προςζγγιςθ όριο ανίχνευςθσ 0,001-0,01 ng, αλλά 

αποκρίνονται μόνο ςτουσ λίγουσ αναλφτεσ που φκορίηουν. Για να αυξθκεί θ δυνατότθτα εφαρμογισ 

των ανιχνευτϊν φκοριςμοφ, μποροφν να προςδεκοφν ομοιοπολικά ςτον αναλφτθ φκορίηουςεσ ι 

θλεκτρενεργζσ ομάδεσ. Αυτι θ διαδικαςία παραγϊγιςθσ μπορεί να πραγματοποιθκεί ςτο μίγμα πριν 

το χρωματογραφικό διαχωριςμό ι προςκζτοντασ αντιδραςτιρια ςτο ζκλουςμα μεταξφ ςτιλθσ και 

ανιχνευτι (καλείτε παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ) (Harris D., 2011). 
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2.4 Υαςματομετρύα μαζών (Mass Spectrometry, MS) 

2.4.1 Ειςαγωγό 

Κατά τθν πρόςκρουςθ θλεκτρονίων ςχετικά υψθλισ ενεργειακισ ςτάκμθσ, ςε μόρια μιασ ζνωςθσ, 

που βρίςκεται ςε αζρια φάςθ και ςε ςυνκικεσ υψθλοφ κενοφ, τα μόρια τθσ ζνωςθσ μετατρζπονται 

ςυνικωσ ςε ιόντα με κετικό φορτίο. ΢τθ ςυνζχεια, τα ιόντα ευκυγραμμίηονται ςε λεπτι δζςμθ μζςω 

τθσ βοικειασ θλεκτρικϊν πεδίων. Θ δζςμθ διζρχεται μζςω μαγνθτικοφ ι θλεκτρικοφ πεδίου, με 

ςυνζπεια το κάκε ιόν, ανάλογα με το λόγο μάηα προσ θλεκτρικό φορτίο (m/z), να αποκλίνει από τθν 

αρχικι κατεφκυνςθ. Ζτςι παράγεται θλεκτρικό ρεφμα από τα ιόντα με διαφορετικό λόγο m/z, το 

οποίο μπορεί να μετρθκεί με κατάλλθλο ανιχνευτι. Σο φάςμα μαηϊν τθσ ζνωςθσ, είναι το γράφθμα 

που δείχνει τθ ςχετικι ζνταςθ του μετροφμενου ρεφματοσ ωσ ςυνάρτθςθ του λόγου μάηασ προσ 

φορτίο (m/z). Ο λόγοσ m/z αντιςτοιχεί αρικμθτικά με το μοριακό βάροσ του ιόντοσ, επειδι τα ιόντα 

που παράγονται φζρουν κατά κανόνα ζνα φορτίο (Κακλαμάνοσ, 2009). 

Φαςματομετρία μαηϊν ονομάηεται θ αναλυτικι τεχνικι ταυτοποίθςθσ και προςδιοριςμοφ τθσ 

αρχικισ ζνωςθσ από τισ πλθροφορίεσ που παρζχει το φάςμα μαηϊν τθσ. Θ μορφι του φάςματοσ 

μαηϊν, που λαμβάνεται κάτω από αυςτθρά ελεγχόμενεσ ςυνκικεσ, είναι χαρακτθριςτικι τθσ 

αρχικισ ζνωςθσ και χρθςιμοποιείται για τθν ταυτοποίθςθ τθσ. Γενικότερα θ φαςματομετρία μαηϊν 

χρθςιμοποιείται ςε μεγάλθ κλίμακα, κυρίωσ για τθν επαλικευςθ ι διερεφνθςθ τθσ δομισ των 

διαφόρων οργανικϊν ενϊςεων κατά τθ διαδικαςία ςφνκεςθσ, για τθν εξακρίβωςθ τθσ δομισ 

πολλϊν φυςικϊν ενϊςεων, για τθ διερεφνθςθ τθσ παρουςίασ και του ποςοςτοφ ιςοτόπων κακϊσ 

και ποιοτικι και ποςοτικι ανάλυςθ άγνωςτων μιγμάτων ανόργανων και οργανικϊν ενϊςεων 

(Κακλαμάνοσ, 2009).  

Θ φαςματομετρία μαηϊν μπορεί να ςυνδυαςκεί είτε με τθν αζρια χρωματογραφία (GC) ι με τθν 

υγρι χρωματογραφία (LC) και ζτςι παρζχει ςτον αναλυτι τισ ονομαηόμενεσ ςυνδυαςμζνεσ τεχνικζσ 

GC-MS ι LC-MS, αλλά και άλλεσ ςυνδυαςμζνεσ τεχνικζσ, θ ςυμβολι των οποίων τόςο ςτθν ζρευνα, 

όςο και ςε εφαρμογζσ ρουτίνασ κεωρείται ανεκτίμθτθ (Κακλαμάνοσ, 2009). 

  

2.4.2 Οργανολογύα ςυςτόματοσ MS 

Ζνα τυπικό φαςματόμετρο μαηϊν περιλαμβάνει τα εξισ επιμζρουσ τμιματα (΢χιμα 4): 

 
 ΢φςτθμα ειςαγωγισ του δείγματοσ. Ο ςκοπόσ αυτοφ του τμιματοσ είναι θ ειςαγωγι μικρϊν 

ποςοτιτων δείγματοσ ςτο όργανο. Σο δείγμα ειςάγεται κάτω από ςυνκικεσ ςτακερισ ροισ και 

ςτθν υγρι ι αζρια μορφι του. 
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 Πθγι ιόντων. Ο ςκοπόσ αυτοφ του τμιματοσ είναι θ μετατροπι των ειςερχόμενων ςυςτατικϊν 

ςε ιόντα. Τπάρχουν διάφορεσ τεχνικζσ ιοντιςμοφ όπωσ: ο ιοντιςμόσ με θλεκτρόνια (Electron 

Impact), ο χθμικόσ ιοντιςμόσ (Chemical Ionization), ο ψεκαςμόσ ςε θλεκτρικό δυναμικό 

(Electrospray), ο ιοντιςμόσ με λζιηερ και υποβοικθςθ υποςτρϊματοσ (MALDI) και ο 

βομβαρδιςμόσ με άτομα (FAB). Κάποιεσ τεχνικζσ χρθςιμοποιοφν υψθλι ενζργεια, θ οποία 

μεταφζρεται ςτθν προςδιοριηόμενθ ζνωςθ κατά τον ιοντιςμό προκαλϊντασ διάςπαςθ τθσ ςε 

κυγατρικά ιόντα (κραφςθ). 

 Αναλυτι μαηϊν. Ο ςκοπόσ αυτοφ του τμιματοσ είναι ο διαχωριςμόσ των ιόντων ανάλογα με το 

λόγο m/z που φζρουν. Είναι θ πραγματικι “καρδιά” του ςυςτιματοσ κακϊσ από τον τφπο 

αναλυτι εξαρτάται θ διαχωριςτικι ικανότθτα (resolution) του οργάνου. Τπάρχουν διάφορεσ 

κατθγορίεσ αναλυτϊν μαηϊν, των οποίων θ λειτουργία βαςίηεται ςε διαφορετικζσ αρχζσ, όπωσ ο 

αναλυτισ απλισ εςτίαςθσ, ο αναλυτισ διπλισ εςτίαςθσ, ο τετραπολικόσ αναλυτισ (Quadrupole) 

και ο αναλυτισ με τριπλό τετράπολο (Triple Quadrupole), θ παγίδα ιόντων (Ion Trap), ο 

αναλυτισ χρόνου πτιςθσ (Time of Flight, TOF) και ο υβριδικόσ αναλυτισ Orbitrap. 

 Ανιχνευτισ. Ο ςκοπόσ αυτισ τθσ διάταξθσ είναι να παράγει ςτθν ζξοδο του θλεκτρικό ςιμα 

(ςυνικωσ θλεκτρικό ρεφμα) ανάλογο του αρικμοφ ιόντων και του φορτίου τουσ, που δζχεται 

ςτθν είςοδο του. ΢τθ ςυνζχεια γίνεται επεξεργαςία του ςιματοσ με ειδικό λογιςμικό ςε 

θλεκτρονικό υπολογιςτι. Οι τφποι ανιχνευτϊν που χρθςιμοποιοφνται ςτθ φαςματομετρία 

μαηϊν είναι το φαρανταϊκό κφπελλο (Faraday cup) και ο θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτισ (Electron 

multiplier). 

 ΢φςτθμα κενοφ. Ο ςκοπόσ αυτοφ του τμιματοσ είναι θ ςυνεχισ κάλυψθ όλου του 

φαςματόμετρου (πζραν του ςυςτιματοσ επεξεργαςίασ δεδομζνων) με ςυςτιματα παραγωγισ 

υψθλοφ κενοφ ςτθν περιοχι 10-5 – 10-8 Torr, οπότε δθμιουργείται επαρκισ ποςότθτα ατμϊν για 

τθ λιψθ του φάςματοσ. Σο κενό επιτυγχάνεται από εςωτερικζσ και εξωτερικζσ αντλίεσ 

(Κακλαμάνοσ 2009). 

 

 

΢χιμα 4. Συπικι διάταξθ φαςματόμετρου μάηασ (Κακλαμάνοσ (2009) 
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2.5 Τγρό χρωματογραφύα - φαςματομετρύα μαζών (LC/MS) 

2.5.1 Ειςαγωγό 

Θ φαςματομετρία μάηασ (MS) είναι μια τεχνικι που κεωρείται ευρζωσ ότι ζχει καλι εκλεκτικότθτα 

λόγω τθσ ικανότθτασ τθσ να διαχωρίηει τα οργανικά μόρια ανάλογα με τθ μοριακι τουσ μάηα και 

επιτρζπει τθν ανίχνευςι τουσ και τθν ποςοτικοποίθςθ τουσ με εξαιρετικά υψθλι ευαιςκθςία. 

Ωςτόςο, ςε πολλζσ εφαρμογζσ είναι απαραίτθτο να απομονωκεί ο επικυμθτόσ αναλφτθσ από ζνα 

δείγμα που περιζχει χιλιάδεσ άλλα διαφορετικά μόρια. ΢υνικωσ θ φαςματομετρία μάηασ από μόνθ 

τθσ δεν μπορεί να ικανοποιιςει αυτι τθν ανάγκθ, κακϊσ μπορεί να διαφοροποιεί μόνο τισ ενϊςεισ 

με τον λόγο μάηασ προσ φορτίο (m/z) ο οποίοσ είναι ανεπαρκισ ςτισ περιςςότερεσ πρακτικζσ 

εφαρμογζσ τθσ τεχνικισ. Για παράδειγμα, περιςςότερεσ από 1.500 ενϊςεισ μπορεί να ζχουν τθν ίδια 

μοριακι μάηα ςε περίπου 250 Da. Ωσ εκ τοφτου, μια επιπρόςκετθ τεχνικι διαχωριςμοφ χρειάηεται 

πριν τθν ειςαγωγι του δείγματοσ ςτο φαςματόμετρο μάηασ (Sargent, 2013).  

Θ υγρι χρωματογραφία-φαςματομετρία μάηασ (LC-MS) είναι ο ςυνδυαςμόσ δφο επιλεκτικϊν 

τεχνικϊν που επιτρζπουν τθν απομόνωςθ και μζτρθςθ του επικυμθτοφ αναλφτθ(ων) ςε πολφπλοκα 

μίγματα. Θ LC διαφοροποιεί τισ ενϊςεισ από τισ φυςικοχθμικζσ τουσ ιδιότθτεσ και το MS 

διαφοροποιεί τισ ενϊςεισ κατά μάηα (ςυγκεκριμζνα τθ ςχζςθ μάηασ προσ φορτίο). Αυτι θ διπλι 

επιλεκτικότθτα κακιςτά τθν τεχνικι LC-MS ζνα ιςχυρό αναλυτικό εργαλείο. Σο φαςματόμετρο μάηασ 

δρα όχι μόνο ωσ "ανιχνευτισ LC" αλλά, τουλάχιςτον ςαν αρχι, παρζχει τθν ικανότθτα να 

αναγνωρίηει τα είδθ που αντιςτοιχοφν ςε κάκε χρωματογραφικι κορυφι μζςω του μοναδικοφ 

φάςματοσ μάηασ. Θ τεχνικι παρουςιάηει κάποια πλεονεκτιματα και μειονεκτιματα τα οποία 

αναλφονται παρακάτω: 

Πλεονεκτιματα 

 Εκλεκτικότθτα. Ο ςυνδυαςμόσ των δφο μθχανιςμϊν διαχωριςμοφ LC και MS / (MSn) επιτρζπει 

τθν ανάλυςθ πολφπλοκων μιγμάτων. Θ προκφπτουςα εκλεκτικότθτα επιτρζπει τθν απομόνωςθ 

ενόσ ςυγκεκριμζνου αναλφτθ ι αναλυτϊν από το μείγμα και δίνει τθν βεβαιότθτα ότι μετράται 

το ςωςτό ςυςτατικό. Δεδομζνου ότι οι αναλυτζσ διαχωρίηονται από τον λόγο μάηασ προσ φορτίο 

(m/z), θ τεχνικι επιτρζπει τθ χριςθ ιςοτοπικϊν επιςθμανκζντων εςωτερικϊν προτφπων τα 

οποία μπορεί να μθν διαχωρίηονται ςτο LC, αλλά μποροφν να διαχωριςτοφν από τθ διαφορά 

μάηασ τουσ. Θ χριςθ ςτακερϊν ιςοτοπικά επιςθμαςμζνων (SIL) εςωτερικϊν προτφπων μπορεί 

να βοθκιςει ςτον ζλεγχο τθσ μεταβλθτότθτασ ςε μια ποςοτικι ανάλυςθ. 
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 Σαχφτθτα. Δεδομζνου ότι θ MS κα διακρίνει ενϊςεισ που βαςίηονται ςτθ μάηα, θ 

χρωματογραφικι μζκοδοσ δεν χρειάηεται να διαχωρίηει κάκε ζνα ςυςτατικό ςτο δείγμα, 

επομζνωσ είναι δυνατι θ ταυτόχρονθ ζκλουςθ μθ ιςοβαρικϊν αναλυτϊν. Αυτό επιτρζπει 

γριγορουσ χρόνουσ ανάλυςθσ LC και μειωμζνθ προετοιμαςία δειγμάτων, πράγμα που βοθκά 

ςτθν ανάπτυξθ μεκόδων και ςτθν ανάλυςθ υψθλισ απόδοςθσ δειγμάτων. 

 

 Ευαιςκθςία. Θ φαςματομετρία μάηασ είναι μια εγγενϊσ ευαίςκθτθ τεχνικι. Θ καλι 

επιλεκτικότθτα οδθγεί επίςθσ ςε μειωμζνο κόρυβο, επιτρζποντασ τθν ανίχνευςθ πολφ χαμθλϊν 

επιπζδων (fg/mL) 

Μειονεκτιματα 

 Κόςτοσ. Σα φαςματόμετρα μάηασ που μποροφν να ςυηευχκοφν με ςυςτιματα LC είναι ακριβά 

για αγορά και λειτουργία. Απαιτείται επίςθσ τακτικι ςυντιρθςθ, αυξάνοντασ το κόςτοσ. Οι 

περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ ςτο εργαςτιριο πρζπει να ελζγχονται καλά για να εξαςφαλίηεται θ 

ςτακερότθτα του ςυςτιματοσ. 

 

 Πολυπλοκότθτα. Από μόνα τουσ, τόςο θ LC όςο και θ MS τεχνικι μποροφν να είναι δφςκολο να 

βελτιςτοποιθκοφν. Ο ςυνδυαςμόσ των δφο οδθγεί ςε μια πολφπλοκθ ςυν-εξαρτϊμενθ 

ςυνζργεια. Ο μθχανιςμόσ ιονιςμοφ μπορεί να είναι ιδιαίτερα περίπλοκοσ - ςυχνά ςχθματίηονται 

διάφορα είδθ ςτθν πθγι ιονιςμοφ και μπορεί να προκφψει πολλαπλι φόρτιςθ. Πρζπει να 

λθφκεί μζριμνα για τθν επιλογι ςυνκθκϊν για βζλτιςτθ ευαιςκθςία και επαναλθψιμότθτα. 

 

 Περιοριςμζνο δυναμικό εφροσ. ΢ε ςφγκριςθ με άλλεσ ποςοτικζσ τεχνικζσ, θ LC-MS μπορεί να 

ζχει περιοριςμζνο εφροσ, όπου θ απόκριςθ είναι γραμμικι ςε ςχζςθ με τθ ςυγκζντρωςθ. 

΢υνικωσ, οι κλίμακεσ δεν πρζπει να υπερβαίνουν τισ 500 φορζσ τισ ςυγκεντρϊςεισ. 

 

 Τπερβολικι επιλεκτικότθτα. ΢τθν ποςοτικι ανάλυςθ είναι ςφνθκεσ το γεγονόσ ότι το MS ζχει 

ρυκμιςτεί να ανιχνεφει μόνο ςυγκεκριμζνουσ αναλφτεσ. Αυτό ζχει ςαν αποτζλεςμα ζνα 

χρωματογράφθμα που φαίνεται «πολφ κακαρό» και ζτςι είναι εφκολο να αγνοθκεί ότι μπορεί 

να υπάρχουν πολλά ςυςτατικά που δεν φαίνονται. Αυτά τα ςυςτατικά μπορεί να προκαλζςουν 

προβλιματα με τθν ποςοτικοποίθςθ και μπορεί να είναι δφςκολο να εντοπιςτοφν αν δεν 

αναηθτοφνται (Sargent, 2013). 

 



22 

 

2.5.2 Οργανολογύα ςυςτόματοσ LC/MS 

Θ βαςικι οργανολογία ενόσ ςυςτιματοσ LC/MS περιλαμβάνει ζναν υγρό χρωματογράφο, μια πθγι 

ιόντων που χρθςιμοποιείται ςτθν εξάτμιςθ/ιονιςμό των μορίων ςτόχων, ζναν αναλυτι μαηϊν που 

χρθςιμοποιείται για τον διαχωριςμό των ιόντων αζριασ φάςθσ με αναλογία μάηασ-φορτίου (m/z) 

και ζναν ανιχνευτι, που χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ των διαχωριςμζνων ωσ προσ τθ μάηα 

ιόντων και μζτρθςθ τθσ ςχετικισ αφκονίασ τουσ (Sargent, 2013).  

Θ ανάπτυξθ ενόσ εμπορικοφ LC/MS ςυςτιματοσ ζχει οδθγιςει ςε ζνα μεγάλο εφροσ οργάνων 

που παράγονται και είναι διακζςιμα για τον τελικό χριςτθ. Αν και θ επιλογι ςτισ τεχνικζσ ιονιςμοφ 

ςε ζνα LC/MS ςφςτθμα παραμζνει κάπωσ περιοριςμζνθ, τα όργανα πλζον χρθςιμοποιοφν πολλοφσ 

διαφορετικοφσ τφπουσ αναλυτι μαηϊν. Νζοι τφποι ι παράγωγα του αναλυτι μαηϊν ζχουν 

παρουςιαςτεί ςε τακτά χρονικά διαςτιματα τα τελευταία χρόνια (Sargent, 2013).  

2.5.2.1 Πηγό ιόντων 

Σο κφριο επίτευγμα ςτθν άμεςθ ςφηευξθ των LC και MS (LC/MS) τεχνικϊν, ιταν θ επίλυςθ του 

προβλιματοσ με τθν αςυμβατότθτα ειςαγωγισ τθσ ροισ υγρισ κινθτισ φάςθσ από τθ ςτιλθ LC ςτο 

κενό που απαιτείται ςτο φαςματόμετρο μάηασ, με τθ χριςθ διαςυνδζςεων ιονιςμοφ ατμοςφαιρικισ 

πίεςθσ (API). Θ διαςφνδεςθ ΑΡΙ είναι ζνα κρίςιμο τμιμα του φαςματόμετρου μάηασ και χρειάηεται 

να παράγει ιόντα από τα μόρια ενδιαφζροντοσ ενϊ αντιμετωπίηει τυπικοφσ ρυκμοφσ ροισ LC (0.2-2 

mL/min). ΢ιμερα, ο ιονιςμόσ θλεκτροψεκαςμοφ (ESI) και ο χθμικόσ ιονιςμόσ ατμοςφαιρικισ πίεςθσ 

(APCI) είναι οι πιο ςυνθκιςμζνεσ τεχνικζσ API ςε χριςθ ρουτίνασ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό 

μικρϊν μορίων με LC-MS. Θ τεχνικι ESI ζχει επιτφχει τθ ςυντριπτικι δθμοτικότθτα ζναντι τθσ APCI. 

Αυτό μπορεί να ςχετίηεται με τθν αυξανόμενθ χριςθ μεκόδων με πολλαπλοφσ αναλφτεσ, αλλά ίςωσ 

αντανακλά επίςθσ τισ βελτιϊςεισ ςτθν ςχεδίαςθ πθγισ και ανιχνευτι για θλεκτροψεκαςμό που δεν 

είναι παράλλθλθ με τθν APCI (Sargent, 2013). 

Θ τεχνικι του ιονιςμοφ με θλεκτροψεκαςμό (ESI) βαςίηεται ςτθν παρατιρθςθ κατά τθν οποία 

όταν ζνα υγρό ψεκάηεται μζςω ενόσ τριχοειδοφσ ςωλινα μζςα ςε πεδίο μερικϊν χιλιάδων V, το 

υγρό διαςπείρεται ςε ζνα νζφοσ από πολφ μικρζσ φορτιςμζνεσ ςταγόνεσ (Κακλαμάνοσ, 2009). Ζχουν 

καταβλθκεί ςθμαντικζσ προςπάκειεσ για τθν κατανόθςθ των μθχανιςμϊν που εμπλζκονται ςτθν 

παραγωγι ιόντων για θλεκτροψεκαςμό, διότι θ κατανόθςθ του πϊσ παράγονται τα ιόντα από τθν 

κινθτι φάςθ ςτθν αζρια φάςθ είναι ανεκτίμθτθ ςτθ διάγνωςθ προβλθμάτων όπωσ είναι θ απϊλεια 

τθσ ευαιςκθςίασ και των επιδράςεων τθσ μιτρασ. Ο ιονιςμόσ πραγματοποιείται ςτθν υγρι φάςθ και 

περιλαμβάνει τισ ακόλουκεσ διαδικαςίεσ (΢χιμα 5): 
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 Σο υγρό εκλοφςεωσ LC ρζει μζςω ενόσ μεταλλικοφ τριχοειδοφσ (capillary), που περιζχεται μζςα 

ςτον αιςκθτιρα (probe). 

 Σα ςταγονίδια ςχθματίηονται με νεφελοποίθςθ τθσ ροισ LC ςε ζνα εκνζφωμα κακϊσ αφινει το 

τριχοειδζσ του θλεκτροψεκαςμοφ. 

 Ζνα φορτίο μεταφζρεται ςτα ςταγονίδια με τθν εφαρμογι μιασ μεγάλθσ διαφοράσ δυναμικοφ 

(2-5 kV) μεταξφ του τριχοειδοφσ θλεκτροψεκαςμοφ και του απζναντι θλεκτροδίου (counter 

electrode). 

 Σο μζγεκοσ των ςταγονιδίων μειϊνεται με τθν εξάτμιςθ τθσ κινθτισ φάςθσ με τθ χριςθ 

κερμαινόμενου αερίου ξιρανςθσ. 

 Αυτι θ αποδιαλυτοποίθςθ (desolvation) αυξάνει τθν πυκνότθτα φορτίου ςτθν επιφάνεια των 

μικρότερων ςταγονιδίων. 

 Θ θλεκτρικι απϊλεια λόγω τθσ πυκνότθτασ φορτίου ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ διάςπαςθ των 

ςταγονιδίων. 

 Όταν αυτό υπερβαίνει τθν επιφανειακι τάςθ του ςταγονιδίου, καταλιγει ςε κουλουμπικι 

διάςπαςθ. 

 Σα ιόντα αερίου φάςθσ ςχθματίηονται κακϊσ το ςταγονίδιο "εκριγνυται" και δειγματίηεται 

τυπικά μζςω κάποιασ μορφισ οπισ (Sargent, 2013). 

 

  

΢χιμα 5. ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ ESI πθγισ και ςχθματιςμόσ ιόντων (Κακλαμάνοσ, 2009) 

Σο κφριο πλεονζκτθμα τθσ χριςθσ του ESI για τθν ποςοτικι LC-MS είναι ο ςχθματιςμόσ 

πρωτονιωμζνων ι αποπρωτονιωμζνων μορίων με μικρι κραυςματοποίθςθ, ιδανικό για τθν επιλογι 

των προδρόμων ιόντων και για τθ μεγιςτοποίθςθ τθσ ευαιςκθςίασ. Ο κφριοσ περιοριςμόσ είναι θ 

καταςτολι ιόντοσ ι επίδραςθ ενίςχυςθσ του ιόντοσ λόγω τθσ παρουςίασ αναλυτϊν ι ςυςτατικϊν 

τθσ μιτρασ που ςυν-εκλοφουν. Αυτό το "φαινόμενο μιτρασ" αναγνωρίηεται ωσ μία από τισ κφριεσ 

πθγζσ αβεβαιότθτασ ςε LC-MS και LC-MS/MS). Επιπλζον, θ απόκριςθ μπορεί να είναι μθ γραμμικι 

ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ και το βζλτιςτο ρΘ για τθν απόκριςθ ESI μπορεί να ζρχεται ςε ςφγκρουςθ 

με τισ επιλογζσ που ζγιναν για τον ζλεγχο τθσ LC εκλεκτικότθτασ (Sargent, 2013). 
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2.5.2.2  Αναλυτόσ Μαζών Σριπλού Σετρϊπολου 

Θ παραδοςιακι άποψθ του φαςματόμετρου μάηασ είναι ζνα μεγάλο όργανο που ςτζκεται ςτο 

δάπεδο και χρθςιμοποιεί ζνα μεγάλο θλεκτρομαγνιτθ για τθν παροχι φάςματοσ μάηασ υψθλισ 

ανάλυςθσ. ΢τθν πράξθ, αυτόσ ο τφποσ οργάνου ζχει δει μόνο περιοριςμζνθ εφαρμογι για LC-MS. 

΢τθν πραγματικότθτα, τα περιςςότερα όργανα LC-MS χρθςιμοποιοφν ζναν αναλυτι που 

περιλαμβάνει πολλά εξαρτιματα ςε ςυνδυαςμό, με τα πιο δθμοφιλι για ποςοτικι LC-MS να είναι 

τα φαςματόμετρα με τριπλά τετράπολα (QQQ) (Sargent, 2013). 

Παρά τθ διακεςιμότθτα μιασ ευρείασ γκάμασ αναλυτϊν μάηασ κακζνασ με διαφορετικά 

χαρακτθριςτικά απόδοςθσ, τα QQQ όργανα υπιρξαν θ προτιμϊμενθ επιλογι για τουσ 

περιςςότερουσ ποςοτικοφσ προςδιοριςμοφσ ρουτίνασ, δεδομζνου ότι προςφζρουν τα καλφτερα 

χαρακτθριςτικά απόδοςθσ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό (Sargent, 2013). Κάποια από τα 

χαρακτθριςτικά αυτά είναι θ ταχεία ςάρωςθ και θ δυνατότθτα εφαρμογισ φαςματομετρίασ μαηϊν 

ςε ςειρά/Tandem MS (Κακλαμάνοσ, 2009). 

Θ μεγάλθ χρθςιμότθτα του ςυςτιματοσ ζγκειται ςτθ δυνατότθτα τθσ διαδοχικισ 

φαςματομετρίασ μαηϊν MS-MS. Αρχικά επιλζγεται ςτο πρϊτο τετράπολο (Q1) μόνο ζνα ιόν. ΢τθ 

ςυνζχεια το μθτρικό ιόν οδθγείται ςτο δεφτερο τετράπολο (Q2), όπου ςυγκροφεται με περίςςεια 

ενόσ αδρανοφσ αερίου (αργό ι ιλιο) και διαςπάται ςε παράγοντα κυγατρικά ιόντα. Σο δεφτερο 

τετράπολο (Q2) αποτελεί τθν κυψελίδα ςυγκροφςεων (collision cell) και λειτουργεί ωσ χϊροσ 

κραυςματοποίθςθσ του μθτρικοφ ιόντοσ. Ο διαχωριςμόσ και θ μζτρθςθ των κυγατρικϊν ιόντων 

πραγματοποιείται ςτο τρίτο τετράπολο (Q3) (΢χιμα 6) (Κακλαμάνοσ, 2009). 

΢χιμα 6. Αναλυτισ Μαηϊν με Σριπλό Σετράπολο (QQQ) (Κακλαμάνοσ, 2009). 
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Θ παρακολοφκθςθ των ιόντων μπορεί να πραγματοποιθκεί με διάφορουσ τφπουσ 

ςάρωςθσ/λειτουργίασ: τθν πλιρθ ςάρωςθ (Full Scan), τθν παρακολοφκθςθ επιλεγμζνου ιόντοσ 

(Single Ion Monitoring-SIM), τθν παρακολοφκθςθ επιλεγμζνθσ αντίδραςθσ (Selected Reaction 

Monitoring-SRM ι Multiple Reaction Monitoring-MRM), τθ ςάρωςθ κυγατρικϊν (προϊόντων) ιόντων 

(Product Ion Scanning) και τθ ςάρωςθ πρόδρομου ιόντοσ (Precursor Ion Scanning) (Sargent, 2013).  

Θ λειτουργία πλιρουσ ςάρωςθσ παρζχει ζνα φάςμα πλιρουσ ςάρωςθσ για κάκε ουςία. Θ 

πλιρθσ ςάρωςθ βοθκάει ςτον προςδιοριςμό τθσ ταυτότθτασ μιασ άγνωςτθσ ουςίασ (προςδιοριςμό 

μοριακοφ βάρουσ). Μπορεί να δϊςει περιςςότερεσ πλθροφορίεσ από άλλουσ τφπουσ ςάρωςθσ, 

αλλά υςτερεί ςε ευαιςκθςία και δεν ευνοεί τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ ουςίασ (Κακλαμάνοσ, 2009). 

΢τθ λειτουργία SIM παρακολουκείται ζνα ςυγκεκριμζνο ιόν ι ομάδα ιόντων. Είναι 

αποτελεςματικι ςτθν ανίχνευςθ μικρϊν ποςοτιτων (ςε ίχνθ) μιασ γνωςτισ ουςίασ ςε πολφπλοκα 

μίγματα όταν το φάςμα μαηϊν τθσ ουςίασ είναι γνωςτό. Επειδι παρακολουκοφνται ςυγκεκριμζνα 

ιόντα μποροφν να επιτευχκοφν χαμθλότερα όρια ανίχνευςθσ και μεγαλφτερεσ ταχφτθτεσ ςάρωςθσ 

από τον τφπο τθσ πλιρουσ ςάρωςθσ. Όμωσ ενδζχεται να μειωκεί θ εκλεκτικότθτα, διότι 

οποιαδιποτε ουςία δίνει το ςυγκεκριμζνο ιόν κα εμφανιςτεί ωσ θ ουςία ςτόχοσ οδθγϊντασ ςε 

ψευδϊσ κετικά αποτελζςματα (Κακλαμάνοσ, 2009). 

΢τθ λειτουργία SRM (ι MRM) παρακολουκείται μια ςυγκεκριμζνθ αντίδραςθ ι ομάδα 

αντιδράςεων, όπωσ θ αντίδραςθ κραυςματοποίθςθσ ενόσ ι περιςςοτζρων ιόντων. ΢τθν περίπτωςθ 

αυτι παρακολουκείται ςυγκεκριμζνοσ αρικμόσ μθτρικϊν/κυγατρικϊν ιόντων, επιτρζποντασ 

γριγορθ ςάρωςθ και υψθλι εκλεκτικότθτα. Οποιαδιποτε παρεμποδίηουςα ουςία κα πρζπει να 

ςχθματίςει όχι μόνο ζνα μθτρικό ιόν του ίδιου λόγου m/z με τθν ουςία ςτόχο, αλλά κα πρζπει να 

διαςπαςτεί και να ςχθματίςει και τα ίδια κυγατρικά ιόντα. Επίςθσ, το υπόβακρο κορφβου είναι 

πολφ χαμθλό, άρα ζνα ςυγκεκριμζνο ςιμα αντιςτοιχεί ςε πολφ υψθλότερθ ανιχνευςιμότθτα, 

αυξάνοντασ ιδιαίτερα τθν ευαιςκθςία τθσ μεκόδου (Κακλαμάνοσ, 2009).  
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3. ΢κοπόσ τησ εργαςύασ 

Ο ςκοπόσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ ιταν: 

1. Θ ανάπτυξθ μιασ καινοτόμου μεκόδου για ταυτόχρονθ ανάλυςθ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και 

των αναλόγων τθσ ςτο Lagocephalus sceleratus, με υγρι χρωματογραφία και παραγϊγιςθ μετά 

τθ ςτιλθ με φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ (HPLC-PCD-FLD) και με υγρι χρωματογραφία – 

φαςματομετρία μαηϊν (LC-MS/MS) με αναλυτι μαηϊν τριπλοφ τετραπόλου. 

 

2. Θ επίτευξθ καλοφ χρωματογραφικοφ διαχωριςμοφ των τοξινϊν και θ ανίχνευςθ και ο 

χαρακτθριςμόσ των αναλόγων τθσ ΣΣΧ. 

 

3. Ο ποιοτικόσ και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και τθσ 4,9-ανυδροΣΣΧ (4,9-

anhydroTTX). 

 

4. Θ επιβεβαίωςθ τθσ ακρίβειασ τθσ μεκόδου με τον υπολογιςμό τθσ ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ 

(%RSD) τθσ γραμμικότθτασ και του κατϊτερου ορίου ανίχνευςθσ και ποςοτικοποίθςθσ (LOD & 

LOQ).  
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4. Τλικϊ και μϋθοδοι 

4.1 Τλικϊ και όργανα 

4.1.1 Πρώτη ύλη 

Ο Lagocephalus sceleratus αλιεφτθκε ςτθν περιοχι τθσ νιςου Ρόδου και παραλιφκθκε 

τεμαχιςμζνοσ και χωριςμζνοσ ςτα επιμζρουσ μζρθ του, γονάδα, ςυκϊτι, μφεσ και δζρμα. Μετά τθν 

παραλαβι τουσ τα επιμζρουσ μζρθ τοποκετικθκαν ςε κατάψυξθ και θ ςυντιρθςι τουσ ζγινε ςτουσ  

-18 oC (±1 oC) ζωσ ότου ξεκινιςει θ επεξεργαςία τουσ. 

4.1.2 Αντιδραςτόρια και διαλύτεσ 

Όλα τα χθμικά αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθ μελζτθ ιταν αναλυτικισ κακαρότθτασ. Σα 

αντιδραςτιρια καυςτικό νάτριο (Sodium Hydroxide) και οξικό οξφ (Acetic Acid) προμθκεφτθκαν από 

τθν εταιρεία Sigma-Aldrich (Germany). Οι διαλφτεσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν όλοι HPLC – 

gradient grade. Οι διαλφτεσ μεκανόλθ (Methanol), 1,4-διοξάνιο (1,4-Dioxan), χλωροφόρμιο 

(Chloroform), ιςοπροπυλικι αλκοόλθ (Isopropyl Alcohol), ακετονιτρίλιο (Acetonitrile) και 

τριφκοροξικό οξφ (Trifluoroacetic Acid) προμθκεφτθκαν από τθν εταιρεία Sigma-Aldrich (Germany). 

Οι διαλφτεσ 2-αικόξυ αικανόλθ (2-ethoxy-ethanol) και 2- μεκόξυ αικανόλθ (2-methoxy ethanol) 

προμθκεφτθκαν από τθν εταιρεία Honeywell Fluka (Germany). Σο πρότυπο τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) 

– citrate free (98%) προμθκεφτθκε από τθν εταιρεία Latoxan (France) και το πρότυπο τθσ 4,9-

anhydrotetrodoxin από τθν εταιρεία Focus (PA, USA). 

4.1.3 Όργανα και ςυςκευϋσ 

Σα ςυςτιματα τθσ υγρισ χρωματογραφίασ με ανιχνευτι φκοριςμοφ, τθσ παραγϊγιςθσ μετά τθ 

ςτιλθ και τθσ φαςματομετρίασ μαηϊν αποτελοφνται από τα παρακάτω όργανα: 

 ΢φςτθμα Αντλιϊν δυο διαλυτϊν με μονάδα απαζρωςθσ (1100 Series Binary Pump, Agilent). 

 Αυτόματοσ δειγματολιπτθ  (1100 Series Well - Plate Sampler, Agilent). 

 Module Controller (1100/1200 Series, Agilent) 

 Αναλυτικι ςτιλθ Hypercarb Porous Graphitic Carbon 150 x 4,6 mm, 3μ (Thermo Scientific, 

San Jose, USA). 

 Θερμοςτατοφμενο φοφρνο ςτθλϊν (1100 Series Thermo stated Column Compartment , 

Agilent). 

 Διαχωριςτισ ροισ (Standard Fix Flow Splitter, ASI, USA) 
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 ΢φςτθμα παραγϊγιςθσ μετά τθ ςτιλθ (Modular PCD System, Rigas Labs). 

 Προγραμματιηόμενοσ ανιχνευτισ φκοριςμοφ (Fasma 502, Rigas Labs). 

 Θλεκτρονικό υπολογιςτι Lenovo με λογιςμικό ελζγχου και επεξεργαςίασ δεδομζνων 

ChromQuest Version4.2.34. 

 Φαςματόμετρο μάηασ με τριπλό τετράπολο (Quattro Micro API, Waters), με +ESI Z-Spray 

πθγι. 

 Θλεκτρονικό υπολογιςτι Dell με λογιςμικό ελζγχου και επεξεργαςίασ δεδομζνων MassLynx 

Version4.1. 

Παρακάτω αναγράφονται οι ςυςκευζσ που χρθςιμοποιικθκαν κατά τθ διεκπεραίωςθ του 

πειράματοσ: 

 ΢υςκευι παραγωγισ υπερκακαροφ νεροφ (Ultra Clear Water, SG Water). 

 Ομογενοποιθτισ (Ultra Turrax T25 Basic, Kika-Werke). 

 Φυγόκεντροσ (Universal 32R, Hettich Zentrifugen). 

 Περιςτροφικόσ εξατμιςτιρασ κενοφ (Laborta 4000-efficient, Heidolph). 

 Αναλυτικόσ ηυγόσ ακριβείασ ±0,0001 g (Model 770, Kern). 

 Λουτρό υπεριχων (Model FS28, Fisher Scientific). 

 Μαγνθτικόσ αναδευτιρασ (Model CB162, Stuart). 

 

4.2 Προετοιμαςύα δεύγματοσ 

Σα δείγματα παραςκευάςτθκαν από τα τζςςερα επιμζρουσ κομμάτια του L. scleratus (γονάδεσ, 

ςυκϊτι, μφεσ και δζρμα) με τθν παρακάτω μζκοδο (΢χιμα 7): 

Ηυγίςτθκαν 5g από το κατάλλθλο τμιμα του L. Scleratus δείγματοσ και πραγματοποιικθκε 

εκχφλιςθ του μυϊκοφ ιςτοφ τουσ με 40ml μεκανόλθσ (w/v, 1% Acetic Acid) για 5 λεπτά ςε 

ομογενοποιθτι και για 15 λεπτά ςε λουτρό υπζρθχων. Ακολοφκθςε υπερφυγοκζντριςθ του 

εκχυλίςματοσ ςτουσ 10oC, ςε 20000 RPM για 15 λεπτά. Σο υπερκείμενο υγρό ςυλλζχκθκε και το 

ςτερεό υπόλειμμα επεξεργάςτθκε όπωσ και προθγουμζνωσ άλλεσ δυο φορζσ. Σα τρία ςυνολικά 

υπερκείμενα διαλφματα ςυνδυάςτθκαν, εξατμίςτθκαν μζχρι ξθροφ ςτον περιςτροφικό εξατμιςτιρα 

και το ςτερεό υπόλειμμα διαλφκθκε ςε 20 mL υδατικοφ διαλφματοσ 1% v/v οξικοφ οξζοσ. 

Ακολοφκθςε απομάκρυνςθ του λίπουσ ςτα δείγματα χρθςιμοποιϊντασ μίγμα χλωροφορμίου 

μεκανόλθσ (2:1 v/v) και 5 mL 1% NaCl ακολουκϊντασ τθ μζκοδο των Bligh and Dyer (1959). Θ 

μζκοδοσ πραγματοποιικθκε ςυνολικά τρεισ φορζσ. Οι φάςεισ του μίγματοσ διαχωρίςτθκαν με 
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φυγοκζντριςθ και ςυλλζχκθκε το υπερκείμενο υδατικό ςτρϊμα, το οποίο εξατμίςτθκε μζχρι ξθροφ 

και επαναδιαλυτοποιικθκε ςε 10ml υδατικό διάλυμα 1% οξικοφ οξζοσ. Όγκοσ 2ml από το διάλυμα 

εξατμίςτθκε μζχρι ξθροφ και επαναδιαλυτοποιικθκε με 2ml υδατικό διάλυμα 0,2%  τριφκοροξικοφ 

οξζοσ (TFA). Σα δείγματα τοποκετικθκαν ςε φιαλίδια των 2 ml και ςυντθρικθκαν ςε ςυνκικεσ 

ψφξθσ. ΢τθ ςυνζχεια τα δείγματα, από κάκε τμιμα του ψαριοφ που παραςκευάςτθκε, 

χρθςιμοποιικθκαν για ανάλυςθ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και των αναλόγων τθσ με τισ τεχνικζσ 

HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS.  

 

 

΢χιμα 7. Διάγραμμα ροισ προετοιμαςίασ δείγματοσ τθσ ΣΣΧ από το L. Sceleratus (Tanis et al., 2016).  
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4.3 Ανϊπτυξη τησ μεθόδου ανϊλυςησ τησ τετραδοτοξύνησ 

4.3.1 Προςδιοριςμόσ τησ ΣΣΦ  με Τγρό Φρωματογραφύα 

Ο ποςοτικόσ και ποιοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ τετραδοτοξίνθσ και των αναλόγων τθσ  ςτον 

Lagocephalus sceleratus πραγματοποιικθκε με τθ μζκοδο τθσ υγρισ χρωματογραφίασ και 

παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ με φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ (HPLC-PCD-FLD) ταυτόχρονα με τθ 

μζκοδο υγρισ χρωματογραφίασ – φαςματομετρία μάηασ (LC-MS/MS).  

Σα ςυςτιματα που χρθςιμοποιικθκαν με τθ μζκοδο HPLC-PCD-FLD είναι ζνα ςφςτθμα υγρισ 

χρωματογραφίασ Agilent 1100 HPLC ςυνδεδεμζνο με ςφςτθμα παραγϊγιςθσ μετά τθ ςτιλθ (PCD, 

Rigas Labs) ακολουκοφμενο από ανιχνευτι φκοριςμοφ (FASMA 502, Rigas Labs). Θ μζκοδοσ που 

ακολουκικθκε περιλαμβάνει τισ παρακάτω ςυνκικεσ, όπωσ αυτζσ προζκυψαν από τθ διεξαγωγι 

πειραμάτων. Θ βζλτιςτθ ςφνκεςθ τθσ κινθτισ φάςθσ αποτελοφνταν από 0,2% τριφκοροξικό οξφ 

(Trifluoroacetic Acid, TFA) ςε υπερκάκαρο νερό (κινθτι φάςθ Α) και από τον οργανικό διαλφτθ που 

αποτελοφταν από το μίγμα 3% 2-αικόξυ αικανόλθ (2-ethoxy ethanol), 2% 2-μζκοξυ αικανόλθ (2-

methoxy ethanol) και 0,2% TFA ςε διαλφτθ ακετονιτριλίου (Acetonitrile, ACN) (κινθτι φάςθ Β). Θ 

επιλεχκείςα βακμιδωτι ζκλουςθ είχε αρχικι ςφςταςθ ςε κινθτι φάςθ 99,5% Α και 0,5% Β, θ οποία 

ςταδιακά αυξανόταν μζχρι 20% Β, όπωσ φαίνεται ςτον πίνακα 5. Θ επιλεχκείςα ροι για τθν 

ανάλυςθ ιταν 0,5 ml/min. Θ ροι μετά τθ ςτιλθ διαχωριηόταν με αναλογία 5:1 από διαχωριςτι ροισ 

ϊςτε 0,4 ml/min τθσ ροισ να διοχετεφονται ςτο ςφςτθμα παραγϊγιςθσ και 0,1 ml/min ςτο 

φαςματόμετρο μάηασ. Θ ςτιλθ ιταν θ Hypercarb (Thermo Fisher Scientific) με διαςτάςεισ 150 x 4,6 

mm και 3μm διάμετρο πόρων.  Θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ιταν ςτουσ 10oC. Ο όγκοσ ζγχυςθσ των 

δειγμάτων ιταν 100 μL. Οι ςυνκικεσ αναφζρονται ςυνοπτικά ςτον πίνακα 3.  

΢το ςφςτθμα παραγϊγιςθσ μετά τθ ςτιλθ χρθςιμοποιικθκε ωσ αντιδραςτιριο διάλυμα 4Ν 

καυςτικοφ νατρίου ςε υπερκάκαρο νερό με ροι 0,3 ml/min. Για τθν αντίδραςθ χρθςιμοποιικθκε 

αντιδραςτιρασ με πεπλεγμζνθ δομι, όγκου 1500μL (από PEEK) τοποκετθμζνοσ ςε 

κερμοςτατοφμενο φοφρνο ςτουσ 130oC. ΢τον φκοριςμομετρικό ανιχνευτι το μικοσ κφματοσ 

διζγερςθσ και εκπομπισ ιταν 365 και 495 nm αντίςτοιχα (Πίνακασ 4) (Tanis et al., 2016). 

Θ αντίδραςθ παραγϊγιςθσ τθσ τετραδοτοξίνθσ πραγματοποιικθκε όπωσ περιγράφθκε από τουσ 

Yasumoto και Tooru (1985), με κάποιεσ διαφοροποιιςεισ ςτισ ςυςκευζσ και τισ ςυνκικεσ. Σο 

υδροξείδιο του νατρίου (NaOH) χρθςιμοποιικθκε ωσ αντιδραςτιριο ϊςτε να παραχκεί φκορίηων 

παράγωγο τθσ ΣΣΧ, 2-αμινο-6-υδροξυμεκυλ-8-υδροξυκουιναηολόνθ (γνωςτό και ωσ “C9 base”, Μ.Β. 

191) (΢χιμα 8) με μικοσ κφματοσ διζγερςθσ και εκπομπισ ςτα 365 και 495 nm αντίςτοιχα (Goto, 
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Kishi & Hirata, 1965). ΢ε ιςχυρά αλκαλικό περιβάλλον αντιδροφν με παρόμοιο τρόπο και τα άλλα 

ανάλογα τθσ ΣΣΧ. 

 

΢χιμα 8. Αντίδραςθ Παραγϊγιςθσ τθσ ΣΣΧ 

 

Πίνακασ 3: ΢υνκικεσ HPLC για τθν ανάλυςθ τθσ ΣΣΧ 

΢υνκικεσ Δεδομζνα 

΢τιλθ Hypercarb (150 x 4,6 mm ID, 3μ) 

Ροι 0.5 ml/min 

Κινθτι φάςθ Α: 0.2% TFA 

Κινθτι φάςθ Β: 
ACN: 2-Ethoxy Ethanol: 2-Methoxy 

Ethanol: TFA (94.8:3:2:0.2%) 

Θερμοκραςία ςτιλθσ 10 οC 

Ζκλουςθ Βακμιδωτι 

Όγκοσ δείγματοσ 100 μL 
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Πίνακασ 4. ΢υνκικεσ PCD για τθν αντίδραςθ τθσ ΣΣΧ 

΢υνκικεσ Δεδομζνα 

Ροι PCD ςυςτιματοσ 0.3 ml/min 

Αντιδραςτιριο 4Ν NaOH 

Αντιδραςτιρασ 1500 μL, 130 οC 

 Φκοριςμομετρικόσ Ανιχνευτισ 
365 nm Διζγερςθ 

395 nm Εκπομπι 

 

 

Πίνακασ 5. ΢υνκικεσ βακμιδωτισ ζκλουςθσ 

Χρόνοσ (min) A (%) B (%) 

0.0 99,5 0,5 

20.0 99,5 0,5 

50.0 97,0 3,0 

50.1 95,0 5,0 

55.0 95,0 5,0 

75.0 91,0 9,0 

100.0 87,0 13,0 

120.0 80,0 20,0 

130.0 80,0 20,0 

140.0 99,5 0,5 

260.0 99,5 0,5 
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4.3.2 Προςδιοριςμόσ τησ ΣΣΦ με φαςματομετρύα μϊζασ 

Σο ςφςτθμα του φαςματόμετρου μάηασ είναι το Micromass Quatro micro API (Waters, Manchester, 

UK) και λειτουργεί με ιονιςμό θλεκτροψεκαςμοφ Z-Spray ESI (Electrospray Ionisation). Οι βζλτιςτεσ 

ςυνκικεσ λειτουργίασ του, όπωσ αυτζσ προζκυψαν από βελτιςτοποίθςθ τθσ πθγισ ιονιςμοφ είναι: 

κετικόσ ιονιςμόσ, δυναμικό τριχοειδοφσ (Capillary Voltage) 3.2 kV, δυναμικό κϊνου (Cone Voltage) 

35 V, δυναμικό εξαγωγζα (Extractor Voltage) 2V, δυναμικό φακοφ εςτίαςθσ (RF Lens Voltage) 0.5 V, 

κερμοκραςία πθγισ (Source temperature) 120 oC, κερμοκραςία εκνζφωςθσ (Desolvation 

temperature) 350 oC, ροι αερίου εκνζφωςθσ (Desolvation gas flow) 500 L/h Ν2, ροι αερίου κϊνου 

(Cone gas flow) 50 L/h Ν2, αζριο ςφγκρουςθσ Αργό (Collision gas) με Dwell time 0.5 sec.   

Σο φαςματόμετρο μάηασ βρίςκεται ςε λειτουργία SRM/MRM. Οι μεταπτϊςεισ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθ τετραδοτοξίνθ και για τα ανάλογα τθσ περιγράφονται ςτον Πίνακα 6. Για 

τθν ταυτοποίθςθ τθσ ΣΣΧ χρθςιμοποιικθκαν οι μετάπτωςθσ m/z 320/302 και 320/162 ενϊ για τθν 

4,9-anhydroTTX χρθςιμοποιικθκαν οι μετάπτωςθσ m/z 302/284, 302/175 και 302/162. Θ 

ποςοτικοποίθςθ τθσ TTX ζγινε με m/z 320/302 και για τθν 4,9-anhydroTTX ζγινε με m/z 302/162. 

Πίνακασ 6. Μεταπτϊςεισ των πρόδρομων ιόντων των τοξινϊν, το δυναμικό κϊνου και θ 

ενζργεια κραυςματοποίθςθσ των προϊόντων.  

Όνομα Σοξίνθσ 
Πρόδρομα 

Ιόντα 
(Precursor Ion) 

Προϊόντα 
ιόντα (Product 

Ion) 

Δυναμικό 
κϊνου 

(Cone Voltage) 

Ενζργεια 
Θραυςματοποίθςθσ 

(Collision Energy)  

ΣΣΧ 

4-epiTTX 

6-epiTTX 

Tetrodonic acid 

m/z 320 
m/z 302  

m/z 162  
50 V 

25 eV 

35 eV 

4,9-anhydroTTX 

6-epi-4,9-
anhydroTTX 

m/z 302 

m/z 284 

m/z 175 

m/z 162 

 

50 V 

 

17 eV 

25 eV 

28 eV 

11-deoxyΣΣΧ 

5-deoxyTTX 
m/z 304 

m/z 286 

m/z 162 
47 V 

25 eV 

30 eV 
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11-norTTX-6(S)-ol 

11-norTTX-6(R)-ol 
m/z 290 

m/z 272 

m/z 244 

m/z 162 

47 V 

21 eV 

30 eV 

35 eV 

5,6,11-trideoxyTTX 

4-epi-5,6,11-
trideoxyTTX 

 

m/z 272 

 

m/z 254 

m/z 178 

m/z 162 

m/z 146 

m/z 133 

m/z 122 

30 V 

21 eV 

26 eV 

29 eV 

35 eV 

35 eV 

35 eV 

6,11-dideoxyTTX 

5,11-dideoxyTTX 

1-hydroxy-8-epi-
5,6,11-trideoxy TTX 

m/z 288 

m/z 270 

m/z 252 

m/z 244 

m/z 162 

m/z 160 

m/z 148 

35 V 

22 eV 

25 eV 

35 eV 

35 eV 

35 eV 

35 eV 

4,9-anhydro-5,6,11-
trideoxyTTX 

4,4a-anhydro-
5,6,11-trideoxyTTX 

m/z 254 

m/z 236 

m/z 162 

m/z 133 

45 V 

19 eV 

24 eV 

26 eV 

 m/z 286 
m/z 254 

m/z 162 

47 V 
20 eV 

30 eV 

 m/z 245 m/z 186 47 V 20 eV 

(Bane et al., 2014, Gorapava Puilingi C. et al., 2015, Yotsu-Yamashita M. et al., 2011, Yotsu – 

Yamashita et al., 2013, Rodriguez et al., 2012). 

 

 

 



35 

 

4.3.3 Αναλυτικό περιγραφό του πειραματικού μϋρουσ 

Θ μζκοδοσ τθσ υγρισ χρωματογραφίασ με ταυτόχρονθ φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ και 

φαςματομετρία μάηασ ακολουκεί το παρακάτω διάγραμμα ροισ:  

Σο ςφςτθμα αντλιϊν δφο διαλυτϊν αποτελείται από το διαλφτθ τθσ κινθτισ φάςθσ Α (0,2% TFA 

ςε Θ2Ο) και το διαλφτθ τθσ κινθτισ φάςθσ Β (ACN: 2-Ethoxy Ethanol: 2-Methoxy Ethanol: TFA ςε 

αναλογίεσ 94.8:3:2:0.2%) και παρζχει ςυνεχι ςτακερι ροι 0,5 ml/min των αναμιγμζνων κινθτϊν 

φάςεων ςτο ςφςτθμα. Σο μίγμα τθσ κινθτισ φάςθσ ακολουκεί ςυνκικεσ βακμιδωτισ ζκλουςθσ από 

αρχικι ςφςταςθ 99,5%Α και 0,5%Β ζωσ τθν ςταδιακι αφξθςθ ςε 20%Β. Θ ροι περνάει από τον 

αυτόματο δειγματολιπτθ, όπου γίνεται θ ειςαγωγι του δείγματοσ και ςυνεχίηει ςτθ 

κερμοςτατοφμενθ ςτουσ 10oC ςτιλθ (Hypercarb, 150 x 4,6 mm ID, 3μm), όπου πραγματοποιείται ο 

διαχωριςμόσ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ. Μετά τθ ςτιλθ θ ροι διαχωρίηεται (Fixed Flow Splitter) 

ςε δφο επιμζρουσ ροζσ των 0,4 ml/min και των 0,1 ml/min. 

Θ ροθ των 0,4 ml/min κατευκφνεται ςτο ςφςτθμα παραγϊγιςθσ και αναμιγνφεται (Mixing Tee) 

με διάλυμα υδροξειδίου του νατρίου ςυγκζντρωςθσ 4Μ (4Μ NaOH) ροισ 0,3 ml/min. Θ αναμιγμζνθ 

ροι περνάει από το πεπλεγμζνο Reaction Coil (PEEK), όπου και πραγματοποιείται αντίδραςθ τθσ 

ΣΣΧ ςτουσ 130oC, ϊςτε να παραχκεί το φκορίηων παράγωγο τθσ, 2-αμινο-6-υδροξυμεκυλ-8-

υδροξυκουιναηολόνθ και αντίςτοιχα να παραχκοφν φκορίηων παράγωγα των αναλόγων τθσ ΣΣΧ. ΢τθ 

ςυνζχεια ακολουκεί ο φκοριςμομετρικόσ ανιχνευτισ, που λειτουργεί με μικοσ κφματοσ διζγερςθσ 

και εκπομπισ ςτα 365 και 495 nm, αντίςτοιχα, όπου πραγματοποιείται θ ανίχνευςθ των παραγϊγων 

τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ. Θ καταγραφι των αποτελεςμάτων πραγματοποιείται από το 

λογιςμικό ChromQuest. Θ ροι των 0,1 ml/min κατευκφνεται ςτο φαςματόμετρο μάηασ με αναλυτι 

μαηϊν τριπλοφ τετράπολου. Σο υγρό διάλυμα ρζει μζςω τριχοειδοφσ ςωλινα ςτθν πθγι ιόντων (+) 

ElectroSpray Ionisation, όπου δθμιουργείται ζνα εκνζφωμα από πολφ μικρζσ ςταγόνεσ και με τθν 

εφαρμογι μεγάλθσ διαφοράσ δυναμικοφ μεταφζρεται ζνα κετικό φορτίο ςτισ ςταγόνεσ, οι οποίεσ 

διαςπόνται ςε ιόντα αζριασ φάςθσ και μεταφζρονται ςτον αναλυτι μάηασ. ΢τον αναλυτι μάηασ 

τριπλοφ τετράπολου, που βρίςκεται ςε λειτουργία SRM/MRM, επιλζγονται τα πρόδρομα ιόντα τθσ 

ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ, ανάλογα με το m/z που φζρουν, παρακολουκείται θ αντίδραςθ 

κραυςματοποίθςθσ τουσ ςε προϊόντα ιόντα και πραγματοποιείται ο διαχωριςμόσ και θ μζτρθςθ 

τουσ. Σα ιόντα ανιχνεφονται και μετατρζπονται ςε θλεκτρικό ςιμα μζςω του 

θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτι και γίνεται επεξεργαςία και καταγραφι τουσ μζςω του λογιςμικοφ 

MassLynx. ΢το ςχιμα 9 παρουςιάηεται το διάγραμμα ροισ τθσ μεκόδου που περιγράφθκε 

παραπάνω. 
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΢χιμα 9. Διάγραμμα ροισ τθσ μεκόδου ανάλυςθσ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ με υγρι χρωματογραφία και ταυτόχρονθ φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ και 

φαςματομετρία μάηασ.
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5. Αποτελϋςματα – ΢υζότηςη 

5.1 Επιλογό αναλυτικόσ ςτόλησ και κινητόσ φϊςησ 

5.1.1 Επιλογό ςτατικόσ φϊςησ 

Θ ςτιλθ Hypercarb ζχει ωσ ςτατικι φάςθ πορϊδθ γραφιτικό άνκρακα (Porous Graphitic Carbon, 

PGC) γεγονόσ που τθσ προςδίδει μοναδικζσ ιδιότθτεσ ςτθν υγρι χρωματογραφία υψθλισ απόδοςθσ. 

Οι χθμικζσ επιφανειακζσ ιδιότθτεσ του PGC το διακρίνουν από τισ ςυμβατικζσ ςτατικζσ φάςεισ ςτθν 

υγρι χρωματογραφία, όπωσ τισ χθμικά τροποποιθμζνεσ ςτατικζσ φάςεισ διοξειδίου του  πυριτίου ι 

πολυμερικζσ ςτατικζσ φάςεισ. Σο PGC ςυμπεριφζρεται ωσ υλικό με ιςχυρζσ ιδιότθτεσ κατακράτθςθσ 

για τουσ μθ πολικοφσ αναλφτεσ όπωσ οι ςτατικζσ φάςεισ αλκυλίου πυριτίου, ωςτόςο θ ςυμπεριφορά 

ςυγκράτθςθσ και εκλεκτικότθτασ για  πολικζσ και δομικά ςυγγενείσ ενϊςεισ είναι πολφ διαφορετικι. 

Σο PGC παρζχει μοναδικζσ ιδιότθτεσ κατακράτθςθσ και διαχωριςμοφ των πολφ πολικϊν ενϊςεων. Θ 

επιφάνεια του είναι ςτερεό-επιλεκτικι με τθν ικανότθτα να διακρίνει γεωμετρικά ιςομερι, 

διαςτερεομερι και άλλεσ ςτενά ςυγγενείσ ενϊςεισ. Θ Hypercarb ςτιλθ είναι ςτακερι ςε όλο το 

εφροσ pH 0-14 και δεν επθρεάηεται από επικετικζσ κινθτζσ φάςεισ. Θ ςυμβατότθτα τθσ με όλα τα 

ςυςτιματα διαλυτϊν επιτρζπει τον διαχωριςμό ενόσ ευρζωσ φάςματοσ πολικότθτασ μζςα ςε μια 

απλι χρωματογραφικι διαδρομι. Θ εκλεκτικότθτα πλιρωςθσ τθσ Hypercarb είναι διαφορετικι από 

τθν εκλεκτικότθτα τθσ φάςθσ πυριτίου και τθσ πολυμερικισ φάςθσ. Ο μθχανιςμόσ ςυγκράτθςθσ τθσ 

είναι διαφορετικόσ από τισ ςυμβατικζσ C-18 ςτιλεσ. Οι ςτιλεσ Hypercarb βρίςκουν ευρεία 

εφαρμογι ςε αναλφςεισ όπωσ ςτισ βιοχθμικζσ, ςτισ αςφάλειεσ τροφίμων και γενικότερα ςτα 

τρόφιμα και ςτα ροφιματα, ςτισ περιβαλλοντικζσ και ςτισ κλινικζσ (Application Notebook, Thermo 

Fisher Scientific, 2009).  

Θ αναλυτικι ςτιλθ που επιλζχκθκε για το χρωματογραφικό διαχωριςμό τθσ τετραδοτοξίνθσ 

(TTX) και των αναλόγων τθσ είναι θ ςτιλθ Hypercarb (150 x 4,6 mm) με μζγεκοσ ςωματιδίων 

πλθρωτικοφ υλικοφ 3μm, του εμπορικοφ οίκου Thermo Fisher Scientific. Θ επιλογι ζγινε βάςθ τθσ 

διαφορετικότθτασ που παρζχουν ςτθ ςτιλθ οι μοναδικζσ ιδιότθτεσ τθσ από άλλεσ ςτιλεσ κακϊσ και 

ςτο γεγονόσ ότι δεν ζχει χρθςιμοποιθκεί ςε ζρευνα για τθν ανάλυςθ τθσ TTX.  
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5.1.2 Επιλογό κινητόσ φϊςησ Α 

Θ κατακράτθςθ πολικϊν ενϊςεων και ιόντων ςτθ Hypercarb οφείλεται ςε ςυγκεκριμζνεσ 

αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των διαλυμζνων ουςιϊν και των επιφανειακϊν θλεκτρονίων ςτον 

γραφιτικό άνκρακα, ο οποίοσ ςυμπεριφζρεται τόςο ωσ δότθσ θλεκτρονίων όςο και ωσ δζκτθσ 

θλεκτρονίων. Ο τφποσ και θ ςυγκζντρωςθ των θλεκτρονικϊν τροποποιθτϊν ςτθν κινθτι φάςθ 

μπορεί να ζχουν αξιοςθμείωτθ επίδραςθ ςτθ ςυγκράτθςθ, τθν επιλεκτικότθτα και επίςθσ ςτθν 

κορυφι ςυμμετρίασ των διαλυμζνων ουςιϊν που διαχωρίηονται ςε ςτιλεσ Hypercarb (Method 

development guide for Hypercarb Columns, Thermo Fisher Scientific, 2007). 

Ο πιο κοινά χρθςιμοποιοφμενοσ θλεκτρονικόσ τροποποιθτισ, το τριφκοροξικό οξφ (TFA), μπορεί 

να λειτουργιςει ωσ ζνασ ανταγωνιςτικόσ τροποποιθτισ ο οποίοσ μειϊνει τθν πολικι ςυγκράτθςθ. 

Κατά τον διαχωριςμό των ιονιηόμενων όξινων διαλυμζνων ουςιϊν (αναλφτεσ), πολφ ςυχνά είναι 

απαραίτθτο να χρθςιμοποιείται TFA προκειμζνου να επιτευχκεί ζκλουςθ ςε λογικό χρόνο ανάλυςθσ. 

Σο TFA ανταγωνίηεται με τισ όξινεσ διαλυμζνεσ ουςίεσ για τθν επιφάνεια του γραφίτθ, 

αποτρζποντασ τθν πολφ ιςχυρι ςυγκράτθςθ αυτϊν (Method development guide for Hypercarb 

Columns, Thermo Fisher Scientific, 2007). 

Γενικά, οι όξινεσ διαλυμζνεσ ουςίεσ απαιτοφν τθν προςκικθ TFA ςτθν κινθτι φάςθ προκειμζνου 

να επιτευχκεί ζκλουςθ ςε λογικό χρόνο ανάλυςθσ. Ζτςι, το προτεινόμενο πρϊτο βιμα ςτθν 

ανάπτυξθ μίασ μεκόδου ςε μια ςτιλθ Hypercarb είναι θ εκτζλεςθ τθσ βακμιδωτισ ζκλουςθσ, με 

0.1% TFA ςτισ κινθτζσ φάςεισ Α, Β (Method development guide for Hypercarb Columns, Thermo 

Fisher Scientific, 2007). 

΢τθν μζκοδο που αναπτφχκθκε θ κινθτι φάςθ Α ιταν 0,2% TFA ςε υπερκάκαρο νερό και υπιρξε 

προςκικθ 0,2% TFA και ςτθν κινθτι φάςθ Β με ςκοπό τθ μείωςθ των χρόνων ζκλουςθσ των τοξινϊν 

και του ςυνολικοφ χρόνου ανάλυςθσ. Σο ποςοςτό αυξικθκε από 0,1% ςε 0,2%, διότι προςζφερε 

καλφτερεσ και πιο ςυμμετρικζσ κορυφζσ και μικρότερο χρόνο ανάλυςθσ.  
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5.2 Μελϋτη τησ επύδραςησ του οργανικού διαλύτη 

Για τθ μελζτθ του οργανικοφ διαλφτθ πραγματοποιικθκαν πειράματα με διαφορετικοφσ διαλφτεσ 

για τθ κινθτι φάςθ Β. Θ μελζτθ εςτιάςτθκε κυρίωσ ςτθν HPLC-PCD-FLD τεχνικι, ϊςτε να 

επιτευχκοφν οι επικυμθτοί διαχωριςμοί τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ. Οι επιλεγόμενεσ ςυνκικεσ 

βακμιδωτισ ζκλουςθσ ςτον κάκε διαλφτθ ιταν οι βζλτιςτεσ ανάλογα με τθν πολικότθτα του 

διαλφτθ. Οι ςτακερζσ ςυνκικεσ ςτθ διάρκεια τθσ μελζτθσ παρουςιάηονται ςτον πίνακα 7. Οι 

οργανικοί διαλυτζσ που επιλζχκθκαν να μελετθκοφν παρουςιάηονται παρακάτω: 

 Μεκανόλθ (Methanol, CH3OH) 

 1,4 Διοξάνιο (1,4-Dioxan) 

 Ιςοπροπυλικι Αλκοόλθ (Isopropyl Alcohol, ΙΡΑ) 

 2- Αικόξυ αικανόλθ (2-Ethoxyl-ethanol) 

 2- Αικόξυ-αικανόλθ (2-Ethoxyl-ethanol) + 2- Μεκόξυ-αικανόλθ (2-Methoxy-ethanol) 

 

 

Πίνακασ 7. Χρωματογραφικζσ ςυνκικεσ μελζτθσ για τουσ οργανικοφσ διαλφτεσ. 

Κινθτι Φάςθ Α 0,2% TFA – 99,8% Θ2Ο 

Κινθτι Φάςθ B 0,2% TFA – 99,8% ACN/Organic modifier 

Ροι Κινθτισ Φάςθσ 0.50 ml/min 

Ροι PCD ςυςτιματοσ 0.30 ml/min 

΢τιλθ Hypercarb (150x4.6) Particle Sz (μ) 3 

Θερμοκραςία ςτιλθσ 15 οC 

 

 

Όλοι οι διαλφτεσ αναμίχκθκαν ςε διαφορετικζσ αναλογίεσ ο κακζνασ με διαλφτθ ακετονιτριλίου 

(Acetonitrile, ΑCN) και Organic modifier (Μεκανόλθ, 1.4 Διοξάνιο, Ιςοπροπυλικι Αλκοόλθ, 2- Αικόξυ 

αικανόλθ, 2- Αικόξυ-αικανόλθ + 2- Μεκόξυ-αικανόλθ). 
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Μεκανόλθ (Methanol) 

 

΢χιμα 10. Χρωματογράφθμα HPLC-PCD-FLD δείγματοσ γονάδασ με προςκικθ ςτθν κινθτι φάςθ Β 

οργανικοφ διαλφτθ 10% μεκανόλθ (Organic modifier) ςε ακετονιτρίλιο. ΢υνκικεσ βακμιδωτισ 

ζκλουςθσ. 

΢το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 10 παρατθρείται ότι θ μεκανόλθ είναι ζνασ αδφναμοσ 

οργανικόσ διαλφτθσ, που προςδίδει ελάχιςτουσ διαχωριςμοφσ των τοξινϊν και ζχει πολφ χαμθλι 

ευαιςκθςία και ςιμα ανίχνευςθσ, ενϊ παρουςιάηει και κόρυβο ςτθ βαςικι γραμμι (baseline). 

1,4 Διοξάνιο (1,4 Dioxan) 

 

΢χιμα 11. Χρωματογράφθμα HPLC-PCD-FLD δείγματοσ γονάδασ με προςκικθ ςτθν κινθτι φάςθ Β 

οργανικοφ διαλφτθ 10% 1.4-Διοξάνιο (Organic modifier) ςε ακετονιτρίλιο. ΢υνκικεσ βακμιδωτισ 

ζκλουςθσ. 

Βακμιδωτι ζκλουςθ 

 Χρόνοσ (min) B% 

0.00 0.0 

17.00 0.0 

27.00 1.0 

37.00 2.0 

50.00 5.0 

60.00 6.0 

70.00 10 

72.00 20.0 

80.00 20.0 

100.00 0.0 

Βακμιδωτι ζκλουςθ 

 Χρόνοσ (min) B% 

0.00 0.0 

15.00 0.0 

25.00 1.0 

35.00 2.0 

50.00 5.0 

60.00 10.0 

90.00 15.0 

120.00 0.0 

140.00 0.0 



41 

 

΢το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 11 παρατθρείται ότι το 1.4-Διοξάνιο είναι ζνασ ιςχυρόσ 

διαλφτθσ που δεν προςφζρει αποτελεςματικοφσ χρωματογραφικοφσ διαχωριςμοφσ τθσ ΣΣΧ και των 

αναλόγων, ενϊ αυξάνει τθν ζνταςθ τθσ ανίχνευςθσ. Επίςθσ παρατθρείται ότι ςε ςφγκριςθ με τθ 

μεκανόλθ αποδίδει περιςςότερουσ χρωματογραφικοφσ διαχωριςμοφσ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων 

τθσ. 

 

Ιςοπροπυλικι αλκοόλθ (Isopropyl Alcohol) 

 

΢χιμα 12. Χρωματογράφθμα HPLC-PCD-FLD δείγματοσ γονάδασ με προςκικθ ςτθν κινθτι φάςθ Β 

οργανικοφ διαλφτθ 30% Ιςοπροπυλικι αλκοόλθσ (Organic modifier) ςε ακετονιτρίλιο. ΢υνκικεσ 

βακμιδωτισ ζκλουςθσ. 

΢το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 12 παρατθρείται ότι θ ιςοπροπυλικι αλκοόλθ είναι ζνασ καλόσ 

και ιςχυρόσ διαλφτθσ που δεν αποδίδει καλοφσ χρωματογραφικοφσ διαχωριςμοφσ τθσ ΣΣΧ και των 

αναλόγων τθσ, αλλά αποδίδει καλό ςχιμα κορυφϊν. Επίςθσ παρατθρείται ότι υπάρχουν πολλά 

ςθμεία με νεκροφσ όγκουσ (dead volumes), γεγονόσ που παρατθρικθκε ςε όλα τα πειράματα με τθν 

ιςοπροπυλικι αλκοόλθ και ζντονοσ κόρυβοσ ςτθ βαςικι γραμμι (baseline). ΢ε ςφγκριςθ με τθ 

μεκανόλθ και το 1.4-διοξάνιο ζχει καλφτερα χρωματογραφικά αποτελζςματα, αλλά όχι τα 

επικυμθτά. 

 

 

Βακμιδωτι ζκλουςθ 

 Χρόνοσ 
(min) 

B% 

0.00 0.0 

15.00 0.0 

25.00 1.0 

35.00 2.0 

50.00 5.0 

60.00 10.0 

90.00 15.0 

120.00 0.0 

140.00 0.0 
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2- Αικόξυ αικανόλθ (2-Ethoxyl-ethanol) 

 

΢χιμα 13. Χρωματογράφθμα HPLC-PCD-FLD δείγματοσ γονάδασ με προςκικθ ςτθν κινθτι φάςθ Β 

οργανικοφ διαλφτθ 3% 2- αικόξυ αικανόλθ (Organic modifier) ςε ακετονιτρίλιο. ΢υνκικεσ 

βακμιδωτισ ζκλουςθσ. 

΢το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 13 παρατθρείται ότι θ 2- αικόξυ αικανόλθ παρά το γεγονόσ ότι 

είναι ζνασ ιςχυρόσ διαλφτθσ ςε μικρά ποςοςτά απζδωςε καλοφσ χρωματογραφικοφσ διαχωριςμοφσ 

με καλό ςχιμα κορυφϊν και χωρίσ ζντονο κόρυβο ςτθ baseline. Επίςθσ απζδωςε ιςχυρό ιονιςμό 

που είχε ωσ αποτζλεςμα καλφτερθ ανίχνευςθ τθσ τετραδοτοξίνθσ και των αναλόγων τθσ. ΢ε 

ςφγκριςθ με τουσ άλλουσ οργανικοφσ διαλφτεσ παρατθρείται ότι εμφανίηονται περιςςότερεσ τοξίνεσ 

και επιτυγχάνεται και διαχωριςμόσ τθσ ΣΣΧ, αλλά δεν εμφανίηει πλιρθ διαχωριςμό και απαιτείται 

εκτενζςτερθ μελζτθ ςε ςχζςθ με το ποςοςτό του, τθ κερμοκραςία ανάλυςθσ και τισ ςυνκικεσ 

βακμιδωτισ ζκλουςθσ.  

 

2- Αικόξυ αικανόλθ + 2- Μεκόξυ-αικανόλθ (2-Ethoxyl-ethanol &  2-Methoxy-ethanol) 

Υςτερα από εκτενι μελζτθ για το ποςοςτό και τισ ςυνκικεσ βακμιδωτισ ζκλουςθσ για τον οργανικό 

διαλφτθ 2- αικόξυ αικανόλθ, προζκυψε ότι το ιδανικό ποςοςτό είναι 3% ςε ακετονιτρίλιο, ενϊ 

παράλλθλα ζγινε προςκικθ 2% 2- μεκόξυ-αικανόλθ, το οποίο όπωσ παρατθρικθκε επζδραςε 

κετικά και απζδωςε καλφτερουσ χρωματογραφικοφσ διαχωριςμοφσ ςτισ κορυφζσ των τοξινϊν και 

πιο ςτακεροφσ χρόνουσ ζκλουςθσ των κορυφϊν. Επίςθσ πραγματοποιικθκε προςκικθ 0,2% TFA για 

καλφτερο ςχιμα κορυφϊν. Περιλθπτικά το μίγμα τθσ κινθτισ φάςθσ Β περιζχει: Ακετονιτρίλιο - 2- 

αικόξυ αικανόλθ - 2- μεκόξυ-αικανόλθ – τριφκοροξικό οξφ ςε αναλογίεσ 94,8% - 3% -2% - 0,2%. 

Βακμιδωτι ζκλουςθ 

 Χρόνοσ (min) B% 

0.00 0.5 

15.00 0.5 

25.00 1.0 

35.00 2.0 

50.00 7.0 

60.00 10.0 

90.00 20.0 

120.00 0.5 
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Οι ιδανικζσ ςυνκικεσ που παρατθρικθκαν για τθ μεταβολι τθσ ςφςταςθσ του οργανικοφ 

διαλφτθ (Κινθτι Φάςθ Β) αναλογικά με το ποςοςτό τθσ Κινθτισ Φάςθσ Α ςε ςχζςθ με το χρόνο είναι: 

από 0 ζωσ 20 λεπτά 0,5%Β ιςοκρατικά, από 20 ζωσ 50 λεπτά 3%Β γραμμικά (linear gradient), από τα 

50.1 ζωσ τα 55 λεπτά 5%Β ςε διακριτά βιματα (step gradient), από τα 55 ζωσ τα 75 λεπτά 9% 

γραμμικά, από τα 75 ζωσ τα 100 λεπτά 13% γραμμικά, από τα 100 ζωσ τα 115 λεπτά 20% γραμμικά, 

από τα 115 ζωσ τα 130 λεπτά 20% ιςοκρατικά, από τα 130 ζωσ τα 140 λεπτά 0,5% γραμμικά και από 

τα 140 ζωσ τα 260 λεπτά 0,5% ιςοκρατικά, ϊςτε να πραγματοποιθκεί ιςορρόπθςθ τθσ ςτιλθσ για 

τθν επόμενθ ανάλυςθ. Οι ςυνκικεσ παρουςιάηονται παραπάνω ςτον πίνακα 3. 

΢το ςχιμα 14 παρουςιάηεται το χρωματογράφθμα δείγματοσ γονάδασ με όλεσ τισ ςυνκικεσ που 

αναφζρονται παραπάνω και οι ςυνκικεσ βακμιδωτισ ζκλουςθσ. 

 

΢χιμα 14. Χρωματογράφθμα HPLC-PCD-FLD δείγματοσ γονάδασ με κινθτι φάςθ Α τριφκοροξικό οξφ 

0,2% και κινθτι φάςθ Β ακετονιτρίλιο - 2- αικόξυ αικανόλθ - 2- μεκόξυ-αικανόλθ – τριφκοροξικό 

οξφ ςε αναλογίεσ 94,8% - 3% -2% - 0,2%.  

Βακμιδωτι ζκλουςθ 

 Χρόνοσ 
(min) 

B% 

0.0 0,5 

20.0 0,5 

50.0 3,0 

50.1 5,0 

55.0 5,0 

75.0 9,0 

100.0 13,0 

120.0 20,0 

130.0 20,0 

140.0 0,5 

260.0 0,5 
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5.3 Μελϋτη τησ θερμοκραςύασ ανϊλυςησ 

Θ μελζτθ τθσ κερμοκραςίασ πραγματοποιικθκε ςτισ κερμοκραςίεσ των 10οC, 20οC και 30οC με τισ 

ςυνκικεσ όπωσ αναγράφονται ςτουσ πίνακεσ 3,4 και 5. Να ςθμειωκεί ότι θ κερμοκραςία των 10οC 

επιτεφχκθκε με peltier cooling ςτο κερμοςτατοφμενο φοφρνο. Για τθ μελζτθ χρθςιμοποιικθκε 

δείγμα γονάδασ επειδι περιζχει μεγαλφτερεσ ποςότθτεσ τθσ τετραδοτοξίνθσ και των αναλόγων τθσ. 

΢τα ςχιματα 15 και 16 παρουςιάηονται τα χρωματογραφιματα ςε κερμοκραςίεσ 10, 20 και 30 

οC με τθ μζκοδο τθσ υγρισ χρωματογραφίασ με ανίχνευςθ με φκοριςμό (HPLC-PCD-FLD) και με τθ 

μζκοδο υγρισ χρωματογραφίασ με φαςματομετρία μάηασ (LC-MS/MS) αντίςτοιχα.  

΢τα ςχιματα 17 και 18 παρουςιάηονται τα χρωματογραφιματα MRM τθσ LC-MS/MS μεκόδου 

για τα ΣΣΧ ανάλογα με m/z 320 ςτθ μετάπτωςθ m/z 320>302 και  με m/z 304 ςτθ μετάπτωςθ m/z  

304>286.  

 

΢χιμα 15. Χρωματογραφιματα HPLC-PCD-FLD γονάδασ ςτουσ: 10οC, 20oC και 30οC 
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΢χιμα 16. Χρωματογράφθματα SRM/MRM με τθν LC-MS/MS μζκοδο για δείγμα γονάδασ ςτουσ 
10οC, 20οC και 30οC 

 

 

΢χιμα 17. Χρωματογράφθματα LC-MS/MS για δείγμα γονάδασ ςτουσ 10οC, 20οC και 30οC ςτθ 
μετάπτωςθ m/z 320>302 
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΢χιμα 18. Χρωματογράφθματα LC-MS/MS για δείγμα γονάδασ ςτουσ 10οC, 20οC και 30οC ςτο 
κραφςμα 304>286 

 

Από τα χρωματογραφιματα του ςχιματοσ 15 και του ςχιματοσ 16 παρατθρείται ότι όςο πιο 

χαμθλι είναι θ κερμοκραςία τόςο ο χρόνοσ ζκλουςθσ των τοξινϊν αυξάνεται και θ διαχωριςτικι 

ικανότθτα τθσ ςτιλθσ αυξάνει. ΢τθ κερμοκραςία των 10οC παρατθρείται ο πλιρθσ διαχωριςμόσ των 

ΣΣΧ αναλόγων με m/z 320 από τα ανάλογα ΣΣΧ με m/z 304. Επίςθσ ςτουσ 10οC παρατθρείται θ 

εμφάνιςθ μιασ ακόμθ τοξίνθσ με μοριακό ιόν 254, ςτουσ 20οC  παρατθρείται ότι υπάρχει 

διαχωριςμόσ τθσ ΣΣΧ από τισ υπόλοιπεσ, αλλά οι m/z 254 δεν διαχωρίηεται ςωςτά και ςτουσ 30οC 

δεν υπάρχει κακόλου διαχωριςμόσ τθσ ΣΣΧ.  

Ο πλιρθσ διαχωριςμόσ των ΣΣΧ αναλόγων με m/z 320 από τα ανάλογα ΣΣΧ με m/z 304, 

επιβεβαιϊνεται και από χρωματογραφιματα LC-MS/MS των ςχθμάτων 17 και 18 αντίςτοιχα, κακϊσ 

ςτουσ 10οC ο διαχωριςμόσ των κορυφϊν είναι πλιρθσ και ςτθ βαςικι γραμμι (baseline), ςε ςχζςθ 

με τουσ 20οC και τουσ 30οC. 

Για τουσ παραπάνω λόγουσ ωσ κερμοκραςία ανάλυςθσ τθσ μεκόδου επιλζχτθκε θ 

κερμοκραςία των 10οC, διότι ςε ςφγκριςθ με τισ κερμοκραςίεσ των 20οC και 30οC παρζχει 

καλφτερουσ χρωματογραφικοφσ διαχωριςμοφσ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων.  

10
 ο

C 

20
 ο

C 

30
 ο

C 
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5.4 Γραμμικότητα 

Για τθν καταςκευι τθσ γραμμισ αναφοράσ χρθςιμοποιικθκαν πρότυπα διαλφματα τθσ 

τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) με εφροσ ςυγκεντρϊςεων από 20 ζωσ 3000 μg/L (ppb) και τθσ 4,9-anhydroTTX 

ςε εφροσ ςυγκεντρϊςεων από 80 ζωσ 3000 μg/L (ppb). Πραγματοποιικθκαν τρεισ (3) επαναλιψεισ 

ςε κάκε πρότυπο ουςίασ και λιφκθκε ο μζςοσ όροσ των 3 μετριςεων. Σα δεδομζνα για το εμβαδόν 

κορυφισ τθσ ΣΣΧ και τθσ 4,9-anhydroTTX με βάςθ τθ ςυγκζντρωςθ και οι χρόνοι κατακράτθςθσ, για 

τθ μζκοδο HPLC-PCD-FLD παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 8 και για τθ μζκοδο LC-MS/MS ςτισ 

μεταπτϊςεισ m/z 320>302 και 320>162 και 302>162, παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 9. ΢τα ςχιματα 

19 και 20, παρουςιάηονται οι γραμμζσ αναφοράσ των δφο ουςιϊν για τισ μεκόδουσ και ςτουσ 

πίνακεσ 10 και 11 παρουςιάηονται οι εξιςϊςεισ παλινδρόμθςθσ και οι ςυντελεςτζσ ςυςχζτιςθσ 

(Correlation Coefficient, R2) που υπολογίςτθκαν από τθ μζκοδο ελαχίςτων τετραγϊνων των 

γραμμϊν αναφοράσ.  

Πίνακασ 8. Εμβαδόν κορυφισ και χρόνοσ κατακράτθςθσ των πρότυπων ουςιϊν τθσ ΣΣΧ και τθσ 4,9-

anhydroTTX για τθν HPLC-PCD-FLD μζκοδο. 

 
TTX 4,9-anhydroTTX 

Concentration 

(ppb) 

Retention Time 

(min) 
Peak Area 

Retention Time 

(min) 
Peak Area 

20 18.64 69166 - - 

80 18.85 541893 44.71 131585 

100 18.69 688757 44.65 135687 

200 18.61 1350582 44.68 371679 

400 18.63 2512860 44.69 784630 

600 18.57 4051047 44.62 1174381 

800 18.67 5421448 44.68 1544652 

1000 18.63 7166844 44.70 1873777 

3000 18.65 20765810 44.71 5795384 
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Πίνακασ 9. Εμβαδόν κορυφισ και χρόνοσ κατακράτθςθσ των πρότυπων ουςιϊν τθσ ΣΣΧ και τθσ 4,9-

anhydroTTX για τθν LC-MS/MS μζκοδο. 

 TTX 4,9-anhydroTTX  

Concentration 

(ppb) 

Retention 

Time (min) 

Area MRM 

(320>302) 

Area MRM 

(320>162) 

Retention 

Time (min) 

Area MRM 

(302>162) 

20 16.41 1171.69 171.71 - - 

80 16.66 4011.7 1266.57 42.45 2911.7 

100 16.52 4989.8 1708.73 42.43 3697.6 

200 16.41 8848.42 3001.81 42.41 7502.1 

400 16.47 14450 5147.93 42.50 13599.3 

600 16.48 19591.22 6784.06 42.49 19409.3 

800 16.52 24080.98 8052.27 42.48 25210.8 

1000 16.49 28619 9843.61 42.46 31952.1 

3000 16.51 85956.3 32043.55 42.45 82952.6 
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΢χιμα 19. Γραμμζσ αναφοράσ για τθ ΣΣΧ και τθν 4,9-anhydroTTX με τθν HPLC-PCD-FLD μζκοδο. 

Πίνακασ 10. Εξιςϊςεισ γραμμϊν αναφοράσ για τθν ΣΣΧ και τθν 4,9-anhydroTTX για τθ μζκοδο HPLC-

PCD-FLD.  

Σοξίνεσ Εξίςωςθ R2 

ΣΣΧ  y = 6953.4x - 60285 0.9996 

4,9-anhydroΣΣΧ  y = 1938.4x - 20956 0.9998 

 

y = 6953.4x - 60285 
R² = 0.9996 
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΢χιμα 20. Γραμμζσ αναφοράσ για τθ ΣΣΧ και τθν 4,9-anhydroTTX με τθν LC-MS/MS μζκοδο. 

Πίνακασ 11. Εξιςϊςεισ γραμμϊν αναφοράσ για τθν ΣΣΧ και τθν 4,9-anhydroTTX για τθ μζκοδο LC-

MS/MS.  

Σοξίνεσ Εξίςωςθ R2 

ΣΣΧ (m/z 320>302) y = 27.906x + 2077.9 0.9986 

ΣΣΧ (m/z 320>162) y = 10.447x + 360.82 0.9968 

4,9-anhydroΣΣΧ (m/z 302>162) y = 27.246x + 2357 0.9972 

 

y = 27.906x + 2077.9 
R² = 0.9986 

y = 10.447x + 360.82 
R² = 0.9968 
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5.5 Επαναληψιμότητα - Repeatability (%RSD) 

Ο όροσ ςχετικι τυπικι απόκλιςθ ι επαναλθψιμότθτα (Relative Standard Deviation, %RSD) 

αναφζρεται ςτο πόςο προςεγγίηουν μεταξφ τουσ οι τιμζσ από μια ςειρά μετριςεων που ζγιναν με 

τον ίδιο ακριβϊσ τρόπο ςε μια ςυγκεκριμζνθ ποςότθτα (Αναγνϊςτου Ν., 2016). 

Ο υπολογιςμόσ τθσ επαναλθψιμότθτασ πραγματοποιικθκε ςε δείγμα γονάδασ για τθ μζκοδο 

HPLC-PCD-FLD και για τθ μζκοδο LC-MS/MS. Θ επαναλθψιμότθτα υπολογίςτθκε για πζντε 

διαδοχικζσ εγχφςεισ του δείγματοσ, ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ ανάλυςθσ. Σο %RSD για το χρόνο ζκλουςθσ 

(Retention Time, RT) και το εμβαδόν κορυφισ, υπολογίςτθκε για τισ τοξίνεσ: τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ), 

11-deoxyTTX, 11-norTTX-6(R)-ol, 5,6,11-trideoxyTTX και για τθ τοξίνθ με m/z 286, (θ τελευταία ςε 

χρονικι ςειρά κορυφι που αναλφεται ςτo φαςματογράφο μάηασ). ΢τον Πίνακα 12 παρουςιάηονται  

τα αποτελζςματα για τθ μζκοδο HPLC-PCD-FLD και ςτον Πίνακα 13 για τθ μζκοδο LC-MS/MS. ΢τα 

ςχιματα 21 και 22 παρουςιάηονται τα χρωματογραφιματα για τισ δυο μεκόδουσ αντίςτοιχα.  

Για τον υπολογιςμοφ του %RSD αρχικά απαιτείται να υπολογιςτεί ο μζςοσ όροσ και θ τυπικι 

απόκλιςθ είτε του χρόνου ζκλουςθσ, είτε του εμβαδοφ κορυφισ. 

Ο τφποσ υπολογιςμοφ του %RSD είναι ο εξισ: 

%𝑅𝑆𝐷= 
   

  
 𝑆𝐷 

Όπου 𝑥 , είναι ο μζςοσ όροσ και SD, είναι θ τυπικι απόκλιςθ (Αναγνϊςτου Ν., 2016). 

Για να είναι αποδεκτό το %RSD των χρόνων και των εμβαδϊν από τισ επαναλιψεισ, δεν πρζπει 

να ξεπερνά το 2.0% (Αναγνϊςτου Ν., 2016). Από τα αποτελζςματα του υπολογιςμοφ τθσ 

επαναλθψιμότθτασ, που αναγράφονται ςτουσ παρακάτω πίνακεσ, παρατθρείται ότι οι τιμζσ δεν 

υπερβαίνουν το 2% και για τισ δφο παραμζτρουσ και ςτισ δφο μεκόδουσ. Οι χρόνοι ζκλουςθσ είναι 

ςτακεροί και οι τιμζσ τθσ ςχετικισ τυπικισ απόκλιςθσ κυμαίνονται από 0,12% ζωσ 0,58% και για τα 

εμβαδά οι τιμζσ κυμαίνονται από 0,35% ζωσ 1,45% και ςτισ δφο μεκόδουσ. 

Από το %RSD αποδεικνφεται ότι θ μζκοδοσ για τθν ανάλυςθ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και των 

αναλόγων τθσ με ταυτόχρονθ χριςθ των τεχνικϊν HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS είναι ακριβείσ και 

επαναλιψιμθ. 
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Πίνακασ 12. Χρόνοσ κατακράτθςθσ (RT) και εμβαδόν κορυφισ των τοξινϊν ςε δείγμα γονάδασ. 

Τπολογιςμόσ τθσ επαναλθψιμότθτασ με 5 επαναλιψεισ ςτο ίδιο δείγμα με τθ μζκοδο HPLC-PCD-

FLD. 

 
Tetrodotoxin 11-deoxyTTX 11-norTTX-6(R)-ol 

5,6,11-
trideoxyTTX 

m/z 286 

 n=5 RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν 

1 18.64 14021968 21.87 2452936 54.03 12962071 98.78 18614028 130.12 1317178 

2 18.85 13970355 22.05 2461305 54.23 12752038 99.39 17886932 130.55 1278908 

3 18.69 14098999 21.89 2487152 54.02 12852900 99.24 17938684 130.62 1302573 

4 18.62 14031986 21.91 2442955 54 13038588 99.14 17994604 130.42 1298124 

5 18.61 14099096 21.87 2408933 53.97 13054341 99.07 18095646 130.4 1311556 

Avg. 18.68 14044481 21.92 2450656.2 54.05 12931987.6 99.12 18105979 130.42 1301668 

St. 
dev. 

0.09 49219.2 0.068 25497.7 0.092 114783 0.203 263284.7 0.172 13188.9 

%RSD 0.47 0.35 0.31 1.04 0.17 0.89 0.20 1.45 0.13 1.01 

 

 

΢χιμα 21. Μελζτθ επαναλθψιμότθτασ με χρωματογραφιματα δείγματοσ γονάδασ με τθ μζκοδο 

HPLC-PCD-FLD.   
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Πίνακασ 13. Χρόνοσ κατακράτθςθσ (RT) και εμβαδόν κορυφισ των τοξινϊν ςε δείγμα γονάδασ. 

Τπολογιςμόσ τθσ επαναλθψιμότθτασ με 5 επαναλιψεισ ςτο ίδιο δείγμα, με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 

 
Tetrodotoxin 11-deoxyTTX 11-norTTX-6(R)-ol 

5,6,11-
trideoxyTTX 

286 

 (n=5) RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν RT Εμβαδόν 

1 16.41 58590 19.66 159807 51.88 305815 96.68 2559656 128 197470 

2 16.67 57632 19.82 160145 52.04 306941 97.02 2536584 128.43 191102 

3 16.51 57853 19.8 159654 51.78 308025 96.78 2527123 128.23 196002 

4 16.41 59012 19.66 161755 51.46 309541 96.89 2505632 128.37 198507 

5 16.46 59321 19.71 162056 51.51 313266 96.95 2567015 128.32 196824 

Avg. 16.49 58481.6 19.73 160683.4 51.73 308717 96.86 2539202 128.27 195981 

St. 
dev. 

0.096 650.33 0.068 1014.9 0.220 2585.6 0.121 22233.4 0.15 2573.5 

%RSD 0.58 1.1 0.35 0.63 0.43 0.84 0.13 0.88 0.12 1.31 

 

 

΢χιμα 22. Μελζτθ επαναλθψιμότθτασ με χρωματογραφιματα δείγματοσ γονάδασ με τθ μζκοδο LC-
MS/MS.    
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5.6 Κατώτερο όριο ανύχνευςησ και κατώτερο όριο ποςοτικοπούηςησ 

΢τισ αναλυτικζσ μεκόδουσ χρθςιμοποιοφνται οι όροι κατϊτερο όριο ανίχνευςθσ (limit of detection, 

LOD) και κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ (limit of quantification, LOQ). Σο LOD είναι θ μικρότερθ 

ςυγκζντρωςθ (ι ποςότθτα ουςίασ) που μπορεί να ανιχνευκεί, ενϊ το LOQ είναι θ μικρότερθ 

ςυγκζντρωςθ (ι ποςότθτα ουςίασ) που μπορεί να αναφερκεί ποςοτικά με ικανοποιθτικό βακμό 

εμπιςτοςφνθσ (όρια εμπιςτοςφνθσ 95%). Για τον υπολογιςμό των LOD και LOQ απαιτείται θ γνϊςθ 

τθσ εξίςωςθσ τθσ καμπφλθσ αναφοράσ, όπωσ και θ τυπικι απόκλιςθ πολλαπλϊν μετριςεων και 

ειδικά του «χαμθλότερου προτφπου» (Αναγνϊςτου Ν., 2016). 

Ο εξιςϊςεισ υπολογιςμοφ του LOD και του LOQ είναι ο εξισ:  

                                               𝐿𝑂𝐷=3.3 
 

 
  και  𝐿𝑂𝑄=10 

 

 
                 (1) 

Όπου ς : είναι θ τυπικι απόκλιςθ και S: θ κλίςθ τθσ γραμμισ αναφοράσ (Αναγνϊςτου Ν., 2016). 

Ο υπολογιςμόσ του LOD και LOQ τθσ ΣΣΧ με τθν HPLC-PCD-FLD και με τθν LC-MS/MS μζκοδο 

(μεταπτϊςεισ με m/z 320>302 και m/z 320>162) πραγματοποιικθκε με ανάλυςθ τθσ διακφμανςθσ 

των δεδομζνων του Πίνακα 8 και του Πίνακα 9 μζςω του προγράμματοσ excel. Σα αποτελζςματα τθσ 

ανάλυςθσ διακφμανςθσ παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 14, ςτον Πίνακα 15 και ςτον Πίνακα 16 

αντίςτοιχα. 

Πίνακασ 14. Τπολογιςμόσ LOD και LOQ με ανάλυςθ διακφμανςθσ τθσ ΣΣΧ για τθν HPLC-PCD-FLD 

τεχνικι. 

  
βαθμοί 

ελευθερίασ SS MS F 
΢ημαντικότητα 

F 

Παλινδρόμθςθ 1 3.35821E+14 3.35821E+14 17389.76401 3.80368E-13 

Τπόλοιπο 7 1.3518E+11 19311403129 
  

΢φνολο 8 3.35956E+14       

  ΢υντελεςτζσ 
Συπικό 

ςφάλμα t τιμή-P 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι -60284.67562 58865.72336 -1.024104898 0.339867773 

Μεταβλθτι X 1 9525.180972 72.23145972 131.8702544 3.80368E-13 

  Κατϊτερο 95% Τψηλότερο 95% Κατϊτερο 95,0% Τψηλότερο 95,0% 

Σεταγμζνη ςτην αρχή -199479.9927 78910.64143 -199479.9927 78910.64143 

Μεταβλητή X 1 9354.380711 9695.981234 9354.380711 9695.981234 
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Πίνακασ 15. Τπολογιςμόσ LOD και LOQ με ανάλυςθ διακφμανςθσ τθσ ΣΣΧ για τθν LC-MS/MS τεχνικι 

ςτθ μετάβαςθ με m/z 320 > 302. 

  
βαθμοί 

ελευθερίασ SS MS F ΢ημαντικότητα F 

Παλινδρόμθςθ 1 5408969083 5408969083 4910.425 3.16908E-11 

Τπόλοιπο 7 7710694.553 1101527.793 
  

΢φνολο 8 5416679778       

  ΢υντελεςτζσ Συπικό ςφάλμα t τιμή-P 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι 2077.901629 444.5834585 4.673816781 0.002277 

Μεταβλθτι X 1 103.3560307 1.474946618 70.07442128 3.17E-11 

  
Κατϊτερο 

95% 
Τψηλότερο 

95% 
Κατϊτερο 

95,0% 
Τψηλότερο 

95,0% 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι 1026.628801 3129.174 1026.6288 3129.174 

Μεταβλθτι X 1 99.86833613 106.8437 99.868336 106.8437 

 

Πίνακασ 16. Τπολογιςμόσ LOD και LOQ με ανάλυςθ διακφμανςθσ τθσ ΣΣΧ για τθν LC-MS/MS τεχνικι 

ςτθ μετάβαςθ με m/z 320 >162. 

  
βαθμοί 

ελευθερίασ SS MS F ΢ημαντικότητα F 

Παλινδρόμθςθ 1 758086249 758086249 2171.417 5.48057E-10 

Τπόλοιπο 7 2443844.189 349120.5984 
  ΢φνολο 8 760530093.1       

  ΢υντελεςτζσ Συπικό ςφάλμα t τιμή-P 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι 360.8156534 250.2898897 1.441591004 0.192617 

Μεταβλθτι X 1 38.69348812 0.830359788 46.59846092 5.48E-10 

  
Κατϊτερο 

95% 
Τψηλότερο 

95% 
Κατϊτερο 

95,0% 
Τψηλότερο 

95,0% 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι -231.025889 952.6572 -231.0259 952.6572 

Μεταβλθτι X 1 36.72999923 40.65698 36.729999 40.65698 
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Ο υπολογιςμόσ του LOD και LOQ τθσ 4,9-anhydroΣΣΧ με τισ HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS 

μεκόδουσ (μετάπτωςθ με m/z 302>162) πραγματοποιικθκε με ανάλυςθ τθσ διακφμανςθσ των 

δεδομζνων του Πίνακα 8 και του Πίνακα 9 μζςω του προγράμματοσ excel. Σα αποτελζςματα 

παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 17 και Πίνακα 18 αντίςτοιχα. 

Πίνακασ 17. Τπολογιςμόσ LOD και LOQ με ανάλυςθ διακφμανςθσ τθσ 4,9-anhydroΣΣΧ για τθν HPLC-
PCD-FLD τεχνικι. 

  
βαθμοί 

ελευθερίασ SS MS F ΢ημαντικότητα F 

Παλινδρόμθςθ 1 2.41888E+13 2.42E+13 6141.099 2.91E-10 

Τπόλοιπο 6 23632999125 3.94E+09 
  

΢φνολο 7 2.42124E+13       

  ΢υντελεςτζσ Συπικό ςφάλμα t τιμή-P 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι 12151.30335 29008.88714 0.418882 0.689884 

Μεταβλθτι X 1 1920.420367 24.50604664 78.36516 2.91E-10 

  
Κατϊτερο 

95% 
Τψηλότερο 

95% 
Κατϊτερο 

95,0% 
Τψηλότερο 

95,0% 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι -58830.9 83133.49 -58830.9 83133.49 

Μεταβλθτι X 1 1860.456 1980.385 1860.456 1980.385 

 

Πίνακασ 18. Τπολογιςμόσ LOD και LOQ με ανάλυςθ διακφμανςθσ τθσ 4,9-anhydroΣΣΧ για τθν LC-
MS/MS τεχνικι ςτθ μετάβαςθ με m/z 302 >162. 

  
βαθμοί 

ελευθερίασ SS MS F ΢ημαντικότητα F 

Παλινδρόμθςθ 1 4782403095 4.78E+09 2173.168 6.53E-09 

Τπόλοιπο 6 13203959.52 2200660 
  ΢φνολο 7 4795607054       

  ΢υντελεςτζσ Συπικό ςφάλμα t τιμή-P 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι 2356.990736 692.0477485 3.405821 0.014392 

Μεταβλθτι X 1 27.24588578 0.584459348 46.61725 6.53E-09 

  
Κατϊτερο 

95% 
Τψηλότερο 

95% 
Κατϊτερο 

95,0% 
Τψηλότερο 

95,0% 

Σεταγμζνθ ςτθν αρχι 663.6109 4050.371 663.6109 4050.371 

Μεταβλθτι X 1 25.81577 28.67601 25.81577 28.67601 
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Σο LOD και το LOQ των HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS μεκόδων, για τθν ΣΣΧ υπολογίςτθκε 

εφαρμόηοντασ τισ bold τιμζσ των πινάκων 14, 15 και 16 αντίςτοιχα, ςτισ εξιςϊςεισ (1) και για τθν 4,9-

anhydroΣΣΧ υπολογίςτθκε εφαρμόηοντασ τισ bold τιμζσ των πινάκων 17 και 18 αντίςτοιχα, ςτισ 

εξιςϊςεισ (1). Σα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 19. 

Πίνακασ 19. LOD και LOQ τθσ ΣΣΧ και τθσ 4,9-anhydroTTX  των μεκόδων HPLC-PCD-FLD και LC-

MS/MS. 

 ΣΣΧ 4,9-anhydroTTX 

Μζκοδοσ LOD (μg/L) LOQ (μg/L) LOD (μg/L) LOQ (μg/L) 

HPLC-PCD-FLD 20,39 61,8 49,85 151,05 

LC-

MS/MS 

m/z 

320>302 
14,20 43,02 - - 

m/z 

320>162 
21,35 64,69 - - 

m/z 

302>162 
- - 83,82 254 

 

΢φμφωνα με τθ Rodriguez και τουσ ςυνεργάτεσ τθσ (2012), το LOD τθσ μεκόδου ανάλυςθσ του L. 

sceleratus για τθν ΣΣΧ ιταν 16 ng/ml και το LOQ 63 ng TTX/ml. Ο Chen και οι ςυνεργάτεσ του (2011), 

ζχουν αναφζρει μια μζκοδο LC-MS που ζδωςε διαχωριςμό των αναλόγων τθσ ΣΣΧ ςε pufferfish, με 

LOD 0,1 ng.ml-1 και LOQ 0,25 ng.ml-1 και για τθ ΣΣΧ και για τθν 4,9-anhydroTTX. Σο κατϊτερο όριο 

ανίχνευςθσ (LOD) και το κατϊτερο όριο ποςοτικοποίθςθσ (LOQ), που αποκτικθκε από τα διαλφματα 

των προτφπων ιταν: ΣΣΧ = 0,6 και 2,2 ng/ml και 4,9-anhydroTTX= 1,9 και 6,5 ng/ml, αντίςτοιχα 

(Vlamis et al., 2015). Από τα υπολογιςμζνα LOD και LOQ για τισ δφο μεκόδουσ παρατθρείται ότι για 

τθν ΣΣΧ τα αποτελζςματα είναι αποδεκτά, ενϊ για τθν 4,9-anhydroΣΣΧ τα αποτελζςματα είναι 

ελαφρά υψθλότερα ςε ςχζςθ με άλλεσ μελζτεσ.   
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5.7 Ποιοτικόσ προςδιοριςμόσ τησ ΣΣΦ και των αναλόγων τησ 

Ο ποιοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και των αναλόγων τθσ πραγματοποιικθκε ςε 

δείγμα από τον ιςτό τθσ γονάδασ του Lagocephalus sceleratus. Θ ταυτοποίθςθ των τοξινϊν του 

δείγματοσ πραγματοποιικθκε μζςω τθσ μεκόδου LC-MS/MS και ςτθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκε  

αντιςτοίχιςθ των κορυφϊν και ςτθ μζκοδο HPLC-PCD-FLD. 

΢τα ςχιματα 23 και 24 παρουςιάηονται τα χρωματογραφιματα του δείγματοσ τθσ γονάδασ με 

τισ μεκόδουσ HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS αντίςτοιχα.  

 

΢χιμα 23. Χρωματογράφθμα HPLC-PCD-FLD δείγματοσ γονάδασ με αναγραφι τθσ ΣΣΧ και των 

αναλόγων τθσ που ανιχνεφτθκαν. 
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΢χιμα 24. Χρωματογράφθμα MRM δείγματοσ γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS, με αναγραφι τθσ 

ΣΣΧ και των αναλόγων τθσ που ανιχνεφτθκαν. 

 
Από τα χρωματογραφιματα των ςχθμάτων 23 και 24 παρατθρείται ότι οι χρόνοι ζκλουςθσ των 

τοξινϊν από τισ δφο τεχνικζσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανάλυςθ διαφζρουν ελαφρά μεταξφ 

τουσ και αυτό οφείλεται ςτθ διαφορετικι διαδρομι που ακολουκοφςαν οι διαχωριςκείςεσ τοξίνεσ 

μετά τθ ςτιλθ για τον ταυτόχρονο προςδιοριςμό με τισ μεκόδουσ HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS. 

΢τθν τεχνικι LC-MS/MS οι χρόνοι είναι μικρότεροι κακϊσ οι τοξίνεσ οδθγοφνταν απευκείασ ςτο 

φαςματογράφο μάηασ για τθν ανίχνευςθ τουσ, ενϊ ςτθ τεχνικι HPLC-PCD-FLD οι χρόνοι είναι 

μεγαλφτεροι κακϊσ οι τοξίνεσ περνοφςαν από το reaction coil (1500 μL), ςτο ςφςτθμα παραγϊγιςθσ, 

για να πραγματοποιθκεί θ αντίδραςθ τουσ και ςτθ ςυνζχεια ανιχνεφονταν ςτο φκοριςμομετρικό 

ανιχνευτι. Θ διαφορά ςτουσ χρόνουσ ιταν ςτακερι και δεν επθρζαςε τθν αντιςτοίχιςθ των 

κορυφϊν ςτισ δφο τεχνικζσ. ΢το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 23 παρατθρικθκαν επιπλζον 

άγνωςτεσ κορυφζσ που δεν ανιχνεφονται ςτο φαςματόμετρο μάηασ (πικανϊσ να μθν ιονίηονται με 

ςυνκικεσ +ESI) και ο χαρακτθριςμόσ τουσ δεν κατζςτθν δυνατόσ λόγω ζλλειψθσ αντιςτοίχων 

προτφπων ουςιϊν.  
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Παρακάτω ακολουκεί αναλυτικι περιγραφι τθσ αντιςτοίχιςθσ και του χαρακτθριςμοφ τθσ ΣΣΧ και 

των αναλόγων τθσ, ανάλογα με το μοριακό τουσ ιόν και τισ μεταπτϊςεισ που χρθςιμοποιικθκαν γι’ 

αυτό.  

 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ m/z 320 

 

΢χιμα 25. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 320 > 302 / 162 (από πάνω προσ τα κάτω 
αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 
 

΢φμφωνα με τον Bane και τουσ ςυνεργάτεσ του (2014), το tetrodonic acid ζχει m/z 320 και είναι ζνα 

ανάλογο τθσ ΣΣΧ, το οποίο ςτα είδθ pufferfish χρονικά εκλοφεται πρϊτο. Από το χρωματογράφθμα 

του ςχιματοσ 25 παρατθρείται ότι θ κορυφι με m/z 320 ςτθ μετάπτωςθ 320>162 ςτο χρόνο 12.04 

min (΢χιμα 24- LC-MS/MS) και 14.27 min (΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD) είναι θ πρϊτθ που εκλοφεται 

οπότε μπορεί να χαρακτθριςκεί ωσ το tetrodonic acid. Θ τετραδοτοξίνθ (ΣΣΧ) και θ 4-epiTTX ζχουν 

m/z 320 και εκλοφονται αντίςτοιχα ςε ςειρά, ενϊ θ 6-epiTTX υπάρχει αναλόγωσ με το είδοσ 

pufferfish, το τμιμα του ψαριοφ, το φφλο και τθν εποχι (Gorapava Puilingi C. et al., 2015). Από το 

χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 25 παρατθροφνται δφο κορυφζσ m/z 320 ςε χρόνουσ 16.35 και 

18.11 min (΢χιμα 24) και 18.64 και 20.33 min (΢χιμα 23) αντίςτοιχα, αυτζσ οι κορυφζσ αποδίδονται 

ωσ ΣΣΧ και 4-epiTTX. Επίςθσ ςτο ίδιο χρωματογράφθμα και ςτο χρόνο 29,03 min παρατθρείται μια 

ακόμα κορυφι με m/z 320 που αποδίδεται ςε κάποιο άλλο ανάλογο τθσ ΣΣΧ με το ίδιο μοριακό 

βάροσ ι τθν 6-epiTTX. 

Θ ταυτοποίθςθ τθσ ΣΣΧ επιβεβαιϊνεται και από το χρωματογράφθμα τθσ πρότυπθσ ουςίασ ΣΣΧ. 

΢το ΢χιμα 26 παρουςιάηεται το χρωματογράφθμα τθσ πρότυπθσ ουςίασ ΣΣΧ ςε ςυγκζντρωςθ 1ppm. 
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Από το χρωματογράφθμα προςδιορίηεται και θ 4-epiTTX ςτο χρόνο 18.11 min, ενϊ παρατθρείται και 

m/z 304 που αποδίδεται ςτα deoxyTTX ανάλογα και πικανϊσ οφείλεται ςε επιμόλυνςθ τθσ πθγισ 

του φαςματόμετρου μάηασ από προθγοφμενθ ζγχυςθ (carry over). 

 

΢χιμα 26. Χρωματογράφθμα MRM πρότυπθσ ουςίασ ΣΣΧ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 

 

 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ m/z 304 

 

΢χιμα 27. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 304 > 286 / 162 (από πάνω προσ τα κάτω 

αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 
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΢φμφωνα με τον Gorapava Puilingi και τουσ ςυνεργάτεσ του (2015), οι 5-deoxyTTX και 11-deoxyTTX 

με m/z 304, εκλοφονται με ςειρά 11-deoxyTTX και 5-deoxyTTX αντίςτοιχα. Από το χρωματογράφθμα 

του ςχιματοσ 27 παρατθροφνται δυο κορυφζσ με m/z 304 ςε χρόνο 19.71 και 22.0 min (΢χιμα 24-

LC-MS/MS) και 21.87 και 24.24 min (΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD), αυτζσ μποροφν αποδοκοφν ωσ 11-

deoxyTTX και 5-deoxyTTX αντίςτοιχα. Επίςθσ από το ςχιμα 27 παρατθροφνται άλλεσ δφο μικρζσ 

κορυφζσ που δίνουν m/z 304 και αποδίδονται ςε άλλα ανάλογα τθσ ΣΣΧ με ίδιο μοριακό ιόν. 

 

 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ m/z 302 

 

΢χιμα 28. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 302 > 284 /162 (από πάνω προσ τα κάτω 

αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 

 
΢φμφωνα με τον Bane και τουσ ςυνεργάτεσ του (2016), θ 4,9-anhydroTTX και θ AnhydroTTX με m/z 

302 είναι δυο από τα ςυνικθ TTX ανάλογα από τα pufferfish. Θ  6-epi-4,9-anhydroTTX είναι θ epi 

μορφι τθσ 4,9-anhydroTTX με m/z 302 που ζχει ανιχνευτεί ςτθ ςαλαμάνδρα Cynops pyrrhogaster 

και μπορεί να υπάρχει και ςτα pufferfish. Από το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 28 

παρατθροφνται 3 κορυφζσ με m/z 302, ςτα 38.62, 42.45 και 64.77 min (΢χιμα 24-LC-MS/MS) και 

40.80, 44.71 και 66.83 min (΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD). Από αυτζσ θ κορυφι ςτα 42.45 min (΢χιμα 22) 

και 44.71 min (΢χιμα 21) αποδίδεται ωσ θ 4,9-anhydroTTX. Θ ταυτοποίθςθ τθσ επιβεβαιϊνεται και 

από το χρωματογράφθμα τθσ πρότυπθσ ουςίασ του ςχιματοσ 26 κακϊσ το πρότυπο τθσ τοξίνθσ 

είναι κακαρότθτασ 98% και περιζχει και τθν 4,9-anhydroTTX που εκλοφεται ςτα 42.45 min. Οι άλλεσ 

δφο κορυφζσ που δίνουν m/z 302 αποδίδονται ςε άλλα ανάλογα τθσ ΣΣΧ με ίδιο μοριακό ιόν.  
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 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ με m/z 290 

 

΢χιμα 29. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 290 > 272 / 244 / 162 (από πάνω προσ τα 

κάτω αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 

 
΢φμφωνα με τον Bane και τουσ ςυνεργάτεσ του (2014), θ 11-norTTX-6(S)-ol και θ 11-norTTX-6(R)-ol 

είναι ανάλογα τθσ ΣΣΧ με m/z 290 και ζχουν αναφερκεί για τθν φπαρξθ τουσ ςε αρκετζσ μελζτεσ ςτο 

L. Sceleratus και ςε άλλα είδθ pufferfish. Από το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 29, παρατθροφνται 

4 κορυφζσ με m/z 290. Θ κορυφι ςε χρόνο 50.71 min δεν ζχει διαχωριςτεί πλιρωσ από τθν κορυφι 

ςτα 51.83 min. Θ 11-norTTX-6(S)-ol και θ 11-norTTX-6(R)-ol εκλοφονται ςε πολφ κοντινοφσ χρόνουσ 

και ςε ςειρά πρϊτα θ (S) και μετά θ (R) (Rambla-Alegre et al., 2017, Rodriguez, et al., 2012, Bane et 

al., 2014). Ζτςι οι κορυφζσ ςτο χρωματογράφθμα με χρόνο 50.71 min (΢χιμα 24-LC/MS/MS) και 

52.91 min (΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD) μπορεί να αποδοκοφν ωσ 11-norTTX-6(S)-ol και θ μεγαλφτερθ 

κορυφι ςε χρόνο 51.83 min (΢χιμα 24-LC/MS/MS) και 54.02 min (΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD) ωσ 11-

norTTX-6(R)-ol. Σα ανάλογα τθσ ΣΣΧ είναι ςυνικωσ παρόντα με 4-epi και 4,9-ανυδρο μορφζσ που 

είναι ςε χθμικι ιςορροπία με τθ μορφι τθσ ΣΣΧ (Yotsu – Yamashita et al., 2013). Οπότε οι υπόλοιπεσ 

κορυφζσ που εμφανίηονται με m/z 290 μπορεί να αποτελοφν κάποια από τισ 4-epi και 4,9-ανυδρο 

μορφζσ των 11-norTTX-6(S)-ol και θ 11-norTTX-6(R)-ol. 
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 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ με m/z 288 

 

΢χιμα 30. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 288 > 270 / 252 / 224 / 162 / 160 / 148 

(από πάνω προσ τα κάτω αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 

΢φμφωνα με τθ Yotsu – Yamashita και τουσ ςυνεργάτεσ τθσ (2013), οι κορυφζσ του 5,11-

dideoxyTTX και 6,11-dideoxyTTX με μοριακό ιόν 288 εκλοφονται χωριςτά ςτα 6,5 min και 8,9 min 

αντίςτοιχα, ςτα φάςματα ιόντων κραφςματοσ των δφο αναλόγων dideoxyTTX παρατθρικθκαν 

αφυδατωμζνα ιόντα που ζχαςαν ζνα και δφο νερά ςε m/z 270.1071 και 252.0946 για τθν 5,11-

dideoxyTTX και ζνα νερό ςε m/z 270.1101 για τθν 6,11-dideoxyTTX. Άλλα ιόντα μεγάλου 

κραφςματοσ για τθν 5,11-dideoxyTTX ανιχνεφκθκαν ςε m/z 133.0736 (α), 148.0840 (b), 160.0837 (c), 

162.0674 (d), 176.0832 (e) , και 206.0938 (g), ενϊ για τθν 6,11-dideoxyTTX ανιχνεφκθκαν ςε m/z 

148.0858 (b), 160.0858 (c), 176.0796 (e) και 224.1029 (h). Σα κραφςματα ιόντων (α), (d), (f) και (g) 

ιταν ειδικά για τθν 5,11-dideoxyTTX και (h) ιταν ειδικά για 6,11-dideoxyTTX, ενϊ (b) και (e) 

παρουςιάςτθκαν κοινά και για τα δφο ανάλογα τθσ dideoxyTTX.  

Από το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 30 για το μοριακό ιόν m/z 288 και με βάςθ τισ ζξι (6) 

μεταπτϊςεισ που χρθςιμοποιικθκαν προκφπτουν 6 κορυφζσ με μοριακό ιόν m/z 288. Λόγω του ότι 

θ 6,11-dideoxyTTX εκλοφεται δεφτερθ και χαρακτθρίηεται από το κραφςμα ιόντοσ m/z 224 από ότι θ 

5,11-dideoxyTTX. Mζςω του ςχιματοσ 30 πραγματοποιείται θ ταυτοποίθςθ τθσ με τθν κορυφι m/z 

288 ςτο χρόνο 88.42 min (΢χιμα 24-LC-MS/MS) και τθν κορυφι ςτο χρόνο 90.55 min (΢χιμα 23-

HPLC-PCD-FLD). Θ 5,11-dideoxyTTX και οι υπόλοιπεσ κορυφζσ δεν είναι δυνατό να ταυτοποιθκοφν 
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με ακρίβεια. Πικανότατα, οι μικρότερεσ κορυφζσ είναι εκείνεσ των 4-epi τφπων των  5,11-

dideoxyTTX και 6,11-dideoxyTTX, αντιςτοίχωσ, εφόςον τα ανάλογα ΣΣΧ είναι ςυνικωσ παρόντα με 4- 

epi και 4,9-ανυδρο μορφζσ που είναι ςε χθμικι ιςορροπία με τθ μορφι τθσ ΣΣΧ (Yotsu – Yamashita 

et al., 2013). Μια από τισ κορυφζσ είναι πικανό να αποτελεί και θ 1-hydroxy-8-epi-5,6,11-trideoxy 

TTX (Bane V. et al., 2014). 

 

 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ με m/z 272 

 

΢χιμα 31. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 272 > 254 / 178 / 162 / 146 / 133 / 122 

(από πάνω προσ τα κάτω αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 

 

΢φμφωνα με τθ Rodriguez και τουσ ςυνεργάτεσ τθσ (2012), θ 5,6,11-trideoxyTTX με m/z 272, 

βρζκθκε ότι είναι το κφριο και μεγαλφτερο ανάλογο ΣΣΧ ςτον L. Sceleratus. ΢ε πολλζσ ζρευνεσ ζχει 

ανιχνευτεί και θ 4-epi μορφι τθσ που είναι θ 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX με m/z 272 (Bane V. et al., 

2016). Θ 5,6,11-trideoxyTTX ζχει χαρακτθριςτικά κραφςματα ςτα m/z 178 και 146, ενϊ ζχει ζνα 

κοινό κραφςμα ςτο m/z 162 με τα υπόλοιπα ανάλογα τθσ ΣΣΧ (Bane V. et al., 2014). Από το 

χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 31 παρατθροφνται πζντε (5) κορυφζσ με m/z 272, εκ των οποίων οι 

κορυφζσ ςτουσ χρόνουσ 96.68 και 99.88 min (΢χιμα 24 και 31-LC-MS/MS) και 98.77 και 102.01 min 

(΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD) μποροφν να χαρακτθριςκοφν ωσ 5,6,11-trideoxyTTX και 4-epi-5,6,11-
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trideoxyTTX αντίςτοιχα. Θ 5,6,11-trideoxyTTX επιβεβαιϊνεται και από το ζντονο ςιμα που 

παρουςιάηει ςτισ μεταπτϊςεισ m/z 272>178/146 ςτο ςχιμα 31, που είναι χαρακτθριςτικζσ γι αυτι, 

αλλά και το ότι παρουςιάηει ζντονο ςιμα ςε όλεσ τισ μεταβάςεισ που είναι χαρακτθριςτικά 

κραφςματα του μορίου τθσ (Bane V. et al., 2016). H 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX αποδίδεται ωσ θ 

κορυφι ςτο χρόνο 99.88 min ζχοντασ μεγαλφτερο χρόνο κατακράτθςθσ από τθν 5,6,11-trideoxyTTX. 

Οι κορυφζσ ςτουσ χρόνουσ 40.64, 115.64 και 123.84 min αποδίδονται ςε άλλα ανάλογα τθσ ΣΣΧ με 

ίδιο μοριακό ιόν. 

 

 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ με m/z 254 

 

΢χιμα 32. Χρωματογράφθμα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 254 > 236 / 162 / 133 (από πάνω προσ τα 

κάτω αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ. 

 

΢φμφωνα με τον Gorapava Puilingi και τουσ ςυνεργάτεσ του (2015), θ 4,4a-anhydro-5,6,11-

trideoxyTTX και θ 4,9-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX είναι ςθμαντικά TTX ανάλογα ςε όλουσ ςχεδόν 

τουσ τοξικοφσ ιςτοφσ των pufferfish και ζχουν δείξει ςθμαντικζσ ςυγκεντρϊςεισ ςε όλα τα τοξικά 

pufferfish που ερευνικθκαν. Θ ςειρά ζκλουςθσ των αναλόγων ΣΣΧ με m/z 254, είναι πρϊτθ θ 4,9-

anhydro-5,6,11-trideoxyTTX και ζπειτα θ 4,4a-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX (Rambla – Alegre M., 

2017). Από το χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 32 παρατθροφνται τρεισ κορυφζσ με m/z 254. Οι δφο 

πρϊτεσ κορυφζσ ςε χρόνο 107.12 και 109.20 min (΢χιμα 24-LC-MS/MS) και 109.30 και 111.30 min 
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(΢χιμα 23-HPLC-PCD-FLD) λόγω τθσ μεγάλθσ ζνταςθσ του ςιματοσ που επιδεικνφουν και ςτισ δυο 

περιπτϊςεισ μποροφν να αποδοκοφν ωσ 4,9-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX και 4,4a-anhydro-5,6,11-

trideoxyTTX αντίςτοιχα. Θ τρίτθ μικρότερθ κορυφι που παρατθρείται από το χρωματογράφθμα του 

ςχιματοσ 32, αποδίδεται ςε άλλο ανάλογο τθσ ΣΣΧ με ίδιο μοριακό ιόν. 

 

 LC-MS/MS χρωματογράφθμα με κορυφζσ με m/z 286 και 245 

 

 

΢χιμα 33. Χρωματογραφιματα MRM των μεταπτϊςεων: m/z 286 > 254 / 162 και m/z 245 > 186  

(από πάνω προσ τα κάτω αντίςτοιχα) από δείγμα γονάδασ με τθ μζκοδο LC-MS/MS. 
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Σα μοριακά ιόντα m/z 286 και 245 ανιχνεφκθκαν μετά από πλιρθ ςάρωςθ (Full Scan MS) που 

πραγματοποιικθκε ςτο δείγμα τθσ γονάδασ κακϊσ και οι δυο ζδιναν ζντονεσ κορυφζσ που δεν 

αντιςτοιχοφςαν με κάποια από τισ χαρακτθριςτικζσ μάηεσ των αναλόγων τθσ ΣΣΧ. Θ  m/z 286 είναι 

χαρακτθριςτικό κραφςμα των deoxy αναλόγων από τθν απϊλεια ενόσ μορίου νεροφ (Bane V. et al., 

2016). Ζτςι μπορεί να κεωρθκεί ότι οι τρεισ κορυφζσ με m/z 286 που παρατθροφνται ςτο 

χρωματογράφθμα του ςχιματοσ 33 μπορεί να αποδοκοφν ϊσ κάποιεσ deoxy μορφζσ τθσ ΣΣΧ που 

κραυςματοποιικθκαν πλιρωσ ςτο m/z 286. Για το ιόν m/z 245 δεν υπάρχει κάποια ταφτιςθ με τα 

κραφςματα των χαρακτθριςτικϊν αναλόγων τθσ ΣΣΧ, οπότε μπορεί να κεωρθκεί ωσ ζνα νζο 

ανάλογο τοξίνθσ ΣΣΧ. 

Για τισ άγνωςτεσ κορυφζσ που εμφανίςτθκαν ςτα χρωματογραφιματα και τισ m/z 286 και 245, 

κα πρζπει να γίνει μια νζα εκτενισ μελζτθ ϊςτε να επιτευχκεί θ αναγνϊριςθ τουσ και να 

χαρακτθριςκοφν ϊςτε να ολοκλθρωκεί θ πλιρθσ εικόνα για το προφίλ τθσ ΣΣΧ και των αναλόγων 

τθσ, που εμπεριζχονται ςτο Lagocephalus sceleratus.  

Θ ΣΣΧ και τα ανάλογα τθσ που ανιχνεφτθκαν και ταυτοποιικθκαν ςτο δείγμα του ιςτοφ τθσ 

γονάδασ του Lagocephalus sceleratus, ςτουσ αντίςτοιχουσ χρόνουσ ζκλουςθσ τουσ, για τισ μεκόδουσ 

υγρισ χρωματογραφίασ και παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ με ανίχνευςθ με φκοριςμό και υγρι 

χρωματογραφία – φαςματογραφία μάηασ ςυηευγμζνθ με τριπλό τετράπολο, παρουςιάηονται 

αναλυτικά ςτον Πίνακα 20. 

Πίνακασ 20. ΣΣΧ και τα ανάλογα τθσ ςτουσ χρόνουσ ζκλουςθσ τουσ, ςτο δείγμα γονάδασ, με τισ 

τεχνικζσ HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS με τριπλό τετράπολο. 

  HPLC-PCD-FLD LC-MS/MS 

n Σοξίνεσ 
Χρόνοσ Κατακράτθςθσ 

(min) 

Χρόνοσ Κατακράτθςθσ 

(min) 

1 Tetrodonic Acid 14,28 12,09 

2 Σetrodotoxin 18,64 16,35 

3 4-epiTTX 20,38 18,11 

4 11-deoxyTTX 21,87 19,66 

5 5-deoxyTTX 24,24 22,05 

6 m/z 290 29,26 27,01 

7 m/z 320 31,16 29,03 

8 Άγνωςτθ 32,71 ND 
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9 m/z 304 34,77 32,92 

10 m/z 302 40,80 38,62 

11 m/z 272 42,85 40,59 

12 4,9-anhydroTTX 44,72 42,45 

13 m/z 286 46,9 44,74 

14 11-norTTX-6(S)-ol 52,92 50,71 

15 11-norTTX-6(R)-ol 54,03 51,88 

16 m/z 288 61,24 58,86 

17 m/z 304 73,14 70,74 

18 m/z 288 82,75 79,58 

19 6,11-dideoxyTTX 90,55 88,42 

20 Άγνωςτθ 95.50 ND 

21 5,6,11-trideoxyTTX 98,77 96,68 

22 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX 102,01 99,82 

23 
4,9-anhydro-5,6,11-

trideoxyTTX 
109,31 107,17 

24 
4,4a-anhydro-5,6,11-

trideoxyTTX 
111,30 109,20 

25 m/z 254 113,88 111,75 

26 m/z 245 116,47 114,36 

27 m/z 272 117,73 115,64 

28 m/z 245 119,64 117,56 

29 Άγνωςτθ 121,52 ND 

30 m/z 272 126,75 123,74 

31 m/z 286 130,12 128,00 

32 m/z 254 133,61 131,20 

 *ND- Not Detected  
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5.8 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τησ ΣΣΦ και τησ 4,9-ανυδροΣΣΦ 

Ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και τθσ 4,9-ανυδροΣΣΧ (4,9-anhydroTTX) 

πραγματοποιικθκε ςε δείγματα από τουσ ιςτοφσ των επιμζρουσ τμθμάτων του Lagocephalus 

sceleratus (γονάδα, ςυκϊτι, μφεσ και δζρμα). Οι υπολογιςμοί πραγματοποιικθκαν με βάςθ τισ 

ςυγκεντρϊςεισ και τα εμβαδά κορυφϊν των πρότυπων ουςιϊν ΣΣΧ και 4,9-anhydroTTX που 

χρθςιμοποιοφνταν ςε θμεριςια βάςθ με τθν εφαρμογι βακμονομιςεων ενόσ επιπζδου(Single Level 

Calibration). Ενδεικτικά οι ποςότθτεσ τοξίνθσ (mg/Kg) τθσ ΣΣΧ και τθσ 4,9-anhydroTTX που 

προςδιορίςτθκαν με τθ μζκοδο υγρισ χρωματογραφίασ και παραγϊγιςθσ μετά τθ ςτιλθ με 

φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ (HPLC-PCD-FLD) παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 21 και με τθ μζκοδο 

υγρισ χρωματογραφίασ – φαςματομετρίασ μάηασ (LC-MS/MS) παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 22. 

Πίνακασ 21. Ποςότθτεσ τθσ ΣΣΧ (mg/Kg) και τθσ 4,9-anhydroTTX (mg/Kg) ςτουσ ιςτοφσ του 

Lagocephalus sceleratus που αποκτικθκαν από τθν HPLC-PCD-FLD μζκοδο. 

 HPLC-PCD-FLD 

Ιςτοί ΣΣΧ (mg/Kg) 
4,9-anhydroTTX 

(mg/Kg) 

Γονάδα 1 243.14 23.56 

Γονάδα 2 146.27 9.53 

Γονάδα 3 234.50 16.62 

΢υκϊτι 1 120.98 19.97 

Μφεσ 1 5.19 0.37 

Δζρμα 1 2.02 0.10 

 

Από τα αποτελζςματα του Πίνακα 21 παρατθρείται ότι για τθν HPLC-PCD-FLD μζκοδο θ 

ποςότθτα τθσ ΣΣΧ (mg/Kg) και τθσ 4,9-anhydroTTX (mg/Kg), ςτον ιςτό των τριϊν δειγμάτων γονάδασ 

είναι 243,14, 146,27 και 234,50 mg/Kg και 23,56, 9,53 και 16,62 mg/Kg (γονάδα 1,2 και 3, 

αντίςτοιχα).  ΢το δείγμα από τον ιςτό του ςυκωτιοφ1 θ ποςότθτα τθσ ΣΣΧ είναι 120,98 mg/Kg και θ 

ποςότθτα τθσ 4,9-anhydroTTX είναι 19,97 mg/Kg, για τον ιςτό των μυϊν1 θ ποςότθτα τθσ ΣΣΧ είναι 

5,19 mg/Kg και θ ποςότθτα τθσ 4,9-anhydroTTX είναι 0,37 mg/Kg και για τον ιςτό του δζρματοσ1 θ 

ποςότθτα τθσ ΣΣΧ είναι 2.02 mg/Kg και θ ποςότθτα τθσ 4,9-anhydroTTX είναι 0,10 mg/Kg. 

Παρατθρείται ότι οι μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ ΣΣΧ και 4,9-anhydroTTX εμφανίηονται ςε ςειρά 
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από τισ υψθλότερεσ ςτισ χαμθλότερεσ ςτα δείγματα τθσ γονάδασ, του ςυκωτιοφ, των μυϊν και του 

δζρματοσ, αντίςτοιχα.  

 

Πίνακασ 22. Ποςότθτεσ τθσ ΣΣΧ (mg/Kg) και τθσ 4,9-anhydroTTX (mg/Kg) ςτουσ ιςτοφσ του 

Lagocephalus sceleratus που αποκτικθκαν από τθν LC-MS/MS μζκοδο. 

 LC-MS/MS 

Ιςτοί ΣΣΧ (mg/Kg) 
4,9-anhydroTTX 

(mg/Kg) 

Γονάδα 4 274.53 51.40 

Γονάδα 5 183.39 28.00 

Γονάδα 6 268.39 35.55 

΢υκϊτι 2 158.37 27.51 

Μφεσ 2 11.73 4.75 

Δζρμα 2 7.46 1.68 

 

Από τα αποτελζςματα του Πίνακα 22 παρατθρείται ότι για τθν LC-MS/MS μζκοδο θ ποςότθτα 

τθσ ΣΣΧ (mg/Kg) και τθσ 4,9-anhydroTTX (mg/Kg), ςτον ιςτό των τριϊν δειγμάτων γονάδασ είναι 

274,53, 183,39 και 268,39 mg/Kg και 51,40, 28,0, και 35,55 mg/Kg (γονάδα 4, 5 και 6, αντίςτοιχα).  

΢το δείγμα από τον ιςτό του ςυκωτιοφ2 θ ποςότθτα τθσ ΣΣΧ είναι 158,37 mg/Kg και θ ποςότθτα τθσ 

4,9-anhydroTTX είναι 27,51 mg/Kg, για τον ιςτό των μυϊν2 θ ποςότθτα τθσ ΣΣΧ είναι 11,73 mg/Kg 

και θ ποςότθτα τθσ 4,9-anhydroTTX είναι 4,75 mg/Kg και για τον ιςτό του δζρματοσ θ ποςότθτα τθσ 

ΣΣΧ είναι 7,46 mg/Kg και θ ποςότθτα τθσ 4,9-anhydroTTX είναι 1,68 mg/Kg. Παρατθρείται ότι οι 

μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ ΣΣΧ και 4,9-anhydroTTX εμφανίηονται ςε ςειρά από τισ υψθλότερεσ 

ςτισ χαμθλότερεσ ςτα δείγματα τθσ γονάδασ, του ςυκωτιοφ, των μυϊν και του δζρματοσ, αντίςτοιχα.  

Όταν ςυγκρίνεται θ περιεκτικότθτα τθσ ΣΣΧ ςτουσ διαφορετικοφσ ιςτοφσ του L. Sceleratus, όλεσ 

οι μζκοδοι δείχνουν τθν ίδια τάςθ από τθν υψθλότερθ ςτθ χαμθλότερθ περιεκτικότθτα ςε ΣΣΧ: 

γονάδα > ςυκϊτι > μφεσ > δζρμα. Οι υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ ΣΣΧ ςτθ γονάδα και ςτο ςυκϊτι 

ςε ςφγκριςθ με το δζρμα και τουσ μφεσ ζχει επίςθσ παρατθρθκεί και ςε L. Sceleratus από τθν 

Ελλάδα. ΢ε προθγοφμενεσ μελζτεσ τα επίπεδα τθσ τετραδοτοξίνθσ κυμαίνονταν ςτο εφροσ: 0,17 – 

239,32 mg/Kg , 0,19 – 87,53 mg/Kg, 0,07 – 10,16 mg/Kg και 0,15 – 6,63 mg/Kg ςτον ιςτό γονάδασ, 
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ςυκωτιοφ, μυϊν και δζρματοσ, αντίςτοιχα (Acar et al., 2017, Katikou et al., 2009, Kosker et al., 2016, 

Reverte et al., 2015, Rodriguez et al., 2012). 

Σα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ ζρχονται ςε ςυμφωνία με τισ παραπάνω 

βιβλιογραφικζσ αναφορζσ κακϊσ παρουςιάηεται θ ίδια τάςθ ςτθν περιεκτικότθτα τθσ ΣΣΧ από τθν 

υψθλότερθ ςτθ χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ ςτουσ ιςτοφσ των επιμζρουσ τμθμάτων του L. sceleratus 

και ςτισ δφο μεκόδουσ. Επίςθσ ζρχονται ςε ςυμφωνία αναφορικά με τισ υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ 

ςτον ιςτό τθσ γονάδασ και του ςυκωτιοφ ςε ςφγκριςθ με τουσ μφεσ και το δζρμα κακϊσ ο L. 

sceleratus ζχει αλιευκεί ςτο νθςί τθσ Ρόδου.  

Σα επίπεδα τθσ ΣΣΧ ςτουσ επιμζρουσ ιςτοφσ ςτθν HPLC-PCD-FLD μζκοδο ζρχονται ςε ςυμφωνία 

με τα παραπάνω βιβλιογραφικά επίπεδα, με εξαίρεςθ τθ γονάδα1 και το ςυκϊτι1, που 

παρουςιάηουν υψθλότερα επίπεδα. Σα επίπεδα τθσ ΣΣΧ ςτουσ επιμζρουσ ιςτοφσ ςτθν LC-MS/MS 

μζκοδο παρουςιάηονται υψθλότερα ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα τθσ βιβλιογραφίασ, με εξαίρεςθ τθ 

γονάδα 5 που βρίςκεται εντόσ των επιπζδων. Οι μεταβολζσ ςτα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ τθσ ΣΣΧ ςτισ 

γονάδεσ, τα ςυκϊτια, τουσ μφεσ και τα δζρματα κακορίηονται ωσ ςυνάρτθςθ τθσ εποχισ ςυλλογισ 

του Lagocephalus sceleratus και του φφλου του. Επιπλζον, τα κθλυκά βρζκθκαν γενικά πιο τοξικά 

από τα αρςενικά και τα υψθλότερα επίπεδα τοξικότθτασ καταγράφθκαν τον Μάρτιο, γεγονόσ που 

οδιγθςε τουσ ερευνθτζσ ςτο ςυμπζραςμα ότι θ τοξικότθτα αρχίηει να αυξάνεται κακϊσ πλθςιάηει θ 

εποχι ωοτοκίασ (Kosker et al., 2016, Ali et al., 2011).  Οπότε τα υψθλότερα επίπεδα ςυγκζντρωςθσ 

τθσ ΣΣΧ ςτθν παροφςα μελζτθ μποροφν να αποδοκοφν ςτθ διαφορετικι εποχι ςυλλογισ και ςτο 

φφλο των L. sceleratus, από τα οποία παραλιφκθκαν οι ιςτοί των επιμζρουσ τμθμάτων. 

΢ε ζρευνα που πραγματοποιικθκε από τουσ Rodriguez, et al, (2012), ςχετικά με τθν ποςότθτα 

τοξίνθσ (μg/g) τθσ 4,9-άνυδροΣΣΧ ςτο Lagocephalus sceleratus που λιφκθκε με τθν τεχνικι LC-ESI-

CID-MS/MS ςε κατάςταςθ MRM, βρζκθκε ότι θ ποςότθτα τθσ 4,9-ανυδροΣΣΧ ςτον ιςτό τθσ γονάδασ 

κυμαίνεται από 0.54 ζωσ 5.55 μg/g ςε δφο είδθ του ψαριοφ και ςτον ιςτό του ςυκωτιοφ από 0.52 

ζωσ 6.60 μg/g, ενϊ ςτουσ ιςτοφσ των μυϊν και του δζρματοσ ιταν μικρότερο από το LOQ. Σα 

αποτελζςματα τθσ παροφςασ ζρευνασ για τθν 4,9-ανυδροΣΣΧ παρουςιάηουν μεγαλφτερα επίπεδα 

ςε ςφγκριςθ με τθν ζρευνα τθσ Rodriguez et al., (2012), γεγονόσ που μπορεί να αποδοκεί ςτθ 

διαφορετικι εποχι ςυλλογισ και ςτο φφλο των L. sceleratus, από τα οποία παραλιφκθκαν οι ιςτοί 

των επιμζρουσ τμθμάτων. 
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6. ΢υμπερϊςματα 

Θ μζκοδοσ που αναπτφχκθκε για τθν ταυτόχρονθ ανάλυςθ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και των 

αναλόγων τθσ ςτο Lagocephalus sceleratus, με υγρι χρωματογραφία και παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ 

με φκοριςμομετρικι ανίχνευςθ (HPLC-PCD-FLD) και με υγρι χρωματογραφία – φαςματομετρία 

μαηϊν (LC-MS/ΜS), ιταν αποδοτικι κακϊσ με τθ χριςθ τθσ αναλυτικισ ςτιλθσ Hypercarb και με τθ 

μελζτθ για τθν επιλογι των κατάλλθλων κινθτϊν φάςεων και ςυνκθκϊν για τθν ανάλυςθ 

πραγματοποιικθκε επιλεκτικόσ και ευαίςκθτοσ χρωματογραφικόσ διαχωριςμόσ τθσ ΣΣΧ και των 

αναλόγων τθσ. 

Από τθ μζκοδο ανιχνεφτθκαν τριάντα δυο (32) τοξίνεσ εκ των οποίων ταυτοποιικθκαν θ ΣΣΧ, θ 

4,9-ανυδροΣΣΧ και ζντεκα (11) ακόμα γνωςτά και ςθμαντικά ανάλογα τθσ ΣΣΧ όπωσ, θ 11-deoxyTTX 

και 5-deoxyTTX με m/z 304, θ 11-norTTX-6(S)-ol και θ 11-norTTX-6(R)-ol με m/z 290, θ 6,11-

dideoxyTTX με m/z 288, θ 5,6,11-trideoxyTTX και θ 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX με m/z 272 και θ 4,9-

anhydro-5,6,11-trideoxyTTX και θ 4,4a-anhydro-5,6,11-trideoxyTTX με m/z 254. Ενϊ 

πραγματοποιικθκε και ανίχνευςθ του τετραδονικοφ οξζοσ με m/z 320. Σαυτόχρονα ανιχνεφτθκαν 

κορυφζσ με γνωςτό μοριακό ιόν που δεν ιταν δυνατό να ταυτοποιθκοφν, ενϊ ανιχνεφτθκαν και 

άγνωςτεσ κορυφζσ με τθν μζκοδο HPLC-PCD-FLD που δεν ανιχνευτικαν με τθν LC-MS/MS μζκοδο.  

Θ ςχετικι τυπικι απόκλιςθ (%RSD) τθσ μεκόδου για τθν ΣΣΧ και τζςςερα ακόμα ανάλογα τθσ για 

πζντε επαναλιψεισ (n=5) ιταν ακριβείσ και επαναλιψιμθ κακϊσ δεν ξεπερνοφςε το όριο του 1,5%, 

για τουσ χρόνουσ ζκλουςθσ κυμαίνονταν από 0,12% ζωσ 0,58% και για το εμβαδόν των κορυφϊν 

κυμαίνονταν από 0,63% ζωσ 1,45% και ςτισ δφο μεκόδουσ. 

Σο κατϊτερο όριο ανίχνευςθσ (LOD) για τθν ΣΣΧ υπολογίςτθκε ςτα 20,39 μg/L, 14,20 μg/L  και 

21,35 μg/L και για τθν 4,9-ανυδροΣΣΧ ςτα 49,85 μg/L και 83,82 μg/L  για τθν HPLC-PCD-FLD και LC-

MS/MS τεχνικζσ ςτισ μεταπτϊςεισ m/z 320>302, 320>162 και m/z 302>162 αντίςτοιχα. Σο κατϊτερο 

όριο ποςοτικοποίθςθσ (LOQ) για τθν ΣΣΧ υπολογίςτθκε ςτα 61,8 μg/L, 43,02 μg/L  και 64,69 μg/L και 

για τθν 4,9-ανυδροΣΣΧ ςτα 151,05 μg/L και 254 μg/L  για τθν HPLC-PCD-FLD και LC-MS/MS τεχνικζσ 

ςτισ μεταπτϊςεισ m/z 320>302, 320>162 και m/z 302>162 αντίςτοιχα. 

΢υμπεραςματικά αποδεικνφεται ότι θ μζκοδοσ HPLC-PCD-FLD είναι απλι και παρζχει εξίςου 

χαμθλι ευαιςκθςία με τθν μζκοδο LC-MS/MS. Θ ταυτόχρονθ ανάλυςθ με τθν HPLC μζκοδο ςε 

ςυνδυαςμό με τθν μζκοδο  LC-MS/MS παρζχει κετικι επιβεβαίωςθ τθσ παρουςίασ τθσ ΣΣΧ και των 

αναλόγων μορφϊν τθσ.  
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7. Προτϊςεισ για μελλοντικό ϋρευνα 

1. Θ ανάπτυξθ μεκόδου ταυτόχρονθσ ανάλυςθσ τθσ τετραδοτοξίνθσ (ΣΣΧ) και των αναλόγων τθσ ςτο 

Lagocephalus sceleratus με υγρι χρωματογραφία και παραγϊγιςθ μετά τθ ςτιλθ και ανίχνευςθ με 

φκοριςμό και με υγρι χρωματογραφία – φαςματομετρία μάηασ, ςε περιςςότερουσ ιςτοφσ του 

Lagocephalus sceleratus, όπου να είναι γνωςτό το φφλο, θ εποχι περιςυλλογισ και τα 

χαρακτθριςτικά του, ϊςτε να αναπτυχκεί καλφτερθ εικόνα για το τοξικό του προφίλ.  

2. Θ ανάπτυξθ τθσ υπάρχουςασ μεκόδου με διαφορετικοφ τφπου φαςματομετρίασ μάηασ όπωσ 

φαςματομετρία μάηασ υψθλισ διακριτικισ ικανότθτασ και ακρίβειασ μάηασ, που παρζχει καλφτερθ 

διαχωριςτικι ικανότθτα και υψθλι ακρίβεια μάηασ για τθν ταυτοποίθςθ των άλλων αγνϊςτων 

τοξινϊν. Επιπλζον  θ υψθλι ευαιςκθςία, κα ςυντελζςει ςτθν  καλφτερθ ανίχνευςθ και πλιρθ 

ανάλυςθ όλων των αναλόγων τθσ TTX. 

3. Θ ςυλλογι κλαςμάτων μεγάλων κορυφϊν όπωσ θ 11-norTTX-6(R)-ol με m/z 290, θ 5,6,11-

trideoxyTTX και θ 4-epi-5,6,11-trideoxyTTX με m/z 272, θ ανάλυςθ τουσ με τεχνικζσ όπωσ NMR και 

FTIR και μετζπειτα θ δθμιουργία πρότυπων ουςιϊν από τισ κορυφζσ αυτζσ. 
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