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ΣΠΟΥ∆ΕΣ 
 
Σεπτέµβριος 1998 – Νοέµβριος 2003 

∆ίπλωµα Χηµικού Μηχανικού, Τµήµα Χηµικών Μηχανικών, Πολυτεχνική Σχολή, 

Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης (Α.Π.Θ), Βαθµός ∆ιπλώµατος 7.82 (Λίαν Καλώς). 

 

Ιούλιος 2004 - Απρίλιος 2007 

Μεταπτυχιακό ∆ίπλωµα Ειδίκευσης: Εργαστήριο Περιβαλλοντικών Χηµικών ∆ιεργασιών, 

Τµήµα Χηµείας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Ηράκλειο, µε τίτλο: “Ανάπτυξη Μεθόδων Υγρής 
Χρωµατογραφίας µε Φασµατοµετρία Μαζών για Ανίχνευση και Χαρακτηρισµό Νέων Μορφών 
Αρσενικού (Θειο-αρσενοσάκχαρα) σε Βιολογικά ∆είγµατα” 
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Χηµείας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Ηράκλειο, µε τίτλο: “Ανάπτυξη Αναλυτικών Μεθόδων για 
τον Προσδιορισµό Ενώσεων Αρσενικού και των Αλληλεπιδράσεών τους σε Περιβαλλοντικά – 
Βιολογικά Συστήµατα” 
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ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ/ ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ  
 

Ιούλιος 2004 – ∆εκέµβριος 2009: Πανεπιστήµιο Κρήτης, Τµήµα Χηµείας, Ηράκλειο, 

Εργαστήριο Περιβαλλοντικών Χηµικών ∆ιεργασιών 
“Ανάπτυξη Αναλυτικών Μεθόδων για τον Προσδιορισµό Ενώσεων Αρσενικού και των 
Αλληλεπιδράσεών τους σε Περιβαλλοντικά – Βιολογικά Συστήµατα” 
Χρήση Αναλυτικών Τεχνικών 

♦ Φασµατοµετρία Μάζας Επαγωγικά Συζευγµένου Πλάσµατος (ICP-MS) σε συνδυασµό µε 

Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC). 

♦ ∆ιαδοχική Φασµατοµετρία Μάζας Ιονισµού µε Ηλεκτροψεκασµό (Electrospray Ionization 

MS/MS) σε συνδυασµό µε Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC). 

 

∆εκέµβριος 2003 – Μάιος 2004: Εθνικό Κέντρο Έρευνας και Τεχνολογικής 

Ανάπτυξης, Ινστιτούτο Τεχνικής Χηµικών ∆ιεργασιών, Εργαστήριο 

Περιβαλλοντικών Καυσίµων και Υδρογονανθράκων (Ε.Κ.Ε.Τ.Α./ Ι.Τ.ΧΗ.∆/ 

Ε.Π.Κ.Υ.), Θεσσαλονίκη 
“Σύνθεση ∆ιπλών Υδροξειδίων Φυλλόµορφης ∆οµής (Layered Double Hydroxides/ LDH), 
Τροποποίηση Ζεολιθικών και Μεσοπορώδων Υλικών” και “Αξιολόγηση καταλυτών στην 
Μονάδα ∆οκιµής Μικροενεργότητας-Μικρού Χρόνου Επαφής (MAT-SCT)/ Ανάλυση των 
προϊόντων πυρόλυσης µε Αέρια Χρωµατογραφία (GC)” 
Χρήση Αναλυτικών Τεχνικών  

♦ Φασµατοσκοπία Ατοµικής Εκποµής Επαγωγικά Συζευγµένου Πλάσµατος (ICP-AES) 

♦ Περίθλαση Ακτίνων-Χ (XRD) 

♦ Θερµικές Αναλύσεις (TGA-DSC) 

♦ Θερµοπρογραµµατισµένη Εκρόφηση Αµµωνίας µε Φασµατογράφο Μάζας (TPD-NH3). 

♦ Προσρόφηση/ Εκρόφηση Αζώτου (N2-BET) 

♦ Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης - Στοιχειακή Μικροανάλυση (SEM-EDS) 

 

Ιούνιος 2002 – Αύγουστος 2002: Ε.Κ.Ε.Τ.Α./ Ι.Τ.ΧΗ.∆/ Ε.Π.Κ.Υ., Θεσσαλονίκη 
Εκπόνηση Πρακτικής Άσκησης µε τίτλο: 

“Παρασκευή και Χαρακτηρισµός Όξινων Ζεολιθικών Καταλυτικών Υλικών” 
♦ Σύνθεση και τροποποποίηση ζεολιθικών υλικών. 

♦ Φυσικοχηµικός χαρακτηρισµός των υλικών µε τις τεχνικές: ICP-AES, XRD, TGA-DSC, 

TPD-NH3, N2-BET.  
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“Καταλυτικά Πρόσθετα Υποστηριγµένου ZnO για την Μείωση του Θείου της Βενζίνης 
Καταλυτικής Πυρόλυσης – Μελέτη της Επίδρασης του Τύπου του Υλικού Υποστήριξης” 
Επίβλεψη: Καθηγητής Τµήµατος Χηµικών Μηχανικών Α.Π.Θ., Ι.Α. Βασάλος, Επίκουρος 

Καθηγητής Τµήµατος Χηµείας Α.Π.Θ., Κ.Σ. Τριανταφυλλίδης. 

 

Τεχνοοικονοµική Μελέτη Εγκαταστάσεων (Μάρτιος 2002-Απρίλιος 2003): 
“Σχεδιασµός Μονάδας Παραγωγής n-βουτανόλης µε την Μέθοδο Υδροφορµυλίωσης του 
Προπυλενίου” 
Τµήµα Χηµικών Μηχανικών, Α.Π.Θ, Μάρτιος 2002-Απρίλιος 2003 

Επίβλεψη: Καθηγητής Τµήµατος Χηµικών Μηχανικών Α.Π.Θ., Α. Καράµπελας. 
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1. “Arsenic In The Environment: From Nature To Humans, 2nd International 

Congress” (21-23 Μαΐου, 2008, Βαλένθια, Ισπανία), Παρουσίαση Poster. 

2. “Training courses on Analytical Quality Control and method validation in support 

to the Water Framework Directive” - Marie Curie Conferences and Training 

Courses (SCF), Βουδαπέστη, Ουγγαρία, 2-4 Νοεµβρίου 2006. 

3. “7th International Conference on Environmental and Biological Aspects of Main-

Group Organometallics” (10-12 Οκτωβρίου, 2006, Ηράκλειο, Κρήτη, Ελλάδα), 

Προφορική Παρουσίαση. 

4. “4th International Conference on Instrumental Methods of Analysis – Modern 

Trends and Applications” (2-6 Οκτωβρίου 2005, Ηράκλειο Κρήτη, Ελλάδα), 

Παρουσίαση Poster.  

5. “20ο Πανελλήνιο Συνέδριο Χηµείας – Χηµεία: Εκπαίδευση, Έρευνα και Εφαρµογές” 
(20-24 Σεπτεµβρίου 2005, Ιωάννινα, Ελλάδα), Παρουσίαση Poster.  

6. “10th European Winter Conference on Plasma Spectrochemistry” (29 Ιανουαρίου – 2 

Φεβρουαρίου 2005, Βουδαπέστη, Ουγγαρία), Παρουσίαση Poster.  

7. “10ο Συνέδριο Μεταπτυχιακών Φοιτητών Χηµείας” (8-10 Ιουλίου 2005, Κολυµπάρι-

Χανιά, Κρήτη, Ελλάδα), Προφορική Παρουσίαση. 
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Στη µνήµη του πατέρα µου



 

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 

Με την ολοκλήρωση της συγγραφής της παρούσας διατριβής, θα ήθελα να 

ευχαριστήσω όλους εκείνους τους ανθρώπους, οι οποίοι µε βοήθησαν, µε τον δικό τους τρόπο, 

να εκπληρώσω το στόχο µου ... 

Κατ’αρχήν, το πρώτο “µεγάλο ευχαριστώ” το οφείλω στον επιβλέποντα καθηγητή 

µου, κ. Σπύρο Περγαντή, για την επιστηµονική καθοδήγηση, τις πολύτιµες συµβουλές του και 

την εµπιστοσύνη που µου έδειξε, σε όλο το διάστηµα της συνεργασίας µας, καθώς και για την 

οικονοµική υποστήριξη που µου προσέφερε, µέσω του Προγράµµατος Marie Curie Excellent 

Grant. Οι αποτελεσµατικές λύσεις που είχε πάντα να µου προτείνει, σε οποιοδήποτε χηµικό 

πρόβληµα αντιµετώπιζα, µε βοήθησαν να συνεχίσω και να φέρω σε πέρας αυτή την δύσκολη 

προσπάθεια, ενώ, παράλληλα, αφήνοντας µου το περιθώριο να υλοποιώ τις ιδέες µου, 

συνέβαλλε καθοριστικά στην όξυνση της σκέψης και της κριτικής µου ικανότητας. 

Παράλληλα, πέρα από το επιστηµονικό κοµµάτι, του χρωστάω και ένα “µεγάλο και ξεχωριστό 

ευχαριστώ”, για το ειλικρινές ανθρώπινο ενδιαφέρον του και για την ηθική συµπαράστασή 

του, σε περιόδους ιδιαίτερα δύσκολες για µένα. 

Επίσης, ευχαριστώ θερµά τα υπόλοιπα µέλη της επταµελούς εξεταστικής µου 

επιτροπής, κ. Στεφάνου Ευριπίδη (Καθηγητής Τµήµατος Χηµείας), κ. Βασιλικογιαννάκη 

Γεώργιο (Αν/τής Καθηγητής Τµήµατος Χηµείας), κ. Μιχαλόπουλο Νικόλαο (Καθηγητής 

Τµήµατος Χηµείας), κ. Χανιωτάκη Νικόλαο (Καθηγητής Τµήµατος Χηµείας), κ. Τσιώτη Γεώργιο 

(Αν/τής Καθηγητής Τµήµατος Χηµείας) και κ. Σπύρο Απόστολο (Επίκουρος Καθηγητής 

Τµήµατος Χηµείας), που δέχτηκαν να κρίνουν την παρούσα εργασία και να µου κάνουν 

σηµαντικές και ιδιαίτερα χρήσιµες παρατηρήσεις. Ιδιαιτέρως, όµως, θα ήθελα να εκφράσω την 

ευγνωµοσύνη µου στον κ.Στεφάνου Ευριπίδη και κ. Μιχαλόπουλο Νικόλαο, για την στήριξη 

και την συµπαράστασή τους, όλα αυτά τα χρόνια που βρίσκοµαι στο Τµήµα Χηµείας. Πάντα θα 

θυµάµαι το ειλικρινές τους ενδιαφέρον και την πολύτιµη βοήθεια που µου προσέφεραν 

απλόχερα, όποτε και αν τους τη ζήτησα. 

∆ε µπορώ να παραλείψω τις ευχαριστίες µου προς το Τµήµα Χηµείας του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης, που µε δέχτηκε, το 2004, στο Γενικό Μεταπτυχιακό Πρόγραµµα 

Σπουδών και µου παρείχε τις υλικοτεχνικές υποδοµές, για την εκπόνηση της παρούσας 

διατριβής.  

Στο σηµείο αυτό, να ευχαριστήσω, επίσης, το Πρόγραµµα Marie Curie Excellent Grant, 

για την σηµαντική οικονοµική στήριξη που µου προσέφερε και χωρίς την οποία, η εκπόνηση 

της παρούσας εργασίας θα ήταν αδύνατη. 



 

Ένας άνθρωπος που θα ήθελα, επίσης, να ευχαριστήσω είναι ο κ. Κώστας 

Τριανταφυλλίδης, Επίκουρος Καθηγητής του Τµήµατος Χηµείας του Αριστοτελείου 

Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης, µε τον οποίο είχα πραγµατοποιήσει τη ∆ιπλωµατική µου 

Εργασία, κατά τη διάρκεια των σπουδών στο Πολυτεχνείο, και ο οποίος µε παρότρυνε να 

ασχοληθώ µε την έρευνα και την εκπόνηση ∆ιδακτορικής ∆ιατριβής. Η ενθάρρυνσή του, 

συνέβαλλε σηµαντικά στην τελική µου απόφαση, για την εκπόνηση της παρούσας διατριβής.   

Ακολούθως, θα επιθυµούσα να ευχαριστήσω όλα τα µέλη του εργαστηρίου µας, µε τα 

οποία συνυπάρξαµε όλα αυτά τα χρόνια στον ίδιο χώρο, διαµορφώνοντας ένα ευχάριστο κλίµα 

συνεργασίας.  

Επίσης, νιώθω την ανάγκη να ευχαριστήσω τα µέλη των εργαστηρίων των κ. 

Στεφάνου και Μιχαλόπουλου, για τις πολύ καλές σχέσεις που έχουµε αναπτύξει και γιατί, 

πραγµατικά, όλα αυτα τα χρόνια, µου προσέφεραν, πρόθυµα, την βοήθειά τους, όποτε και αν 

τη ζήτησα.  

Το “µεγαλύτερο ευχαριστώ”, θα ήθελα να το πώ στην οικογένειά µου, στους γονείς µου 

και στην αδερφή µου, τους οποίους ευγνωµονώ βαθιά, για ο,τι µου προσέφεραν, αυτά τα 

χρόνια. Η ηθική και οικονοµική τους συµπαράσταση και η ενθάρρυνσή τους, σε κάθε δυσκολία 

που αντιµετώπιζα, αλλά και η ανεξάντλητη υποµονή που έδειξαν, ήταν για µένα τα 

σηµαντικότερα εφόδια, για να συνεχίσω να διεκδικώ του στόχους µου.  

Τελειώνοντας, θα ήθελα να αφιερώσω την παρούσα εργασία σε ένα πρόσωπο, που έχει 

φύγει από τη ζωή, στον αγαπηµένο µου πατέρα, ο οποίος πάντα πίστευε σε µένα και τις 

ικανότητές µου, οπλίζοντας µε, µε δύναµη και θάρρος και µαθαίνοντάς µε να µην τα βάζω 

κάτω, στις όποιες δυσκολίες της ζωής.  

  



 

ΠΠΕΕΡΡΙΙΛΛΗΗΨΨΗΗ  
Το αρσενικό αποτελεί ένα στοιχείο ευρέως διαδεδοµένο στην φύση, του 

οποίου η τοξικότητα εξαρτάται από την οξειδωτική κατάσταση και το χηµικό τύπο, 

µε τον οποίο συναντάται. Η έκθεση του ανθρώπου σε αυτό, γίνεται, κυρίως, µέσω 

του φαγητού και του νερού, ενώ, ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις του στοιχείου, 

έχουν αναφερθεί σε θαλασσινές τροφές. Τα τελευταία χρόνια, έχει παρατηρηθεί 

σηµαντική πρόοδος στον τοµέα της ειδοταυτοποίησης του αρσενικού, µε µια σειρά 

από καινούριες ενώσεις να έχουν ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί, σε µεγάλο αριθµό 

βιολογικών δειγµάτων. Λόγω της άµεσης συσχέτισης του αρσενικού µε την 

ανθρώπινη υγεία, παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον οι προσπάθειες ανίχνευσης 

και ταυτοποίησης καινούριων ειδών του στοιχείου, τα οποία, πιθανόν, να 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην βιοχηµεία, το µεταβολισµό και τον 

γεωχηµικό του κύκλο. Ένα πολύ σηµαντικό εργαλείο για την ταυτοποίηση 

καινούριων ενώσεων αρσενικού, είναι οι τεχνικές φασµατοµετρίας µάζας, σε 

συνδυασµό µε υγρή χρωµατογραφία, και, ιδιαίτερα, οι µέθοδοι Υγρής 

Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC), συζευγµένης, τόσο µε Φασµατοµετρία 

Μάζας Επαγωγικά Συζευγµένου Πλάσµατος (ICP-MS), όσο και µε ∆ιαδοχική 

Φασµατοµετρία Μάζας Ιονισµού µέσω Ηλεκτροψεκασµού (ESI-MS/MS).  

Προς αυτή την κατεύθυνση στρέφεται η παρούσα διατριβή, της οποίας ο 

βασικός στόχος είναι η ανάπτυξη ευαίσθητων και εκλεκτικών µεθόδων, ικανών να 

ταυτοποιήσουν καινούριες ενώσεις αρσενικού, ακόµα και αν αυτές συναντώνται σε 

πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις, στα αναλυόµενα βιολογικά δείγµατα. Η in vitro 

µελέτη του µεταβολισµού του ανόργανου αρσενικού και η ταυτοποίηση των 

τελικών µεταβολιτών, αποτελεί, επίσης, ένα σηµαντικό κεφάλαιο της διατριβής. 
 

Λέξεις κλειδιά: ειδοταυτοποίηση αρσενικού, µεταβολισµός αρσενικού, 

φασµατοµετρία µάζας, επαγωγικά συζευγµένο πλάσµα, ηλεκτροψεκασµός.



 

AABBSSTTRRAACCTT  

Arsenic is ubiquitous in the environment, with its toxicity being 

dependant on its oxidation state and its chemical form. People are exposed to 

arsenic mainly through drinking water and seafood. Chronic exposure to elevated 

concentrations of inorganic arsenic is believed to cause adverse health effects and 

contribute to cancers of the lung, bladder and skin.  

Last years, a series of novel arsenic species has been detected and 

characterised in a variety of biological samples. These species may contribute 

significantly in the biogeochemistry and metabolism of arsenic, while, on the 

other hand, the toxicity of these compounds, which are considered to be 

metabolized in vivo to other species of unknown toxicity, has not been fully 

evaluated yet.  

A very important tool for the identification of new arsenic compounds is 

mass spectrometry coupled with liquid chromatography HPLC. Especially, 

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) and Electrospray 

Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS), in combination with HPLC, have been 

applied for the detection and characterization of numerous arsenic species, which 

are found at very low concentrations in environmental and biological samples.  

The objective of the present study was the development of sensitive and 

selective methods for the identification of new arsenic species in biological 

samples, and then the application of these methods in order to study the in vitro 

metabolism of inorganic arsenic. The analyses that were carried out during the 

present study were based on reversed phase and anion exchange HPLC methods 

coupled with both ICP-MS and ESI-MS/MS techniques. 
 

Keywords: arsenic speciation, arsenic metabolism, ICP-MS, ESI-MS, mass 

spectrometry. 
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Το αρσενικό (As), ένα µεταλλοειδές ευρέως διαδεδοµένο στην φύση,1 ανήκει 

στη 15η οµάδα και 4η περίοδο του περιοδικού πίνακα και συναντάται στις 

οξειδωτικές καταστάσεις +3, +5 και -3.2 Πρόκειται για µονοϊσοτοπικό στοιχείο, µε 

σχετική ατοµική µάζα ίση µε 74.923 ατοµικές µονάδες µάζας (amu) και ατοµικό 

αριθµό 33 (1s2, 2s2, 2p6, 3s2, 3p6, 3d10, 4s2, 4p3), που συναντάται σε ζωντανούς 

οργανισµούς, στην ατµόσφαιρα, στο νερό και σε γεωλογικούς σχηµατισµούς. Το 

σηµαντικότερο ορυκτό του αρσενικού είναι ο αρσενοπυρίτης (FeAsS).3 Η ύπαρξη 

του αρσενικού στο περιβάλλον, οφείλεται, τόσο σε φυσικές πηγές, όπως η 

ηφαιστειακή δραστηριότητα και η αποσάθρωση των πετρωµάτων,2 όσο και σε 

ανθρωπογενείς δραστηριότητες, όπως η µεταλλουργία, η καύση ορυκτών καυσίµων 

και η χρήση εντοµοκτόνων και συντηρητικών ξύλου, που περιέχουν ενώσεις του 

στοιχείου.4,1 Η αναλογία φυσικές/ ανθρωπογενείς πηγές, είναι 60/40.2 

 Το αρσενικό συναντάται στα πετρώµατα (2-3 mg/kg),2 η αποσάθρωση των 

οποίων οδηγεί στο σχηµατισµό των οξο-ανιόντων AsO33- (αρσενικώδη) και AsO43- 

(αρσενικικά), που κυριαρχούν στα φυσικά νερά.5 Τα είδη αυτά µεθυλιώνονται στο 

θαλάσσιο νερό, οπότε προκύπτουν τα παράγωγα µονοµεθυλαρσενικικό οξύ (MMAV) 

και διµεθυλαρσενικικό οξύ (DMAV),6 που φαίνονται στο Σχήµα 1.1. 

Σε ορισµένες περιοχές του πλανήτη (Μπαγκλαντές, Ταϊβάν) έχουν 

ανιχνευτεί ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις ανόργανου αρσενικού στο πόσιµο 

νερό, γεγονός που αποτελεί απειλή για εκατοµµύρια ανθρώπους, αφού οι 

ανόργανες µορφές του στοιχείου θεωρούνται υπεύθυνες για καρκινογένεση. Η 

µέγιστη επιτρεπόµενη συγκέντρωση αρσενικού στο πόσιµο νερό, σύµφωνα µε τη 

νοµοθεσία που ψηφίστηκε το 2001 από την Υπηρεσία Προστασίας Περιβάλλοντος 

των ΗΠΑ (US EPA), είναι 10 µg/L.7 

Από την άλλη, σε πολλούς οργανισµούς, συναντώνται µια σειρά από 

οργανοαρσενικικά παράγωγα. Επειδή πολλοί από τους οργανισµούς αυτούς (ψάρια, 

οστρακοειδή), αποτελούν ανθρώπινες τροφές, υπάρχει έντονο και συνεχώς 

αυξανόµενο ενδιαφέρον, σχετικά µε το περιεχόµενό τους σε αρσενικό. Μεταξύ των 

οργανισµών που ζούν στο θαλάσσιο περιβάλλον, ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν τα φύκη, τα οποία χρησιµοποιούνται ευρέως (Αµερική, Ιαπωνία) σαν 
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συµπληρώµατα διατροφής, εξαιτίας των ιχνοστοιχείων που περιέχουν. Οι 

συγκεκριµένοι οργανισµοί προσλαµβάνουν τα ανόργανα αρσενικικά (iAsV) από το 

θαλάσσιο νερό, λόγω των δοµικών ιδιοτήτων που παρουσιάζουν οι ενώσεις αυτές µε 

τα φωσφορικά, τα οποία αποτελούν θρεπτικά συστατικά για τους οργανισµούς. Στην 

προσπάθειά τους για αποτοξίνωση, τα φύκη µετατρέπουν τα τοξικά είδη σε 

αρσενοσάκχαρα (arsenosugars, ενώσεις αρσενικού οι οποίες περιέχουν στο µόριο 

τους ένα ριβοζικό δακτύλιο), και σε άλλες οργανικές ενώσεις απλούστερης δοµής. 

Τα οξο-αρσενοσάκχαρα (oxo-arsenosugars), µε δοµή που φαίνεται στο Σχήµα 1.1, 

εκτός από τα φύκη, έχουν ανιχνευτεί και σε διάφορα οστρακοειδή, όπως µύδια και 

κυδώνια, τα οποία τρέφονται µε φύκη.5 Οι σηµαντικότερες ενώσεις της κατηγορίας 

είναι τα παράγωγα DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate 

(Σχήµα 1.1). Στα ψάρια, καθώς επίσης και σε θαλάσσια ζώα, όπως ο αστακός, η 

κυριότερη ένωση αρσενικού είναι το αρσενοβητάνιο (arsenobetaine, AsB, Σχήµα 

1.1), το οποίο εκκρίνεται αµετάβλητο στα ανθρώπινα ούρα και έχει µηδενική 

τοξικότητα.8 

Το 2004 ανιχνεύτηκαν τα πρώτα παράγωγα µιας καινούριας κατηγορίας 

ενώσεων, γνωστής µε την ονοµασία θειο-αρσενοσάκχαρα (thio-arsenosugars),9,10 τα 

οποία, όπως φαίνεται στο Σχήµα 1.1, είναι διµεθυλιωµένα αρσενοσάκχαρα, όπου το 

αρσενικό, αντί για άτοµο οξυγόνου, συνδέεται µε άτοµο θείου. Τα δύο πρώτα 

παράγωγα που ταυτοποιήθηκαν ήταν τα DMThioAsSugar-Glycol και -Phosphate, 

ενώ, σε µετέπειτα µελέτες, µερικές εκ των οποίων πραγµατοποιήθηκαν από την 

οµάδα µας, ανιχνεύτηκαν επιπλέον ενώσεις της κατηγορίας.11,12,13 Τα τέσσερα θειο-

αρσενοσάκχαρα που συναντώνται συχνότερα στο περιβάλλον είναι τα 

DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate (Σχήµα 1.1). 

Τέλος, κάποιες από τις σηµαντικότερες ενώσεις αρσενικού, οι οποίες έχουν 

ανιχνευτεί σε θαλάσσιους οργανισµούς, είναι και οι ακόλουθες: 

τετραµεθυλαρσενικικό ιόν (TMA), οξείδιο της τριµέθυλαρσίνης (TMAO), 

αρσενοχολίνη (AsC), αρσενοβητάνιο-2 (AsB-2), καθώς και τριµεθυλιωµένα 

αρσενοσάκχαρα (Σχήµα 1.1). 

Ενώ, όµως, µέχρι σήµερα, έχει δηµοσιευτεί ένας σηµαντικός αριθµός 

εργασιών, σχετικά µε την ειδοταυτοποίηση του αρσενικού σε οργανισµούς από το 

θαλάσσιο περιβάλλον, ωστόσο, οι αντίστοιχες µελέτες που αφορούν οργανισµούς 

γλυκών νερών, είναι εξαιρετικά περιορισµένες. Οι συγκεντρώσεις του στοιχείου 

στα γλυκά νερά είναι χαµηλότερες σε σχέση µε τις συγκεντρώσεις στο θαλάσσιο 

περιβάλλον, ενώ, όσον αφορά τα είδη που συναντώνται στα δύο περιβάλλοντα, η 
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κυριότερη διαφορά εντοπίζεται στο αρσενοβητάνιο. Το τελευταίο, ενώ αποτελεί το 

κυριότερο παράγωγο αρσενικού στα θαλάσσια ζώα, αντίθετα στα ζώα του γλυκού 

νερού συναντάται σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις και µερικές φορές απουσιάζει 

εντελώς. Μεταξύ των οργανισµών που ζούν σε γλυκά νερά, ιδιαίτερη θέση 

κατέχουν τα µύδια και τα σαλιγκάρια, λόγω της χρήσης τους από τον άνθρωπο ως 

προϊόντα διατροφής, αλλά και λόγω του ότι έχουν την τάση να συσσωρεύουν 

µέταλλα (όπως αρσενικό) στους µαλακούς ιστούς τους, αποτελώντας µε τον τρόπο 

αυτό δείκτες περιβαλλοντικής ρύπανσης.14,15 

 Στα µύδια του γλυκού νερού, εκτός από ανόργανο αρσενικό, έχουν 

ανιχνευτεί οι ενώσεις AsB, DMAV, καθώς και οξο-αρσενοσάκχαρα, ενώ σε πρόσφατη 

µελέτη ανιχνεύτηκαν, για πρώτη φορά, τα δύο θειο-αρσενοσάκχαρα 

DMThioAsSugar-Glycol και –Phosphate.16 Η συγκεκριµένη, είναι και η πρώτη 

µελέτη, στην οποία αναφέρεται ύπαρξη ενώσεων αρσενικού – θείου (As-S) σε 

δείγµατα γλυκού νερού, ενώ, µέχρι σήµερα, έχει αναφερθεί µια ακόµα µελέτη για 

την ύπαρξη τέτοιων ενώσεων σε αντίστοιχα δείγµατα.17 

Είναι γνωστό ότι η χρόνια έκθεση σε υψηλές συγκεντρώσεις ανόργανου 

αρσενικού, προκαλεί αρνητικές επιπτώσεις στην υγεία του ανθρώπου, 

προσβάλλωντας το γαστρεντερικό, το καρδιαγγειακό, το αναπνευστικό, το 

αιµατοποιητικό και το νευρικό σύστηµα, αλλά και ζωτικά όργανα, όπως το συκώτι. 

Σοβαρές ασθένειες του δέρµατος έχουν επίσης αναφερθεί, µε κυριότερη το 

µελάνωµα, ενώ άλλες επιπτώσεις της χρόνιας δηλητηρίασης από το αρσενικό 

(αρσενίκωση), είναι ο καρκίνος των πνευµόνων και της ουροδόχου κύστης.18 Ο 

µηχανισµός τοξικότητας διαφέρει, ανάλογα µε την οξειδωτική κατάσταση του 

στοιχείου, ενώ η σύγκριση της τοξικότητας των τρισθενών και πεντασθενών 

ενώσεων αποτελεί πολύπλοκο ζήτηµα, αφού, στον οργανισµό, τα τρισθενή είδη 

µετατρέπονται σε πεντασθενή και αντίστροφα. Παράλληλα, στον οργανισµό, 

λαµβάνει χώρα µεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού προς σχηµατισµό των 

παραγώγων MMAV και DMAV.19,20 

Ο ακριβής µηχανισµός µεθυλίωσης του αρσενικού δεν έχει ακόµα 

διευκρινιστεί πλήρως, ωστόσο οι επικρατέστερες θεωρίες είναι αυτή των Cullen et 

al,21 που είναι αποδεκτή από την πλειοψηφία των ερευνητών, και η πιο πρόσφατη, 

των Hayakawa et al.22 Σύµφωνα µε τον πρώτο και επικρατέστερο µηχανισµό των 

Cullen et al, τα iAsV αρχικά ανάγονται σε iAsIII (µέσω πρόσληψης ενός ζεύγους 

ηλεκτρονίων) και, στη συνέχεια, τα τελευταία οξειδώνονται, µέσω προσθήκης µιας 

µεθυλοµάδας. Σαν δότης µεθυλοµάδας δρα η ένωση S-αδενοσυλoµεθειονίνη (SAM) 
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και σαν αναγωγικό µέσο η γλουταθειόνη (GSH). Τα µεθυλιωµένα παράγωγα που 

σχηµατίζονται, σύµφωνα µε το µεταβολισµό αυτό, είναι τα MMAV και DMAV 

(ενδιάµεσα προϊόντα) καθώς και οι αντίστοιχοι τρισθενείς µεταβολίτες MMAΙΙΙ και 

DMAΙΙΙ (τελικά προϊόντα, Σχήµα 1.1). Σύµφωνα µε το µηχανισµό των Hayakawa et 

al, αρχικά λαµβάνει χώρα ο σχηµατισµός συµπλόκων αρσενικού - γλουταθειόνης 

(AsIII-GSH), τα οποία, έπειτα από µεθυλίωση, µέσω της SAM, οδηγούν στο 

σχηµατισµό των ενώσεων ΜΜΑΙΙΙ και DMAIII. Οι τελευταίες οξειδώνονται και 

οδηγούν στα τελικά προϊόντα ΜΜΑV και DMAV. Τα σύµπλοκα AsIII-GSH φαίνεται 

να διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη µεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού, ενώ 

τα MMAV και DMAV είναι οι τελικοί µεταβολίτες του στοιχείου, γεγονός που 

συµφωνεί µε τις πειραµατικές µετρήσεις σε ανθρώπινα ούρα, όπου τα δύο αυτά είδη 

κυριαρχούν. 

Εκτός από την SAM, ένα άλλο πιθανό µέσο µεθυλίωσης του ανόργανου 

αρσενικού είναι η µεθυλοκοβαλαµίνη (CH3B12), µια µορφή της βιταµίνης B12. Η 

µεθυλίωση του αρσενικού από την CH3B12, παρουσία GSH, έχει µελετηθεί στο 

παρελθόν, µε τα MMAV και DMAV να αναφέρονται ως τα κατεξοχήν προϊόντα.23,24 

Ο µεταβολισµός του αρσενικού εξαρτάται και από τις αλληλεπιδράσεις του 

µε άλλα στοιχεία, όπως το σελήνιο. Ο ανταγωνισµός των δύο στοιχείων αναφέρθηκε 

για πρώτη φορά σε µελέτη του 1938,25 κατά την οποία, το αρσενικό στο πόσιµο νερό 

προστάτευσε τα πειραµατόζωα από θανατηφόρα βλάβη στο συκώτι, που θα 

προκαλούσε η µεµονωµένη πρόσληψη των υψηλών συγκεντρώσεων σεληνίου. 

Ακολούθησαν παρόµοιες µελέτες,26,27,28 οι οποίες οδήγησαν στην εκτίµηση ότι τα 

δύο στοιχεία αλληλεπιδρούν στο συκώτι, σχηµατίζοντας ένα παράγωγο As-Se, το 

οποίο εκκρίνεται στην χολή. Το 2000, οι Gailer et al κατάφεραν να ανιχνεύσουν in 
vivo και να ταυτοποιήσουν την πρώτη ένωση As-Se, η οποία ήταν το ιόν 

[(GS)2AsSe]−.29 Μέχρι σήµερα, έχει συντεθεί και ταυτοποιηθεί µια ακόµα ένωση 

As-Se, το διµέθυλοδισεληνοαρσενικικό ιόν [(CH3)2As(Se)2].30 Επίσης, το σελήνιο 

έχει παρόµοια χηµική συµπεριφορά µε το θείο, συνεπώς, αντίστοιχα µε τις ενώσεις 

As-S, που συναντώνται στο περιβάλλον, είναι δυνατή η ύπαρξη ενώσεων As-Se. 
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Σχήµα 1.1. ∆οµές ενώσεων αρσενικού στο περιβάλλον. 
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111...222...    ΑΑΑΝΝΝΑΑΑΛΛΛΥΥΥΤΤΤΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΤΤΤΕΕΕΧΧΧΝΝΝΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΕΕΕΙΙΙ∆∆∆ΟΟΟΤΤΤΑΑΑΥΥΥΤΤΤΟΟΟΠΠΠΟΟΟΙΙΙΗΗΗΣΣΣΗΗΗΣΣΣ    ΤΤΤΟΟΟΥΥΥ    ΑΑΑΡΡΡΣΣΣΕΕΕΝΝΝΙΙΙΚΚΚΟΟΟΥΥΥ    

 

  Η ανίχνευση και ο χαρακτηρισµός του µεγάλου αριθµού ενώσεων αρσενικού 

που συναντώνται στο περιβάλλον, έχει βασιστεί σε διάφορες αναλυτικές µεθόδους, 

όπως φασµατοµετρία ατοµικής εκποµπής και απορρόφησης (AES και AAS, 

αντίστοιχα), σε συνδυασµό µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), για 

το διαχωρισµό των επιµέρους ενώσεων.31,32,33 Οι παραπάνω τεχνικές ανίχνευσης 

παρουσιάζουν το µειονέκτηµα της χαµηλής ευαισθησίας, µε αποτέλεσµα, στις 

περισσότερες περιπτώσεις, να χαρακτηρίζονται ακατάλληλες για την ανάλυση 

βιολογικών δειγµάτων, στα οποία τα παράγωγα αρσενικού ενδέχεται να 

συναντώνται σε εξαιρετικά χαµηλές συγκεντρώσεις. Επίσης, σε ορισµένες 

περιπτώσεις, εφαρµόστηκε φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού 

(NMR),34 ωστόσο, η τεχνική αυτή προϋποθέτει την ανάλυση καθαρών δειγµάτων, 

απαλλαγµένων από πολύπλοκες µήτρες, µε αποτέλεσµα να είναι απαραίτητη η 

χρονοβόρα κατεργασία του δείγµατος και η αποµόνωση των εξεταζόµενων ενώσεων. 

Επίσης, οι απαιτούµενες επεξεργασίες καθαρισµού αυξάνουν την πιθανότητα 

µεταβολών των ενώσεων αρσενικού. 

Η κατάσταση έχει αλλάξει δραµατικά από τα µέσα της δεκαετίας του 1980, 

όταν τα πρώτα όργανα Φασµατοµετρίας Μάζας Επαγωγικά Συζευγµένου 

Πλάσµατος (ICP-MS) έγιναν εµπορικά διαθέσιµα και, λίγο αργότερα, 

χρησιµοποιήθηκαν σε συνδυασµό µε συστήµατα υγρής χρωµατογραφίας. Στις µέρες 

µας, έχει δηµοσιευτεί ένας µεγάλος αριθµός µελετών ειδοταυτοποίησης του 

αρσενικού, βασισµένες στην τεχνική HPLC-ICP-MS.35,36,37,38 Η τεχνική αυτή 

παρέχει ικανοποιητικό διαχωρισµό των εξεταζόµενων ενώσεων και υψηλή 

ευαισθησία και εκλεκτικότητα, γεγονός που επιτρέπει την ανάλυση δειγµάτων 

πολύπλοκης µήτρας, µε ελάχιστη προετοιµασία του δείγµατος. Στο σηµείο αυτό, να 

επισηµανθεί ότι η τεχνική ICP-MS αποτελεί ατοµική φασµατοµετρική µέθοδο 

ανάλυσης, δηλαδή ανιχνεύει ιόντα ενός συγκεκριµένου ισοτόπου, στην περίπτωσή 

µας του 75As. Για την ταυτοποίηση των ενώσεων αρσενικού µε την τεχνική HPLC-

ICP-MS, είναι απαραίτητη η ύπαρξη πρότυπων διαλυµάτων των εξεταζόµενων 

ενώσεων και η ταύτιση των χρόνων έκλουσης του αναλύτη, στα πρότυπα διαλύµατα 

και στα αναλυόµενα δείγµατα. Ωστόσο, σε ορισµένες περιπτώσεις, ο διαχωρισµός 

των διαφόρων συστατικών είναι αδύνατος, ενώ, από την άλλη, ενδέχεται να µην 

υπάρχουν εµπορικά διαθέσιµες πρότυπες ενώσεις, γεγονός που καθιστά 

προβληµατική την ταυτοποίηση. 
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Οι παραπάνω περιορισµοί οδήγησαν στην ανάγκη ανάπτυξης µοριακών 

φασµατοµετρικών τεχνικών, ικανών να δώσουν πληροφορίες για το µοριακό τύπο 

και τη δοµή της ένωσης. Ειδικότερα, η τεχνική Φασµατοµετρίας Μάζας Ιονισµού 

µέσω Ηλεκτροψεκασµού (Electrospray Ionization Mass Spectrometry – ESI-MS) 

έχει εφαρµοστεί ευρέως στην ειδοταυτοποίηση οργανοαρσενικικών ενώσεων τα 

τελευταία χρόνια.36,37,,39 Τα πλεονεκτήµατα της συγκεκριµένης τεχνικής είναι ότι 

µπορεί να συνδυαστεί µε υγρή χρωµατογραφία, ενώ διαχειρίζεται µόρια µικρού και 

µεγάλου µοριακού βάρους και λειτουργεί σε ατµοσφαιρική πίεση και µέτρια 

θερµοκρασία. Παράλληλα, µε την τεχνική αυτή είναι δυνατός ο σχηµατισµός 

πολλαπλά φορτισµένων ιόντων, φαινόµενο πολύ σηµαντικό στην ανάλυση 

πρωτεϊνών και πεπτιδίων. Ο ηλεκτροψεκασµός συνιστά µέθοδο “ήπιου ιονισµού” 

για ισχυρά πολικές, µη-πτητικές και θερµικά ασταθείς ενώσεις. 

 

 

111...333...    ΣΣΣΗΗΗΜΜΜΑΑΑΝΝΝΤΤΤΙΙΙΚΚΚΑΑΑ    ΕΕΕΡΡΡΩΩΩΤΤΤΗΗΗΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    ΓΓΓΙΙΙΑΑΑ    ΤΤΤΟΟΟ    ΑΑΑΡΡΡΣΣΣΕΕΕΝΝΝΙΙΙΚΚΚΟΟΟ    ---    ΒΒΒΕΕΕΛΛΛΤΤΤΙΙΙΩΩΩΜΜΜΕΕΕΝΝΝΕΕΕΣΣΣ    ΑΑΑΝΝΝΑΑΑΛΛΛΥΥΥΤΤΤΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    

ΤΤΤΕΕΕΧΧΧΝΝΝΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΕΕΕΙΙΙ∆∆∆ΟΟΟΤΤΤΑΑΑΥΥΥΤΤΤΟΟΟΠΠΠΟΟΟΙΙΙΗΗΗΣΣΣΗΗΗΣΣΣ    ---    ΣΣΣΚΚΚΟΟΟΠΠΠΟΟΟΣΣΣ    ΤΤΤΗΗΗΣΣΣ    ∆∆∆ΙΙΙΑΑΑΤΤΤΡΡΡΙΙΙΒΒΒΗΗΗΣΣΣ    

 

Το αρσενικό αποτελεί ένα στοιχείο το οποίο, λόγω των αρνητικών 

επιπτώσεων που προκαλεί η χρόνια έκθεση σε αυτό, έχει απασχολήσει έντονα την 

επιστηµονική κοινότητα και έχουν πραγµατοποιηθεί πολυάριθµες µελέτες 

προσδιορισµού του στο περιβάλλον. Ιδιαίτερα τα τελευταία χρόνια, έχει 

παρατηρηθεί σηµαντική πρόοδος στον τοµέα της ειδοταυτοποίησης του αρσενικού, 

µε µια σειρά από καινούριες ενώσεις να έχουν ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί σε 

µεγάλο αριθµό βιολογικών δειγµάτων. Ωστόσο, παρά το µεγάλο όγκο πληροφοριών 

που έχουν δηµοσιευτεί για το στοιχείο αυτό, εξακολουθούν να υφίστανται κρίσιµα 

και αδιευκρίνιστα ερωτήµατα, που αφορούν τη χηµεία και τον κύκλο του στο 

περιβάλλον, ερωτήµατα τα οποία χρήζουν αποσαφήνισης. Επιπλέον, λόγω της 

άµεσης συσχέτισης πολλών ενώσεων αρσενικού µε την ανθρώπινη υγεία και τις 

επιπτώσεις που προκαλούν σε αυτή, κρίνεται επιτακτική η ανάγκη παρουσίασης 

ακριβών και αξιόπιστων αποτελεσµάτων. 

Ένα από τα σηµαντικότερα προβλήµατα που καλούνται να αντιµετωπίσουν 

οι ερευνητές, σχετίζεται µε την ύπαρξη ελάχιστων, εµπορικά διαθέσιµων, 

πιστοποιηµένων πρότυπων ενώσεων του στοιχείου, γεγονός που συχνά οδηγεί σε 

αδιέξοδο τις αναλύσεις ποσοτικοποίησης και ειδοταυτοποίησης. Σε πολλές 

περιπτώσεις, το παραπάνω πρόβληµα αντιµετωπίζεται µε τη σύνθεση πρότυπων 
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ενώσεων στο εργαστήριο ή µε την αποµόνωση κλασµάτων, που περιέχουν τις 

εξεταζόµενες ενώσεις, από πραγµατικά δείγµατα, και στη συνέχεια την 

προσυγκέντρωση των κλασµάτων στις ενώσεις αυτές. Ο χαρακτηρισµός των 

πρότυπων αυτών, συνήθως, πραγµατοποιείται µε µοριακές φασµατοµετρικές 

τεχνικές. Βέβαια, αξίζει να σηµειωθεί ότι, µε τη χρήση τέτοιου είδους προτύπων, 

είναι δυνατός µόνο ο ποιοτικός χαρακτηρισµός των ενώσεων και όχι η 

ποσοτικοποίηση τους. Η ποσοτικοποίησή µιας ένωσης είναι σηµαντική, 

προκειµένου να εκτιµηθεί µε σαφήνεια ο κίνδυνος, που επιφυλλάσσει για τον 

άνθρωπο, η έκθεση στο αρσενικό (risk assessment). Από την άλλη, πολλές ενώσεις 

αρσενικού συναντώνται σε εξαιρετικά χαµηλές συγκεντρώσεις στο περιβάλλον, µε 

αποτέλεσµα, η ανάγκη ύπαρξης ευαίσθητων και εκλεκτικών αναλυτικών τεχνικών, 

να καθίσταται πιο επιτακτική από ποτέ. 

Άλλοι καθοριστικοί παράγοντες, που πρέπει να λαµβάνονται υπόψη κατά 

τη µελέτη του αρσενικού και των ενώσεων του, είναι η σταθερότητα των ειδών, 

τόσο κατά τη δειγµατοληψία, όσο και κατά την αποθήκευση και την επεξεργασία 

του δείγµατος, η απόδοση της εκχύλισης, η χρωµατογραφική ανάκτηση και, τέλος, 

οι παρεµποδίσεις από τα συστατικά της µήτρας του δείγµατος. Η λανθασµένη 

εκτίµηση ή η παράβλεψη κάποιου από τους παραπάνω παράγοντες, είναι δυνατόν 

να οδηγήσει σε αναξιόπιστα και ανακριβή αποτελέσµατα, γεγονός που συνεπάγεται 

µεγάλη αβεβαιότητα στις µελέτες αποτίµησης της έκθεσης του ανθρώπου (exposure 

assessment) στο αρσενικό.   

 Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η ανίχνευση, τα τελευταία χρόνια, 

θειο-αρσενικικών ενώσεων, οι οποίες αναφέρθηκαν για πρώτη φορά στη 

βιβλιογραφία το 2004. Η καθυστέρηση στην ανίχνευσή τους, οφείλεται, σε µεγάλο 

ποσοστό, στην οξείδωση των ειδών, κατά την εκχύλισή και αποθήκευσή τους ή στην 

αδυναµία έκλουσής τους από τη στήλη, µε τις χρησιµοποιούµενες 

χρωµατογραφικές µεθόδους. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι προσπάθειες 

ανίχνευσης και ταυτοποίησης καινούριων ειδών αρσενικού, τα οποία, πιθανόν, να 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη βιοχηµεία του στοιχείου και στον γεωχηµικό 

του κύκλο. Ένα πολύ σηµαντικό εργαλείο για την ταυτοποίηση καινούριων ειδών 

αρσενικού, σε χαµηλές συγκεντρώσεις σε βιολογικά δείγµατα, είναι η τεχνική 

HPLC-ICP-MS. Ωστόσο, λόγω της αδυναµίας χαρακτηρισµού άγνωστων ενώσεων µε 

τη συγκεκριµένη τεχνική, οι ερευνητές στρέφονται στη µοριακή φασµατοµετρία 

µάζας, η οποία, παρέχοντας δοµικές πληροφορίες για τις εξεταζόµενες ενώσεις, 

συµβάλλει ουσιατικά στην ταυτοποίησή τους. 
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Λαµβάνοντας υπόψη όλα όσα προαναφέρθηκαν σχετικά µε την ύπαρξη του 

αρσενικού στο περιβάλλον και τα προβλήµατα που προκύπτουν κατά τη µελέτη του 

στοιχείου αυτού, καταλήγουµε στο σκοπό της παρούσας διατριβής, που ήταν η 
ανάπτυξη ευαίσθητων και εκλεκτικών µεθόδων, ικανών να ανιχνεύσουν και να 
ταυτοποιήσουν γνωστές, αλλά και καινούριες ενώσεις αρσενικού, ακόµα και αν 
αυτές συναντώνται σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις στα αναλυόµενα βιολογικά 
δείγµατα. Επίσης, µελετήθηκε in vitro ο µεταβολισµός του ανόργανου αρσενικού 
και έγιναν προσπάθειες ταυτοποίησης των τελικών µεταβολιτών. Οι διαρκώς 

αναπτυσσόµενες τεχνικές φασµατοµετρίας µάζας, µε πρωτοπόρες τις µεθόδους ICP-

MS και ESI-MS, σε συνδυασµό µε υγρή χρωµατογραφία HPLC, είναι δυνατόν να 

δώσουν λύσεις σε πολλά από τα προαναφερόµενα προβλήµατα και να συµβάλλουν 

στην πληρέστερη κατανόηση της χηµείας και του µεταβολισµού του αρσενικού. 

Έµφαση δόθηκε στην αξιοπιστία και στην ευαισθησία των µεθόδων αυτών, καθώς 

και στις διαδικασίες που εφαρµόζονται, τόσο κατά τη δειγµατοληψία, όσο και κατά 

την ανάλυση, έτσι ώστε να διασφαλιστεί η σταθερότητα των ειδών, η αποδοτική 

εκχύλιση και η έκλουση των ενώσεων από τη στήλη. Σε όλες τις περιπτώσεις, η 

ταυτοποίηση των ενώσεων βασίστηκε σε συντιθέµενα στο εργαστήριο πρότυπα 

διαλύµατα, των οποίων το περιεχόµενο χαρακτηρίστηκε µε την τεχνική HPLC-

ESI-MS/MS. 

  

 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  10 

  

ΒΒΒΙΙΙΒΒΒΛΛΛΙΙΙΟΟΟΓΓΓΡΡΡΑΑΑΦΦΦΙΙΙΑΑΑ   ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟΥΥΥ    111   

                                                 
1 B. K. Mandal and K. T. Suzuki, Talanta, 2002, 58, 201.  
2 W. R. Cullen and K. J. Reimer, Chem. Rev., 1989, 89, 713. 
3 Η. Onishi, in Handbook of Geochemistry, Vol II-2, ed. K. H. Wedepohl, Springer-Verlag, 

New York, 1969, pp. 33. 
4 E. Merian, Toxicological and Environmental Chemistry, 1984, 8, 9. 
5 K. A. Francesconi, Environ. Chem., 2005, 2, 141. 
6 M. O. Andreae, Deep Sea Res., 1978, 25, 391. 
7 EPA, Exposure and Health Effects, Health and Ecological Criteria Division, 

Washington, 2001. 
8 T. Kaise, S. Watanabe and K. Itoh, Chemosphere, 1985, 14, 1327. 
9 E. Schmeisser, R. Raml, K. A. Francesconi, D. Kuehnelt, A. Lindberg, C. Söeröes and W. 

Goessler, Chem. Commun., 2004, 1824. 
10 M. W. Fricke, P. A. Creed, A. N. Parks, J. A. Shoemaker, C. A. Schwegel and J. T. 

Creed, J. Anal. At. Spectrom., 2004, 19, 1454. 
11 V. Nischwitz, K. Kanaki and S. A. Pergantis, J. Anal. At. Spectrom., 2006, 21, 33. 
12 M. Kahn, R. Raml, E. Schmeisser, B. Vallant, K. A. Francesconi and W. Goessler, 

Environ. Chem., 2005, 2, 171. 
13 V. Nischwitz and S. A. Pergantis, Rapid Commun. Mass Spectrom., 2006, 20, 3579. 
14 C. Gundacker, Environ. Pollut., 2000, 110, 61. 
15 R. Dallinger and W. Wiesser, Comparative Biochemistry and Physiology C, 1984, 79, 

117.  
16 C. Söeröes, W. Goessler, K. A. Francesconi, E. Schmeisser, R. Raml, N. Kienzl, M. 

Kahn, P. Fodor and D. Kuehnelt, J. Environ. Monit., 2005, 7, 688. 
17 R. Schaeffer, K. A. Francesconi, N. Kienzl, C. Söeröes, P. Fodor, L. Varadi, R. Raml, W. 

Goessler and D. Kuejnelt, Talanta, 2006, 69, 856. 
18 C. H. Tseng, J. Environ. Sci. Health C. Environ. Carcinog. Ecotoxicol. Rev., 2005, 23, 

55. 
19 K. T. Suzuki, B. K. Mandal, A. Katagiri, Y. Sakuma, A. Kawakami, Y. Ogra, K. 

Yamaguchi, Y. Sei, K. Yamanaka, K. Anzai, M. Ohmichi, H. Takayama and N. Aimi, 

Chem. Res. Toxicol., 2004, 17, 914. 
20 X. C. Le, X. Lu, M. Ma, W. R. Cullen, H. V. Aposhian and B. Zheng, Anal. Chem., 2000, 

72, 5172. 
21 W. R. Cullen, B. C. McBridge and J. Reglinski, J. Inorg. Biochem., 1984, 21, 179. 
22 T. Hayakawa, Y. Kobayashi, X. Cui and S. A. Hirano, Arch. Toxicol., 2005, 79, 183. 
23 R. A, Zakharyan and H. V. Aposhian, Toxicol. Appl. Pharmacol., 1999, 154, 287. 
24 S. A. Pergantis, M. Miguens-Rodriguez, N. P. Vela and D. T. Heitkemper, J. Anal. At. 
Spectrom., 2004, 19, 178. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  11 

  

                                                                                                                                            
25 A. L. Moxon, Science, 1938, 88, 81. 
26 O. A. Levander and C. A. Baumann, Toxicol. Appl. Pharmacol., 1966, 9, 98. 
27 O. A. Levander and C. A. Baumann, Toxicol. Appl. Pharmacol., 1966, 9, 106. 
28 H. S. Hsieh and H. E. Ganther, Biochemistry, 1975, 14, 1632. 
29 J. Gailer, G. N. George, I. J. Pickering, R. C. Prince, S. C. Ringwald, J. E. Pemberton, 

R. S. Glass, H. S. Younis, D. W. DeYoung and H. V. Aposhian, J. Am. Chem. Soc., 2000, 

122, 4637. 
30 J. Gailer, G. N. George, H. H. Harris, I. J. Pickering, R. C. Prince, A. Somogyi, G. A. 

Buttigieg, R. S. Glass and M. Β. Denton, Inorg. Chem., 2002, 41, 5426. 
31 K. A. Francesconi and D. Kuehnelt, Analyst, 2004, 129, 373. 
32 S. Karthikeyan and S. Hirata, Anal. Bioanal. Chem., 2003, 375, 139. 
33 P. Carrero, A. Malave, J. L. Burguera, M. Burguera and C. Rondon, Anal. Chim. Acta, 

2001, 438, 195. 
34 K. A. Francesconi, J. S. Edmonds, R. V. Stick, B. W. Skelton and A. H. White, J. Chem. 
Soc. Perkin Trans., 1991, 1, 2707. 
35 S. Wangkarn and S. A. Pergantis, J. Anal. At. Spectrom., 2000, 15, 627. 
36 A. D. Madsen, W. Goessler, S. N. Pedersen and K. A. Francesconi, J. Anal. At. 
Spectrom, 2000, 15, 657. 
37 S. McSheehy, J. Szpunar, R. Lobinski, V. Haldys, J. Tortajada and J. S. Edmonds, 

Anal. Chem., 2002, 74, 2370. 
38 V. W. Lai, A. S. Beach, W. R. Cullen, S. Ray and K. J. Reimer, Appl. Organomet. 
Chem., 2002, 16, 458. 
39 M. Van Hulle, C. Zhang, X. R. Zhang and R. Cornelis, Analyst, 2002, 127, 634. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  12 

 

ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   222   

ΑΑΑΝΝΝΑΑΑΛΛΛΥΥΥΤΤΤΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΤΤΤΕΕΕΧΧΧΝΝΝΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ   
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(((IIINNNDDDUUUCCCTTTIIIVVVEEELLLYYY   CCCOOOUUUPPPLLLEEEDDD   PPPLLLAAASSSMMMAAA   MMMAAASSSSSS   SSSPPPEEECCCTTTRRROOOMMMEEETTTRRRYYY   –––   IIICCCPPP---MMMSSS)))    

 
Η τεχνική της Φασµατοµετρίας Μάζας Επαγωγικά Συζευγµένου Πλάσµατος 

(ICP-MS) χαρακτηρίζεται από ευρεία δυναµική περιοχή (εφαρµόζεται δηλαδή για 

αναλύσεις σε µεγάλο εύρος συγκεντρώσεων),1 µικρούς χρόνους ανάλυσης, χαµηλά 

όρια ανίχνευσης και δυνατότητες πολυστοιχειακής ανάλυσης και µέτρησης 

ισοτοπικών λόγων.1 Στα “αδύναµα σηµεία” της συγκαταλέγονται οι 

φασµατοσκοπικές παρεµποδίσεις, το ποσοστό των διαλυτών στερεών στο δείγµα 

(πρέπει να είναι µικρότερο από 0.2%) και ο περιορισµός προσδιορισµού πολύ 

υψηλών συγκεντρώσεων (µεγαλύτερων από µερικές εκατοντάδες mg/L).2 

 
Αρχές Λειτουργίας Της Τεχνικής  ICP-MS 

Το πλάσµα (ιόντα, ηλεκτρόνια και ουδέτερα µόρια), σχηµατίζεται από αέριο 

αργό (Ar) και ευθύνεται για την ατοµοποίηση και τον ιονισµό του αναλύτη. Τα 

παραγόµενα ιόντα αναλύονται και διαχωρίζονται, µε βάση το λόγο µάζα/φορτίο 

(m/z), ενώ η ένταση µιας κορυφής στο φάσµα µάζας είναι ανάλογη µε την ποσότητα 

του ισοτόπου στο δείγµα. Η πειραµατική διάταξη ICP-MS αποτελείται από το 

σύστηµα εισαγωγής δείγµατος (sample introduction system), την πηγή ιόντων (ion 

source), τον αναλυτή µάζας (mass analyzer) και τον ανιχνευτή (detector).3 

Το δείγµα, σε µορφή διαλύµατος, αντλείται σε έναν εκνεφωτή, µε την 

βοήθεια περισταλτικής αντλίας, η οποία εξασφαλίζει σταθερή ταχύτητα ροής. Στην 

παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκε οµόκεντρος πνευµατικός εκνεφωτής (Σχήµα 

2.1), όπου το διάλυµα εισάγεται σε µια περιοχή χαµηλής πίεσης, που 

δηµιουργείται από µια ταχεία ροή αερίου Ar,4,5 µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό 

αερολύµατος, στο άκρο του εκνεφωτή. 

 

 

 

 

Σχήµα 2.1. Οµόκεντρος πνευµατικός εκνεφωτής του ICP-MS. 

δείγµα

Αέριο Ar

δείγµα

Αέριο Ar
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Το αερόλυµα οδηγείται στο θάλαµο εκνέφωσης, όπου οι µεγαλύτερες και 

βαρύτερες σταγόνες αποµακρύνονται στα απόβλητα και οι µικρότερες (1-5% του 

δείγµατος) κατευθύνονται στο πλάσµα.1 Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε 

κωνικός θάλαµος εκνέφωσης, µε εµβόλιµο παρεµποδιστή σφαιρικού σχήµατος, µε 

σκοπό τη διάσπαση των µεγαλύτερων σταγόνων του αερολύµατος (Σχήµα 2.2).  

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.2. Κωνικός θάλαµος εκνέφωσης του ICP-MS. 

 
 

Στη συνέχεια, οι µικρότερες σταγόνες οδηγούνται στην πηγή ιονισµού, όπου 

λαµβάνει χώρα ατοµοποίηση και ιονισµός του αναλύτη. Για το σκοπό αυτό, 

χρησιµοποιείται πυρσός επαγωγικά συζευγµένου πλάσµατος, ο οποίος αποτελείται 

από τρεις οµόκεντρους αγωγούς από χαλαζία. Οι αγωγοί αυτοί είναι γνωστοί ώς 

εξωτερικός, ενδιάµεσος και εισαγωγής δείγµατος (Σχήµα 2.3).6 Μεταξύ εξωτερικού 

και ενδιάµεσου αγωγού διέρχεται το αέριο πλάσµατος (Ar, ~ 12-17 L/min), το οποίο 

συµβάλλει στη διατήρηση και σταθεροποίηση του πλάσµατος και προστατεύει τον 

πυρσό από την υψηλή θερµοκρασία που αναπτύσσεται στο πλάσµα. Μια δεύτερη 

ροή αερίου Ar (~ 1 L/min, βοηθητικό αέριο), διέρχεται µεταξύ ενδιαµέσου αγωγού 

και αγωγού εισαγωγής δείγµατος και κατευθύνει το πλάσµα στον πυρσό. Τέλος, το 

αέριο εκνέφωσης (Ar, ~ 1 L/min) διέρχεται από τον εκνεφωτή, µε σκοπό να εισάγει 

το δείγµα στο κεντρικό τµήµα του πλάσµατος.7 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.3. Πηγή ιονισµού του ICP-MS. 
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 Μια σπειροειδής ροή αερίου πλάσµατος διέρχεται ανάµεσα στον εξωτερικό 

και τον ενδιάµεσο αγωγό του πυρσού, ενώ το πηνίο ραδιοσυχνοτήτων (RF), που 

περιβάλλει το άκρο του πυρσού, είναι συνδεδεµένο µε µια γεννήτρια RF ισχύος ~ 

750-1500 W και συχνότητας 27-40 MHz. Ηλεκτρική εκκένωση στο πηνίο, έχει ως 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό ηλεκτρονίων, τα οποία αποµακρύνονται από τα άτοµα 

Ar, µε συνέπεια τον ιονισµό του τελευταίου.7 Το ισχυρό ηλεκτροµαγνητικό πεδίο 

που δηµιουργείται στο άκρο του πυρσού επιταχύνει τα ελεύθερα ηλεκτρόνια, τα 

οποία συγκρούονται µε άτοµα Ar, αποµακρύνοντας από αυτά επιπλέον ηλεκτρόνια. 

Αυτός ο “επαγώµενος ιονισµός” του Ar, πραγµατοποιείται αλυσιδωτά, µε 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό του πλάσµατος, το οποίο  διατηρείται για όσο χρονικό 

διάστηµα το πηνίο τροφοδοτείται µε ισχύ RF. Η µεταφορά ενέργειας που λαµβάνει 

χώρα κατά τη διεργασία αυτή είναι γνωστή σαν “επαγώµενη σύζευξη”. 

Καθώς το αερόλυµα του δείγµατος εισάγεται στο πλάσµα (5000 -  10000 Κ), 

λαµβάνει χώρα αποµάκρυνση του διαλύτη από την κάθε σταγόνα, µε αποτέλεσµα τη 

µετατροπή της σε ένα πολύ µικρό στερεό σωµατίδιο και την περαιτέρω 

ατοµοποίησή της.8 Τέλος, τα άτοµα του αναλύτη, µέσω κρούσεων µε τα υψηλής 

ενέργειας ηλεκτρόνια (και σε µικρότερο ποσοστό µε τα ιόντα αργού), ιονίζονται.9 

Ακολουθεί η διεπιφάνεια πλάσµατος-αναλυτή µάζας (Σχήµα 2.4), η οποία 

µεταφέρει τα σχηµατιζόµενα ιόντα, από το πλάσµα (ατµοσφαιρική πίεση), στην 

περιοχή υψηλού κενού του αναλυτή µάζας (10-6 Torr). Η διεπιφάνεια αποτελείται 

από τον κώνο δειγµατοληψίας (οπή διαµέτρου 0.8-1.2 mm) και τον αποκορυφωτή 

κώνο (οπή διαµέτρου 0.4-0.8 mm). Μεταξύ των κώνων, µε την βοήθεια µιας 

µηχανικής αντλίας, η πίεση διατηρείται στα 2 Torr,10 ενώ η διεπιφάνεια ψύχεται 

µε νερό ψύξης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.4. ∆ιεπιφάνεια πλάσµατος - αναλυτή µάζας του ICP-MS. 

φακοί
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Κενό ~ 
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πηγή
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Κενό ~ 
10-6 Torr

φακοί

αποκορυφωτής κώνος κώνος δειγµατοληψίας
Κενό ~ 
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πηγή
ιονισµού

Κενό ~ 
10-6 Torr
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Ακολουθεί το σύστηµα εστίασης ιόντων, το οποίο έχει ως στόχο να 

µεταφέρει όσο το δυνατόν περισσότερα επιθυµητά ιόντα στον αναλυτή µάζας, ενώ 

αποτρέπει την είσοδο σε αυτόν ουδέτερων µορίων, φωτονίων και συστατικών της 

µήτρας.11 Αποτελείται από φακούς (µεταλλικά πλακίδια, δίσκοι ή κύλινδροι), στους 

οποίους εφαρµόζεται υψηλό δυναµικό.11 

 Ακολουθεί ο αναλυτής µάζας, όπου µε την βοήθεια µιας τουρµποµοριακής 

αντλίας, η πίεση διατηρείται στα 10-6 Torr. Καθώς τα ιόντα εξέρχονται από το 

σύστηµα των φακών εστίασης, εισάγονται στον αναλυτή µάζας, όπου διαχωρίζονται 

µε βάση το λόγο m/z. Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε τετραπολικός 

αναλυτής µαζών, ο οποίος αποτελείται από τέσσερις, παράλληλα τοποθετηµένες, 

µεταλλικές ράβδους, ίδιου µήκους και ίδιας διαµέτρου (15-20 cm µήκος και ~1 cm 

διάµετρος).12 Οι ράβδοι συνδέονται ανα δύο και σχηµατίζουν ένα ζεύγος στον άξονα 

Χ και ένα στον άξονα Υ, ενώ κάθε ζεύγος είναι συνδεδεµένο µε µια πηγή συνεχούς 

(DC) και εναλλασσόµενης (AC) τάσης. Ανάλογα µε το εφαρµοζόµενο ηλεκτρικό 

πεδίο, ιόντα συγκεκριµένου λόγου m/z διέρχονται µέσω των ράβδων και 

εστιάζονται στον ανιχνευτή, ενώ τα υπόλοιπα ιόντα εκτρέπονται από το τετράπολο. 

Στο ένα ζεύγος ράβδων εφαρµόζεται δυναµικό +(U+Vcos(ωt)) και στο άλλο ζεύγος -

(U+Vcos(ωt)). Το U αντιστοιχεί σε σταθερή συνεχή τάση και το Vcos(ωt) σε 

εναλλασσόµενη τάση στην περιοχή των ραδιοσυχνοτήτων (RF), µε πλάτος V και 

συχνότητα ω. Κατά µήκος του κεντρικού άξονα του τετραπόλου, το ηλεκτρικό 

πεδίο είναι µηδέν. Τα ιόντα ταλαντεύονται κατά µήκος του κατακόρυφου άξονα 

και, µε κατάλληλη επιλογή των τιµών U, V και ω, µόνο ιόντα συγκεκριµένου λόγου 

m/z ταλαντεύονται σταθερά, µε κατεύθυνση προς τον ανιχνευτή (Σχήµα 2.5). 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.5. Τετραπολικός αναλυτής µαζών. 

 

Οι µάζες που µπορούν να προσδιοριστούν µε αυτού του είδους τον αναλυτή 

δεν υπερβαίνουν τα 4000 Da, ενώ η διακριτική του ικανότητα φτάνει µέχρι 2000.13 
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 Το τελευταίο τµήµα του ICP-MS είναι ο ανιχνευτής ιόντων. Ο πιο 

συνηθισµένος τύπος ανιχνευτή είναι ο ηλεκτρονιοπολλαπλασιαστής, που 

αποτελείται από µια σειρά δυνόδων, στις οποίες εφαρµόζονται αυξανόµενα 

δυναµικά. Τα ιόντα που εξέρχονται από τον αναλυτή µάζας προσκρούουν στην 

πρώτη δύνοδο, µε αποτέλεσµα την εκποµπή ηλεκτρονίων. Αυτά τα δευτερογενή 

ηλεκτρόνια προσκρούουν στη δεύτερη δύνοδο, όπου παράγονται επιπλέον 

ηλεκτρόνια. Η ενίσχυση του ηλεκτρονιοπολλαπλασιαστή είναι 106, δηλαδή από την 

αρχική πρόσκρουση των ιόντων στην πρώτη δύνοδο παράγονται τελικά 106 

ηλεκτρόνια στην έξοδο του ανιχνευτή.14 

 

  ΠΠααρρεεµµπποοδδίίσσεειιςς  σστταα  ΦΦάάσσµµαατταα  ΑΑττοοµµιικκώώνν  ΜΜααζζώώνν    
Στη φασµατοµετρία ατοµικών µαζών παρουσιάζονται σηµαντικά 

προβλήµατα φασµατοσκοπικών και µη φασµατοσκοπικών παρεµποδίσεων. Οι 

φασµατοσκοπικές παρεµποδίσεις προκύπτουν όταν ένα ιοντικό σωµατίδιο έχει τον 

ίδιο λόγο m/z µε το ιόν του αναλύτη και διακρίνονται σε: Ισοβαρικές, 
Πολυατοµικών Ιόντων, ∆ιπλά Φορτισµένων Ιόντων και Ιόντων Οξειδίων.15 

Ισοβαρικά ονοµάζονται τα ισότοπα που διαφέρουν ως προς τη µάζα τους λιγότερο 

από µια µονάδα µάζας, ενώ οι ισοβαρικές παρεµποδίσεις παρουσιάζονται στα 

ισότοπα µεγαλύτερης φυσικής αφθονίας (επηρεάζουν την πιο ευαίσθητη κορυφή). 

Οι ισοβαρικές παρεµποδίσεις είναι προβλέψιµες από τους πίνακες φυσικής 

αφθονίας των ισοτόπων και µπορούν να πραγµατοποιηθούν διορθώσεις µε την 

χρήση κατάλληλου λογισµικού. Ένα σοβαρότερο πρόβληµα παρεµποδίσεων 

δηµιουργείται από τα πολυατοµικά ιόντα, που σχηµατίζονται από αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ πλάσµατος και σωµατιδίων της µήτρας του δείγµατος ή της ατµόσφαιρας. 

Αυτές οι παρεµποδίσεις είναι δυνατόν να διορθωθούν µε µέτρηση τυφλού 

διαλύµατος ή την επιλογή ενός διαφορετικού ισοτόπου του αναλύτη. Η σοβαρότερη 

κατηγορία παρεµποδίσεων περιλαµβάνει το σχηµατισµό οξειδίων και υδροξειδίων 

από τον ίδιο τον αναλύτη, από τα συστατικά της µήτρας, από το διαλύτη και από τα 

αέρια του πλάσµατος. Οι παρεµποδίσεις αυτής της κατηγορίας αντιµετωπίζονται µε 

τη ρύθµιση παραµέτρων, όπως η σύσταση των αερίων του πλάσµατος, το ποσοστό 

και το είδος του διαλύτη, το µέγεθος του στοµίου εισαγωγής του δείγµατος, κ.λ.π.15 

Οι µη φασµατοσκοπικές παρεµποδίσεις περιλαµβάνουν τις επιδράσεις των 

συστατικών της µήτρας του δείγµατος και γίνονται συνήθως αντιληπτές σε 

συγκεντρώσεις µεγαλύτερες από 500-1000 µg/mL.15 Στις περισσότερες περιπτώσεις, 

παρατηρείται µείωση του σήµατος του αναλύτη, ενώ, υπό ορισµένες συνθήκες, 
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µπορεί να παρατηρηθεί και ενίσχυση. Οι παρεµποδίσεις αυτές ελαχιστοποιούνται 

µε αραίωση των διαλυµάτων, µε αλλαγή της πορείας εισαγωγής του δείγµατος, µε 

αποµάκρυνση των συστατικών που δηµιουργούν το πρόβληµα ή µε τη χρήση 

κατάλληλου εσωτερικού προτύπου, το οποίο πρέπει να είναι ένα στοιχείο µε µάζα 

και δυναµικό ιονισµού παρόµοια µε εκείνα του αναλύτη. Παράλληλα, το στοιχείο 

αυτό πρέπει να είναι σπάνιο στη φύση, ώστε να ελαχιστοποιείται η πιθανότητα να 

υπάρχει στο εξεταζόµενο δείγµα (π.χ. 115In, 103Rh, 9Be, 232Th). 

Στην παρούσα διατριβή, χρησιµοποιήθηκε φασµατόµετρο µάζας X Series 

ICP-MS (Thermo Fisher Scientific, Winsford, United Kingdom), µε τετραπολικό 

αναλυτή µαζών. Η εισαγωγή του δείγµατος στον εκνεφωτή γίνεται µε την βοήθεια 

περισταλτικής αντλίας, ενώ οι αγωγοί εισαγωγής δείγµατος και αποβλήτων είναι 

κατασκευασµένοι από ειδικό πολυµερές (tygon) και έχουν εσωτερική διάµετρο ίση 

µε 0.508 mm και 1.422 mm αντίστοιχα. Οι κώνοι που χρησιµοποιήθηκαν είναι 

κατασκευασµένοι από νικέλιο, και έχουν οπές διαµέτρου 1.0 mm και 0.75 mm 

(κώνος δειγµατοληψίας και αποκορυφωτής κώνος, αντίστοιχα). 

 

 

222...222...    ΦΦΦΑΑΑΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΟΟΟΜΜΜΕΕΕΤΤΤΡΡΡΙΙΙΑΑΑ    ΜΜΜΑΑΑΖΖΖΑΑΑΣΣΣ    ΙΙΙΟΟΟΝΝΝΙΙΙΣΣΣΜΜΜΟΟΟΥΥΥ    ΜΜΜΕΕΕΣΣΣΩΩΩ    ΗΗΗΛΛΛΕΕΕΚΚΚΤΤΤΡΡΡΟΟΟΨΨΨΕΕΕΚΚΚΑΑΑΣΣΣΜΜΜΟΟΟΥΥΥ    

(((EEELLLEEECCCTTTRRROOOSSSPPPRRRAAAYYY   IIIOOONNNIIIZZZAAATTTIIIOOONNN   ---    MMMAAASSSSSS   SSSPPPEEECCCTTTRRROOOMMMEEETTTRRRYYY   –––   EEESSSIII---MMMSSS)))    

  

Τα τελευταία χρόνια, οι τεχνικές µοριακής φασµατοµετρίας µάζας 

χρησιµοποιούνται ευρέως για την ειδοταυτοποίηση του αρσενικού σε 

περιβαλλοντικά και βιολογικά δείγµατα, ενώ, σε πολλές περιπτώσεις, έχουν 

συµβάλλει καθοριστικά στην ανίχνευση και το χαρακτηρισµό καινούριων ενώσεων 

του στοιχείου.16 Σε αντίθεση µε τις τεχνικές ατοµικής φασµατοµετρίας µάζας, µε 

τις οποίες επιτυγχάνεται η ανίχνευση ατοµικών ιόντων, οι µοριακές 

φασµατοµετρικές τεχνικές παρέχουν πληροφορίες σχετικά µε το µοριακό τύπο της 

ένωσης.17 Οι σηµαντικότερες τεχνικές µοριακής φασµατοµετρίας µάζας, που έχουν 

χρησιµοποιηθεί σε µελέτες ειδοταυτοποίησης του αρσενικού, είναι η 

Φασµατοµετρία Μάζας Βοµβαρδισµού µε Ταχέα Άτοµα (Fast Atom Bombardment-

Mass Spectrometry – FAB-MS) και η Φασµατοµετρία Μάζας Ιονισµού µέσω 

Ηλεκτροψεκασµού (ESI-MS), η οποία χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα διατριβή. 
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Αρχές Λειτουργίας της Τεχνικής  ESI-MS 

Το 2002 ο John Fenn, σε εργασία του, για την οποία τιµήθηκε µε µέρος του 

βραβείου Nobel Χηµείας,18 κατάφερε να αναπτύξει µια τεχνική ιονισµού, µέσω 

ηλεκτροψεκασµού, για την ανάλυση ισχυρά πολικών, µη-πτητικών και θερµικά 

ασταθών ενώσεων. Ο ηλεκτροψεκασµός λειτουργεί σε ατµοσφαιρική πίεση και 

µέτρια θερµοκρασία, και, σε αντίθεση µε τον ηλεκτρονιακό και το χηµικό ιονισµό 

(Electron Ionization - EI και Chemical Ionization - CI αντίστοιχα), όπου λαµβάνει 

χώρα η µετατροπή ουδέτερων µορίων σε ιόντα, στον ηλεκτροψεκασµό, τα ήδη 

υπάρχοντα ιόντα του αναλύτη, µεταφέρονται από το διάλυµα στην αέρια φάση.19 Η 

ανάλυση των ιόντων του αναλύτη κατευθείαν από το διάλυµα είναι καθοριστικής 

σηµασίας και συµβάλλει στη διατήρηση σηµαντικών ιδιοτήτων του, όπως η 

οξειδωτική κατάσταση και ο µοριακός τύπος.20 

Ο µηχανισµός µε τον οποίο µεταφέρονται τα ιόντα του αναλύτη από το 

διάλυµα στην αέρια φάση, βασίζεται σε µια ηλεκτροστατικά ελεγχόµενη διαδικασία 

ψεκασµού. Το αραιωµένο διάλυµα του αναλύτη, διέρχεται, µε ταχύτητα 0.1-10 

µL/min, µέσω ενός τριχοειδούς από ανοξείδωτο χάλυβα, στον οποίο εφαρµόζεται 

υψηλό δυναµικό (2-5 kV).21 Το δυναµικό αυτό (θετικό ή αρνητικό), δηµιουργεί 

βαθµιδωτό ηλεκτρικό πεδίο, ικανό να διαχωρίσει τα φορτία, ανάλογα µε το πρόσηµό 

τους, και να τα συγκεντρώσει στην επιφάνεια του υγρού. Υπό την επίδραση 

θετικού δυναµικού, τα θετικά ιόντα είναι εκείνα τα οποία κινούνται προς την 

επιφάνεια, ενώ τα αρνητικά αποµακρύνονται από αυτήν.19 Το τµήµα του 

διαλύµατος που προεξέχει από το άκρο του τριχοειδούς και φέρει περίσσεια 

ηλεκτρικού φορτίου, σχηµατίζει τον “κώνο του Taylor” (Σχήµα 2.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.6. Απεικόνιση της διαδικασίας του ηλεκτροψεκασµού. 
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Καθώς το δυναµικό αυξάνεται, το διάλυµα που σχηµατίζει τον “κώνο του 

Taylor” υπερβαίνει το “όριο Rayleigh”,22 (απωστική δύναµη Coulomb = 

επιφανειακή τάση του υγρού), µε αποτέλεσµα ο κώνος να υφίσταται σχάση και οι 

φορτισµένες σταγόνες να αποσπώνται από το διάλυµα.21 Οι σταγόνες αυτές 

κατευθύνονται προς τον αναλυτή µαζών, σχηµατίζοντας φορτισµένα µόρια του 

αναλύτη στην αέρια φάση.20,23 

Για το σχηµατισµό των φορτισµένων µορίων του αναλύτη στην αέρια φάση, 

έχουν προταθεί δύο µηχανισµοί. Σύµφωνα µε τον πρώτο µηχανισµό, που είναι 

γνωστός ως “Σχάση Coulomb”, η αυξανόµενη πυκνότητα φορτίου της σταγόνας 

(λόγω εξάτµισης του διαλύτη), έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση των απωστικών 

δυνάµεων µεταξύ των φορτίων και τη µετέπειτα σχάση της σταγόνας. Τα 

παραγόµενα σταγονίδια υφίστανται περαιτέρω συρρίκνωση-σχάση, µε τη διαδικασία 

αυτή να  επαναλαµβάνεται αρκετές φορές, οπότε τελικά σχηµατίζονται σταγονίδια 

µε ένα µόνο φορτίο. Τα σταγονίδια αυτά, έπειτα από την εξάτµιση και των 

τελευταίων µορίων του διαλύτη, παράγουν τα ιόντα του αναλύτη στην αέρια 

φάση.20 Σύµφωνα µε το δεύτερο µηχανισµό, που είναι γνωστός σαν “Εξάτµιση 

Ιόντων”,24 η αυξανόµενη πυκνότητα φορτίου στη σταγόνα, έχει ως αποτέλεσµα την 

αύξηση της απωστικής δύναµης Coulomb µεταξύ των φορτίων, η οποία υπερνικά 

την επιφανειακή τάση του υγρού, απελευθερώνοντας τελικά τα ιόντα του αναλύτη 

από τη σταγόνα. Ανεξάρτητα από το µηχανισµό που λαµβάνει χώρα, η διαδικασία 

του ηλεκτροψεκασµού παράγει ιόντα στην αέρια φάση, τα οποία αναλύονται στο 

φασµατόµετρο µάζας ως προς το λόγο m/z.  

Η εκνέφωση του διαλύµατος που διέρχεται από τον τριχοειδή, 

διευκολύνεται µε τη χρήση ενός βοηθητικού αερίου, το οποίο επίσης συµβάλλει 

στην αποµάκρυνση του διαλύτη από την σταγόνα.21 Παράλληλα, µια άλλη ροή 

αερίου υπό πίεση (εκνεφωτικό αέριο) απελευθερώνεται γύρω από το άκρο του 

τριχοειδούς και βοηθάει στη σχάση του “κώνου Taylor”. 

Η µεταφορά των ιόντων από την περιοχή ατµοσφαιρικής πίεσης της πηγής 

ιονισµού στην περιοχή υψηλού κενού του αναλυτή µάζας, γίνεται µέσω της 

διεπιφάνειας πηγής ιονισµού - φασµατοµέτρου µάζας (Σχήµα 2.7). Το αέριο (ιόντα 

και ουδέτερα µόρια), αρχικά διέρχεται µέσω του κώνου δειγµατοληψίας και 

εκτονώνεται (~1 Torr) και, στη συνέχεια, µέσω του αποκορυφωτή κώνου, οδηγείται 

στον αναλυτή µάζας, αφού διέλθει πρώτα από τους φακους εστίασης.21 
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Σχήµα 2.7. ∆ιεπιφάνεια πηγής ιονισµού - αναλυτή µάζας της τεχνικής ESI-MS.  

 

 

∆ιαδοχική Φασµατοµετρία Μάζας (Tandem Mass Spectrometry – MS/MS) 
Ο ηλεκτροψεκασµός είναι µια διαδικασία, κατά την οποία λαµβάνει χώρα 

ελάχιστη ή µηδενική θραυσµατοποίηση, εποµένως δεν παρέχει σηµαντικές δοµικές 

πληροφορίες για το χαρακτηρισµό άγνωστων ενώσεων. Για το σκοπό αυτό, 

χρησιµοποιείται σε συνδυασµό µε διαδοχική φασµατοµετρία µάζας. Η διαδοχική 

φασµατοµετρία µάζας περιλαµβάνει δύο στάδια ανάλυσης µάζας, επιτρέποντας τη 

θραυσµατοποίηση προεπιλεγµένων ιόντων (πρόδροµα ιόντα) και την ανάλυση των 

παραγόµενων ιόντων (προϊόντα ιόντα). Η θραυσµατοποίηση των πρόδροµων ιόντων 

επιτυγχάνεται µέσω επαγώµενων συγκρούσεων ιόντος-µορίου, οι οποίες βασίζονται 

σε µια διαδικασία γνωστή ως “Επαγώµενη ∆ιάσπαση µέσω Συγκρούσεων” (Collision 

Induced Dissociation – CID). Κατά τη διεργασία αυτή, στην κυψελίδα 

πρόσκρουσης, τα µοριακά ιόντα συγκρούονται µε τα ουδέτερα µόρια ενός αδρανούς 

αερίου, οπότε η κινητική ενέργεια του ιόντος µετατρέπεται σε εσωτερική ενέργεια. 

Η µετατροπή αυτή οδηγεί στη σχάση των δεσµών και τη θραυσµατοποίηση του 

µοριακού ιόντος σε προϊόντα ιόντα, τα οποία αναλύονται στον αναλυτή µάζας.  

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε φασµατόµετρο µάζας τριπλού 

τετραπόλου και εφαρµόστηκε Σάρωση Προϊόντων Ιόντων (Product Ion Scan), 

Σάρωση Πρόδροµων Ιόντων (Precursor Ion Scan) και Παρακολούθηση 

Επιλεγµένων Αντιδράσεων (Selected Reaction Monitoring - SRM).25  

 

Σάρωση Προϊόντων Ιόντων 
Στο πρώτο τετράπολο (Q1) επιλέγονται πρόδροµα ιόντα συγκεκριµένου 

λόγου m/z, τα οποία στη συνέχεια µεταφέρονται στην κυψελίδα πρόσκρουσης (Q2), 

συγκρούονται µε τα άτοµα του αδρανούς αερίου (Ar) και υφίστανται 

θραυσµατοποίηση. Τα σχηµατιζόµενα προϊόντα ιόντα αναλύονται στο τρίτο 
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τετράπολο (Q3), το οποίο έχει ρυθµιστεί να σαρώνει σε µια περιοχή λόγων m/z, 

οπότε προκύπτει τελικά το φάσµα µάζας των προϊόντων ιόντων. Από το φάσµα αυτό 

λαµβάνονται πληροφορίες για τη δοµή της πρόδροµης ένωσης (Σχήµα 2.8(α)).   

 

Σάρωση Πρόδροµων Ιόντων 
Το φασµατόµετρο µάζας Q3 ρυθµίζεται ώστε να επιτρέπει τη διέλευση µόνο 

ιόντων µε συγκεκριµένους λόγους m/z, ενώ στο φασµατόµετρο Q1, λαµβάνει χώρα 

σάρωση σε µια περιοχή λόγων m/z.  Τα πρόδροµα ιόντα τα οποία διέρχονται από το 

Q1, ανιχνεύονται, αν και µόνο αν, έπειτα από τη θραυσµατοποίησή τους στην 

κυψελίδα πρόσκρουσης, οδηγούν στο σχηµατισµό του προεπιλεγµένου προϊόντος 

ιόντος. Αυτό το προϊόν ιόν, είναι το µοναδικό το οποίο µεταφέρεται στον ανιχνευτή 

από τον αναλυτή µάζας Q3 (Σχήµα 2.8(β)). 

 

Παρακολούθηση Επιλεγµένων Αντιδράσεων (SRM) 
Στο τετράπολο Q1 επιλέγεται ένα πρόδροµο ιόν, το οποίο στη συνέχεια 

οδηγείται στην κυψελίδα πρόσκρουσης και θραυσµατοποιείται. Στο τετράπολο Q3 

παρακολουθούνται συγκεκριµένα προϊόντα ιόντα, αυτά µε τη µεγαλύτερη ένταση, 

ενώ τελικά ανιχνεύονται µόνο εκείνα τα πρόδροµα ιόντα, τα οποία, διασπώµενα σε 

συγκεκριµένες ενέργειες, οδηγούν στο σχηµατισµό των προεπιλεγµένων προϊόντων 

ιόντων (Σχήµα 2.8(γ)). Με τη µέθοδο SRM, επιτυγχάνεται ταχεία ανάλυση 

συστατικών, τα οποία συναντώνται σε πολύπλοκες µήτρες, σε ιχνοποσότητες. 

Πρόκειται για µια ιδιαίτερα εκλεκτική µέθοδο, µε την οποία οι φασµατοσκοπικές 

παρεµποδίσεις από τα συστατικά της µήτρας περιορίζονται στο ελάχιστο. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 2.8. (α) Σάρωση Προϊόντων Ιόντων, (β) Σάρωση Πρόδροµων Ιόντων και (γ) 

Παρακολούθηση Επιλεγµένων Αντιδράσεων (SRM) µε την τεχνική ESI-MS/MS. 

(α) (β) (γ) 
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ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΚΚΗΗ  ΑΑΝΝΑΑΣΣΚΚΟΟΠΠΗΗΣΣΗΗ  

Οι σύγχρονες τεχνικές ειδοταυτοποίησης του αρσενικού και, ιδιαίτερα, οι 

ταχέως αναπτυσσόµενες τεχνικές φασµατοµετρίας µάζας, έχουν συµβάλλει 

σηµαντικά στην πληρέστερη κατανόηση της βιοχηµικής συµπεριφοράς του 

στοιχείου στο θαλάσσιο περιβάλλον.1,2 Η έρευνα στον συγκεκριµένο τοµέα έχει 

ευδοκιµήσει, κυρίως, λόγω των µελετών των Francesconi και Edmonds, οι οποίοι 

έχουν ανιχνεύσει και ταυτοποιήσει ένα σηµαντικό αριθµό ενώσεων αρσενικού σε 

βιολογικά δείγµατα θαλάσσιας προέλευσης.1,3,4,5 Η περαιτέρω πρόοδος στο πεδίο 

αυτό, οφείλεται στην ανάπτυξη των µεθόδων Φασµατοµετρίας Μάζας Επαγωγικά 

Συζευγµένου Πλάσµατος (ICP-MS)6,7,8,9 και ∆ιαδοχικής Φασµατοµετρίας Μάζας 

Ιονισµού µέσω Ηλεκτροψεκασµού (ESI-MS/MS).10,11,12  

Ωστόσο, οι παραπάνω τεχνικές εστιάζονται στον στοχευµένο προσδιορισµό 

των ενώσεων αρσενικού, µε το µοριακό τύπο, αλλά και η δοµή των υπό ανίχνευση 

ενώσεων, να είναι γνωστά πριν τη διεξαγωγή της ανάλυσης. Αυτές οι “αναλύσεις 

στόχου” (“targeted analysis”), βασίζονται κυρίως στην τεχνική ICP-MS (όπου ο 

προσδιορισµός των “ενώσεων-στόχων” πραγµατοποιείται σε συνδυασµό µε υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) και την ανάλυση των αντίστοιχων 

πρότυπων διαλυµάτων), καθώς και στην τεχνική ESI-MS/MS. Οι δύο παραπάνω 

τεχνικές είναι δυνατόν να οδηγήσουν στην ανίχνευση και τον χαρακτηρισµό µόνο 

περιορισµένου αριθµού καινούριων ενώσεων αρσενικού, µε προβλέψιµες δοµές, 

όπως συνέβη στην περίπτωση των τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων (thio-

arsenosugars) DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, που 

ανακαλύφθηκαν πρόσφατα σε θαλάσσια φύκη και οστρακοειδή (Σχήµα 3.1).13,14,15,16 

Το 1981, αποµονώθηκαν, από φύκη, τα δύο πρώτα οξο-αρσενοσάκχαρα (oxo-

arsenosugars), DMAsSugar-Glycol και -Sulfonate, και χαρακτηρίστηκαν µε 

φασµατοσκοπία NMR.3 Επίσης, σε φύκη ανιχνεύτηκαν και ταυτοποιήθηκαν (µε 
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NMR) τα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Phosphate,17 -Sulfate, -

AminoSulfonate, -Methoxy και -Mannitol (Σχήµα 3.1),18 ενώ, πρόσφατα 

ταυτοποιήθηκαν, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS, τα σάκχαρα DMAsSugar-

Carboxyl, -Hydroxy και -Adenine (Σχήµα 3.1) σε δείγµατα από φύκη,19 και τα 

DMAsSugar-Carbamate, Carboxyl-2 και Sulfonate-2 (Σχήµα 3.1), σε δείγµα από 

θαλάσσια κυδώνια.20,21  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.1. ∆οµές των, µέχρι σήµερα, ταυτοποιηµένων οξο-αρσενοσακχάρων. 

 

Τα θειο-αρσενοσάκχαρα αποτελούν ενώσεις αρσενικού, που έχουν 

ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί, τα τελευταία χρόνια, σε θαλάσσια δείγµατα. Τα 

σηµαντικότερα παράγωγα της κατηγορίας είναι τα DMThioAsSugar-Glycol, -

Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate,16 ενώ, σε βιολογικά δείγµατα, έχουν, επίσης, 

ανιχνευτεί και τα -Carboxyl, -Carbamate και -Adenine (Σχήµα 3.2).20 Η 

ανίχνευση των παραπάνω ενώσεων βασίστηκε, κυρίως, στις αναλύσεις µε HPLC-

ESI-MS/MS και HPLC-ICP-MS, ενώ, σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις, υπάρχει 
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η πιθανότητα ύπαρξης, στα ίδια δείγµατα, και άλλων ενώσεων της ίδιας 

κατηγορίας, οι οποίες δεν ανιχνεύτηκαν. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 3.2. ∆οµές των, µέχρι σήµερα, ταυτοποιηµένων θειο-αρσενοσακχάρων. 

 
 

Για την ανίχνευση καινούριων ενώσεων αρσενικού στο περιβάλλον, κρίθηκε 

αναγκαία η ανάπτυξη µιας µεθόδου “µη στοχευµένης ανάλυσης”, ικανής να 

ανιχνεύσει τις ενώσεις αυτές και να συµβάλλει στον χαρακτηρισµό τους. Για το 

σκοπό αυτό, θα µπορόυσε να αναπτυχθεί περαιτέρω η  τεχνική ESI-MS/MS, µε 

Σάρωση Πρόδροµων Ιόντων (Precursor Ion Scan), στην οποία στο πρώτο 

φασµατόµετρο (Q1) λαµβάνει χώρα σάρωση ευρείας περιοχής λόγων m/z, ενώ ο 

δεύτερος αναλυτής µάζας (Q3) ρυθµίζεται ώστε να επιτρέπει τη διέλευση µόνο 

ιόντων µε συγκεκριµένους λόγους m/z.  Τα πρόδροµα ιόντα τα οποία διέρχονται 

από το Q1, ανιχνεύονται, αν και µόνο αν, έπειτα από τη θραυσµατοποίησή τους 

στην κυψελίδα πρόσκρουσης (Q2), οδηγούν στο σχηµατισµό προεπιλεγµένου 

προϊόντος ιόντος, στο οποίο επιτρέπεται η διέλευση από το Q3. Εποµένως, 

γνωρίζοντας ότι µια κατηγορία ενώσεων ακολουθεί ένα γνωστό µονοπάτι 

θραυσµατοποίησης, οδηγώντας στο σχηµατισµό συγκεκριµένων προϊόντων ιόντων, 

είναι δυνατόν, επιλέγοντας τα συγκεκριµένα ιόντα, να ανιχνευτούν νέα µέλη της 

κατηγορίας αυτής των ενώσεων. 
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Το ενδιαφέρον εστιάζεται στα οξο- και θειο- αρσενοσάκχαρα, τα οποία έχουν 

µελετηθεί εκτενώς από διάφορες ερευνητικές οµάδες,3,4,5,22,23,24 χρησιµοποιώντας 

τις τεχνικές HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS. Iδιαίτερη έµφαση έχει δοθεί 

στα τέσσερα µέλη της σειράς των οξο-αρσενοσακχάρων, DMAsSugar-Glycol, -

Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate και στα αντίστοιχα θειο-αρσενοσάκχαρα. Η 

πορεία διάσπασης των οξο- και θειο- αρσενοσακχάρων έχει προταθεί σε πρόσφατη 

µελέτη της οµάδας µας,16 να είναι αυτή που φαίνεται στο Σχήµα 3.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.3. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης των (α) οξο- και (β) θειο-

αρσενοσακχάρων.16 

 

Κατά τη θραυσµατοποίηση των οξο-αρσενοσακχάρων σχηµατίζονται δυο 

χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα, µε λόγους m/z 97 και 237,16,23,25,26 ενώ τα 

αντίστοιχα χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα για τα θειο-αρσενοσάκχαρα είναι αυτά 

µε λόγους m/z 97 και 253.16 Τα ιόντα m/z 237 και 253 προέρχονται από το 

πρόδροµο ιόν, έπειτα από διάσπαση και αποµάκρυνση της πλευρικής αλυσίδας 

(aglycone group), που συνδέεται στον ριβοζικό δακτύλιο. Tο ιόν m/z 97, το οποίο 

είναι κοινό και για τις δύο κατηγορίες αρσενοσακχάρων, προέρχεται από τα 

προηγούµενα προϊόντα ιόντα m/z 237 και 253, έπειτα από περαιτέρω διάσπαση και 

αποµάκρυνση ενός µορίου νερού, καθώς και των οµάδων As(CH3)2OH και 

As(CH3)2SH, αντίστοιχα. Εποµένως, κάθε ένωση αρσενοσακχάρου, κατά τη 

διάσπασή της, δίνει ένα “µοναδικό” προϊόν ιόν (m/z 237 ή m/z 253), ενώ το ιόν m/z 

97 είναι κοινό και για τις δύο κατηγορίες. Η ύπαρξη κοινών προϊόντων ιόντων για 

κάθε ένωση, µιας κατηγορίας ενώσεων, υπαγορεύει την ανάπτυξη µεθόδου σάρωσης 

πρόδροµων ιόντων, µε την τεχνική ESI-MS/MS, µε σκοπό την ανίχνευση 

καινούριων παραγώγων, που ανήκουν στην κατηγορία αυτή.  
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ΣΣΚΚΟΟΠΠΟΟΣΣ   

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα οξο- και θειο- αρσενοσάκχαρα αποτελούν 

κατηγορίες οργανοαρσενικικών ενώσεων, που συναντώνται σε ένα ευρύ φάσµα 

οργανισµών θαλάσσιας προέλευσης (φύκη, οστρακοειδή, κ.λ.π), άρα και σε 

ανθρώπινες τροφές. Μέχρι σήµερα, ένας σηµαντικός αριθµός ενώσεων, των δύο 

παραπάνω κατηγοριών, έχει ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί σε δείγµατα που 

προέρχονται από το θαλάσσιο περιβάλλον, εφαρµόζοντας µεθόδους “ανάλυσης 

στόχου”, στις οποίες η δοµή των εξεταζόµενων ενώσεων είναι γνωστή πριν την 

ανάλυση. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα αποτελούν οι τεχνικές HPLC-ICP-MS 

και HPLC-ESI-MS/MS, µε τη µέθοδο Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων 

(SRM), οι οποίες τα τελευταία χρόνια έχουν εφαρµοστεί, µε ιδιαίτερη επιτυχία, στο 

πεδίο της ειδοταυτοποίησης του αρσενικού. Ωστόσο, στα δείγµατα, στα οποία έχει 

ήδη επιβεβαιωθεί η ύπαρξη συγκεκριµένων αρσενοσακχάρων, όπως και σε άλλα 

δείγµατα, ενδέχεται να υπάρχουν και άλλες ενώσεις της κατηγορίας, των οποίων η 

ανίχνευση δεν έχει ακόµα επιτευχθεί, λόγω της µη πρόβλεψης της δοµής τους. 

Σκοπός, λοιπόν, της παρούσας µελέτης ήταν η ανάπτυξη µιας αναλυτικής 

τεχνικής, κατάλληλης να ανιχνεύσει και να χαρακτηρίσει άγνωστες ενώσεις οξο- 

και θειο-αρσενοσακχάρων, χωρίς να είναι γνωστή, εκ των προτέρων, η δοµή τους. 

Κάτι τέτοιο µπορεί να επιτευχθεί µε την τεχνική ESI-MS/MS, εφαρµόζοντας τη 

µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων. Ουσιαστικά, µε τη µέθοδο αυτή 

πραγµατοποιείται η ανίχνευση πρόδροµων ιόντων, τα οποία, διασπώµενα, δίνουν 

συγκεκριµένα προϊόντα ιόντα, χαρακτηριστικά των υπό εξέταση ενώσεων. 

Το ενδιαφέρον εστιάστηκε στα οξο- και θειο-αρσενοσάκχαρα, τα οποία 

δίνουν χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα τα m/z 237 και 97 (οξο-αρσενοσάκχαρα) και 

253 και 97 (θειο-αρσενοσάκχαρα). Απουσία πρότυπων διαλυµάτων των 

εξεταζόµενων ενώσεων, η ανάπτυξη της µεθόδου σάρωσης πρόδροµων ιόντων 

βασίστηκε στην ανάλυση εµπορικά διαθέσιµων δειγµάτων από φύκη, τα οποία 

περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις των τεσσάρων οξο-αρσενοσακχάρων DMAsSugar-

Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate και των αντίστοιχων θειο-

αρσενοσακχάρων.  
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333...222...    ΠΠΠΕΕΕΙΙΙΡΡΡΑΑΑΜΜΜΑΑΑΤΤΤΙΙΙΚΚΚΟΟΟ    ΜΜΜΕΕΕΡΡΡΟΟΟΣΣΣ    

 

33..22..11..  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ΤΤΗΗΝΝ  ΤΤΕΕΧΧΝΝΙΙΚΚΗΗ  EESSII--MMSS//MMSS  

ΚΚΑΑΙΙ  ΤΤΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟ  ΣΣΑΑΡΡΩΩΣΣΗΗΣΣ  ΠΠΡΡΟΟ∆∆ΡΡΟΟΜΜΩΩΝΝ  ΙΙΟΟΝΝΤΤΩΩΝΝ  ((PPRREECCUURRSSOORR  IIOONN  SSCCAANN))  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  

ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΚΚΑΑΙΙΝΝΟΟΥΥΡΡΙΙΩΩΝΝ  ΟΟΞΞΟΟ--  ΚΚΑΑΙΙ  ΘΘΕΕΙΙΟΟ--  ΑΑΡΡΣΣΕΕΝΝΟΟΣΣΑΑΚΚΧΧΑΑΡΡΩΩΝΝ  

 

Κατά τη διάρκεια των αναλύσεων µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS και τη 

µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων, χρησιµοποιήθηκε το αυτοµατοποιηµένο 

σύστηµα HPLC του φασµατοµέτρου µάζας TSQ Quantum (Thermo Finnigan, San 

Jose, CA, USA). Επιλέχθηκε χρωµατογραφία ανιονανταλλαγής, χρησιµοποιώντας 

τη στήλη PRPX-100 (Μήκος x Εσωτερική ∆ιάµετρος = 250 x 4.1 mm, Hamilton, 

Reno, NV, USA), πριν από την οποία τοποθετήθηκε η αντίστοιχη προστήλη PRPX-

100. Για το διαχωρισµό των συστατικών εφαρµόστηκε βαθµιδωτή έκλουση, 

χρησιµοποιώντας ως διαλύτη Α υδατικό διάλυµα όξινου ανθρακικού αµµωνίου 

(NH4HCO3), συγκέντρωσης 20 mM και ως διαλύτη Β υδατικό διάλυµα NH4HCO3, 

συγκέντρωσης 20 mM και περιεκτικότητας σε µεθανόλη 40% κ.ο. Το pH των 

διαλυµάτων ρυθµίστηκε στην τιµή 10, µε τη χρήση διαλύµατος υδροξειδίου του 

αµµωνίου (NH4OH). Επιλέχθηκε ταχύτητα ροής του εκλούσµατος ίση µε 1 mL/min 

και βρόχος εισαγωγής δείγµατος χωρητικότητας 20 µL. Όσον αφορά το πρόγραµµα 

έκλουσης, αυτό παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.1. 

 

Πίνακας 3.1. Πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης της µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS. 

 

Η συγκεκριµένη χρωµατογραφική µέθοδος αναπτύχθηκε παλαιότερα από 

την οµάδα µας, για την ανίχνευση των τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων µε τη 

µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM.16 

Η ανίχνευση των ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε το φασµατόµετρο µάζας 

TSQ Quantum, το οποίο είναι εξοπλισµένο µε τρία τετράπολα και πηγή ιονισµού 

ΧΧρρόόννοοςς  ((mmiinn))  ∆∆ιιααλλύύττηηςς  ΑΑ  ((%%))  ∆∆ιιααλλύύττηηςς  ΒΒ  ((%%))  ΜΜεεθθααννόόλληη  ((%%))  

0 75 25 10 

5 75 25 10 

6 0 100 40 

30 0 100 40 

30.5 75 25 10 

35 75 25 10 
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µε ηλεκτροψεκασµό (ESI). Εφαρµόστηκε µέθοδος ανίχνευσης θετικών ιόντων, µε 

βέλτιστες παραµέτρους λειτουργίας του οργάνου αυτές που φαίνονται στον Πίνακα 

3.2. Στην πηγή ιονισµού οδηγείται το 24% του εκλούσµατος από τη στήλη, ενώ το 

υπόλοιπο 76% καταλήγει στα απόβλητα (µέσω ενός συνδέσµου “T”). 

 

Πίνακας 3.2. Παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ESI-MS/MS. 

  
  
33..22..22..  ΧΧΗΗΜΜΙΙΚΚΑΑ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΤΤΗΗΡΡΙΙΑΑ  

 

 Για τις αναλύσεις χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα αντιδραστήρια: 

 Μεθανόλη (gradient grade for HPLC, Sigma-Aldrich, Germany). 

 Όξινο ανθρακικό αµµώνιο, NH4HCO3 (puriss., Riedel-de Haen, Seelze, 

Germany). 

 ∆ιάλυµα υδροξειδίου του αµµωνίου, NH4OH (puriss., p.a., Fluka, Buchs, 

Switzerland). 

 

33..22..33..  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΑΑ  

  

Εµπορικά δείγµατα από φύκη “kelp-1” και “kelp-2” 
Οι ενώσεις αρσενικού στις οποίες βασίστηκε η ανάπτυξη της µεθόδου 

σάρωσης πρόδροµων ιόντων είναι τα τέσσερα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-

Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, καθώς και τα αντίστοιχα θειούχα 

παράγωγα, τα οποία απεικονίζονται στα Σχήµατα 3.1 και 3.2, αντίστοιχα. Απουσία 

πρότυπων διαλυµάτων των ενώσεων αυτών, επιλέχθηκε η χρησιµοποίηση 

εµπορικών δειγµάτων από φύκη, τα οποία περιέχουν τις προς εξέταση ενώσεις. Τα 

δείγµατα αυτά είναι τα “kelp-1” και “kelp-2”, τα οποία προµηθεύτηκαν από τον 

ΠΠααρράάµµεεττρροοιι  ΛΛεειιττοουυρργγίίααςς  ΒΒέέλλττιισσττεεςς  ΤΤιιµµέέςς  

∆υναµικό Ηλεκτροψεκασµού [kV] 4.1 

Ροή Βοηθητικού Αερίου – N2 [Αυθ. Μονάδες] 25 

Ροή Εκνεφωτικού Αερίου – N2 [Αυθ. Μονάδες] 45 
∆υναµικό Πηγής Ιονισµού [V] 0 

Πίεση Αερίου στην Κυψελίδα Πρόσκρουσης (mtorr) 1.0 
∆ιαχωριστική Ικανότητα τετραπόλων, Q1, Q3 (amu) 0.7 

Θερµοκρασία Τριχοειδούς [οC] 300 
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Καναδά (Galloway’s, Richmond, B.C. Canada), το 1999 (batch no. 231-0390-13) 

και 2005 (batch no. 231-0390-13), αντίστοιχα. Η εκχύλιση των δειγµάτων 

πραγµατοποιήθηκε µε τον τρόπο που περιγράφεται στη συνέχεια.  

♦ Εκχύλιση του στερεού δείγµατος µε απιονισµένο νερό (µάζα στερεού δείγµατος/ 

όγκος νερού = 1g / 20mL). 

♦ Ανακίνηση του αιωρήµατος για 10 min σε συσκευή περιδίνησης (vortex), έως 

ότου επιτευχθεί οµογενοποίηση του. 

♦ Φυγοκέντριση του αιωρήµατος για 15 min - Αποµάκρυνση του υπερκείµενου 

υγρού, το οποίο αποτελεί και το επιθυµητό εκχύλισµα. 

 

Στον πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις των 

αρσενοσακχάρων στα δύο δείγµατα, καθώς και η συνολική συγκέντρωση αρσενικού. 

 

Πίνακας 3.3. Συγκεντρώσεις αρσενοσακχάρων στα δείγµατα “kelp-1” και “kelp-2” 
∆είγµα οξο-αρσενοσάκχαρα 

 -Glycol -Phosphate -Sulfonate -Sulfate 
“kelp-1” 8.2±2.3 0.77±0.90 1.3±0.8 14.7±2.6 

µg As/ g δείγµατος 25±3.7 
 

∆είγµα θειο-αρσενοσάκχαρα 
 -Glycol -Phosphate -Sulfonate -Sulfate 

“kelp-2” 0.25±0.06 0.25±0.06 2.6±0.5 3.3±0.5 
µg As/ g δείγµατος 75±15.9 

 

 

Εµπορικό δείγµα από φύκη “kelp-3” 
Το συγκεκριµένο δείγµα (Ascophyllum nodosum) διατίθεται στο εµπόριο 

και προµηθεύτηκε από τον Καναδά. Βρίσκεται µε τη µορφή οµογενούς, 

κονιοποιηµένης σκόνης και εκχυλίστηκε µε απιονισµένο νερό (στερεό δείγµα/ 
διαλύτης = 1:20). Κατά την εκχύλιση έλαβε χώρα ανάδευση επί 30 min, σε συσκευή 

περιδίνησης και σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Την εκχύλιση του στερεού 

ακολούθησε φυγοκέντρισή του για 15 min, οπότε το υπερκείµενο υγρό 

αποµακρύνθηκε και αναλύθηκε άµεσα. 
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Σαλιγκάρια από τη λίµνη Magic Lake (“snail”).  
Το συγκεκριµένο δείγµα συλλέχθηκε από τη λίµνη Magic Lake, στην 

περιοχή Pender Island, στον Καναδά, τον Ιούνιο του 2008 και στάλθηκε στο 

εργαστήριο µας, ως λυοφιλιωµένο στερεό δείγµα. Πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση του 

στερεού µε απιονισµένο νερό (στερεό δείγµα/ διαλύτης = 1:20), µέσω ανάδευσης, 

επί 30 min, σε συσκευή περιδίνησης και σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Την 

εκχύλιση ακολούθησε φυγοκέντριση για 15 min και αποµάκρυνση του 

υπερκείµενου υγρού. 
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333...333...    ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

  

33..33..11..  ΑΑΝΝΑΑΠΠΤΤΥΥΞΞΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS  ΜΜΕΕ  ΣΣΑΑΡΡΩΩΣΣΗΗ  ΠΠΡΡΟΟ∆∆ΡΡΟΟΜΜΩΩΝΝ  ΙΙΟΟΝΝΤΤΩΩΝΝ  

ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΚΚΑΑΙΙΝΝΟΟΥΥΡΡΙΙΩΩΝΝ  ΕΕΝΝΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  ΟΟΞΞΟΟ--  ΚΚΑΑΙΙ  ΘΘΕΕΙΙΟΟ--  ΑΑΡΡΣΣΕΕΝΝΟΟΣΣΑΑΚΚΧΧΑΑΡΡΩΩΝΝ  

  

Η ανάπτυξη µεθόδου Σάρωσης Πρόδροµων Ιόντων, εφαρµόζοντας την 

τεχνική HPLC-ESI-MS/MS, για την ανίχνευση καινούριων ενώσεων οξο- και θειο- 

αρσενοσακχάρων, βασίστηκε στην ανάλυση εκχυλισµάτων των δειγµάτων “kelp-1” 

και “kelp-2”. Όπως έχει ήδη αναφερθεί στις προηγούµενες παραγράφους, τα οξο- 

και θειο- αρσενοσάκχαρα ακολουθούν ένα γνωστό µονοπάτι διάσπασης, δίνοντας 

χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα κατά τη θραυσµατοποίησή τους. Πιο 

συγκεκριµένα, τα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate, 

-Sulfate, -Carboxyl, -Carboxyl-2, -Carbamate, -Mannitol και -Sulfonate-2 δίνουν 

χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα µε λόγους m/z 237 και 97, ενώ τα θειο-

αρσενοσάκχαρα DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate, -Sulfate, -

Adenine, -AminoSulfonate, -Carbamate, -Carboxyl, -Carboxyl-2, -Hydroxy, -

Methoxy και -Sulfonate-2, δίνουν τα προϊόντα ιόντα m/z 253 και 97.27 

Αρχικά, η µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων εφαρµόστηκε για την 

ανίχνευση των τεσσάρων οξο-αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -

Sulfonate και -Sulfate, τα οποία περιέχονται στο εκχύλισµα “kelp-1”.16 Από την 

ανάλυση, λοιπόν, του δείγµατος αυτού, προέκυψαν τα χρωµατογραφήµατα του 

Σχήµατος 3.4, όπου απεικονίζεται το συνολικό ρεύµα πρόδροµων ιόντων, τα οποία, 

διασπώµενα, δίνουν τα προεπιλεγµένα προϊόντα ιόντα m/z 237 και 97, σε 

συνάρτηση µε το χρόνο έκλουσης. Στο πρώτο χρωµατογράφηµα (Σχήµα 3.4(α)) 

παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν, επιλέγοντας σαν προϊόν ιόν το 

m/z 237, ενώ στο δεύτερο (Σχήµα 3.4(β)) φαίνονται τα αντίστοιχα αποτελέσµατα για 

το προϊόν ιόν m/z 97. 

Η βέλτιστη ενέργεια διάσπασης, για την οποία µεγιστοποιείται η ένταση 

του σχηµατιζόµενου προϊόντος ιόντος m/z 237 ορίζεται στην τιµή 20 eV, ενώ η 

αντίστοιχη τιµή για το ιόν m/z 97 ορίζεται στα 30 eV. Με σκοπό την επίτευξη 

µεγαλύτερης ευαισθησίας κατά την ανίχνευση των πρόδροµων ιόντων, τα δύο 

χρωµατογραφήµατα που ακολουθούν προέκυψαν σε δύο διαφορετικές 

χρωµατογραφικές αναλύσεις, στη µια από αυτές επιλέγοντας σαν χαρακτηριστικό 

προϊόν ιόν το m/z 237 και στην άλλη το m/z 97.  
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Σχήµα 3.4. Χρωµατογράφηµα σάρωσης πρόδροµων ιόντων του δείγµατος “kelp-1”, 

επιλέγοντας σαν χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα τα  (α) m/z 237 και (β) m/z 97. 

 

Σε καθένα από τα παραπάνω χρωµατογραφήµατα, παρατηρούνται τέσσερις 

συµµετρικές χρωµατογραφικές κορυφές, οι οποίες διαχωρίζονται πλήρως, και 

περικλείονται εντός των ζωνών 1, 2, 3 και 4. Τα φάσµατα µάζας πρόδροµων ιόντων 

που αντιστοιχούν σε καθεµία κορυφή, αναλύθηκαν λεπτοµερώς και 

αξιολογήθηκαν, προκειµένου να διερευνηθούν τα πρόδροµα ιόντα που 

ανιχνεύονται, µε την παρούσα µέθοδο. Στο Σχήµα 3.5 παρουσιάζονται αυτά τα 

φάσµατα µάζας, καθώς επίσης και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα 

ιόντων που αντιστοιχούν σε κάθε πρόδροµο ιόν.  

Για να θεωρηθεί επιτυχής η ταυτοποίηση των ενώσεων που ανιχνεύονται µε 

τη µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων, πρέπει να πληρούνται τα δύο ακόλουθα 

κριτήρια: (α) τα πρόδροµα ιόντα µε τον ίδιο ακέραιο λόγο m/z, πρέπει να είναι 
υπεύθυνα για το σχηµατισµό,  τόσο του προϊόντος ιόντος m/z 237, όσο και του m/z 
97 και (β) τα πρόδροµα ιόντα µε τον ίδιο ακέραιο λόγο  m/z, τα οποία ανιχνεύονται 
κατά την παρακολούθηση των δύο προϊόντων ιόντων, πρέπει να επιδεικνύουν την 
ίδια χρωµατογραφική συµπεριφορά, να έχουν δηλαδή τους ίδιους χρόνους 
έκλουσης και τα ίδια χρωµατογραφικά προφίλ και για τα δύο προϊόντα ιόντα. 
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Σχήµα 3.5. Φάσµατα µάζας πρόδροµων ιόντων, για τα προϊόντα ιόντα m/z 237 (α1-

α4) και m/z 97 (β1-β4), και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα ιόντων 

κάθε πρόδροµου ιόντος, όπως προέκυψαν από την ανάλυση του δείγµατος “kelp-1”. 

 

Στο Σχήµα 3.5, συγκρίνοντας τα ζεύγη των χρωµατογραφικών κορυφών, που 

αντιστοιχούν στα πρόδροµα ιόντα, τα οποία προκύπτουν κατά την παρακολούθηση 

των προϊόντων ιόντων m/z 237 και 97 (π.χ. α1 µε β1, …, α4 µε β4), παρατηρούνται 

α1 

β1 

α2 

β2 

α3 

β3 

α4 

β4 
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σχεδόν οι ίδιοι χρόνοι έκλουσης και τα ίδια χρωµατογραφικά προφίλ. Εποµένως, 

πληρείται το δεύτερο από τα δύο κριτήρια που αναφέρθηκαν παραπάνω. Επίσης, 

και στις δύο περιπτώσεις, δηλαδή κατά την παρακολούθηση τόσο του ιόντος m/z 

237 όσο και του ιόντος m/z 97, προκύπτουν οι ίδιες ονοµαστικές µάζες για τα 

πρόδροµα ιόντα, γεγονός που έρχεται σε συµφωνία µε το πρώτο κριτήριο. Αυτό 

ισχύει και για τα τέσσερα µοριακά ιόντα που αποδίδονται στα οξο-αρσενοσάκχαρα  

DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, δηλαδή για τα m/z 329 

(Σχήµα 3.5 (α1), (β1)), 483 (Σχήµα 3.5 (α2), (β2)), 393 (Σχήµα 3.5 (α3), (β3)) και 409 

(Σχήµα 3.5 (α4), (β4)). Όσον αφορά το πρόδροµο ιόν m/z 419, το οποίο εµφανίζεται 

στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 3.5 (α1), αυτό δεν αντιστοιχεί σε οξο-

αρσενοσάκχαρο, αφού ο σχηµατισµός του δεν παρατηρείται σε καµία άλλη 

περίπτωση. Επίσης, το πρόδροµο ιόν µε λόγο m/z 426 στο Σχήµα 3.5(β4) προέρχεται 

από το πρόδροµο ιόν m/z 409, έπειτα από σχηµατισµό  [Μ+ΝΗ4]+, αντί για [Μ+Η]+. 

Το ΝΗ4+ προέρχεται από την κινητή φάση, δηλαδή από το NH4HCO3 και το 

ΝΗ4ΟΗ που προστέθηκε, προς ρύθµιση του pH. 

Αναλύοντας το δείγµα µε τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM, που 

αναπτύχθηκε σε προηγούµενη µελέτη µας,16 προέκυψε συµφωνία µεταξύ των 

χρόνων έκλουσης των τεσσάρων οξο-αρσενοσακχάρων (Σχήµα 3.6), και των κορυφών 

του χρωµατογραφήµατος του Σχήµατος 3.5. Επιβεβαιώθηκε, λοιπόν, η ανίχνευση 

των ενώσεων αυτών µε τη µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.6. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “kelp-1”. 
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Στη συνέχεια, εφαρµόστηκε η ίδια µέθοδος, για την ανίχνευση θειο-

αρσενοσακχάρων, αναλύοντας το εκχύλισµα του δείγµατος “kelp-2”, το οποίο 

περιέχει τις ενώσεις DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate. 

Κατά την ανάλυση του εκχυλίσµατος, έλαβε χώρα παρακολούθηση των 

χαρακτηριστικών ιόντων m/z 253 και 97, µε βέλτιστες ενέργειες διάσπασης 15 eV 

και 25 eV, αντίστοιχα, οπότε προέκυψαν τα χρωµατογραφήµατα του Σχήµατος 3.7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.7. Χρωµατογράφηµα σάρωσης πρόδροµων ιόντων του δείγµατος “kelp-2”,  

 

Λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης των θειο-αρσενοσακχάρων στο 

συγκεκριµένο δείγµα, ήταν απαραίτητη η λεπτοµερής διερεύνηση ολόκληρου του 

χρωµατογραφήµατος και όχι µόνο των περιοχών στις οποίες εµφανίζονται κορυφές. 

Με τον τρόπο αυτό, είναι δυνατόν να ανιχνευτούν ενώσεις θειο-αρσενοσακχάρων, 

οι οποίες συναντώνται σε χαµηλές συγκεντρώσεις στο δείγµα. Για την επιτυχή 

ανίχνευση πρόδροµων ιόντων που ανήκουν σε θειο-αρσενοσάκχαρα, πρέπει να 

ισχύουν τα κριτήρια: (α) τα πρόδροµα ιόντα µε το ίδιο m/z, πρέπει να δίνουν τα 
προϊόντα ιόντα m/z 253 και m/z 97 και (β) τα πρόδροµα ιόντα µε το ίδιο m/z, τα 
οποία ανιχνεύονται κατά την παρακολούθηση των δύο προϊόντων ιόντων, πρέπει 
να έχουν την ίδια χρωµατογραφική συµπεριφορά και στις δύο περιπτώσεις. 

Εξετάζοντας το συνολικό χρωµατογράφηµα και το συνολικό φάσµα µάζας 

που προέκυψε σε κάθε περίπτωση, εντοπίστηκαν τέσσερα πρόδροµα ιόντα, τα οποία 

πληρούν τα δύο κριτήρια. Πρόκειται για τα πρωτονωµένα µόρια των τεσσάρων 
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θειο-αρσενοσακχάρων -Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate, µε λόγους m/z 

345, 499, 409 και 425, αντίστοιχα. Τα φάσµατα µάζας αυτών των πρόδροµων ιόντων 

και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα, φαίνονται στο Σχήµα 3.8.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.8. Φάσµατα µάζας πρόδροµων ιόντων για τα προϊόντα ιόντα m/z 253 (α1-

α4) και m/z 97 (β1-β4) και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα ιόντων 

κάθε πρόδροµου ιόντος, όπως προέκυψαν από την ανάλυση του δείγµατος “kelp-2”. 

α1 

β1 

α2 

β2 

α3 

β3 

α4 

β4 
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Στο φάσµα µάζας του Σχήµατος 3.8(β4), εκτός από το πρωτονιωµένο µόριο 

της ένωσης DMThioAsSugar-Sulfate ([M+H]+ µε λόγο m/z 425), σχηµατίζεται και 

το αντίστοιχο ιόν [M+ΝH4]+, µε λόγο m/z 442. Από την άλλη, το πρόδροµο ιόν m/z 

376 στα φάσµατα µάζας των Σχηµάτων 3.8(α2), (β2), (α3), (β3), (α4) και (β4), δεν 

αποδίδεται σε θειο-αρσενοσάκχαρο, αφού η συγκεκριµένη µάζα εµφανίζεται και 

στην περίπτωση εισαγωγής στο σύστηµα “τυφλών” διαλυµάτων. Επίσης, το µοριακό 

ιόν m/z 376 δεν αντιστοιχεί σε χρωµατογραφική κορυφή, αλλά σε ένα “πλατώ” και, 

η ύπαρξη του, αποδίδεται, είτε σε προσµίξεις που υπάρχουν στην κινητή φάση, είτε 

σε συστατικά που έχουν κατακρατηθεί στη στήλη από προηγούµενες αναλύσεις και 

εκλούονται, καθώς αυξάνεται το ποσοστό της µεθανόλης στην κινητή φάση. Σε 

µετέπειτα αναλύσεις, κατά τις οποίες παρασκευάστηκαν φρέσκα διαλύµατα 

έκλουσης, το συγκεκριµένο µοριακό ιόν δεν παρατηρήθηκε. Ένα άλλο 

χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το πρόδροµο ιόν m/z 484, το οποίο, ενώ 

παρατηρείται στο φάσµα µάζας του Σχήµατος 3.8(β3), ωστόσο δεν εµφανίζεται στο 

αντίστοιχο φάσµα του Σχήµατος 3.8(α3), οπότε δεν ανήκει σε θειο-αρσενοσάκχαρο. 

Αναλύοντας το δείγµα “kelp-2” µε τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM, 

προέκυψε συµφωνία στους χρόνους έκλουσης των τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων 

(Σχήµα 3.9), µε τους χρόνους έκλουσης των κορυφών στα χρωµατογραφήµατα του 

Σχήµατος 3.8. Αυτό επιβεβαιώνει την αντιστοιχία των τελευταίων κορυφών µε τα 

τέσσερα θειο-αρσενοσάκχαρα –Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.9. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “kelp-2”. 
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Η µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων χαρακτηρίζεται από χαµηλότερη 

ευαισθησία, σε σχέση µε τη µέθοδο SRM. Σε µια προσπάθεια βελτιστοποίησης της 

ευαισθησίας και της εκλεκτικότητας της µεθόδου, εξετάστηκαν η θερµοκρασία του 

τριχοειδούς (250oC, 300oC και 350oC), η πίεση του αερίου στην κυψελίδα 

πρόσκρουσης (0.7, 1.0 και 1.5 mtorr) και η ενέργεια που εφαρµόζεται στην πηγή 

ιονισµού (0, 5 και 10 V). Ωστόσο, τα βέλτιστα αποτελέσµατα προέκυψαν µε τη 

µέθοδο που περιγράφηκε παραπάνω. 

 

  

33..33..22.. ΌΌΡΡΙΙΑΑ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΗΗΣΣ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS--ΣΣΑΑΡΡΩΩΣΣΗΗ  ΠΠΡΡΟΟ∆∆ΡΡΟΟΜΜΩΩΝΝ  

ΙΙΟΟΝΝΤΤΩΩΝΝ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΑΑ  ΟΟΞΞΟΟ--  ΚΚΑΑΙΙ  ΘΘΕΕΙΙΟΟ--  ΑΑΡΡΣΣΕΕΝΝΟΟΣΣΑΑΚΚΧΧΑΑΡΡΑΑ  

  

Προκειµένου να υπολογιστούν τα όρια ανίχνευσης για τα τέσσερα οξο- και 

τα τέσσερα θειο- αρσενοσάκχαρα µε την τεχνική HPLC-ESΙ-MS/MS και τη 

µεθοδολογία σάρωσης πρόδροµων ιόντων, πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές 

αραιώσεις των εκχυλισµάτων “kelp-1” και “kelp-2”. Ως “όριο ανίχνευσης” ορίζεται η 

χαµηλότερη συγκέντρωση του αναλύτη, για την οποία η ένταση του αντίστοιχου 

πρόδροµου ιόντος είναι τρείς φορές µεγαλύτερη από το σήµα θορύβου. Το 

παραπάνω πρέπει να ισχύει κατά την παρακολούθηση και των δύο προϊόντων 

ιόντων, ενώ τα αποτελέσµατα που προέκυψαν φαίνονται στον Πίνακα 3.4. Οι 

συγκεντρώσεις των αρσενοσακχάρων στα εκχυλίσµατα υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο 

HPLC-ICP-MS, που αναπτύχθηκε σε µελέτη µας, για την ανίχνευση των τεσσάρων 

θειο-αρσενοσακχάρων DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –

Sulfate.16 Λόγω αδυναµίας διαχωρισµού, µε τη συγκεκριµένη µέθοδο, της ένωσης 

DMThioAsSugar-Glycol, από τα οξο-αρσενοσάκχαρα που περιέχονται στο δείγµα 

“kelp-2”, δεν κατέστη δυνατός ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης της ένωσης αυτής 

και, εποµένως, και των ορίων ανίχνευσής της. 

 

Πίνακας 3.4. Όρια ανίχνευσης για τα οξο- και θειο- αρσενοσάκχαρα. 

Ένωση Όρια Ανίχνευσης (µg As/L) 

 οξο-αρσενοσάκχαρα θειο-αρσενοσάκχαρα 

-Glycol 13.6 - 

-Phosphate 4.8 6.3 

-Sulfonate 8.3 65.2 

-Sulfate 73.7 81.4 
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33..33..33..    ΕΕΦΦΑΑΡΡΜΜΟΟΓΓΗΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS  --  ΣΣΑΑΡΡΩΩΣΣΗΗ  ΠΠΡΡΟΟ∆∆ΡΡΟΟΜΜΩΩΝΝ  

ΙΙΟΟΝΝΤΤΩΩΝΝ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ  ΒΒΙΙΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΚΚΩΩΝΝ  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΩΩΝΝ    

 

Έπειτα από την ανάπτυξη της µεθόδου σάρωσης πρόδροµων ιόντων, 

ακολούθησε η εφαρµογή της για την ανάλυση βιολογικών δειγµάτων. Αρχικά 

αναλύθηκε το εµπορικά διαθέσιµο δείγµα από φύκη “kelp-3”, οπότε 

παρακολουθώντας τα ιόντα m/z 237 και 97 (χαρακτηριστικά των οξο-

αρσενοσακχάρων) προέκυψε το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 3.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.10. Χρωµατογράφηµα σάρωσης πρόδροµων ιόντων του δείγµατος “kelp-3”, 

επιλέγοντας σαν χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα τα  (α) m/z 237 και (β) m/z 97. 

 

Στο παραπάνω χρωµατογράφηµα διακρίνονται τέσσερις οξείες και 

συµµετρικές κορυφές, στις οποίες, µε βάση το φάσµα µάζας πρόδροµων ιόντων, 

αντιστοιχούν τα µοριακά ιόντα m/z 329, 483, 393 και 409 (πρωτονιωµένα µόρια 

οξο-αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate). 

Στη συνέχεια, εξετάστηκαν τα φάσµατα µάζας, για το καθένα από τα παραπάνω 

µοριακά ιόντα και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα ιόντων, που 

φαίνονται στο Σχήµα 3.11. 
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Σχήµα 3.11. Φάσµατα µάζας πρόδροµων ιόντων για τα προϊόντα ιόντα m/z 237 και 

m/z 97 και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα ιόντων κάθε πρόδροµου 

ιόντος, όπως προέκυψαν από την ανάλυση του δείγµατος “kelp-3”. 
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Όπως µπορεί να διαπιστώσει κανείς στα παραπάνω σχήµατα, 

ικανοποιούνται και τα δύο κριτήρια (α) και (β) που απαιτούνται, ώστε να θεωρηθεί 

επιτυχής η ανίχνευση πρόδροµων ιόντων οξο-αρσενοσακχάρων, µε τη µέθοδο 

σάρωσης πρόδροµων ιόντων. Πιο συγκεκριµένα, από τα φάσµατα µάζας 

επιβεβαιώνεται η ανίχνευση των τεσσάρων πρόδροµων ιόντων m/z 329, 483, 393 

και 409, τα οποία αντιστοιχούν στα πρωτονιωµένα µόρια των τεσσάρων οξο-

αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate. Η 

ανίχνευση των παραπάνω ενώσεων, µε τη συγκεκριµένη µέθοδο, έρχεται σε 

συµφωνία µε τα αποτελέσµατα που προέκυψαν κατά την ανάλυση του δείγµατος 

“kelp-3” µε την µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM (Σχήµα 3.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Σχήµα 3.12. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “kelp-3”. 

 

 

Στο παραπάνω δείγµα δεν ανιχνεύτηκαν άλλα πρόδροµα ιόντα τα οποία να 

ικανοποιούν τα κριτήρια (α) και (β), ενώ, εφαρµόζοντας την µέθοδο σάρωσης 

πρόδροµων ιόντων για την ανίχνευση θειο-αρσενοσακχάρων, δεν ανιχνεύτηκε 

κανένα παράγωγο της κατηγορίας αυτής. 
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Στη συνέχεια, επιλέχθηκε η ανάλυση ενός δείγµατος “γλυκού νερού” και 

πιο συγκεκριµένα δείγµατος από σαλιγκάρια (“snail”), τα οποία συλλέχθηκαν από 

την περιοχή Magic Lake, Pender Island. Το συγκεκριµένο δείγµα, µετά τη 

συλλογή του, υπέστη λυοφιλίωση και στάλθηκε στο εργαστήριο µας µε τη µορφή 

στερεού, το οποίο, στη συνέχεια, εκχυλίστηκε όπως περιγράφεται στο Πειραµατικό 

Μέρος της παρούσας εργασίας. Αναλύοντας, αρχικά, το συγκεκριµένο δείγµα µε τη 

µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων, που αναπτύχθηκε για τα οξο-αρσενοσάκχαρα, 

προέκυψε το συνολικό χρωµατογράφηµα που φαίνεται στο Σχήµα 3.13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.13. Χρωµατογράφηµα σάρωσης πρόδροµων ιόντων του δείγµατος “snail”, 

επιλέγοντας σαν χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα τα  (α) m/z 237 και (β) m/z 97. 

 
 

Στα παραπάνω χρωµατογραφήµατα διακρίνονται κάποιες κοινές κορυφές 

κατά την παρακολούθηση των προϊόντων ιόντων m/z 237 και 97, ενώ από τη 

διερεύνηση του αντίστοιχου φάσµατος µάζας προκύπτουν διάφορα πρόδροµα ιόντα, 

εκ των οποίων, µόνο αυτό µε λόγο m/z 483, το οποίο αντιστοιχεί στην ένωση 

DMAsSugar-Phosphate, πληρεί τα κριτήρια (α) και (β) που απαιτούνται, ώστε 

αυτό το πρόδροµο ιόν να ανήκει σε οξο-αρσενοσάκχαρο. Το φάσµα µάζας του 

παραπάνω µοριακού ιόντος, καθώς και το αντίστοιχο χρωµατογράφηµα, όπου 

φαίνεται ο χρόνος έκλουσής της ένωσης, δίνονται στο Σχήµα 3.14. 
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Σχήµα 3.14. Φάσµατα µάζας πρόδροµων ιόντων για τα προϊόντα ιόντα m/z 237 και 

m/z 97 και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα ιόντων κάθε πρόδροµου 

ιόντος, όπως προέκυψαν από την ανάλυση του δείγµατος “snail”.  

 

Ακολούθως, εφαρµόστηκε η µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων, µε σκοπό 

την ανίχνευση θειο-αρσενοσακχάρων, κατά την οποία επιλέγονται ως 

χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα αυτά µε λόγους m/z 253 και 97. Αναλύοντας το 

ίδιο δείγµα µε πρίν, προέκυψε το συνολικό χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 3.15. 

Τα πρόδροµα ιόντα τα οποία ανιχνεύονται από το αντίστοιχο φάσµα µάζας, είναι τα 

m/z 345 και 499, τα οποία αντιστοιχούν στα θειο-αρσενοσάκχαρα DMThioAsSugar-

Glycol και -Phosphate. Τα φάσµατα µάζας των µοριακών αυτών ιόντων, µαζί µε τα 

αντίστοιχα χρωµατογραφήµατα απεικονίζονται στο Σχήµα 3.16. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.15. Χρωµατογράφηµα σάρωσης πρόδροµων ιόντων του δείγµατος “snail”, 

επιλέγοντας σαν χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα τα  (α) m/z 253 και (β) m/z 97. 
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Σχήµα 3.16. Φάσµατα µάζας πρόδροµων ιόντων για τα προϊόντα ιόντα m/z 253  και 

m/z 97 και τα αντίστοιχα αναδοµηµένα χρωµατογραφήµατα ιόντων κάθε πρόδροµου 

ιόντος, όπως προέκυψαν από την ανάλυση του δείγµατος “snail”. 

 

Τέλος, το παραπάνω δείγµα αναλύθηκε και µε τη µέθοδο HPLC-ESI-

MS/MS-SRM, µε την οποία διαπιστώθηκε η ύπαρξη σε αυτό των δύο οξο-

αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol και -Phosphate, καθώς και των αντίστοιχων 

θειο-αρσενοσακχάρων (Σχήµα 3.17). Ουσιαστικά, δηλαδή, µε τη µέθοδο αυτή 

ανιχνεύτηκε µια επιπλέον ένωση, το οξο-αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-Glycol, το 

οποίο δεν κατέστη δυνατόν να ανιχνευτεί µε τη µέθοδο σάρωσης πρόδροµων 

ιόντων. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων 

χαρακτηρίζεται από µικρότερη ευαισθησία σε σχέση µε τη µέθοδο SRM, εποµένως 

ενώσεις που συναντώνται σε µικρότερες συγκεντρώσεις, είναι αδύνατον να 

ανιχνευτούν µε τη µέθοδο αυτή. 
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Σχήµα 3.17. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “snail”. 

 

 

Η παραπάνω µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων εφαρµόστηκε επίσης στα 

πλαίσια µελέτης της οµάδας µας, και σε συνδυασµό µε τη µέθοδο σάρωσης 

προϊόντων ιόντων, µε σκοπό τον χαρακτηρισµό µιας άγνωστης ένωσης αρσενικού 

που ανιχνεύτηκε σε εκχυλίσµατα από θαλάσσια κυδώνια της οικογένειας Tridacna 
maxima, κατά τις αναλύσεις µε HPLC-ICP-MS.21 Παρακολουθώντας, λοιπόν, το 

προϊόν ιόν m/z 97, χαρακτηριστικό τόσο για τα οξο- όσο όσο και για τα θειο-

αρσενοσάκχαρα, προέκυψε µια κορυφή στο χρωµατογράφηµα σάρωσης πρόδροµων 

ιόντων, στον ίδιο ακριβώς χρόνο µε την κορυφή της άγνωστης ένωσης στο 

αντίστοιχο χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS. Από το φάσµα µάζας πρόδροµων 

ιόντων προέκυψε ότι στη συγκεκριµένη κορυφή αντιστοιχεί το πρόδροµο ιόν µε 

λόγο m/z 363. Εφαρµόζοντας, στη συνέχεια, σάρωση προϊόντων ιόντων για το 

παραπάνω µοριακό ιόν, ανιχνεύτηκαν τα ιόντα m/z 97 και 237, χαρακτηριστικά 

της κατηγορίας των οξο-αρσενοσακχάρων. Τελικά το παραπάνω ιόν ταυτοποιήθηκε 

ως το καινούριο οξο-αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-Sulfonate-2 (Σχήµα 3.1). Την 

παραπάνω δοµή επιβεβαίωσαν και οι αναλύσεις Προσδιοριµού Ακριβούς Μάζας 

(accurate mass determination) και Παρακολούθησης Ιόντων (Single Ion 

Monitoring - SIM).          
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333...444...    ΣΣΣΥΥΥΜΜΜΠΠΠΕΕΕΡΡΡΑΑΑΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

Ολοκληρώνοντας την παρούσα µελέτη, η οποία είχε ως αντικείµενο την 

ανάπτυξη σύγχρονων αναλυτικών µεθόδων υγρής χρωµατογραφίας σε συνδυασµό 

µε φασµατοµετρία µάζας, µε σκοπό τη µη-στοχευµένη ανίχνευση καινούριων 

ενώσεων οξο- και θειο- αρσενοσακχάρων σε περιβαλλοντικά-βιολογικά δείγµατα, 

εξήχθησαν µια σειρά από συµπεράσµατα, τα οποία συνοψίζονται στα ακόλουθα:  

♦ Ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS εφαρµόζοντας τη µέθοδο σάρωσης 

πρόδροµων ιόντων, για την ανίχνευση καινούριων οξο- και θειο- 

αρσενοσακχάρων σε βιολογικά δείγµατα θαλάσσιας προέλευσης. Η ανάπτυξη της 

συγκεκριµένης µεθοδολογίας βασίστηκε στην ανάλυση εµπορικά διαθέσιµων 

δειγµάτων από φύκη, των οποίων το περιεχόµενο σε οξο- και θειο- 

αρσενοσάκχαρα είναι ήδη γνωστό από προηγούµενες µελέτες που έχουν 

διεξαχθεί στο εργαστήριο µας. Πρόκειται για τα δείγµατα “kelp-1” και “kelp-2”, 

τα οποία περιέχουν ικανοποιητικές συγκεντρώσεις στα τέσσερα πιο 

συνηθισµένα οξο-αρσενοσάκχαρα (DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate 

και –Sulfate, Σχήµα 3.1) και τα αντίστοιχα θειούχα παράγωγα 

(DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, Σχήµα 3.2). 

♦ Η ανάπτυξη της µεθόδου σάρωσης πρόδροµων ιόντων, για την ανίχνευση των 

οξο-αρσενοσακχάρων, βασίστηκε στην παρακολούθηση των χαρακτηριστικών 

προϊόντων ιόντων, που σχηµατίζονται κατά τη διάσπαση ενώσεων αυτής της 

κατηγορίας, δηλαδή των m/z 237 και 97, ενώ, αντίστοιχα, για τα θειο-

αρσενοσάκχαρα επιλέχθηκαν τα χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα m/z 253 και 

97. 

♦  Ο διαχωρισµός των ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε χρωµατογραφία 

ανιονανταλλαγής και µε βάση τη µέθοδο που είχε προηγούµενα αναπτυχθεί στο 

εργαστήριο µας για την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό των τεσσάρων θειο-

αρσενοσακχάρων DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate, 

µε την µεθοδολογία HPLC-ESI-MS/MS-SRM. 

♦ Όλα τα αρσενοσάκχαρα που περιέχονται στα δείγµατα “kelp-1” και “kelp-2”, 

ανιχνεύτηκαν επιτυχώς µε την παρούσα µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων. 

Παράλληλα, τα όρια ανίχνευσης που προέκυψαν για τις οκτώ ενώσεις, καθώς 

και η εκλεκτικότητα της µεθόδου υποδεικνύουν την καταλληλότητά της, ως 

προς τη µη-στοχευµένη ανίχνευση οξο- και θειο- αρσνοσακχάρων σε 

εκχυλίσµατα δειγµάτων θαλάσσιας προέλευσης. 
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♦ Η παραπάνω µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων εφαρµόστηκε στη συνέχεια για 

την ανάλυση ενός εµπορικού δείγµατος από θαλάσσια φύκη καθώς και ενός 

δείγµατος σαλιγκαριών, που ζουν σε λίµνη στην περιοχή του Καναδά. Οι 

αναλύσεις αυτές αποκάλυψαν την ύπαρξη διαφόρων οξο- και θειο-

αρσενοσακχάρων, µε τα αποτελέσµατα να έρχονται σε συµφωνία µε τα 

αντίστοιχα που προέκυψαν µε τη µέθοδο SRM. 

♦♦  Κατ’αντιστοιχία µε τη µέθοδο σάρωσης πρόδροµων ιόντων για τα οξο- και θειο- 

αρσενοσάκχαρα, που αναπτύχθηκε στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, είναι 

δυνατή η ανάπτυξη παρόµοιων µεθόδων, µε σκοπό τη µη-στοχευµένη ανίχνευση 

άλλων οµάδων ενώσεων, οι οποίες, σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, διασπώνται 

δίνοντας κάποια κοινά χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα. Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα τέτοιων ενώσεων αποτελούν τα τριµεθυλιωµένα αρσενοσάκχαρα του 

τύπου Me3 Χ(As)+ (όπου Χ = ριβοζικός δακτύλιος), τα οποία επίσης έχουν 

ανιχνευτεί σε ένα ευρύ φάσµα οργανισµών θαλάσσιας προέλευσης.  

♦♦  Τέλος, αξίζει να σηµειωθεί ότι η µέθοδος σάρωσης πρόδροµων ιόντων αποτελεί 

το πρωταρχικό βήµα για την ανίχνευση και την ταυτοποίηση καινούριων 

ενώσεων. Η επιβεβαίωση της ύπαρξης των ενώσεων αυτών, απαιτεί περαιτέρω 

αναλύσεις, µε τεχνικές διαδοχικής φασµατοµετρίας µάζας, όπως είναι για 

παράδειγµα οι µέθοδοι σάρωσης προϊόντων ιόντων και προσδιορισµού της 

ακριβούς µάζας.  
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ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΚΚΗΗ  ΑΑΝΝΑΑΣΣΚΚΟΟΠΠΗΗΣΣΗΗ  

Το αρσενικό (As) και το σελήνιο (Se) αποτελούν δύο στοιχεία ευρέως 

διαδεδοµένα στο περιβάλλον, γνωστά για την τοξικότητά τους, ενώ, επιπλέον, το 

σελήνιο αποτελεί ιχνοστοιχείο απαραίτητο για τον ανθρώπινο οργανισµό. Φυσικές 

και ανθρωπογενείς δραστηριότητες ευθύνονται για την απελευθέρωση, τόσο του 

αρσενικού, όσο και του σεληνίου στο περιβάλλον.1,2 Για παράδειγµα, µη µολυσµένα 

εδάφη, περιέχουν, κατά µέσο όρο, 5.0 – 14.5 mg As/ kg εδάφους και 0.5 – 5.5 mg 

Se/ kg εδάφους.3 Η υδρόλυση των ενώσεων αρσενικού και σεληνίου που υπάρχουν 

στα εδάφη, σε συνδυασµό µε τα αερόβια ή αναερόβια περιβάλλοντα που επικρατούν, 

καθώς και µε τις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις που λαµβάνουν χώρα, έχει ως 

συνέπεια την απελευθέρωση τοξικών ανόργανων ενώσεων των δύο παραπάνω 

µεταλλοειδών στα φυσικά νερά.4,5 Εκτός από τις φυσικές πηγές, υπάρχουν και 

ανθρωπογενείς δραστηριότητες, όπως η καύση ορυκτών καυσίµων και οι 

µεταλλουργικές διεργασίες, οι οποίες προκαλούν µόλυνση των φυσικών υδάτων µε 

αρσενικό και σελήνιο,6 µε περαιτέρω συνέπεια την συσσώρευση των µεταλλοειδών 

στην ανθρώπινη τροφική αλυσίδα.6,7 Ο άνθρωπος εκτίθεται στις τοξικές µορφές του 

αρσενικού, κυρίως µέσω του πόσιµου νερού1,8 και στις τοξικές µορφές του 

σεληνίου, κυρίως µέσω της τροφής.9 

Η χρόνια έκθεση του ανθρώπου στο αρσενικό προκαλεί ποικίλες αρνητικές 

επιπτώσεις στην υγεία του, όπως δερµατολογικές, καρδιαγγειακές και 

νευρολογικές δυσλειτουργίες, ακόµα και καρκινογένεση.10,11 Από την άλλη, το 

σελήνιο, ενώ αποτελεί στοιχείο απαραίτητο για τον οργανισµό, σε ένα εύρος 

συγκεντρώσεων (5-200 µg/ηµέρα), ωστόσο, σε επίπεδα υψηλότερα από τα 

συνιστώµενα, παρουσιάζει αξιοσηµείωτη τοξικότητα.12 Οι πιο τοξικές µορφές 

αρσενικού και σεληνίου, είναι τα ανόργανα αρσενικώδη iAsIII (AsO33-) και 

σεληνιώδη iSeIV (SeO32-) οξο-ανιόντα, αντίστοιχα.4,1 Οι λεπτοµέρειες σχετικά µε τη 

χηµεία, την τοξικότητα και το µεταβολισµό του αρσενικού, έχουν ήδη αναφερθεί σε 
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προηγούµενα κεφάλαια, για το λόγο αυτό, στο παρόν κεφάλαιο, θα δοθεί έµφαση 

στο σελήνιο και στις αλληλεπιδράσεις αρσενικού-σεληνίου, που έχουν 

παρατηρηθεί, µέχρι σήµερα. 

Το σελήνιο εµφανίζεται σε 4 φυσικές οξειδωτικές καταστάσεις, τις 0 

(στοιχειακό Se), -2 (σεληνιούχα), +4 (σεληνιώδη) και +6 (σεληνικικά),13 και σε έξι 

φυσικά σταθερά ισότοπα, των οποίων η φυσική αφθονία φαίνεται στον Πίνακα 4.1. 

 

Πίνακας 4.1. Σχετκή αφθονία των φυσικών των ισοτόπων του σεληνίου. 

 

Οι ανόργανες σεληνιώδεις και σεληνικικές ενώσεις (στις οποίες το στοιχείο 

συναντάται στις  οξειδωτικές καταστάσεις +4 (iSeΙV) και +6 (iSeVI), αντίστοιχα), 

συναντώνται, κυρίως, στο νερό και στα πετρώµατα, ενώ οι πτητικές οργανικές 

σεληνιούχες ενώσεις, (π.χ. (CH3)2Se), αποτελούν προϊόντα βιοµεθυλίωσης του 

ανόργανου σεληνίου από µικροοργανισµούς. Πιο πολύπλοκες µορφές, όπως η 

σεληνοκυστεΐνη και η σεληνοµεθειονίνη, που φαίνονται στο Σχήµα 4.1 (α) και (β) 

αντίστοιχα, βρίσκονται σε βιολογικούς ιστούς, αποτελώντας προϊόντα του 

µεταβολισµού, µέσω του οποίου το σελήνιο ενσωµατώνεται στις πρωτεΐνες.14,15,16  

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.1. ∆οµές (α) σεληνοκυστεΐνης και (β) σεληνοµεθειονίνης. 

 

Το σελήνιο περιέχεται στο ένζυµο της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 

(Glutathione peroxidise – GSPx), το οποίο προστατεύει τα κύτταρα από 

οξειδωτικές βλάβες, υπεύθυνες για την ανάπτυξη διαφόρων µορφών καρκίνου.17 

Μελέτες έχουν αποδείξει ότι, ο χηµικός τύπος µε τον οποίο συναντάται το σελήνιο 

στον οργανισµό, αποτελεί κρίσιµη παράµετρο, αφού, για παράδειγµα, οι ανόργανες 

µορφές αποβάλλονται αµέσως, ενώ οι οργανικές κατακρατώνται και συσσωρεύονται.  

Από τα τέλη της δεκαετίας του 1930, άρχισε η ανάπτυξη της έρευνας, 

σχετικά µε το µεταβολισµό του σεληνίου και, µέχρι σήµερα, έχουν αναφερθεί στην 

Ισότοπο 74Se 76Se 77Se 78Se 80Se 82Se 

Σχετική Ατοµική Μάζα [amu] 73.92 75.92 76.92 77.92 79.92 81.92

Φυσική Αφθονία [%] 0.89 9.36 7.63 23.78 49.61 8.73 

(α) (β) 
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βιβλιογραφία ποικίλες αλληλεπιδράσεις του στοιχείου µε άλλα στοιχεία, µε 

σηµαντικότερες αυτές µε θείο και υδράργυρο, αλλά και µερικές µε το αρσενικό. Σε 

µελέτες που διεξήχθησαν σε ποντίκια, τα οποία είχαν προσλάβει σελήνιο, µε τη 

µορφή των ενώσεων iSeIV, αποδείχτηκε ότι τα τρωκτικά αυτά απέβαλλαν το 

στοιχείο µέσω των ούρων, ως (CH3)3Se+, CH3SeH και ως ανόργανο σελήνιο,18 και, 

µέσω της αναπνοής, µε τη µορφή της ένωσης (CH3)2Se.19 Όπως συµβαίνει και µε τη 

βιοµεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού, έτσι και µε το ανόργανο σελήνιο, η 

βιοµετατροπή του καταλύεται ενζυµατικά.20 Επιπλέον, το ανόργανο σελήνιο 

ενσωµατώνεται σε ένα σηµαντικό αριθµό σεληνοπρωτεϊνών.21  

Ένας πρωτοφανής ανταγωνισµός ανάµεσα στα iAsIII και τα iSeIV αναφέρεται 

για πρώτη φορά το 1938 από τον Moxon, ο οποίος, έπειτα από µελέτες σε ποντίκια, 

ανακάλυψε ότι το αρσενικό παρουσιάζει προστατευτική δράση ενάντι στην 

τοξικότητα του σεληνίου.22 Συγκεκριµένα, διαπιστώθηκε ότι τα iAsIII, τα οποία 

περιέχονταν στο πόσιµο νερό (5 mg As/L), προστάτεψαν τα τρωκτικά από 

θανατηφόρα βλάβη στο συκώτι, που θα προκαλούσε, απουσία του αρσενικού, η 

πρόσληψη των iSeIV, µέσω της τροφής (11 mg Se/kg). Αυτό το πρώτο πείραµα 

αποδεικνύει ότι ο µεταβολισµός του αρσενικού και του σεληνίου συνδέονται. 

Πρώϊµες µελέτες σχετικά µε το µεταβολισµό του σεληνίου σε ποντίκια, στα 

οποία είχαν χορηγηθεί και τα δύο στοιχεία, σε συγκεντρώσεις πάνω από τα επίπεδα 

τοξικότητας, έδειξαν ότι η παρουσία αρσενικού δρά ανασταλτικά στην αποβολή των 

πτητικών ενώσεων σεληνίου, µέσω της αναπνοής.23 Η παραπάνω διαπίστωση 

προκάλεσε προβληµατισµό, δεδοµένου ότι η πνευµονική έκκριση του σεληνίου 

είχε, από πολύ νωρίς, θεωρηθεί ως µέσο, µε το οποίο τα ζώα είχαν την δυνατότητα 

να απαλλαχθούν από την περίσσεια του στοιχείου που είχαν προσλάβει. Μετέπειτα 

µελέτες στα ίδια ζώα, στα οποία είχαν χορηγηθεί iAsIII και iSeIV, απέδειξαν ότι η 

παρουσία του αρσενικού, εκτός του ότι εµπόδιζε την αποβολή της ένωσης (CH3)2Se, 

προκαλούσε ταυτόχρονα δραµατική αύξηση της χολικής έκκρισης του στοιχείου.24 

Η εξήγηση που δόθηκε για την συµπεριφορά αυτή, είναι ότι το αρσενικό ενισχύει 

την χολική έκκριση του σεληνίου. 

Ο ακριβής µηχανισµός αποτοξίνωσης του οργανισµού από το σελήνιο, µέσω 

του αρσενικού, παραµένει αδιευκρίνιστος. Μέχρι σήµερα, διάφορες εξηγήσεις 

έχουν δοθεί, µε επικρατέστερη, αυτή που αναφέρει ότι το σελήνιο και το αρσενικό 

αλληλεπιδρούν µεταξύ τους στο συκώτι, σχηµατίζοντας ένα σύµπλοκο As-Se, το 

οποίο, στη συνέχεια, εκκρίνεται στην χολή. 
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Η πρώτη ένωση As-Se που ανακαλύφθηκε in vivo, είναι το σύµπλοκο 

(GS)2As-Se- ↔ (GS)2As-=Se. Η ένωση αυτή ανιχνεύτηκε από τους Gailer et al, σε 

δείγµατα χολής κουνελιών, στα οποία είχαν χορηγηθεί iAsIII και iSeIV. O 

χαρακτηρισµός της ένωσης πραγµατοποιήθηκε µε τις τεχνικές απορρόφησης 

ακτίνων-Χ (X-Ray absorption spectroscopy)25, φασµατοσκοπίας 77Se NMR, 

φασµατοσκοπίας Raman και φασµατοµετρίας ατοµικής εκποµπής επαγωγικά 

συζευγµένου πλάσµατος (ICP-AES), σε συνδυασµό µε χρωµατογραφία αποκλεισµού 

µεγεθών (SEC).26 Στη συνέχεια, µια καινούρια ένωση As-Se συντέθηκε, έπειτα από 

αντίδραση διαλυµάτων των ενώσεων Na2SeO3•5H2O, (CH3)2-As(O)ONa•2.5H2O 

και GSH σε pH 7.5,27 και χαρακτηρίστηκε µε τις τεχνικές 77Se NMR, SEC-ICP-

AES και ESI-MS. Πρόκειται για το διµέθυλοδισέληνοαρσενικικό ιόν 

[(CH3)2As(Se)2]-.27 

  
ΣΣΚΚΟΟΠΠΟΟΣΣ 

Οι ανόργανες µορφές iAsIII και iAsV θεωρούνται υπεύθυνες για την 

εµφάνιση ποικίλων µορφών καρκίνου στον άνθρωπο.28 Ωστόσο, µέχρι σήµερα, δεν 

υπάρχουν πολλές πληροφορίες, σχετικά µε τις µορφές του στοιχείου που 

συναντώνται στο εσωτερικό των κυττάρων, εποµένως, ο µηχανισµός της παραπάνω 

καρκινογένεσης δεν έχει κατανοηθεί πλήρως. Ένας τρόπος να κατανοηθεί  ο 

συγκεκριµένος µηχανισµός, είναι να ταυτοποιηθούν οι µεταβολίτες του αρσενικού, 

που σχηµατίζονται in vivo  και να αξιολογηθεί η τοξικότητά τους. 

Τα iAsIII, τα οποία σε pH 7.5 συναντώνται µε τη µορφή του αρσενικώδους 

οξέος (As(OH)3), παρουσιάζουν ισχυρή συγγένεια µε τις θειόλες, ενώ αντιδρούν µε 

την GSH, σε φυσιολογικές συνθήκες, δίνοντας το παράγωγο (GS)3As.29 Από την 

άλλη, το διµεθυλαρσενικικό οξύ (DMAV, βλ. Κεφ. 1) ανάγεται από την GSH, πρός 

διµεθυλαρσενικώδες οξύ (DMAIII, βλ. Κεφ. 1), ενώ το τελευταίο αντιδρά µε ένα 

επιπλέον µόριο της θειόλης, οδηγώντας τελικά στο σχηµατισµό του παραγώγου 

(GH)2As(GS).30 Παράλληλα, τα iSeIV υφίστανται οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, 

παρουσία GSH, δίνοντας τα παράγωγα GS-Se-SG και GSSG. 

Η ανταγωνιστική δράση αρσενικού και σεληνίου σε διάφορα θηλαστικά, 

οδηγεί στο συµπέρασµα ότι οι µεταβολισµοί των δύο στοιχειων συνδέονται άµεσα. 

Ωστόσο, η έλλειψη κατάλληλων αναλυτικών τεχνικών, ικανών να ανιχνεύσουν 

αλλά και να χαρακτηρίσουν τα, πιθανά σχηµατιζόµενα, παράγωγα As-Se, έχει ως 

αποτέλεσµα την αδυναµία πλήρους ερµηνείας του µεταβολισµού των µεταλλοειδών. 

Μέχρι σήµερα, το µοναδικό µόριο που έχει ανιχνευτεί in vivo και φαίνεται να 
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συνδέει τους µεταβολισµούς αρσενικού και σεληνίου, είναι το ιόν [(GS)2As-Se]-.25 

Η ανακάλυψη της ένωσης αυτής, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η βιοχηµεία του 

αρσενικού καθορίζεται από τις αλληλεπιδράσεις του στοιχείου µε τις θειόλες, αλλά 

και µε τα ενδοκυτταρικά παραγόµενα είδη σεληνίου (HSe-). 

Το σελήνιο παρουσιάζει χηµικές οµοιότητες µε το θείο (S), γεγονός που 

αποτέλεσε και το έναυσµα, στην παρούσα µελέτη, για την διερεύνηση σχηµατισµού 

παραγώγων As-Se, κατ’αναλογία µε τα παράγωγα As-S, τα οποία ανακαλύφθηκαν 

πρόσφατα σε βιολογικά δείγµατα.31,32,33,34 Το ενδιαφέρον εστιάστηκε στα τέσσερα 

όξο-αρσενοσάκχαρα (oxo-arsenosugars) DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -

Sulfonate και -Sulfate και τα αντίστοιχα θειο-αρσενοσάκχαρα (thio-arsenosugars), 

που φαίνονται στο Σχήµα 4.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.2. ∆οµές των πιο διαδεδοµένων οξο- και θειο-αρσενοσακχάρων. 

 

Απουσία εµπορικά διαθέσιµων προτύπων διαλυµάτων, τα τέσσερα θειο-

αρσενοσάκχαρα παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο από τα αντίστοιχα οξο-

αρσενοσάκχαρα, έπειτα από κατεργασία των τελευταίων µε αέριο H2S, όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 4.3.31,32,33,34 

Αντίστοιχα, λοιπόν, µε την σύνθεση των τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων, 

αποφασίστηκε η σύνθεση των, πιθανά σχηµατιζόµενων, σεληνο-αρσενοσακχάρων 

(seleno-arsenosugars), µέσω της αντίδρασης των οξο-αρσενοσακχάρων µε αέριο 

σεληνίδιο του υδρογόνου (H2Se, Σχήµα 4.3). 
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Σχήµα 4.3. (α) Πορεία σύνθεσης θειο-αρσενοσακχάρων και (β) Προτεινόµενη 

πορεία σύνθεσης σεληνο- αρσενοσακχάρων, από τα αντίστοιχα οξο-αρσενοσάκχαρα. 

 

Επίσης, σε δεύτερη φάση, µελετήθηκε και η αντίδραση ανάµεσα στο DMAV, 

το οποίο αποτελεί σηµαντικό µεταβολίτη του ανόργανου αρσενικού στον ανθρώπινο 

οργανισµό, µε το αέριο H2Se, προκειµένου να διερευνηθεί ο σχηµατισµός πιθανών 

µεταβολιτών As-Se, µε βάση αυτό το οργανοαρσενικικό παράγωγο. 

Ενδεχόµενα, η απουσία κατάλληλων αναλυτικών µεθόδων και προτύπων 

διαλυµάτων, αλλά και η αστάθεια τέτοιων ενώσεων, να αποτελούν τις κυριότερες 

αιτίες για την αδυναµία ανίχνευσης τους, µέχρι σήµερα, σε βιολογικά συστήµατα. 

Στην παρούσα µελέτη, οι φασµατοµετρικές τεχνικές ICP-MS και ESI-MS/MS, σε 

συνδυασµό µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), ήταν αυτές που 

χρησιµοποιήθηκαν, για την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό των, πιθανά 

σχηµατιζόµενων, ενώσεων As-Se. Οι συγκεκριµένες τεχνικές επιλέχθηκαν λόγω 

της υψηλής ευαισθησίας και εκλεκτικότητας που παρέχουν, δίνοντας έτσι τη 

δυνατότητα ανίχνευσης των ενώσεων, ακόµα και αν αυτές συναντώνται σε 

εξαιρετικά χαµηλές συγκεντρώσεις στα αναλυόµενα δείγµατα.  
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444...222...    ΠΠΠΕΕΕΙΙΙΡΡΡΑΑΑΜΜΜΑΑΑΤΤΤΙΙΙΚΚΚΟΟΟ    ΜΜΜΕΕΕΡΡΡΟΟΟΣΣΣ    

 

44..22..11..  ΦΦΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΜΜΕΕΤΤΡΡΙΙΑΑ  ΜΜΑΑΖΖΑΑΣΣ  ΕΕΠΠΑΑΓΓΩΩΓΓΙΙΚΚΑΑ  ΣΣΥΥΖΖΕΕΥΥΓΓΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  ΠΠΛΛΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ((IICCPP--MMSS))  

ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  

 

Η τεχνική ICP-MS χρησιµοποιήθηκε, σε συνδυασµό µε υγρή 

χρωµατογραφία HPLC, µε σκοπό την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό των, πιθανά 

σχηµατιζόµενων, ενώσεων As-Se. Για το διαχωρισµό των ενώσεων, 

χρησιµοποιήθηκε σύστηµα HPLC, το οποίο περιλαµβάνει µία αντλία Marathon 

(Rigas Labs, Thessaloniki). Η χρωµατογραφική µέθοδος βασίστηκε σε 

χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης µε ιοντικό ζεύγος, χρησιµοποιώντας την στήλη 

Discovery C18 (Μήκος x Εσωτερική ∆ιάµετρος = 150 mm x 4.6 mm, Supelco, 

Bellefonte, PA, USA) και την αντίστοιχη προστήλη (supelguard, Μήκος x 

Εσωτερική ∆ιάµετρος = 20 mm x 4.0 mm Discovery C18). Σαν κινητή φάση 

χρησιµοποιήθηκε υδατικό διάλυµα υδροξειδίου του τετραβούτυλαµµωνίου, 

συγκέντρωσης 5 mM (TBAH, ιοντικό ζεύγος) και σύστασης σε µεθανόλη 5 % κ.ο. 

Το pH του διαλύµατος ρυθµίστηκε στην τιµή 7.5, µε την προσθήκη διαλύµατος 

µαλονικού οξέος. Πραγµατοποιήθηκε ισοκρατική έκλουση των συστατικών, µε 

ταχύτητα ροής κινητής φάσης ίση µε 0.6 mL/min και βρόχο εισαγωγής δείγµατος 

χωρητικότητας 50 µL. 

Για την ανίχνευση των εξεταζόµενων ενώσεων χρησιµοποιήθηκε το 

φασµατόµετρο µάζας X Series ICP-MS (Thermo Fisher Scientific, Winsford, 

United Kingdom), ενώ, κατά τη διάρκεια των αναλύσεων, παρακολουθούνταν τα 

ισότοπα 75As, 74Se, 76Se, 77Se και 82Se. Όσον αφορά το ισότοπο 80Se, αυτό 

αποκλείστηκε από τις αναλύσεις µε το ICP-MS, λόγω των φασµατοσκοπικών 

παρεµποδίσεων από το πολυατοµικό ιόν 40Ar-40Ar+, που σχηµατίζεται από το 

πλάσµα Ar. Οι βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας δίνονται στον Πίνακα 4.2. 

 

Πίνακας 4.2. Βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ICP-MS. 

ΠΠααρράάµµεεττρροοιι  ΛΛεειιττοουυρργγίίααςς  ΒΒέέλλττιισσττεεςς  ΤΤιιµµέέςς  

Ροή αερίου εκνέφωσης [mL/min] 1.00 

Ροή βοηθητικού αερίου [mL/min] 1.00 

Ροή αερίου ψύξης [mL/min] 13.5 

Ισχύς Πλάσµατος [W] 1340 

Βάθος λήψης δείγµατος [Αυθαίρετες  Μονάδες] 100 
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44..22..22..  ∆∆ΙΙΑΑ∆∆ΟΟΧΧΙΙΚΚΗΗ  ΦΦΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΜΜΕΕΤΤΡΡΙΙΑΑ  ΜΜΑΑΖΖΑΑΣΣ  ΙΙΟΟΝΝΙΙΣΣΜΜΟΟΥΥ  ΜΜΕΕΣΣΩΩ  ΗΗΛΛΕΕΚΚΤΤΡΡΟΟΨΨΕΕΚΚΑΑΣΣΜΜΟΟΥΥ  

((EESSII--MMSS//MMSS))  ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  

 

Κατά τις αναλύσεις µε HPLC-ESI-MS/MS, για τον διαχωρισµό των ενώσεων 

χρησιµοποιήθηκε το αυτοµατοποιηµένο σύστηµα HPLC του φασµατοµέτρου µάζας 

TSQ Quantum (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). Επιλέχθηκε 

χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης και η στήλη BDS Hypersil C18 (Μήκος x 

Εσωτερική ∆ιάµετρος = 150 mm x 2.1 mm, Thermo Fischer Scientific), πρίν από 

την οποία τοποθετήθηκε η αντίστοιχη προστήλη. Ισοκρατική έκλουση των 

συστατικών έλαβε χώρα, µε κινητή φάση διάλυµα µεθανόλης/ απιονισµένου νερού 

σύστασης κ.ο. 10/90 και ταχύτητα ροής 80 µL/min. Ο βρόχος εισαγωγής δείγµατος 

ήταν χωρητικότητας 20 µL. Στα πλαίσια της βελτιστοποίησης της 

χρωµατογραφικής µεθόδου, εφαρµόστηκε, επίσης, χρωµατογραφία 

ανιονανταλλαγής, χρησιµοποιώντας τη στήλη PRPX-100 (Μήκος x Εσωτερική 

∆ιάµετρος = 250 x 4.1 mm, Hamilton, Reno, NV, USA), πριν από την οποία 

τοποθετήθηκε η αντίστοιχη προστήλη PRPX-100. Με τη συγκεκριµένη µέθοδο 

εφαρµόστηκε βαθµιδωτή έκλουση των συστατικών, µε διαλύτη Α υδατικό διάλυµα 

NH4HCO3, συγκέντρωσης 20 mM και pH 10, και διαλύτη Β υδατικό διάλυµα 

NH4HCO3, συγκέντρωσης 20 mM και περιεκτικότητας σε µεθανόλη 40% κ.ο. Το 

pH των διαλυµάτων ρυθµίστηκε στην τιµή 10, µε τη χρήση υδατικού διαλύµατος 

αµµωνίας (NH3(aq)). Επιλέχθηκε ταχύτητα ροής ίση µε 1 mL/min και βρόχος 

εισαγωγής δείγµατος χωρητικότητας 20 µL. Όσον αφορά το πρόγραµµα έκλουσης, 

αυτό παρουσιάζεται στον Πίνακα 4.3. 

 

Πίνακας 4.3. Πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης χρωµατογραφίας ανιονανταλλαγής. 

 

 

ΧΧρρόόννοοςς  ((mmiinn))  ∆∆ιιααλλύύττηηςς  ΑΑ  ((%%))  ∆∆ιιααλλύύττηηςς  ΒΒ  ((%%))  ΜΜεεθθααννόόλληη  ((%%))  

0 75 25 10 

5 75 25 10 

6 0 100 40 

30 0 100 40 

30.5 75 25 10 

35 75 25 10 
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Η ανίχνευση των ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε το φασµατόµετρο µάζας 

TSQ Quantum, το οποίο είναι εξοπλισµένο µε σύστηµα τριπλού τετραπόλου και 

πηγή ιονισµού µε ηλεκτροψεκασµό (ESI). Εφαρµόστηκε µέθοδος ανίχνευσης 

θετικών ιόντων, µε βέλτιστες παραµέτρους λειτουργίας του οργάνου, αυτές που 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.4.  

 

Πίνακας 4.4. Παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ESI-MS/MS. 

  

  

44..22..33..  ΧΧΗΗΜΜΙΙΚΚΑΑ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΤΤΗΗΡΡΙΙΑΑ  

 

 Για τις αναλύσεις χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα αντιδραστήρια: 

 Μεθανόλη (gradient grade for HPLC, Merck, Darmstadt, Germany). 

 Υδροχλωρικό οξύ (37%, puriss., p.a., Riedel-de Haen, Seelze, Germany). 

 ∆ιµεθυλαρσενικικό οξύ (DMAV, puriss., 99%, Fluka, Buchs, Switzerland). 

 Άνυδρο σεληνιώδες νάτριο (Na2SeO3, puriss., purity 95% or greater, Fluka, 

Buchs, Switzerland). 

 Βοροϋδρίδιο του νατρίου (NaBH4, puriss., p.a., purity 96% or greater, 

Fluka, Buchs, Switzerland). 

 Υδροξείδιο του τετραβούτυλαµµωνίου (TBAH 30-hydrate, puriss., purity 

99% or greater, Fluka, Buchs, Switzerland). 

 Μαλονικό οξύ (malonic acid, puriss., purity 99% or greater, Fluka, Buchs, 

Switzerland). 

 Όξινο ανθρακικό αµµώνιο, NH4HCO3 (puriss., Riedel-de Haen, Seelze, 

Germany). 

 ∆ιάλυµα υδροξειδίου του αµµωνίου, NH4OH (puriss., p.a., Fluka, Buchs, 

Switzerland). 

 

ΠΠααρράάµµεεττρροοιι  ΛΛεειιττοουυρργγίίααςς  ΒΒέέλλττιισσττεεςς  ΤΤιιµµέέςς  

∆υναµικό Ηλεκτροψεκασµού [kV] 4.1 
Ροή Βοηθητικού Αερίου – N2 [Αυθ. Μονάδες] 25 

Ροή Εκνεφωτικού Αερίου – N2 [Αυθ. Μονάδες] 45 

∆υναµικό Πηγής Ιονισµού [V] 0 
Θερµοκρασία Τριχοειδούς [οC] 300 

Πίεση Αερίου στην Κυψελίδα Πρόσκρουσης (mtorr) 1.0 
∆ιαχωριστική Ικανότητα τετραπόλων (amu) 0.7 
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44..22..44..  ΣΣΥΥΝΝΘΘΕΕΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ  ΠΠΡΡΟΟΤΤΥΥΠΠΩΩΝΝ  ΕΕΝΝΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  AAss--SSee  

  

Η σύνθεση των πρότυπων ενώσεων As-Se πραγµατοποιήθηκε µέσω της 

διαβίβασης αερίου H2Se, σε διαλύµατα, τα οποία περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις 

ενώσεων αρσενικού. Πιο συκεκριµένα, σε σφαιρική φιάλη χωρητικότητας 25 mL, 

αναµιγνύονται, αρχικά, 5 mL υδατικού διαλύµατος HCl, συγκέντρωσης 10% κ.ο. 

και 5 mL υδατικού διαλύµατος Na2SeO3, συγκέντρωσης είτε 500 mg/L είτε 1000 

mg/L. Στη συνέχεια, µε την βοήθεια σύριγγας και, µέσω ενός septum, λαµβάνει 

χώρα η “στάγδην” προσθήκη, στη σφαιρική φιάλη, 5 mL υδατικού διαλύµατος 

NaBH4, συγκέντρωσης 10 % κ.β. Το αέριο που παράγεται από την αντίδραση που 

λαµβάνει χώρα στην σφαιρική φιάλη (H2, H2Se), διοχετεύεται σε δοκιµαστικό 

σωλήνα, ο οποίος περιέχει το διάλυµα µε τις ενώσεις αρσενικού. Στον σωλήνα αυτό 

έχει προηγουµένως διαβιβαστεί αέριο Ar, µε σκοπό τη διατήρηση αδρανούς 

ατµόσφαιρας και, εποµένως, την αποφυγή οξείδωσης των, πιθανά σχηµατιζόµενων, 

ενώσεων As-Se. Απαραίτητη η χρήση απαγωγού, λόγω τοξικότητας Η2Se. Κατά την 

παραπάνω διαδικασία, λαµβάνει χώρα η αντίδραση: 

 

 

 

Οι ενώσεις αρσενικού που χρησιµοποιήθηκαν για αντίδραση µε το H2Se, 

ήταν τα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -

Sulfate, τα οποία συναντώνται ευρέως σε θαλάσσιους οργανισµούς, καθώς και το 

DMAV. Όσον αφορά την ένωση DMAV, χρησιµοποιήθηκε πρότυπο διάλυµα της 

αντίστοιχης, εµπορικά διαθέσιµης ουσίας, συγκέντρωσης 100 µg DMAV (ή 54 µg 

As) /mL. Η απουσία πιστοποιηµένων πρότυπων ενώσεων για τα τέσσερα παραπάνω 

οξο-αρσενοσάκχαρα, οδήγησε στη χρησιµοποίηση ενός εκχυλίσµατος από εµπορικά 

διαθέσιµα φύκη, γνωστό ως “kelp-1”, το οποίο, όπως έχει αποδειχτεί σε 

προηγούµενες µελέτες,34 περιέχει, σε ικανοποιητικές συγκεντρώσεις (0.7-14.7 µg 

As/g), τις τέσσερις αυτές ενώσεις. Σε ορισµένες περιπτώσεις, κατά τις αναλύσεις µε 

HPLC-ESI-MS/MS, χρησιµοποιήθηκαν κλάσµατα, εµπλουτισµένα στα οξο-

αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, τα οποία 

αποµονώθηκαν από το εκχύλισµα “kelp-1” και στη συνέχεια υπέστησαν 

προσυγκέντρωση. Πιο αναλυτικά, τα διαλύµατα των οργανοαρσενικικών ενώσεων 

που χρησιµοποιήθηκαν, παρασκευάστηκαν µε τους τρόπους που περιγράφονται 

παρακάτω.  

4Na2SeO3  +  3NaBH4 +  11HCl 3H3BO3 +  11NaCl +  4 SeH2 +  3H2Ο

ΠτητικόΠτητικό υδρίδιουδρίδιοΠτητική ένωση 
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Εκχύλισµα “kelp-1” – Παρασκευή του δείγµατος “kelp-1_H2Se” 
Το εµπορικά διαθέσιµο δείγµα “kelp-1” (οµογενοποιηµένη σκόνη), 

εκχυλίστηκε µε απιονισµένο νερό (µάζα στερεού/ όγκος νερού = 1 g / 20 mL), µέσω 

ανάδευσης του αιωρήµατος, για 10 min, σε συσκευή vortex. Ακολούθησε 

φυγοκέντριση του αιωρήµατος για 15 min και αποµάκρυνση του υπερκείµενου 

υγρού, το οποίο αποτελεί και το επιθυµητό εκχύλισµα. Τέλος, το παραπάνω 

εκχύλισµα αντέδρασε µε το αέριο H2Se, οπότε προέκυψε το δείγµα “kelp-1_H2Se”. 

 
Αποµόνωση/ Προσυγκέντρωση κλασµάτων εµπλουτισµένων στα οξο-

αρσενοσάκχαρα – Αντίδραση των κλασµάτων µε αέριο H2Se 
Κλάσµατα εµπλουτισµένα στα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol, -

Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, συλλέχθησαν κατά την ανάλυση του 

εκχυλίσµατος “kelp-1”, µε χρωµατογραφία ανιονανταλλαγής. Χρησιµοποιήθηκε η 

στήλη PRP-X100 (Μήκος x Εσωτερική ∆ιάµετρος = 250 x 4.1 mm, Reno, NV, 

USA), µε κινητή φάση υδατικό διάλυµα NH4HCO3, συγκέντρωσης 10 mM και pH 

10. Τα κλάσµατα που συλλέχθησαν, υπέστησαν λυοφιλίωση, για την αποµάκρυνση 

του διαλύτη και την προσυγκέντρωσή των συστατικών που περιέχουν και, στη 

συνέχεια, αποθηκεύτηκαν σε θερµοκρασία -18 °C. Πρίν την ανάλυση, κάθε κλάσµα 

διαλυτοποιήθηκε σε 1 mL απιονισµένου νερού και υπέστη αντίδραση µε το αέριο 

H2Se, όπως περιγράφηκε προηγουµένως. Τα δείγµατα που προέκυψαν από την 

αντίδραση ονοµάστηκαν “Glycol_Fraction_H2Se”, “Phosphate_Fraction_H2Se”, 

“Sulfonate_Fraction_H2Se” και “Sulfate_Fraction_H2Se”, ενώ τα αντίστοιχα 

κλάσµατα πρίν την αντίδραση, αναφέρονται ως “Oxo-Glycol_Fraction”, “Oxo-

Phosphate_Fraction”, “Oxo-Sulfonate_Fraction” και “Oxo-Sulfate_Fraction”. 
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444...333...    ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

  

44..33..11..  ΑΑΝΝΑΑΠΠΤΤΥΥΞΞΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--IICCPP--MMSS  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ,,  ΠΠΙΙΘΘΑΑΝΝΑΑ  

ΣΣΧΧΗΗΜΜΑΑΤΤΙΙΖΖΟΟΜΜΕΕΝΝΩΩΝΝ,,  ΕΕΝΝΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  AAss--SSee  

 

Η µέθοδος HPLC-ICP-MS που χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση των, 

πιθανά σχηµατιζόµενων, ενώσεων As-Se, αναπτύχθηκε παλαιότερα από την οµάδα 

µας, για το διαχωρισµό των τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων DMThioAsSugar-

Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate.34 

Αρχικά, αναλύθηκε το δείγµα “kelp-1_H2Se”, που προέκυψε από το  

εκχύλισµα “kelp-1”, έπειτα από αντίδρασή µε αέριο H2Se. Για την πραγµατοποίηση 

της αντίδρασης που οδηγεί στο σχηµατισµό του H2Se, χρησιµοποιήθηκαν 5 mL 

διαλύµατος Na2SeO3 (1000 mg/L), 5 mL διαλύµατος HCl (10% κ.ο.) και 5 mL 

διαλύµατος NaBH4 (10% κ.β.). Το αέριο που παρήχθη (H2Se και H2) διοχετεύτηκε 

σε 5 mL από το εκχύλισµα του δείγµατος “kelp-1”. Το συγκεκριµένο εκχύλισµα 

είναι γνωστό ότι περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις των τεσσάρων οξο-

αρσενοσακχάρων (DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate)34. Τα 

αποτελέσµατα που προέκυψαν από την παραπάνω ανάλυση, φαίνονται στο Σχήµα 

4.4, όπου παρουσιάζεται η ένταση για τα ισότοπα 75As, 78Se και 82Se. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 4.4. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “kelp-1_H2Se”. 

 

Όπως διακρίνεται στο χρωµατογράφηµα αυτό, το αρσενικό και το σελήνιο 

συνεκλούονται σε, τουλάχιστον τέσσερις, χρωµατογραφικές κορυφές (1, 2, 3 και 4), 
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που αντιστοιχούν σε χρόνους 4.92, 7.04, 9.76 και 17.82 min, αντίστοιχα. 

Εποµένως, τα δύο αυτά στοιχεία συνυπάρχουν στην ίδια ένωση σε, τουλάχιστον 

τέσσερις, περιπτώσεις, ενώ, το συνολικό αρσενικό που αντιστοιχεί στις τέσσερις 

κορυφές είναι ίσο µε το 90% του συνολικού αρσενικού που υπάρχει στο αρχικό 

δείγµα “kelp-1”, πρίν αυτό υποστεί αντίδραση µε το H2Se. Από τις παραπάνω 

παρατηρήσεις, προκύπτει ότι το σύνολο σχεδόν του αρσενικού που υπάρχει στο 

αντιδρόν δείγµα, µετατρέπεται σε παράγωγα As-Se. 

Η χρωµατογραφική συµπεριφορά των ενώσεων που αντιστοιχούν στις 

κορυφές 1, 2, 3 και 4 είναι όµοια µε αυτή των τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων 

(DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate), τα οποία 

ανιχνεύτηκαν πρόσφατα σε βιολογικά δείγµατα. Η σύνθεση των ενώσεων αυτών 

βασίστηκε στην διαβίβαση αερίου H2S στο εκχύλισµα “kelp-1”, οπότε προέκυψε το 

δείγµα “kelp-1_H2S”, το χρωµατογράφηµα του οποίου φαίνεται στο Σχήµα 4.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.5. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “kelp-1_H2S”. 

 

Η οµοιότητα µεταξύ των χρωµατογραφηµάτων των Σχηµάτων 4.4 και 4.5, 

αποτελεί ένδειξη ότι οι ενώσεις που αντιστοιχούν στις τέσσερις κορυφές As-Se του 

Σχήµατος 4.4, έχουν παρόµοια δοµή µε τα τέσσερα θειο-αρσενοσάκχαρα 

DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate. Έτσι, λοιπόν, 

γενώνται οι πρώτες υποψίες για, πιθανό, σχηµατισµό των αντίστοιχων τεσσάρων 

σεληνο-αρσενοσακχάρων, που παρουσιάζονται στο Σχήµα 4.7. 

 Μια άλλη παράµετρος που εξετάστηκε, προκειµένου να ληφθούν χρήσιµες 

πληροφορίες, σχετικά µε τη δοµή των ενώσεων που αντιστοιχούν στις κορυφές 1, 2, 
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3 και 4 του Σχήµατος 4.4, ήταν ο µοριακός λόγος As/Se, σε καθεµία από τις 

κορυφές αυτές. Ο λόγος αυτός βρέθηκε µεγαλύτερος από τη µονάδα, όπως φαίνεται 

στον Πίνακα 4.5, δηλαδή µεγαλύτερος από το λόγο As/Se που συναντάται στα 

προτεινόµενα σεληνο-αρσενοσάκχαρα (όπου είναι As/Se = 1). Η ερµηνεία που 

δίνεται για το παραπάνω αποτέλεσµα, είναι ότι η αναλογία του σεληνίου σε 

καθεµία από τις τέσσερις ενώσεις που αντιπροσωπεύουν οι αντίστοιχες κορυφές, 

είναι µικρότερη από αυτην που προβλέπεται στα, πιθανά σχηµατιζόµενα, σεληνο-

αρσενοσάκχαρα. Ωστόσο, καθώς οι σχηµατιζόµενες ενώσεις σεληνίου διέρχονται 

µέσα από τα διάφορα τµήµατα σωληνώσεων του συστήµατος HPLC, ενδέχεται να 

σχηµατίζεται στοιχειακό σελήνιο (Se0), το οποίο τείνει να προσκολλάται πάνω στα 

τµήµατα αυτά. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ή να αποκλειστεί η παραπάνω 

υπόθεση, αποφασίστηκε η, µετά την χρωµατογραφική στήλη, προσθήκη 

οξειδωτικού µέσου, επιδιώκοντας την οξείδωση του Se0 και την τελική έκλουσή του 

από το σύστηµα. Ως οξειδωτικό µέσο χρησιµοποιήθηκε υδατικό διάλυµα, 

αποτελούµενο από 0.2% κ.ο. Η2Ο2 και 1% κ.ο. ΗΝΟ3, ενώ η εισαγωγή του στον 

εκνεφωτή του ICP-MS, πραγµατοποιήθηκε µέσω περισταλτικής αντλίας, µε 

ταχύτητα ροής 0.5 mL/min. Έπειτα από την παραπάνω τροποποίηση, 

υπολογίστηκε, εκ νέου, ο λόγος As/Se, ο οποίος βρέθηκε, κατά µέσο όρο στις 

τέσσερις κορυφές, ίσος µε 1.1±0.1 (Πίνακας 4.5). Οι τιµές αυτές βρίσκονται σε 

σύγκλιση µε το λόγο As/Se στα, πιθανά σχηµατιζόµενα, σεληνο-αρσενοσάκχαρα που 

απεικονίζονται στο Σχήµα 4.7. 

 

Πίνακας 4.5. Μοριακοί λόγοι As/Se στις κοινές κορυφές As και Se. 

 

Ένα άλλο ερώτηµα που προκύπτει από το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 

4.4, είναι γιατί οι µοναδικές κορυφές που παρατηρούνται για το σελήνιο είναι 

αυτές που παρατηρούνται και για το αρσενικό, και οι οποίες, πιθανολογείται, ότι 

αντιστοιχούν στα προτεινόµενα σεληνο-αρσενοσάκχαρα. Η εξήγηση που µπορεί να 

δοθεί είναι ότι, αφού τα τέσσερα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol, -

Κορυφές πριν την προσθήκη οξειδωτικού µετά την προσθήκη οξειδωτικού 

1 3.8 1.2 

2 3.9 1.1 

3 3.9 1.0 

4 4.2 1.2 

µέσος όρος  4.0±0.2 1.1±0.1 
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Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate αποτελούν τις κυριότερες ενώσεις αρσενικού, 

οι οποίες συναντώνται στο αντιδρόν εκχύλισµα “kelp-1”, είναι πιθανόν η 

διοχέτευση του αερίου H2Se στο εκχύλισµα αυτό, να οδηγήσει στη µετατροπή των 

παραπάνω τεσσάρων οξο-ενώσεων στις αντίστοιχες ενώσεις As-Se. Ωστόσο, επειδή 

για την συγκεκριµένη αντίδραση χρησιµοποιείται πολύ υψηλή συγκέντρωση 

σεληνίου, µε τη µορφή της ένωσης Na2SeO3 (1000 mg/L), θα περιµένε κανείς το 

σχηµατισµό και επιπλέον κορυφών για το σελήνιο, γεγονός, ωστόσο, που δεν 

επιβεβαιώθηκε εδώ.  

Για το παραπάνω “παράδοξο” φαινόµενο δόθηκαν δύο πιθανές εξηγήσεις. 

Σύµφωνα µε την πρώτη από αυτές, η αντίδραση του εκχυλίσµατος “kelp-1” µε το 

αέριο H2Se λαµβάνει χώρα εκλεκτικά, δίνοντας µόνο τις κορυφές 1, 2, 3 και 4. 

Σύµφωνα µε την δεύτερη εξήγηση, κατά την παραπάνω αντίδραση σχηµατίζονται 

επιπλέον ενώσεις σεληνίου, οι οποίες κατακρατούνται ισχυρά στην 

χρωµατογραφική στήλη και είναι αδύνατη η έκλουσή τους από αυτή. Την 

απάντηση στα παραπάνω ερωτήµατα µπορεί να δώσει ο υπολογισµός της 

χρωµατογραφικής ανάκτησης για το σελήνιο, ο οποίος πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα 

µε την ακόλουθη διαδικασία.  

Αρχικά, αναλύθηκε το δείγµα “kelp-1_H2Se” και συλλέχθηκε το έκλουσµα 

στην έξοδο της στήλης, για τόσο χρονικό διάστηµα όσο και ο χρόνος ανάλυσης του 

δείγµατος (Κλάσµα 1). Επανάληψη της παραπάνω διαδικασίας, αυτή τη φορά χωρίς 

να παρεµβάλλεται χρωµατογραφική στήλη, οδήγησε στη συλλογή του Κλάσµατος 2. 

Και στις δύο παραπάνω περιπτώσεις (µε στήλη/ χωρίς στήλη), συλλέχθησαν “Τυφλά 

Κλάσµατα” (χωρίς να πραγµατοποιηθεί εισαγωγή δείγµατος), τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν για τη διόρθωση του σήµατος υποβάθρου του αρσενικού και του 

σεληνίου. Από την ανάλυση όλων των συλλεγόµενων κλασµάτων µε την τεχνική 

ICP-MS και τον προσδιορισµό της ολικής έντασης για τα ισότοπα 75As, 78Se και 
82Se, προέκυψε η % χρωµατογραφική ανάκτηση, µε βάση την ακόλουθη σχέση: 

 

 

 

Η χρωµατογραφική ανάκτηση για το αρσενικό υπολογίστηκε ίση µε 87%, 

ενώ για το σελήνιο προέκυψε το εξαιρετικά χαµηλό ποσοστό 0.7%. Η παραπάνω 

χαµηλή ανάκτηση για το σελήνιο, σηµαίνει ότι το σύνολο σχεδόν του στοιχείου που 

εισάγεται στη στήλη κατακρατείται σε αυτή και µόνο ένα αµελητέο ποσοστό 

εκλούεται, δίνοντας τις κορυφές στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 4.4. 

διορθωµένηδιορθωµένη έντασηένταση στοιχείουστοιχείου στοστο κλάσµακλάσµα 11
% % χρωµατογραφικήχρωµατογραφική ανάκτησηανάκτηση = = 

διορθωµένηδιορθωµένη έντασηένταση στοιχείουστοιχείου στοστο κλάσµακλάσµα 22
xx 100100

διορθωµένηδιορθωµένη έντασηένταση στοιχείουστοιχείου στοστο κλάσµακλάσµα 11
% % χρωµατογραφικήχρωµατογραφική ανάκτησηανάκτηση = = 

διορθωµένηδιορθωµένη έντασηένταση στοιχείουστοιχείου στοστο κλάσµακλάσµα 22
xx 100100
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Εποµένως, η αντίδραση µετατροπής των οξο-αρσενοσακχάρων στα, πιθανά 

σχηµατιζόµενα, σεληνο-αρσενοσάκχαρα δεν γίνεται εκλεκτικά, αλλά εκλεκτική 

είναι η έκλουση των ενώσεων αυτών από τη στήλη. Η παραπάνω εκλεκτικότητα 

µπορεί να δικαιολογηθεί από το γεγονός ότι, αφού η συγκεκριµένη χρωµατογραφία 

αναπτύχθηκε για την έκλουση των θειο-αρσενοσακχάρων, είναι πιθανό να είναι 

κατάλληλη για την έκλουση των, παρόµοιας δοµής, πιθανά σχηµατιζόµενων, 

σεληνο-αρσενοσακχάρων (στα οποία υπάρχει υποψία ότι αντιστοιχούν οι παραπάνω 

τέσσερις κορυφές), και µόνο αυτών. Από την άλλη, το εκχύλισµα του δείγµατος 

“kelp-1”, σαν φυσικό προϊόν, αναµένεται να περιέχει πληθώρα οργανικών ενώσεων, 

µε αποτέλεσµα η διοχέτευση περίσσειας σεληνίου σε αυτό (µε την µορφή της 

ένωσης H2Se), να ευνοεί τον σχηµατισµό οργανικών ενώσεων σεληνίου και πιθανόν 

ενώσεων υψηλού µοριακού βάρους. Η αδυναµία έκλουσης τέτοιων ενώσεων από τη 

στήλη, αποδίδεται στην ύπαρξη ιοντικού ζεύγους στην κινητή φάση. 

 Υπερ του σχηµατισµού των τεσσάρων προτεινόµενων σεληνο-

αρσενοσακχάρων του Σχήµατος 4.7, συνηγορεί επίσης το γεγονός ότι το % κλάσµα 

του αρσενικού στην καθεµία από τις τέσσερις κορυφές As-Se του 

χρωµατογραφήµατος του Σχήµατος 4.4 (εµβαδόν της κάθε κορυφής As/ εµβαδόν των 

τεσσάρων κορυφών As), είναι όµοιο µε αυτό που πρσδιορίστηκε για τα τέσσερα οξο-

αρσενοσάκχαρα στο εκχύλισµα “kelp-1” όσο και µε αυτό των τεσσάρων θειο-

αρσενοσακχάρων στο δείγµα “kelp-1_H2S” (Πίνακας 4.6). 

 

Πίνακας 4.6. % As στα οξο-, θειο- και, πιθανά, σεληνο-αρσενοσάκχαρα. 

 

Σε µετέπειτα πείραµα, κατά το οποίο έλαβε χώρα η προσθήκη οξειδωτικού 

διαλύµατος υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2, 30% κ.ο.) στο παραπάνω δείγµα (µε 

κ.ο. αναλογία H2O2/ εκχύλισµα = 1/4), παρατηρήθηκε ότι οι τέσσερις κορυφές 1, 2, 

3 και 4, που ήταν κοινές για τα δύο στοιχεία, εξαφανίστηκαν και στο οξειδωµένο 

πλέον δείγµα δεν υπήρχε καµία κοινή κορυφή As-Se. Όσον αφορά το αρσενικό, 

ενισχύθηκαν οι κορυφές που εκλούονται στο χρονικό διάστηµα 0-3 min (οι οποίες 

Ένωση Κλάσµα µάζας As (%) 

 Y = Oxo Y = Thio Y = Se 

Y-AsSugar-Glycol 27 32 37 

Y-AsSugar-Phosphate 9 6 10 

Y-AsSugar-Sulfonate 14 14 13 

Y-AsSugar-Sulfate 50 48 40 
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ανήκουν σε οξο-αρσενοσάκχαρα). Για το σελήνιο παρατηρήθηκαν πέντε καινούριες 

κορυφές, που, πιθανώς, προέκυψαν από την οξείδωση παραγώγων του στοιχείου, τα 

οποία υπήρχαν στο αρχικό δείγµα και ήταν αδυνατόν να εκλουστούν από τη στήλη.  

 

Ακολούθησε η ανάλυση ενός πρότυπου διαλύµατος της ένωσης DMAV, 

συγκέντρωσης 100 mg/L, έπειτα από αντίδραση µε αέριο H2Se, οπότε προέκυψε το 

δείγµα “DMAV_H2Se”. Για την πραγµατοποίηση της συγκεκριµένης αντίδρασης 

χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες συνθήκες όπως και στην περίπτωση του δείγµατος 

“kelp-1_H2Se”. Από την ανάλυση του δείγµατος αυτού προέκυψε το 

χρωµατογράφηµα που φαίνεται στο Σχήµα 4.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.6. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “DMAV_H2Se”. 

 

Και σε αυτή την περίπτωση, λαµβάνει χώρα συνέκλουση αρσενικού και 

σεληνίου (οι κοινές κορυφές επισηµαίνονται µε *), ωστόσο, λόγω της χαµηλής 

έντασης που παρατηρείται για τις κορυφές του σεληνίου, αλλά και του µη 

ικανοποιητικού χρωµατογραφικού διαχωρισµού τους, δεν κατέστη δυνατός ο 

υπολογισµός των µοριακών λόγων As/Se. Για να ταυτοποιηθούν οι κορυφές αυτές, 

κρίθηκε απαραίτητη η ανάλυση του δείγµατος µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS.  
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44..33..22..  ΑΑΝΝΑΑΠΠΤΤΥΥΞΞΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ,,  ΠΠΙΙΘΘΑΑΝΝΑΑ  

ΣΣΧΧΗΗΜΜΑΑΤΤΙΙΖΖΟΟΜΜΕΕΝΝΩΩΝΝ,,  ΕΕΝΝΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  AAss--SSee  

  

Η ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS βασίστηκε στην ανάλυση 

δειγµάτων, τα οποία προέκυψαν από διαλύµατα εµπλουτισµένα σε ενώσεις 

αρσενικού, έπειτα από αντίδραση µε αέριο H2Se. Ο τρόπος παρασκευής των 

παραπάνω δειγµάτων περιγράφηκε αναλυτικά στο Πειραµατικό Μέρος. 

 

ΠΠιιθθααννάά  ΣΣχχηηµµααττιιζζόόµµεενναα  ΣΣεελληηννοο--ΑΑρρσσεεννοοσσάάκκχχααρραα  ((sseelleennoo--aarrsseennoossuuggaarrss))  

Αρχικά, η µελέτη εστιάστηκε στα τέσσερα, πιθανά σχηµατιζόµενα, σεληνο-

αρσενοσάκχαρα, Se-AsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, τα οποία 

φαίνονται στο Σχήµα 4.7.  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Σχήµα 4.7. Προτεινόµενες δοµές των, πιθανά σχηµατιζόµενων, σεληνο-

αρσενοσακχάρων και µοριακό βάρος αυτών. 

 

Εφαρµόστηκε µέθοδος σάρωσης προϊόντων ιόντων, για τα µοριακά ιόντα, τα 

οποία αντιστοιχούν στα προτεινόµενα σεληνο-αρσενοσάκχαρα και από τα προϊόντα 

ιόντα που προέκυψαν και την αντίστοιχη ενέργεια διάσπασης, διαµορφώθηκαν οι 

καµπύλες διάσπασης, βάσει των οποίων αναπτύχθηκε η µέθοδος Παρακολούθησης 

Επιλεγµένων Αντιδράσεων (SRM). Επιλέχθηκε µέθοδος ανίχνευσης θετικών 

ιόντων, µε τους λόγους m/z των µοριακών ιόντων να φαίνονται στον Πίνακα 4.7.  
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Πίνακας 4.7. Λόγοι m/z, πιθανά σχηµατιζόµενων, σεληνο-αρσενοσακχάρων. 
Ένωση Λόγος m/z πρωτονιωµένου µορίου 

Se-AsSugar-Glycol 393 

Se-AsSugar-Phosphate 547 

Se-AsSugar-Sulfonate 457 

Se-AsSugar-Sulfate 473 

 
ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΣΣάάρρωωσσηηςς  ΠΠρροοϊϊόόννττωωνν  ΙΙόόννττωωνν  
Η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε σε συνδυασµό µε υγρή χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης, και αρχικά αναλύθηκε το δείγµα “Glycol_Fraction_H2Se”, το 

οποίο αναµένεται να είναι εµπλουτισµένο στο, πιθανά σχηµατιζόµενο, σεληνο-

αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Glycol. Aπό την ανάλυση του συγκεκριµένου 

δείγµατος, προέκυψαν τα φάσµατα µάζας του Σχήµατος 4.8. 
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Σχήµα 4.8. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων του µοριακού ιόντος m/z 393. 

 

Σε ενέργειες διάσπασης 10 και 15 eV, το πρόδροµο µοριακό ιόν m/z 393 

διασπάται, δίνοντας δύο κύρια προϊόντα ιόντα, µε λόγους m/z 301 και 97. 

Συνολικά, µελετήθηκε η διάσπαση του πρόδροµου ιόντος σε ενέργειες 5-35 eV, 

ωστόσο, τα δύο παραπάνω φάσµατα µάζας είναι αντιπροσωπευτικά της διάσπασης.  
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Yποθέτωντας ότι το πρόδροµο ιόν αντιστοιχεί στο σεληνο-αρσενοσάκχαρο 

Se-AsSugar-Glycol, δίνεται η προτεινόµενη πορεία σχηµατισµού των δύο 

παραπάνω προϊόντων ιόντων (Σχήµα 4.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.9. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης του µοριακού ιόντος m/z 393. 

 

Η παραπάνω πορεία διάσπασης είναι όµοια µε αυτές των τεσσάρων οξο- και 

τεσσάρων θειο-αρσενοσακχάρων, οι οποίες αναφέρονται σε προηγούµενη µελέτη,34 

και απεικονίζονται στο Σχήµα 4.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.10. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης των οξο- και θειο-αρσενοσακχάρων.34 

 

Όπως φαίνεται στο παραπάνω σχήµα, στην περίπτωση των οξο- και θειο-

αρσενοσακχάρων, τα κύρια προϊόντα ιόντα που σχηµατίζονται, είναι αυτά µε 

λόγους m/z 237 και 253 αντίστοιχα. Τα ιόντα αυτά προκύπτουν από την διάσπαση 

του πρόδροµου ιόντος και την αποµάκρυνση από αυτό της πλευρικής αλυσίδας 

(aglycone), η οποία συνδέεται µε τον ριβοζικό δακτύλιο. Αντίστοιχα, στην 

περίπτωση του, πιθανά σχηµατιζόµενου, σεληνο-αρσενοσακχάρου, Se-AsSugar-

Glycol, σχηµατίζεται το προϊόν ιόν m/z 301, το οποίο επίσης αποδιδεται στη 
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διάσπαση του πρόδροµου ιόντος και την αποµάκρυνση από αυτό της οµάδας 

“aglycone” (Σχήµα 4.9). Από την άλλη, το προϊόν ιόν µε λόγο m/z  97 είναι κοινό 

και στις τρείς περιπτώσεις (οξο- θειο- και, πιθανά σχηµατιζόµενων, σεληνο-

αρσενοσακχάρων), και προέρχεται από περαιτέρω διάσπαση των προηγούµενων 

ιόντων m/z 237, 253 και 301 (oxonium ions) και την αποµάκρυνση από αυτά των 

οµάδων -As(CH3)2OH, -As(CH3)2SH και -As(CH3)2SeH αντίστοιχα, καθώς και ενός 

µορίου νερού. Άλλα χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα που σχηµατίζονται κατά τη 

διάσπαση του µοριακού ιόντος m/z 393, είναι αυτά µε λόγους m/z 375, 283 και 185. 

Το πρώτο από αυτά (m/z 375) σχηµατίζεται από το πρόδροµο ιόν, έπειτα από 

αποµάκρυνση ενός µορίου νερού, ενώ, αντίστοιχα, η αποµάκρυνση ενός µορίου 

νερού από το προϊόν ιόν m/z 301, οδηγεί στο σχηµατισµό του ιόντος m/z 283. 

Τέλος, το µοριακό ιόν m/z 185 αντιστοιχεί στη δοµή (CH3)2AsSe+. Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα, λοιπόν, συνηγορούν υπέρ του σχηµατισµού του σεληνο-

αρσενοσακχάρου Se-AsSugar-Glycol µε µοριακό ιόν m/z 393. 

Στη συνέχεια, αναλύθηκε το δείγµα “Sulfate_Fraction_H2Se”, που 

αναµένεται να είναι εµπλουτισµένο στο, πιθανά σχηµατιζόµενο, σεληνο-

αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Sulfate (Σχήµα 4.7). Aπό την ανάλυση του 

συγκεκριµένου δείγµατος προέκυψαν τα φάσµατα µάζας του Σχήµατος 4.11. Και σε 

αυτή την περίπτωση, ελήφθησαν φάσµατα µάζας σε ενέργειες διάσπασης 5-35 eV, 

ωστόσο επιλέχθηκαν αντιπροσωπευτικά φάσµατα. Όπως µπορεί, λοιπόν, να 

διακρίνει κανείς στα φάσµατα αυτά, δύο από τα κύρια προϊόντα ιόντα που 

σχηµατίζονται κατά τη διάσπαση του πρόδροµου ιόντος, είναι αυτά µε λόγους m/z 

301 και 97 και, υποθέτωντας ότι το µοριακό ιόν m/z 473 ανήκει στο, πιθανά 

σχηµατιζόµενο, σεληνο-αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Sulfate, προκύπτει ότι η 

πορεία σχηµατισµού των παραπάνω προϊόντων ιόντων είναι αυτή που 

παρουσιάστηκε στο Σχήµα 4.9. Όπως και κατά τη διάσπαση του µοριακού ιόντος 

m/z 393, έτσι και εδώ, σχηµατίζονται τα προϊόντα ιόντα m/z 283 και 185, των 

οποίων ο σχηµατισµός ερµηνεύτηκε προηγουµένως. Εποµένως, όλες οι ενδείξεις 

οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το µοριακό ιόν µε λόγο m/z 473, αντιστοιχεί στο 

σεληνο-αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Sulfate. 
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Σχήµα 4.11. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων του µοριακού ιόντος m/z 473. 

 

Στη συνέχεια, προκειµένου να διερευνηθεί ο σχηµατισµός των άλλων δύο 

σεληνο-αρσενοσακχάρων Se-AsSugar-Phosphate και Se-AsSugar-Sulfonate, 

αναλύθηκαν τα αντίστοιχα δείγµατα “Phosphate_Fraction_H2Se” και 

“Sulfonate_Fraction_H2Se” Ωστόσο, από την ανάλυση των συγκεκριµένων 

κλασµάτων δεν προέκυψαν ικανοποιητικής ποιότητας φάσµατα µάζας, γεγονός 

που, ενδεχοµένως, οφείλεται στις χαµηλές συγκεντρώσεις των δύο πρόδροµων 

ενώσεων DMAsSugar-Phosphate και –Sulfonate στα αντιδρώντα κλάσµατα. 

  
ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΠΠααρραακκοολλοούύθθηησσηηςς  ΕΕππιιλλεεγγµµέέννωωνν  ΑΑννττιιδδρράάσσεεωωνν  ((SSRRMM))  
Από τα δεδοµένα των φασµάτων µάζας προϊόντων ιόντων, διαµορφώθηκαν οι 

καµπύλες διάσπασης για τις εξεταζόµενες ενώσεις, στις οποίες καταγράφεται η 

ένταση των σχηµατιζόµενων πρόδροµων και προϊόντων ιόντων, σε συνάρτηση µε 

την εφαρµοζόµενη ενέργεια διάσπασης.  

Στο Σχήµα 4.12 παρουσιάζονται οι καµπύλες διάσπασης για το µοριακό ιόν 

m/z 393, το οποίο αποδίδεται στο σεληνο-αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Glycol. Τα 

ιόντα µε λόγο m/z 97 και 301 είναι αυτά µε τη µεγαλύτερη ένταση, οπότε και αυτά 

που επιλέγονται για τη διαµόρφωση των χαρακτηριστικών αντιδράσεων SRM. 
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Σχήµα 4.12. Καµπύλες διάσπασης για το µοριακό ιόν m/z 393. 

 

Στη συνέχεια, παρουσιάζονται οι καµπύλες διάσπασης και οι 

χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM του µοριακού ιόντος m/z 473, το οποίο 

αποδίδεται στο σεληνο-αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Sulfate,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.13. Καµπύλες διάσπασης για το µοριακό ιόν m/z 473. 

 

Για την κάθε ένωση παρακολουθούνται δύο χαρακτηριστικές αντιδράσεις 

SRM, µε σκοπό την επίτευξη µεγαλύτερης εκλεκτικότητας και  την αποδοτικότερη 

ανίχνευση τυχόν παρεµποδίσεων. Συνολικά, οι αντδράσεις SRM που 

παρακολουθούνται, παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.8. 
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Πίνακας 4.8. Αντιδράσεις SRM για τα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol και 

-Sulfate καθώς και για τα αντίστοιχα σεληνο-αρσενοσάκχαρα. 

 

Εφαρµόζοντας τα παραπάνω ζεύγη αντιδράσεων SRM, αναλύθηκαν τα 

δείγµατα “Glycol_Fraction_H2Se” και “Sulfate_Fraction_H2Se”. Επίσης, 

αναλύθηκαν και τα κλάσµατα “Oxo-Glycol_Fraction” και “Oxo-Sulfate_Fraction”, 

που αποµονώθηκαν από το εκχύλισµα “kelp-1”, και είναι εµπλουτισµένα στα οξο-

αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol και –Sulfate (Σχήµα 4.14(α) και 4.14(β)).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.14. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος (α) “Oxo-

Glycol_Fraction” και (β) “Oxo-Sulfate_Fraction”. 

Ένωση 
Πρόδροµο Μοριακό 

Ιόν (m/z) 

Προϊόν Ιόν 

(m/z) 

Ενέργεια 

∆ιάσπασης (eV) 

97 25 
DMAsSugar-Glycol 329 

237 15 

97 25 
DMAsSugar-Sulfate 409 

237 15 

97 25 
Se-AsSugar-Glycol 393 

301 15 
97 25 

Se-AsSugar-Sulfate 473 
301 15 

 

ΧρόνοςΧρόνος ΈκλουσηςΈκλουσης [min][min]

Έ
ντ
ασ
η

Έ
ντ
ασ
η

[c
ps

]
[c

ps
]

329 25eV
237
97

15eV

409 25eV
237
97

15eV

ΧρόνοςΧρόνος ΈκλουσηςΈκλουσης [min][min]

Έ
ντ
ασ
η

Έ
ντ
ασ
η

[c
ps

]
[c

ps
]

329 25eV
237
97

15eV
329 25eV

237
97

15eV

409 25eV
237
97

15eV
409 25eV

237
97

15eV

(α) 

(β) 

DMAsSugar-Glycol 

DMAsSugar-Sulfate 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  74 

  

Όπως φαίνεται στο παραπάνω σχήµα, το αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-Glycol 

εκλούεται σε χρόνο 6.14 min, ενώ το αρσενοσάκχαρο  DMAsSugar-Sulfate σε 

χρόνο 4.98 min. 

Ακολούθησε η ανάλυση του δείγµατος “Glycol_Fraction_H2Se”, το οποίο, 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της µεθόδου σαρωσης προϊόντων ιόντων, περιέχει το 

σεληνο-αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Glycol. Κατά την ανάλυση του δείγµατος 

αυτού, παρακολουθούνταν οι αντιδράσεις SRM, τόσο για το σεληνο-αρσενοσάκχαρο 

Se-AsSugar-Glycol, όσο και για το αντίστοιχο οξο-αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-

Glycol, οπότε προέκυψαν τα παρακάτω χρωµατογραφήµατα (Σχήµα 4.15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.15. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος 

“Glycol_Fraction_SeH2”. 

 

Κατά την παρακολούθηση των αντιδράσεων SRM που διαµορφώθηκαν για 

το παράγωγο Se-AsSugar-Glycol, προκύπτει µια κορυφή σε χρόνο 8.76 min (Σχήµα 

4.15(β)). Το αποτέλεσµα αυτό, σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι στον ίδιο χρόνο 

παρατηρήθηκε και η κορυφή που αντιστοιχεί στο µοριακό ιόν της συγκεκριµένης 

ένωσης (m/z 393), στα φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, επιβεβαιώνει ότι η 

συγκεκριµένη κορυφή αντιστοιχεί στο παράγωγο Se-AsSugar-Glycol.  

Στο Σχήµα 4.15(α) παρουσιάζεται το αντίστοιχο χρωµατογράφηµα που 

προκύπτει από την ανάλυση του ίδιου δείγµατος, παρακολουθώντας τις 

αντιδράσεις SRM για το οξο-αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-Glycol. Η ένωση αυτή 
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εκλούεται σε χρόνο 6.08 min, γεγονός που επιβεβαιώνεται και από την ανάλυση 

του αντίστοιχου κλάσµατος που είναι εµπλουτισµένο στο αρσενοσάκχαρο αυτό, 

δηλαδή του κλάσµατος “Oxo-Glycol_Fraction” (Σχήµα 4.14(α)). Ωστόσο, στο ίδιο 

χρωµατογράφηµα παρατηρείται και µια κορυφή για το σεληνο-αρσενοσάκχαρο Se-

AsSugar-Glycol, η οποία αποδίδεται στην οξείδωση, εντός της πηγής ιονισµού, της 

ένωσης αυτής, προς σχηµατισµό του σντίστοιχου οξο-αρσενοσακχάρου. 

Στη συνέχεια, παρουσιάζεται το αντίστοιχο χρωµατογράφηµα του δείγµατος 

“Sulfate_Fraction_H2Se”, το οποίο είναι εµπλουτισµένο στο παράγωγο Se-

AsSugar-Sulfate (Σχήµα 4.16), βάσει των αποτελεσµάτων της µεθόδου σάρωσης 

προϊόντων ιόντων. Και σε αυτή την περίπτωση παρακολουθούνται οι αντιδράσεις 

SRM, τόσο για το οξο-αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-Sulfate, όσο και για το 

αντίστοιχο σεληνο-αρσενοσάκχαρο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.16. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος 

“Sulfate_Fraction_H2Se”. 

 

Όπως διαπιστώνεται στο Σχήµα 4.16(β), κατά την παρακολούθηση των 

αντιδράσεων SRM που αντιστοιχούν στο παράγωγο Se-AsSugar-Sulfate, προκύπτει 

µια συµµετρική και οξεία κορυφή σε χρόνο 6.36 min, που αντιστοιχεί στο 

συγκεκριµένο σεληνο-αρσενοσάκχαρο (όπως επιβεβαιώνεται και από τις αναλύσεις 

µε τη µέθοδο σάρωσης προϊόντων ιόντων). Στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 
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4.16(α), το οποίο προέκυψε παρακολουθώντας τις αντιδράσεις SRM του οξο-

αρσενοσακχάρου DMAsSugar-Sulfate, παρατηρείται επίσης κορυφή για το σεληνο-

αρσενοσάκχαρο Se-AsSugar-Sulfate (6.44 min), η οποία αποδίδεται στην οξείδωση 

του σακχάρου αυτού εντός της πηγής ιονισµού και στο σχηµατισµό του αντίστοιχου 

οξο-αρσενοσακχάρου. 

Συµπερασµατικά, λοιπόν, από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει η 

επιτυχής σύνθεση των δύο σεληνο-αρσενοσακχάρων Se-AsSugar-Glycol και Se-

AsSugar-Sulfate και η µετέπειτα ανίχνευση και ταυτοποίησή τους, συνδυάζοντας 

τις τεχνικές HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS.  

Με την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, αναλύθηκαν και 

ταυτοποιήθηκαν τα δύο σεληνο-αρσενοσάκχαρα, Se-AsSugar-Glycol και Se-

AsSugar-Sulfate, σε διαλύµατα που προέκυψαν, έπειτα από αντίδραση κλασµάτων 

εµπλουτισµένων στα αντίστοιχα οξο-αρσενοσάκχαρα, DMAsSugar-Glycol και 

DMAsSugar-Sulfate, µε το αέριο Η2Se. Από την άλλη, µε την τεχνική HPLC-ICP-

MS, πραγµατοποιήθηκαν αναλύσεις του δείγµατος “kelp-1_H2Se”, το οποίο 

προέκυψε από το εκχύλισµα “kelp-1”, έπειτα από αντίδραση µε το H2Se. Στο 

δείγµα αυτό ανιχνεύτηκαν, τέσσερις, τουλάχιστον, ενώσεις As-Se, οι οποίες, 

σύµφωνα µε όλες τις ενδείξεις, ανήκουν στα προτεινόµενα σεληνο-αρσενοσάκχαρα. 

Ωστόσο, προκειµένου να γίνει προσπάθεια ταυτοποίησης των τεσσάρων αυτών 

ενώσεων As-Se, αποφασίστηκε η ανάλυση του συγκεκριµένου δείγµατος και µε την 

µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM, που αναπτύχθηκε παραπάνω. Το γεγονός, βέβαια, 

ότι κατά τις αναλύσεις µε HPLC-ICP-MS χρησιµοποιήθηκε ιοντικό ζεύγος στην 

κινητή φάση (ΤΒΑΗ), απαγορεύει τη χρήση της ίδιας χρωµατογραφικής µεθόδου 

και µε την τεχνική ESI-MS/MS, λόγω του ότι το, θετικά φορτισµένο αντιδραστήριο 

TBAH, αναµένεται να παρεµποδίσει τον σχηµατισµό ιόντων σεληνο-

αρσενοσακχάρων και να δηµιουργήσει υψηλό σήµα υποβάθρου στο φάσµα µάζας 

(εµποδίζοντας την ανίχνευση των σχηµατιζόµενων ενώσεων). Έτσι, λοιπόν, 

εφαρµόζοντας τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS, που αναπτύχθηκε προηγουµένως, 

αναλύθηκε το δείγµα “kelp-1_H2Se”. Από την ανάλυση αυτή, δεν κατέστη δυνατή η 

ανίχνευση κανενός από τα δύο προαναφερόµενα σεληνο-αρσενοσάκχαρα, γεγονός 

που, πιθανόν, να οφείλεται στην πολύπλοκη µήτρα του δείγµατος. 

Στη συνέχεια της µελέτης, εξετάστηκε η σταθερότητα των δύο σεληνο-

αρσενοσακχάρων Se-AsSugar-Glycol και Se-AsSugar-Sulfate, αναλύοντας τα 

αντίστοιχα δείγµατα “Glycol_Fraction_H2Se” και  “Sulfate_Fraction_H2Se”, µε τη 

µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM. Όπως παρατηρήθηκε από τις αναλύσεις αυτές, η 
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συγκέντρωση των δύο σεληνο-αρσενοσακχάρων µειώνεται σταδιακά µε την πάροδο 

του χρόνου, ακόµα και όταν το διάλυµα που τα περιέχει διατηρείται σε αδρανή 

ατµόσφαιρα αερίου Ar και σε θερµοκρασία −18°C. Αξίζει να σηµειωθεί ότι, µετά 

την παρέλευση χρονικού διαστήµατος 5-6 ωρών, τα σεληνο-αρσενοσάκχαρα δεν 

υφίστανται πλέον στο διάλυµα. Ταυτόχρονα, η συγκέντρωση των αντίστοιχων οξο-

αρσενοσακχάρων αυξάνεται, γεγονός που υποδηλώνει ότι τα προηγούµενα σεληνο-

αρσενοσάκχαρα οξειδώνονται και µετατρέπονται στα αντίστοιχα οξο-παράγωγα. 

 

ΜΜεελλέέττηη  ττηηςς  ααννττίίδδρραασσηηςς  ττοουυ  DDMMAAVV  µµεε  ττοο  SSeeHH22  

Όπως ήδη αναφέρθηκε, ένας από τους σηµαντικότερους µεταβολίτες του 

ανόργανου αρσενικού, που συναντάται στα ανθρώπινα ούρα, είναι η ένωση DMAV. 

Το γεγονός αυτό, αποτέλεσε και το έναυσµα για τη διερεύνηση σχηµατισµού 

ενώσεων As-Se, µε βάση την ένωση αυτή. Η αντίδραση, λοιπόν, πρότυπου 

διαλύµατος της ένωσης DMAV, µε αέριο H2Se, και η ανάλυση, µε HPLC-ICP-MS, 

του δείγµατος “DMAV_H2Se”, που προέκυψε, αποκάλυψε την παρουσία ενώσεων 

As-Se. Προκειµένου να ταυτοποιηθούν οι ενώσεις αυτές, αποφασίστηκε η ανάλυση 

του ίδιου δείγµατος, µε τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS. Για την σύνθεση του 

δείγµατος “DMAV_H2Se”, χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες συνθήκες, όπως και στην 

περίπτωση σύνθεσής του για τις αναλύσεις µε HPLC-ICP-MS, ενώ εφαρµόστηκε η 

ίδια χρωµατογραφική µέθοδος που εφαρµόστηκε και στην περίπτωση των σεληνο-

αρσενοσακχάρων. 

Αρχικά, µε σκοπό την ανίχνευση ενώσεων που φέρουν στο µόριο τους το 

σελήνιο, εφαρµόστηκε η µέθοδος πλήρους σάρωσης ιόντων (full scan MS). 

Ουσιαστικά, στη µέθοδο αυτή ενεργοποιείται µόνο το πρώτο από τα τρία τετράπολα 

του φασµατοµέτρου µάζας, δηλαδή το Q1, και παρακολουθούνται όλα τα µοριακά 

ιόντα που σχηµατίζονται στην πηγή ιονισµού και διέρχονται από το Q1. Η 

παρατήρηση του φάσµατος µάζας που προέκυψε και η παρακολούθηση των 

ισοτοπικών αναλογιών για το σελήνιο, αποκάλυψε την ύπαρξη δύο ενώσεων 

σεληνίου, οι οποίες έχουν πρωτονιωµένα µόρια µε λόγους m/z 203 και 403. 

Πιθανές δοµές που αντιστοιχούν στις παραπάνω µάζες είναι αυτές που 

παρουσιάζονται στο Σχήµα 4.17, ενώ προκειµένου να επιβεβαιωθούν, ή και να 

αποκλειστούν οι δοµές αυτές, κρίθηκε απαραίτητη η ανάλυση του συγκεκριµένου 

δείγµατος, µε τη µέθοδο σάρωσης προϊόντων ιόντων για τα πρόδοµα ιόντα m/z 203 

και 403.  
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Σχήµα 4.17. Προτεινόµενες δοµές για τα µοριακά ιόντα m/z 203 και 403.  

 

Στο σηµείο αυτό, να σηµειωθεί ότι η πρόβλεψη για την ύπαρξη των 

παραπάνω δοµών, βασίστηκε σε προηγούµενη µελέτη των Fricke et al,35 στην 

οποία, έπειτα από αντίδραση της ένωσης DMAV µε αέριο H2S, ταυτοποιήθηκαν τα 

θειούχα παράγωγα διµέθυλο-θειοαρσενικικό οξύ (DMTAV) και διµέθυλο-αρσινο-

διµεθυλο-διθειο-αρσενικικό οξύ (DMDTAV, Σχήµα 4.18).  

 

 

 

Σχήµα 4.18. Θειούχα παράγωγα που σχηµατίζονται κατά την αντίδραση της ένωσης 

DMAV µε αέριο H2S.35  

 

Είναι ευδιάκριτη η οµοιότητα που υπάρχει ανάµεσα στις δύο κατηγορίες 

ενώσεων που παρουσιάζονται στα Σχήµατα 4.17 και 4.18. Ακολούθησε η εφαρµογή 

της µεθόδου σάρωσης προϊόντων ιόντων για τα δύο παραπάνω προτεινόµενα 

παράγωγα As-Se, επιλέγοντας µια σειρά από ενέργειες διάσπασης για το κάθε 

µοριακό ιόν (5, 10, 15, 30 eV). Αρχικά, εξετάστηκε το µοριακό ιόν µε λόγο m/z 403, 

οπότε, αναλύοντας το δείγµα “DMAV_H2Se”, προέκυψαν τα φάσµατα µάζας του 

Σχήµατος 4.19.  

Όπως παρατηρείται στα φάσµατα αυτά, τα κύρια προϊόντα ιόντα που 

σχηµατίζονται, κατά τη θραυσµατοποίηση του πρόδροµου ιόντος, είναι αυτά µε 

λόγους m/z 243 (το οποίο σχηµατίζεται κυρίως σε χαµηλότερες ενέργειες, 5 και 15 

eV), καθώς και τα 255, 280, 139 και 123 (τα οποία σχηµατίζονται σε ενέργεια 30 

eV). Υποθέτωντας ότι το µοριακό ιόν m/z 403 αντιστοιχεί στη δοµή που φαίνεται 

στο Σχήµα 4.17, διαµορφώνεται το πιθανό µονοπάτι διάσπασης της ένωσης αυτής, 

όπως παρουσιάζεται στο Σχήµα 4.20. Τα αποτελέσµατα αυτά οδηγούν στο 

συµπέρασµα ότι το µοριακό ιόν µε λόγο m/z 403 αντιστοιχεί στο διµερές παράγωγο 

του σεληνίου του Σχήµατος 4.17.  

 

 

AsCH3

CH3

O

Se AsSe

CH3

O

CH3

MMrr = 402= 402

AsCH3

CH3

O

Se AsSe

CH3

O

CH3

MMrr = 402= 402

AsCH3

CH3

Se

OH

MMrr = 202= 202

AsCH3

CH3

Se

OH

MMrr = 202= 202

AsCH3

CH3

S

OH AsCH3

CH3

S

S As CH3

CH3



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  79 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.19. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων του µοριακού ιόντος m/z 403. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.20. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης µε µοριακό ιόν m/z 403. 

 

Ακολουθησε η µελέτη του µοριακού ιόντος m/z 203, µε προτεινόµενη δοµή 

που δίνεται στο Σχήµα 4.17. Αναλύοντας, λοιπόν, ξανά το δείγµα “DMAV_H2Se”, 

ελήφθησαν τα φάσµατα µάζας του Σχήµατος 4.21.  
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Σχήµα 4.21. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων του µοριακού ιόντος m/z 203. 

 

Η προτεινόµενη πορεία διάσπασης του µοριακού ιόντος δίνεται στο Σχήµα 

4.22. Τα αποτελέσµατα αυτά αποτελούν επιβεβαίωση του σχηµατισµού του 

παραγώγου που φαίνεται στο Σχήµα 4.17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.22. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης µε µοριακό ιόν m/z 203. 
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Η προσπάθεια εφαρµογής της χρωµατογραφίας που χρησιµοποιήθηκε µε τη 

µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS, για την ανάλυση του δείγµατος “DMAV_H2Se” και µε 

την τεχνική HPLC-ICP-MS, έτσι ώστε να είναι δυνατή η άµεση σύγκριση των 

αποτελεσµάτων, δεν έδωσε ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Στο χρωµατογράφηµα 

HPLC-ICP-MS που προέκυψε, παρατηρήθηκε συνέκλουση των κορυφών, οι οποίες 

επικαλύοπονται από την κορυφή της ένωσης DMAV, για την οποία 

χρησιµοποιήθηκε η εξαιρετικά υψηλή συγκέντρωση 100 mg/L.  

  

  

44..33..33..  ΕΕΦΦΑΑΡΡΜΜΟΟΓΓΗΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--IICCPP--MMSS  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗ  ∆∆ΙΙΕΕΡΡΕΕΥΥΝΝΗΗΣΣΗΗ    

ΣΣΧΧΗΗΜΜΑΑΤΤΙΙΣΣΜΜΟΟΥΥ  ΕΕΝΝΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  AAss--SSee  ΣΣΕΕ  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΑΑ  ΑΑΝΝΘΘΡΡΩΩΠΠΙΙΝΝΩΩΝΝ  ΟΟΥΥΡΡΩΩΝΝ  

 

Προκειµένου να διερευνηθεί ο σχηµατισµός ενώσεων As-Se σε βιολογικά 

συστήµατα, αποφασίστηκε η ανάλυση δειγµάτων ανθρώπινων ούρων, µε την 

τεχνική HPLC-ICP-MS. Εφαρµόστηκε η µέθοδος που αναπτύχθηκε στην 

παράγραφο 4.3.1, βασισµένη σε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης ιοντικού 

ζεύγους. Τα δείγµατα ούρων ελήφθησαν από εθελοντή, ο οποίος είχε λάβει 

ταυτόχρονα αρσενικό και σελήνιο, µέσω συµπληρωµάτων διατροφής. Πιο 

συγκεκριµένα, στον εθελοντή χορηγήθηκαν 3 ταµπλέτες από ένα πολυβιταµινούχο 

συµπλήρωµα διατροφής, το οποίο περιέχει σεληνίο, σε συγκέντρωση 200 µg Se/ 

ταµπλέτα και ~ 1 g από το δείγµα από φύκη “kelp-1”, τo οποίo περιέχει τα τέσσερα 

οξο-αρσενοσάκχαρα του Σχήµατος 4.2. Το φυσικό αυτό προϊόν χρησιµοποιείται 

ευρέως στην Αµερική ως συµπλήρωµα διατροφής. Τα δείγµατα ούρων ελήφθησαν σε 

χρονικά διαστήµατα 3.5, 6.5, 9, 11 και 12 ωρών, µετά τη λήψη των 

συµπληρωµάτων. Ως δείγµα ελέγχου χρησιµοποιήθηκε ένα δείγµα ούρων, το οποίο 

ελήφθη πριν από τη χορήγηση των δυο µεταλλοειδών, δηλαδή τη χρονική στιγµή t 

= 0 hrs. Όλα τα δείγµατα, πριν την ανάλυσή τους, αποθηκεύτηκαν σε αδρανή 

ατµόσφαιρα αερίου Ar, προκειµένου να αποφευχθεί η οξείδωση των, πιθανά 

σχηµατιζόµενων, µεταβολιτών As-Se. 

Σε όλα τα δείγµατα ανθρώπινων ούρων που αναλύθηκαν, διαπιστώθηκε 

όµοιο χρωµατογραφικό προφίλ για το αρσενικό, µε µικρές διαφορές να 

παρατηρούνται στην ένταση των σχηµατιζόµενων κορυφών. Όσον αφορά το 

σελήνιο, και σε αυτή την περίπτωση, το χρωµατογραφικό προφίλ των κορυφών 

παραµένει σχεδόν αµετάβλητο, µε την ένταση όµως των κορυφών να ενισχύεται µε 

την πάροδο του χρόνου. Μετά την παρέλευση χρονικού διαστήµατος ίσου µε 6.5 
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hrs, η ποσότητα του σεληνίου στα δείγµατα παρουσιάζει πτωτική τάση. Ένα 

αντιπροσωπευτικό χρωµατογράφηµα σε χρόνο t= 3.5 hrs, φαίνεται στο Σχήµα 4.23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.23. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS δείγµατος ούρων σε χρόνο t=3.5 hrs.  

 

Στο παραπάνω χρωµατογράφηµα διακρίνονται διάφορες κορυφές, τόσο για 

το αρσενικό όσο και για το σελήνιο, εκ των οποίων, σε αυτή που αντιστοιχεί σε 

χρόνο ~8 min φαίνεται να λαµβάνει χώρα συνέκλουση των δύο στοιχείων. Η 

παραπάνω κορυφή παρατηρήθηκε σε όλα τα δείγµατα ούρων που αναλύθηκαν στην 

παρούσα µελέτη, µε τάση µείωσης µε το χρόνο λήψης του δείγµατος. Ωστόσο, όπως 

διαπιστώθηκε σε ακόλουθα χρωµατογραφήµατα, η συγκεκριµένη κορυφή δεν 

αντιστοιχεί σε παράγωγο As-Se, αφού πρόκειται απλά για συνέκλουση των δύο 

κορυφών, οι οποίες αντιπροσωπεύουν διαφορετικές ενώσεις αρσενικού και 

σεληνίου. Χαρακτηριστικό είναι το χρωµατογράφηµα που προέκυψε κατά την 

ανάλυση δείγµατος σε χρόνο t=9 hrs (Σχήµα 4.24), όπου είναι εµφανής η ελάχιστη 

αλλά υπαρκτή διαφορά στους χρόνους έκλουσης. 
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Εποµένως, δεν κατέστη δυνατή η ανίχνευση ενώσεων As-Se στα ανθρώπινα 

ούρα, έπειτα από ταυτόχρονη χορήγηση των δύο µεταλλοειδών, µέσω 

συµπληρωµάτων διατροφής. 

Σχήµα 4.24. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS δείγµατος ούρων σε χρόνο t=9 hrs.  

 

Ενδέχεται, λοιπόν, τα δείγµατα από ούρα να µην είναι κατάλληλα για τη 

διερεύνηση σχηµατισµού των συγκεκριµένων ενώσεων. Να υπενθυµίσουµε ότι η 

µοναδική ένωση As-Se που έχει αναφερθεί, µέχρι σήµερα, στη βιβλιογραφία 

ανιχνεύτηκε σε δείγµατα χολής ζώων, τα οποία είχαν προσλάβει υψηλές 

συγκεντρώσεις ανόργανου αρσενικού και σεληνίου, γεγονός που καθιστά τα 

δείγµατα αυτά καταλληλότερα για µελέτες σχηµατισµού σεληνο-αρσενικικών 

ενώσεων. Παράλληλα, έχει αναφερθεί, σε πρόσφατη µελέτη, ότι ορισµένα φύκη από 

την περιοχή της Κορσικής περιέχουν αξιοσηµείωτα υψηλές συγκεντρώσεις σε 

αρσενικό και σελήνιο. Η ανάλυση, λοιπόν, των δειγµάτων αυτών, µε την µέθοδο 

που αναπτύχθηκε στην παρούσα µελέτη, θα είχε εξαιρετικό ενδιαφέρον 

προκειµένου να εξεταστεί η ύπαρξη ενώσεων As-Se.36 
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444...444...    ΣΣΣΥΥΥΜΜΜΠΠΠΕΕΕΡΡΡΑΑΑΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

 

Ολοκληρώνοντας την παρούσα µελέτη, η οποία είχε ως αντικείµενο την 

σύνθεση και την ταυτοποίηση, µε τεχνικές υγρής χρωµατογραφίας - 

φασµατοµετρίας µάζας, ενώσεων που περιέχουν στο µόριο τους τόσο το αρσενικό 

όσο και το σελήνιο, εξήχθησαν µια σειρά από συµπεράσµατα, τα οποία 

παρουσιάζονται αναλυτικά στις επόµενες παραγράφους. Να υπενθυµιστεί στο 

σηµείο αυτό, ότι το ενδιαφέρον εστιάστηκε στα, πιθανά σχηµατιζόµενα σεληνο-

αρσενοσάκχαρα, που φαίνονται στο Σχήµα 4.7, για τα οποία υπήρχε η εκτίµηση 

ότι, πιθανώς, σχηµατίζονται από τα αντίστοιχα οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-

Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate, που έχουν ανιχνευτεί σε ένα µεγάλο 

αριθµό θαλάσσιων οργανισµών. Η προσπάθεια σύνθεσης των σεληνο-

αρσενοσακχάρων βασίστηκε στην αντίδραση των οξο-αρσενοσακχάρων µε αέριο 

H2Se. Επίσης, µελετήθηκε και η αντίδραση του τελευταίου µε την ένωση DMAV, 

και έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης των προϊόντων που σχηµατίστηκαν κατά την 

αντίδραση αυτή. Αναλυτικά, κατά την διάρκεια της παρούσας µελέτης, 

επετεύχθησαν οι παρακάτω στόχοι. 

♦ Ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ICP-MS, βασισµένης σε χρωµατογραφία αντίστροφης 

φάσης ιοντικού ζεύγους, για την ανίχνευση ενώσεων As-Se. Η ανάπτυξη της 

µεθόδου βασίστηκε στην ανάλυση του δείγµατος “kelp-1_H2Se”, που προέκυψε 

από την αντίδραση του εκχυλίσµατος “kelp-1” (το οποίο περιέχει υψηλές 

συγκεντρώσεις των οξο-αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol, -Phosphate, -

Sulfonate και -Sulfate), µε αέριο H2Se. Από τις αναλύσεις αυτές, προέκυψε ο 

σχηµατισµός, τουλάχιστον τεσσάρων, ενώσεων As-Se, οι οποίες, µάλιστα, 

παρουσιάζουν παρόµοια χρωµατογραφική συµπεριφορά µε τα τέσσερα θειο-

αρσενοσάκχαρα DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate 

(που έχουν ανιχνευτεί σε βιολογικά δείγµατα). Τα αποτελέσµατα που 

προέκυψαν µε την παρούσα µεθοδολογία συνηγορούν υπέρ του σχηµατισµού 

των τεσσάρων σεληνο-αρσενοσακχάρων του Σχήµατος 4.7. 

♦ Εφαρµογή της µεθόδου HPLC-ICP-MS, για την ανάλυση του δείγµατος 

“DMAV_H2Se”, που προέκυψε από την αντίδραση πρότυπου διαλύµατος της 

ένωσης “DMAV”, µε αέριο H2Se. Και σε αυτή την περίπτωση, παρατηρείται ο 

σχηµατισµός ενώσεων As-Se, τα οποία µπορούν να διερευνηθούν περαιτέρω µε 

την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS. 
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♦ Ανάλυση, µε την τεχνική HPLC-ICP-MS, δειγµάτων ανθρώπινων ούρων από 

εθελοντή, ο οποίος είχε λάβει ταυτόχρονα αρσενικό και σελήνιο, µέσω 

συµπληρωµάτων διατροφής. Τα δείγµατα εξετάστηκαν για την ύπαρξη ενώσεων 

As-Se, ωστόσο, η προσπάθεια δεν στέφθηκε µε επιτυχία. 

♦ Ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS, βασισµένης σε χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης, για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των ενώσεων As-Se 

που ανιχνεύτηκαν και µε την τεχνική HPLC-ICP-MS. Ωστόσο, η ανάλυση του 

δείγµατος “kelp-1_H2Se”, µε τη συγκεκριµένη τεχνική, δεν έδωσε 

ικανοποιητικά αποτελέσµατα, πιθανόν λόγω πολύπλοκης µήτρας του δείγµατος. 

Εποµένως, κρίθηκε απαραίτητη η αποµόνωση, από το δείγµα “kelp-1”, 

κλασµάτων εµπλουτισµένων στα τέσσερα οξο-αρσενοσάκχαρα, τα οποία, στη 

συνέχεια, υπέστησαν αντίδραση µε το αέριο H2Se, µε σκοπό τη µετατροπή των 

οξο-αρσενοσακχάρων στα αντίστοιχα σεληνο-αρσενοσάκχαρα. Η αντίδραση αυτή 

αποδείχτηκε επιτυχής, αφού οδήγησε στο σχηµατισµό των δύο σεληνο-

αρσενοσακχάρων Se-AsSugar-Glycol και –Sulfate, τα οποία ανιχνεύτηκαν και 

ταυτοποιήθηκαν µε τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS. 

♦ Εφαρµογή της µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS για την ανάλυση του δείγµατος 

“DMAV_H2Se”. Ανίχνευση και ταυτοποίηση δύο παραγώγων As-Se, βασισµένων 

στην ένωση DMAV. 

♦ Ο σχηµατισµός ενώσεων As-Se καθώς και ο φασµατοµετρικός προσδιορισµός 

τους είναι µείζονος σηµασίας για τη µελλοντική µελέτη πιθανών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ των δύο µεταλλοειδών, σε βιολογικά συστήµατα. 

Ωστόσο, το γεγονός ότι, όπως αποδείχτηκε στην παρούσα µελέτη, τα 

συγκεκριµένα παράγωγα είναι εξαιρετικά ασταθή, σε κανονικές συνθήκες, 

εποµένως, ακόµα και αν συναντώνται σε βιολογικά δείγµατα, αναµένεται η 

συγκέντρωσή τους να είναι εξαιρετικά χαµηλή, επιβάλλει τη χρησιµοποίηση 

ευαίσθητων και εκλεκτικών τεχνικών ανίχνευσης. Επίσης, ιδιαίτερη προσοχή 

πρέπει να δίνεται στις συνθήκες υπό τις οποίες γίνεται η αποθήκευση, αλλά 

και η επεξεργασία των εξεταζόµενων δειγµάτων, ώστε να αποφευχθεί η 

οξείδωσή τους. 
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ    555   
ΣΣΣΥΥΥΝΝΝΘΘΘΕΕΕΣΣΣΗΗΗ   ΠΠΠΡΡΡΟΟΟΤΤΤΥΥΥΠΠΠΩΩΩΝΝΝ    ΕΕΕΝΝΝΩΩΩΣΣΣΕΕΕΩΩΩΝΝΝ    ΑΑΑΡΡΡΣΣΣΕΕΕΝΝΝΙΙΙΚΚΚΟΟΟΥΥΥ---ΓΓΓΛΛΛΟΟΟΥΥΥΤΤΤΑΑΑΘΘΘΕΕΕΙΙΙΟΟΟΝΝΝΗΗΗΣΣΣ    

(((AAAsss---GGGSSSHHH))),,,   ΠΠΠΡΡΡΟΟΟΣΣΣ∆∆∆ΙΙΙΟΟΟΡΡΡΙΙΙΣΣΣΜΜΜΟΟΟΣΣΣ    ΤΤΤΟΟΟΥΥΥΣΣΣ    ΜΜΜΕΕΕ    ΤΤΤΙΙΙΣΣΣ    ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΥΥΥΣΣΣ    HHHPPPLLLCCC---EEESSSIII---

MMMSSS///MMMSSS---SSSRRRMMM   ΚΚΚΑΑΑΙΙΙ    HHHPPPLLLCCC---IIICCCPPP---MMMSSS   ΚΚΚΑΑΑΙΙΙ    ΜΜΜΕΕΕΛΛΛΕΕΕΤΤΤΗΗΗ    ΤΤΤΟΟΟΥΥΥ    ΡΡΡΟΟΟΛΛΛΟΟΟΥΥΥ    ΤΤΤΟΟΟΥΥΥΣΣΣ    ΣΣΣΤΤΤΟΟΟ   

ΜΜΜΕΕΕΤΤΤΑΑΑΒΒΒΟΟΟΛΛΛΙΙΙΣΣΣΜΜΜΟΟΟ    ΤΤΤΟΟΟΥΥΥ    ΑΑΑΡΡΡΣΣΣΕΕΕΝΝΝΙΙΙΚΚΚΟΟΟΥΥΥ    

 

555...111...    ΒΒΒΙΙΙΒΒΒΛΛΛΙΙΙΟΟΟΓΓΓΡΡΡΑΑΑΦΦΦΙΙΙΚΚΚΗΗΗ    ΑΑΑΝΝΝΑΑΑΣΣΣΚΚΚΟΟΟΠΠΠΗΗΗΣΣΣΗΗΗ    –––   ΣΣΣΚΚΚΟΟΟΠΠΠΟΟΟΣΣΣ    

 

ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΚΚΗΗ  ΑΑΝΝΑΑΣΣΚΚΟΟΠΠΗΗΣΣΗΗ  

Ο ρόλος των σουλφιδρυλικών οµάδων (-SH), τόσο στον οξειδοαναγωγικό 

κύκλο, όσο και στην βιοµεθυλίωση του αρσενικού, αποτελεί βασικό ερωτήµα της 

βιοχηµείας και της έρευνας που σχετίζεται µε την ειδοταυτοποίηση των 

στοιχείων.1 Ο όρος “βιοµεθυλίωση” αναφέρεται στην ενζυµατικά καταλυόµενη 

µεταφορά µιας µεθυλοµάδας, από ένα άτοµο-δότη σε ένα άτοµο-δέκτη.2 

Η γλουταθειόνη (GSH) αποτελεί την πιο άφθονη σουλφιδρυλική ένωση που 

συναντάται στα κύτταρα, µε τη µέση συγκέντρωσή της στα ερυθροκύτταρα να 

ανέρχεται σε 7 mM.3 Πρόκειται για ένα τριπεπτίδιο, αποτελούµενο από τα 

αµινοξέα γλουταµινικό οξύ (γ-glutamic acid), κυστεΐνη (cysteine) και γλυκίνη 

(glycine) και το οποίο απεικονίζεται στο Σχήµα 5.1. Σήµερα, έχει πλέον 

διευκρινιστεί ο αντιοξειδωτικός ρόλος της GSH,4,5,6 καθώς και η συµβολή της στην 

προστασία των κυττάρων από τις τοξίνες και τις ελεύθερες ρίζες.7 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.1. ∆οµή της GSH. 

 

Από την άλλη, το αρσενικό ανήκει στην κατηγορία των µεταλλοειδών και 

συναντάται στις οξειδωτικές καταστάσεις +3, +5 και -3. Τα τρισθενή ανόργανα είδη 

του στοιχείου είναι γνωστά ως αρσενικώδη (iAsIII) και τα πεντασθενή ως 

αρσενικικά (iAsV), ενώ στην οξειδωτική κατάσταση -3 συναντώνται οι ενώσεις που 
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είναι γνωστές ως αρσίνες. Εικάζεται ότι ο µηχανισµός τοξικότητας διαφέρει 

ανάλογα µε την οξειδωτική κατάσταση του στοιχείου, µε τα τρισθενή είδη να 

δεσµεύονται σε ένζυµα, τα οποία φέρουν σουλφιδρυλικές οµάδες και τα πεντασθενή 

να υποκαθιστούν τις φωσφορικές ενώσεις σε ενζυµατικά καταλυόµενες αντιδράσεις, 

προκαλώντας, και στις δύο περιπτώσεις, αλλοίωση της φυσιολογικής δράσης του 

ενζύµου.8 Η σύγκριση της τοξικότητας των παραπάνω ειδών αποτελεί πολύπλοκο 

ζήτηµα, αφού στον οργανισµό τα πεντασθενή είδη µετατρέπονται σε τρισθενή και 

αντίστροφα, µε τον ακριβή µηχανισµό αυτής της αλληλοµετατροπής να µην έχει 

ακόµα διευκρινιστεί πλήρως.8 

Ο µεταβολισµός του ανόργανου αρσενικού στους ζωντανούς οργανισµούς, 

έχει αποτελέσει, κατά καιρούς, αντικείµενο εκτεταµένης έρευνας, µε τον 

Challenger να διατυπώνει πρώτος τη θεωρία περί βιοµεθυλίωσης των ανόργανων 

ενώσεων του στοιχείου9 και µια σειρά άλλων ερευνητών να υιοθετούν, στη 

συνέχεια, την ίδια θεωρία.10,11 Αναλυτικά, η σχέση ανάµεσα στην οξειδωτική 

κατάσταση του αρσενικού και τη µεθυλίωσή του, απεικονίζεται στο µηχανσιµό που 

πρότειναν ο Cullen και οι συνεργάτες του το 1984 (Σχήµα 5.2).12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.2. Προτεινόµενη πορεία µεθυλώσης του ανόργανου αρσενικού, από τον 

Cullen και τους συνεργάτες του.12 

 

Στο σχήµα αυτό, µια σειρά από διαδοχικές αντιδράσεις οξειδοαναγωγής και 

µεθυλίωσης λαµβάνουν χώρα, µε συνέπεια τα iAsV, τα οποία προσλαµβάνονται, 

κυρίως, µέσω του πόσιµου νερού, αλλά και ορισµένων τροφών, να µετατρέπονται 

στα πεντασθενή µεθυλιωµένα οργανοαρσενικικά παράγωγα µονοµεθυλαρσενικικό 
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οξύ (MMAV), διµεθυλαρσενικικό οξύ (DMAV) και οξείδιο της τριµεθυλαρσίνης 

(TMAOV), καθώς και στην τριµεθυλαρσίνη (TMAΙΙΙ), όπου το αρσενικό συναντάται 

στην οξειδωτική κατάσταση -3 (Σχήµα 5.2). Σύµφωνα µε το µηχανισµό αυτό, αρχικά 

λαµβάνει χώρα αναγωγή των iAsV σε iAsIII, ενώ ακολουθεί οξειδωτική µεθυλίωση 

των τελευταίων, προς σχηµατισµό των πεντασθενών µεθυλιωµένων παραγώγων. Η 

GSH δρά ως αναγωγικό µέσο, παρέχοντας το ζεύγος ηλεκτρονίων που απαιτείται, 

για τη µετάβαση από την οξειδωτική κατάσταση +5 στην οξειδωτική κατάσταση +3, 

ενώ, για τη µεθυλίωση, απαιτείται ένας δότης µεθυλοµάδας, µε προτεινόµενη την 

S-αδενοσυλοµεθειονίνη (S-adenosylmethionine, SAM),13 η δοµή της οποίας 

φαίνεται στο Σχήµα 5.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.3. ∆οµή της SAM. 

 

Η µεθυλοµάδα της SAM αποσπάται µε τη µορφή καρβοκατιόντων (CH3+), τα 

οποία µεθυλιώνουν τα iAsIII, προκαλώντας, παράλληλα, την οξείδωσή τους.14 

Συνέπεια των παραπάνω, είναι ο σχηµατισµός των παραγώγων MMAV και DMAV, 

τα οποία αποτελούν και τους κύριους µεταβολίτες του αρσενικού στα ανθρώπινα 

ούρα.10 Ωστόσο, πρόσφατα, τα αντίστοιχα τρισθενή είδη, µονοµεθυλαρσενικώδες 

οξύ (MMAIII) και διµεθυλαρσενικώδες οξύ (DMAIII), των οποίων οι δοµές φαίνονται 

στο Σχήµα 5.2, ανιχνεύτηκαν στα ούρα ασθενών, οι οποίοι είχαν προσλάβει υψηλές 

συγκεντρώσεις ανόργανου αρσενικού.15 Μέχρι πρόσφατα, η µεθυλίωση του 

αρσενικού χαρακτηριζόταν ως “διαδικασία αποτοξίνωσης” του οργανισµού από τα 

βλαβερά ανόργανα είδη, αφού οι µεθυλιωµένοι µεταβολίτες MMAV και DMAV είναι 

λιγότερο τοξικοί από τα αντίστοιχα ανόργανα είδη.16,17 Σήµερα, η µεθυλίωση 

χαρακτηρίζεται “διαδικασία βιοενεργοποίησης”, αφού η τοξικότητα των ενδιάµεσων 

µεταβολιτών MMAIII και DMAIII έχει αποδειχτεί µεγαλύτερη, ακόµα και από αυτή 

των ανόργανων µορφών.18 Οι µεταβολίτες MMAIII και DMAIII φαίνεται να 

διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη βιοµετατροπή, αλλά και στην τοξικότητα, του 
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ανόργανου αρσενικού, εποµένως, η παρουσία τους στα ανθρώπινα ούρα, 

επιβάλλεται να επιβεβαιωθεί µε αξιόπιστες αναλυτικές µεθόδους. Πολλές από τις 

αρχικές µελέτες που εφαρµόστηκαν για την ταυτοποίηση των µεταβολιτών αυτών, 

βασίστηκαν στην ανάλυση πρότυπων διαλυµάτων των προς εξέταση ενώσεων, τα 

οποία παρασκευάστηκαν έπειτα από κατεργασία µε αντιδραστήρια που περιέχουν 

θείο (sodium thiosulfate).19,15 Αποτέλεσµα των παραπάνω συνθετικών µεθόδων, 

ήταν το τελικό διάλυµα να περιέχει, εκτός από τις επιθυµητές ενώσεις, και υψηλές 

συγκεντρώσεις θειούχων οργανοαρσενικικών ενώσεων, όπως αποδείχτηκε 

αργότερα.20,21 Το παραπάνω πρόβληµα αντιµετωπίστηκε, εφαρµόζοντας 

διαφορετικές συνθετικές πορείες και επιβεβαιώνοντας, στη συνέχεια, την 

καθαρότητα των τελικών προϊόντων, µε πειράµατα φασµατοσκοπίας NMR.22 

Tις τελευταίες δεκαετίες έχει αναπτυχθεί έντονο ενδιαφέρον, σχετικά µε το 

ρόλο που διαδραµατίζει η GSH στη µεθυλίωση και την τοξικότητα του αρσενικού. 

Eπειδή οι µεθυλιωµένοι µεταβολίτες του στοιχείου αποτελούν ενώσεις µε τοξικές 

και καρκινογενείς ιδιότητες, για το λόγο αυτό δίνεται ιδιαίτερη έµφαση στο ρόλο 

που διαδραµατίζει η GSH στο µεταβολισµό αυτό. 

Ο Scott και οι συνεργάτες του, διερεύνησαν τις οξειοδοαναγωγικές 

αντιδράσεις µεταξύ iAsV και GSH, αλλά και τη δέσµευση των iAsIII σε αυτή.8 Κατά 

τη διάρκεια της συγκεκριµένης µελέτης, έλαβαν χώρα αντιδράσεις µεταξύ της GSH 

και των ενώσεων αρσενικώδες νάτριο (NaAsO2), ένυδρο αρσενικικό νάτριο 

(Na2HAsO4·7H2O), MMAV και DMAV. Η αντίδραση µεταξύ NaAsO2 και GSH, είχε 

ως αποτέλεσµα το σχηµατισµό του συµπλόκου As(GS)3 (ArsenicTriGlutathione, 

ATG), ο χαρακτηρισµός του οποίου έγινε µε Φασµατοσκοπία NMR και 

Φασµατοµετρία Μάζας Βοµβαρδισµού µε Ταχέα Άτοµα (FAB-MS). Από την άλλη, η 

ανάµιξη διαλυµάτων των ενώσεων Na2HAsO4·7H2O και GSH οδήγησε στην 

οξείδωση της τελευταίας και το σχηµατισµό του δισλουλφιδίου της γλουταθειόνης 

(GSSG), που φαίνεται στο Σχήµα 5.4.  

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.4. ∆οµή της GSSG. 
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Η αντίδραση της GSH µε διαλύµατα των ενώσεων MMAV και DMAV, 

οδήγησε στο σχηµατισµό των συµπλόκων CH3As(GS)2 

(MethylArsenicDiGlutathione - MADG) και (CH3)2As(GS) (Di 

MethylArsenicGlutathione - DMAG).8 Η ονοµασία των συµπλόκων αυτών, στα 

οποία το αρσενικό συναντάται στην οξειδωτική κατάσταση +3 (AsIII-GSH), 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 5.1, ενώ οι δοµές τους απεικονίζονται στο Σχήµα 5.5. 

 

 

 

 

Σχήµα 5.5. ∆οµές των συµπλόκων (α) ATG (β) MADG και (γ) DMAG. 

 

Πίνακας 5.1. Ονοµατολογία των συµπλόκων ATG, MADG και DMAG. 
Ονοµατολογία Συντόµευση 

tri(glutamyl-cysteinyl-glycinyl)trithio-arsenite ATG 

di(glutamyl-cysteinyl-glycinyl)methyl-dithio-arsonite MADG 

(ã-glutamyl-cysteinyl-glycinyl)dimethyl-thio-arsinite DMAG 

 
Το 2000, οι Kala et al, ανέφεραν σε µελέτη τους ότι τα iAsIII µεταβολίζονται 

στο συκώτι ποντικών και εκκρίνονται τελικά στη χολή, µε τη µορφή των 

συµπλόκων ATG και MADG.23 Ωστόσο, παρόλο που τα σύµπλοκα αυτά αναφέρονται 

ως οι κύριοι µεταβολίτες του αρσενικού στη χολή των συγκεκριµένων ζώων, δε 

συµµετέχουν στο µεταβολισµό των iAsIII, όπως αυτός παρουσιάζεται από τους 

Cullen et al (Σχήµα 5.2). 

Πρόσφατα, οι Hayakawa et al, εξέτασαν την πιθανότητα τα σύµπλοκα ATG 

και MADG να δρούν ως υποστρώµατα για το ένζυµο Cyt19.24 Το ένζυµο αυτό 

αποµονώθηκε το 2002 από το συκώτι ποντικών25 και ανήκει στην κατηγορία των 

µεθυλοτρανσφερασών του αρσενικού (arsenic methyltransferases). Οι 

µεθυλοτρανσφεράσες αποτελούν ένζυµα, τα οποία συµβάλλουν στη µεταφορά µιας 

µεθυλοµάδας, από ένα δότη σε ένα δέκτη. Από την παραπάνω µελέτη, προέκυψε ότι 

τα iAsIII µεθυλιώνονται, µέσω σχηµατισµού των συµπλόκων ATG και MADG και 

παρουσία των SAM, GSH και Cyt19. Εποµένως, η αρχική υπόθεση των ερευνητών, 

ότι τα δύο σύµπλοκα ATG και MADG δρούν ως υποστρώµατα για το ένζυµο Cyt19 

και συµµετέχουν άµεσα στη µεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού, επιβεβαιώθηκε. 

Στη συνέχεια, οι µελετητές πρότειναν τον εναλλακτικό µηχανισµό µεθυλίωσης του 
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ανόργανου αρσενικού, σε βιολογικά συστήµατα, ο οποίος απεικονίζεται Σχήµα 

5.6.24 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Σχήµα 5.6. Εναλλακτική πορεία βιοµεθυλώσης του ανόργανου αρσενικού, σύµφωνα 

µε τον Hayakawa και τους συνεργάτες του.24 

 

Ο µηχανισµός δράσης του ενζύµου Cyt19 και της SAM, σχετικά µε τη 

µεθυλίωση του συµπλόκου ATG, απεικονίζεται λεπτοµερώς στο Σχήµα 5.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.7. Προτεινόµενος µηχανισµός µεθυλίωσης του συµπλόκου ATG, από την 

SAM, παρουσία του ενζύµου Cyt19.24 

 

Όπως φαίνεται στο προηγούµενο σχήµα, το ζεύγος ηλεκτρονίων που φέρει 

το θείο της κυστεϊνικής οµάδας της GSH (η οποία περιέχεται στο σύµπλοκο ATG), 

προσβάλλει το κατιονικό θείο της SAM, µε αποτέλεσµα τη µεταφορά µιας 

µεθυλοµάδας στο σύµπλοκο ATG. 
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Οι διαφορές ανάµεσα στο µηχανισµό του Cullen και αυτόν του Hayakawa 

είναι σηµαντικές, µε τον δεύτερο να εµφανίζει τα πεντασθενή παράγωγα MMAV 

και DMAV σαν τελικά προϊόντα του µεταβολισµού του αρσενικού, επιβεβαιώνοντας 

τα πειραµατικά δεδοµένα, τα οποία αναφέρουν τα είδη αυτά ως τις επικρατέστερες 

ενώσεις του στοιχείου στα ανθρώπινα ούρα.26,27 Από την άλλη, στο µηχανισµό του 

Cullen, οι παραπάνω ενώσεις παρουσιάζονται ως ενδιάµεσα προϊόντα, ενώ οι 

αντίστοιχες τρισθενείς MMAIII και DMAIII θεωρούνται οι τελικοί µεταβολίτες του 

στοιχείου. Επίσης, στον πρόσφατα προτεινόµενο µηχανισµό του Hayakawa, οι 

υψηλής τοξικότητας µεταβολίτες MMAIII και DMAIII οξειδώνονται και 

µετατρέπονται στους, λιγότερο τοξικούς, MMAV και DMAV, γεγονός που βρίσκεται 

σε συµφωνία και µε την θεωρία του Aposhian, σύµφωνα µε την οποία “η οξείδωση 

του αρσενικού αποτελεί ταυτόχρονα διαδικασία αποτοξίνωσης του οργανισµού”.28 

Στο σηµείο αυτό, αξίζει να αναφερθεί η µελέτη των Zakharyan et al, οι 

οποίοι, το 1999, πρότειναν τη µεθυλίωση των iAsIII από την µεθυλοκοβαλαµίνη 

(CH3B12, Σχήµα 5.9), παρουσία GSH και απουσία ενζύµων, ισχυριζόµενοι ότι αυτό 

γίνεται µέσω πυρηνόφιλης προσβολής του δεσµού Co-C από ένα σύµπλοκο AsIII-

GSH, όπως φαίνεται στο Σχήµα 5.8.29 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.8. Προτεινόµενος µηχανισµός µη-ενζυµατικής µεθυλίωσης των iAsIII από 

την CH3B12.29 
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Όταν µια µεθυλοµάδα µεταφέρεται (απουσία ενζύµων), από την CH3B12 σε 

ένα ιόν βαρέως µετάλλου, λαµβάνει χώρα διάσπαση του δεσµού Co-C, η οποία, 

ανάλογα µε τις συνθήκες, οδηγεί στο σχηµατισµό ενός καρβoκατιόντος (CH3+), µιας 

ρίζας (CH3·) ή ενός καρβανιόντος (CH3-).2 Σε προηγούµενες µελέτες, έχει 

αποδειχτεί ότι τα iAsIII µεθυλιώνονται, απουσία ενζύµων και παρουσία CH3B12 και 

GSH. Ωστόσο, σύµφωνα µε την εξήγηση που δίνει ο Hogenkamp, η προσβολή του 

δεσµού Co-C από το σύµπλοκο AsIII-GSH, λαµβάνει χώρα µόνο σε αλκαλικές και 

αυστηρά αναερόβιες συνθήκες.30,31 Σε µελέτη του 1971, η οποία διεξήχθη σε 

εκχυλίσµατα κυττάρων του µεθανοβάκιλλου, η CH3B12 αναφέρεται σαν δότης 

µεθυλοµάδας στην βιοσύνθεση της διµέθυλαρσίνης ((CH3)2AsH), από τα iAsIII ή τα 

iAsV.32 Αργότερα, οι Buchet et al αναφέρουν ότι η CH3B12 µεθυλιώνει τα iAsIII,33 

ανεξάρτητα από την ύπαρξη ενζύµων, ενώ, στη µελέτη των Zakharyan et al, 

αποδεικνύεται ότι η CH3B12 µεθυλιώνει τα iAsIII, απουσία ενζύµων, µε την 

προϋπόθεση ότι η µεθυλίωση αυτή γίνεται παρουσία GSH.29 Στην εργασία αυτή, η 

οποία βασίστηκε σε υγρή χρωµατογραφία στήλης και στη χρήση του ραδιενεργού 

ισότοπου 73As, ανιχνεύτηκαν τα παράγωγα MMAV και DMAV, µεταξύ των 

προϊόντων της αντίδρασης. Η ίδια αντίδραση, µελετήθηκε, στη συνέχεια, και από 

τους Pergantis et al, αυτή τη φορά αποφευγοντας τη χρήση ραδιενεργών ισοτόπων 

και εφαρµόζοντας την τεχνική της Φασµατοµετρίας Μάζας Επαγωγικά 

Συζευγµένου Πλάσµατος (ICP-MS), σε συνδυασµό µε Υγρή Χρωµατογραφία 

Υψηλής Απόδοσης (HPLC).34 Ο διαχωρισµός των σχηµατιζόµενων ενώσεων, 

πραγµατοποιήθηκε σε στήλη ανιονανταλλαγής, ενώ τα παράγωγα που 

ανιχνεύτηκαν ήταν, και σε αυτή την περίπτωση, τα MMAV και DMAV. Και στις δυο 

παραπάνω µελέτες, διαπιστώθηκε ότι, απουσία της GSH, η µεθυλίωση δε λαµβάνει 

χώρα, ενώ, σε καµία από αυτές, δεν αναφέρεται η ύπαρξη συµπλόκων AsIII-GSH, 

µεταξύ των προϊόντων της αντίδρασης. Το γεγονός αυτό, ενδεχοµένως, οφείλεται 

στην οξείδωση ή την διάσπαση των συγκεκριµένων ενώσεων, υπό τις συνθήκες που 

επικρατούσαν, κατά την διάρκεια των εκάστοτε αναλύσεων. Για παράδειγµα, όπως 

αποδείχτηκε αργότερα, η ανάλυση των συµπλόκων µε χρωµατογραφία 

ανιονανταλλαγής και τη στήλη PRPX-100, προκαλεί την διάσπαση τους στη 

στήλη.35 Το γεγονός, λοιπόν, ότι στη µελέτη των Pergantis et al, η συγκεκριµένη 

χρωµατογραφία ήταν αυτή η οποία χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση των 

προϊόντων της αντίδρασης µεθυλίωσης, εξηγεί, ως ένα βαθµό, την αδυναµία 

ανίχνευσης των συµπλόκων AsIII-GSH.  
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Οι πρώτες προσπάθειες για την ανίχνευση και τον χαρακτηρισµό των 

συµπλόκων AsΙΙΙ-GSH, βασίστηκαν σε φασµατοσκοπία 1H NMR και 13C NMR και 

στην ανάλυση των, συντιθέµενων στο εργαστήριο, διαλυµάτων των τριών 

συµπλόκων ATG, MADG και DMAG. Οι µελέτες που ακολούθησαν, βασίστηκαν σε 

υγρή χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) χρησιµοποιώντας ενώσεις αρσενικού, 

ραδιενεργά ιχνοθετηµένες µε το ισότοπο 73As.13,36 Ωστόσο, καµία από τις δύο αυτές 

τεχνικές, δεν παρέχει την ευαισθησία και την εκλεκτικότητα που απαιτείται, για 

την ανίχνευση των συµπλόκων σε συγκεντρώσεις της τάξης των µερικών µg/L, στις 

οποίες, ενδέχεται, να συναντώνται τα είδη αυτά, σε βιολογικά συστήµατα. 

Επιπλέον, οι τεχνικές υγρής χρωµατογραφίας στήλης δεν εγγυώνται τη 

σταθερότητα των εξεταζόµενων ενώσεων, ενώ, η  χρήση ραδιενεργών ισοτόπων, 

όπως το 73As, είναι τεχνικά πολύπλοκη, αλλά και ανεπιθύµητη. Οι παραπάνω 

λόγοι, οδήγησαν τους ερευνητές στην αναζήτηση σύγχρονων αναλυτικών τεχνικών 

υγρής χρωµατογραφίας HPLC, σε συνδυασµό µε φασµατοµετρία µάζας, για την 

εκλεκτική ανίχνευση και τον χαρακτηρισµό των παραπάνω τριών ενωσεων. 

Αρχικά, ο Kala και οι συνεργάτες του, χρησιµοποιώντας χρωµατογραφία 

HPLC αντίστροφης φάσης, συζευγµένη, τόσο µε ICP-MS, όσο και µε 

Φασµατοµετρία Μάζας Ιονισµού µέσω Ηλεκτροψεκασµού (ESI-MS), εφαρµόζοντας 

τη Μέθοδο Επιλεγµένων Ιόντων (Selected Ion Monitoring - SIM), ταυτοποίησαν τα 

σύµπλοκα ATG και MADG, σε δείγµατα χολής ποντικών, οι οποίοι είχαν 

προσλάβει υψηλές συγκεντρώσεις αρσενικώδους νατρίου.23 Ωστόσο, µε τη µέθοδο 

αυτή, δεν ήταν δυνατός ο ικανοποιητικός διαχωρισµός των εξεταζόµενων ενώσεων, 

ένα πρόβληµα που επιλύθηκε από τους Raab et al, οι οποίοι, χρησιµοποιώντας, 

επίσης, χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης, πέτυχαν τη λήψη συµµετρικών και 

πλήρως διαχωρισµένων κορυφών, για τα σύµπλοκα ATG, MADG και DMAG, κατά 

τις αναλύσεις µε HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS.35 Το 2004, η ερευνητική 

οµάδα των Kala et al, κατάφερε, χρησιµοποιώντας τις τεχνικές HPLC-ICP-MS και 

HPLC-ESI-MS-SIM, να ανιχνεύσει και να ταυτοποιήσει τα σύµπλοκα ATG και 

MADG, σε ούρα ποντικών, οι οποίοι είχαν εµβολιαστεί µε υψηλές συγκεντρώσεις 

NaAsO2 (0.5-5 mg/kg).37 Η ιδιαιτερότητα των συγκεκριµένων τρωκτικών, είναι ότι 

παρουσιάζουν έλλειψη στο ένζυµο γ-glutamyl transpeptidase, µε συνέπεια να 

αδυνατούν να µεταβολίσουν και να διασπάσουν τη GSH. Εποµένως, οι 

συγκεντρώσεις του τριπεπτιδίου στα κύτταρα των τρωκτικών αυτών, είναι 

υψηλότερες από ότι συνήθως. Η συγκεκριµένη µελέτη αποτελεί την πρώτη 

αναφορά, για ύπαρξη συµπλόκων AsΙΙΙ-GSH σε ούρα, προτείνοντας, παράλληλα, το 
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συκώτι και το έντερο, ως πιθανές θέσεις σχηµατισµού των ATG και MADG, τα 

οποία, στη συνέχεια, µεταφέρονται στους νεφρούς, όπου φιλτράρονται, 

καταλήγοντας στα ούρα. 

Παρόλο που η τεχνική ESI-MS έχει, κατά καιρούς, χρησιµοποιηθεί, για 

την ταυτοποίηση των τρισθενών συµπλόκων AsΙΙΙ-GSH, τόσο σε πρότυπα 

διαλύµατα, όσο και σε βιολογικά δείγµατα, ωστόσο, µέχρι σήµερα, έχει δηµοσιευτεί 

µόνο µια µελέτη διαδοχικής φασµατοµετρίας µάζας (MS/MS), η οποία παρέχει 

δοµικές πληροφορίες, σχετικά µε τα προϊόντα ιόντα, που προκύπτουν από τη 

θραυσµατοποίηση των εξεταζόµενων ενώσεων.38 Πρόκειται για µια προκαταρκτική 

µελέτη, η οποία περιλαµβάνει και άλλα στοιχεία, πλήν του αρσενικού, και, για το 

λόγο αυτό, αναφέρει µόνο ένα περιορισµένο αριθµό προϊόντων ιόντων, τα οποία 

σχηµατίζονται κατά την θραυσµατοποίηση των πρόδροµων ενώσεων. 

Όπως είναι πλέον γνωστό, το αρσενικό παρουσιάζει ισχυρή συγγένεια µε το 

θείο (S), σχηµατίζοντας µια σειρά από πεντασθενή θειοαρσενικικά παράγωγα AsV-

S,39,40,41,42 τα περισσότερα από τα οποία συνιστούν µικρά οργανικά µόρια. Μέχρι 

σήµερα, µόνο ένας µικρός αριθµός πεπτιδίων, τα οποία περιέχουν αρσενικό, έχει 

ανιχνευτεί in vivo και πρόκειται για µια σειρά από σύµπλοκα αρσενικού µε 

φυτοχελατίνες (phytochelatines),43 που συναντώνται σε διάφορα φυτά, καθώς και 

τα σύµπλοκα AsΙΙΙ-GSH, τα οποία αναφέρθηκαν προηγουµένως. Οι φυτοχελατίνες 

είναι πολυµερή της GSH και δρουν ως αντιοξειδωτικά. Από την άλλη, η πρώτη 

αναφορά για την ύπαρξη συµπλόκου AsV-GSH, όπου το αρσενικό συναντάται στην 

οξειδωτική κατάσταση +5, έγινε το 2007 από τον Feldmann και τους συνεργάτες 

του, οι οποίοι ανίχνευσαν και ταυτοποίησαν την ένωση DMTAV-GSH 

(DimethylThioArsinicΑcid-GSH), που φαίνεται στο παρακάτω σχήµα.44  

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.10. ∆οµή του πεντασθενούς συµπλόκου DMTAV-GSH.44 

 

Το παράγωγο αυτό ανιχνεύτηκε σε λάχανα της οικογένειας Brassica 
oleracea, τα οποία είχαν προηγουµένως εκτεθεί σε υψηλές συγκεντρώσεις της 

ένωσης DMAV. Η συγκεκριµένη ανακάλυψη, όχι µόνο αλλάζει το σκηνικό της 

αλληλεπίδρασης του αρσενικού µε τα πλούσια σε θείο βιοµόρια, αλλά επίσης δίνει 
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έµφαση και στο γεγονός ότι οι αλληλεπιδράσεις As-S ενδέχεται να διαδραµατίζουν 

ρόλο - κλειδί στη δραστικότητα του αρσενικού και των ενδιάµεσων προϊόντων του, 

καθώς και στο µονοπάτι µεταβολισµού του στοιχείου σε βιολογικά συστήµατα. 

Όσον αφορά την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό της συγκεκριµένης ένωσης, αυτή 

πραγµατοποιήθηκε µε χρωµατογραφία HPLC αντίστροφης φάσης σε συνδυασµό µε 

τις τεχνικές ESI-MS/MS και ICP-MS.44 

 

 

ΣΣΚΚΟΟΠΠΟΟΣΣ  

Η µεθυλίωση των iAsIII από την CH3B12, παρουσία GSH, έχει µελετηθεί στο 

παρελθόν από διάφορες ερευνητικές οµάδες, µε τα µεθυλιωµένα οργανοαρσενικικά 

παράγωγα MMAV και DMAV να αναφέρονται ως τα κατεξοχην προϊόντα 

µεθυλίωσης, που έχουν ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί, µέχρι σήµερα. Επίσης, σε µια 

από τις µελέτες αυτές, επισηµάνθηκε η ύπαρξη και του τρισθενούς παραγώγου 

MMAIII, γεγονός όµως που τίθεται υπό αµφισβήτηση, αφού οι αναλυτικές µέθοδοι 

που χρησιµοποιήθηκαν στη συγκεκριµένη µελέτη, δεν ήταν ικανές να 

επιβεβαιώσουν την παρουσία της ένωσης αυτής. Ταυτόχρονα, στις παραπάνω 

µελέτες, γίνεται λόγος για τη συνολική απόδοση µεθυλίωσης των iAsIII (άθροισµα 

των συγκεντρώσεων των MMAV και DMAV προς την συγκέντρωση των iAsIII, που 

υπήρχε αρχικά στο µίγµα της αντίδρασης), η οποία, σε καµία περίπτωση, δεν 

υπερβαίνει το 22%. Επίσης, απουσία της GSH, η µεθυλίωση είναι αδύνατη. Οι 

παραπάνω παρατηρήσεις, δηλαδή η περιορισµένη απόδοση µεθυλίωσης και η 

απαραίτητη παρουσία της GSH στο σύστηµα, προκειµένου να καταστεί δυνατή η 

µεθυλίωση, οδήγησαν στην ιδέα του πιθανού σχηµατισµού των συµπλόκων AsΙΙΙ-

GSH, ως ενδιάµεσων προϊόντων. 

Η αδυναµία ανίχνευσης των συµπλόκων AsΙΙΙ-GSH στις, µέχρι σήµερα, 

διεξαχθείσες µελέτες µεθυλίωσης των iAsIII από την CH3B12, οφείλεται, κατά πάσα 

πιθανότητα, στην απουσία αναλυτικών µεθόδων, ικανών να ανιχνεύσουν, αλλά και 

να ταυτοποιήσουν, τα παράγωγα αυτά. Το γεγονός αυτό, αποτέλεσε το έναυσµα για 

την εκπόνηση της συγκεκριµένης µελέτης, η οποία είχε ως πρωταρχικό σκοπό την 

ανάπτυξη αναλυτικών µεθόδων, κατάλληλων για την ανίχνευση και το 

χαρακτηρισµό των συµπλόκων As-GSH. Πιο συγκεκριµένα, δόθηκε έµφαση στην 

ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS, εφαρµόζοντας τη µέθοδο Παρακολούθησης 

Επιλεγµένων Αντιδράσεων (SRM), µε σκοπό την εκλεκτική ανίχνευση και το 

χαρακτηρισµό των τριών τρισθενών συµπλόκων ATG, MADG και DMAG, καθώς 
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και του πεντασθενούς παραγώγου DMTAV-GSH. Η τελευταία ένωση αποφασίστηκε 

να συµπεριληφθεί στην παρούσα µελέτη, έτσι ώστε, για πρώτη φορά, να γίνει 

προσπάθεια ανίχνευσης και χαρακτηρισµού, των τεσσάρων συµπλόκων As-GSH, µε 

την ίδια µέθοδο. Η µέθοδος SRM επιλέχθηκε λόγω της υψηλής ευαισθησίας και 

εκλεκτικότητας που εξασφαλίζει, αλλά και της ελαχιστοποίησης των 

παρεµποδίσεων του αναλύτη από τα συστατικά της µήτρας, ιδιαίτερα στην 

περίπτωση πολύπλοκων βιολογικών δειγµάτων. Η ταυτοποίηση των τεσσάρων 

συµπλόκων As-GSH επιβεβαιώθηκε, περαιτέρω, µε την τεχνική HPLC-ICP-MS.  

Επειδή και οι δύο προηγούµενες µέθοδοι που αναφέρθηκαν 

χαρακτηρίζονται από υψηλή ευαισθησία και εκλεκτικότητα, για το λόγο αυτό 

θεωρούνται κατάλληλες για την ανίχνευση ενώσεων, σε συγκεντρώσεις της τάξης 

των µερικών µg/L, εποµένως ενδείκνυνται για αναλύσεις βιολογικών δειγµάτων. 

Στην παρούσα µελέτη, και οι δύο µέθοδοι βασίστηκαν σε χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης και βαθµιδωτή έκλουση, µε στόχο τον διαχωρισµό και την 

έκλουση των ενώσεων από τη στήλη. 

Την ανάπτυξη των αναλυτικών µεθόδων, ακολούθησε η µελέτη της 

µεθυλίωσης των iAsIII από τη CH3B12, παρουσία GSH και απουσία ενζύµων, 

διερευνώντας, παράλληλα, τον πιθανό σχηµατισµό συµπλόκων As-GSH, κατά την 

αντίδραση αυτή. 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5  100 

 

555...222...    ΠΠΠΕΕΕΙΙΙΡΡΡΑΑΑΜΜΜΑΑΑΤΤΤΙΙΙΚΚΚΟΟΟ    ΜΜΜΕΕΕΡΡΡΟΟΟΣΣΣ    

   
55..22..11..  ∆∆ΙΙΑΑ∆∆ΟΟΧΧΙΙΚΚΗΗ  ΦΦΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΜΜΕΕΤΤΡΡΙΙΑΑ  ΜΜΑΑΖΖΑΑΣΣ  ΙΙΟΟΝΝΙΙΣΣΜΜΟΟΥΥ  ΜΜΕΕΣΣΩΩ  ΗΗΛΛΕΕΚΚΤΤΡΡΟΟΨΨΕΕΚΚΑΑΣΣΜΜΟΟΥΥ  

((EESSII--MMSS//MMSS))  ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  

 

Η τεχνική ESI-MS/MS εφαρµόστηκε, σε συνδυασµό µε υγρή 

χρωµατογραφία HPLC, µε σκοπό την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό των 

τεσσάρων συµπλόκων As-GSH. Για το διαχωρισµό των ενώσεων, χρησιµοποιήθηκαν 

το αυτοµατοποιηµένο σύστηµα HPLC του φασµατοµέτρου µάζας TSQ Quantum, 

αλλά και το ανεξάρτητο σύστηµα HPLC, που αποτελείται από µια αντλία 

βαθµιδωτής έκλουσης τεσσάρων διαλυτών LC-20AD, της εταιρείας Shimadzu 

Corporation. Εφαρµόστηκε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης, χρησιµοποιώντας 

τη στήλη BDS Hypersil C18 (Μήκος x Εσωτερική ∆ιάµετρος: 150 mm x 2.1 mm, 

Thermo Fischer Scientific) και την αντίστοιχη προστήλη. Η ταχύτητα ροής του 

εκλούσµατος ήταν ίση µε 200 µL/min και ο βρόχος εισαγωγής δείγµατος 

χωρητικότητας 20µL ή 50 µl. ∆οκιµάζοντας διάφορους συνδυασµούς διαλυτών και 

προγραµµάτων έκλουσης, προέκυψε η βέλτιστη µέθοδος, που παρατίθεται στον 

Πίνακα 5.2. 

 

Πίνακας 5.2. Πρόγραµµα έκλουσης για το διαχωρισµό των συµπλόκων As-GSH. 
Χρόνος 

(min) 

% ∆ιαλύτης Α 

2% µεθανόλη + 0.05% φορµικό οξύ +  νερό 

% ∆ιαλύτης Β 

100% µεθανόλη 

0 100  0  

10 100  0  

11 90  10  

25 90  10  

26 100  0  

35 100  0  

 

Η ανίχνευση των ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε το φασµατόµετρο µάζας 

TSQ Quantum (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA), το οποίο είναι 

εξοπλισµένο µε τρία τετράπολα και πηγή ιονισµού µε ηλεκτροψεκασµό (ESI). 

Εφαρµόστηκε µέθοδος ανίχνευσης θετικών ιόντων, µε βέλτιστες παραµέτρους 

λειτουργίας του οργάνου αυτές που παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.3. Το σύνολο 

του εκλούσµατος από τη στήλη κατέληγε στην πηγή ιονισµού. 
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Πίνακας 5.3. Βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ESI-MS/MS. 

  

  

55..22..22..  ΦΦΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΜΜΕΕΤΤΡΡΙΙΑΑ  ΜΜΑΑΖΖΑΑΣΣ  ΕΕΠΠΑΑΓΓΩΩΓΓΙΙΚΚΑΑ  ΣΣΥΥΖΖΕΕΥΥΓΓΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  ΠΠΛΛΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ((IICCPP--MMSS))  

ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  

 

Μια άλλη τεχνική, η οποία χρησιµοποιήθηκε, σε συνδυασµό µε υγρή 

χρωµατογραφία HPLC, µε σκοπό την ανίχνευση και το χαρακτηρισµό των 

συµπλόκων As-GSH, ήταν η φασµατοµετρία µάζας ICP-MS. Εφαρµόστηκε η ίδια 

χρωµατογραφική µέθοδος, όπως και στην περίπτωση της τεχνικής HPLC-ESI-

MS/MS και χρησιµοποιήθηκε το ανεξάρτητο σύστηµα HPLC, που αποτελείται από 

την αντλία LC-20AD. Η ταχύτητα ροής του εκλούσµατος που επιλέχθηκε (200 

µL/min), δεν ήταν αρκετή για την επίτευξη ικανοποιητικής εκνέφωσης του 

διαλύµατος, οπότε προστέθηκε, µετα τη στήλη (µέσω συνδέσµου “Τ”), 

συµπληρωµατική ροή υγρού, ίση µε 0.8 mL/min και σύστασης 2% κ.ο. νιτρικού 

οξέος σε απιονισµένο νερό. Οι βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ICP-

MS, µε τις οποίες επιτυγχάνεται η µέγιστη ευαισθησία κατά την ανίχνευση των 

ενώσεων αρσενικού, δίνονται στον Πίνακα 5.4. 

 

Πίνακας 5.4. Βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ICP-MS. 

ΠΠααρράάµµεεττρροοιι  ΛΛεειιττοουυρργγίίααςς  ΒΒέέλλττιισσττεεςς  ΤΤιιµµέέςς  

∆υναµικό Ηλεκτροψεκασµού [kV] 4.1 
Ροή Βοηθητικού Αερίου – N2 [Αυθ. Μονάδες] 25 

Ροή Εκνεφωτικού Αερίου – N2 [Αυθ. Μονάδες] 45 

∆υναµικό Πηγής Ιονισµού [V] 0 
Θερµοκρασία Τριχοειδούς [οC] 300 

Πίεση Αερίου στην Κυψελίδα Πρόσκρουσης (mtorr) 1.0 

∆ιαχωριστική Ικανότητα Τετραπόλων  Q1, Q3 (amu) 0.7 

ΠΠααρράάµµεεττρροοιι  ΛΛεειιττοουυρργγίίααςς  ΒΒέέλλττιισσττεεςς  ΤΤιιµµέέςς  

Ροή αερίου εκνέφωσης [mL/min] 1.00 

Ροή βοηθητικού αερίου [mL/min] 1.00 

Ροή αερίου ψύξης [mL/min] 13.5 

Ισχύς Πλάσµατος [W] 1400 

Βάθος λήψης δείγµατος [Αυθ. Μονάδες] 100 
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55..22..33..  ΧΧΗΗΜΜΙΙΚΚΑΑ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΤΤΗΗΡΡΙΙΑΑ  

 

 Για τις αναλύσεις χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα αντιδραστήρια: 

 Μεθανόλη (gradient elution ACS, Sigma, Buchs, Switzerland). 

 Φορµικό οξύ (puriss. p.a., ACS, 88%–91% {T}, Fluka Chemika, Buchs, 

Switzerland). 

 Νιτρικό οξύ (65%, puriss., p.a., Riedel-de Haen, Seelze, Germany). 

 Υδροχλωρικό οξύ (37%, puriss., p.a., Riedel-de Haen, Seelze, Germany). 

 Τρι-υδροξυµέθυλο-αµινοµεθάνιο (tris, C4H11NO3·HCl, ultra for molecular 

biology). 

 Σουλφίδιο του δισθενούς σιδήρου (FeΙΙS, Riedel-de Haen, Seelze, 

Germany). 

 ∆ιµεθυλαρσενικικό οξύ (DMAV, puriss., 99%, Fluka, Buchs, Switzerland). 

 Αρσενικώδες νάτριο (NaAsO2, BDH, Ltd., Poole, United Kingdom). 

 Μονοµεθυλαρσενικικό οξύ (MMAV, purity 99%, Supelco, Bellefonte, PA). 

 Ανηγµένη µορφή της γλουταθειόνης (C10H17N3O6S, puriss. ≥ 97%, Fluka). 

 Μεθυλοκοβαλαµίνη (C63H91CoN13O14P, Sigma, Buchs, Switzerland). 

 

 

55..22..44..  ΣΣΥΥΝΝΘΘΕΕΣΣΗΗ  ΠΠΡΡΟΟΤΤΥΥΠΠΩΩΝΝ  ΕΕΝΝΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  ΤΤΩΩΝΝ  ΣΣΥΥΜΜΠΠΛΛΟΟΚΚΩΩΝΝ  AASS--GGSSHH  

  

Η σύνθεση των συµπλόκων ATG, MADG, DMAG και DMTAV-GSH 

βασίστηκε σε υπάρχουσες πειραµατικές µεθόδους, που αναφέρονται σε 

προηγούµενες µελέτες.8,23,44 

 

ATG 
Σε σφαιρική φιάλη, χωρητικότητας 50 mL, αναµιγνύονται NaAsO2 (0.037 

g, 0.28 mmol) και GSH (0.26 g, 0.85 mmol), ενώ το µίγµα που προκύπτει διαλύεται 

σε 2.5 mL απιονισµένου νερού (το οποίο έχει υποστεί απαέρωση σε λουτρό 

υπερήχων). Το διάλυµα αφήνεται να αντιδράσει για 24 hrs, υπό αδρανή 

ατµόσφαιρα Ar και ανάδευση, ενώ, µετά το πέρας της αντίδρασης, λαµβάνει χώρα 

καταβύθιση του προϊόντος, µε προσθήκη 10 mL µεθανόλης. Τέλος, το αιώρηµα που 

προκύπτει, υφίσταται φυγοκέντριση και, έπειτα από την αποµάκρυνση του 

υπερκείµενου υγρού, το στερεό ξηραίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου και 

αποθηκεύεται. 
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MADG 
Η πορεία που ακολουθείται για τη σύνθεση του συµπλόκου MADG, είναι 

όµοια µε αυτή που περιγράφηκε προηγουµένως για το σύµπλοκο ATG. Πιο 

συγκεκριµένα, αναµιγνύονται MMAV (0.059 g, 0.36 mmol) και GSH (0.5 g, 1.63 

mmol), τα οποία διαλύονται σε 2 mL απιονισµένου και απαερωµένου νερού. Τα 

παραπάνω συστατικά αντιδρούν για 24 hrs, ενώ, στο τέλος της αντίδρασης, 

λαµβάνει χώρα καταβύθιση του προϊόντος, µε προσθήκη 10 mL αιθανόλης. Τέλος, 

το αιώρηµα που προκύπτει, υφίσταται φυγοκέντριση, αποµάκρυνση του 

υπερκείµενου υγρού και ξήρανση του στερεού. 

 
DMAG 
Για τη σύνθεση του παρόντος συµπλόκου αναµιγνύονται DMAV (0.035 g, 

0.25 mmol) και GSH (0.23 g, 0.75 mmol), τα οποία διαλύονται σε 2.5 mL 

απιονισµένου και απαερωµένου νερού. Τα παραπάνω συστατικά αντιδρούν (µε τις 

ίδιες συνθήκες που περιγράφηκαν προηγουµένως), ενώ στο τέλος της αντίδρασης 

λαµβάνει χώρα καταβύθιση του προϊόντος, έπειτα από προσθήκη 10 mL αιθανόλης. 

Τέλος, το αιώρηµα που προκύπτει, υφίσταται φυγοκέντριση, αποµάκρυνση του 

υπερκείµενου υγρού και ξήρανση του στερεού. 

 

Το στερεό που προκύπτει σε καθεµία από τις παραπάνω αντιδράσεις, 

διαλύεται σε 1 mL διαλύµατος φορµικού οξέος – απιονισµένου νερού (0.1% κ.ο. σε 

φορµικό οξύ) και, αφού υποστεί την ανάλογη αραίωση, αναλύεται άµεσα µε τις 

τεχνικές HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS-SRM, προκειµένου να 

ταυτοποιηθεί το περιεχόµενό του.  

Από την άλλη, για τη σύνθεση του πεντασθενούς συµπλόκου DMTAV-GSH, 

πραγµατοποιήθηκε η κατεργασία ενός διαλύµατος DMAV (συγκέντρωσης 10 mg/L), 

µε αέριο H2S, µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό της ένωσης διµέθυλοθειοαρσενικικό 

οξύ (DMTAV). Να επισηµανθεί ότι το αέριο H2S, αποτελεί προϊόν της αντίδρασης 

του σουλφιδίου του δισθενούς σιδήρου (FeIIS) µε υδροχλωρικό οξύ (συγκέντρωσης 

10% κ.ο. σε απιονισµένο νερό). Στη συνέχεια, αναµιγνύονται 100 µL του 

διαλύµατος DMTAV και 100 µL ενός διαλύµατος GSH (συγκέντρωσης 100 mM) και 

το τελικό διάλυµα αφήνεται να αντιδράσει σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, για 

χρονικό διάστηµα 30 min, πριν από την ανάλυση του µε τις τεχνικές HPLC-ICP-

MS και HPLC-ESI-MS/MS. 
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55..22..55..  ΜΜΕΕΘΘΥΥΛΛΙΙΩΩΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ  iiAAssIIIIII  ΑΑΠΠΟΟ  ΤΤΗΗΝΝ  CCHH33BB1122  ΠΠΑΑΡΡΟΟΥΥΣΣΙΙΑΑ  GGSSHH  

  

Η αντίδραση µεθυλίωσης του ανόργανου αρσενικού από την CH3B12 έχει 

µελετηθεί και στο παρελθόν, ωστόσο, σε καµια από τις µελέτες αυτές δεν 

αναφέρεται η ανίχνευση των συµπλόκων As-GSH, µεταξύ των προϊόντων της 

αντίδρασης.29,34 Έτσι, λοιπόν, στην παρούσα εργασία, µελετήθηκε in vitro η 

µεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού, χρησιµοποιώντας ένα σύστηµα, 

αποτελούµενο από ρυθµιστικό διάλυµα tris, συγκέντρωσης 0.1 Μ και pH 7.8, που 

περιέχει NaAsO2, ανηγµένη GSH και CH3B12.  

Πιο συγκεκριµένα, η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιλαµβάνει την 

ανάµιξη, σε δοκιµαστικό σωλήνα (χωρητικότητας 15 mL), των διαλυµάτων GSH, 

NaAsSO2 και tris, µε το µίγµα που προκύπτει να αφήνεται για επώαση στους 37oC, 

για χρονικό διάστηµα 45 min, υπό αδρανή ατµόσφαιρα αερίου Ar. Ακολούθησε η 

προσθήκη του διαλύµατος της CH3B12, ενώ, υπό αδρανή ατµόσφαιρα, συνεχίζεται η 

επώαση του τελικού διαλύµατος, σε θερµοκρασία 37oC. Ανά συγκεκριµένα χρονικά 

διαστήµατα, αποµακρύνονται κλάσµατα από το µίγµα της αντίδρασης και 

αναλύονται άµεσα, µε τις τεχνικές HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS. Το 

µίγµα που προκύπτει ονοµάζεται “µίγµα µεθυλίωσης”.  

Επίσης, εξετάστηκε και η µεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού, παρουσία 

ενός άλλου πιθανού µεθυλιωτικού µέσου, το οποίο ήταν η µεθυλιωµένη µορφή της 

GSH (CH3-SG). Στην περίπτωση αυτή, πραγµατοποιήθηκε η ίδια διαδικασία µε 

προηγουµένως, µε τη διαφορά ότι αντί της CH3B12, προστέθηκε η CH3-SG στο 

τελικό µίγµα αντίδρασης και εξετάστηκε, και σε αυτή την περίπτωση, η 

πιθανότητα µεθυλίωσης του αρσενικού. 
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555...333...    ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

  

55..33..11..  ΑΑΝΝΑΑΠΠΤΤΥΥΞΞΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--EESSΙΙ--MMSS//MMSS--SSRRMM  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ  

ΣΣΥΥΜΜΠΠΛΛΟΟΚΚΩΩΝΝ  AASS--GGSSHH  

  

Η ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS, για την ανίχνευση και το 

χαρακτηρισµό των τεσσάρων συµπλόκων As-GSH, βασίστηκε στην ανάλυση των 

πρότυπων διαλυµάτων των υπό εξέταση ενώσεων. Για το διαχωρισµό επιλέχθηκε 

χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης, ενώ η ανάπτυξη της µεθόδου HPLC-ESI-

MS/MS ακολούθησε τα παρακάτω στάδια: 

 Εφαρµογή της µεθόδου σάρωσης προϊόντων ιόντων (Product Ion Scan), για 

τις εξεταζόµενες ενώσεις, σε ενέργειες διάσπασης από 5 έως 60 eV, προς 

µελέτη των βέλτιστων συνθηκών διάσπασής τους. 

 Κατασκευή καµπυλών διάσπασης (Collision Induced Dissociation, CID 

Breakdown Curves), για τις υπό εξέταση ενώσεις, µε βάση τα δεδοµένα που 

προέκυψαν από τη µέθοδο σάρωσης προϊόντων ιόντων. 

 Ανάπτυξη µεθόδου παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων (SRM), µε 

βάση τα δεδοµένα των καµπυλών διάσπασης. Για την κάθε ένωση 

επιλέγονται δύο χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM και οι βέλτιστες 

ενέργειες διάσπασης. 

 Εφαρµογή των παραπάνω αντιδράσεων SRM, για την ανίχνευση των 

εξεταζόµενων ενώσεων και βελτιστοποίηση του χρωµατογραφικού 

διαχωρισµού τους. 

 

  ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΣΣάάρρωωσσηηςς  ΠΠρροοϊϊόόννττωωνν  ΙΙόόννττωωνν  
Λόγω της έλλειψης εµπορικά διαθέσιµων πρότυπων διαλυµάτων των 

συµπλόκων As-GSH, πραγµατοποιήθηκε η σύνθεσή τους στο εργαστήριο και η 

µετέπειτα ταυτοποίησή τους, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS. Συγκεκριµένα, 

αναλύθηκαν τα διαλύµατα των ενώσεων ATG, MADG, DMAG και DMTAV-GSH, 

καθώς και τα διαλύµατα των εµπορικά διαθέσιµων ενώσεων MMAV, DMAV και 

GSH, και διερευνήθηκαν τα προϊόντα ιόντα που σχηµατίζονται, κατά τη διάσπαση 

(στο κελί πρόσκρουσης ), των µοριακών ιόντων των παραπάνω ενώσεων. Στο παρόν 

στάδιο, ο χρωµατογραφικός διαχωρισµός των συστατικών πραγµατοποιήθηκε µε 

ισοκρατική έκλουση και διάλυµα µεθανόλης/ απιονισµένου νερού, σύστασης κ.ο. 

10/90 (pH ~ 5 - 6 ).  



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5  106 

 

Σε πρώτη φάση, αναλύθηκαν πρότυπα διαλύµατα των ενώσεων GSH, ΜΜΑV 

και DMAV, συγκέντρωσης 10 mg/L το καθένα, ωστόσο, στην περίπτωση του 

παραγώγου MMAV, η ευαισθησία της τεχνικής ήταν εξαιρετικά χαµηλή, µε 

αποτέλεσµα την αδυναµία λήψης φασµάτων ικανοποιητικής ποιότητας. Για το λόγο 

αυτό, για την συγκεκριµένη ένωση, χρησιµοποιήθηκαν δεδοµένα από προηγούµενη 

µελέτη.45 

Στο Σχήµα 5.11 παρουσιάζονται τα φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε 

ενέργειες διάσπασης 5-60 eV, για την ένωση DMAV. Σε χαµηλές ενέργειες 

διάσπασης (5, 15 eV), εκτός από το πρόδροµο ιόν (m/z 139), σχηµατίζονται επίσης 

τα ιόντα µε λόγους m/z 121 και 91, ενώ, σε µεγαλύτερες ενέργειες, προκύπτουν 

περισσότερα ιόντα, µε λόγους m/z 109, 107, 106, 91, 89 και 75.  

Σχήµα 5.11. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση DMAV. 

 

Η ερµηνεία των φασµάτων µάζας της ένωσης, φαίνεται στο Σχήµα 5.12. 

Όπως µπορεί να διακρίνει κανείς στο σχήµα αυτό, το ιόν µε λόγο m/z 121 

προέρχεται από το πρόδροµο ιόν, έπειτα από απώλεια ενός µορίου νερού, ενώ, 

επιπλέον διάσπαση του τελευταίου, οδηγεί στο σχηµατισµό του προϊόντος ιόντος 

m/z 91 (που αντιστοιχεί σε AsO+ και CH3As+H). Το συγκεκριµένο ιόν είναι 

δυνατόν να διασπαστεί περαιτέρω και να δώσει τα προϊόντα ιόντα m/z 89 και 75, 

έπειτα από την αποµάκρυνση ενός µορίου υδρογόνου ή ενός ατόµου οξυγόνου, 
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αντίστοιχα. Επιπλέον, από το πρόδροµο ιόν, έπειτα από διάσπαση και απώλεια δύο 

µεθυλοµάδων, προκύπτει το ιόν µε λόγο m/z 109, από το οποίο σχηµατίζεται και το 

ιόν µε λόγο m/z 107, έπειτα από την απώλεια ενός µορίου υδρογόνου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.12. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης DMAV. 

 

Ακολούθησε η ανάλυση πρότυπου διαλύµατος GSH, οπότε προέκυψαν τα 

φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων του Σχήµατος 5.13. Σε ενέργεια διάσπασης 15 eV, 

σχηµατίζονται τα ιόντα m/z 233, 179, 162 και 76, ενώ, καθώς αυξάνεται η ενέργεια, 

σχηµατίζονται επιπλέον ιόντα, µε m/z 116, 142, 144, 84 και 87. Στο Σχήµα 5.14 

παρουσιάζεται η προτεινόµενη πορεία διάσπασης του πρωτονιωµένου µορίου της 

GSH. Από το πρόδροµο ιόν του µορίου της GSH (m/z 308), έπειτα από απώλεια 

ενός µορίου γλουταµινικού οξέος (glutamic acid), προκύπτει το ιόν m/z 179. Το 

τελευταίο, διασπώµενο, αποβάλλει µια υδροξυλοµάδα (-ΟΗ), δίνοντας το ιόν m/z 

162, από το οποίο αποµακρύνεται επιπλέον ένα µόριο νερού, δίνοντας το ιόν m/z 

144. Η απώλεια της οµάδας CΟ από το ιόν αυτό, οδηγεί στο προϊόν ιόν m/z 116, ενώ 

η θραυσµατοποίηση του πρόδροµου ιόντος, συνοδευόµενη από την αποµάκρυνση 

ενός µορίου γλυκίνης (glycine), οδηγεί στο σχηµατισµό του ιόντος m/z 233. Τέλος, 

το προϊόν ιόν m/z 76 αντιστοιχεί στο πρωτονιωµένο µόριο της γλυκίνης, ενώ το ιόν 

m/z 87, προκύπτει από τη θραυσµατοποίηση του ιόντος m/z 162 και την 

αποµάκρυνση ενός µορίου γλυκίνης. 
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Σχήµα 5.13. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση GSH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.14. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης GSH. 
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Ακολούθησε η ανάλυση του πρότυπου διαλύµατος της ένωσης ATG, της 

οποίας το φάσµα µάζας φαίνεται στο Σχήµα 5.15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.15. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση ATG. 

 

Το πρόδροµο ιόν (m/z 994), διασπάται σε χαµηλές ενέργειες (5, 15 eV), 

αποβάλλοντας ένα µόριο GSH και δίνοντας το ιόν µε λόγο m/z 687. Το τελευταίο, 

έπειτα από αποβολή ενός µορίου γλουταµινικού οξέος, δίνει το ιόν m/z 558, ενώ το 

ιόν m/z 737 προέρχεται από την διάσπαση του πρόδροµου ιόντος και την 

αποµάκρυνση δύο µορίων γλουταµινικού οξέος. Το ιόν m/z 380, προέρχεται από 

θραυσµατοποίηση του πρόδροµου ιόντος και απώλεια δύο µορίων GSH, ενώ, 

περαιτέρω διάσπαση του και απώλεια ενός µορίου γλουταµινικού οξέος, οδηγεί στο 

σχηµατισµό του m/z 251. Τέλος, τα ιόντα µε λόγους m/z 179 και 162, αποτελούν 

χαρακτηριστικά θραυσµατα της GSH, όπως και το ιόν m/z 205, το οποίο 

σχηµατίζεται, αν από το πρωτονιωµένο µόριο αυτής (m/z 308), αποµακρυνθεί µια 

οµάδα κυστεΐνης (cysteine). Η προτεινόµενη πορεία διάσπασης του µοριακού 

ιόντος m/z 994, απεικονίζεται στο Σχήµα 5.16. 
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Σχήµα 5.16. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης ATG. 

  

 Η επόµενη ένωση που µελετήθηκε, ήταν το σύµπλοκο MADG, του οποίου 

τα φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων απεικονίζονται στο Σχήµα 5.17. Σε 

χαµηλότερες ενέργειες θραυσµατοποίησης, τα κύρια προϊόντα ιόντα που 

σχηµατίζονται, είναι τα m/z 396 (το οποίο προέρχεται από το πρόδροµο ιόν m/z 

703, έπειτα από απώλεια ενός µορίου GSH) και m/z 308 (πρωτονιωµένο µόριο 

GSH). Καθώς αυξάνεται η ενέργεια διάσπασης, σχηµατίζονται επιπλέον ιόντα, µε 

m/z 267, 179, 164, 250 και 145. Η ερµηνεία σχηµατισµού των παραπάνω ιόντων, 

δίνεται αναλυτικά στο Σχήµα 5.18. Tα ιόντα m/z 179 και 145 αποτελούν 

χαρακτηριστικά θραύσµατα της GSH, µε την προέλευση του ιόντος m/z 179 να 

αναλύεται στις προηγούµενες πραγράφους και το ιόν m/z 145 να προέρχεται από 

αυτό µε m/z 179, έπειτα από την αποµάκρυνση δύο υδροξυλοµάδων. Η 

θραυσµατοποίηση του ιόντος m/z 396 και η απώλεια ενός µορίου γλουταµινικού 

οξέος, δίνει το ιόν m/z 267, το οποίο, έπειτα από περαιτέρω θραυσµατοποίηση και 

αποβολή µιας οµάδας κυστεΐνης, οδηγεί στο σχηµατισµό του ιόντος m/z 164. Τέλος, 

η αποµάκρυνση µιας υδροξυλοµάδας από το ιόν m/z 267, οδηγεί στο σχηµατισµό 

του ιόντος m/z 250. 
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Σχήµα 5.17. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση MADG. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.18. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης MADG. 
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 Στη συνέχεια, αναλύθηκε το διµεθυλιωµένο παράγωγο DMAG, του 

οποίου το φάσµα µάζας προϊόντων ιόντων παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.19 και η 

προτεινόµενη πορεία διάσπασης στο Σχήµα 5.20. 
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Σχήµα 5.19. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση DMAG. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.20. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης DMAG. 
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 Το πρωτονιωµένο µόριο της παρούσας ένωσης θραυσµατοποιείται, 

συνοδευόµενο από απώλεια ενός µορίου γλουταµινικού οξέος, δίνοντας το προϊόν 

ιόν m/z 283, το οποίο διαπάται περαιτέρω, δίνοντας, είτε το ιόν m/z 266 (έπειτα 

από την αποµάκρυνση µιας υδροξυλοµάδας), είτε το ιόν m/z 180 (έπειτα από την 

αποβολή ενός µορίου κυστεΐνης). Επίσης, η αποµάκρυνση µιας οµάδας γλυκίνης 

από το πρόδροµο ιόν, οδηγεί στο σχηµατισµό του ιόντος m/z 337. Υπενθυµίζεται 

ότι τα ιόντα m/z 116 και 84 αποτελούν χαρακτηριστικά θραύσµατα της GSH. 

Ακολούθησε η µελέτη του πεντασθενούς συµπλόκου DMTAV-GSH, του 

οποίου το φάσµα µάζας παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.21 και η προτεινόµενη πορεία 

διάσπασης στο Σχήµα 5.22. Κατά τη θραυσµατοποίηση της παραπάνω ένωσης, 

σχηµατίζονται τα προϊόντα ιόντα µε λόγους m/z 315, 306, 231, 212, 185, 177, 149, 

130, 76 και 84. Σε χαµηλές ενέργειες διάσπασης (5, 15 eV), σχηµατίζονται, κατά 

κύριο λόγο, τα ιόντα µε m/z 315 (προέχεται από το πρόδροµο ιόν, έπειτα από την 

αποµάκρυνση ενός µορίου γλουταµινικού οξέος), 306 (αποτέλεσµα της διάσπασης 

του πρόδροµου ιόντος και της αποβολής µιας οµάδας C2H7AsS), 231 (προκύπτει 

από την περαιτέρω διάσπαση του προηγούµενου ιόντος και την επιπλέον 

αποµάκρυνση από αυτό ενός µορίου γλυκίνης) και, τέλος, 177 (προέρχεται από το 

ιόν µε m/z 315 και την απώλεια της οµάδας C2H7AsS). Σε υψηλότερες ενέργειες, 

σχηµατίζονται επιπλέον τα προϊόντα ιόντα, µε m/z 212, 185, 149, 130, 76 και 84. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.21. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση DMTAV-GSH. 
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Σχήµα 5.22. Προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης DMTAV-GSH. 

 

ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΠΠααρραακκοολλοούύθθηησσηηςς  ΕΕππιιλλεεγγµµέέννωωνν  ΑΑννττιιδδρράάσσεεωωνν  ((SSRRMM))  
Από τα δεδοµένα των φασµάτων µάζας προϊόντων ιόντων, διαµορφώθηκαν οι 

καµπύλες διάσπασης για τις εξεταζόµενες ενώσεις, στις οποίες καταγράφεται η 

ένταση των σχηµατιζόµενων πρόδροµων και προϊόντων ιόντων, σε συνάρτηση µε 

την εφαρµοζόµενη ενέργεια διάσπασης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.23. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης DMAV. 
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Τα κυριότερα ιόντα που σχηµατίζονται, κατά τη θραυσµατοποίηση της 

ένωσης DMAV, είναι τα m/z 121, 109 και 91. Το ιόν m/z 121 προέρχεται από την 

αποµάκρυνση ενός µορίου νερού από το πρόδροµο ιόν (m/z 139), µια απώλεια που 

δεν είναι ιδιαίτερα χρήσιµη, αφού οποιαδήποτε αλκοόλη, διασπώµενη, είναι 

δυνατόν να αποβάλλει ένα µόριο νερού. Για το λόγο αυτό, για την ανάπτυξη της 

µεθόδου SRM, επιλέγονται τα προϊόντα ιόντα µε λόγους m/z 109 και 91, οπότε 

προκύπτουν οι ακόλουθες χαρακτηριστικές αντιδράσεις: 

 

 

 

Στο σηµείο αυτό, αξίζει να επισηµανθεί ότι, για την κάθε ένωση, 

παρακολουθούνται δύο χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM, µε σκοπό την επίτευξη 

µεγαλύτερης εκλεκτικότητας και την δυνατότητα ανίχνευσης των εξεταζόµενων 

ενώσεων. 

Στη συνέχεια, κατασκευάστηκαν οι καµπύλες διάσπασης της GSH, σε 

ενέργειες 5-60 eV, οπότε προέκυψε το ακόλουθο γράφηµα, µε βάση το οποίο 

διαµορφώθηκαν οι χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.24. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης GSH. 

 

Ακολούθησε η ανάλυση των συµπλόκων AsIII-GSH, ξεκινώντας από την 

ένωση ATG, της οποίας οι καµπύλες διάσπασης απεικονίζονται στο Σχήµα 5.25.  
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Σχήµα 5.25. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης ATG. 

 

Από τις καµπύλες αυτές, προέκυψαν οι χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM, 

οι οποίες είναι οι παρακάτω: 

 

 

 

 

Ακολουθούν οι καµπύλες διάσπασης της ένωσης MADG στο Σχήµα 5.26.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.26. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης MADG. 
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Από τις παραπάνω καµπύλες επιλέχθησαν δύο διαφορετικά ζεύγη 

χαρακτηριστικών αντιδράσεων SRM, τα οποία είναι: 

 

 

 

 

Εφαρµόζοντας, χωριστά, το κάθε ζεύγος αντιδράσεων, µε τη µέθοδο HPLC-

ESI-MS/MS-SRM, προέκυψε ότι το ζεύγος (1) παρέχει υψηλότερη ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα, κατά την ανίχνευση της εξεταζόµενης ένωσης, και για το λόγο αυτό 

αποτέλεσε και την τελική επιλογή. 

Στο Σχήµα 5.27 παρατίθενται οι καµπύλες διάσπασης για την ένωση 

DMAG, από τις οποίες προέκυψαν οι ακόλουθες αντιδράσεις SRM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Σχήµα 5.27. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης DMAG. 

 

Το προϊόν ιόν µε τη µεγαλύτερη ένταση είναι το m/z 266. Ωστόσο, δεν 

επιλέχθηκε για τη διαµόρφωση των αντιδράσεων SRM, αφού τα άλλα δύο ιόντα 

παρείχαν µεγαλύτερη εκλεκτικότητα, κατά την ανίχνευση του DMAG. 

Τέλος, στο Σχήµα 5.28, παρουσιάζονται οι καµπύλες διάσπασης για το 

πεντασθενές σύµπλοκο DMTAV-GSH, για το οποίο επιλέχθηκαν οι αντιδράσεις 

SRM: 
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Σχήµα 5.28. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης DMTAV-GSH. 

 

 Οι χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM για τα σύµπλοκα As-GSH και για τις 

ενώσεις GSH, MMAV και DMAV, δίνονται στον Πίνακα 5.5. Για το MMAV 

επιλέχθηκε η αντίδραση SRM, που διαµορφώθηκε σε προηγούµενη µελέτη.45 

 

 

Πίνακας 5.5. Χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM, για τις υπό εξέταση ενώσεις. 
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ΒΒεελλττιισσττοοπποοίίηησσηη  χχρρωωµµααττοογγρρααφφιικκοούύ  δδιιααχχωωρριισσµµοούύ  ττωωνν  σσυυµµππλλόόκκωωνν  AAss--GGSSHH  
Παρακολουθώντας τις παραπάνω αντιδράσεις και εφαρµόζοντας τη µέθοδο 

HPLC-ESI-MS/MS-SRM, αναλύθηκαν τα πρότυπα διαλύµατα των ενώσεων, µε 

σκοπό, τον χρωµατογραφικό διαχωρισµό τους και την εκλεκτική ανίχνευσή τους. 

Αρχικά, το ενδιαφέρον εστιάστηκε στο διαχωρισµό των τριών τρισθενών συµπλόκων 

AsΙΙΙ-GSH, δοκιµάζοντας διάφορες χρωµατογραφικές µεθόδους, αλλά 

χρησιµοποιώντας κάθε φορά την ίδια στήλη αντίστροφης φάσης (BDS Hypersil 

C18, 150x2.1 mm, Thermo).  
                        
                        ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΑΑ  

Η µέθοδος βασίστηκε σε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης και ισοκρατική 

έκλουση των συστατικών µε διάλυµα µεθανόλης/ απιονισµένου νερού σύστασης κ.ο 

10/90. Αναλύοντας ένα πρότυπο διάλυµα των ενώσεων DMAV, MMAV, GSH, ATG, 

MADG και DMAG, προέκυψε το ακόλουθο χρωµατογράφηµα (Σχήµα 5.29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.29. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMAV, (β) MMAV, (γ) GSH, (δ) ATG, (ε) MADG και (στ) DMAG (* 

ΤIC=Total Ion Current). 

 

Όπως παρατηρείται παραπάνω, λαµβάνει χώρα αλληλεπικάλυψη των 

κορυφών που αντιστοιχούν στα σύµπλοκα AsIII-GSH, ενώ καταγράφεται σηµαντική 

µεταβολή στους χρόνους έκλουσης των συστατικών, µεταξύ διαδοχικών αναλύσεων. 
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Για το λόγο αυτό, πραγµατοποιήθηκε η µείωση του ποσοστού µεθανόλης και 

η προσθήκη φορµικού οξέος στο διαλύτη έκλουσης (Μέθοδος Β). 

                
                        ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΒΒ                        

Στη µέθοδο αυτή, χρησιµοποιήθηκε ως διαλύτης έκλουσης, µίγµα 

µεθανόλης/φορµικού οξέος/ απιονισµένου νερού, µε κ.ο. αναλογία 5/ 0.05/ 94.95. Το 

αποτέλεσµα της ανάλυσης φαίνεται στο Σχήµα 5.30, όπου παρατηρείται η 

συνέκλουση των ενώσεων MMAV, DMAV και GSH, γεγονός όµως που δεν αποτελεί 

πρόβληµα, αφού οι συγκεκριµένες ενώσεις δεν αποτελούν τον πρωταρχικό στόχο 

της µελέτης. Τα σύµπλοκα ATG και MADG διαχωρίζονται πλήρως, δίνοντας τις 

κορυφές σε χρόνους 8.15 min και 18.51 min, ενώ δεν παρατηρείται κορυφή για την 

ένωση DMAG, στο χρονικό διάστηµα που διαρκεί η ανάλυση (35min). Το γεγονός 

αυτό ερµηνεύεται ως αδυναµία έκλουσης του συγκεκριµένου παραγώγου, µε τις 

δεδοµένες χρωµατογραφικές συνθήκες. Για το σκοπό αυτό, αποφασίστηκε η 

τροποποίηση της µεθόδου, οπότε προέκυψε η Μέθοδος Γ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.30. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMAV, (β) MMAV, (γ) GSH, (δ) ATG, (ε) MADG και (στ) DMAG (* 

ΤIC=Total Ion Current). 
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                ΜΜέέθθοοδδοοςς  ΓΓ        
              Η παρούσα µέθοδος βασίστηκε σε βαθµιδωτή έκλουση δυο διαλυτών, Α και Β, 

όπου Α διάλυµα µεθανόλης/ φορµικού οξέος/ απιονισµένου νερού, σύστασης κ.ο. 5/ 

0.05/ 94.95 και Β διάλυµα µεθανόλης 100% κ.ο. Το αναλυτικό πρόγραµµα 

έκλουσης παρουσιάζεται στον Πίνακα 5.6. 

 

Πίνακας 5.6. Πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης της Μεθόδου Γ. 

Χρόνος (min) ∆ιαλύτης A (%) ∆ιαλύτης B (%) 

0 100 - 

10 100 - 

11 90 10 

25 90 10 

26 100 - 

35 100 - 

  

Το αποτέλεσµα της ανάλυσης του πρότυπου διαλύµατος των έξι ενώσεων, 

απεικονίζεται στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 5.31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.31. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMAV, (β) MMAV, (γ) GSH, (δ) ATG, (ε) MADG και (στ) DMAG (* 

ΤIC=Total Ion Current). 
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Με την παρούσα µέθοδο, επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός των τριών 

συµπλόκων AsΙΙΙ-GSH, στα οποία αντιστοιχούν οι κορυφές µε χρόνους 8.14 min, 

16.99 min και 22.75 min. Ωστόσο, µε το εφαρµοζόµενο πρόγραµµα βαθµιδωτής 

έκλουσης, το µέγιστο ποσοστό µεθανόλης που εισάγεται στην πηγή ιονισµού 

ανέρχεται σε 14.5% κ.ο. Αυτό το ποσοστό, αν και δεν αποτελεί πρόβληµα στις 

αναλύσεις µε την τεχνική HPLC-ESΙ-MS/MS, ωστόσο, δεν είναι συµβατό µε την 

τεχνική HPLC-ICP-MS, όπου ποσοστά µεθανόλης υψηλότερα από 10% κ.ο., 

προκαλούν προβλήµατα αστάθειας στο πλάσµα Ar, ενώ δηµιουργούν, παράλληλα, 

επικαθίσεις στοιχειακού άνθρακα στους κώνους. Έτσι, λοιπόν, στις αναλύσεις µε 

HPLC-ICP-MS, αποφασίστηκε η αραίωση του εκλούσµατος, µε διάλυµα 2% κ.ο. 

νιτρικού οξέος, το οποίο εισάγεται, µετά τη στήλη, µέσω ενός συνδέσµου “T”. 

Στη µέθοδο που αναπτύχθηκε παραπάνω, αποφασίστηκε να συµπεριληφθεί 

και το πεντασθενές παράγωγο DMTAV-GSH, γεγονός που υπαγορεύει την 

αναπροσαρµογή της µεθόδου, ώστε να καταστεί κατάλληλη για το διαχωρισµό των 

τεσσάρων, πλέον, συµπλόκων As-GSH. Εφαρµόζοντας, λοιπόν, τις χαρακτηριστικές 

αντιδράσεις SRM, που παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.5 και τη Μέθοδο Γ, η οποία 

αναπτύχθηκε για το διαχωρισµό των τριών συµπλόκων AsIII-GSH, αναλύθηκε ένα 

πρότυπο διάλυµα των τεσσάρων συµπλόκων ATG, MADG, DMAG και DMTAV-

GSH, δίνοντας το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 5.32. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.32. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMTAV-GSH, (β) ATG, (γ) MADG και (δ) DMAG (* ΤIC=Total 

Ion Current). 
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Mε τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται ικανοποιητικός διαχωρισµός των τριών 

συµπλόκων AsIII-GSH, ωστόσο, παρατηρείται συνέκλουση των DΜTAV-GSH και 

ATG. Το γεγονός αυτό οδήγησε στην µείωση του ποσοστού της µεθανόλης στο 

έκλουσµα, οπότε προέκυψε η Μέθοδος ∆. 

 
ΜΜέέθθοοδδοοςς  ∆∆  
Η Μέθοδος ∆ βασίζεται σε βαθµιδωτή έκλουση δυο διαλυτών, Α και Β, όπου 

Α διάλυµα µεθανόλης/ φορµικού οξέος/ απιονισµένου νερού, αναλογίας κ.ο. 2 /0.05/ 

97.95 και Β διάλυµα µεθανόλης 100% κ.ο. Το πρόγραµµα έκλουσης είναι το ίδιο µε 

αυτό του Πίνακα 5.6. Η εφαρµογή λοιπόν της παρούσας µεθόδου και η ανάλυση 

πρότυπου διαλύµατος, αποτελούµενο απο τα τέσσερα σύµπλοκα As-GSH, είχε σαν 

αποτέλεσµα το ακόλουθο χρωµατογράφηµα (Σχήµα 5.33). 

Με τη Μέθοδο ∆, επιτυγχάνεται ο πλήρης διαχωρισµός των τεσσάρων 

συµπλόκων As-GSH, γεγονός που την καθιστά κατάλληλη, για την ανίχνευση και 

το χαρακτηρισµό αυτών των ενώσεων, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.33. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMTAV-GSH, (β) ATG, (γ) MADG και (δ) DMAG (* ΤIC=Total 

Ion Current). 

 

Η παραπάνω µέθοδος αναπτύχθηκε, χρησιµοποιώντας το αυτοµατοποιηµένο 

σύστηµα HPLC του οργάνου TSQ Quantum. Ωστόσο, επειδή στόχος της παρούσας 

µελέτης ήταν η ανίχνευση και ο χαρακτηρισµός των συµπλόκων As-GSH, τόσο µε 
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τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM, όσο και µε τη µέθοδο HPLC-ICP-MS, για το 

λόγο αυτό, κρίθηκε αναγκαία η χρήση κοινού συστήµατος HPLC και για τις δύο 

τεχνικές, ώστε τα αποτελέσµατα που προκύπτουν να είναι συγκρίσιµα.  

Εφαρµόστηκε, λοιπόν, η Μέθοδος ∆, χρησιµοποιώντας το ανεξάρτητο 

σύστηµα HPLC, το οποίο περιλαµβάνει την αντλια Shimadzu LC-20AD. Η 

ανάλυση πρότυπων διαλυµάτων των υπό εξέταση ενώσεων, έδωσε το 

χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 5.34. Συγκρίνοντας κανείς τα χρωµατογραφήµατα 

των Σχηµάτων 5.33 και 5.34, διαπιστώνει αισθητές διαφορές στους χρόνους 

έκλουσης των συστατικών, οι οποίες οφείλονται στα διαφορετικά συστήµατα HPLC, 

που χρησιµοποιήθηκαν για τις αναλύσεις. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.34. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMAV (β) MMAV (γ) GSH (δ) DMTAV-GSH, (ε) ATG, (στ) MADG 

και (ζ) DMAG (* ΤIC=Total Ion Current). 

  

  

55..33..22..  ΑΑΝΝΑΑΠΠΤΤΥΥΞΞΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΥΥ  HHPPLLCC--IICCPP--MMSS  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗ  ΚΚΑΑΙΙ  ΤΤΟΟ  

ΧΧΑΑΡΡΑΑΚΚΤΤΗΗΡΡΙΙΣΣΜΜΟΟ  ΤΤΩΩΝΝ  ΣΣΥΥΜΜΠΠΛΛΟΟΚΚΩΩΝΝ  AASS--GGSSHH  

 

Στο παρόν κεφάλαιο, περιγράφεται η ανάπτυξη µεθόδου HPLC-ICP-MS, για 

την ανίχνευση των τεσσάρων συµπλόκων ATG, MADG, DMAG και DMTAV-GSH. 

Η πειραµατική διάταξη ICP-MS που χρησιµοποιήθηκε, καθώς και οι βέλτιστες 

πειραµατικές παράµετροι λειτουργίας του οργάνου, περιγράφονται αναλυτικά στο 
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Πειραµατικό Μέρος του κεφαλαίου, ενώ χρησιµοποιήθηκε η χρωµατογραφική 

µέθοδος ∆, µε το ανεξάρτητο σύστηµα HPLC (Shimadzu LC-20AD).  

Αρχικά, αναλύθηκαν τα πρότυπα διαλύµατα των τεσσάρων συµπλόκων As-

GSH, το περιεχόµενο των οποίων έχει ήδη ταυτοποιηθεί µε την τεχνική HPLC-

ESI-MS/MS-SRM. Τα πρότυπα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν, στην παρούσα 

µελέτη, για τα τέσσερα σύµπλοκα As-GSH, δεν είναι εµπορικά διαθέσιµα, αλλά 

παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο. Εποµένως, αναµένεται να περιέχουν προσµίξεις 

(γεγονός που έχει ήδη επιβεβαιωθεί κατά τις αναλύσεις µε HPLC-ESI-MS/MS-

SRM), εµφανίζοντας περισσότερες από µια κορυφές για το 75As, στο 

χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS. Για την ευκολότερη, λοιπόν, ερµηνεία του 

χρωµατογραφήµατος αυτού, κάθε πρότυπο διάλυµα αναλύθηκε χωριστά, ενώ όλα 

µαζί τα χρωµατογραφήµατα παρουσιάζονται συνοπτικά στο ακόλουθο σχήµα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.35. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS των πρότυπων διαλυµάτων των 

ενώσεων (α) DMTAV-GSH, (β) ATG, (γ) MADG και (δ) DMAG. 

 

Τα τέσσερα σύµπλοκα DMTAV-GSH, ATG, MADG και DMAG εκλούονται 

σε χρόνους 19.00, 20.11, 24.78 και 34.78 min αντίστοιχα, ενώ, οι υπόλοιπες 

κορυφές που εµφανίζονται, οφείλονται σε προσµίξεις που περιέχουν τα, 

συντιθέµενα στο εργαστήριο, πρότυπα διαλύµατα. Συγκρίνοντας τους χρόνους 

έκλουσης των συµπλόκων στα χρωµατογραφήµατα HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-

MS/MS-SRM, προκύπτουν διαφορές, οι οποίες δικαιολογούνται από το γεγονός οτι 

χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές πειραµατικές διατάξεις και, εποµένως, 

διαφορετική συνδεσµολογία. Στον πίνακα που ακολουθεί παρατίθενται οι χρόνοι 

έκλουσης των τεσσάρων συµπλόκων, µε τις δύο διαφορετικές τεχνικές ανάλυσης.  
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Πίνακας 5.7. Χρόνοι έκλουσης των συµπλόκων As-GSH. 
Χρόνος Έκλουσης (min) 

Ένωση 
HPLC-ESΙ-MS/MS-SRM HPLC-ICP-MS % Απόκλιση 

DMTAV-GSH 19.31 19.00 1.61 

ATG 20.85 20.11 3.55 

MADG 25.33 24.78 2.17 

DMAG 35.47 34.78 1.95 

  

  

  

55..33..33.. ΌΌΡΡΙΙΑΑ  ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΩΩΝΝ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΩΩΝΝ  HHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS--SSRRMM  ΚΚΑΑΙΙ  HHPPLLCC--IICCPP--

MMSS  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΑΑ  ΣΣΥΥΜΜΠΠΛΛΟΟΚΚΑΑ  AASS--GGSSHH  

  

Προκειµένου να υπολογιστούν τα όρια ανίχνευσης, για τα τέσσερα 

σύµπλοκα As-GSH, µε τις τεχνικές HPLC-ESΙ-MS/MS-SRM και HPLC-ICP-MS, 

πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις των πρότυπων διαλυµάτων των 

παραπάνω ενώσεων, σε διάλυµα φορµικού οξέος/ απιονισµένου νερού, αναλογίας 

κ.ο. 0.1/ 99.9. Τα διαλύµατα που προέκυψαν, αναλύθηκαν και µε τις δύο τεχνικές 

και σαν όριο ανίχνευσης, για την κάθε ένωση, ορίστηκε η χαµηλότερη 

συγκέντρωση του αναλύτη, για την οποία η απόκριση της µεθόδου είναι τρείς 

φορές µεγαλύτερη από το σήµα θορύβου. Τα όρια ανίχνευσης που υπολογίστηκαν 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.8. Επίσης, στον πίνακα αυτό αναφέρεται και το 

ποσοστό της µεθανόλης στον διαλύτη έκλουσης, για το χρονικό διάστηµα που 

διαρκεί η έκλουση του κάθε παραγώγου από τη στήλη, αφού η συγκεκριµένη 

παράµετρος επηρεάζει την ευαισθησία της µεθόδου. 

 

Πίνακας 5.8. Όρια ανίχνευσης των τεσσάρων συµπλόκων As-GSH. 
Όρια Ανίχνευσης (µg/L) 

Ένωση 
% κ.ο. ποσοστό 

µεθανόλης 

εκλούσµατος 
HPLC-ESΙ-MS/MS-SRM HPLC-ICP-MS 

DMTAV-GSH 12 0.2 9.7 

ATG 12 12.7 12.1 

MADG 12 2.5 13.7 

DMAG 2 2.8 28.2 
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Όπως διαπιστώνεται από τον Πίνακα 5.8, τα όρια ανίχνευσης που 

προκύπτουν µε την τεχνική HPLC-ICP-MS, είναι παρόµοια και για τα τέσσερα 

σύµπλοκα As-GSH, ενώ, οι µικρές διαφορές που παρατηρούνται, αποδίδονται στο 

γεγονός ότι, κατά τη διάρκεια του προγράµµατος έκλουσης, το ποσοστό της 

µεθανόλης µεταβάλλεται από 2% κ.ο. σε ~12% κ.ο. Όπως είναι γνωστό, η µεθανόλη 

ενισχύει το σήµα για το αρσενικό, κατά τις αναλύσεις µε ICP-MS, αυξάνοντας το 

σήµα υποβάθρου του στοιχείου και, συνεπώς, επηρεάζοντας σηµαντικά και τα όρια 

ανίχνευσης.46 Τα χαµηλότερα όρια ανίχνευσης παρουσιάζουν τα σύµπλοκα 

DMTAV-GSH και ATG και ακολουθούν τα MADG και DMAG. 

Από την άλλη, τα όρια ανίχνευσης των τριών συµπλόκων ATG, MADG και 

DMAG, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, είναι παραπλήσια, ενώ 

σηµαντικά διαφέρουν τα όρια ανίχνευσης του πεντασθενούς συµπλόκου DMTAV-

GSH, που είναι αρκετά χαµηλότερα. Το γεγονός ερµηνεύεται, αν λάβουµε υπόψη 

ότι η ευαισθησία, και συνεπώς και τα όρια ανίχνευσης της παρούσας τεχνικής, 

είναι άµεσα εξαρτώµενα από την εκάστοτε αναλυόµενη ένωση. Οι κατεξοχήν 

παράγοντες που ευθύνονται για τις παραπάνω διαφορές, είναι η υδροφοβικότητα, ο 

βαθµός µεθυλίωσης, η οξειδωτική κατάσταση, στην οποία συναντάται το αρσενικό, 

αλλά και ο βασικός χαρακτήρας της ένωσης, που επηρεάζει και το βαθµό 

πρωτονίωσής της. Μάλιστα, το γεγονός ότι το αρσενικό στην ένωση DMTAV-GSH 

συναντάται σε οξειδωτική κατάσταση +5, ενώ στα υπόλοιπα τρία σύµπλοκα σε 

οξειδωτική κατάσταση +3, είναι δυνατόν να ευθύνεται για τα σηµαντικά 

χαµηλότερα όρια ανίχνευσης, που προκύπτουν για την ένωση αυτή. 

  

  

55..33..44..  ΕΕΦΦΑΑΡΡΜΜΟΟΓΓΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΩΩΝΝ  HHPPLLCC--EESSII--MMSS//MMSS--SSRRMM  ΚΚΑΑΙΙ  HHPPLLCC--IICCPP--MMSS  ΓΓΙΙΑΑ  

ΤΤΗΗ  ΜΜΕΕΛΛΕΕΤΤΗΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΗΗΣΣ  ΜΜΕΕΘΘΥΥΛΛΙΙΩΩΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΩΩΝΝ  iiAAssIIIIII  ΑΑΠΠΟΟ  ΤΤΗΗNN  CCHH33BB1122  ΠΠΑΑΡΡΟΟΥΥΣΣΙΙΑΑ  

GGSSHH  

  

Οι µέθοδοι HPLC-ESI-MS/MS-SRM και HPLC-ICP-MS, που 

αναπτύχθηκαν παραπάνω, εφαρµόστηκαν περαιτέρω, µε σκοπό τη µελέτη της 

µεθυλίωσης του ανόργανου αρσενικού και τη διερεύνηση της πιθανότητας 

σχηµατισµού των συµπλόκων As-GSH, στα πλαίσια της µεθυλίωσης αυτης. Πιο 

συγκεκριµένα, εξετάστηκε η αντίδραση µεθυλίωσης του NaAsO2 από τη CH3B12, 

παρουσία GSH και απουσία ενζύµων. Η συγκεκριµένη αντίδραση έχει µελετηθεί 
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και στο παρελθόν, ωστόσο δεν έχει αναφερθεί η παρουσία συµπλόκων As-GSH 

µεταξύ των προϊόντων της.29,34 

Η πορεία διεξαγωγής της παραπάνω αντίδρασης, περιγράφεται λεπτοµερώς 

στο Πειραµατικό Μέρος του παρόντος κεφαλαίου. Πιο συγκεκριµένα, κατά τη 

διάρκεια της συγκεκριµένης αντίδρασης, το µίγµα, αποτελούµενο από NaAsO2, 

GSH και CH3B12, αφήνεται για επώαση στους 37oC, υπό αδρανή ατµόσφαιρα αερίου 

Ar, ενώ, κλάσµατα συγκεκριµένου όγκου, αποµακρύνονται από το αντιδρών µίγµα 

και αναλύονται, είτε µε HPLC-ESI-MS/MS-SRM, είτε µε HPLC-ICP-MS.  

Αρχικά, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, αναλύθηκε κλάσµα της 

αντίδρασης µεθυλίωσης, έπειτα από χρόνο επώασης ίσο µε 5.5 hrs. Το 

συγκεκριµένο δείγµα περιείχε συνολική συγκέντρωση σε αρσενικό ίση µε 9.5 

mg/L, σε GSH 45 mM και σε CH3B12 0.17 mM, ενώ τα αποτελέσµατα που 

προέκυψαν, φαίνονται στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 5.36. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.36. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του µίγµατος µεθυλίωσης, 

έπειτα από χρόνο επώασης 5.5 hrs. 

 

Μεταξύ των προϊόντων της αντίδρασης, διακρίνονται τα τρία σύµπλοκα 

ATG, MADG και DMAG, σε χρόνους έκλουσης 20.77 min, 25.39 min και 35.50 

min, αντίστοιχα. Τα ATG και MADG σχηµατίζονται σε υψηλές συγκεντρώσεις 

(σύµφωνα µε την ένταση των αντίστοιχων κορυφών), ενώ το DMAG φαίνεται να 

σχηµατίζεται σε ιχνοποσότητες. Οι χρόνοι έκλουσης στο µίγµα µεθυλίωσης, 
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να µην υπερβαίνουν το 0.3 %. Επίσης, στο παραπάνω χρωµατογράφηµα διακρίνεται 

η παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων GSH, ενώ δεν παρατηρούνται κορυφές για τα 

MMAV και DMAV, γεγονός που ενδεχοµένως να οφείλεται στην χαµηλή ευαισθησία 

που παρουσιάζει η τεχνική, για τα δύο αυτά είδη. 

Στη συνέχεια, προκειµένου να διερευνηθεί η πιθανότητα οι κορυφές που 

αποδόθηκαν στα τρία σύµπλοκα ATG, MADG και DMAG στο Σχήµα 5.36, να 

οφείλονται σε παρεµποδίσεις, αναλύθηκε ένα “τυφλό” κλάσµα µίγµατος 

µεθυλίωσης, δηλαδή ένα κλάσµα από µίγµα αντίδρασης, µεταξύ της GSH και της 

CH3B12, χωρίς καθόλου αρσενικό. Στο κλάσµα αυτό, δεν ανιχνεύτηκε κανένα ιόν, 

µε παρόµοια προϊόντα ιόντα µε κάποιο από τα τρία σύµπλοκα AsIII-GSH. 

Μια άλλη παράµετρος που εξετάστηκε, προκειµένουν να επιβεβαιωθεί ότι οι 

κορυφές που παρατηρούνται αντιστοιχούν στις υπό εξέταση ενώσεις, ήταν ο λόγος 

της έντασης των δύο σχηµατιζόµενων προϊόντων ιόντων, που επιλέχθηκαν για τη 

διαµόρφωση των χαρακτηριστικών αντιδράσεων SRM. Ο λόγος αυτός, που 

αναφέρεται ως λόγος SRM, δίνεται για την κάθε ένωση, στον Πίνακα 5.9, όπου 

παρουσιάζεται και η σύγκριση των λόγων αυτών, ανάµεσα στα πρότυπα διαλύµατα 

και στα αναλυόµενα κλάσµατα, από το µίγµα µεθυλίωσης. 

Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµτα του πίνακα αυτού, οι λόγοι SRM, 

ανάµεσα στα πρότυπα διαλύµατα και στο µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης, είναι 

παραπλήσιοι, γεγονός που αποτελεί µια επιπλέον ένδειξη ότι οι κορυφές που 

παρατηρούνται σε χρόνους 20.77 min, 25.39 min και 35.50 min, αντιστοιχούν στα 

τρία σύµπλοκα ATG, MADG και DMAG αντίστοιχα. 

 

Πίνακας 5.9. Λόγοι SRM για τα σύµπλοκα AsIII-GSH, στο µίγµα της αντίδρασης 

µεθυλίωσης και στα πρότυπα διαλύµατα. 

 

Λόγοι SRM  

Ένωση Πρότυπο ∆ιάλυµα Μίγµα Αντίδρασης Μεθυλίωσης 

ATG 308/687 = 2.0 308/687 = 2.03 

MADG 396/308 = 1.82 396/308 = 1.79 
 

DMAG 137/155 = 1.39 137/155 = 1.23 
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Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση κλασµάτων του µίγµατος 

µεθυλίωσης, έπειτα από χρόνους επώασης 3.5 και 2 hrs, δίνοντας τα 

χρωµατογραφήµατα που φαίνονται στο Σχήµα 5.37(α) και (β) αντίστοιχα. Και σε 

αυτή την περίπτωση, το κλάσµα που αναλύθηκε περιείχε 9.5 mg/L As, 45 mM 

GSH και 0.17 mM CH3B12. Στο Σχήµα 5.37(α) απεικονίζεται η ανάλυση κλάσµατος 

από το µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης, έπειτα από χρόνο επώασης 3.5 hrs και 

αφού υπέστη αραίωση σε απιονισµένο νερό (µε αναλογία κλάσµα/απιονισµένο νερό 

ίση µε 1:200). Από την άλλη, στο Σχήµα 5.37(β), απεικονίζεται η ανάλυση 

κλάσµατος από το µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης, σε χρόνο επώασης 2 hrs, 

χωρίς ωστόσο να λάβει χώρα, σε αυτή την περίπτωση, αραίωση του κλάσµατος. 

Σχήµα 5.37. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του µίγµατος µεθυλίωσης, έπειτα 

από χρόνο επώασης (α) 3.5 hrs και (β) 2 hrs. 

 

Στο Σχήµα 5.37(α) διακρίνεται ο σχηµατισµός του συµπλόκου ATG, το 

οποίο αντιστοιχεί σε χρόνο έκλουσης 20.18 min. Η αραίωση του κλάσµατος, πρίν 

την ανάλυσή του, κρίθηκε απαραίτητη, αφού, λόγω της υψηλής συγκέντρωσης, 

στην οποία σχηµατίζεται το σύµπλοκο ATG στη συγκεκριµένη αντίδραση (όπως 

αποδείχτηκε από τις αναλύσεις µε HPLC-ESI-MS/MS-SRM), υπάρχει ο κίνδυνος 

βλάβης του ανιχνευτή, αν εισαχθεί µια τόσο υψηλή συγκέντρωση αρσενικού σε 

αυτόν. Στο συγκεκριµένο δείγµα, ωστόσο, δεν ανιχνεύτηκε το µεθυλιωµένο 

σύµπλοκο MADG, και ο λόγος είναι η αραίωση που υπέστη το κλάσµα, πριν την 

ανάλυσή του. Το παράγωγο MADG σχηµατίζεται σε µικρότερη συγκέντρωση, σε 

σχέση µε το ATG, κατά τη διάρκεια της αντίδρασης, εποµένως, προκειµένου να 

καταστεί δυνατή η ανίχνευσή του, αποφασίστηκε η εισαγωγή κλάσµατος στο ICP-

MS, χωρίς να γίνει αραίωση. Αναλύοντας, λοιπόν, κλάσµα από το µίγµα της 
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αντίδρασης, σε χρόνο επώασης 2 hrs, προέκυψε το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 

5.37(β). Για να αποφευχθεί η εισαγωγή στον ανιχνευτή του ICP-MS της υψηλής 

συγκέντρωσης αρσενικού που προέρχεται από το σύµπλοκο ATG, 

πραγµατοποιήθηκε εκτροπή του εκλούσµατος, για το χρονικό διάστηµα που 

διαρκεί η έκλουση του συστατικού ATG από τη στήλη. Στο παραπάνω 

χρωµατογράφηµα, είναι εµφανής ο σχηµατισµός του παραγώγου MADG, σε χρόνο 

ίσο µε 24.61 min. 

Οι χρόνοι έκλουσης των παραγώγων ATG και MADG στο µίγµα της 

αντίδρασης, ταιριάζουν µε αυτούς των πρότυπων διαλυµάτων, αφού οι όποιες 

διαφορές παρατηρούνται δεν υπερβαίνουν το 0.2%. Στον Πίνακα 5.10 

παρουσιάζεται µια σύγκριση των χρόνων έκλουσης, µεταξύ µίγµατος αντίδρασης 

και προτύπων διαλυµάτων. Όσον αφορά το DMAG, αυτό δεν ανιχνεύτηκε ως 

προϊόν µεθυλίωσης, µε την τεχνική HPLC-ICP-MS, σε αντίθεση µε την τεχνική 

HPLC-ESI-MS/MS-SRM, µε την οποία διαπιστώθηκε ο σχηµατισµός του σε 

ιχνοποσότητες. Η αδυναµία αυτή σχετίζεται µε τα όρια ανίχνευσης της τεχνικής.  

 

Πίνακας 5.10. Χρόνοι έκλουσης των τριών συµπλόκων AsIII-GSH. 

 

 

Το παράγωγο DMTAV-GSH δεν ανιχνεύτηκε στα προϊόντα της αντίδρασης, 

γεγονός αναµενόµενο, αφού το συγκεκριµένο σύµπλοκο έχει, προς το παρόν, 

ανιχνευτεί µόνο σε δείγµατα φυτών. 

Συνοψίζοντας, τα σύµπλοκα ATG και MADG ανιχνεύτηκαν στο µίγµα της 

αντίδρασης µεθυλίωσης του ανόργανου αρσενικού από τη CH3B12 και µε τις δύο 

µεθόδους HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS-SRM, ενώ το DMAG, 

ανιχνεύτηκε σε µικρές συγκεντρώσεις, µόνο µε την δεύτερη τεχνική. 

  

  

Ένωση Χρόνοι έκλουσης (min) 

Πρότυπο διάλυµα Μίγµα αντίδρασης  

 HPLC-ESI-MS/MS-
SRM 

HPLC-ICP-MS HPLC-ESI-MS/MS-
SRM 

HPLC-ICP-MS 

ATG 20.85 30.11 20.77 20.18 

MADG 25.33 24.78 25.39 24.61 
DMAG 35.47 34.78 35.50 - 
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55..33..55..  ΕΕΠΠΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ  ΣΣΥΥΓΓΚΚΕΕΝΝΤΤΡΡΩΩΣΣΕΕΩΩΝΝ  AAss  ΚΚΑΑΙΙ  GGSSHH  ΣΣΤΤΟΟ  ΣΣΧΧΗΗΜΜΑΑΤΤΙΙΣΣΜΜΟΟ  ΣΣΥΥΜΜΠΠΛΛΟΟΚΚΩΩΝΝ  

AASSIIIIII--GGSSHH  ΚΚΑΑΤΤΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΥΥΛΛΙΙΩΩΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΩΩΝΝ  iiAAssIIIIII  ΑΑΠΠΟΟ  ΤΤΗΗΝΝ  CCHH33BB1122  

 

Η µελέτη της επίδρασης των συγκεντρώσεων As και GSH στο σχηµατισµό 

των συµπλόκων AsIII-GSH, κατά τη διάρκεια της αντίδρασης µεθυλίωσης, 

βασίστηκε στην τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM. Η επώαση του αντιδρώντος 

µίγµατος διήρκησε 1.5 hrs (όπου οι συγκεντρώσεις των συµπλόκων παρουσιάζουν 

µέγιστο), ενώ χρησιµοποιήθηκαν συγκεντρώσεις GSH και CH3B12 ίσες µε 22 mM 

και 0.17 mM, αντίστοιχα. Εξετάζοντας συγκεντρώσεις As σε εύρος 20 µg/L - 10.5 

mg/L, κατασκευάστηκαν οι καµπύλες που φαίνονται παρακάτω.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.38. Παραγωγή του συµπλόκου ATG, ως προς τη συγκέντρωση As, στο 

µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης (συγκέντρωση GSH 22 mM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.39. Παραγωγή του συµπλόκου MADG, ως προς τη συγκέντρωση As, στο 

µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης (συγκέντρωση GSH 22 mM). 
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Όπως φαίνεται, αυξανοµένης της συγκέντρωσης As στο µίγµα, αυξάνεται η 

παραγωγή του ATG, ενώ ο σχηµατισµός του ξεκινάει από τη συγκέντρωση των 20 

µg As/L (Σχήµα 5.38). Ο σχηµατισµός του MADG (Σχήµα 5.39), ξεκινάει από 

συγκεντρώσεις 20 µg As/L και αυξάνεται, καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση αυτή. 

Το DMAG ανιχνεύτηκε µόνο σε συγκέντρωση ίση µε 10.5 mg As/L. 

Στη συνέχεια, µελετήθηκε ο σχηµατισµός των συµπλόκων AsIII-GSH, κατά 

την αντίδραση µεθυλίωσης, σε συνθήκες ίδιες µε αυτές που προαναφέρθηκαν, µε 

τη διαφορά ότι η συγκέντρωση της GSH µειώθηκε στην τιµή 7mM (συγκέντρωση 

GSH στα ερυθροκύτταρα). Τα αποτελέσµατα φαίνονται στα Σχήµατα 5.40 και 5.41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.40. Παραγωγή του συµπλόκου ATG, ως προς τη συγκέντρωση As, στο 

µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης (συγκέντρωση GSH 7 mM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.41. Παραγωγή του συµπλόκου MADG, ως προς τη συγκέντρωση As, στο 

µίγµα της αντίδρασης µεθυλίωσης (συγκέντρωση GSH 7 mM). 
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Όπως διαπιστώνεται από τα παραπάνω σχήµατα, το σύµπλοκο ATG ξεκινάει 

να σχηµατίζεται σε συγκεντρώσεις ίσες µε 50 µg As/L. Ο σχηµατισµός του MADG 

ξεκινάει από συγκέντρωση 50 µg As/L, ενώ το DMAG δεν σχηµατίζεται, σε καµία 

περίπτωση, όταν η συγκέντρωση της GSH είναι ίση µε 7 mM. 

  

  

55..33..66..  ΜΜΕΕΛΛΕΕΤΤΗΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΚΚΙΙΝΝΗΗΤΤΙΙΚΚΗΗΣΣ  ΤΤΗΗΣΣ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΗΗΣΣ  ΜΜΕΕΘΘΥΥΛΛΙΙΩΩΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΩΩΝΝ  iiAAssIIIIII  ΑΑΠΠΟΟ  ΤΤΗΗΝΝ  

CCHH33BB1122  

 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε η κινητική της αντίδρασης µεθυλίωσης των iAsIII 

από τη CH3B12, η οποία βασίστηκε στην ανάλυση κλασµάτων από το µίγµα της 

αντίδρασης, συναρτήσει του χρόνου επώασης του µίγµατος (Σχήµα 5.42). 

Επιλέχθηκαν συγκεντρώσεις, στις οποίες λαµβάνει χώρα o σχηµατισµός και των 

τριών συµπλόκων AsIII-GSH (22 mM GSH, 0.17 mM CH3B12 και 10.5 mg As/L). 

Έναρξη της αντίδρασης θεωρείται η χρονική στιγµή προσθήκης της CH3B12 στο 

µίγµα (t=0hrs), και ενώ η GSH και το NaAsO2 έχουν αντιδράσει επί 45 min. Τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται στις παραγράφους που ακολουθούν 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.42. Γραφική παράσταση της συγκέντρωσης των παραγόµενων συµπλόκων 

AsIII-GSH, συναρτήσει του χρόνου επώασης του µίγµατος µεθυλίωσης. 

 

Την χρονική στιγµή t=0, το σύµπλοκο ATG συναντάται στο µίγµα 

µεθυλίωσης σε υψηλές συγκεντρώσεις, γεγονός αναµενόµενο, αν λάβει κανείς 

υπόψη ότι η GSH και το NaAsO2 είχαν ήδη αντιδράσει για 45 min, πριν πρεστεθεί 

0.0E+00

5.0E+07

1.0E+08

1.5E+08

2.0E+08

2.5E+08

3.0E+08

3.5E+08

4.0E+08

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Χρόνος Επώασης Μίγµατος Μεθυλίωσης [hrs]

Έ
ντ
ασ
η 
Σ
χη

µα
τι
ζό

µε
νω

ν 
Σ
υµ
πλ
όκ
ω
ν

0.0E+00

5.0E+03

1.0E+04

1.5E+04

2.0E+04

2.5E+04

3.0E+04

3.5E+04

4.0E+04

ATG

MADG

DMAG

0.0E+00

5.0E+07

1.0E+08

1.5E+08

2.0E+08

2.5E+08

3.0E+08

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
0.0E+00

5.0E+03

1.0E+04

1.5E+04

2.0E+04

2.5E+04

3.0E+04



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5  135 

 

η CH3B12. Από την άλλη, τα µεθυλιωµένα σύµπλοκα MADG και DMAG 

εµφανίζουν µηδενικές συγκεντρώσεις σε χρόνο t=0, γεγονός που σηµαίνει ότι, 

απουσία της CH3B12, δε λαµβάνει χώρα µεθυλίωση. Αυτή η παρατήρηση αποτελεί 

ένδειξη ότι η CH3B12 δρα σαν δότης µεθυλοµάδας, στο συγκεκριµένο σύστηµα. Τα 

σύµπλοκα MADG και DMAG παρουσιάζουν µέγιστη συγκέντρωσή σε χρόνο t=1.5 

hrs, ενώ, αυξανοµένου του χρόνου επώασης, η παραγωγή του MADG παρουσιάζει 

σχεδόν σταθερή πορεία. Όσον αφορά το διµεθυλιωµένο σύµπλοκο DMAG, η 

συγκέντρωσή του ελαττώνεται συνεχώς και τελικά µηδενίζεται, µετά από χρόνο 

επώασης t=6 hrs. Το σύµπλοκο ATG παρουσιάζει µέγιστη συγκέντρωση πριν την 

προσθήκη της CH3B12, µια συγκέντρωση η οποία, µετά από t=5 hrs, ελαττώνεται 

διαρκώς. Έπειτα από t=50 hrs, τα σύµπλοκα ATG και MADG εξακολουθούν να 

συναντώνται στο µίγµα της αντίδρασης, σε αρκετά υψηλές συγκεντρώσεις, ενώ, 

έπειτα από t=120 hrs, επισηµάνθηκε η απουσία και των τριών συµπλόκων AsIII-

GSH. Τα παραπάνω ισχύουν όταν επικρατεί αδρανής ατµόσφαιρα αερίου Ar. 

 Προκειµένου να διερευνηθεί η σταθερότητα των σχηµατιζόµενων 

συµπλόκων, σε ατµοσφαιρικές συνθήκες, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση κλάσµατος 

του µίγµατος µεθυλίωσης, στο οποίο δεν είχε διοχετευθεί Ar. Το χρωµατογράφηµα 

που προέκυψε φαίνεται στο Σχήµα 5.43, όπου διακρίνεται ο σχηµατισµός των ATG 

και MADG. Το DMAG, πιθανόν, είναι περισσότερο ασταθές, εποµένως, η απουσία 

αδρανούς ατµόσφαιρας, δεν συµβάλλει στη διατήρησή του στο µίγµα µεθυλίωσης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.43. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του µίγµατος µεθυλίωσης, 

έπειτα από χρόνο επώασης 1.5 hrs, απουσία ατµόσφαιρας αερίου Ar. 
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Είναι εµφανής η σύγκλιση στους χρόνους έκλουσης των ενώσεων στο µίγµα 

µεθυλίωσης και στα πρότυπα διαλύµατα (Σχήµα 5.44), ενώ η ανάλυση του µίγµατος 

µεθυλίωσης σε ατµόσφαιρα Ar, έδωσε το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 5.45, όπου 

φαίνεται ο σχηµατισµός και των τριών συµπλόκων AsIII-GSH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Σχήµα 5.44. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) DMAV (β) MMAV (γ) GSH (δ) DMTAV-GSH, (ε) ATG, (στ) MADG 

και (ζ) DMAG. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.45. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του µίγµατος µεθυλίωσης, 

έπειτα από χρόνο επώασης 1.5 hrs, παρουσία ατµόσφαιρας αερίου Ar. 
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Στη συνέχεια, µελετήθηκε η ένωση GSSG, οπότε και αναλύθηκε πρότυπο 

διάλυµα αυτής, που προέκυψε από την ανάµιξη διαλυµάτων GSH (15 mg/L) και 

H2O2 (30% κ.ο.), σε κ.ο. αναλογία 1:1. Από την ανάλυση του τελικού διαλύµατος, 

προέκυψαν τα φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων του Σχήµατος 5.46. Η 

προτεινόµενη πορεία διάσπασης της ένωσης δίνεται στο Σχήµα 5.47.  

Σχήµα 5.46. Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων, σε ενέργειες 5-60 eV, για την 

ένωση GSSG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.47. Ερµηνεία φασµάτων µάζας προϊόντων ιόντων της ένωσης GSSG. 
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Στη συνέχεια, διαµορφώθηκαν οι καµπύλες διάσπασης για την ένωση 

GSSG, οι οποίες παρουσιάζονται στο Σχήµα 5.48. Στο σχήµα αυτό, φαίνονται 

επίσης και οι χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM, που διαµορφώθηκαν, για το 

παράγωγο αυτό. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.48. Καµπύλες διάσπασης της ένωσης GSSG. 

 

Εφαρµόζοντας τις παραπάνω χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM, αλλά και 

αυτές της ένωσης GSH, αναλύθηκε ένα πρότυπο διάλυµα της τελευταίας, 

συγκέντρωσης 15 mg/L, καθώς και το αντίστοιχο διάλυµα της, στο οποίο είχε 

προστεθεί 30% κ.ο. H2O2 (σε αναλογία GSH/ H2O2 = 1/1). Τα αποτελέσµατα που 

προέκυψαν φαίνονται στο Σχήµα 5.49.  

Όπως διακρίνεται στο συγκεκριµένο χρωµατογράφηµα, το παράγωγο GSH 

εκλούεται σε χρόνο 3.88 min, ενώ για την ένωση GSSG παρατηρούνται δύο 

κορυφές, σε χρόνους 8.42 και 18.95 min, εκ των οποίων η πρώτη είναι αυτή που 

συναντάται σε µεγαλύτερη ένταση. Κατά την ανάλυση της ένωσης GSSG, µε τη 

µέθοδο σάρωσης προϊόντων ιόντων, προέκυψε µια κορυφή σε χρόνο 8.5 min, που 

αντιστοιχεί στο πρωτονιωµένο µόριο της ένωσης GSSG. Εποµένως, επιβεβαιώνεται 

ότι η πιο έντονη κορυφή σε χρόνο 8.42 min, που παρατηρείται στο παρακάτω 

χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM, είναι αυτή που αντιστοιχεί στο 

παράγωγο GSSG.  
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Σχήµα 5.49. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM των πρότυπων διαλυµάτων 

των ενώσεων (α) GSH και (β) GSSG. 

 

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ο ρόλος της CH3B12 ως µεθυλιωτικό µέσο, 

αποφασίστηκε η υλοποίηση της αντίδρασης, απουσία CH3B12, και παρουσία της 

µεθυλιωµένης µορφής της GSH (CH3-SG), ως πιθανού δότη µεθυλοµάδας. Ο λόγος 

για τον οποίο δεν χρησιµοποιήθηκε η SAM, για το σκοπό αυτό, είναι ότι η 

συγκεκριµένη ένωση, για να δράσει σαν µεθυλιωτικό µέσο, απαιτεί την παρουσία 

ενζύµων, γεγονός που καθιστά πολύπλοκη τη µελέτη του συστήµατος.  

Η ανάλυση κλάσµατος από µίγµα της αντίδρασης µεταξύ NaAsO2, GSH και 

της CH3-SG, οδήγησε στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 5.50. Το συγκεκριµένο 

µίγµα περιελάµβανε 10.5 mg/L As, 22 mM GSH και 17 mM CH3-SG, ενώ το 

κλάσµα που αναλύθηκε αντιστοιχούσε σε χρόνο επώασης 40 min.  

Στο σχήµα αυτό δε διακρίνεται ο σχηµατισµός κανενός από τα µεθυλιωµένα 

παράγωγα MADG και DMAG, ενώ ο σχηµατισµός του ATG ήταν αναµενόµενος, 

λόγω της παρουσίας της GSH στο µίγµα. Να επισηµανθεί ότι η παραπάνω 

αντίδραση έλαβε χώρα σε αδρανή ατµόσφαιρα αερίου Ar. 

Στη συνέχεια, αναλύθηκαν επιπλέον κλάσµατα από το αντιδρών µίγµα, σε 

µεγαλύτερους χρόνους επώασης, ωστόσο, σε καµία περίπτωση, δεν παρατηρήθηκε ο 

σχηµατισµός µεθυλιωµένων παραγώγων αρσενικού. Το γεγονός αυτό αποτελεί 

απόδειξη ότι στην αντίδραση µεθυλίωσης του αρσενικού, παρουσία GSH και 

CH3B12, η τελευταία είναι αυτή που δρά σαν δότης µεθυλοµάδας.  
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Σχήµα 5.50. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του µίγµατος αντίδρασης 

µεταξύ αρσενικού, GSH και CH3-SG, έπειτα από χρόνο επώασης 40 min. 
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Ολοκληρώνοντας τη µελέτη σχετικά µε την ανίχνευση και την ταυτοποίηση 

των συµπλόκων As-GSH µε τεχνικές υγρής χρωµατογραφίας - φασµατοµετρίας 

µάζας, αλλά και τη διερεύνηση του ρόλου που αυτά διαδραµατίζουν στη µεθυλίωση 

του ανόργανου αρσενικού από τη CH3B12, παρουσία GSH, εξήχθησαν µια σειρά από 

συµπεράσµατα, τα οποία παρουσιάζονται αναλυτικά παρακάτω. Να υπενθυµιστεί 

ότι τα σύµπλοκα που µελετήθηκαν είναι τα ATG, MADG και DMAG, στα οποία το 

αρσενικό συναντάται σε οξειδωτική κατάσταση +3 (AsIII-GSH) και το (DMTAV-

GSH), το οποίο αποτελεί και το µοναδικό πεντασθενές σύµπλοκο AsV-GSH, το 

οποίο έχει, µέχρι σήµερα, ανιχνευτεί σε βιολογικό δείγµα. Πιο αναλυτικά, κατά τη 

διάρκεια της µελέτης αυτής, υλοποιήθηκαν οι παρακάτω στόχοι: 

 Σύνθεση των τεσσάρων συµπλόκων As-GSH, ακολουθώντας συνθετικές 

πορείες που αναφέρονται σε προηγούµενες µελέτες. 

 Ανάλυση των προτύπων διαλυµάτων των, συντιθέµενων στο εργαστήριο, 

συµπλόκων, εφαρµόζοντας την τεχνική ESI-MS/MS και τη Μέθοδο 

Σάρωσης Προϊόντων Ιόντων. Τα αποτελέσµατα της µεθόδου αυτής, οδήγησαν 

στη διαµόρφωση των καµπυλών διάσπασης και των χαρακτηριστικών 

αντιδράσεων SRM, µε συνέπεια την ανάπτυξη µεθόδου ESI-MS/MS-SRM. 

 Εφαρµογή της µεθόδου ESI-MS/MS-SRM, σε συνδυασµό µε χρωµατογραφία 

HPLC αντίστροφης φάσης και τη βέλτιστη µέθοδο που αναπτύχθηκε 

οδήγησε στο διαχωρισµό αλλά και την εκλεκτική ανίχνευση των ενώσεων. 

 Επιβεβαίωση του περιεχοµένου των πρότυπων διαλυµάτων των ενώσεων As-

GSH, µε τη µέθοδο HPLC-ESI-MS/MS-SRM. 

  Εφαρµογή της παραπάνω χρωµατογραφικής µεθόδου, σε συνδυασµό µε την 

τεχνική ICP-MS, για την επιβεβαίωση της ύπαρξης των τεσσάρων 

συµπλόκων As-GSH στα, συντιθέµενα στο εργαστήριο, πρότυπα διαλύµατα. 

 Προσδιορισµός των ορίων ανίχνευσης των τεσσάρων συµπλόκων As-GSH µε 

τις τεχνικές HPLC-ESI-MS/MS-SRM και HPLC-ICP-MS. Όσον αφορά την 

τεχνική HPLC-ICP-MS, τα όρια ανιχνευσης κυµαίνονται στην περιοχή 10 - 

28 µg/L, ενώ µε τη τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, τα όρια ανίχνευσης 

είναι στην περιοχή 0.2 - 13 µg/L. Αξίζει να γίνει αναφορά στα εξαιρετικά 

χαµηλά όρια ανίχνευσης που παρατηρούνται για την ένωση DMTAV-GSH, 

µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, γεγονός που µπορεί να 
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ερµηνευτεί από το γεγονός ότι η ευαισθησία της συγκεκριµένης τεχνικής 

εξαρτάται σηµαντικά από τη δοµή της εξεταζόµενης ένωσης.  

 Εφαρµογή των µεθόδων HPLC-ESI-MS/MS-SRM και HPLC-ICP-MS για τη 

µελέτη της αντίδρασης µεθυλίωσης του ανόργανου αρσενικού από τη 

CH3B12, παρουσία της GSH. Για πρώτη φορά, τα σύµπλοκα AsIII-GSH 

ανιχνεύτηκαν µεταξύ των προϊόντων της αντίδρασης. Εποµένως, τα 

σύµπλοκα αυτά φαίνεται να διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη µεθυλίωση 

του ανόργανου αρσενικού. 

 Τα σύµπλοκα ATG και MADG εξακολουθούν να συναντώνται στο µίγµα της 

αντίδρασης, ακόµα και έπειτα από χρόνο επώασης ίσο µε 50 hrs, ενώ, όσον 

αφορά το διµεθυλιωµένο σύµπλοκο DMAG, έπειτα t=6 hrs, δεν ανιχνεύεται 

πλέον στο µίγµα της αντίδρασης. Σε ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε σε 

t=120 hrs, επισηµάνθηκε η απουσία και των τριών συµπλόκων AsIII-GSH. 

 Απουσία αδρανούς ατµόσφαιρας Ar, επισηµαίνεται ο σχηµατισµός µόνο των 

δύο συµπλόκων ATG και MADG και όχι του DMAG. Πιθανόν, το σύµπλοκο 

αυτό είναι περισσότερο ασταθές. 

 Σε µια προσπάθεια διευκρίνησης της προέλευσης της µεθυλοµάδας, η οποία 

ευθύνεται για τη µεθυλίωση του ανόργανου αρσενικού, δοκιµάστηκε η 

επίδραση ενός άλλου παραγώγου το οποίο φέρει µεθυλοµάδα και αυτό είναι 

η µεθυλιωµένη µορφή της GSH, δηλαδή η ένωση CH3-SG. Παρουσία της 

συγκεκριµένης ένωσης στο µίγµα της αντίδρασης, ωστόσο, και απουσία της 

CH3B12 δεν λαµβάνει χώρα µεθυλίωση, γεγονός που σηµαίνει ότι η CH3B12 

είναι αυτή που ευθύνεται για τη µεθυλίωση του αρσενικού. 
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ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΚΚΗΗ  ΑΑΝΝΑΑΣΣΚΚΟΟΠΠΗΗΣΣΗΗ  

Οι µελέτες προσδιορισµού των χηµικών συστατικών, που συναντώνται σε 

υδρόβιους οργανισµούς, είναι δυνατόν να δώσουν εξαιρετικά χρήσιµα δεδοµένα για 

το περιβάλλον που ζουν οι οργανισµοί, αλλά και για την τοξικότητα των παραπάνω 

συστατικών και τις συνέπειες που µπορεί να προκαλέσει στον άνθρωπο, η χρόνια 

κατανάλωσή τους. Είναι γνωστό ότι διαφορετικές ενώσεις αρσενικού 

συσσωρεύονται σε ποικίλα είδη φυτών και ζώων, που ζούν και αναπτύσσονται στο 

υδρόβιο περιβάλλον, και, ειδικότερα, στα θαλάσσια φύκη, τα ψάρια και τα 

οστρακοειδή, έχοντας σαν τελικό αποδέκτη (µέσω της τροφικής αλυσίδας) τον 

άνθρωπο. Η τοξικότητα του αρσενικού εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από τον χηµικό 

τύπο του στοιχείου, µε χαρακτηριστικό παράδειγµα το αρσενοβητάνιο (βλ. δοµή στο 

Κεφ. 1), το οποίο αποτελεί το κύριο συστατικό των ψαριών και χαρακτηρίζεται ως 

µη-τοξική ένωση, ακίνδυνη για τον άνθρωπο. Από την άλλη, µερικοί οργανισµοί 

περιέχουν σηµαντικά ποσά ανόργανου αρσενικού (το οποίο χαρακτηρίζεται από 

υψηλή τοξικότητα) καθώς και αρσενοσακχάρων (arsenosugars), ενώσεις άγνωστης, 

µέχρι σήµερα, τοξικότητας. 

Τις τελευταίες δεκαετίες, έχουν πραγµατοποιηθεί πολυάριθµες µελέτες 

ειδοταυτοποίησης του αρσενικού σε υδατικά συστήµατα, οι οποίες, ωστόσο, έχουν 

επικεντρωθεί στο θαλάσσιο περιβάλλον. Αντίθετα, οι µελέτες που σχετίζονται µε 

οργανισµούς που ζούν σε γλυκό νερό, είναι ιδιαίτερα σπάνιες, γεγονός που, κατά 

κύριο λόγο, οφείλεται στις σηµαντικά χαµηλότερες συγκεντρώσεις αρσενικού στους 

οργανισµούς αυτούς, σε σχέση µε τους αντίστοιχους θαλάσσιους.1 Επίσης, τα 

περισσότερα ψάρια και οστρακοειδή, µε τα οποία τρέφεται ο άνθρωπος, 

προέρχονται από το θαλάσσιο περιβάλλον, ωστόσο δε λείπουν και οι χώρες, όπως η 

Ουγγαρία, όπου ψάρια, τα οποία ζούν σε γλυκά νερά, αποτελούν βασικά προϊόντα 

της τοπικής διατροφής.1 
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Θαλάσσιοι Οργανισµοί  
Τα θαλάσσια φύκη προσλαµβάνουν τα ανόργανα αρσενικώδη (iAsIII) και 

αρσενικικά (iAsV) είδη, από το θαλάσσιο νερό και τα µεταβολίζουν, δίνοντας µια 

σειρά από οργανοαρσενικικά παράγωγα, τα σηµαντικότερα εκ των οποίων είναι τα 

αρσενοσάκχαρα. Από την άλλη, τα θαλάσσια µύδια περιέχουν αρσενικό σε 

συγκεντρώσεις της τάξης των mg/kg, µε το αρσενοβητάνιο να είναι η κυρίαρχη 

ένωση αρσενικού στους οργανισµούς αυτούς.2 Τα αρσενοσάκχαρα, τα οποία, εκτός 

από τα φύκη,3,4 συναντώνται και σε οστρακοειδή,5,6 περιέχουν στο µόριο τους ένα 

σάκχαρο µε πέντε άτοµα άνθρακα, που έχει τη δοµή της φουρανόζης (Σχήµα 6.1), 

ενώ θεωρείται ότι µεταβολίζονται στον οργανισµό, προς σχηµατισµό του 

αρσενοβητανίου. Τα πρώτα µέλη της σειράς ανιχνεύτηκαν σε φύκη7 και είναι τα 

οξο-αρσενοσάκχαρα (oxo-arsenosugars) DMAsSugar-Glycol και -Sulfonate, ενώ, 

µέχρι σήµερα, έχουν ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί επιπλέον ενώσεις της 

κατηγορίας, γνωστές ως DMAsSugar-Phosphate, -Sulfate, -AminoSulfonate, -

Methoxy, -Mannitol, -Hydroxy, -Carboxyl, -Carbamate, -Carboxyl-2, -Adenine και 

Sulfonate-2.8,9,10,11,12 Τα οξο-αρσενοσάκχαρα που συναντώνται συχνότερα στο 

περιβάλλον, είναι τα -Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate, ενώ οι δοµές 

όλων των παραπάνω ενώσεων φαίνονται στο Σχήµα 6.1. 

Το 2004, ανακαλύφθηκε, σε δείγµα από µύδια, µια καινούρια κατηγορία 

ενώσεων, τα θειο-αρσενοσάκχαρα (thio-arsenosugars),13 τα οποία έχουν παρόµοια 

δοµή µε τα αντίστοιχα οξο-αρσενοσάκχαρα, µε τη διαφορά ότι, το αρσενικό, αντί για 

οξυγόνο, συνδέεται µε άτοµο θείου (Me2AsS-, Σχήµα 6.2). Τα δύο πρώτα θειο-

αρσενοσάκχαρα που ανιχνεύτηκαν, είναι τα DMThioAsSugar-Glycol και –

Phosphate,13 ενώ ακολούθησε η ανίχνευση και ταυτοποίηση επιπλέον ενώσεων της 

κατηγορίας, των DMThioAsSugar-Sulfonate και -Sulfate,14,15,16 καθώς και των 

DMThioAsSugar-Carboxyl, -Carbamate και –Adenine12 (Σχήµα 6.2). 

Η συντοµογραφία της ονοµατολογίας που χρησιµοποιείται για τα παραπάνω 

αρσενοσάκχαρα αποτελείται από τρία επιµέρους τµήµατα: 
  ΑΑρριιθθµµόόςς  µµεεθθυυλλοοµµάάδδωωνν  πποουυ  σσυυννδδέέοοννττααιι  µµεε  ττοο  άάττοοµµοο  ττοουυ  ααρρσσεεννιικκοούύ::    

DM (Di-Methyl): όταν πρόκειται για 2 µεθυλοµάδες 

 ∆∆εεσσµµόόςς  AAss==OO::   

AsSugars (οξο-αρσενοσάκχαρα) 

 ∆∆εεσσµµόόςς  AAss==SS::     

ThioAsSugars (θειο-αρσενοσάκχαρα) 

 ΧΧααρραακκττηηρριισσττιικκήή  οοµµάάδδαα  σσττηηνν  ππλλεευυρριικκήή  ααλλυυσσίίδδαα::   

ππ..χχ..  - Glycol, -Phosphate, -Sulfonate, -Sulfate. 
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Σχήµα 6.1. ∆οµές των µέχρι σήµερα ταυτοποιηµένων οξο-αρσενοσακχάρων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.2. ∆οµές των µέχρι σήµερα ταυτοποιηµένων θειο-αρσενοσακχάρων. 
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Οργανισµοί Γλυκού Νερού  
Σε αντίθεση µε το µεγάλο αριθµό δηµοσιεύσεων για την ειδοταυτοποίηση 

του αρσενικού σε θαλάσσιους οργανισµούς, υπάρχουν ελάχιστες µελέτες, όσον 

αφορά τα παράγωγα του στοιχείου σε δείγµατα γλυκού νερού. Η συνολική 

συγκέντρωση του αρσενικού σε δείγµατα του γλυκού νερού είναι σηµαντικά 

χαµηλότερη, σε σχέση µε τη συγκέντρωση του στοιχείου σε αντίστοιχα δείγµατα 

θαλάσσιας προέλευσης,17 ενώ διαφορές παρατηρούνται και όσον αφορά την 

ειδοταυτοποίηση του στοιχείου σε οργανισµούς από τα δύο παραπάνω 

περιβάλλοντα. Για παράδειγµα, το αρσενοβητάνιο αποτελεί την κυριότερη ένωση 

αρσενικού σε όλα τα είδη ψαριών, αλλά και στα µύδια θαλάσσιας προέλευσης, 

ωστόσο, µελέτες σε αντίστοιχους οργανισµούς από γλυκά νερά, οδηγούν σε 

αντιφατικά αποτελέσµατα, όσον αφορά την ύπαρξη της συγκεκριµένης ένωσης. 

Έτσι λοιπόν, ενώ οι Siomi et al17 και Slejkovec et al,18 αναφέρουν το 

αρσενοβητάνιο ως το κυρίαρχο παράγωγο του στοιχείου σε ψάρια και σε µύδια του 

γλυκού νερού, οι Lawrence et al,19 δεν κατάφεραν να ανιχνεύσουν τη 

συγκεκριµένη ένωση σε αντίστοιχους οργανισµούς, ενώ οι Koch et al,20 την 

ανίχνευσαν, αλλά σε ιχνοποσότητες. Από την άλλη, οι Schaeffer et al, αναφέρουν 

τα οξο-αρσενοσάκχαρα, ως τα κυρίαρχα είδη αρσενικού σε φύκη, µύδια και ψάρια 

από ποτάµι, ενώ το αρσενοβητάνιο ανιχνεύτητε σε ιχνοποσότητες.1 

Μεταξύ των οργανισµών που ζούν στα γλυκά νερα, ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν τα µύδια και τα σαλιγκάρια, τόσο λόγω της θέσης που κατέχουν στην 

τροφική αλυσίδα, όσο και λόγω του ρόλου τους σαν δείκτες περιβαλλοντικής 

ρύπανσης. Τα δύο παραπάνω είδη οργανισµών, αφενός µεν συµπεριλαµβάνονται 

στη δίαιτα του ανθρώπου και, αφετέρου, καταναλώνονται ευρέως από πολλά είδη 

ζώων, ψαριών και πτηνών. Από την άλλη, οι οργανισµοί αυτοί, σε µεγαλύτερο 

βαθµό σε σχέση µε άλλους οργανισµούς του γλυκού νερού, έχουν την τάση να 

συσσωρεύουν στους ιστούς τους διάφορα µέταλλα και µεταλλοειδή, µεταξύ των 

οποίων συγκαταλέγεται και το αρσενικό.21,22  

Η συνολική συγκέντρωση αρσενικού στα µύδια του γλυκού νερού, είναι 

συγκρίσιµη µε τη συγκέντρωση του µεταλλοειδούς στα θαλάσσια µύδια, ωστόσο, 

είναι αισθητά υψηλότερη, σε σχέση µε αυτή που παρατηρείται σε άλλους 

οργανισµούς του γλυκού νερού (σε µη-µολυσµένα νερά).20 Μέχρι σήµερα, λίγες 

πληροφορίες είναι γνωστές σχετικά µε την ειδοταυτοποίηση του αρσενικού σε 

µύδια από γλυκό νερό και, οι περισσότερες από αυτές, αφορούν δείγµατα από 

περιοχές πλούσιες σε αρσενικό. Οι Koch et al, αναλύοντας εκχυλίσµατα µυδιών, 
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κατάφεραν να ανιχνεύσουν την ένωση διµεθυλαρσενικικό οξύ (DMAV), κάποια οξο-

αρσενοσάκχαρα και µικρές ποσότητες ανόργανου αρσενικού (iAsV).20 Σε πρόσφατη 

µελέτη, η οποία διεξήχθη από τους Söeröes et al, αναφέρεται, για πρώτη φορά, η 

ύπαρξη θειο-αρσενοσακχάρων σε οργανισµούς του γλυκού νερού και, πιο 

συγκεκριµένα, σε µύδια που συλλέχθησαν από το ∆ούναβη στην Ουγγαρία.2 Στη 

συγκεκριµένη µελέτη, η οποία βασίστηκε στην τεχνική HPLC-ICP-MS, 

ανιχνεύτηκαν τα θειο-αρσενοσάκχαρα DMThioAsSugar-Glycol και –Phosphate, 

καθώς και τα δύο αντίστοιχα οξο-αρσενοσάκχαρα, ενώ το αρσενοβητάνιο 

ανιχνεύτηκε σε µικρότερες συγκεντρώσεις και µόνο στα 3 από τα συνολικά 11 

αναλυόµενα δείγµατα. Σε µετέπειτα µελέτη, στην οποία, επίσης, εξετάστηκαν 

µύδια από το ∆ούναβη, προέκυψαν παρόµοια αποτελέσµατα µε τα προηγούµενα.1 

Από την άλλη, τα σαλιγκάρια αποτελούν και αυτά πολύ σηµαντικούς 

οργανισµούς του γλυκού νερού, που έχουν την τάση να συσσωρεύουν µέταλλα 

στους µαλακούς ιστούς τους.23 Οι µελέτες ειδοταυτοποίησης του αρσενικού σε 

θαλάσσια σαλιγκάρια, αναφέρουν την ύπαρξη ενώσεων όπως το αρσενοβητάνιο (που 

αποτελεί την επικρατέστερη ένωση του στοιχείου και, πολλές φορές, συναντάται σε 

ποσοστό µέχρι και 95-98% του συνολικού αρσενικού),24,25 ενώ, έχει αναφερθεί και 

η ύπαρξη οξο-αρσενοσακχάρων, όπως το DMAsSugar-Phosphate,26 αλλά και του 

τετραµεθυλαρσενικικού ιόντος (ΤΜΑ, βλ. δοµή Κεφ. 1).27 Από την άλλη, οι µελέτες 

σε σαλιγκάρια που ζούν σε γλυκά νερά είναι εξαιρετικά περιορισµένες και 

αναφέρουν την ύπαρξη, στους οργανισµούς αυτούς, τόσο ανόργανου αρσενικού, όσο 

και της ένωσης TMA. Σε ορισµένες περιπτώσεις, ανιχνεύτηκαν, σε ιχνοποσότητες, 

οι ενώσεις DMAV, MMAV, αρσενοβητάνιο και το οξο-αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-

Glycol.28 Όπως παρατηρείται, λοιπόν, ο κύκλος του αρσενικού στο θαλάσσιο 

περιβάλλον, παρουσιάζει διαφορές, σε σχέση µε τον κύκλο του στοιχειου σε 

περιβάλλον γλυκού νερού.  

    

ΣΣΚΚΟΟΠΠΟΟΣΣ  

 Όπως ήδη αναφέρθηκε, τα θειο-αρσενοσάκχαρα αποτελούν µια καινούρια 

κατηγορία οργανοαρσενικικών ενώσεων, που ανακαλύφθηκαν πρόσφατα στο 

θαλάσσιο περιβάλλον. Οι τέσσερις κύριες ενώσεις της κατηγορίας αυτής, οι οποίες 

έχουν ανιχνευτεί σε ένα σηµαντικό αριθµό δειγµάτων (κυρίως οστρακοειδή και 

φύκη), είναι τα σάκχαρα DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –

Sulfate. Οι παραπάνω ενώσεις πρέπει, πλέον, να λαµβάνονται υπόψη, κατά τις 

µελέτες αποτίµησης του κινδύνου (risk assessment), που επιφυλάσσει η έκθεση 
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στο αρσενικό, µέσω των θαλασσινών προϊόντων διατροφής, ενώ η ύπαρξή τους 

περιπλέκει περισσότερο την βιοχηµεία του στοιχείου στο θαλάσσιο περιβάλλον. 

Εικάζεται ότι οι ενώσεις αυτές σχηµατίζονται in vivo από τα αντίστοιχα οξο-

αρσενοσάκχαρα, που συναντώνται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα φύκη, µε τα οποία 

τρέφονται τα θαλάσσια οστρακοειδή, ενώ, εναλλακτικά, είναι δυνατόν να 

προϋπάρχουν στα φύκη και να προσλαµβάνονται αυτούσια από τα οστρακοειδή. 

Παρά το γεγονός οτι τα τέσσερα παραπάνω θειο-αρσενοσάκχαρα έχουν 

ανιχνευτεί σε ένα αξιοσηµείωτο αριθµό δειγµάτων θαλάσσιας προέλευσης, ωστόσο, 

µέχρι σήµερα, έχουν αναφερθεί µόνο δύο µόνο µελέτες, σχετικά µε την ύπαρξη των 

ενώσεων αυτών σε οργανισµούς από γλυκά νερά. Στις µελέτες αυτές εξετάστηκαν 

δείγµατα από τον ∆ούναβη (φυτά, φύκη, ψάρια, µύδια, και βατράχια) και στα 

δείγµατα αυτά ανιχνεύτηκαν δύο µόνο παράγωγα θειο-αρσενοσακχάρων, τα 

DMThioAsSugar-Glycol και –Phosphate.  

Σκοπός της παρούσας µελέτης, ήταν η διερεύνηση της ύπαρξης των 

τεσσάρων πιο διαδεδοµένων θειο-αρσενοσακχάρων (-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate 

και -Sulfate) σε οργανισµούς που ζουν και αναπτύσσονται σε γλυκά νερά, όπως 

λίµνες και ποτάµια. Επιλέχθηκαν δείγµατα από µύδια και σαλιγκάρια, λόγω του 

ότι οι συγκεκριµένοι οργανισµοί αποτελούν προϊόντα διατροφής για τον άνθρωπο 

και, ταυτόχρονα, έχουν χαρακτηριστεί ως δείκτες περιβαλλοντικής ρύπανσης. Με 

τον τρόπο αυτό, επιδιώκεται µια πρώτη σύγκριση µε τα αποτελέσµατα που έχουν 

ήδη αναφερθεί στην βιβλιογραφία, σχετικά µε την ειδοταυτοποίηση του αρσενικού 

σε τέτοιου είδους οργανισµούς. Παράλληλα, είναι δυνατόν να γίνουν οι πρώτες 

εκτιµήσεις, όσον αφορά τον κύκλο του στοιχείου στο οικοσύστηµα των γλυκών 

νερών και κατά πόσο ο κύκλος αυτός διαφέρει από τον αντίστοιχο σε θαλάασια 

συστήµατα. 

Η ανάλυση των δειγµάτων βασίστηκε σε µεθόδους HPLC-ICP-MS και 

HPLC-ESI-MS/MS-SRM, που είχαν αναπτυχθεί παλαιότερα από την οµάδα µας 

και είχαν εφαρµοστεί επιτυχώς, για την ανίχνευση θειο-αρσενοσακχάρων σε 

θαλάσσιους οργανισµούς.14 Πρόκειται για ευαίσθητες και εκλεκτικές τεχνικές, 

ικανές να ανιχνεύσουν και να ταυτοποιήσουν ενώσεις της κατηγορίας των θειο-

αρσενοσακχάρων, σε χαµηλές συγκεντρώσεις στα αναλυόµενα δείγµατα. Το γεγονός 

ότι ενώσεις της κατηγορίας των θειο-αρσενοσακχάρων έχουν ανιχνευτεί σε 

ελάχιστες µόνο περιπτώσεις σε δείγµατα γλυκών νερών, ενδεχοµένως να σηµαίνει 

ότι, ακόµα και αν οι ενώσεις αυτές συναντώνται σε τέτοιου είδους δείγµατα, οι 

συγκεντρώσεις τους είναι χαµηλές. Εποµένως είναι επιτακτική ανάγκη η 
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εφαρµογή κατάλληλων αναλυτικών τεχνικών, ικανών να ανιχνεύουν τις 

συγκεκριµένες ενώσεις σε χαµηλά επίπεδα συγκεντρώσεων. Ως τέτοιες, 

επιλέχθηκαν οι δύο παραπάνω φασµατοµετρικές τεχνικές. Παράλληλα, µε τη 

συγκεκριµένη µελέτη κρίνεται και η καταλληλότητα των µεθόδων αυτών, όσον 

αφορά την ανάλυση οργανισµών που ζούν σε γλυκά νερά. 
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666...222...    ΠΠΠΕΕΕΙΙΙΡΡΡΑΑΑΜΜΜΑΑΑΤΤΤΙΙΙΚΚΚΟΟΟ    ΜΜΜΕΕΕΡΡΡΟΟΟΣΣΣ    

 

66..22..11..  ΦΦΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΜΜΕΕΤΤΡΡΙΙΑΑ  ΜΜΑΑΖΖΑΑΣΣ  ΕΕΠΠΑΑΓΓΩΩΓΓΙΙΚΚΑΑ  ΣΣΥΥΖΖΕΕΥΥΓΓΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  ΠΠΛΛΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΣΣ  ((IICCPP--MMSS))  

ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  

 
Για το διαχωρισµό των ενώσεων, χρησιµοποιήθηκε σύστηµα HPLC, 

αποτελούµενο από την αντλία Marathon (Rigas Labs, Thessaloniki). Η 

χρωµατογραφική µέθοδος που επιλέχθηκε βασίστηκε σε χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης µε ιοντικό ζεύγος, χρησιµοποιώντας την στήλη Discovery C18 

(Μήκος x Εσωτερική ∆ιάµετρος = 150 mm x 4.6 mm, Supelco, Bellefonte, PA, 

USA) και την αντίστοιχη προστήλη (supelguard, Μήκος x Εσωτερική ∆ιάµετρος = 

20 mm x 4.0 mm, Discovery C18). Σαν κινητή φάση χρησιµοποιήθηκε υδατικό 

διάλυµα, αποτελούµενο από 5 mM υδροξείδιο του τετραβούτυλαµµωνίου (TBAH, 

ιοντικό ζεύγος) και µεθανόλη, συγκέντρωσης 5% κ.ο. Το pH του διαλύµατος 

ρυθµίστηκε στην τιµή 7.5, µε την προσθήκη διαλύµατος µαλονικού οξέος, ενώ 

εφαρµόστηκε ισοκρατική έκλουση των συστατικών, µε ταχύτητα ροής εκλούσµατος 

ίση µε 1.0 mL/min και βρόχο εισαγωγής δείγµατος χωρητικότητας 50 µL. 

Για την ανίχνευση των ενώσεων χρησιµοποιήθηκε το φασµατόµετρο µάζας 

X Series ICP-MS (Thermo Fisher Scientific, Winsford, United Kingdom), µε 

τετραπολικό αναλυτή µαζών. Κατά τη διάρκεια των αναλύσεων παρακολουθούνται 

τα ισότοπα 75As και 77As (πολυατοµικά ιόντα ArCl+ λόγω ύπαρξης χλωρίου), ενώ οι 

βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας του οργάνου δίνονται στον Πίνακα 6.1. 

 

Πίνακας 6.1. Βέλτιστες παράµετροι λειτουργίας της τεχνικής ICP-MS. 

  
  
  

ΠΠααρράάµµεεττρροοιι  ΛΛεειιττοουυρργγίίααςς  ΒΒέέλλττιισσττεεςς  ΤΤιιµµέέςς  

Ροή αερίου εκνέφωσης [mL/min] 0.98 

Ροή βοηθητικού αερίου [mL/min] 1.00 

Ροή αερίου ψύξης [mL/min] 13.5 

Ισχύς Πλάσµατος [W] 1349 

Βάθος λήψης δείγµατος [Αυθ. Μονάδες] 90 
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66..22..22..  ΥΥΓΓΡΡΗΗ  ΧΧΡΡΩΩΜΜΑΑΤΤΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ  HHPPLLCC  ΣΣΕΕ  ΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟ  ΜΜΕΕ  ∆∆ΙΙΑΑ∆∆ΟΟΧΧΙΙΚΚΗΗ  

ΦΦΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΟΟΜΜΕΕΤΤΡΡΙΙΑΑ  ΜΜΑΑΖΖΑΑΣΣ  ΙΙΟΟΝΝΙΙΣΣΜΜΟΟΥΥ  ΜΜΕΕΣΣΩΩ  ΗΗΛΛΕΕΚΚΤΤΡΡΟΟΨΨΕΕΚΚΑΑΣΣΜΜΟΟΥΥ  ((EESSII--MMSS//MMSS))  ΚΚΑΑΙΙ  

ΤΤΗΗ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟ  ΠΠΑΑΡΡΑΑΚΚΟΟΛΛΟΟΥΥΘΘΗΗΣΣΗΗΣΣ  ΕΕΠΠΙΙΛΛΕΕΓΓΜΜΕΕΝΝΩΩΝΝ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΕΕΩΩΝΝ  ((SSRRMM))  

 

Κατά τη διάρκεια των αναλύσεων µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS και τη 

µέθοδο Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων (SRM), χρησιµοποιήθηκε το 

αυτοµατοποιηµένο σύστηµα HPLC του φασµατοµέτρου µάζας TSQ Quantum 

(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). Επιλέχθηκε χρωµατογραφία 

ανιονανταλλαγής, χρησιµοποιώντας τη στήλη PRPX-100 (Μήκος x Εσωτερική 

∆ιάµετρος = 250 x 4.1 mm, Hamilton, Reno, NV, USA), πριν από την οποία 

τοποθετήθηκε η αντίστοιχη προστήλη. Για το διαχωρισµό των συστατικών 

εφαρµόστηκε βαθµιδωτή έκλουση, χρησιµοποιώντας ως διαλύτη Α υδατικό διάλυµα 

NH4HCO3, συγκέντρωσης 20 mM και ως διαλύτη Β υδατικό διάλυµα NH4HCO3, 

συγκέντρωσης 20 mM και περιεκτικότητας σε µεθανόλη 40% κ.ο. Το pH των 

διαλυµάτων ρυθµίστηκε στην τιµή 10, µε τη χρήση διαλύµατος NH4OH. 

Επιλέχθηκε ταχύτητα ροής του εκλούσµατος 1 mL/min (το 24% οδηγείται στην 

πηγή ιονισµού και το υπόλοιπο στα απόβλητα) και βρόχος εισαγωγής δείγµατος 

χωρητικότητας 20 µL. Το πρόγραµµα έκλουσης παρουσιάζεται στον Πίνακα 6.2. 

 
Πίνακας 6.2. Πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης της µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS. 

 

Για τον εκλεκτικό προσδιορισµό των όξο- και θειο-αρσενοσακχάρων 

εφαρµόστηκε η µέθοδος SRM, η οποία είχε αναπτυχθεί παλαιότερα από την οµάδα 

µας14 ενώ για µεγαλύτερη εκλεκτικότητα, παρακολουθούνται δύο χαρακτηριστικές 

αντιδράσεις για κάθε πρόδροµο ιόν. Στον Πίνακα 6.3, παρουσιάζονται οι 

αντιδράσεις SRM για τα τέσσερα οξο-αρσενοσάκχαρα -Glycol, -Phosphate, -

Sulfonate και -Sulfate και για τα αντίστοιχα θειο-αρσενοσάκχαρα.14 

 

ΧΧρρόόννοοςς  ((mmiinn))  ∆∆ιιααλλύύττηηςς  ΑΑ  ((%%))  ∆∆ιιααλλύύττηηςς  ΒΒ  ((%%))  ΜΜεεθθααννόόλληη  ((%%))  

0 75 25 10 

5 75 25 10 

6 0 100 40 

30 0 100 40 

30.5 75 25 10 

35 75 25 10 
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Πίνακας 6.3. Χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM για τα οξο- και θειο-αρσενοσάκχαρα. 

 

 

66..22..33..  ΧΧΗΗΜΜΙΙΚΚΑΑ  ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΤΤΗΗΡΡΙΙΑΑ  

 

 Για τις αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη, 

χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα αντιδραστήρια: 

 Όξινο ανθρακικό αµµώνιο, NH4HCO3 (puriss., Riedel-de Haen, Seelze, 

Germany). 

 ∆ιάλυµα υδροξειδίου του αµµωνίου, NH4OH (puriss., p.a., Fluka, Buchs, 

Switzerland). 

 Υδροξείδιο του τετραβουτυλαµµωνίου, ΤΒΑΗ 30-hydrate (>99.0%, Fluka, 

Buchs, Switzerland). 

 Μαλονικό οξύ (>99.0%, Fluka, Buchs, Switzerland). 

 Μεθανόλη (gradient grade HPLC, Merck, Darmstadt, Germany). 

 Υδροχλωρικό οξύ (37%, puriss., p.a., Riedel-de Haen, Seelze, Germany). 

 Σουλφίδιο του δισθενούς σιδήρου (FeIIS) σε µορφή ράβδων (Riedel-de Haen, 

Seelze, Germany). 

ΈΈννωωσσηη    ΠΠρρόόδδρροοµµοο  ΙΙόόνν  
((mm//zz))  

ΠΠρροοϊϊόόνν  ΙΙόόνν  
((mm//zz))  

ΕΕννέέρργγεειιαα  ∆∆ιιάάσσππαασσηηςς  
((eeVV))  

237 15 
DDMMAAssSSuuggaarr--GGllyyccooll  329 

97 25 

237 25 
DDMMAAssSSuuggaarr--PPhhoosspphhaattee  483 

97 40 

237 20 
DDMMAAssSSuuggaarr--SSuullffoonnaattee  393 

97 30 

329 15 
DDMMAAssSSuuggaarr--SSuullffaattee  409 

97 35 

253 10 
DDMMTThhiiooAAssSSuuggaarr--GGllyyccooll  345 

97 20 

253 15 
DDMMTThhiiooAAssSSuuggaarr--PPhhoosspphhaattee  499 

97 27 

253 15 
DDMMTThhiiooAAssSSuuggaarr--SSuullffoonnaattee  409 

97 25 

253 15 
DDMMTThhiiooAAssSSuuggaarr--SSuullffaattee  425 

97 30 
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66..22..44..  ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΑΑ  

  

“kelp-1”, “kelp-2” 
Εµπορικά δείγµατα από φύκη (σε µορφή σκόνης), καναδικής 

προέλευσης, τα οποία προµηθεύτηκαν το 1999 (“kelp-1”, Galloway’s, 

Richmond, BC, Canada, batch no: 231-0390-13) και 2005 (“kelp-2” Galloway’s, 

Richmond, BC, Canada, batch no: 231-0390-15). 

 
 Η µέθοδος εκχύλισης που εφαρµόστηκε για τα δύο δείγµατα “kelp-1” και 

“kelp-2”, περιελάµβανε τα παρακάτω στάδια: 

 Εκχύλιση του στερεού µε απιονισµένο νερό (όγκος νερού/ µάζα στερεού ~ 

20 mL/ g). 

 Ανακίνηση του αιωρήµατος (συσκευή περιδίνησης - vortex) για 10 min, έως 

ότου επιτευχθεί οµογενοποίηση του. 

 Φυγοκέντριση του αιωρήµατος για 15 min. 

 Αποµάκρυνση – Χρήση του υπερκείµενου υγρού. 

 

Τα έκχυλίσµατα των δύο παραπάνω δειγµάτων “kelp-1” και “kelp-2”, 

χρησιµοποιήθηκαν ως διαλύµατα αναφοράς, για τα οξο- και θειο- αρσενοσάκχαρα, 

αντίστοιχα. Επίσης, ως πρότυπο διάλυµα για τα τέσσερα θειο-αρσενοσάκχαρα 

DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate χρησιµοποιήθηκε 

και το δείγµα “kelp-1_H2S”, το οποίο παρασκευάστηκε από το εκχύλισµα του 

δείγµατος “kelp-1”, έπειτα από τη διαβίβαση σε αυτό αερίου H2S. Το τελευταίο 

προήλθε από την αντίδραση του σουλφιδίου του δισθενούς σιδήρου (FeIIS) µε 

υδροχλώρικό οξύ (HCl, 10% κ.ο). 

 

Μύδια που ζούν σε περιβάλλον γλυκού νερού (ποτάµι)   
Το συγκεκριµένο δείγµα ονοµάστηκε “mussel” και συλλέχθηκε από ποτάµι 

(Quinsam River) στον Καναδά. Μετά τη συλλογή του, το δείγµα υπέστη 

λυοφιλίωση και στάλθηκε στο εργαστήριο µας µε τη µορφή σκόνης. Πριν την 

ανάλυση, το δείγµα εκχυλίστηκε µε απιονισµένο νερό (όγκος νερού/ µάζα στερεού 

~ 50 mL/ g), µέσω οµογενοποίησης του εκχυλίσµατος και τοποθέτησής του σε 

λουτρό υπερήχων για 10 min. Ακολούθησε φυγοκέντριση του οµογενοποιηµένου 

εκχυλίσµατος (15 min) και, τέλος, αποµάκρυνση, φιλτράρισµα και άµεση ανάλυση 

του υπερκείµενου υγρού. 
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Σαλιγκάρια που ζούν σε περιβάλλον γλυκού νερού (λίµνη)   
Πρόκειται για σαλιγκάρια (Εικόνα 1) που συλλέχθησαν από την λίµνη 

Magic Lake στον Καναδά. Αναλύθηκαν συνολικά τρία δείγµατα (“snail-1”, “snail-
2” και “snail-3”), τα οποία διαφέρουν ως προς την ηλικία. Το δείγµα “snail-1” 

ανήκει σε αυγά σαλιγκαριών, το δείγµα “snail-2” σε ενήλικο σαλιγκάρι και το 

δείγµα “snail-3” σε σαλιγκάρι ηλικίας 2 µηνών. Μετά τη συλλογή τους, τα 

παραπάνω δείγµατα υπέστησαν λυοφιλίωση και στάλθηκαν στο εργαστήριο µας ως 

στερεά. Πριν την ανάλυσή τους, εκχυλίστηκαν µε απιονισµένο νερό (όγκος νερού/ 

µάζα στερεού ~ 10 mL/g, 15 mL/g και 20 mL/g για τα δείγµατα “snail-1”, “snail-2” 

και “snail-3”, αντίστοιχα), µέσω οµογενοποίησης του εκχυλίσµατος και 

τοποθέτησής του σε λουτρό υπερήχων (10 min). Ακολούθησε φυγοκέντριση του 

οµογενοποιηµένου εκχυλίσµατος (15 min) και, στη συνέχεια, αποµάκρυνση και 

φιλτράρισµα του υπερκείµενου υγρού, το οποίο αναλύθηκε άµεσα. 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Σαλιγκάρια από τη λίµνη Magic Lake στον Καναδά. 
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666...333...    ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

  

Όπως ήδη αναφέρθηκε, τα θειο-αρσενοσάκχαρα αποτελούν µια κατηγορία 

ενώσεων, που ανακαλύφθηκε πρόσφατα σε βιολογικά δείγµατα θαλάσσιας 

προέλευσης. Στο εργαστήριο µας, αναπτύχθηκαν µέθοδοι HPLC-ICP-MS και 

HPLC-ESI-MS/MS-SRM, βασισµένες σε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης µε 

ιοντικό ζεύγος και χρωµατογραφία ανιονανταλλαγής, αντίστοιχα, µε σκοπό την 

εκλεκτική ανίχνευση των ενώσεων αυτών, σε βιολογικά δείγµατα θαλάσσιας 

προέλευσης.14 Σε προηγούµενη µελέτη µας, εφαρµόζοντας τις παραπάνω µεθόδους, 

επιτεύχθηκε η ανίχευση των τεσσάρων, πιο διαδεδοµένων, θειο-αρσενοσακχάρων 

DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate, σε δείγµατα 

θαλάσιων οστρακοειδών, αλλά και, για πρώτη φορά, σε δείγµατα από φύκη.14 

Στην παρούσα µελέτη, εξετάστηκε η ύπαρξη των παραπάνω τεσσάρων 

ενώσεων, σε µύδια και σαλιγκάρια, τα οποία ζούν σε περιβάλλον γλυκού νερού. 

Μέχρι σήµερα, έχουν αναφερθεί δύο µόνο µελέτες για την ύπαρξη τέτοιων ενώσεων 

σε οργανισµούς γλυκού νερού.2,1  

 
∆είγµα από Μύδια “mussel” 
(α) HPLC-ICP-MS 
Αρχικά, αναλύθηκε το δείγµα από µύδια (“mussel”), το οποίο προµηθεύτηκε 

από τον Καναδά, µε τη µορφή στερεού λυοφιλιωµένου δείγµατος. Η ανάλυση του 

εκχυλίσµατος του δείγµατος αυτού, έδωσε το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 6.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.3. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος από µύδια “mussel”.  



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6  158 

  
 

Στο χρωµατογράφηµα αυτό διακρίνονται 3 κορυφές αρσενικού, σε χρόνους 

2.06, 3.46 και 9.83 min, αντίστοιχα. Για την ταυτοποίηση των κορυφών αυτών, 

αναλύθηκε το δείγµα “kelp-1_H2S”, το οποίο, όπως είναι γνωστό από προηγούµενη 

µελέτη µας,14 περιέχει τα τέσσερα θειο-αρσενοσάκχαρα DMThioAsSugar-Glycol, -

Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate, σε υψηλές συγκεντρώσεις. Το 

χρωµατογράφηµα που προέκυψε από την ανάλυση του δείγµατος αυτού, 

συγκρίθηκε µε το χρωµατογράφηµα του δείγµατος “mussel”, και διαπιστώθηκε ότι 

οι χρόνοι της 2ης και 3ης κορυφής συγκλίνουν µε τους χρόνους που παρατηρήθηκαν 

για τα θειο-αρσενοσάκχαρα DMThioAsSugar-Glycol και –Phosphate, αντίστοιχα 

(Σχήµα 6.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.4. Σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των δειγµάτων “kelp-1_H2S” και 

“mussel”. Στον άξονα δεξιά φαίνεται η ένταση 75As για το δείγµα αναφοράς “kelp-

1_H2S” και στον άξονα αριστερά η αντίστοιχη ένταση για το δείγµα “mussel”. 

 

Προκειµένου να εξακριβωθεί αν οι κορυφές 2 και 3 του παραπάνω σχήµατος 

ανήκουν σε θειο-αρσενοσάκχαρα, αποφασίστηκε η προσθήκη οξειδωτικού στο 

δείγµα “mussel”, οπότε, στην περίπτωση που οι συγκεκριµένες κορυφές ανήκουν 

σε τέτοιες ενώσεις, αναµένεται η οξείδωσή τους, όπως έχει διαπιστωθεί στη 

βιβλιογραφία.14 Σαν οξειδωτικό µέσο επιλέχθηκε το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(H2O2, 30% κ.ο., µε κ.ο. αναλογία δείγµα/ οξειδωτικό = 90/10). Το δείγµα που 
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προέκυψε ονοµάστηκε “mussel_H2O2”, ένώ η ανάλυσή του, µε HPLC-ICP-MS, 

έδωσε το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 6.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.5. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “mussel_Η2Ο2”. 

 

Μετά την προσθήκη του οξειδωτικού στο δείγµα “mussel”, η κορυφή 3 

εξαφανίστηκε ενώ οι κορυφές 1 και 2 παρέµειναν και η έντασή τους αυξήθηκε 

αισθητά. Αυτό σηµαίνει ότι, η ένωση η οποία αντιστοιχεί στην κορυφή 3, υπέστη 

οξείδωση και µετατράπηκε σε κάποια από τις ενώσεις, που αντιστοιχούν στις 

κορυφές 1 και 2. Οι παραπάνω παρατηρήσεις, ενισχύουν την αρχική υπόθεση ότι η 

κορυφή 3 ανήκει στο θειο-αρσενοσάκχαρο DMThioAsSugar-Phosphate, το οποίο, 

αφού οξειδωθεί από το Η2Ο2, µετατρέπεται στο αντίστοιχο οξο-αρσενοσάκχαρο. Από 

την άλλη, η κορυφή 2, για την οποία υπήρχε αρχικά η εκτίµηση ότι αντιστοιχεί 

στο θειο-αρσενοσάκχαρο DMThioAsSugar-Glycol, διαπιστώνεται ότι τελικά δεν 

ανήκει σε παράγωγο της κατηγορίας αυτής, αφού δεν έλαβε χώρα η αναµενόµενη 

οξείδωση. Για να διαπιστωθεί η ταυτότητα των κορυφών 1 και 2, αναλύθηκε το 

δείγµα αναφοράς “kelp-1”, το οποίο περιέχει τις ενώσεις DMAsSugar-Glycol, -

Phosphate, -Sulfonate και –Sulfate.14  

Στο Σχήµα 6.6, φαίνεται η σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των 

δειγµάτων “kelp-1” και “mussel_H2O2”. Είναι εµφανής η σύγκλιση στους χρόνους 

έκλουσης των κορυφών 1 και 2, µε αυτούς των οξο-αρσενοσακχάρων –Glycol και –

Phosphate. 

 

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Χρόνος Έκλουσης [min]

Έ
ντ
ασ

η 
[c

ps
]

2

1



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6  160 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.6. Σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των δειγµάτων “kelp-1” και 

“mussel_H2O2”. Στον άξονα δεξιά φαίνεται η ένταση 75As για το δείγµα αναφοράς 

“kelp-1” και στον άξονα αριστερά η αντίστοιχη ένταση για το δείγµα 

“mussel_H2O2”. 

 

Η αύξηση της έντασης της κορυφής 2, µετά την προσθήκη του οξειδωτικού, 

οφείλεται στη µετατροπή του θειο-αρσενοσακχάρου DMThioAsSugar-Phosphate 

(κορυφή 3), στο αντίστοιχο οξο-αρσενοσάκχαρο (κορυφή 2). Η ενίσχυση της 

κορυφής 1, θα περίµενε κανείς να οφείλεται, αντίστοιχα, στην οξείδωση του θειο-

αρσενοσακχάρου DMThioAsSugar–Glycol στο αντίστοιχο οξο-αρσενοσάκχαρο. 

Ωστόσο, το DMThioAsSugar–Glycol δεν ανιχνεύτηκε στο δείγµα, οπότε εικάζεται 

ότι η συγκεκριµένη ένωση, ναι µεν συναντάται στο αναλυόµενο δείγµα, αλλά σε 

χαµηλή συγκέντρωση (τέτοια που είναι αδύνατη η ανίχνευσή της), και µε την 

προσθήκη του H2O2 οξειδώνεται και δίνει την ένωση DMAsSugar-Glycol (κορυφή 

1). Η χρωµατογραφική ανάκτηση για το δείγµα “mussel” υπολογίστηκε ίση µε 97%. 

 

(β) HPLC-ESI-MS/MS-SRM 
Ακολούθησε η ανάλυση του δείγµατος “mussel” µε τη µέθοδο HPLC-ESI-

MS/MS-SRM. Παρακολουθώντας, λοιπόν, τις χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM 

του Πίνακα 6.3, προέκυψε το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 6.7, στο οποίο 

επιβεβαιώνεται η ύπαρξη των ενώσεων DMAsSugar-Glycol, DMAsSugar-
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Phosphate και DMThioAsSugar-Phosphate, σε χρόνους έκλουσης 2.37, 3.59 και 

14.40 min, αντίστοιχα. Οι χρόνοι αυτοί βρίσκονται σε πλήρη συµφωνία µε τους 

χρόνους έκλουσης των ενώσεων στο εκχύλισµα του δείγµατος “kelp-2” (Σχήµα 6.8), 

το οποίο χρησιµοποιείται σαν δείγµα αναφοράς. 

Σχήµα 6.7. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “mussel”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.8. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος αναφοράς 

“kelp-2”. 

0,0E+00

4,0E+05

8,0E+05 2.38

0,0E+00

4,0E+05

8,0E+05

3.53

0,0E+00

1,0E+04

2,0E+04

0 5 10 15 20 25 30 35

14.24

ΧρόνοςΧρόνος ΈκλουσηςΈκλουσης [min][min]

Έ
ντ
ασ

η
Έ
ντ
ασ

η
[c

ps
]

[c
ps

]

329329
15 15 eVeV

25 25 eVeV

237237

9797

483483
25 25 eVeV

40 40 eVeV

237237

9797

499499
15 15 eVeV

27 27 eVeV

253253

9797

0,0E+00

4,0E+05

8,0E+05 2.38

0,0E+00

4,0E+05

8,0E+05

3.53

0,0E+00

1,0E+04

2,0E+04

0 5 10 15 20 25 30 35

14.24

ΧρόνοςΧρόνος ΈκλουσηςΈκλουσης [min][min]

Έ
ντ
ασ

η
Έ
ντ
ασ

η
[c

ps
]

[c
ps

]

329329
15 15 eVeV

25 25 eVeV

237237

9797

483483
25 25 eVeV

40 40 eVeV

237237

9797

499499
15 15 eVeV

27 27 eVeV

253253

9797

329329
15 15 eVeV

25 25 eVeV
237237

9797

483483
25 25 eVeV

40 40 eVeV
237237

9797

393393
20 20 eVeV

30 30 eVeV
237237

9797

409409
15 15 eVeV

35 35 eVeV
237237

9797

345345
10 10 eVeV

20 20 eVeV
253253

9797

499499
15 15 eVeV

27 27 eVeV
253253

9797

409409
15 15 eVeV

25 25 eVeV
253253

9797

425425
15 15 eVeV

30 30 eVeV
253253

9797

ΧρόνοςΧρόνος ΈκλουσηςΈκλουσης [min][min]

Έ
ντ

ασ
η

Έ
ντ

ασ
η

[c
ps

]
[c

ps
]

329329
15 15 eVeV

25 25 eVeV
237237

9797

483483
25 25 eVeV

40 40 eVeV
237237

9797

393393
20 20 eVeV

30 30 eVeV
237237

9797

409409
15 15 eVeV

35 35 eVeV
237237

9797

345345
10 10 eVeV

20 20 eVeV
253253

9797

499499
15 15 eVeV

27 27 eVeV
253253

9797

409409
15 15 eVeV

25 25 eVeV
253253

9797

425425
15 15 eVeV

30 30 eVeV
253253

9797

ΧρόνοςΧρόνος ΈκλουσηςΈκλουσης [min][min]

Έ
ντ

ασ
η

Έ
ντ

ασ
η

[c
ps

]
[c

ps
]



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6  162 

  
 

Εποµένως, διασταυρώνοντας τα αποτελέσµατα, µε τις δύο τεχνικές HPLC-

ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS-SRM, προκύπτει ότι, στο δείγµα “mussel”, 

περιέχονται τα δύο οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol και –Phosphate, καθώς 

και το θειο-αρσενοσάκχαρο DMThioAsSugar-Phosphate. 

 

∆είγµα από σαλιγκάρια “snail-1” 
Στη συνέχεια, αναλύθηκε το δείγµα “snail-1”, το οποίο ανήκει σε αυγά από 

σαλιγκάρια, που συλλέχθησαν από τη λίµνη Magic Lake, στην περιοχή Pender 

Island του Καναδά. Από την ανάλυση του δείγµατος, προέκυψε το 

χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 6.9, όπου παρατηρούνται τέσσερις κορυφές για το 

αρσενικό, σε χρόνους έκλουσης 2.75, 3.93, 8.54 και 12.1 min. Ακολούθησε η 

ανάλυση του δείγµατος αναφοράς “kelp-1_H2S” και η σύγκριση του 

χρωµατογραφήµατος που προέκυψε, µε το χρωµατογράφηµα του δείγµατος “snail-

1” φαίνεται στο Σχήµα 6.10.  

Η σύγκριση αυτή αποκάλυψε την ταύτιση που υπάρχει στους χρόνους 

έκλουσης των κορυφών 3 και 4, µε τους αντίστοιχους των θειο-αρσενοσακχάρων –

Glycol και –Phosphate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.9. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “snail-1”. 

 

 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

0 5 10 15 20 25 30 35

Χρόνος Έκλουσης [min]

Έ
ντ
ασ

η 
[c

ps
]

1

2

3 4



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6  163 

  
 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5000

0 5 10 15 20 25 30 35

Χρόνος Έκλουσης [min]

Έ
ντ
ασ

η 
[c

ps
]  1 

2 

Σχήµα 6.10. Σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των δειγµάτων “kelp-1_H2S” και 

“snail-1”. Στον άξονα δεξιά φαίνεται η ένταση 75As για το δείγµα “snail-1” και στον 

άξονα αριστερά η αντίστοιχη ένταση για το δείγµα αναφοράς “kelp-1_H2S”. 

 

Η προσθήκη οξειδωτικού (H2O2, 30 % κ.ο.) στο δείγµα “snail-1” (δείγµα/ 

οξειδωτικό = 90/10 κ.ο.) και η ανάλυση του δείγµατος που προέκυψε, οδήγησε στο 

χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 6.11. Είναι εµφανής η εξαφάνιση των κορυφών 3 

και 4, γεγονός που επιβεβαιώνει ότι οι κορυφές αυτές ανήκουν σε θειο-

αρσενοσάκχαρα, τα οποία µε την προσθήκη του Η2Ο2 οξειδώνονται. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.11. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “snail-1_H2O2”. 
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Οι κορυφές 1 και 2 ανήκουν στα οξο-αρσενοσάκχαρα –Glycol και –

Phosphate, όπως προκύπτει έπειτα από σύγκριση του παραπάνω 

χρωµατογραφήµατος µε αυτό του δείγµατος αναφοράς “kelp-1” (Σχήµα 6.12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.12. Σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των δειγµάτων “kelp-1” και “snail-

1_H2O2”. Στον άξονα δεξιά φαίνεται η ένταση 75As για το δείγµα αναφοράς “kelp-1” 

και στον άξονα αριστερά η αντίστοιχη ένταση για το δείγµα “snail-1_H2O2”. 

 

 

(β) HPLC-ESI-MS/MS-SRM 
Παρακολουθώντας τις χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM, που αντιστοιχούν 

στα τέσσερα οξο-αρσενοσάκχαρα (-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate), 

καθώς και στα αντίστοιχα θειο-αρσενοσάκχαρα, προέκυψε το χρωµατογράφηµα του 

Σχήµατος 6.13, που φαίνεται παρακάτω. Από το χρωµατογράφηµα αυτό, 

επιβεβαιώνεται η ύπαρξη στο δείγµα των οξο-αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol 

και –Phosphate, καθώς και των αντίστοιχων θειο-αρσενοσακχάρων 

DMThioAsSugar-Glycol και –Phosphate, σε χρόνους που συµφωνούν µε τους 

αντίστοιχους στο δείγµα αναφοράς “kelp-2” (Σχήµα 6.14). 
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Σχήµα 6.13. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “snail-1”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Σχήµα 6.14. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος αναφοράς 

“kelp-2”. 
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DMAsSugar-Glycol και –Phosphate και τα αντίστοιχα θειο-αρσενοσάκχαρα. Τα 
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∆είγµα από σαλιγκάρια “snail-2” 
(β) HPLC-ICP-MS 
Στη συνέχεια, αναλύθηκε το δείγµα “snail-2”, οπότε προέκυψε το 

χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 6.15, ενώ η σύγκριση µε το αντίστοιχο 

χρωµατογράφηµα του δείγµατος “kelp-1_H2S”, φαίνεται στο Σχήµα 6.16.  
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Σχήµα 6.15. Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP-MS του δείγµατος “snail-2”. 

 

 

Σχήµα 6.16. Σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των δειγµάτων “kelp-1_H2S” και 

“snail-2”. Στον άξονα δεξιά φαίνεται η ένταση 75As για το δείγµα αναφοράς “kelp-

1_H2S” και στον άξονα αριστερά η αντίστοιχη ένταση για το δείγµα “snail-1”. 
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Στο παραπάνω σχήµα, φαίνεται να λαµβάνει χώρα συνέκλουση του θειο-

αρσενοσακχάρου DMThioAsSugar-Glycol, µε την ένωση που αντιστοιχεί στην 

κορυφή 2, καθώς επίσης και του θειο-αρσενοσακχάρου DMThioAsSugar-

Phosphate, µε την ένωση που αντιστοιχεί στην κορυφή 3.    

 Στη συνέχεια, παρατίθεται µια σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των 

δειγµάτων “kelp-1” και “snail-2” (Σχήµα 6.17), προκειµένου να διαπιστωθεί αν, 

κάποια από τις κορυφές του Σχήµατος 6.15, αντιστοιχεί σε οξο-αρσενοσάκχαρο. 

Σχήµα 6.17. Σύγκριση των χρωµατογραφηµάτων των δειγµάτων “kelp-1” και “snail-

2”. Στον άξονα δεξιά φαίνεται η ένταση 75As για το δείγµα αναφοράς “kelp-1” και στον 

άξονα αριστερά η αντίστοιχη ένταση για το δείγµα “snail-2”. 

 

Στο παραπάνω σχήµα, φαίνεται ότι η κορυφή 1 αντιστοιχεί στο οξο-

αρσενοσάκχαρο DMAsSugar-Glycol. Η κορυφή 2 παρουσιάζει µεγάλο εύρος και 

είναι δυνατόν να αντιστοιχεί σε περισσότερες από µία ενώσεις, ενώ σε αυτό το 

χρονικό διάστηµα συµβαίνει συνέκλουση των ενώσεων DMAsSugar-Phosphate και 

DMThioAsSugar–Glycol. Για να διευκρινιστεί ποιές ενώσεις συναντώνται στο 

δείγµα “snail-2”, εφαρµόστηκε η µέθοδος HPLC-ESI-MS/MS-SRM. 

 

(β) HPLC-ESI-MS/MS-SRM 
Από τις αναλύσεις µε HPLC-ESI-MS/MS, προέκυψε το χρωµατογράφηµα 

του Σχήµατος 6.18, που επιβεβαιώνει την ύπαρξη των ενώσεων DMAsSugar-
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Glycol,  DMAsSugar–Phosphate, DMThioAsSugar-Glycol και DMThioAsSugar–

Phosphate. Οι χρόνοι έκλουσης των ενώσεων αυτών, συµπίπτουν µε τους 

αντίστοιχους στο δείγµα αναφοράς “kelp-2”. (Σχήµα 6.19). 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

Σχήµα 6.18. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος “snail-2”. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Σχήµα 6.19. Χρωµατογράφηµα HPLC-ESI-MS/MS-SRM του δείγµατος αναφοράς 

“kelp-2”. 
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Από τις παραπάνω αναλύσεις, λοιπόν, προέκυψε ότι, στο δείγµα “snail-2” 

περιέχονται τα δύο οξο-αρσενοσάκχαρα DMAsSugar-Glycol και –Phosphate, καθώς 

και τα αντίστοιχα θειο-αρσενοσάκχαρα. 

 
∆είγµα από σαλιγκάρια “snail-3” 
Ακολούθησε η ανάλυση του δείγµατος “snail-3”, το οποίο ανήκει σε 

σαλιγκάρια ηλικίας 2 µηνών, από τη λίµνη Magic Lake, του Καναδά. Από τις 

αναλύσεις του συγκεκριµένου δείγµατος, µε την τεχνική HPLC-ICP-MS, 

ανιχνεύτηκαν οι ενώσεις DMAsSugar-Glycol, DMThioAsSugar-Glycol και 

DMThioAsSugar-Phosphate, ενώ, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, δεν 

κατέστη δυνατή η ανίχνευση καµίας ένωσης, γεγονός που, πιθανότατα, οφείλεται 

στις χαµηλές συγκεντρώσεις που συναντώνται οι ενώσεις, στο συγκεκριµένο 

δείγµα. 

Στο σηµείο αυτό, αξίζει να αναφερθεί και η εφαρµογή, κατά τη διάρκεια της 

παρούσας µελέτης, της µεθόδου HPLC-ESI-MS/MS-SRM, η οποία είχε 

αναπτυχθεί, από την οµάδα µας, παλαιότερα και µε την οποία επιτυγχάνεται η 

ανίχνευση 50 διαφορετικών παραγώγων αρσενικού, παρακολουθώντας συνολικά 99 

χαρακτηριστικές αντιδράσεις SRM.29 Βασίζεται στη χρωµατογραφική µέθοδο που 

εφαρµόστηκε και στην παρούσα εργασία, κατά τις αναλύσεις µε HPLC-ESI-

MS/MS-SRM, ενώ για περισσότερες πληροφορίες σχετικά µε τις λεπτοµέρειες της 

µεθόδου ESI-MS/MS, µπορεί κάποιος να ανατρέξει στην βιβλιογρφία.29 

Αναλύοντας, λοιπόν, µε τη συγκεκριµένη µέθοδο, τα προαναφερόµενα 

δείγµατα από µύδια και σαλιγκάρια, εκτός από τα οξο- και θειο- αρσενοσάκχαρα 

που αναφέρθηκαν παραπάνω, ανιχνεύτηκαν και κάποιες επιπλέον ενώσεις, όπως 

παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 6.4. Οργανοαρσενικικές ενώσεις που ανιχνεύτηκαν στα δείγµατα µυδιών και 

σαλιγκαριών (όπου, * = ανιχνεύτηκε και  n.d = µη ανιχνεύσιµο.). 

  ““MMuusssseell””  ““SSnnaaiill--11””  ““SSnnaaiill--22””  ““SSnnaaiill--33””  

TMA  * * n.d. n.d. 

DMAV  * * * * 

AsB  * n.d. n.d. n.d. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6  170 

  
 

666...444...    ΣΣΣΥΥΥΜΜΜΠΠΠΕΕΕΡΡΡΑΑΑΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    

 

Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε η εφαρµογή των αναλυτικών 

τεχνικών HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS, για την ανάλυση βιολογικών 

δειγµάτων, που ζούν σε περιβάλλον γλυκού νερού, µε σκοπό την διερεύνηση της 

ύπαρξης, σε αυτά, ενώσεων της κατηγορίας των θειο-αρσενοσακχάρων. Οι 

αναλυτικές µέθοδοι που εφαρµόστηκαν, είχαν αναπτυχθεί σε παλαιότερη µελέτη 

µας, η οποία είχε ως στόχο την ανίχνευση των τεσσάρων πιο διαδεδοµένων θειο-

αρσενοσακχάρων DMThioAsSugar-Glycol, -Phosphate, -Sulfonate και -Sulfate, σε 

δείγµατα θαλάσσιων οργανισµών. Συνδυάζοντας, λοιπόν, στην παρούσα µελέτη, τις 

δυο προαναφερόµενες τεχνικές, αναλύθηκαν βιολογικά δείγµατα, γλυκού νερού 

(λίµνες και ποτάµια), και πιο συγκεκριµένα µύδια και σαλιγκάρια, τα οποία 

προµηθεύτηκαν από περιοχές του Καναδά. 

Όσον αφορά τα µύδια, τα οποία συλλέχθησαν από το ποτάµι Quinsam River 

στον Καναδά (British Columbia), διαπιστώθηκε η ύπαρξη σε αυτά δύο οξο-

αρσενοσακχάρων DMAsSugar-Glycol και –Phosphate, καθώς και του θειο-

αρσενοσακχάρου DMThioAsSugar-Phosphate. Το παράγωγο DMAsSugar-

Phosphate είναι αυτό που συναντάται σε µεγαλύτερη συγκέντρωση, σύµφωνα µε 

τις αναλύσεις, τόσο µε HPLC-ICP-MS, όσο και µε HPLC-ESI-MS/MS-SRM και 

ακολουθούν οι ενώσεις DMThioAsSugar-Phosphate και DMAsSugar-Glycol, ενώ η 

ένωση DMThioAsSugar-Glycol δεν ανιχνεύτηκε µε καµία από τις δύο τεχνικές. Σε 

µελέτη που αναφέρεται στη βιβλιογραφία, κατά την οποία αναλύθηκαν µύδια από 

τον ∆ούναβη, παρουσιάζονται αντίστοιχα αποτελέσµατα, µε το σάκχαρο 

DMAsSugar-Phosphate, να είναι αυτό µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση. Στην ίδια 

µελέτη, η ένωση η οποία συναντάται στη µικρότερη συγκέντρωση, µεταξύ των 

τεσσάρων ενώσεων, είναι το θειο-αρσενοσάκχαρο DMThioAsSugar-Glycol, το οποίο 

στη δική µας εργασία δεν ανιχνεύτηκε. Στην εργασία µας, οι τρείς ενώσεις 

DMAsSugar-Glycol, DMAsSugar-Phosphate και DMThioAsSugar-Phosphate 

ανιχνεύτηκαν και µε τις δύο µεθόδους HPLC-ICP-MS και HPLC-ESI-MS/MS-

SRM, ενώ η ανάκτηση από τη στήλη υπολογίστηκε ίση µε 97%, γεγονός που 

σηµαίνει ότι το σύνολο, σχεδόν, του αρσενικού που υπάρχει στο δείγµα, εκλούεται 

µε τη συγκεκριµένη χρωµατογραφία. Τέλος, να σηµειωθεί ότι στο δείγµα αυτό 

ανιχνεύτηκε και µικρή ποσότητα αρσενοβητανίου, µια ένωση η οποία αποτελεί το 

κυριότερο συστατικό των µυδιών που ζούν σε θαλάσσιο νερό καθώς και τα 
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παράγωγα DMAV και TMA, τα οποία επίσης βρέθηκαν σε µικρές ποσότητες. Τα 

αποτελέσµατα αυτά, συµφωνούν µε αντίστοχα της βιβλιογραφίας.  

Από την άλλη, στα τρία δείγµατα από σαλιγκάρια, διαπιστώθηκε η ύπαρξη 

συνολικά τεσσάρων αρσενοσακχάρων, των DMAsSugar-Glycol, DMAsSugar-

Phosphate, DMThioAsSugar-Glycol και DMThioAsSugar-Phosphate. Πιο 

συγκεκριµένα, στα δείγµατα “snail-1” και “snail-2” ανιχνεύτηκαν τα οξο-

αρσενοσάκχαρα -Glycol και –Phosphate, καθώς και τα αντίστοιχα θειο-

αρσενοσάκχαρα, µε τα αποτελέσµατα των δύο τεχνικών που χρησιµοποιήθηκαν, να 

βρίσκονται σε απόλυτη συµφωνία µεταξύ τους. Αντίθετα, στο δείγµα “snail-3”, η 

εφαρµογή της τεχνικής HPLC-ESI-MS/MS-SRM δεν ήταν επιτυχής, αφού δεν 

οδήγησε στην ανίχνευση καµίας από τις οκτώ προς εξέταση ενώσεις (δηλαδή τα 

τέσσερα οξο- και τα αντίστοιχα τέσσερα θειο-αρσενοσάκχαρα). Με την τεχνική 

HPLC-ICP-MS, κατέστη δυνατός ο προσδιορισµός των δυο θειο-αρσενοσακχάρων 

DMThioAsSugar-Glycol και –Phosphate, καθώς και του οξο-αρσενοσακχάρου 

DMAsSugar-Glycol. Ο λόγος για τον οποίο δεν κατέστη δυνατή η ανίχνευση 

καµίας από τις τρείς παραπάνω ενώσεις, µε την τεχνική HPLC-ESI-MS/MS-SRM, 

είναι οι χαµηλές συγκεντρώσεις των ενώσεων αυτών στο δείγµα.  

Στην παρούσα εργασία, λοιπόν, επιτεύχθηκε, για πρώτη φορά, η ανίχνευση 

ενώσεων της κατηγορίας των θειο-αρσενοσακχάρων, σε δείγµατα από σαλιγκάρια, 

τα οποία ζούν σε γλυκά νερά. Επίσης, το αρσενοβητάνιο, το οποίο συναντάται 

ευρέως σε αντίστοιχα δείγµατα θαλάσσιας προέλευσης, δεν ανιχνεύτηκε, ενώ σε 

µικρές ποσότητες, βρέθηκαν οι ενώσεις DMAV και ΤΜΑ. Σε αντίστοιχες µελέτες 

της βιβλιογραφίας, το αρσενοβητάνιο αναφέρεται ως η κυρίαρχη ένωση σε 

σαλιγκάρια από γλυκά νερά, ενώ, επίσης, σε µικρότερες ποσότητες έχουν 

αναφερθεί και οι ενώσεις DMAV και ΤΜΑ. 

Σε γενικές γραµµές, λοιπόν, όπως προκύπτει από τα παραπάνω 

προκαταρκτικά αποτελέσµατα, ο κύκλος του αρσενικού στο οικοσύτηµα των 

γλυκών νερών, φαίνεται να διαφέρει από τον κύκλο του µεταλλοειδούς στο 

θαλάσσιο περιβάλλον. Ωστόσο, προκειµένου να επιβεβαιωθεί η παραπάνω υπόθεση, 

απαιτείται η περαιτέρω µελέτη και ανάλυση επιπλέον δειγµάτων και από τα δύο 

οικοσυστήµατα. Παράλληλα, η εξέταση δειγµάτων από πολλές διαφορετικές 

περιοχές, είναι ένας παράγοντας που πρέπει να ληφθεί υπόψη, προκειµένου να 

προκύψουν αξιόπιστα και σαφή αποτελέσµατα. 
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