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Περύληψη 

 

Στθν παροφςα εργαςία, μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ παρουςίασ των Ni2+, As5+, Se6+ 

ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ ςτα λιπίδια των κφτταρων Chlamydomonas reinhardtii 

(CC-1690 wild type) και Chlorella sorokiniana μζςω φαςματομετρίασ μάηασ και 

φαςματοςκοπίασ NMR. Οι πρϊτεσ μετριςεισ πραγματοποιικθκαν ςε κφτταρα 

Chlamydomonas reinhardtii που είχαν αναπτυχκεί παρουςία Ni2+ μζςω τθσ τεχνικισ τθσ 

φαςματομετρίασ μάηασ εκρόφθςθσ υπερθχθτικοφ ιοντιςμοφ EASI-MS. Η τεχνικι αυτι 

επιτρζπει τθ γριγορθ λιψθ φάςματοσ μάηασ ςε ambient ςυνκικεσ με μόνθ 

προετοιμαςία δείγματοσ τθν πλφςθ των κυττάρων με απιονιςμζνο νερό. Παρατθρικθκε 

μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ των PG (34:X) και SQDG (34:Χ) με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ 

του Ni2+. Ακολοφκθςαν μετριςεισ με τθν τεχνικι HR-MAS (High Resolution Magic Angle 

Spinning), λαμβάνοντασ φάςμα 1H ΝΜR ςε λυοφιλιωμζνα Control (απουςία πρόςκετθσ 

ποςότθτασ μετάλλου/μεταλλοειδοφσ) κφτταρα και ςε κφτταρα αναπτυγμζνα ςε 

ςυγκεντρϊςεισ Ni2+ χωρίσ κάποια επιπλζον επεξεργαςία δείγματοσ. Mε αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ Ni2+, παρατθρικθκε ςχετικι μείωςθ τθσ ολοκλιρωςθσ τθσ κορυφισ που 

αντιςτοιχεί ςτα πρωτόνια διπλϊν δεςμϊν ζναντι των πρωτονίων του α-άνκρακα των 

λιπαρϊν οξζων. Ζπειτα, καλλιεργικθκαν νζεσ ποςότθτεσ Chlamydomonas reinhardtii 

και πραγματοποιικθκαν μικροεκχυλίςεισ για τθ ςυγκζντρωςθ των λιπιδίων. Οι 

μετριςεισ ςυνεχίςτθκαν με λιψθ φαςμάτων  1H ςυμβατικοφ (υγρισ κατάςταςθσ) ΝΜR 

ςτα λιπιδικά εκχυλίςματα  οι οποίεσ πρόςφεραν κακαρότερα φάςματα και ζδειξαν τθν 

τάςθ των κυττάρων να αποκτοφν λιγότερο ακόρεςτο λιπιδικό προφίλ με τθν αφξθςθ 

των ςυγκεντρϊςεων των Ni2+, As5+, Se6+ ςτισ καλλιζργειεσ των κυττάρων. Ζπειτα, ςτα 

εκχυλίςματα ζγινε αποτελεςματικόσ αναλυτικόσ διαχωριςμόσ με ςτιλθ C18 και 

ανίχνευςθ των πολικϊν λιπιδίων μζςω παρακολοφκθςθσ πολλαπλϊν αντιδράςεων 

(MS/MS, MRM mode), όπου παρατθρικθκε ποιοτικά και θμιποςοτικά, θ 

αναδιοργάνωςθ των λιπιδίων όταν ςτο κρεπτικό υλικό προςτίκεται ποςότθτα  Ni2+, 

As5+, Se6+. 

Τζλοσ, καλλιεργικθκαν κφτταρα Chlorella sorokiniana, τα οποία αν και ανικουν 

ςτθ κατθγορία των μικροαλγϊν όπωσ τα  Chlamydomonas reinhardtii, εμφάνιςαν 

ςθμαντικά μεγαλφτερθ αντοχι ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ As5+ και Se6+. Παρόλο που το 

λιπιδικό τουσ προφίλ είναι περιςςότερο ακόρεςτο από τα Chlamydomonas reinhardtii, 

από τα φάςματα ΝΜR δεν φάνθκε να υπάρχει μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ, όταν θ 
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ανάπτυξθ τουσ γίνεται παρουςία αυτϊν των 3 ςτοιχείων ςτισ ςυγκεντρϊςεισ που 

μελετικθκαν, όταν θ επϊαςθ γίνεται για το κάκε ςτοιχείο ξεχωριςτά. 

 

Λζξεισ κλειδιά: Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana, ακορεςτότθτα 

λιπιδίων, φαςματομετρία μάηασ, φαςματοςκοπία NMR  

 

Abstract 

 

In this thesis, the effect of the presence of Ni2+, As5+, Se6+ on the lipids of 

Chlamydomonas reinhardtii (CC-1690 wild type) and Chlorella sorokiniana cells was 

investigated using mass spectrometry and NMR spectroscopy. The first measurements 

were performed on Chlamydomonas reinhardtii cells grown in the presence of Ni2+ by 

the technique of sonic spray ionization desorption mass spectrometry (EASI-MS). This 

technique allows rapid acquisition of mass spectra under ambient conditions with 

minimal sample preparation. A decrease of the unsaturation levels of PG (34:X) and 

SQDG (34:X) was observed with increasing Ni2+ concentration. This was followed by 

measurements using HR-MAS (High Resolution Magic Angle Spinning) technique, 

obtaining 1H NMR spectra in lyophilized Control cells (cultivated in the absence of 

additional metal/metalloid) and in cells grown with Ni2+ without any additional sample 

treatment. With increasing Ni2+ concentrations, a relative decrease in peak integration 

corresponding to double bond protons versus fatty acid α-carbon protons was observed. 

New quantities of Chlamydomonas reinhardtii were then cultured and microextractions 

of their lipids were performed. The measurements were continued by obtaining 1H 

conventional (liquid state) NMR spectra on the lipid extracts, which provided cleaner 

spectra and showed the tendency of the cells to acquire a less unsaturated lipid profile 

with increasing concentrations of Ni2+, As5+, Se6+. Then, the extracts were subjected to 

efficient analytical separation by C18 column and polar lipids where detected by 

multiple reaction monitoring (MS/MS, MRM mode). Then, the lipid reorganization of the 

cells was observed when Ni2+, As5+, Se6+ were added to the nutrient by qualitative and 

semi-quantitative analysis.  

Finally, Chlorella sorokiniana cells were cultured, which, although belonging to the 

microalgae class like Chlamydomonas reinhardtii, showed significantly higher tolerance 
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to high concentrations of As5+ and Se6+. Also, although their lipid profile is more 

unsaturated than that of Chlamydomonas reinhardtii, according to their NMR spectra 

the lipid unsaturation levels remained constant when grown in the presence of these 3 

elements at the studied concentrations, when the cells where incubated with each 

element separately.  

 

Key words: Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana, lipid unsaturation, mass 

spectrometry, NMR spectroscopy 
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Kεφϊλαιο 1: Ειςαγωγό 
 

1.1 Chlamydomonas reinhardtii 

 

Τα άλγθ είναι μια ευρεία κατθγορία φωτοςυνκετικϊν ευκαρυωτικϊν οργανιςμϊν. 

Το Chlamydomonas reinhardtii είναι μονοκφττατο πράςινο άλγοσ με μζςθ διάμετρο 10 

μm με 2 μαςτίγια των 10-12 μm. Μεγαλϊνει ςε εφκρατο κλίμα, ςε ιδανικζσ ςυνκικεσ 

κερμοκραςίασ (20-25ο) με επαρκζσ φωσ και ςυςτατικά αναδιπλαςιάηεται μζςα ςε 6-8 h. 

Aξιοποιείται ςαν πρότυποσ οργανιςμόσ για τθ μελζτθ βιολογικϊν διεργαςιϊν όπωσ 

είναι θ φωτοςφνκεςθ, οι μεταβολζσ που προκαλοφνται όταν αλλάηει θ ςφςταςθ του 

κρεπτικοφ υλικοφ, θ κίνθςθ των κυττάρων, θ χριςθ των μαςτιγίων και άλλα[1]. 

  

1.2 Chlorella sorokinianiana 
 

Το γζνοσ Chlorella οποτελείται από μονοκφτταρα πράςινα μικροάλγθ, όπωσ το 

Chlamydomonas reinhardtii, τα οποία ζχουν  ςφαιρικό ςχιμα με λείο κυτταρικό 

τοίχωμα χωρίσ μαςτίγια. Στο εργαςτιριο καλλιεργικθκε το είδοσ Chlorella sorokiniana, 

το οποίο αναπτφχκθκε ςτο ίδιο κρεπτικό υλικό και ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ με το 

Chlamydomonas reinhardtii. Είναι επίςθσ μιξοτροφικό και μπορεί να αξιοποιιςει οξικά 

ανιόντα ςαν πθγι άνκρακα. Η μζςθ διάμετροσ του βάςει οπτικοφ μικροςκοπίου 

φάνθκε να είναι περίπου 5 μm[2]. 

 

1.3 Καλλιϋργεια  ϊλγεων παρουςύα υψηλών ςυγκεντρώςεων μετϊλλων 
 

 Τα κφτταρα όταν αναπτφςςονται παρουςία μετάλλων ςε ςυγκεντρϊςεισ 

υψθλότερεσ από τα ςυνθκιςμζνα επίπεδα, πιο ςυχνά λόγω ανκρωπογενοφσ 

περιβαλλοντικισ ρφπανςθσ, προκαλείται ςτρεσ. Μθ απαραίτθτα βαρζα μζταλλα όπωσ 

το κάδμιο και ο μόλυβδοσ αντικακιςτοφν κατιόντα που λειτουργοφν ωσ ςυμπαράγοντεσ 

ςε ζνηυμα και προκαλείται οξειδωτικό ςτρεσ. Επομζνωσ, τα ευκαρυωτικά κφτταρα, 

όπωσ το Chlamydomonas reinhardtii και θ Chlorella sorokiniana, υπερπαράγουν 

ςυγκεκριμζνα οργανικά οξζα, αμινοξζα και πεπτίδια και παράλλθλα με τθ δράςθ 

ενηφμων προςπακοφν να διαχειριςτοφν το ςτρεσ[3]. Επίςθσ, ςτο Chlamydomonas 
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reinhardtii ζχει παρατθρθκεί θ άμεςθ μείωςθ τθσ ζκλυςθσ του οξυγόνου από τθ 

φωτοςφνκεςθ ςε αυξθμζνθ ζκκεςθ μεταλλικϊν κατιόντων[4].  

Tα Chlamydomonas reinhardtii, υπό κανονικζσ ςυνκικεσ ποςοςτιαία ανά ξθρό 

βάροσ αποτελείται από 24% λιπαρά, 34% πρωτεΐνθ, 36% υδατάνκρακεσ και 6% 

ανόργανα ςυςτατικά[5]. Όταν αναπτυχκεί υπό ςυνκικεσ ςτρεσ, θ ςφςταςθ του αλλάηει, 

γίνεται ςυςςϊρευςθ αμφλου και τριγλυκεριδίων-ΤΑG[6].  

Τα περιςςότερα μικροάγλθ παράγουν μικρζσ ποςότθτεσ TAG κατά τθν εκκετικι 

ανάπτυξι τουσ και θ παραγωγι αυτϊν των λιπαρϊν μεγιςτοποιείται ςτο πλατό 

ανάπτυξθσ[7]. Θα πρζπει  να ςθμειωκεί ότι τα λιπίδια αποκικευςθσ ενζργειασ, δθλαδι 

κυρίωσ τα τριγλυκερίδια ςυνικωσ ζχουν μικρότερο ποςοςτό πολυακόρεςτων λιπαρϊν 

οξζων ςυγκριτικά με τα μεμβρανικά λιπίδια[8].  

 

 

 

Εικόνα 1: Η βιοχθμικι ςφςταςθ control κυττάρων Chlorella sorokiniana ςυγκριτικά με κφτταρα 

καλλιεργθμζνα παρουςία Pb2+ ςε μεγάλθ ςυγκζντρωςθ, όπου θ περιεκτικότθτα των κυττάρων 

ςε υδατάνκρακεσ και λιπαρά είναι αυξθμζνθ κακϊσ παράγονται αυξθμζνεσ ποςότθτεσ αμφλου 

και αποκθκευτικϊν λιπιδίων[9].   
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1.4 Βιοαπορρόφηςη μετϊλλων από ϊλγη 

 

Υπάρχει ενδιαφζρον ςτθ χριςθ άλγεων για επεξεργαςία μολυςμζνων υδάτων και 

βιοαποκατάςταςθ εδάφουσ μζςω βιοαπορρόφθςθσ (biosorption) βαρζων μετάλλων. 

Τα μεταλλικά κατιόντα ζλκονται από αρνθτικά φορτιςμζνεσ ομάδεσ τθσ μεμβράνθσ 

όπωσ OH-, SH-, COO-, PO4
3-, RS- και RO-. Ζπειτα, μεγάλα ςφμπλοκα ενηφμων, οι 

κυτοςολικζσ πρωτεΐνεσ, μεςολαβοφν ςτθ μεταφορά του μετάλλου ςτο εςωτερικό των 

κυττάρων[10]. Ώσ άμυνα, τα ευκαριωτικά κφτταρα ςυνκζτουν πεπτίδια, όπωσ τισ 

φυτοχελατίνεσ και μεταλλοκειονίνεσ, που ςυμπλζκονται με τα βαρζα μζταλλα και 

μειϊνουν τθ τοξικότθτά τουσ[11].  

 

1.5 Η ακορεςτότητα των μεμβρανικών λιπιδύων και η ρευςτότητα των 

μεμβρανών 
 

Οι μεμβράνεσ αποτελοφν τουσ φυςικοφσ φραγμοφσ του κυττάρου και των 

οργανιδίων και θ δομι τουσ είναι δυναμικι, δθλαδι μπορεί να αλλάηει. Για αυτό, οι 

μεμβάνεσ επθρεάηονται άμεςα από διάφορουσ ςτρεςςογόνουσ παράγοντεσ[12].  

Τα κφτταρα τείνουν να διατθροφν τθ μεμβρανικι ρευςτότθτα τουσ υπό ποικίλεσ 

ςυνκικεσ ανάπτυξθσ ρυκμίηοντασ τθν ςφςταςθ τουσ ςε λιπίδια. Είναι γνωςτό πωσ τα 

κφτταρα ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ ζχουν μεγαλφτερθ περιεκτικότθτα ςε ακόρεςτα 

λιπαρά οξζα από ότι όταν αναπτφςςονται ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ. Επίςθσ, ζχει 

παρατθρθκεί ςε Chlamydomonas reinhardtii πωσ με ταχεία αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ 

προκαλοφνται απότομεσ μειϊςεισ ςε ςυγκεκριμζνα πολυακόρεςτα (PUFA) μεμβρανικά 

λιπίδια και παράλλθλθ αφξθςθ πολυακόρεςτων λιπιδίων αποκικευςθσ, 

υποδεικνφοντασ ζτςι τθ δυνατότθτα μετατροπισ των λιπιδίων από τθ μια μορφι ςτθν 

άλλθ για τθ διατιρθςθ τθσ ρευςτότθτασ τθσ μεμβράνθσ[13]. 

Tα κφτταρα παράγουν τα λιπαρά οξζα που χρειάηονται ξεκινϊντασ από ςχετικά 

μικρζσ και κορεςμζνεσ αλυςίδεσ όπωσ το παλμιτικό λιπαρό οξφ (16:0), οι οποίεσ 

επεκτείνονται κατά 2 άνκρακεσ τθ φορά ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο και προςκζτοντασ 

διπλοφσ δεςμοφσ μζςω των δεςατουραςϊν[14]. Τα άλγθ πρζπει να ςυνκζτουν 

πολυακόρεςτα λιπαρά ϊςτε να εξαςφαλίηεται θ ρευςτότθτα των μεμβρανϊν τουσ ςε 

χαμθλζσ κερμοκραςίεσ. Για αυτό, θ δράςθ των δεςατουραςϊν ςε χαμθλζσ 
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κερμοκραςίεσ αυξάνεται ϊςτε να διατθρθκεί θ ρευςτότθτα τθσ μεμβράνθσ[15][16].  

 

 

Εικόνα 2: Τα κορεςμζνα λιπαρά οξζα ςτθν πιο ςτακερι διαμόρφωςθ τουσ, δθλαδι πλιρωσ 

εκτεταμζνα, αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ ςε όλο το μικοσ με δυνάμεισ van der Waals. Στα 

ακόρεςτα, ο cis διπλόσ δεςμόσ κάμπτει το ςχιμα προκαλϊντασ αςκενζςτερο πακετάριςμα 

αλυςίδων, επομζνωσ μεγαλφτερθ ρευςτότθτα ςτθ μεμβράνθ[14]. 

 

Οι δεςατουράςεσ των λιπαρϊν οξζων είναι ζνηυμα αποκορεςμοφ, δθλαδι 

αφαιροφν 2 υδρογόνα από τθν αλυςίδα του λιπαροφ οξζοσ δθμιουργϊντασ ζνα διπλό 

δεςμό[17]. Τα ςυγκεκριμζνα ζνηυμα ζχουν ςτο ενεργό κζντρο τουσ 2 άτομα ςιδιρου. 

Μελζτθ ζδειξε ότι κφτταρα Chlamydomonas reinhardtii που ζχουν αναπτυχκεί ςε 

κρεπτικό υλικό πτωχό ςε ςίδθρο, ζχουν μικρότερθ ακορεςτότθτα ςτα λιπαρά τουσ ςε 

ςχζςθ με αυτά που αναπτφςςονται υπό κανονικζσ ςυνκικεσ πικανότατα λόγω 

δυςλειτουργίασ των δεςατουραςϊν[18].  

 

1.6 Το λιπιδικό προφύλ των ϊλγεων  
 

Το λιπιδικό προφίλ των άλγεων παρουςιάηει ενδιαφζρον κακϊσ παράγουν μεγάλθ 

και ιδιαίτερθ ποικιλία λιπιδίων. Τα κφρια λιπαρά οξζα τουσ είναι τα 16:0, 18:Χ (όπου Χ 

1, 2, 3) και πολυακόρεςτα ω-3, παρουςιάηοντασ ζτςι ομοιότθτα με τα λιπίδια των 

φυτϊν και των ψαριϊν[19]. Επίςθσ, χάρθ ςτθ μεγάλθ απόδοςθ παραγωγισ βιομάηασ των 

άλγεων, υπάρχει εκτεταμζνο ενδιαφζρον για παραγωγι τροφισ και βιοντίηελ από 
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άλγθ, ςυνικωσ τροποποιθμζνα ι επωαςμζνα υπό ςτρεσ ϊςτε να είναι πιο αποδοτικι 

και ςτοχευμζνθ θ παραγωγι. Τα άλγθ κεωρθτικά μποροφν να ζχουν 9-10% απόδοςθ 

φωτοςφνκεςθσ[20].  

Τα λιπίδια ταξινομοφνται ςτα πολικά μεμβρανικά και ςτα άπολα τριγλυκερίδια και 

διγλυκερίδια, που λειτουργοφν κυρίωσ ωσ μζςα αποκικευςθ ενζργειασ κυρίωσ. Τα 

μεμβρανικά λιπίδια ζχουν υδρόφιλο και υδρόφοβο μζροσ. Η ποικιλία των πολικϊν και 

αλειφατικϊν μερϊν επιτρζπει τθν φπαρξθ πάνω από 1000 διαφορετικϊν λιπιδίων[21].  

Οι εςωτερικζσ κυλακοειδείσ μεμβράνεσ των χλωροπλαςτϊν ποςοςτιαία αποτελοφν 

τισ κφριεσ μεμβράνεσ των άλγεων οι οποίεσ αποτελοφνται από 4 κυρίωσ πολικά είδθ 

λιπιδίων, τα ουδζτερα MGDG, DGDG (μονο/δι-γαλακτοηυλοδιακυλογλυκερόλθ) και τα 

αρνθτικά φορτιςμζνα SQDG, PG (ςουλφοκινοβοςυλοδιακυλογλυκερόλθ και 

φωςφατίδυλογλυκερόλθ) ςε ποςοςτά 40-55%, 15-35%, 10-20%, 10-20% 

αντίςτοιχα[22][23].   

 

Εικόνα 3: Οι δομζσ των κφριων μεμβρανικϊν λιπιδίων των άλγεων[22].  
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1.7 Φαςματομετρύα μϊζασ (MS)   

 

Η φαςματομετρία μάηασ είναι μία από τισ ιςχυρότερεσ αναλυτικζσ τεχνικζσ με 

μεγάλο εφροσ εφαρμογϊν ςε διάφορουσ κλάδουσ τθσ επιςτιμθσ. Χρθςιμοποιείται για 

τθν ποιοτικι και ποςοτικι μελζτθ των μαηϊν ατόμων, μορίων και κραυςμάτων αυτϊν. 

Είναι μία ευαίςκθτθ και ταχεία τεχνικι με πολφ χαμθλά όρια ανίχνευςθσ και ςυνικωσ 

είναι θ μόνθ επιλογι για τθν ανάλυςθ ιχνοποςότθτασ αναλφτθ. 

Η βαςικι αρχι τθσ περιλαμβάνει τθν παραγωγι ιόντων ςτθν αζρια φάςθ, τθν 

επιτάχυνςθ και το διαχωριςμό τουσ βάςει του λόγου μάηασ-φορτίο m/z. Τα ιόντα 

προςκροφουν ςτον ανιχνευτι ο οποίοσ παράγει, αναλογικά με τθν ποςότθτα. 

θλεκτρονικό ςιμα και ζτςι μπορεί να λθφκεί το φάςμα μάηασ, ζνα γράφθμα με τθν 

ζνταςθ του ςιματοσ ςτον y άξονα, και τθν τιμι m/z ςτον x άξονα.  

 

1.7.1 Φαςματομετρύα μϊζασ επαγωγικϊ ςυζευμϋνου πλϊςματοσ       

(ICP-MS) 
 

Στθν παροφςα εργαςία για τθν ποςοτικοποίθςθ του νικελίου που προςλιφκθκε 

από τα κφτταρα Chlamydomonas reinhardtii χρθςιμοποιικθκε φαςματομετρία μάηασ 

με επαγωγικά ςυηευγμζνο πλάςμα. Συγκριμζνα, το διάλυμα που προκφπτει από τα 

χωνευμζνα-διαλυτοποιθμζνα με π. νιτρικό οξφ κφτταρα, ειςάγεται με πνευματικό 

εκνεφωτι όπου παράγεται αερόλυμα. Μετά τθν εξάλειψθ των μεγάλων ςταγονιδίων, 

το λεπτόκοκκο αερόλυμα  κατευκφνεται ςτον πυρςό ςτον οποίο βρίςκεται το υψθλισ 

κερμοκραςίασ επαγωγικά ςυηευγμζνο πλάςμα αργοφ (6000-10000Κ), όπου 

ατομοποιείται και ιονίηεται. Στθ ςυνζχεια, το αζριο περνάει ςταδιακά από τρείσ 

μεταλλικοφσ κϊνουσ με μικρι οπι, εκ των οποίων ο πρϊτοσ είναι υδρόψυκτοσ, και θ 

πίεςθ πζφτει από τα ≈760 Torr ςε επίπεδα <10-4 Torr τα οποία απαιτοφνται για τθ 

λειτουργία του φαςματόμετρου μάηασ.  Τα ιόντα εςτιάηονται μζςω φακϊν εςτίαςθσ και 

εκτρζπονται 90ο, ϊςτε να απομακρυνκοφν ουδζτερα άτομα και φωτόνια από τθ 

διαδρομι των ιόντων προσ τον ανιχνευτι. Φςτερα, τα ιόντα ειςζρχονται ςε κάλαμο 

ςυγκροφςεων όπου μπορεί να υπάρξει ροι He που διαςπάει μοριακά ιόντα όπωσ Αr2
+ 

τα οποία αποτελοφν ιςοβαρικζσ παρεμποδίςεισ. Ζπειτα τα ιόντα διαχωρίηονται ςτον 

τετραπολικό αναλυτι μάηασ βάςει του λόγου m/z. Τζλοσ, φκάνουν ςτον 
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θλεκτρονιοπολλαπλαςιαςτι ο οποίοσ δίνει ςιμα ανάλογα με τθν ποςότθτα των ιόντων 

και λαμβάνεται το γράφθμα ζνταςθσ/χρόνου για κάκε m/z[24][25]. 

 

 

Εικόνα 4: Eςωτερικι διάταξθ του φαςματόμετρου μάηασ ICP-MS NexION 300X (PerkinElmer) [26].  

 

1.7.2 Αναλυτόσ μϊζασ τετρϊπολου 
 

Ο τετραπολικόσ αναλυτισ μαηϊν είναι ο ςυνθκζςτεροσ διαχωριςτισ μάηασ διότι 

ζχει μικρό κόςτοσ και διαςτάςεισ και είναι μθχανικά ανκεκτικόσ. Αποτελείται από 

τζςςερισ παράλλθλεσ μεταλλικζσ ράβδουσ οι οποίεσ διαρρζονται από ρεφμα και δρουν 

ςαν θλεκτρόδια.  Σε αυτζσ εφαρμόηεται ζνα ςτακερό δυναμικό DC και ζνα υψίςυχνο 

εναλλαςςόμενο δυναμικό ραδιοςυχνοτιτων RF. Το κάκε διαγϊνιο ηεφγοσ ράβδων είναι 

θλεκτρικά ςυνδεδεμζνο και ςυνδζεται ςτον κετικό ι αρνθτικό πόλο τθσ πθγισ με 

μεταβλθτι τάςθ DC και AC με διαφορά φάςθσ 1800 μεταξφ τουσ. Κατά τθ λιψθ του 

φάςματοσ μάηασ, τα δυναμικά αυξάνονται διατθρϊντασ ςτακερό τον λόγο τουσ DC/AC  

και το θλεκτρικό πεδίο που δθμιουργείται επιτρζπει τθ διζλευςθ ςυγκεκριμζνου m/z 

προσ τον ανιχνευτι κάκε φορά, με τα υπόλοιπα ιόντα να προςκροφουν ςτισ ράβδουσ 

και να εξουδετερϊνονται. Συνικωσ θ διαχωριςτικι ικανότθτα ενόσ τζτοιου διαχωριςτι 

είναι περίπου 0.3 m/z[24][25].   

 

1.7.3 Υψηλόσ απόδοςησ χρωματογραφύα αντύςτροφησ φϊςησ με 

παρακολούθηςη πολλαπλών αντιδρϊςεων (RP-HPLC-MRM) 
 

Στθν HPLC-MRM ανάλυςθ χρθςιμοποιείται ενα φαςματόμετρο μάηασ τριπλοφ 

τετραπόλου ςε MRM mode για μεγαλφτερθ επιλεκτικότθτα και ευαιςκθςία. Τα ιόντα 

ειςζρχονται ςτο τετράπολο Q1, από το οποίο θ διζλευςθ επιτρζπεται μόνο για 
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ςυγκεκριμζνο m/z , το πρόδρομο ιόν. Ζπειτα, ςτο ςτάδιο Q2, ςτο κάλαμο ςυγκροφςεων, 

το πρόδρομο ιόν ςυγκροφεται με άτομα Ν2 ι Αr και πραγματοποιείται 

κραυςματοποίθςθ. Τζλοσ, τα κραφςματα διαχωρίηονται ςτο τετράπολο Q3, από το 

οποίο διζρχεται προσ τον ανιχνευτι ζνα m/z – κραφςμα (προϊόν ιόν). Πολλζσ φορζσ ο 

αναλφτθσ ςτο δείγμα ςυνυπάρχει με προςμίξεισ που ζχουν ίδιο m/z μετά τον ιοντιςμό, 

οι οποίεσ όμωσ ζχουν άλλθ δομι, επομζνωσ τα κραφςματα τουσ ζχουν διαφορετικά 

m/z. Ζτςι επιτυγχάνεται εκλεκτικότθτα και επειδι το Q1 επιτρζπει τθ διζλευςθ μόνο ςε 

μία ςυγκεκριμζνθ τιμι m/z ±0.3  και όχι τθ διαδοχικι διζλευςθ μεγάλου εφρουσ m/z, τα 

ιόντα του αναλφτθ που φκάνουν ςτον ανιχνευτι είναι περιςςότερα κακιςτϊντασ τθν 

τεχνικι ευαίςκθτθ[25]. 

 

Εικόνα 5: Φαςματόμετρο μάηασ τριπλοφ τετράπολου ςε λειτουργία MRM[25]. 

 

Η χρωματογραφία που πραγματοποιικθκε ςτθ παροφςα εργαςία είναι 

αντίςτροφθσ φάςθσ RP-HPLC με βακμιδωτι ζκλουςθ. Η ςτατικι φάςθ είναι άπολθ και 

κατακρατεί περιςςότερο τισ πιο άπολεσ ενϊςεισ. Η εκλουςτικι ιςχφσ τθσ κινθτισ φάςθσ 

αυξάνεται με τθ μείωςθ τθσ πολικότθτασ. Επομζνωσ, ςτο χρωματογράφθμα πρϊτα 

εκλοφονται οι πιο πολικζσ ενϊςεισ, και ζπειτα με τθ μείωςθ τθσ πολικότθτασ τθσ 

κινθτισ φάςθσ εξζρχονται και οι άπολεσ[25].  



19 
 

 

Εικόνα 6: Η εκλουςτικι ιςχφ τθσ κινθτισ φάςθσ ςτθ χρωματογραφία αντίςτροφθσ φάςθσ[27].  

 

1.7.4 Ιοντιςμόσ με ηλεκτροψεκαςμό (ESI) 
 

Ο θλεκτροψεκαςμόσ μαηί με τθ φαςματομετρία μάηασ αναφζρκθκε πρϊτθ φορά το 

1984 από τον John B. Fenn και άλλουσ, ο οποίοσ κζρδιςε το βραβείο Nobel Χθμείασ το 

2002. Είναι μία από τισ ςθμαντικότερεσ τεχνικζσ ανάλυςθσ βιολογικϊν μορίων μεγάλου 

μοριακοφ βάρουσ[28].     

Το υγρό δείγμα διζρχεται με ροι μερικϊν μL/min από ατςάλινο τριχοειδι 

εκνεφωτι ο οποίοσ βρίςκεται ςε διαφορά δυναμικοφ μερικϊν kV ωσ προσ τθ μεταλλικι 

οπι-είςοδο του φαςματομζτρου μάηασ. Το φορτιςμζνο υγρό όταν εξζρχεται από τον 

τριχοειδι δθμιουργεί ζναν κϊνο ο οποίοσ κορυφϊνεται ςε νιμα  και όταν οι απωςτικζσ 

δυνάμεισ των ομοφορτιςμζνων μορίων ξεπεράςουν τθν επιφανειακι τάςθ, δθλαδι ςτο 

όριο Rayleigh, παράγεται λεπτόκοκκο αερόλυμμα με ςυχνότερθ διάμετρο ςταγονιδίων 

≈1.5 μm[29]. Τα ιόντα δεν παράγονται κατά τον θλεκτροψεκαςμό αλλά προχπάρχουν, 

και για αυτό, ςτο δείγμα γίνεται ρφκμιςθ του  pH ι προςκικθ κατιόντων. Αναλόγωσ το 

φορτίο του αναλφτθ, επιλζγεται κετικό ι αρνθτικό δυναμικό ςτον τριχοειδι. Η τεχνικι 

αυτι πραγματοποιείται ςε κερμοκραςία και πίεςθ περιβάλλοντοσ και τα φορτιςμζνα 

ςωματίδια υποβοθκοφμενα από αζριο Ν2 χάνουν το διαλφτθ τουσ λόγω εξάτμιςθσ και 

ειςζρχονται ςτο φαςματόμετρο μάηασ. Η τεχνικι του θλεκτροψεκαςμοφ προκαλεί  

ελάχιςτθ κραυςματοποίθςθ των ενϊςεων, θ οποία όμωσ μπορεί να αυξθκεί ςε 

επόμενο ςτάδιο μζςω κροφςεων.  
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Εικόνα 7: Διεργαςίεσ παραγωγισ φορτιςμζνου αερολφματοσ με θλεκτροψεκαςμό[29].  

1.7.5 Ambient τεχνικϋσ ιοντιςμού 
 

Οι ambient τεχνικζσ ιοντιςμοφ, προςφζρουν τθ δυνατότθτα άμεςθσ ανάλυςθσ ςε 

κοινά δείγματα ςε κερμοκραςία και πίεςθ δωματίου και θ προετοιμαςία του δείγματοσ 

είναι ελάχιςτθ ζωσ και μθδενικι. Η απλότθτα τθσ διάταξθσ τουσ ευνοεί τθ 

δθμιουργικότθτα και τισ παραλλαγζσ ςε ζνα ερευνθτικό περιβάλλον.  Η ανάλυςθ είναι 

γριγορθ και θ λιψθ του φάςματοσ γίνεται ςε πραγματικό χρόνο. Για αυτό μια τζτοια 

τεχνικι μπορεί να χρθςιμοποιθκεί και για high throughtput ανάλυςθ[30].  

H πρϊτθ δθμοςίευςθ ζγινε το 2004 με τθν τεχνικι εκρόφθςθσ με θλεκτροψεκαςμό 

(desorption electrospray ionization-DESI) θ οποία περιλαμβάνει θλεκτροψεκαςμό υπό 

γωνία προσ μια επιφάνεια με δείγμα. Η κροφςθ των φορτιςμζνων ςωματιδίων του 

διαλφτθ παράγει αερόλυμα με φορτιςμζνο αναλφτθ που ειςάγεται ςτο φαςματόμετρο 

μάηασ. Το φάςμα που λαμβάνεται είναι παρόμοιο με αυτό του ςυμβατικοφ ESI[31].  

Ζπειτα, το 2006 ακολοφκθςε θ δθμοςίευςθ τθσ τεχνικισ εκρόφθςθσ με ιοντιςμό 

υπερθχθτικισ εκνζφωςθσ (desorption sonic spray ionization-DeSSI) θ οποία διαφζρει 

από τθν DESI ςτο ότι δεν χρθςιμοποιείται υψθλό δυναμικό για να πραγματοποιθκεί 

θλεκτροψεκαςμόσ, αλλά ζνασ υπερθχθτικόσ εκνεφωτισ που ζχει τθ δυνατότθτα να 

εκτινάςει ιοντιςμζνα μόρια φαρμάκων απευκείασ από ςυνθκιςμζνα χάπια 

εμπορίου[32]. Μετζπειτα θ τεχνικι μετανομάςτθκε ςε EASI (Easy Ambient Sonic-Spray 

Ionization) και παρουςιάςτθκε θ δυνατότθτα ανάλυςθσ μορίων απευκείασ από τθν 

επιφάνεια πλακιδίου TLC[33].   
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Εικόνα 8: Η γενικευμζνθ διάταξθ τθσ πθγισ DESI & EASI MS, με τισ γεωμετρικζσ παραμζτρουσ[34]. 

 

1.7.6 Ιοντιςμόσ με υπερηχητικό εκνϋφωςη – Sonic Spray Ionization 

(SSI) 
 

Ο ιοντιςμόσ υπερθχθτικισ εκνζφωςθσ πρωτοαναφζρκθκε από τον Hirabayashi et 

al. το 1994[35]. Η ανακάλυψθ ζγινε τυχαία. Πικανότατα, ενϊ το δυναμικό υψθλισ τάςθσ 

ιταν απενεργοποιθμζνο εν άγνοια τουσ να παρατθρικθκαν ιόντα με τθν αφξθςθ τθσ 

πίεςθσ του αερίου του εκνεφωτι. Η ανίχνευςθ των ιόντων γίνεται όταν θ ταχφτθτα του 

αερίου εκνεφωςθσ  είναι μεγαλφτερθ από κάποιο όριο και μεγιςτοποιείται όταν είναι 

ίςθ με τθν ταχφτθτα του ιχου, δθλαδι ταχφτθτα 1 Mach, και θ ζνταςθ μειϊνεται με 

περαιτζρω αφξθςθ τθσ πίεςθσ-ταχφτθτασ.  
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Εικόνα 9: Η διάταξθ τθσ πθγισ ιοντιςμοφ υπερθχθτικισ εκνζφωςθσ του Hirabayashi et  al[35]. 

 

Το διάλυμα ρζει μζςα από τριχωειδι ςωλινα από τθγμζνθ πυριτία εςωτερικισ 

διαμζτρου 0,1 mm, ο οποίοσ είναι εφκαμπτοσ και ςτθρίηεται/κατευκφνεται μζςω ενόσ 

μεγαλφτερου ατςάλινου τριχοειδι ςωλινα. Η άκρθ του τριχοειδι ςωλινα εξζχει κατά 

0,6 mm από τθν οπι του εκνεφωτι και ομοαξονικι ροι αζριου Ν2 προκαλεί  εκνζφωςθ 

του διαλφματοσ. 

Ζνασ μθχανιςμόσ που εξθγεί τθ δθμιουργία φορτιςμζνου αεροηόλ προτάκθκε από 

τουσ Zilch et al. με τθ ςχάςθ τθσ ςταγόνασ νεροφ να παίρνει τθ μορφι ςακοφλασ-

ςτεφάνθσ[36]. Παρατθρικθκε μζςω μακροφωτογραφίασ ότι με τθν υπερθχθτικι 

εκνζφωςθ, τα αρχικά ςταγονίδια που είχαν διάμετρο 10-100 μm διαςπάςτθκαν 

περαιτζρω με τελικι διάμετρο 2-3 μm. Τα φορτιςμζνα ςταγονίδια ιταν περιςςότερα 

από αυτά που αναμζνονται από τθν τυχαία κατανομι των φορτίων με τα κετικά φορτία 

να υπερτεροφν τα αρνθτικά.   

 

 

Εικόνα 10: Αεροδυναμικι ςχάςθ ςταγόνασ με το μθχανιςμό ςακοφλασ-ςτεφάνθσ[36]. 
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Η ταχφτθτα του αερίου είναι πολφ υψθλότερθ από του ςταγονιδίου και 

δθμιουργοφνται αεροδυναμικζσ δυνάμεισ με αποτζλεςμα τθν επιτάχυνςθ και τθν 

παραμόρφωςθ του ςταγονιδίου. Αρχικά, θ ςταγόνα είναι πεπλατυςμζνθ και 

δθμιουργείται ζνα κοίλωμα ςτο κζντρο τθσ, το οποίο μεγαλϊνει ςχθματίηοντασ 

ςακοφλα με μία ςτεφάνθ ςτθ βάςθ τθσ. Η ςακοφλα ςχάηεται παράγοντασ μικρά 

ςταγονίδια ενϊ θ ςτεφάνθ παράγει κάποια ςταγονίδια μεγαλφτερθσ διαμζτρου. 

Μία ςταγόνα με αρχικι ακτίνα 10 μm φκάνει τα 80 μm πριν ςχαςτεί, με το πάχοσ 

τθσ ςακοφλασ να  είναι μόλισ 25 nm. Tα επιφανειακά αρνθτικά φορτία ΟΗ- 

ςυςςωρεφονται ςτθ ςακοφλα και απωκοφν τα κετικά φορτία με αποτζλεςμα τον 

εμπλουτιςμό τθσ ςτεφάνθσ ςε κετικά φορτία, προκαλϊντασ ζτςι διαχωριςμό φορτίων. 

Μετά τθ διάςπαςθ τθσ ςακοφλασ, τα μικρά ςταγονίδια κα ζχουν περίςςεια αρνθτικοφ 

φορτίου και τα μεγαλφτερα που προκφπτουν από τθ ςτεφάνθ, κετικό φορτίο.  

Τα μόρια του νεροφ είναι θλεκτρικά δίπολα και ςτθ διεπιφάνεια υγροφ-αερίου θ 

πλειοψθφία τουσ είναι ςτραμμζνθ με το αρνθτικό φορτίο δ-  προσ το αζριο και το δ+ 

προσ το εςωτερικό του υγροφ προςελκφοντασ ζτςι επιφανειακά OH- και φορτίηοντασ 

τθν ζτςι αρνθτικά. Το επιφανειακό δυναμικό του νεροφ κεωρείται ότι είναι ≈+0.10 V[37].    

 

 

Εικόνα 11: Διαχωριςμόσ φορτίων λίγο πριν τθ ςχάςθ τθσ ςακοφλασ[36]. 
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1.8 Φαςματοςκοπύα πυρηνικού μαγνητικού ςυντονιςμού (NMR)  
 

H φαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ (Nuclear Magnetic 

Resonance, NMR) είναι μία από τισ ιςχυρότερεσ τεχνικζσ για τον προςδιοριςμό τθσ 

δομισ μιασ ζνωςθσ ι τθσ ςφςταςθσ ενόσ δείγματοσ. Οι πλθροφορίεσ που παρζχει, 

ςυμπλθρϊνουν αυτζσ που δίνει θ φαςματομετρία μάηασ, καλφπτοντασ τα 

μειονεκτιματα θ μία τθσ άλλθσ. 

Κάκε πυρινασ με περιττό αρικμό πρωτονίων και/ι περιττό αρικμό νετρονίων 

περιζχει πυρθνικό ςπιν, μία μαγνθτικι ιδιότθτα. Παρουςία εξωτερικοφ μαγνθτικοφ 

πεδίου Β0, οι πυρινεσ με ςπιν προςανατολίηονται είτε παράλλθλα είτε αντιπαράλλθλα 

ςτο Β0, επομζνωσ δθμιουργοφνται 2 ενεργειακζσ καταςτάςεισ με χαμθλότερθσ 

ενζργειασ τον παράλλθλο προςανατολιςμό. Αυξάνοντασ τθν ιςχφ του Β0 οι 2 

καταςτάςεισ ςχάηονται περιςςότερο. Αν οι πυρινεσ ακτινοβολθκοφν με 

θλεκτρομαγνθτικι ακτινοβολία κατάλλθλθσ ενζργειασ, τότε οι πυρινεσ χαμθλότερθσ 

ενεργειακισ κατάςταςθσ απορροφοφν ενζργεια, αναςτρζφεται το ςπιν τουσ 

αντιπαράλλθλα ςτο Β0 και επιτυγχάνεται ο πυρθνικόσ ςυντονιςμόσ.  

 

 

Εικόνα 12: Η ςχάςθ των ενεργειακϊν καταςτάςεων ςπιν πυρινων ςε εξωτερικό μαγνθτικό 

πεδιο B0
[38]. 

 

  Η τοπικι θλεκτρονιακι πυκνότθτα ςε κάκε πυρινα, δθμιουργεί ζνα τοπικό 

μαγνθτικό πεδίο αντίπαράλλθλο με το Β0 και επειδι κάκε πυρινασ ςε ζνα μόριο 

βρίςκεται ςε διαφορετικό θλεκτρονιακό περιβάλλον, το πραγματικό εφαρμοηόμενο 

μαγνθτικό πεδίο δεν είναι το ίδιο. Επομζνωσ, κάκε πυρινασ διεγείρεται ςε ελαφρϊσ 
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διαφορετικι ενζργεια, οπότε μετρϊντασ αυτζσ τισ διαφοροποιιςεισ λαμβάνεται 

πλθροφορία για το θλεκτρονιακό περιβάλλον του κάκε ατόμου που μελετάται ςτο 

μόριο[38][39]. 

 

 

Εικόνα 13: Οι βαςικζσ περιοχζσ απορρόφθςθσ ανάλογα με τον τφπο πρωτονίου[38].    

 

Στθν παροφςα εργαςία τα λιπιδικά εκχυλιςματα των κυττάρων τοποκετοφνται ςε 

μαγνθτικό πεδίο 9.4 Tesla όπου οι πυρινεσ 1H απορροφοφν ακτινοβολία ςυχνότθτασ 

≈400 MHz. Μελετάται κυρίωσ θ απορρόφθςθ των βινυλικϊν πρωτονίων ζναντι των 

μεκυλενικϊν ι των πρωτονίων του α-άνκρακα των λιπαρϊν οξζων και ζτςι εξάγεται 

πλθροφορία για τθν ακορεςτότθτα του δείγματοσ. Στα δείγματα που περιζχουν 

εκχφλιςμα από Chlamydomonas reinhardtii ζχει προςτεκεί και ίςθ ποςότθτα πρότυπθσ 

ζνωςθσ, επομζνωσ κανονικοποιϊντασ τθ μάηα κάκε δείγματοσ, ο λόγοσ τθσ 

ολοκλιρωςθσ τθσ βινυλικισ κορυφισ ζναντι τθσ πρότυπθσ κορυφισ είναι ενδεικτικόσ 

τθσ ακορεςτότθτασ του δείγματοσ ανά μονάδα μάηασ.  
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1.9 Στόχοσ διατριβόσ 
 

O ςτόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι ο ςυνδυαςμόσ αναλυτικϊν τεχνικϊν 

φαςματομετρίασ μάηασ και φαςματοςκοπίασ πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ για 

τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ των Ni2+, As5+ και Se6+ ςτθν ακορεςτότθτα των λιπιδίων 

μικροαλγϊν Chlamydomonas reinhardtii και Chlorella sorokiniana. Η χριςθ διάφορων 

τεχνικϊν για τθν ανάλυςθ των ίδιων δειγμάτων επιτρζπει τθ ςφγκριςθ των μετριςεων, 

κακϊσ και ενδείξεισ για τθν εγκυρότθτα τθσ κάκε μεκόδου που χρθςιμοποιείται. Κάκε 

τεχνικι προςκζτει τα δικά τθσ αποτελζςματα ϊςτε να υπάρχει ολιςτικι προςζγγιςθ ςτα 

ςυμπεράςματα, όςο είναι δυνατόν, για τθν επίδραςθ που αςκεί θ αυξθμζνθ 

ςυγκζντρωςθ, ςτθ προκειμζνθ περίπτωςθ, των  Ni2+, As5+, Se6+ ςτο λιπιδικό προφίλ των 

ςυγκεκριμζνων οργανιςμϊν. Ζτςι, μελλοντικά, εφόςον οι μζκοδοι ζχουν ςυγκρικεί και 

αναπτυχκεί ικανοποιθτικά, δφναται να γίνουν ςτοχευμζνεσ αναλφςεισ, εξοικονομϊντασ 

χρόνο με κάποια από τισ μεκόδουσ που χρθςιμοποιικθκε ςτθ παροφςα εργαςία.  
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Κεφϊλαιο 2: Πειραματικό Μϋροσ 
 

2.1 Οργανολογύα - Εργαςτηριακόσ εξοπλιςμόσ 
 

Φαςματόμετρο μάηασ επαγωγικά ςυηευγμζνου πλάςματοσ 

 NexION 300X ICP-MS, με χριςθ του λογιςμικοφ Syngistix, Perkin Elmer 

 Dewar με υγρό αργό (Ar) 

 Γυάλινοσ ομόκεντροσ πνευματικόσ εκνεφωτισ Type C, Meinhard 

 Κυκλωνικόσ κάλαμοσ εκνζφωςθσ, Meinhard 

Φαςματόμετρο μάηασ τετραπολικισ ιοντικισ παγίδασ ςυηευγμζνο με πθγι ESI/SSI 

 LCQ Advantage, με χριςθ του λογιςμικοφ Xcalibur, Thermo Finnigan 

 Υάλινοσ εκνεφωτισ, Glass expansion 

 Aζριο Ν2 από γεννιτρια, Peak Scientific 

Φαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ 

 400 MHz NMR Bruker, με χριςθ του λογιςμικοφ TopSpin 

 Σωλινεσ δείγματοσ εςωτερικισ διαμζτρου 5mm 

 Φοφρνοσ ςτουσ 1000C για απομάκρυνςθ ακετόνθσ από πλυμζνουσ ςωλινεσ 

Φαςματόμετρο μάηασ τριπλοφ τετράπολου ςυηευγμζνο με πθγι ESI και ςφςτθμα ΗPLC 

 Triple Quad 3500, SCIEX με ςφςτθμα HPLC ExionLC, με χριςθ λογιςμικοφ Analyst   

 Στιλθ HPLC C18, 50x2.0mm, Synergi 4 μm Fusion-RP 80 Å. 

Επιπρόςκετοσ εργαςτθριακόσ εξοπλιςμόσ 

 Φαςματοφωτόμετρο UV-1800, Shimadzu  

 Shaker,  Edmund Bühler   

 Αναλυτικόσ ηυγόσ 4 δεκαδικϊν (0.1 mg, ± 0.2 mg) Kern ABT Sigma-Aldrich 

 Αναλυτικόσ ηυγόσ 2 δεκαδικϊν (0.01 g, ±0.01 g) Kern S72 

 Reax 2000 vortex shaker, Heidolph 

 Φυγόκεντροσ durafuge 200, Precision 

 Πιπζτεσ ρυκμιηόμενου όγκου Gilson (Vmax 2 μL, 100 μL, 1000 μL, 5000 μL) 

 Φίλτρα ςφριγγασ Whatman Spartan 

 Υάλινθ ςφριγγα 500 μL Hamilton 
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2.2 Παραςκευό διαλυμϊτων - Καλλιϋργεια και ςυλλογό κυττϊρων 
 

Ωσ κρεπτικό υλικό για τα κφτταρα Chlamydomonas reinhardtii και Chlorella 

sorokiniana χρθςιμοποιικθκε το διάλυμα TAP. Η παραςκευι 1 L διαλφματοσ 

πραγματοποιείται με τα εξισ : 

  2.42 g Tris Base 

 1mL ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικϊν (K2HPO4 0.5993 M, KH2PO4 0.4027M) 

 1mL διάλυμα ιχνοςτοιχείων Hutner's* 

 10mL διάλυμα A (NH4Cl 0.7478 M, MgSO4.7H2O 0.0406 M, CaCl2 .2H2O 0.0340 

M) 

 1mL Οξικό οξφ 

Το pH ρυκμίηεται ςτο 7.0-7.2 με προςκικθ αραιοφ διαλφματοσ HCl. Τα διαλφματα: 

ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικϊν, διάλυμα ιχνοςτοιχείων Hutner's και διάλυμα A 

παραςκευάηονται ςε ςχετικά μεγάλθ ποςότθτα ϊςτε να υπάρχει διακζςιμο stock ςτο 

εργαςτιριο για τθν πιο άμεςθ παραςκευι του κρεπτικοφ TAP.  

Πίνακασ 1: Σφςταςθ διαλφματοσ ιχνοςτοιχείων Hutner’s 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Η ςυλλογι των κυττάρων γίνεται με φυγοκζντριςθ για τθν απομάκρυνςθ του 

κρεπτικοφ υλικοφ. Χρθςιμοποιείται ρυκμιςτικό διάλυμα πλφςθσ (Washing Buffer) για 

τθ πλφςθ και επαναδιαςπορά τθσ μάηασ άλγθσ που βρίςκεται ςτο κάτω μζροσ του 

δοχείου. Το διάλυμα αποτελείται από : 

 

compound amount water 

EDTA disodium salt 5 g 25 mL 

ZnSO4 . 7 H2O 2,2 g 10 mL 

H3BO3 1,14 g 20 mL 

MnCl2 . 4 H2O 0,506 g 5 mL 

CoCl2. 6 H2O 0,161 g 5 mL 

CuSO4 . 5 H2O 0,157 g 5 mL 

(NH4)6Mo7O24. 4 H2O 0,110 g 5 mL 

FeSO4. 7 H2O 0,499 g 5 mL 

*Final Volume = 100mL 
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 150 mM  NaCl 

 10 mM MgCl2.6H2O 

 20 mM Tris Base  

Μετά από 2 εκπλφςεισ πραγματοποιείται νζα φυγοκζντριςθ απομακρφνοντασ το 

ρυκμιςτικό διάλυμα πλφςθσ και γίνεται νζα απαναδιαςπορά τθσ άλγθσ ςε ελάχιςτο 

όγκο ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (Storage Buffer) το οποίο αποτελείται από: 

 0.8 M ςουκρόηθ 

 50 mM NaCl 

 50 mM Tris Base 

Το pH των 2 διαλυμάτων ρυκμίηεται ςτο 7 με προςκικθ αραιοφ διαλφματοσ HCl και 

το διάλυμα χρθςιμοποιείται κρφο με ςκοπό να ελαχιςτοποιθκοφν οι αλλοιϊςεισ ςτα 

άλγθ πριν τθν αποκικευςθ τουσ ςτθν κατάψυξθ ςτουσ -18οC.  

 

2.3 Διαλύτεσ και χημικϊ αντιδραςτόρια 
 

 Νιτρικό οξφ >68%, Trace analysis grade, Fisher Chemical 

 Πρότυπo μονοςτοιχειακό διάλφμα Νi2+ 10000 ppm ςε 4% ΗΝΟ3, CPI 

International Peak Performance 

 Μεκανόλθ, MeOH, Chromasolv for HPLC, ≥ 99,9%, Sigma Aldrich 

 Χλωροφόρμιο, CHCl3 ≥ 99,8%, Fisher Chemical 

 Δευτεριωμζνοχλωροφόρμιο, CDCl3 99.8%, deuteron 

 Tερεφκαλικόσ διμεκυλεςτζρασ, DMT 99.9%, Fluka 

 Ακετονιτρίλιο ACN, Chromasolv for HPLC, >99.9 %, Sigma Aldrich 

 Διμεκυλομεκαναμίδιο, DMF, ACS reagent, ≥99.8 %, Honeywell 

 Φορμικό αμμϊνιο, ≥ 99,9%, Sigma Aldrich  

 Iςοπροπανόλθ, ISO, HPLC grade, Acros Organics 

 Άλασ Νi(NO3)2.6H2O, Sigma Aldrich 

 Άλασ AsHNa2O4.7H2O, 99.0% Chem Service 

 Άλασ Na2SeO4 >98%, Fluka 
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2.4 Ανϊπτυξη κυττϊρων 
 

Όταν τα κφτταρα αναπτφςςονται ςε αυξθμζνεσ τοξικζσ ςυγκεντρϊςεισ μετάλλων ι 

μεταλλοειδϊν τείνουν να βρίςκονται ςε κατάςταςθ ςτρεσ. Ο πολλαπλαςιαςμόσ τουσ 

γίνεται πιο αργά και θ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ κυττάρων είναι μικρότερθ από αυτι των 

καλλιεργειϊν που ζχουν αναπτυχκεί  χωρίσ κάποια τοξικι ςυγκζντρωςθ μετάλλου. 

Όταν θ καλλιζργεια φκάςει ςτθ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ κυττάρων τότε ο αρικμόσ των 

νεκρϊν κυττάρων κεωρείται μεγάλοσ και το περιβάλλον αποκτάει ζναν επιπλζον 

παράγοντα επιβάρυνςθσ. Ζτςι, για να μελετθκεί θ επίδραςθ του ςτρεσ μόνο από τθν 

προςκικθ του μετάλλου/μεταλλοειδοφσ, τα κφτταρα πρζπει να ςυλλζγονται ςτο τζλοσ 

τθσ εκκετικισ φάςθσ ανάπτυξθσ, ϊςτε θ παραγωγι βιομάηασ να είναι αρκετι χωρίσ να 

επικρατεί ςυςςϊρευςθ νεκρϊν κυττάρων. Επομζνωσ, κρίνεται αναγκαίο πριν τθν 

ανάπτυξθ των κυττάρων ςε μεγάλθ κλίμακα, να προθγθκεί θ καταςκευι καμπυλϊν 

ανάπτυξθσ για να γίνει ςτο επόμενο ςτάδιο θ ςυλλογι των κυττάρων τθ ςωςτι χρονικι 

ςτιγμι.  

 

 

Εικόνα 14: Στερεζσ καλλιζργειεσ Chlorella sorokiniana & Chlamydomonas reinhardtii (TAP 

medium με 1.5% άγαρ) ςε τριβλία πζτρι.   
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2.4.1 Καταςκευό καμπυλών ανϊπτυξησ φωτομετρικϊ 
 

Για τθν καταςκευι των καμπυλϊν ανάπτυξθσ χρθςιμοποιικθκαν γυάλινοι ςωλινεσ 

με ςυνολικό όγκο κρεπτικοφ υγροφ 5 mL μαηί με τισ κατάλλθλεσ ποςότθτεσ Ni2+, As5+, 

Se6+. Mετά τθν αποςτείρωςθ (120OC για 20’) ζγινε προςκικθ 10 μL υγρισ αξενικισ 

καλλιζργειασ (περιζχει ζναν οργανιςμό χωρίσ επιμολφνςεισ μζςω παρατιρθςθσ από 

οπτικό μικροςκόπιο) ςε κάκε ςωλινα. Για κάκε ςυνκικθ ανάπτυξθσ υπιρχαν 3 

ςωλινεσ-επαναλιψεισ και θ παρακολοφκθςθ τθσ ανάπτυξθσ γινόταν φωτομετρικά 

κάκε 12 ϊρεσ καταγράφοντασ τθν οπτικι πυκνότθτα φωτομετρικά με ακτίνα 750 nm, 

ζνα μικοσ κφματοσ όπου δεν απορροφάει κάποια χρωςτικι των κυττάρων, επομζνωσ θ 

αφξθςθ τθσ απορρόφθςθσ ευκφνεται ςτθν αφξθςθ τθσ ςκζδαςθσ που προκαλείται από 

τον αυξανόμενο αρικμό κυττάρων. Πριν από τθ μζτρθςθ ςτο φωτόμετρο αναδεφονται 

με vortex για ομογενοποίθςθ και τοποκετοφνται ςτθν οπτικι διαδρομι του οργάνου 

χάρθ ςε ειδικό προςαρμογζα για ςωλινεσ αντί για κυψελίδεσ. Το πϊμα τουσ 

αποτελείται από βαμβάκι μζςα ςε γάηα που ςφινϊνει ςτο άνοιγμα του ςωλινα και 

καλφπτεται με αλουμινόχαρτο. Ζτςι, υπάρχει παροχι CO2 από τθν ατμόςφαιρα για τθ 

φωτοςφνκεςθ και παράλλθλα παρεμπόδιςθ κάκε ςωματιδίου να φκάςει ςτθν 

καλλιζργεια και να τθν επιμολφνει. Οι ςωλινεσ βρίςκονταν ςε πλάγια κζςθ ϊςτε τα 

κφτταρα να ακτινοβολοφνται ικανοποιθτικά ςυνεχϊσ και αναδεφονταν διαρκϊσ (≈150 

rpm) για να αιωροφνται ςτο κρεπτικό υγρό. Η κερμοκραςία κυμαινόταν από 23-26οC. 

 

 

Εικόνα 15 (αριςτερά): Οι καλλιζργειεσ ςτουσ ςωλινεσ για το ςχεδιαςμό των καμπυλϊν 

ανάπτυξθσ.  (δεξιά):Οι καλλιζργειεσ μεγάλθσ κλίμακασ. 
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2.4.2 Ανϊπτυξη κυττϊρων ςε μεγϊλη κλύμακα 
 

Για τθν ανάπτυξθ των κυττάρων ςε μεγάλθ κλίμακα, προςτζκθκαν 150 mL 

κρεπτικοφ διαλφματοσ TAP ςε κωνικζσ φιάλεσ των 250 mL για τα control κφτταρα, για 

τα treated κφτταρα προςτζκθκε και θ κατάλλθλθ ποςότθτα μετάλλου/μεταλλοειδοφσ 

από πυκνό πρότυπο διάλυμα. Μετά τθν αποςτείρωςθ ζγινε εμβολιαςμόσ τθσ κάκε 

κωνικισ φιάλθσ με το κρεπτικό διάλυμα  με 0.1 mL υγρισ αξενικισ καλλιζργειασ 

κυττάρων. Οι καλλιζργειεσ αναπτφχκθκαν υπό ςυνεχι φωτιςμό και ανάδευςθ και 

ςυλλζχκθκαν ςτο τζλοσ τθσ λογαρικμικισ φάςθσ βάςει τθσ καμπφλθσ ανάπτυξθσ. Η 

ςυλλογι ζγινε με φυγοκζντριςθ για τθν απομάκρυνςθ του κρεπτικοφ υλικοφ ςε δοχεία 

των 200 mL. Για τθν ζκπλυςθ και επαναδιαςπορά τθσ μάηασ άλγθσ που βρίςκεται ςτο 

κάτω μζροσ του δοχείου χρθςιμοποιικθκε Washing Buffer. Τζλοσ, ζγινε νζα 

επαναδιαςπορά τθσ άλγθσ ςε ελάχιςτο όγκο Storage Buffer και το πυκνό μίγμα 

χωρίςτθκε ςε   όγκουσ του 0.5 mL και τοποκετικθκε ςτθν κατάψυξθ. 

 

2.5 Χώνευςη κυττϊρων και ποςοτικοπούηςη νικελύου 
 

Για τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ πρόςλθψθσ του νικελίου ςτα κφτταρα 

πραγματοποιικθκε χϊνευςθ των κυτταρικϊν δειγμάτων από το εργαςτιριο του 

κ.Λυδάκθ. Συγκεκριμζνα, ςε γνωςτι ποςότθτα λυοφιλιωμζνων κυττάρων ≈100 mg από 

κάκε ςυνκικθ ανάπτυξθσ, ζγινε προςκικθ 2 mL π.HNO3 (>68% w/w, Trace analysis 

grade) και τα δείγματα αφζκθκαν για 24 h για να πραγματοποιθκεί θ διαλυτοποίθςθ. 

Τθν επόμενθ μζρα παρατθρικθκε ελάχιςτο αιϊρθμα ςε μερικά δείγματα επομζνωσ θ 

διαλυτοποίθςθ υποβοθκικθκε με ελαφριά κζρμανςθ μαηί με υπζρθχουσ για άλλεσ 2 

ϊρεσ περίπου. Τζλοσ, τα δείγματα αραιϊκθκαν με υπερκάκαρο νερό ςε τελικό όγκο 50 

mL με τελικι ςυγκζντρωςθ 4% ΗΝΟ3. Για το ςχεδιαςμό τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ, 

παραςκευάςτθκαν πρότυπα διαλφματα νικελίου ςε 4% HNO3 με ςυγκεντρϊςεισ 10, 

100, 200, 500 και 1000 ppb. 
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2.6 Εκχύλιςη λιπιδύων και προετοιμαςύα δεύγματοσ για λόψη 

φαςμϊτων NMR 
 

Η εκχφλιςθ των λιπιδίων βαςίςτθκε ςτθ μζκοδο των Folch et al[40][41]. Τα προσ 

ανάλυςθ δείγματα αποψφχονται, αναδεφονται για ομογενοποίθςθ με τθ χριςθ του 

vortex και πραγματοποιείται φυγοκζντριςθ με ςκοπό τθν απομάκρυνςθ του storage 

buffer με τθ βοικεια μιασ πιππζτασ Paster ι Gilson. Στθ ςυνζχεια γίνονται 3 κφκλοι 

ζκπλυςθσ με 1mL υπερκάκαρου νεροφ κάκε φορά, ανάδευςθ με vortex, φυγοκζντριςθ 

και απομάκρυνςθ του υπερκείμενου υγροφ.  Ζπειτα, ςτο υγρό ςυςςωμάτωμα γίνεται 

πρϊτα προςκικθ 1.4 mL MeOH και μετά 0.7 mL CHCl3 (αναλογία 2:1)  και το μείγμα 

αναδεφεται για ομογενοποίθςθ και διάλυςθ των ςτερεϊν. Σε περίπτωςθ που 

προςτεκεί πρϊτα το CHCl3, θ εκχφλιςθ δεν πραγματοποιείται διότι το ςυςςωμάτωμα 

των κυττάρων είναι υγρό από τισ εκπλφςεισ με υπερκάκαρο νερό και τα κφτταρα δεν 

ζρχονται ςε άμεςθ επαφι με τον διαλφτθ για να εκχυλιςτοφν. Ακολουκεί προςκικθ 1 

mL NaCl 2M και δθμιουργοφνται 2 φάςεισ. Ο διαχωριςμόσ των φάςεων μπορεί να 

επιτευχκεί και χωρίσ τθν παρουςία άλατοσ αλλά θ υψθλι ιοντικι ιςχφσ βοθκάει ςτον 

πιο εφκολο διαχωριςμό, ςτθν ελαχιςτοποίθςθ τθσ ποςότθτασ νεροφ που παραμζνει και 

ςτθ μείωςθ των απωλειϊν λιπιδίων που περνάνε ςτθν πάνω φάςθ (νερό –μεκανόλθ) .  

Με φυγοκζντριςθ οι φάςεισ διαχωρίηονται αποτελεςματικά και με τθ βοικεια 

γυάλινθσ ςφριγγασ με βελόνα απομακρφνεται προςεκτικά θ κάτω φάςθ που ζχει 

ςκοφρο πράςινο χρϊμα θ οποία περιζχει κυρίωσ λιπίδια. Ο διαλφτθσ του δείγματοσ 

(κυρίωσ CHCl3 ) αφαιρείται υπό ελαττωμζνθ πίεςθ για περίπου 2 ϊρεσ. Το ςτερεό πλζον 

δείγμα επαναδυαλφεται ςε 0.7 mL CDCl3 και μεταφζρεται ποςοτικά ςε ςωλινα ΝΜR  

των 5 mm για τθ λιψθ φάςματοσ 1Η. Μετά το πζρασ τθσ μζτρθςθσ, το υγρό 

μεταφζρεται από το ςωλινα δείγματοσ NMR ςε υάλινο φυαλίδιο και ο διαλφτθσ 

εξατμίηεται είτε υπό ελλατωμζνθ πίεςθ είτε με ροι αηϊτου. Ζπειτα, το ςτερεό δείγμα 

φυλλάςεται ςτθν κατάψυξθ. 
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Eικόνα 16 (αριςτερά) : Διαδοχικζσ φωτογραφίεσ κατά τθ προςκικθ του υδατικοφ διαλφματοσ 

NaCl ςτο οργανικό μείγμα ΜeOH/CHCl3. Προκαλείται ο άμεςοσ ςχθματιςμόσ 2 φάςεων με 

κατακριμνιςθ του CHCl3.                    

Εικόνα 17 (δεξιά) : Το μείγμα μετά τθ φυγοκζντριςθ, θ κάτω φάςθ αποτελείται κυρίωσ από 

λιπίδια ςε CHCl3, θ πάνω φάςθ αποτελείται από Η2Ο/ΝaCl/MeOH και τα πολικά ςυςτατικά του 

κυττάρου και ςτθ διεπιφάνεια ςχθματίηεται ςτρϊμα αδιάλυτων ςυςτατικϊν, κυρίωσ πρωτεΐνεσ. 

 

2.7 Προετοιμαςύα δεύγματοσ για HPLC-MRM 
 

Για τθν ανάλυςθ HPLC-MRM, τα ςτερεά εκχυλίςματα λιπιδίων από τα οποία ζχει 

ιδθ λθφκεί φάςμα  1Η, επαναδιαλφονται ςε ≈1 mL διαλφτθ CHCl3/MeOH με αναλογία 

1:4[42]. Κάκε δείγμα φιλτράρεται με φίλτρο ςυμβατό ςτουσ οργανικοφσ  διαλφτεσ, 

(Whatman, Spartan με αναγεννθμζνθ κυτταρίνθ) και ζπειτα τα δείγματα 

τοποκετοφνται ςτον αυτόματο δειγματολιπτθ του οργάνου. 

 

2.8 Προετοιμαςύα δεύγματοσ για EASI-MS 
 

Για τθν ανάλυςθ EASI-MS,  τα δείγματα κυττάρων πλζνονται με υπερκάκαρο νερό 

με τον ίδιο τρόπο που πραγματοποιικθκε και ςτθ προετοιμαςία των δειγμάτων για 

εκχφλιςθ λιπιδίων, χρθςιμοποιϊντασ όμωσ πολφ μικρότερθ ποςότθτα κυττάρων κακϊσ 

θ ευαιςκθςία του ΜS είναι τάξεισ μεγζκουσ μεγαλφτερθ από αυτι του NMR. Το 

πλφςιμο αποςκοπεί ςτθν αποφυγι τθσ καταςτολισ ιονιςμοφ των αναλυτϊν από τα 

άλατα και τθ ςουκρόηθ που προχπάρχουν από το storage buffer. Στο τελευταίο 
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πλφςιμο, ςκόπιμα δεν αφαιρζκθκε όλθ θ ποςότθτα του νεροφ, ϊςτε τα κφτταρα να 

επαναιωρθκοφν ςε μικρι ποςότθτα νεροφ. Κάκε φορά γινόταν λιψθ 1 μL από το πυκνό 

μίγμα και τοποκετοφνταν ωσ μικρι ςταγόνα πάνω ςε γυάλινθ αντικειμενοφόρο πλάκα 

μικροςκοπίου και αφζκθκε να εξατμιςτεί το νερό κάτω από ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ 

για περίπου μιςι ϊρα πριν τθν ανάλυςθ EASI-MS. Σε κάκε δείγμα αντιςτοιχοφςαν 3 

κθλίδεσ κυττάρων, ϊςτε να γίνουν οι 3 επαναλιψεισ των μετριςεων. 
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Κεφϊλαιο 3: Αποτελϋςματα – Συζότηςη 

3.1 Εκτύμηςη τησ ανϊπτυξησ Chlamydomonas reinhardtii παρουςύα Ni2+, 

As5+, Se6+ 

 

Tα κφτταρα που ζχουν αναπτφχκθκαν ςε κρεπτικό υλικό ΤΑP, χωρίσ κάποια 

προςκικθ μετάλλων/μεταλλοειδϊν, ζχουν τθν πιο γριγορθ ανάπτυξθ φκάνοντασ ςτο 

υψθλότερο πλατό οπτικισ πυκνότθτασ ςε περίπου 100 ϊρεσ (≈4 θμζρεσ). Ζπειτα, με 

αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των Νi2+, As5+, Se6+ παρατθρείται κάποια αυξανόμενθ 

χρονικι κακυςτζρθςθ (lag time) ςτθν ανάπτυξθ των κυττάρων τα οποία φκάνουν το 

πλατό απορρόφθςθσ κακυςτερθμζνα και με μικρότερεσ τιμζσ, που ςυνεπάγεται 

μικρότερθ ςυγκζντρωςθ βιομάηασ. Οπτικά, ςτο τζλοσ των μετριςεων, οι καλλιζργειεσ 

είχαν ζντονα πράςινο χρϊμα εκτόσ από αυτζσ των υψθλότερων ςυγκεντρϊςεων που 

είχαν απλϊσ χλωρό χρϊμα λόγω του μικρότερου πλθκυςμοφ άλγεων. 

 

 

Εικόνα 18: Καμπφλθ ανάπτυξθσ Chlamydomonas reinhardtii ςε 1, 2, 4, 6 ppm Νi2+ ςυγκριτικά με 

Control κφτταρα. 

Οι ςυγκεντρϊςεισ 1, 2 και 4 ppm Ni2+ ζχουν αςκενι επίδραςθ ςτθν ανάπτυξθ, ςε 

αντίκεςθ με τθ ςυγκζντρωςθ των 6 ppm Ni2+ θ οποία ζχει αξιοςθμείωτθ τοξικότθτα 

δείχνοντασ ότι μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ είναι απαγορευτικζσ-κανατθφόρεσ για τθν 

ανάπτυξθ των ςυγκεκριμζνων κυττάρων. 
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Εικόνα 19: Καμπφλθ ανάπτυξθσ Chlamydomonas reinhardtii ςε 10, 15, 22.5, 30 ppm As5+ 

ςυγκριτικά με Control κφτταρα. 

Στθν περίπτωςθ του Αs5+ θ παρεμπόδιςθ τθσ ανάπτυξθσ φαίνεται να αυξάνεται με 

τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ. Η  μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ 30 ppm επιτρζπει τθν 

παραγωγι ςχετικά μεγάλθσ ςυγκζντρωςθσ βιομάηασ με ςθμαντικι όμωσ κακυςτζρθςθ 

ςε ςφγκριςθ με τα control κφτταρα.  

 

 

Εικόνα 20: Καμπφλθ ανάπτυξθσ Chlamydomonas reinhardtii ςε 0.79, 1.58, 2.37, 3.95 ppm Se6+ 

ςυγκριτικά με Control κφτταρα. 
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Οι ςυγκεκριμζνεσ ςυγκεντρϊςεισ Se6+  ςτισ οποίεσ αναπτφχκθκαν τα κφτταρα 

Chlamydomonas reinhardtii   είχαν τθ μεγαλφτερθ τοξικότθτα ςυγκριτικά με τα άλλα 

δφο ςτοιχεία. Η ςυγκζντρωςθ 3.95 ppm φαίνεται να μθν επιτρζπει τθ παραγωγι 

αξιόλογθσ ςυγκζντρωςθσ βιομάηασ, παρόλα αυτά ςτθν ανάπτυξθ των κυττάρων ςε 

μεγάλθ κλίμακα λιφκθκε ικανοποιθτικι ποςότθτα για τισ αναλφςεισ. 

 

3.2 Ποςοτικοπούηςη Ni ςε κύτταρα Chlamydomonas reinhardtii 

καλλιεργημϋνων ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρώςεισ Νi2+ με 

φαςματομετρύα μϊζασ επαγωγικϊ ςυζευμϋνου πλϊςματοσ (ICP-MS) 
 

Στθ παροφςα εργαςία, εφόςον μελετάται θ επίδραςθ που ζχει θ ανάπτυξθ 

παρουςία Ni2+ ςτο λιπιδικό προφίλ των κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii, κρίνεται 

ενδιαφζρουςα θ ποςοτικοποίθςθ του μετάλλου που βιοαπορροφάει το κφτταρο ςε 

κάκε ςυνκικθ. 

Το κφριο ιςότοπο του νικελίου (68,1% αφκονία), το 58Νi, ςυχνά ζχει ιςοβαρικζσ  

παρεμποδίςεισ όπωσ 23Νa35Cl+, 40Ar18O+. Για αυτό τον λόγο, ςτο παρόν πείραμα, 

παρακολουκοφνται και τα υπόλοιπα ιςότοπα 60Νi, 61Νi, 62Νi με αφκονίεσ 26.2%, 1.1% 

και 3,6% αντίςτοιχα. Εφόςον επιβεβαιωκεί θ φπαρξθ αμελθτζων παρεμποδίςεων, τα 

τελικά αποτελζςματα υπολογίηονται βάςει πρότυπθσ καμπφλθσ για το πιο άφκονο 

ιςότοπο. 
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Εικόνα 21: Απόκριςθ ανιχνευτι (counts per second-cps) ςυναρτιςθ του χρόνου για κάκε 

ιςότοπο Νi2+ για τα πρότυπα διαλφματα ςυγκεντρϊςεων 0, 10, 100, 200, 500 και 1000 ppb Νi2+. 

Μεταξφ κάκε προτφπου, ειςάγεται υπερκάκαρο νερό. 

 

 

Εικόνα 22: Καμπφλθ βακμονόμθςθσ 58Ni βάςει πρότυπων διαλυμάτων με ικανοποιθτικι 

γραμμικότθτα. 
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Πίνακασ 2: δεδομζνα και υπολογιςμοί βάςει πρότυπθσ καμπφλθσ. Ο όγκοσ του δείγματοσ ιταν 

50mL. 

Δείγμα avg. CPS-Ni58 mg 

δείγματοσ 

ng/mL ng/50mL ng/mg 

κυττάρων 

control 321701 156.4 19.0 953.8 6.1 

2 ppm Ni2+ 358210 94.5 23.0 1151.2 12.2 

4 ppm Ni2+ 
1010450 120.3 93.5 4677.6 38.9 

6 ppm Ni2+ 
2469445 101.9 251.3 12566.0 123.3 

8 ppm Ni2+ 5234382 81.2 550.3 27515.1 338.9 

 

 

 

Εικόνα 23: Ποςότθτα νικελίου ςε ng ανά mg λυοφιλοποιθμζνων κυττάρων καλλιεργθμζνων ςε 

κρεπτικό υλικό με Ni2+. 

Τα αποτελζςματα δείχνουν εκκετικι αφξθςθ πρόςλθψθσ νικελίου με τθν αφξθςθ 

τθσ ςυγκζντρωςθσ ςτο κρεπτικό διάλυμα. Oι μετριςεισ βιοαπορρόφθςθσ του Se6+ και 

Αs5+ από τα Chlamydomonas reinhardtii ζχουν πραγματοποιθκεί από άλλα μζλθ τθσ 

ερευνθτικισ ομάδασ.  
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3.3 Απευθεύασ ανϊλυςη μεμβρανικών λιπιδύων ςε κύτταρα 

Chlamydomonas reinhardtii με φαςματομετρύα μϊζασ εκρόφηςησ με 

ιοντιςμό υπερηχητικόσ εκνϋφωςησ (EASI-MS) 

 

       Η ςυγκεκριμζνθ τεχνικι που ζχει αναπτυχκεί και ςτο εργαςτιριο μασ, επιτρζπει τθ 

γριγορθ και ςχετικά απλι ανάλυςθ οριςμζνων πολικϊν λιπιδίων ςε άκικτα κφτταρα. 

Τα φάςματα που λαμβάνονται είναι παρόμοια με αυτά από πθγι ESI, το οποίο όμωσ 

απαιτεί τθν εκχφλιςθ των λιπιδίων και το φιλτράριςμα του κάκε δείγματοσ.  

 

 

 

Εικόνα 24: Η πειραματικι διάταξθ EASI-MS. O εκνεφωτισ παράγει αερόλυμα διαλφτθ/αηϊτου 

και υπό γωνία ςθμαδεφεται θ κθλίδα κυττάρων όπου πραγματοποιείται εκχφλιςθ/εκρόφθςθ με 

τουσ αναλφτεσ να κατευκφνονται ςτθν οπι του οργάνου. Στο ςτζνεμα του εκνεφωτι, θ 

ταχφτθτα του N2 είναι μεγάλθ και προκαλεί αεροδυναμικι ςχάςθ ςτθ ροι του διαλφτθ. 

Ο γυάλινοσ εκνεφωτισ που χρθςιμοποιικθκε είναι εμπορικά διακζςιμοσ για χριςθ 

ςε ICP-MS. Ο διαλφτθσ για τθ λιπιδικι ανάλυςθ είναι μίγμα ACN:DMF 1:1 v/v  ςε 
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χαμθλι ροι 5 μL/min. To αζριο εκνζφωςθσ Ν2 ςε πίεςθ 5 bar παρζχεται από γεννιτρια 

αηϊτου. 

Κάκε δείγμα αναλφκθκε τρεισ φορζσ και μόνο θ ςχετικι ποςοτικοποίθςθ των 

λιπιδίων είναι δυνατι διότι δεν ζχει προςτεκεί κάποιο εςωτερικό πρότυπο. Επίςθσ, θ 

ποςότθτα των κυττάρων ςτο κάκε δείγμα δεν είναι γνωςτι. Η κθλίδα δεν είναι 

ομοιόμορφα κατανεμθμζνθ ςτθν γυάλινθ πλάκα, κακϊσ όταν το νερό από τισ ςταγόνεσ 

εξατμίηεται, τα κφτταρα τείνουν να ςυγκεντρϊνονται ςτισ άκρεσ ςχθματίηοντασ ζναν 

δακτφλιο. Επίςθσ, θ διάταξθ είναι αρκετά ευαίςκθτθ ςτισ γεωμετρικζσ αλλαγζσ. 

 

 

Εικόνα 25: Συνολικι ζνταςθ ςιματοσ κατά τθν ανάλυςθ ςυναρτιςθ χρόνου ενόσ δείγματοσ με 3 

επαναλιψεισ. Το ςιμα ελαττϊνεται κακϊσ ο διαλφτθσ εκνζφωςθσ απομακρφνει τα κφτταρα 

από τθν υάλινθ πλάκα. Ενδιάμεςα από κάκε επανάλθψθ, το αερόλυμα ςτοχεφεται ςε κακαρι 

υάλινθ περιοχι.   

 

 

Πίνακασ 3: Τιμζσ m/z λιπιδίων του Chlamydomonas reinhardtii που εμφανίηονται ςτον αρνθτικό 

ιοντιςμό βάςει παλαιότερθσ εργαςίασ, που εκπονικθκε ςτο εργαςτιριο από διατριβι 

Μαυρουδάκθ Λεωνίδα[45]. 
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Εικόνα 26: Μεγεκυμζνα διαδοχικά φάςματα μάηασ control κυττάρων Chlamydomonas 

reinhardtii και καλλιεργθμζνων ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ Ni2+ ςε αρνθτικό ιοντιςμό με τθν 

τεχνικι EASI-MS με ζμφαςθ ςτισ κορυφζσ των λιπιδίων. 

 

Η κφρια ομάδα λιπιδίων που εμφανίηονται ςτον αρνθτικό ιοντιςμό είναι θ 

ςουλφοκινοβοςυλοδιακυλογλυκερόλθ SQDG  και δευτερεφουςα θ 

φωςφατιδογλυκερόλθ, PG. Με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του Ni2+, ςτο εφροσ 815.5-

821.5 m/z, θ κφρια αλλαγι που εμφανίηεται είναι θ απότομθ μείωςθ τθσ κορυφισ 

815.5 m/z του πολυακόρεςτου SQDG (34:3). Στο εφροσ 741.5-747.5 m/z, θ ςχετικι 
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αφξθςθ τθσ ζνταςθσ τθσ κορυφισ 747.5 m/z του πιο κορεςμζνου είδουσ PG (34:1) είναι 

κεαματικι με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του Ni2+.  

 

 

Εικόνα 27: Οι λόγοι εντάςεων των PG 34:1/34:2 και SQDG 34:0/34:1 με ±1.96 SD (τυπικι 

απόκλιςθ βάςει των 3 τεχνικϊν επαναλιψεων). 

 

Από τα παραπάνω, φαίνεται και ςχεδιαγραμματικά (εικόνα 27) θ ςχετικι ενίςχυςθ 

του ακόρεςτου PG 34:2 ζναντι του λιγότερο ακόρεςτου PG 34:1 με αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ με Νi2+. Το ςφάλμα του λόγου ςτα 8 ppm Ni2+ είναι μεγάλο διότι θ 

κορυφι 745.5 m/z ζχει πολφ μικρό S/N (λόγοσ ςιματοσ προσ κόρυβο). Στθν περίπτωςθ 

των δφο διαδοχικϊν SQDG οι ςχετικζσ εντάςεισ δεν αλλάηουν αξιοςθμείωτα επομζνωσ 

δεν υπάρχει κάποια τάςθ- ςυςχζτιςθ τθσ αναλογίασ με τθ ςυγκζντρωςθ Ni2+.  

Tα ίδια αποτελζςματα προκφπτουν και ςτθ περίπτωςθ που τα δείγματα υποςτοφν 

εκχφλιςθ με τον ίδιο διαλφτθ ACN:DMF 1:1 v/v και το εκχφλιςμα αναλυκεί 

χρθςιμοποιϊντασ τθν πθγι θλεκτροψεκαςμοφ ESI για ειςαγωγι του δείγματοσ ςτο MS.  
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Εικόνα 28: Oι λόγοι εντάςεων των PG 34:1/34:2 και SQDG 34:0/34:1 βάςει ESI και EASI.  

 

 

Εικόνα 29: Μεγενκυμζνα διαδοχικά φάςματα μάηασ εκχυλίςματοσ control κυττάρων     

Chlamydomonas reinhardtii και κυττάρων καλλιεργθμζνων ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ Ni 

ςε αρνθτικό ιοντιςμό με τθν τεχνικι ESI-MS με ζμφαςθ ςτισ κορυφζσ των λιπιδίων. 
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Πίνακασ 4: Βαςικοί παράμετροι του οργάνου με τισ δυο πθγζσ. Ο θλεκτροψεκαςμόσ απαιτεί 

υψθλι τάςθ και βοθκθτικζσ ροζσ Ν2. 

 

Τα παραπάνω αποτελοφν ςθμαντικι ζνδειξθ για τθν μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ 

των μεμβρανικϊν λιπιδίων, βάςει των ςυγκεκριμζνων PG και SQDG, με αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ επϊαςθσ ςε Ni2+. Για αυτό τον λόγο, ζγιναν επιπλζον μετριςεισ με HPLC-

MS με τθ μζκοδο MRM και με NMR, ϊςτε να επιβεβαιωκεί και να ποςοτικοποιθκεί 

αυτό το φαινόμενο. Oι μετριςεισ με τθν τεχνικι EASI-MS για τα Chlamydomonas 

reinhardtii που ζχουν καλλιεργθκεί παρουςία Se6+ και Αs5+ ζχουν πραγματοποιθκεί από 

άλλα μζλθ τθσ ερευνθτικισ ομάδασ. 
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3.4 Προςδιοριςμόσ ακορεςτότητασ λιπιδύων των κυττϊρων 

Chlamydomonas reinhardtii με φαςματοςκοπύα πυρηνικού μαγνητικού 

ςυντονιςμού (NMR) 

 

       Από τισ πρϊτεσ μετριςεισ EASI-MS, υπάρχουν ενδείξεισ ότι το λιπιδικό προφίλ των 

Chlamydomonas reinhardtii  τείνει να γίνεται πιο κορεςμζνο όταν αναπτφςςονται ςε 

αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ Νi2+. Τα αποτελζςματα αυτά αφοροφν  λόγουσ 

ςυγκεκριμζνων κορεςμζνων/ακόρεςτων πολικϊν μεμβρανικϊν λιπαρϊν και ζτςι δεν 

μπορεί να εξαχκεί ζνα ςυμπζραςμα για τθν ακορεςτότθτα του ςυνολικοφ λιπιδικοφ 

προφίλ των κυττάρων. Η φαςματοςκοπία NMR χρθςιμοποιείται για τθν ανάλυςθ λιπϊν 

και εφκολα προςδιορίηεται θ ςυνολικι ακορεςτότθτα του δείγματοσ. Στισ πρϊτεσ 

δοκιμζσ που ζγιναν, λιφκθκε φάςμα 1H με τθν τεχνικι  HR-MAS (high-resolution magic 

angle spinning) διότι δεν απαιτείται προετοιμαςία δείγματοσ και θ ποςότθτα κυττάρων 

που απαιτείται για τθ μζτρθςθ είναι ελάχιςτθ. 

      Γενικά, ςτα φάςματα 1Η με CDCl3, εμφανίηεται πάντα κορυφι ςτα 7.26 ppm από τα 

ίχνθ CHCl3 που υπάρχουν. Τα πρωτόνια του νεροφ από τα ίχνθ υγραςίασ εμφανίηονται 

ςτα 1.56 ppm και το τετραμζκυλοςιλάνιο, ΤΜS, που υπάρχει ςυνικωσ ςτο διαλφτθ για 

βακμονόμθςθ, απορροφάει ςτα 0 ppm. Σε κάποια φάςματα εμφανίηεται μια οξεία 

κορυφι ςτα 2.17 ppm θ οποία προζρχεται από τα υπολείμματα ακετόνθσ από το 

πλφςιμο των ςωλινων[46].    

       Μικρι ποςότθτα control και κυττάρων καλλιεργθμζνων ςε αυξανόμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ Ni2+ λυοφιλοποιικθκε και ≈2 mg ξθρισ ςκόνθσ κυττάρων από κάκε 

δείγμα προςτζκθκε ςτον κατάλλθλο ρότορα μαηί με 12 μL CDCl3 για τθ λιψθ φάςματοσ 
1Η  με HR-MAS. 
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Εικόνα 30: Ενδεικτικό φάςμα HR-MAS 1Η Chlamydomonas reinhardtii επωαςμζνα ςε 4 ppm 

Ni2+με ολοκλθρϊςεισ για υπολογιςμό DB/αCH2. 

       Τα πρωτόνια των διπλϊν δεςμϊν (DB) όλων των λιπιδίων του δείγματοσ 

απορροφοφν ςτα 5.35 ppm και τα πρωτόνια του α-άνκρακα (αCH2), δθλαδι του 

πρϊτου άνκρακα τθσ αλειφατικισ αλυςίδασ του κάκε λιπαροφ οξζοσ από τθ πλευρά 

του καρβοξυλίου, απορροφοφν ςτα 2.3 ppm. Oλοκλθρϊνοντασ τισ δφο κορυφζσ και 

υπολογίηοντασ τον λόγο DB/αCH2 μπορεί να εξαχκεί ςυμπζραςμα για τθ ςυνολικι 

ακορεςτότθτα των λιπαρϊν των κυττάρων. Για λόγουσ ευκολίασ, ςε κάκε φάςμα 1Η θ 

τιμι τθσ ολοκλιρωςθσ τθσ κορυφισ των διπλϊν δεςμϊν ορίηεται ςαν 1,000.  
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Εικόνα 31: Σχεδιαγραμματικά θ μείωςθ του λόγου DB/αCH2 με τθν αυξανόμενθ ςυγκζντρωςθ 

Ni2+. 

           Από το παραπάνω διάγραμμα (εικόνα 31), φαίνεται πωσ θ ςχετικι ζνταςθ τθσ  

κορυφισ των διπλϊν δεςμϊν ελαττϊνεται ςθμαντικά με τθν παρουςία Ni2+. Το ςτρεσ 

που προκαλείται ςτα κφτταρα από τα ςυγκεκριμζνα κατιόντα προκαλεί μείωςθ ςτον 

βακμό ακορεςτότθτασ των λιπιδίων. Επίςθσ, εφόςον τα πρωτόνια του κάκε διπλοφ 

δεςμοφ είναι 2 και τα πρωτόνια του αCH2 είναι επίςθσ 2 (αναλογία 1:1), ο λόγοσ 

DB/αCH2 κα μποροφςε να ταυτιςτεί με τον μζςο αρικμό διπλϊν δεςμϊν ανά λιπαρό 

οξφ. Το πρόβλθμα ςτθ ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ είναι θ φπαρξθ επιπλζον ςυςτατικϊν 

ςτο δείγμα που απορροφοφν ςε αυτζσ τισ περιοχζσ κακϊσ θ μζτρθςθ γίνεται ςε όλο το 

κφτταρο χωρίσ να ζχει προθγθκεί απομόνωςθ των λιπαρϊν. Παρόλα αυτά, οι ενδείξεισ 

για κορεςμό των λιπαρϊν είναι ιςχυρζσ και για αυτό γίνονται περαιτζρω μετριςεισ με 

μεγαλφτερθ ακρίβεια με ςυμβατικό υγρισ κατάςταςθσ, NMR ςε ςχετικά κακαρό 

εκχφλιςμα λιπαρϊν από τα κφτταρα. 

 

Εικόνα 32: Φάςμα 1Η λιπιδικοφ εκχυλίςματοσ control κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii ςε 

CDCl3 μαηί με DMT για ποςοτικοποίθςθ, αντιςτοίχιςθ κορυφϊν ςε πρωτόνια ενόσ ενδεικτικοφ 

λιπαροφ οξζοσ. 

       Τα φάςματα που λιφκθκαν με ςυμβατικό ΝΜR υγρισ φάςθσ, ζχουν ςθμαντικά 

μεγαλφτερθ ανάλυςθ με ςτενζσ κορυφζσ. Με πρϊτθ ματιά, το δείγμα-εκχφλιςμα 
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φαίνεται να περιζχει κυρίωσ λιπαρά. Η αντιςτοίχιςθ κάκε πρωτονίου των λιπαρϊν 

οξζων ςτισ κορυφζσ γίνεται βάςει βιβλιoγραφίασ και χθμικισ μετατόπιςθσ. Για 

επιπλζον επιβεβαίωςθ γίνεται λιψθ 2-D φαςμάτων[47][48].  

              Πίνακασ 5: Περιοχζσ απορρόφθςθσ χαρακτθριςτθκϊν πρωτονίων των λιπαρϊν οξζων. 

Θζςθ πρωτονίων Περιοχι απορ. (ppm) 

-HC=CH- 5.35 

-HC=CHCH2HC=CH- 2.8 

-COCH2- 2.3 

-HC=CHCH2- 2.05 

-COCH2CH2- 1.6 

-(CH2)n- 1.25 

-CH3 ω-3 0.97 

-CH3 0.86 
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Εικόνα 33: Φάςμα COSY λιπιδικοφ εκχυλίςματοσ control κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii 

με επιςθμαςμζνεσ τισ κφριεσ κορυφζσ.  

 

        Το φάςμα COSY (εικόνα 32) δείχνει τισ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των γειτονικϊν 

πρωτονίων. Το ςιμα Α και Β υποδεικνφει ότι τα πρωτόνια ςτα 5.35 ppm είναι γειτονικά 

με τα πρωτόνια ςτα 2.8 και 2.05 ppm. Βάςει τθσ ανάκεςθσ που ζχει γίνει αυτό είναι 

λογικό διότι τα πρωτόνια των διπλϊν δεςμϊν είναι δίπλα ςτα -HC=CHCH2HC=CH- των 

PUFA και ςτα -HC=CHCH2-. To ςιμα C αφορά τθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ -COCH2- και -

COCH2CH2-. Τα  -CH3 των ω-3 απορροφοφν ςε ελαφρϊσ υψθλότερεσ τιμζσ ppm από τα 

υπόλοιπα  -CH3 κακϊσ ο διπλόσ δεςμόσ μεταξφ τρίτου-τζταρτου άνκρακα αν και 

ςχετικά μακριά, τα αποπροςτατεφει. Στα ω-3, τα πρωτόνια μεταξφ διπλοφ δεςμοφ και 

των  -CH3 αποπροςτατεφονται εντονότερα και για αυτό απορροφοφν ςτα 2.1 ppm 

βάςει ςιματοσ COSY D, ενϊ τα πρωτόνια δίπλα ςτα υπόλοιπα -CH3 εμφανίηονται ςτα 

1.25 ppm, όπωσ φαίνεται και από το ςιμα Ε.  
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Εικόνα 34: Φάςμα HSQC λιπιδικοφ εκχυλίςματοσ control κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii. 

To 2-D HSQC (εικόνα 33) δίνει πλθροφορίεσ για τον τφπο του άνκρακα που είναι 

ςυνδεδεμζνοσ με το κάκε πρωτόνιο. Βάςει χθμικισ μετατόπιςθσ του άνκρακα 

ςυμπεραίνεται το χθμικό του περιβάλλον και ανάλογα αν το ςιμα είναι πράςινο ι 

μπλε, τότε ο άνκρακασ αυτόσ είναι ενωμζνοσ με 2 ι με 1 ι 3 πρωτόνια αντίςτοιχα ( CH2  

/ CH / CH3). 
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                     Πίνακασ 6: Συςχζτιςθ βαςικϊν κορυφϊν 1Η με κορυφζσ 13C. 

Θζςθ πρωτονίων Περιοχι απορ. (ppm) HSQC- 13C (ppm) 

-HC=CH- 5.35 129 

-HC=CHCH2HC=CH- 2.8 26 

-COCH2- 2.3 34 

-HC=CHCH2- 2.05 27 

-COCH2CH2- 1.6 25 

-(CH2)n- 1.25 23/30/32/37 

-CH3 ω-3 0.97 15 

-CH3 0.86 15/20/23 

 

  Στον διαλφτθ ζχει προςτεκεί γνωςτι ποςότθτα τερεφκαλικοφ διμεκυλεςτζρα, 

DMT, ζνα αδρανζσ μόριο που χρθςιμοποιείται ςτθ φαςματοςκοπία NMR για ποςοτικι 

ανάλυςθ. Ζχει 4 ιςοδφναμα αρωματικά πρωτόνια που εμφανίηονται ςτα 8.1 ppm και 6 

μεκυλενικά πρωτόνια που απορροφοφν ςτα 3.95 ppm. Η ολοκλιρωςθ γίνεται ςτθ 

κορυφι ςτα 8.1 ppm κακϊσ ςε εκείνο το εφροσ δεν απορροφοφν πρωτόνια του 

δείγματοσ. Κάκε δείγμα που είναι ζτοιμο προσ ανάλυςθ,  περιζχει ίςθ ποςότθτα 

πρότυπθσ ζνωςθσ αλλά όχι ίςθ μάηα εκχυλίςματοσ. Επομζνωσ, κανονικοποιϊντασ τθ 

μάηα κάκε δείγματοσ, ο λόγοσ τθσ ολοκλιρωςθσ τθσ βινυλικισ κορυφισ ζναντι τθσ 

πρότυπθσ κορυφισ είναι ενδεικτικόσ τθσ ακορεςτότθτασ του δείγματοσ ανά μονάδα 

μάηασ.  

Για τον υπολογιςμό τθσ ακορεςτότθτασ βάςει ολοκλθρϊςεων χωρίσ τθ χριςθ 

προτφπου, μπορεί να αξιοποιθκοφν οι κορυφζσ των ςυνολικϊν μεκυλενικϊν 

πρωτονίων (δθλαδι ακροίηοντασ τα -CH3  των ω-3 με τα υπόλοιπα -CH3). Δεν 

χρθςιμοποιικθκε θ κορυφι των αCH2 όπωσ είχε γίνει ςτα αποτελζςματα των 

πειραμάτων με HR-MAS κακϊσ ςε εκείνθ τθν περιοχι φάνθκε να υπάρχει επιπλζον 

απορρόφθςθ από άλλα πρωτόνια. 

Παρακάτω δίνονται ςε διάγραμμα οι λόγοι DB/CH3 και DB/(IS*mg) μαηί ϊςτε να 

ςυγκρικοφν οι δφο τρόποι και να εξαχκεί ςυμπζραςμα για κάκε δείγμα. 
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Εικόνα 35: Συγκριτικό διάγραμμα των δφο μεκόδων υπολογιςμοφ τθσ ακορεςτότθτασ για τα 

control Chlamydomonas reinhardtii και των καλλιεργθμζνων παρουςία Νi2+.  

 

 

Εικόνα 36: Συγκριτικό διάγραμμα των δφο μεκόδων υπολογιςμοφ τθσ ακορεςτότθτασ για τα 

control Chlamydomonas reinhardtii και των καλλιεργθμζνων παρουςία As5+.  
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Εικόνα 37: Συγκριτικό διάγραμμα των δφο μεκόδων υπολογιςμοφ τθσ ακορεςτότθτασ για τα 

control Chlamydomonas reinhardtii και των καλλιεργθμζνων παρουςία Se6+.  

 

Τα αποτελζςματα δείχνουν τθν τάςθ του λιπιδικοφ προφίλ των κυττάρων να 

γίνεται πιο κορεςμζνο με τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των Ni2+, As5+, Se6+ ςτο 

κρεπτικό διάλυμα. Oι δφο μζκοδοι υπολογιςμοφ τθσ ακορεςτότθτασ ςε γενικζσ 

γραμμζσ ζχουν ςυμφωνία μεταξφ τουσ. Για τον υπολογιςμό ακορεςτότθτασ βάςει 

πρότυπθσ ζνωςθσ, το κφριο ςφάλμα οφείλεται ςτθν ελάχιςτθ ποςότθτα δείγματοσ που 

χρθςιμοποιικθκε, με αποτζλεςμα θ ηφγιςθ να ζχει ςθμαντικό ςφάλμα λόγω του ηυγοφ 

ι μθ ολοκλθρωμζνθσ ξιρανςθσ. Στον υπολογιςμό βάςει ολοκλθρϊςεων χωρίσ 

πρότυπο, το κφριο ςφάλμα είναι θ φπαρξθ επιμολφνςεων ι  άλλων ςυςτατικϊν που 

απορροφοφν ςτισ ίδιεσ περιοχζσ που εξετάηονται.  

Η εκχφλιςθ ιταν αποτελεςματικι και ςχετικά γριγορθ αλλά δεν είναι δυνατόν να 

απομονϊςει πλιρωσ μόνο τα λιπαρά. ϋΑλλωςτε φαίνεται και από το χρϊμα του 

δείγματοσ ότι ζχουν εκχυλιςτεί και οι χρωςτικζσ του κυττάρου, το οποίο είναι 

αναμενόμενο λόγω πολικότθτασ αυτϊν των ενϊςεων. 

 Πικανότατα, ο υπολογιςμόσ βάςει πρότυπθσ ζνωςθσ να είναι προτιμότεροσ όταν 

το δείγμα ζχει αρκετι μάηα και δεν είναι απόλυτα κακαρό. Για μεγαλφτερθ αξιοπιςτία 
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των κυττάρων ςε κάκε ςυνκικθ κα πρζπει να γίνει 3 φορζσ, ϊςτε τα διαγράμματα να 

περιλαμβάνουν ςφάλματα για κάκε ςυνκικθ. 

 

3.5 Ανϊλυςη λιπιδικού εκχυλύςματοσ κυττϊρων Chlamydomonas 

reinhardtii με υψηλόσ απόδοςησ χρωματογραφύα αντύςτροφησ φϊςησ 

με φαςματομετρύα μϊζασ παρακολούθηςησ πολλαπλών αντιδρϊςεων  

(RP-HPLC-MRM) 

 

Τα λιπιδικά εκχυλίςματα μετά τθν ανάλυςθ NMR, αναλφονται με HPLC-MS/MS με 

MRM. Με αυτό τον τρόπο αναλφεται περαιτζρω θ ςφςταςθ του εκχυλίςματοσ και 

μποροφν να λθφκοφν ποςοτικζσ πλθροφορίεσ για κάκε λιπίδιο που υπάρχει ςτθ λίςτα 

των MRM (παράρτθμα). Για κάκε λιπίδιο υπάρχουν δφο τιμζσ m/z που περνοφν από Q1 

και Q3 αντίςτοιχα, θ πρϊτθ είναι θ μορφι [M+NH4]+  και θ δεφτερθ είναι ζνα 

χαρακτθριςτικό κραφςμα (προϊόν ιόν). Το κατιόν NH4
+ προκφπτει από το φορμικό 

αμμϊνιο, που ζχει προςτεκεί ςτθ κινθτι φάςθ. Σε ςφγκριςθ με το EASI-MS, θ 

ευαιςκθςία και θ εκλεκτικότθτα του πειράματοσ είναι υψθλότερθ, κακϊσ λόγω 

χρωματογραφίασ τα μόρια διαχωρίηονται και ο ανιχνευτισ λειτουργεί ςε MRM mode 

και όχι ςε full scan. Βζβαια θ ςυνολικι διαδικαςία είναι πιο χρονοβόρα ςε ςχζςθ με του 

EASI-MS. 

Τα λιπίδια διαχωρίηονται με άπολθ ςτιλθ C18. Παρατθρείται ότι για λιπίδια ίδιασ 

κατθγορίασ και μεγζκουσ, ο χρόνοσ ζκλουςθσ μικραίνει ςθμαντικά με τθν αφξθςθ των 

διπλϊν δεςμϊν. Οι αλειφατικζσ αλυςίδεσ που περιζχουν διπλοφσ δεςμοφσ ζχουν 

κεκαμζνθ γεωμετρία και ζρχονται ςε μικρότερθ επαφι με τθν αλειφατικι ςτατικι 

φάςθ C18, από ότι οι κορεςμζνεσ γραμμικζσ αλυςίδεσ, επομζνωσ αλλθλεπιδροφν 

λιγότερο άρα ο χρόνοσ κατακράτθςθσ είναι μικρότεροσ.  

Η βακμιδωτι ζκλουςθ των λιπιδίων ζγινε με τθν ανάμειξθ 2 διαλυτϊν,  Α και Β. Ο 

διαλφτθσ Α αποτελείται από ACN:H2O 60:40 και ο διαλφτθσ Β από IPA:ACN 90:10. Και οι 

δφο περιζχουν φορμικό αμμϊνιο ςε ςυγκζντρωςθ 10 mM.   
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Εικόνα 38: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κινθτισ φάςθσ ςε A, B ζναντι χρόνου. Στα τελευταία 

λεπτά θ ςφςταςθ τθσ κινθτισ φάςθσ επανζρχεται ςτθν αρχικι ϊςτε θ ςτιλθ να εξιςορροπθκεί. 

Η κινθτι φάςθ με τθ πάροδο του χρόνου γίνεται λιγότερο πολικι αυξάνοντασ τθν 

περιεκτικότθτά τθσ ςε διαλφτθ Β, με αποτζλεςμα να αυξάνεται θ εκλουςτικι ιςχφσ. Η 

ροι τθσ κινθτισ φάςθσ ορίςτθκε ςτα 0,26 mL/min, o όγκοσ δείγματοσ που ειςάγεται 

είναι 2 μL, θ κερμοκραςία του φοφρνου, όπου βρίςκεται θ ςτιλθ, ρυκμίηεται ςτουσ 

45οC και θ καταγραφι διαρκεί 35 min.   
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Εικόνα 39: Χρωματογραφικζσ κορυφζσ  SQDG 34:X control κυττάρων (πάνω) και με Se6+ 1,58 

ppm (κάτω). Παρατθρείται αυξθμζνοσ χρόνοσ κατακράτθςθσ για τα λιγότερο ακόρεςτα μόρια. Oι 

ςχετικζσ εντάςεισ των λιπιδίων επθρεάηονται παρουςία Se6+. 

 

Αρκετζσ κορυφζσ φαίνεται να αποτελοφνται από δφο λιπίδια που ζχουν διαφορά 

ζναν διπλό δεςμό, όπωσ ςυμβαίνει και ςτο παραπάνω επιλεγμζνο τμιμα του 

χρωματογραφιματοσ (εικόνα 39) όπου όλεσ οι κορυφζσ, με εξαίρεςθ του SQDG 34:0, 

εμφανίηουν δεφτερθ κορυφι διαφορετικοφ χρϊματοσ κάτω από τθν κφρια. Το λιπίδιο 

που ζχει ζναν επιπλζον διπλό δεςμό, ζχει 2 Da λιγότερο από το αντίςτοιχο που ζχει 

κορεςμζνο δεςμό. Στατιςτικά λόγω ιςοτόπων, κάκε μόριο, ειδικά τα μεγάλα, 

εμφανιίηουν κορυφι με m/z Μ+2, διότι κάποια τυχαίνει να περιζχουν 2 13C. Επίςθσ, 

επειδι θ δομι των δυο κοντινϊν λιπιδίων είναι ςχεδόν ίδια, κα εμφανίηουν παρόμοια 

κραφςματα, επομζνωσ παρόλο που το φαςματόμετρο ξεχωρίηει τα μόρια με MRM και 

είναι εκλεκτικό, ςτθ ςυγκεκριμζνθ ιδιαίτερθ περίπτωςθ το λογιςμικό εκλαμβάνει τθν 

κορυφι Μ+2 ςαν το λιπίδιο που περιζχει ζναν διπλό δεςμό λιγότερο. Επίςθσ, το 

τετράπολο δεν είναι διαχωριςτισ μαηϊν υψθλισ διακριτικισ ικανότθτασ. 

 

Οι μεγαλφτερεσ κορυφζσ λιπιδίων ςτα χρωματογραφιματα (εικόνα 40) 

αντιςτοιχοφν ςτο SQDG 32:0 (16:0/16:0) και ςτο MGDG 34:7 (18:3/16:4) με χρόνο 

κατακράτθςθσ 7.5 min και 6 min, αντίςτοιχα. Με τθν αφξθςθ των ςυγκεντρϊςεων των 

Νi2+, As5+, Se6+ παρατθρικθκε θ αφξθςθ τθσ ςχετικι ζνταςθσ του κορεςμζνου SQDG 

32:0 ζναντι του πολυακόρεςτου MGDG 34:7. Η ςυγκεκριμζνθ παρατιρθςθ πικανότατα 

να ζχει τθ μεγαλφτερθ επίδραςθ ςτα αποτελζςματα από τθ φαςματοςκοπία NMR, 

όπου ςυνολικά, το εκχφλιςμα γινόταν ςυςτθματικά πιο κορεςμζνο με τθν αφξθςθ των 

ςυγκεντρϊςεων των Νi2+, As5+, Se6+. 
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Εικόνα 40: HPLC χρωματογραφιματα λιπιδικοφ εκχυλίςματοσ Chlamydomonas reinhardtii με 

μεγζνκυςθ ςτον άξονα Χ (Χρόνοσ Κατακράτθςθσ) ςτθν περιοχι ενδιαφζροντοσ για Control και 

κφτταρα καλλιεργθμζνα με 4 ppm Ni2+. 

Τα λιπίδια που εμφανίηουν ςθμαντικζσ εντάςεισ, ανικουν ςτθν ίδια κατθγορία και 

διαφζρουν μόνο ςτον αρικμό διπλϊν δεςμϊν επιλζγονται και οπτικοποιοφνται για 

λόγουσ ευκολίασ μζςω του λογιςμικοφ, όπωσ ζγινε με τα SQDG 34:X (εικόνα 38). Για να 

μελετθκεί θμιποςοτικά το κάκε δείγμα, τα φψθ των κορυφϊν ακροίηονται και κάκε 

κορυφι κανονικοποιείται. Ζτςι, προςεγγιςτικά υπολογίηεται θ περιεκτικότθτα επί τοισ 

100 κάκε λιπιδίου για τθν κατθγορία του. 
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Εικόνα 41: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ DGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) Ni2+ και των control κυττάρων. 
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Εικόνα 41: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ MGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) Ni2+ και των control κυττάρων. 

 

Εικόνα 42: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ SGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) Ni2+ και των control κυττάρων. 
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Εικόνα 43: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ DGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm)  As5+ και των control κυττάρων. 
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Εικόνα 44: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ MGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) As5+  και των control κυττάρων. 

 

Εικόνα 45: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ SQDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) As5+ και των control κυττάρων. 
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Εικόνα 46: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ DGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm)  Se6+ και των control κυττάρων. 

0

10

20

30

40

50

60

0 1 2 3 4

%
 O

F 
TO

TA
L 

ppm Se6+

DGDG 34:X Se6+

34;0

34;1

34;2

34;3

34;4

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 1 2 3 4

%
 O

F 
TO

TA
L 

ppm Se6+

DGDG 34:X Se6+

34;5

34;6

34;7



65 
 

 

Εικόνα 47: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ MGDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) Se6+ και των control κυττάρων. 

 

Εικόνα 48: Ποςοςτιαία περιεκτικότθτα κάκε είδουσ SQDG 34:Χ ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ καλλιζργειασ (ppm) Se6+ και των control κυττάρων. 
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Είναι φανερό πωσ θ επϊαςθ με Νi2+, As5+, Se6+ ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ, 

προκαλεί ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτισ διάφορεσ κατθγορίεσ λιπιδίων όπωσ εξετάςτθκε. Τα 

παραπάνω αποτελζςματα μποροφν να βελτιωκοφν κάνοντασ τθν ποςοτικοποίθςθ 

βάςει προτφπων και επαναλαμβάνοντασ όλθ τθ διαδικαςία 3 φορζσ. Ο διαχωριςμόσ 

των ενϊςεων μζςω τθσ χρωματογραφίασ είναι ικανοποιθτικόσ. Επίςθσ, φαίνεται θ 

επιτυχία τθσ διαδικαςίασ τθσ εκχφλιςθσ ςτθ ςχετικι απομόνωςθ των μεμβρανικϊν 

λιπαρϊν.   

 

3.6 Εκτύμηςη τησ ανϊπτυξησ κυττϊρων Chlorella sorokiniana παρουςύα 

Ni2+, As5+ , Se6+ 
 

Τα κφτταρα Chlorella sorokioniana καλλιεργικθκαν ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ με τα 

Chlamydomonas reinhardtii με ςκοπό τθ ςφγκριςθ των δφο οργανιςμϊν όςον αφορά 

τθν επίδραςθ των  Νi2+, As5+, Se6+ ςτθν ακορεςτότθτα των λιπιδίων τουσ. 

Η ανάπτυξθ των Chlorella sorokiniana ιταν ταχφτατθ κακϊσ ζφκανε ςε πλατό 

απορρόφθςθσ ςε περίπου 80 ϊρεσ (≈3 θμζρεσ) ςε ςφγκριςθ με τα Chlamydomonas 

reinhardtii που χρειάηονταν περίπου 100 ϊρεσ.  

Σθμαντικι παρεμπόδιςθ τθσ ανάπτυξθσ παρατθρικθκε μόνο για τθ ςυγκζντρωςθ 

των 6 ppm Νi2+. Παρουςία As5+, ςτισ ςυγκεντρϊςεισ που ςχεδιάςτθκε θ καμπφλθ 

ανάπτυξθσ, δεν παρατθρικθκε κάποια μετριςιμθ μεταβολι. Τζλοσ, θ αυξανόμενθ 

ςυγκζντρωςθ Se6+ προκάλεςε αυξανόμενθ χρονικι κακυςτζρθςθ (lag time) ςτθν 

ανάπτυξθ αλλά θ τελικι οπτικι πυκνότθτα ςτο πλατό τθσ ανάπτυξθσ για κάκε 

ςυγκζντρωςθ ιταν ίδια με τισ control ςυνκικεσ.  
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Εικόνα 49: Καμπφλθ ανάπτυξθσ  Chlorella sorokiniana ςε 1, 2, 4, 6 ppm Νi2+ ςυγκριτικά με 

Control κφτταρα. 

 

 

Εικόνα 50: Καμπφλθ ανάπτυξθσ  Chlorella sorokiniana ςε 10, 15, 22.5, 30 ppm As5+ ςυγκριτικά με 

Control κφτταρα. 
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Εικόνα 51: Καμπφλθ ανάπτυξθσ  Chlorella sorokiniana ςε 0.79, 1.58, 2.37, 3.95 ppm Se6+ 

ςυγκριτικά με Control κφτταρα. 

 

Εφόςον θ ανάπτυξθ τθσ Chlorella sorokiniana ςτισ ςυγκεντρϊςεισ  As5+, Se6+ που 

μελετικθκαν ςτο Chlamydomonas reinhardtii φάνθκε να μθν είναι   αρκετά υψθλζσ για 

να παρεμποδιςτεί θ ανάπτυξθ τουσ, ζγιναν νζεσ καλλιζργειεσ με ςθμαντικά 

υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ για τθν ποιοτικι ανάλυςθ τθσ ανάπτυξθσ τουσ.  

 

 

Εικόνα 52: Καλλιζργειεσ Chlorella sorokiniana με αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ 50, 100, 150, 200, 

250 μΜ Se6+  (3.95, 7.90, 11.8, 15.8, 19.7 ppm Se6+)  και 30, 60, 90, 120, 150 ppm Αs5+ από 

αριςτερά προσ τα δεξιά. Η παραγωγι βιομάηασ ςτισ υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ παρζμεινε 

ικανοποιθτικι.  
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Εν τζλει, για τισ καλλιζργειεσ μεγάλθσ κλίμακασ των Chlorella sorokiniana 

πραγματοποιικθκε μια περαιτζρω ανάπτυξθ με τα ςτοιχεία As5+, Se6+ ςτθ τριπλάςια 

ςυγκζντρωςθ από τθν υψθλότερθ που είχαν αναπτυχκεί τα   Chlamydomonas 

reinhardtii (30 ppm As5+ και 3.95 ppm  Se6+), δθλαδι με 90 ppm As5+ και 11.8 ppm Se6+.  

 

3.7 Προςδιοριςμόσ ακορεςτότητασ εκχυλύςματοσ κυττϊρων Chlorella 

sorokiniana με φαςματοςκοπύα πυρηνικού μαγνητικού ςυντονιςμού 

(NMR) 
 

Τα λιπίδια των κφτταρων Chlorella sorokiniana εκχυλίςτθκαν και αναλφκθκαν με 

NMR με τον ίδιο τρόπο με τα Chlamydomonas reinhardtii. Η μόνθ διαφορά των 2 

οργανιςμϊν που παρατθρικθκε ςτο πειραματικό μζροσ ιταν θ ςχετικι δυςκολία τθσ 

επανααιϊρθςθσ τθσ Chlorella sorokiniana με ανάδευςθ vortex ζπειτα από τθ 

φυγοκζντριςθ. Πικανότατα, λόγω του μικρότερου μεγζκουσ, τα κφτταρα ςχθματίηουν 

ςτακερότερο ςυςςωμάτωμα λόγω πυκνότερου πακεταρίςματοσ. 

 

 

 

 

Εικόνα 52: Ενδεικτικό φάςμα 1Η Chlorella sorokiniana επωαςμζνα ςε 4 ppm Ni2+με 

ολοκλθρϊςεισ για υπολογιςμό DB/CH3. 
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Τα φάςματα 1Η που λιφκθκαν για κάκε καλλιζργεια ζχουν μεγάλθ ομοιότθτα 

μεταξφ τουσ και για τον προςδιοριςμό τθσ ακορεςτότθτασ των λιπιδίων υπολογίςτθκε ο 

λόγοσ των ολοκλθρϊςεων των βινυλικϊν πρωτονίων ζναντιο των μεκυλενικϊν. 

Παρακάτω δίνονται ςε διάγραμμα οι λόγοι DB/CH3 ςυναρτιςει τθσ κάκε ςυνκικθσ. 

 

Εικόνα 54: Oι λόγοι DB/CH3 για κάκε ςυνκικθ καλλιζργειασ με Ni2+ για το εκχφλιςμα κυττάρων 

Chlorella sorokiniana. 
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Εικόνα 55: Oι λόγοι DB/CH3 για κάκε ςυνκικθ καλλιζργειασ με Αs5+ για το εκχφλιςμα κυττάρων 

Chlorella sorokiniana. 

 

 

Εικόνα 56: Oι λόγοι DB/CH3 για κάκε ςυνκικθ καλλιζργειασ με Se6+ για το εκχφλιςμα κυττάρων 

Chlorella sorokiniana. 

 

Η ακορεςτότθτα των λιπιδίων ςε κάκε ςυνκικθ καλλιζργειασ παραμζνει πρακτικά 

ίδια ακόμθ και ςτισ υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ. Επίςθσ, φαίνεται πωσ το λιπιδικό 

προφίλ των κυττάρων Chlorella sorokiniana είναι πιο ακόρεςτο από των 

Chlamydomonas reinhardtii κακϊσ οι λόγοι των ολοκλθρϊςεων DB/CH3 είναι 

υψθλότεροι. Αυτό διαπιςτϊνεται και βιβλιογραφικά, κακϊσ ςε εκείνεσ τισ ςυνκικεσ 

που καλλιεργικθκαν, ο αρικμόσ ιωδίου για το βιοντίηελ που προκφπτει από τα λιπαρά 

των Chlorella sorokiniana και Chlamydomonas reinhardtii είναι ≈90 και ≈65 mg I2/100g, 

αντίςτοιχα[49][50]. 
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Κεφϊλαιο 4: Συμπερϊςματα – Μελλοντικού ςτόχοι 
 

4.1 Συμπερϊςματα 
 

 Η καλλιζργεια των κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii  με  Ni2+, As5+, Se6+ ςτισ 

αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ που μελετικθκαν, ζχει τοξικι επίδραςθ ςτα 

κφτταρα μειϊνοντασ τον ρυκμό ανάπτυξθσ τουσ και περιορίηοντασ τθ μζγιςτθ 

παραγωγι βιομάηασ. Σε αντίκεςθ, θ Chlorella sorokiniana φάνθκε να είναι 

περιςςότερο ανκεκτικι ςτισ υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ Ni2+, As5+, Se6+. Μάλιςτα, 

ςτθ περίπτωςθ που θ επϊαςθ γίνει παρουςία As5+ ι  Se6+, θ παραγωγι 

βιομάηασ είναι ικανοποιθτικι ακόμθ και ςε πενταπλάςιεσ μζγιςτεσ 

ςυγκεντρϊςεισ από αυτζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτα Chlamydomonas 

reinhardtii. 

 

 Tα κφτταρα Chlorella sorokiniana αναπτφςςονται πιο γριγορα από τα 

Chlamydomonas reinhardtii  ςε ςυνκικεσ εργαςτθρίου ςε TAP κρεπτικό 

διάλυμα, φκάνοντασ ςτο πλατό ανάπτυξθσ ςε ≈80 h ζναντι ≈100 h. 

 

 Από τθν ποςοτικοποίθςθ νικελίου ςε χωνευμζνα κφτταρα Chlamydomonas 

reinhardtii  επωαςμζνων ςε αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ Νi2+ με ICP-MS, 

παρατθρικθκε απότομθ αφξθςθ τθσ ποςότθτασ νικελίου ανά μονάδα μάηασ 

λυοφιλιωμζνων κυττάρων ςυναρτιςει τθσ ςυγκζντρωςθσ επϊαςθσ, επομζνωσ θ 

βιοαπορρόφθςθ του νικελίου φαίνεται να αυξάνεται εκκετικά ςε αυτζσ τισ 

ςυνκικεσ. 

 

 Η τεχνικι ΕΑSI-MS εφαρμόςτθκε με επιτυχία για τθν απευκείασ ανάλυςθ 

αρνθτικά φορτιςμζνων μεμβρανικϊν λιπιδίων του Chlamydomonas reinhardtii. 

Συγκεκριμζνα, ανιχνεφτθκαν κυρίωσ αρνθτικά φορτιςμζνα PG και SQDG, για τα 

οποία υπιρχε θ ςχετικι μείωςθ των πολυακόρεςτων λιπιδίων με αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ επϊαςθσ με Ni2+.  
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 H τεχνικι EASI-MS εμφάνιςε παρόμοια φάςματα μάηασ με τθ ςυμβατικι πθγι 

ΕSI του οργάνου για τα λιπίδια των Chlamydomonas reinhardtii. Κφριο 

πλεονζκτθμα τθσ τεχνικισ EASI είναι θ ελάχιςτθ προετοιμαςία δείγματοσ, θ 

ευελιξία που προςφζρει και ο διαχωριςμόσ φορτίων χωρίσ τθ χριςθ δυναμικοφ 

υψθλισ τάςθσ.  

 

 Με τθ λιψθ φαςμάτων 1H ΝΜR με τθν τεχνικι HR-MAS ςε κφτταρα   

Chlamydomonas reinhardtii  μπορεί να προςδιοριςτεί ωσ ζνα βακμό θ ςυνολικι 

ακορεςτότθτα των λιπιδίων. Παρατθρικθκε θ ςχετικι μείωςθ τθσ ολοκλιρωςθσ 

των βινυλικϊν πρωτονίων ζναντι των πρωτονίων του α-άνκρακα των λιπαρϊν 

οξζων με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ επϊαςθσ Ni2+.  

 

 Mε τθ λιψθ φαςμάτων  1H ΝΜR υγρισ φάςθσ ςε εκχφλιςμα λιπιδίων κυττάρων 

Chlamydomonas reinhardtii  και Chlorella sorokiniana, μπορεί να προςδιοριςτεί 

θ ακορεςτότθτα των ςυνολικϊν λιπιδίων, ςε αντίκεςθ με τισ τεχνικζσ 

φαςματομετρίασ μάηασ  που παρζχουν πλθροφορίεσ για κάκε λιπίδιο 

ξεχωριςτά. 

 

 Η λιψθ φαςμάτων μζςω HR-MAS ςυγκριτικά με τθ λιψθ φαςμάτων υγρισ 

φάςθσ, ςυμβατικοφ NMR, απαιτεί ελάχιςτθ προετοιμαςία δείγματοσ, δεν 

πραγματοποιείται πειραματικι εκχφλιςθ των λιπιδίων, τα φάςματα όμωσ δεν 

ζχουν υψθλι ευκρίνεια και υπάρχουν ςθμαντικζσ απορροφιςεισ επιπλζον 

ςυςτατικϊν εκτόσ από αυτζσ των λιπιδίων ςτισ κορυφζσ που μελετϊνται.  

 

 Από τα φάςματα 1H NMR των λιπιδικϊν εκχυλιςμάτων, υπολογίςτθκε ο λόγοσ 

των ολοκλθρϊςεων των κορυφϊν των βινυλικϊν πρωτονίων ζναντι των 

μεκυλενικϊν. Για τα Chlamydomonas reinhardtii  παρατθρικθκε θ ςυνολικι 

μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ των λιπιδίων με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ επϊαςθσ 

για Ni2+, As5+ και  Se6+. Τα κφτταρα Chlorella sorokiniana δεν φάνθκε να 

αποκτοφν περιςςότερο κορεςμζνο λιπιδικό προφιλ ςτισ ςυγκεντρϊςεισ που 

μελετικθκαν. 

 

 H χριςθ εςωτερικοφ προτφπου, DMT, για ποςοτικοποίθςθ τθσ ακορεςτότθτασ 

των λιπιδίων κρίνεται προτιμθτζα  όταν το εκχφλιςμα περιζχει ςθμαντικι 
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ποςότθτα άλλων ςυςτατικϊν που απορροφοφν ςτισ περιοχζσ που μελετϊνται. 

Επίςθσ για ελαχιςτοποίθςθ των ςφαλμάτων ηφγιςθσ, το δείγμα πρζπει να  ζχει 

μάηα μεγαλφτερθ από μερικά mg και να ζχει ξθρανκεί αποτελεςματικά. 

 

 Η μικροεκχφλιςθ λιπιδίων από τα άλγθ βαςιςμζνθ ςτθ μζκοδο των Folch et al. 

φάνθκε αποτελεςματικι ςτθ ςχετικι απομόνωςθ τουσ .  

 

 Η μζκοδοσ RP-HPLC-MS/MS με MRM που χρθςιμοποιικθκε διαχϊρθςε 

ικανοποιθτικά τα πολικά λιπίδια του εκχυλίςματοσ και ζγινε ποιοτικι και 

θμιποςοτικι μελζτθ ςε λιπίδια των Chlamydomonas reinhardtii. Η ςφςταςθ των 

πολικϊν λιπιδίων αλλάηει ςθμαντικά παρουςία Ni2+, As5+, Se6+ .  

 

 Με τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ επϊςαςθσ των Ni2+, As5+, Se6+  παρατθρείται 

μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ των λιπιδίων του Chlamydomonas reinhardtii. 

Εικάηεται πωσ αυτό ςυμβαίνει λόγω ςυςςϊρευςθσ λιγότερο ακόρεςτων 

λιπιδίων TAG και λόγω μείωςθσ τθσ δράςθσ των δεςατουραςϊν. 

 

 

4.2 Μελλοντικού ςτόχοι 
 

Η δράςθ των δεςατουραςϊν κακορίηει τθν ακορεςτότθτα των λιπιδίων. 

Πικανότατα, με τθ αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των μετάλλων, να επθρεάηεται-μειϊνεται 

θ βιοαπορρόφθςθ του ςιδιρου από το κρεπτικό υλικό. Τα ζνηυμα αυτά, εφόςον ζχουν 

ςτο ενεργό κζντρο τουσ 2 άτομα ςιδιρου, ζχουν περιοριςμζνθ δράςθ με μείωςθ του 

διακζςιμου ςιδιρου.   

Επομζνωσ, κατά τθν ποςοτικοποίθςθ των ςτοιχείων που περιζχονται ςτα κφτταρα 

που ζχουν προςτεκεί ςτο κρεπτικό υλικό (ςτθν παροφςα εργαςία Ni(II), As(V), Se(VI)) 

με τθν τεχνικι ICP-MS, ωφζλιμο κα είναι να προςδιορίηεται παράλλθλα και θ ποςότθτα 

του Fe που περιζχεται ςτα κφτταρα. Σε περίπτωςθ που μειϊνεται θ ποςότθτα του Fe 

ςτα κφτταρα, τότε υπάρχει ςθμαντικι ζνδειξθ υπολειτουργίασ αυτϊν των ενηφμων με 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ του κορεςμοφ των λιπαρϊν. Σε αυτι τθ περίπτωςθ, μπορεί να 

γίνει νζα επϊαςθ με τα ςτοιχεία που μελετϊνται με παράλλθλθ αφξθςθ τθσ 



75 
 

ςυγκζντρωςθσ Fe. Αν θ ποςότθτα του Fe ςτα κφτταρα παραμείνει ίδια με τισ control 

ςυνκικεσ, πικανότατα θ ακορεςτότθτα να μθν μειωκεί, λόγω τθσ φυςιολογικισ 

ενεργότθτασ των δεςατουραςϊν. Εναλλακτικά, μπορεί να γίνει προςκικθ επιπλζον 

ποςότθτασ Fe λίγο πριν το τζλοσ τθσ εκκετικισ ανάπτυξθσ των κυττάρων που 

αναπτφχκθκαν υπό ςτρεσ ϊςτε να διαπιςτωκεί αν θ μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ είναι 

αναςτρζψιμθ. 

Η ποςοτικι αναλυτικι μελζτθ των λιπιδίων μπορεί να παρζχει λεπτομζρειεσ για 

μθχανιςμοφσ τοξικότθτασ και επίδραςθσ του ςτρεσ ςτο λιπιδικό προφίλ των άλγεων. 

Εφόςον θ μζκοδοσ RP-HPLC-MS/MS με MRM που χρθςιμοποιικθκε διαχϊριςε 

ικανοποιθτικά τα λιπίδια που αναλφκθκαν ςτθ παροφςα εργαςία, μπορεί να προςτεκεί 

κάποια πρότυπθ ζνωςθ για τθ ποςοτικοποίθςθ κάκε λιπιδίου, κακϊσ και τθσ ςυνολικισ 

ςφςταςθσ των λιπιδίων ανά ομάδα. Με αφξθςθ του ςτρεσ είναι πικανό, εκτόσ από τθν 

ακορεςτότθτα των λιπιδίων, να αλλάηει και θ κατανομι των λιπιδίων ςτισ επιμζρουσ 

κατθγορίεσ. Επίςθσ, θ ποςοτικοποίθςθ των TAG μπορεί να δϊςει απαντιςεισ για τθ 

μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ. Ωςτόςο, εφόςον τα μόρια αυτά είναι ουδζτερα, 

πικανότατα να μθν υπάρχει υψθλι ευαιςκθςία ςτισ μετριςεισ με ESI και να χρειαςτεί 

ιςχυρότερθ πθγι ιονιςμοφ. 

Επίςθσ, ενδιαφζρον ζχει θ μελζτθ τθσ ακορεςτότθτασ του λιπιδικοφ προφίλ τθσ 

Chlorella sorokiniana ςε υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ Ni2+, As5+, Se6+, ϊςτε γίνει 

ικανοποιθτικι ςφγκριςθ με τα αποτελζςματα του Chlamydomonas reinhardtii  το οποίο 

εμφάνιςε μείωςθ τθσ ακορεςτότθτασ όταν θ ανάπτυξι του παρεμποδιηόταν ςθμαντικά. 

Εφόςον και οι δφο οργανιςμοί περιζχουν δεςατουράςεσ και υπό ςτρεσ ςυςςωρεφουν 

TAG, αναμζνεται να εμφανίςουν παρόμοιεσ μεταβολζσ ςτθν ακορεςτότθτα των 

λιπιδίων, όταν το ςτρεσ υπερβεί κάποιο όριο. 
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Παρϊρτημα 
 

 

Εικόνα Π1: Παρατιρθςθ κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii με οπτικό μικροςκόπιο 

χρθςιμοποιϊντασ ελαιοβυκιηόμενο φακό. 

 

 

Εικόνα Π2: Παρατιρθςθ κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii καλλιεργθμζνων παρουςία 6 

ppm Ni2+. Οι κυτταρικζσ μεμβράνεσ φαίνοται να ζχουν ςχαςτεί. 
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Εικόνα Π3: Παρατιρθςθ κυττάρων Chlorella sorokiniana με οπτικό μικροςκόπιο. 

 

 

Εικόνα Π4: Φάςμα μάηασ κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii καλλιεργθμζνων χωρίσ κάποια 

προςκικθ ςε εφροσ 500-1000 m/z ςτον αρνθτικό ιοντιςμό. Πάνω: Λιψθ φάςματοσ με τθν 

τεχνικι ESI-MS ςε εκχφλιςμα. Kάτω: Λιψθ φάςματοσ με τθν τεχνικι EASI-MS. Ο διαλφτθσ και 

ςτισ 2 περιπτϊςεισ είναι ACN:DMF 1:1. 

 



82 
 

 

Εικόνα Π6: Φάςμα HMBC εκχυλίςματοσ control κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii.  

 

 

Εικόνα Π7: Διαδοχικά φάςματα 1Η κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii καλλιεργθμζνων 

παρουςία Ni2+ μζςω τθσ τεχνικισ ΗR-MAS. 
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Εικόνα Π8: Διαδοχικά φάςματα 1Η ΝΜR εκχυλίςματοσ κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii 

καλλιεργθμζνων παρουςία Ni2+. 

 

 

Εικόνα Π9: Διαδοχικά φάςματα 1Η ΝΜR εκχυλίςματοσ κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii 

καλλιεργθμζνων παρουςία As5+. 
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Εικόνα Π10: Διαδοχικά φάςματα 1Η ΝΜR εκχυλίςματοσ κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii 

καλλιεργθμζνων  παρουςία Se6+. Υπάρχει υπόλειμμα ακετόνθσ που εμφανίηεται ςτα 2.16 ppm. 

 

Εικόνα Π11: Φάςμα COSY NMR εκχυλίςματοσ control κυττάρων Chlorella sorokiniana. 
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Εικόνα Π12: Διαδοχικά φάςματα 1Η ΝΜR εκχυλίςματοσ κυττάρων Chlorella sorokiniana 

καλλιεργθμζνων παρουςία Ni2+. H ευρεία κορυφι ςτα 3.2 ppm αντιςτοιχεί ςτα –ΟΗ του 

δείγματοσ που δεν ζχουν αντικαταςτακεί από 2D. 

 

Εικόνα Π13: Διαδοχικά φάςματα 1Η ΝΜR εκχυλίςματοσ κυττάρων Chlorella sorokiniana 

καλλιεργθμζνων παρουςία As5+. 
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 Εικόνα Π14: Διαδοχικά φάςματα 1Η ΝΜR εκχυλίςματοσ κυττάρων Chlorella sorokiniana 

καλλιεργθμζνων παρουςία Se6+. 
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Πίνακασ Π1: Λίςτα m/z για Q1 & Q3 των λιπιδίων που μετρικθκαν με HPLC-MRM.   
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Εικόνα Π15: Χρωματογράφθμα 0-35 min εκχυλίςματοσ Control κυττάρων Chlamydomonas 

reinhardtii. 
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Εικόνα Π16: Χρωματογράφθμα 0-35 min εκχυλίςματοσ Control κυττάρων Chlorella sorokiniana. 

 

Παρακάτω παρουςιάηονται διαδοχικά μεγεκυμζνα χρωματογραφιματα για τα 

εκχυλίςματα των κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii για όλεσ τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ 

παρουςία Ni2+, As5+, Se6+ με επιςιμανςθ των κφριων λιπιδίων. Για τα κφτταρα  Chlorella 

sorokiniana παρουςιάηονται τα χρωματογραφιματα για τισ ςυγκεντρϊςεισ 1, 2, 4 ppm 

Νi2+. 
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