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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Εισαγωγή 

1.1 Σκοπός Εργασίας 
 Το σελήνιο (Se) ως ιχνοστοιχείο απαραίτητο για την συντήρηση της ζωής 

παρουσιάζει  σηµαντικό ερευνητικό ενδιαφέρον. ∆ιάφορες µελέτες έχουν γίνει µε απώτερο 

σκοπό να κατανοηθεί καλύτερα η βιοχηµική συµπεριφορά του. Προς επίτευξη αυτού του 

στόχου είναι ιδιαίτερα σηµαντικός και ο χαρακτηρισµός των µεταβολιτών Se στα ούρα 

θηλαστικών. 

Στη παρούσα εργασία περιγράφεται η ανάπτυξη µεθόδων υγρής χρωµατογραφίας 

υψηλής απόδοσης και διαδοχικής φασµατοµετρίας µάζας, δύο τύπων ιονισµού 

ατµοσφαιρικής πίεσης, για τον προσδιορισµό ιχνοποσοτήτων σεληνοσακχάρων στα 

ανθρώπινα ούρα. Τα σεληνοσάκχαρα για τα οποία γίνεται λόγος είναι τα εξής: 1-

methylseleno-2-acetamido-1,2-dideoxy β-D-galactopyranoside (SeGalNAc), το 

διαστεροϊσοµερές του 1-methylseleno-2-acetamido-1,2-dideoxy β-D-glucopyranoside 

(SeGluNAc) και το 1-methylseleno-1,2-dideoxy β-D-galactopyranoside (SeGalNΗ2). 

Παρακάτω δίνονται οι δοµές των σεληνοσακχάρων που µελετήθηκαν στην παρούσα 

εργασία. 

Σχήµα 1.1 SeGalNAc                    Σχήµα 1.2 SeGluNAc            Σχήµα 1.3 SeGalNH2    

Πιο συγκεκριµένα περιγράφεται η ανάπτυξη µιας σειράς αναλυτικών µεθόδων 

κατάλληλων για εύκολο, γρήγορο και ακριβή προσδιορισµό ιχνοποσοτήτων 

σεληνοσακχάρων σε ακατέργαστα δείγµατα ανθρώπινων ούρων. Επίσης, και η ανάπτυξη 

µεθόδων κατάλληλων για την ανίχνευση αγνώστων µορφών σεληνοσακχάρων. Η έννοια της 

«εύκολης και γρήγορης» τεχνικής συνδέεται µε την ανάγκη τα βιολογικά δείγµατα να µην 
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υποβάλλονται σε εκτενή επεξεργασία προκειµένου να αναλυθούν. Η επίπονη και πολλές 

φορές χρονοβόρα διαδικασία της επεξεργασίας των βιολογικών δειγµάτων δεν οδηγεί πάντα 

σε ακριβή αποτελέσµατα εφόσον είναι πιθανόν σε αρκετές περιπτώσεις να αλλοιώνεται η 

αρχική µορφή του µεταβολίτη. Επίσης, ο ακριβής προσδιορισµός ενώσεων Se µε 

φασµατοµετρία µάζας είναι ιδιαίτερα εύκολος κυρίως λόγω της ανίχνευσης των πολλαπλών 

ισοτόπων του στοιχείου. 

Προς επίτευξη των παραπάνω στόχων ερευνήθηκαν οι δυνατότητες της διαδοχικής 

φασµατοµετρίας µάζας (tandem mass spectrometry: MS/MS) για την ανίχνευση των 

σεληνοσακχάρων µε εφαρµογή διαφόρων συνδυαστικών σαρώσεων. Αναλυτικότερα, 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων (selected 

reaction monitoring, SRM) για τον ευαίσθητο και επιλεκτικό προσδιορισµό των γνωστών 

σεληνοσακχάρων και κατόπιν η µέθοδος απώλειας ουδέτερων µορίων (neutral loss scan) σε 

µια προσπάθεια ανίχνευσης αγνώστων µορφών σεληνοσακχάρων. Επιπλέον, λόγω της 

ιδιαίτερα σύνθετης µήτρας ακατέργαστων ούρων και των φαινοµένων καταστολής του 

σήµατος που συνήθως προκαλεί εξετάσθηκαν δύο διαφορετικές πηγές ατµοσφαιρικού 

ιονισµού. Πιο συγκεκριµένα συγκρίθηκε το µέγεθος της παρατηρούµενης καταστολής 

σήµατος κατά την ανάλυση ούρων µε ηλεκτροψεκασµό και µε χηµικό ιονισµό σε 

ατµοσφαιρική πίεση. Αυτό πραγµατοποιήθηκε µε προσθήκη γνωστής ποσότητας των 

διαφόρων µορφών Se. Τέλος τα ποσοτικά αποτελέσµατα της µεθόδου συγκρίθηκαν µε αυτά 

της τεχνικής HPLC-ICP-MS.   

1.2 Χηµικές Ιδιότητες Σεληνίου 
Το Se έχει έξι ηλεκτρόνια στην εξωτερική του στοιβάδα, ανήκει στην 16η οµάδα του 

περιοδικού πίνακα, και βρίσκεται κάτω από το θείο. Έτσι παρουσιάζει παραπλήσιες χηµικές 

ιδιότητες µε το S, έχοντας όµως µεγαλύτερο και «µαλακότερο» άτοµο που του επιτρέπει να 

ανταλλάσσει τα εξωτερικά του ηλεκτρόνια ευκολότερα µε άλλα άτοµα ή και µε άτοµα Se. 
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Επιπλέον, λόγω της παραπάνω ιδιότητας του χαρακτηρίζεται ως µεταλλοειδές εφόσον 

µπορεί να δίνει και να παίρνει ηλεκτρόνια από µέταλλα ή το υδρογόνο3.  

Ο µεταλλικός του χαρακτήρας γίνεται εµφανής κυρίως στις ενώσεις του µε το 

οξυγόνο, όπου έχει την τάση να δίνει ηλεκτρόνια, δικαιολογώντας έτσι την στερεά µορφή 

των ενώσεων αυτών όπως SeO2, ενώ το αντίστοιχο SO2 συναντάτε σε αέρια µορφή. Ο µη-

µεταλλικός του χαρακτήρας εµφανίζεται κυρίως στις ενώσεις του µε υδρογόνο όπως στο 

H2Se  το οποίο εµφανίζεται περισσότερο όξινο απ’ ότι το αντίστοιχο H2S. Αυτό συµβαίνει 

εξαιτίας της ικανότητας που παρουσιάζει το Se να δέχεται ηλεκτρόνια από το υδρογόνο 

δηµιουργώντας έτσι ένα πρωτόνιο Η+ και ΗSe_, αυτή του η ιδιότητα βρίσκει εφαρµογή σε 

βιολογικά συστήµατα4. 

Στη στερεά µορφή στοιχειακού Se αλλά και των ενώσεων του µε µέταλλα η διαφορά 

ενέργειας µεταξύ των ενεργειακών επιπέδων της βασικής και της διεγερµένης κατάστασης 

είναι πολύ µικρή, αυτό επιτρέπει στις ενώσεις αυτές να εµφανίζονται ως καλοί ηµιαγωγοί 

του ηλεκτρισµού, ως καλοί φωτοαγωγοί και να είναι έντονα χρωµατισµένες ενώσεις. 

Σηµειώνεται ότι η εµπορική χρήση του Se βασίζεται στις παραπάνω ιδιότητες3,4. 

Το Se έχει έξι σταθερά ισότοπα: 74Se (0.9 % ποσοστό φυσικής αφθονίας), 76Se  (9.0 

%), 77Se (7.6 %), 78Se (23.5 %), 80Se (49.8 %) και 82Se (9.2%), και αρκετά ραδιοϊσότοπα εκ 

των οποίων το 75Se (120 ηµέρες χρόνο ηµίσειως ζωής) βρίσκει εφαρµογή σε βιολογικές 

µελέτες. Τα ισότοπα του Se είναι ιδιαίτερα χρήσιµα κατά τον ποσοτικό προσδιορισµό του 

καθώς και των ενώσεών του µε την τεχνική της φασµατοµετρίας µάζας.  

Ως προς τη βιοχηµεία του Se, σηµειώνεται ότι στον ανθρώπινο οργανισµό οι 

ανόργανες µορφές Se µεθυλιώνονται. Η περιγραφή της διαδικασίας της µεθυλίωσης αρχίζει 

µε τη µελέτη του Frederic Challenger το 1945 όπου µπαίνουν οι πρώτες βάσεις για την 

κατανόηση της βιολογικής µεθυλίωση του σεληνίου, του αρσενικού και του τελλουρίου5. 

Σύµφωνα µε την µελέτη αυτή το τελικό προϊόν της µεθυλίωσης του σεληνίου ήταν το 
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διµεθυλοσεληνικό οξύ το οποίο εντοπίστηκε και σε ζώα το 1952 κατά τη µελέτη των 

McConnell και Portman6. Ο Challenger θεώρησε ότι οι ενώσεις [MeSe(O)O-] και 

[MeSe(O)2O-] αποτελούν προϊόντα της βιολογικής µεθυλίωσεις του Se, αλλά κάτι τέτοιο δεν 

αποδείχτηκε ποτέ. Έτσι, όλα δείχνουν ότι το Se µεθυλιώνεται στα βιολογικά συστήµατα 

µέσω µιας αναγωγικής αντίδρασης σεληνιώδες/σεληνικό σε υδρίδιο του σεληνίου ανάλογης 

αυτής της θειώδες/θειικό σε υδρόθειο (7). Σε αυτή την µεταβολική πορεία ως προϊόντα 

φαίνονται να είναι το διµεθυλοσεληνικό που αποβάλλεται µέσω της διαδικασίας της 

αναπνοής και το κατιόν τριµεθυλοσεληνικό ιον (TMSe+) που έχει αναφερθεί ότι 

αποβάλλεται µέσω των ούρων. Το γεγονός ότι το Se αποβάλλεται κυρίως κατ’ αυτόν τον 

τρόπο αποτελεί σηµαντικό αντικείµενο έρευνας για την µελέτη των µεταβολικών διεργασιών 

του Se.  

Η διαδικασία της µεθυλίωσης έχει αποδειχτεί ότι είναι µια διαδικασία µείωσης της 

τοξικότητας των ενώσεων του Se. Έτσι, το διµεθυλοσεληνικό είναι λιγότερο τοξικό (περίπου 

200 φορές) από τις ανόργανες µορφές του Se σεληνικό οξύ/ σεληνιώδες οξύ8. Η άµεση 

αποβολή του διµεθυλοσεληνικού, 71-79% από τον οργανισµό των ποντικιών σε 6 ώρες, 

δικαιολογεί τον χαρακτηρισµό του ως ελάχιστα τοξικό. Επιπλέον, το τριµεθυλοσεληνικό ιον 

TMSe+ αποδεικνύεται 20 φορές περισσότερο τοξικό από το διµεθυλοσεληνικό που σηµαίνει 

ότι η περαιτέρω µεθυλίωση του στον οργανισµό δεν οδηγεί σε περαιτέρω µείωση της 

τοξικότητάς του. 

Πρόσφατα, το 2002, σε µια µελέτη των Kobayashi et al. (9) βρέθηκε ότι τα 

σεληνοσάκχαρα, τα οποία αποτελούν και αντικείµενο της παρούσας εργασίας, είναι 

µεταβολικά προϊόντα του Se στον ανθρώπινο οργανισµό9. Πιο συγκεκριµένα το 

σεληνοσάκχαρο SeGalNAc χαρακτηρίζεται ως το κύριο προϊόν της µεταβολικής πορείας του 

Se στον ανθρώπινο οργανισµό, ενώ το ισοµερές του SeGluNAc χαρακτηρίστηκε ως 

δευτερεύον προϊόν µεταβολισµού του Se. Σύµφωνα µε τη µελέτη αυτή το σελήνοσκαχαρο 
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εντοπίστηκε αρχικά στο συκώτι και κατόπιν αποβάλλεται µέσω των ούρων. Μια πιθανή 

διαδικασία σχηµατισµού φαίνεται στο Σχήµα 1.4. 

  

 
 

Σχήµα 1.4 Πιθανή πορεία σχηµατισµού του SeGalNAc στον ανθρώπινο οργανισµό. 
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χαρακτηρίζονταν ως τοξικό, υπεύθυνο για τις δηλητηριάσεις ζώων σε περιοχές της Ντακοτα 
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Επιπλέον, είχε παρατηρηθεί ότι στις περιοχές αυτές, κυρίως όπου το έδαφος είναι αλκαλικό, 

κάποια φυτά έχουν την ικανότητα να απορροφούν µεγάλες συγκεντρώσεις Se προκαλώντας 

αναπηρία και καταστροφή στις οπλές των ζώων που τo καταναλώνουν. Επτά περίπου αιώνες 

πριν, καταγράφεται από τον Μάρκο Πόλο, σε ένα ταξίδι του στην Κίνα, ένα δηλητηριώδες 

φυτό που προκαλεί καταστροφή των οπλών των ζώων10. Η τοξικότητα του Se επιπλέον έχει 

εµφανιστεί σε ανθρώπους που ζουν στην Κίνα, στη Nότια Ντακότα και στη Βενεζουέλα. 

Το γεγονός ότι το Se πρόκειται για ένα ιχνοστοιχείο απαραίτητο για τον άνθρωπο έγινε 

γνωστό το 195711. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν το 1973 µε την µελέτη του 

Rotruck et al.12 σύµφωνα µε την οποία κοινοποιήθηκε ο ρόλος του Se στη υπεροξειδάση της 

γλουταθειόνης (glutathione peroxidase) όπως επίσης και σε διάφορα ενζυµατικά 

συστήµατα13. Το Se εντοπίζεται κυρίως στο έδαφος, µε αποτέλεσµα η συγκέντρωση του στα 

φυτά και στα ζώα εξαρτάται από το ποσοστό που υπάρχει στο έδαφος. Το Se υπάρχει στο 

έδαφος σε διάφορες µορφές όπως στοιχειακό Se, σεληνικό οξύ, σεληνιώδες οξύ, και 

οργανικές ενώσεις σεληνίου14. Μια µελέτη των Nye & Petersen, 1975 έδειξε ότι το ποσοστό 

του Se που απορροφάται από τα φυτά συνδέεται µε τις υδατοδιαλυτές ενώσεις του Se που 

υπάρχουν στο έδαφος15. Προκειµένου να υπολογίσουµε το ποσοστό του Se στα φυτά πρέπει 

να γνωρίζουµε κάποιες φυσικές και χηµικές ιδιότητες του εδάφους όπως είναι το pH, 

αναγωγική συµπεριφορά, και η µικροβιολογική δραστηριότητα. Η απορρόφηση του Se από 

τα φυτά αυξάνει µε την αύξηση του pH (Baners  1988, Pfannauser, 1922a)16. Πιο 

συγκεκριµένα σε αλκαλικό έδαφος (pH 7.5-8.5) το σεληνικό ανάγεται προς ευδιάλυτα 

σεληνιούχα ιόντα τα οποία απορροφούνται εύκολα από διάφορα φυτά. Σε όξινο έδαφος (pH 

4.5-6.5) το Se προσροφάτε σε οξείδια του σιδήρου τα οποία δεν είναι δυνατό να 

απορροφηθούν από τα φυτά (17). Επιπλέον πολλές αντιδράσεις µεταφοράς του Se 

προωθούνται λόγω ύπαρξης µικροβιακών δραστηριοτήτων.   
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1.4 Σπουδαιότητα του Σεληνίου 
Στις µέρες µας η σπουδαιότητα του Se εντοπίζεται σε διάφορους τοµείς της 

επιστήµης αλλά και της καθηµερινής µας ζωής. Στη βιοχηµεία υπογραµµίζεται η ύπαρξη του 

Se στο 21ο αµινοξύ, την σεληνοκυστεΐνη18. Η σεληνοκυστεΐνη λαµβάνει µέρος στη σύνθεση 

των σεληνοπρωτεϊνών, οι οποίες παρουσιάζουν σηµαντική ενζυµατική και αναγωγική 

δράση. Οι σεληνοπρωτεΐνες λόγω των δοµικών και µεταφορικών λειτουργιών που έχουν 

µπορούν να αποµακρύνουν από τα κύτταρα ελεύθερες ρίζες ή ενώσεις του ενεργού οξυγόνου 

προστατεύοντας έτσι τον οργανισµό. Επίσης, καθίστανται υπεύθυνες για την παραγωγή της 

δραστικής µορφής της θυρεοειδούς ορµόνης, για την ανδρική γονιµότητα, για τον έλεγχο της 

κυτταρικής διαίρεσης και για την ρύθµιση διάφορων γονιδιακών χαρακτηριστικών19,20. 

Στη γεωργία, το Se εντοπίζεται στα λιπάσµατα αυξάνοντας έτσι την παραγωγικότητα 

των ζώων. Στο περιβάλλον, έχει διαπιστωθεί ότι η ύπαρξη του Se συµβάλλει στη µείωση της 

τοξικότητας του καδµίου, του ψευδαργύρου καθώς και του µεθυλιωµένου ψευδαργύρου. Στη 

µεταλλουργία βελτιώνει την ελαστικότητα του χάλυβα, ανοξείδωτου χάλυβα, και σιδήρου21. 

Αποτελεί γεγονός αδιαµφισβήτητης σηµασίας ότι η σπουδαιότητα του Se ξεπερνά τα 

επιστηµονικά ενδιαφέροντα και εντοπίζεται σε διάφορες εκφάνσεις τις καθηµερινής ζωής. 

Πρωταρχικά, τo Se αποτελεί µέρος της καθηµερινής µας διατροφής. Η διατροφική αξία του 

Se επιφέρει σηµαντικά αποτελέσµατα τόσο στις περιπτώσεις υπερκατανάλωσής του αλλά 

και στις περιπτώσεις ανεπάρκειάς του. Τα αποτελέσµατα και στις δύο περιπτώσεις γίνονται 

εµφανή κυρίως στους ζωντανούς οργανισµούς γεγονός που επιβεβαιώνει την σηµασία του Se 

στη καθηµερινή ζωή. 

To Se συναντάται σε µεγάλο ποσοστό στα βραζιλιάνικα φιστίκια, στο συκώτι, σε 

διάφορα θαλασσινά κυρίως µαλάκια, στα λαχανικά κυρίως στο µπρόκολο, στο αλεύρι, και 

στη µαγιά22,23. Η καθηµερινή δοσολογία του Se σε φυσιολογικά επίπεδα κυµαίνεται πάνω 

από τα 70 µg/day, ενώ η τοξικότητα του εµφανίζεται µε την κατανάλωση άνω των 700 µg Se 

/day24. Το Se παίρνει µέρος στην διατροφικό κύκλο κυρίως µέσω των φυτών που το 
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απορροφούν από το έδαφος, έτσι ανεπάρκεια εντοπίζεται σε περιοχές που είναι φτωχές σε 

αυτό όπως είναι οι ηφαιστιογενείς περιοχές. Ειδικότερα, η ανεπάρκεια του Se οδηγεί στην 

ανικανότητα αναπαραγωγής (και στα δύο φύλα) αλλά και σε κατάθλιψη, διαφορές 

καρδιοπαθητικές ασθένειες όπως: white muscle –µυοπάθεια των καρδιακών και σκελετικών 

µυών προσβάλλει κυρίως τα άκρα και Keshan η οποία πρόκειται για  θανατηφόρο ασθένεια, 

παρατηρήθηκε στις περιοχές της βορειοανατολικής Κίνας25,26. Έχει βρεθεί ότι το Se είναι 

ικανό να ενισχύει το ανοσοποιητικό σύστηµα του ανθρώπου ανεξάρτητα από την ηλικία. Σε 

µία οµάδα 22 ηλικιωµένων ανθρώπων χορηγήθηκαν 100 µg Se υπό µορφή µαγιάς 

(εµπλουτισµένης σε Se) καθηµερινά για έξι µήνες. ∆ιαπιστώθηκε ότι η ανταπόκριση του 

ανοσοποιητικού τους συστήµατος ισοδυναµούσε µε αυτήν νεότερων ανθρώπων.  Επιπλέον, 

έχει αποδειχθεί ότι κυτταρικό περιβάλλον ανεπαρκή σε Se αντιδρά καταστροφικά σε 

διάφορους ιούς. Στο Πανεπιστήµιο της Βόρειας Καρολίνας οι Beck et al. διαπίστωσαν ότι ο 

καλοήθης ιός Coxsackie που προκαλεί στον άνθρωπο µια αρρώστια συναφής της 

πολιοµυελίτιδας, σε περιβάλλον φτωχό σε Se είναι δυνατό να προκαλέσει την θανατηφόρο 

αρρώστια Keshan. 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι το πεδίο που σήµερα συγκεντρώνει το µεγαλύτερο 

ενδιαφέρον για το Se είναι ο ρόλος του στην αντιµετώπιση του καρκίνου. Αυτό προέκυψε 

από σηµαντικές επιδηµιολογικές µελέτες. Ενθαρρυντικά ήταν τα αποτελέσµατα µιας 

δωδεκάχρονης έρευνας που πραγµατοποιήθηκε στις Η.Π.Α. για το ρόλο του Se στον καρκίνο 

του προστάτη27.  Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν επίσης στην Κίνα έδειξαν τον σηµαντικό 

ρόλο του Se για την αντιµετώπιση του καρκίνου στο συκώτι.  

Tα παραπάνω είχαν σαν αποτέλεσµα την εµφάνιση διατροφικών συµπληρωµάτων Se. 

Έχει βρεθεί ότι τα προϊόντα αυτά είναι περισσότερο αποτελεσµατικά όταν περιέχουν 

οργανικές ενώσεις σεληνίου όπως σεληνοµεθειονίνη, και αυτό γιατί ο µεταβολισµός του 

σεληνίου στον ανθρώπινο οργανισµό πραγµατοποιείται µέσω µεθυλίωσης28. Ο µεταβολισµός 



 13

του Se, και ιδιαίτερα οι µορφές του που εµφανίζονται στα ανθρώπινα ούρα,  αναµφισβήτητα 

χρίει ιδιαίτερης σηµασίας γι’ αυτό και έχουν γίνει διάφορες µελέτες. Σύµφωνα µε την 

βιβλιογραφία, έχουν πραγµατοποιηθεί µελέτες κυρίως χρησιµοποιώντας την τεχνική της 

φασµατοµετρίας µάζας.  

 

1.5  Aναλυτικές Mέθοδοι για τον Ειδοπροσδιορισµό Se 
Ο ειδοπροδιορισµός του Se σε βιολογικά δείγµατα αποτελεί πρόκληση στον τοµέα 

της αναλυτικής χηµείας µιας και είναι ιδιαίτερα δύσκολος. Για το σκοπό αυτό έχουν 

πραγµατοποιηθεί αρκετές µελέτες. Οι µέθοδοι που παρουσιάστηκαν για την ανάλυση 

ενώσεων Se στα ανθρώπινα ούρα στηρίζονται κυρίως στην υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης συνδυασµένη µε ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης µε φασµατοσκοπία µάζας (HPLC-

API-MS), όπως επίσης και στην υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε φασµατοµετρία 

µάζας επαγωγικά συζευγµένου πλάσµατος (HPLC-ICP/MS). Παρακάτω αναλύονται 

προβλήµατα που εντοπίστηκαν κατά την διεξαγωγή των παραπάνω αναλυτικών µεθόδων.

 Η χρωµατογραφία που χρησιµοποιήθηκε είναι αυτή της αντίστροφης φάσης. Η 

συγκεκριµένη χρωµατογραφία ευνοεί τον διαχωρισµό των σεληνοσακχάρων στα ούρα µιας 

και έχει παρατηρηθεί ότι οι περισσότερες ενώσεις σεληνίου εκλούονται µετά τον «νεκρό» 

όγκο της στήλης. Έτσι ο διαχωρισµός των σεληνοσακχάρων είναι ικανοποιητικός µε τη 

χρησιµοποίηση κατάλληλης κινητής φάσης. Η τεχνική HPLC-ICP-MS πρόκειται για µια 

πολύ «δυνατή» τεχνική που χρησιµοποιείται κυρίως για στοιχειακό προσδιορισµό όπου και 

δίνει αποτελέσµατα υψηλής εκλεκτικότητας και ευαισθησίας. Από την άλλη πλευρά, η 

τεχνική που περιλαµβάνει την χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης και ιονισµό ατµοσφαιρικής 

πίεσης σε συνδυασµό µε φασµατοσκοπία µάζας (HPLC-API/MS) χρησιµοποιείται κυρίως 

για µοριακό προσδιορισµό των ενώσεων. Έτσι η πρώτη τεχνική δεν δίνει πληροφορίες 

σχετικά µε την δοµή των ενώσεων σε αντίθεση µε την δεύτερη που δίνει τέτοιες 
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πληροφορίες αλλά κρίνεται ως λιγότερο ευαίσθητη τεχνική και ανθεκτική σε φαινόµενα 

παρεµποδίσεων. Γίνεται αντιληπτό ότι οι δυο αυτές τεχνικές αλληλοσυµπληρώνονται µιας 

και µε την πρώτη τεχνική δεν είναι εφικτό να προσδιοριστούν άγνωστες ενώσεις ενώ µε την 

δεύτερη τεχνική είναι δύσκολος ο προσδιορισµός ενώσεων χαµηλής συγκέντρωσης σε 

βιολογικά δείγµατα.  Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία39,40,41 ένα από τα  προβλήµατα που 

εντοπίζονται στην ανάλυση Se µε την αναλυτική τεχνική  HPLC–ICP-MS οφείλεται στο 

γεγονός ότι παρουσιάζει παρεµποδίσεις όπως 40Ar37Cl+, 38Ar40Ar+, 40Ar40Ar+ που παράγονται 

στο πλάσµα Ar. Το πρόβληµα αυτό µπορεί να ξεπεραστεί ως ένα βαθµό, µε την εισαγωγή 

κυψελίδας πρόσκρουσης (collision cell technology). Το πρόβληµα όµως εξακολουθεί να 

υπάρχει κατά την ανάλυση ούρων όπου εντοπίζονται «ψεύτικες» κορυφές σεληνίου οι οποίες 

είναι πιθανόν να προέρχονται από τα πολυταοµικά ιόντα 40Ar37Cl+, 1H79Br+, 1H81Br+. Επίσης 

κατά την ανάλυση µε HPLC-ICP/MS ο χαρακτηρισµός ενώσεων Se στο «νεκρό» όγκο είναι 

ιδιαίτερα προβληµατικός διότι είναι πιθανό να υπάρχουν αρκετές διαφορετικές ενώσεις µε 

παρόµοια συµπεριφορά. Παρόλο τα παραπάνω εµπόδια η ανάλυση µε την παραπάνω τεχνική 

έφερε ικανοποιητικά αποτελέσµατα κάνοντας έτσι ένα σηµαντικό βήµα στον 

ειδοπροσδιορισµό ενώσεων του σεληνίου στα ανθρώπινα ούρα. Αξίζει να σηµειωθούν οι 

προσπάθειες των Gammelgard et al (42) κατά την οποία παρουσιάζεται µια πρώτη 

προσπάθεια ανίχνευσης του SeGalNAc. Επίσης παρόµοια αποτελέσµατα περιλαµβάνει και  η 

προσπάθεια των Bendals και Gammelgaard (43) και επίσης των Orga et al. (44) όπου 

παρουσιάζονται αρκετές πληροφορίες σχετικά µε την ανίχνευση του SeGalNAc µε τις 

παραπάνω τεχνικές. Τέλος η προσπάθεια των Gammelgaard et al.(45) σύµφωνα µε την οποία 

παρουσιάζεται µια ολοκληρωµένη προσπάθεια ανίχνευσης, µε την βοήθεια της παραπάνω 

τεχνικής, της SeGalNAc. 

Η ανάλυση µε HPLC-API-MS παρουσιάζει µε την σειρά της ,τις δικές της δυσκολίες 

ως προς την ανάλυση των ενώσεων σεληνίου στα ανθρώπινα ούρα. Αναλυτικότερα, η 
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συγκεκριµένη ανάλυση απαιτεί την αποµάκρυνση των αλάτων νατρίου από τα δείγµατα των 

ούρων γιατί η παρουσία τους οδηγεί σε ταπείνωση του σήµατος του αναλύτη. Έτσι τα 

δείγµατα των ανθρώπινων ούρων πριν την ανάλυση τους, υποβάλλονται στη διαδικασία της 

λυοφιλοποίησης (lyophilization) ή στην διαδικασία εκχύλισης µε µεθανόλη σε συνδυασµό µε 

κάποιο χρωµατογραφικό καθαρισµό. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό µε το ότι οι ενώσεις 

του σεληνίου εντοπίζονται σε ιχνοποσότητες στα ανθρώπινα ούρα δυσχεραίνει την εύκολη, 

γρήγορη και εκλεκτική ανάλυσή τους. Ένα άλλο πρόβληµα που εµποδίζει την ανάλυση του 

σεληνίου εντοπίζεται στον αποδοτικό ιονισµό των ενώσεων που απαιτείται κατά την 

διαδικασία της φασµατοµετρικής τους ανάλυσης. Οι ενώσεις του Se, που εντοπίζονται στα 

ανθρώπινα ούρα, κρίνονται ως ιδιαίτερα ασταθείς µε αποτέλεσµα να διασπώνται υπό έντονες 

συνθήκες ιονισµού.  Επίσης και κατά την ανάλυση µε HPLC-API/MS ανίχνευση και 

χαρακτηρισµός ενώσεων Se που εκλούονται στον «νεκρό» όγκο είναι ιδιαίτερα 

προβληµατική. Σηµειώνονται οι προσπάθειες που έγιναν µε ανάλυση HPLC-API/MS στις 

οποίες παρατηρούνται οι δυσκολίες που παρουσιάστηκαν παραπάνω. Αυτές είναι η 

προσπάθεια των Bente Gammelgaard et al(46) όπως και η προσπάθεια των V.Diaz Huerta et 

al (47). Σύµφωνα µε τα  παραπάνω η ανάγκη ανάπτυξης µιας τεχνικής µε εύκολη και 

γρήγορη εφαρµογή φαντάζει αναγκαία. 

           

1.6 Εισαγωγή στη Φασµατοµετρία Μάζας 

Η φασµατοµετρία µάζας είναι µία ευαίσθητη τεχνική που χρησιµοποιείτε για τον 

ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό χηµικών ενώσεων. Βασίζεται στον διαχωρισµό των 

φορτισµένων (ιόντων) σωµατιδίων µε την βοήθεια κατάλληλης διάταξης αναλυτή µάζας 

(κυρίως µαγνητικού πεδίου, τετραπόλου, και χρόνου πτήσης) και στην εύρεση της 

αντιστοιχίας των µαζών των λαµβανοµένων ιόντων µε την δοµή της πρόδροµης ένωσης. Η 

αντιστοιχία αυτή προϋποθέτει την γνώση των διαδικασιών ιονισµού και επιπλέον του 
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µηχανισµού της πιθανής θραυσµατοποίησης των ιόντων (29). Ο ιονισµός των µορίων γίνεται 

µε διάφορες τεχνικές, µε συνηθέστερες τις: α) ηλεκτρονιακή πρόσκρουση (Electron impact 

ionization, EI) µε ταχέως κινούµενα ηλεκτρόνια (συνήθως ενέργειας 70 eV), β) 

φωτοϊονισµός (Photoionization, PI), µε την βοήθεια φωτός στην υπεριώδη περιοχή του 

ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος, γ) χηµικός ιονισµός (Chemical ionization, CI), µέσω 

αντίδρασης µε άλλα ιόντα, δ) µε ηλεκτροψεκασµό (Electrospray, ES), ε) µε χηµικό ιονισµό 

ατµοσφαιρικής πίεσης (APCI). Ο προσδιορισµός της µοριακής µάζας διευκολύνεται από της 

λήψη του κατιόντος της χηµικής ένωσης (πατρικού ιόντος ή πρόδροµου ιόντος), που 

προϋποθέτει την επιβιωσιµότητα του συγκεκριµένου κατιόντος. Επιπλέον, σε περιπτώσεις 

ανάλυσης χηµικών ενώσεων µε ίδιο µοριακό βάρος ή ισοµερών, η θραυσµατοποίηση του 

αρχικού πατρικού ιόντος δίνει πληροφορίες για την δοµή των χηµικών ενώσεων.  

1.6.1 Οργανολογία Φασµατοµετρίας Μάζας  

Ο φασµατογράφος µάζας αποτελείται από τα ακόλουθα βασικά τµήµατα: α) πηγή 

ιονισµού, β) αναλυτής µαζών και γ) ανιχνευτής ιόντων. Η πηγή ιονισµού είναι ο χώρος στον 

οποίο ένα µέρος του δείγµατος (στις περισσότερες τεχνικές ιονισµού απαιτείται να βρίσκεται 

στην αέρια φάση) ιονίζεται και τα παραγόµενα ιόντα οδηγούνται στον αναλυτή µαζών. Ο 

σκοπός του αναλυτή µαζών είναι ο διαχωρισµός των ιόντων σύµφωνα µε την µάζα προς το 

φορτίο τους, επίσης µπορεί να χρησιµοποιηθεί και για την επιλογή ιόντων µε συγκεκριµένη 

µάζα προς φορτίο τα οποία υφίστανται επιπλέον ανάλυση. Τελικά τα ιόντα αυτά 

κατευθύνονται στον ανιχνευτή ιόντων. Ο ανιχνευτής συλλαµβάνει τα προσπίπτοντα ιόντα 

και ενισχύει το λαµβανόµενο ασθενές ηλεκτρικό σήµα. Η σύγχρονη φασµατοµετρία µάζας 

αποτελεί µία ποιοτική και ποσοτική αναλυτική τεχνική µε µία συνεχώς ανανεούµενη 

ποικιλία µεθόδων ιονισµού, διαχωρισµού µαζών και ανίχνευσης ιόντων. 
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1.6.2 Μέθοδοι Ιονισµού 

1.6.2.1   Ηλεκτρονιακός Ιονισµός 

Η συνηθέστερα χρησιµοποιούµενη µέθοδος ιονισµού στην αέρια φάση είναι του 

ηλεκτρονιακού ιονισµού (EI), µε πλεονεκτήµατα την άριστη κατανόηση του µηχανισµού 

της, την καθολικότητα της εφαρµογής της σε όλες τις πτητικές χηµικές ενώσεις και την 

αναπαραγωγισιµότητα των λαµβανοµένων φασµάτων µάζας. Η µέθοδος βασίζεται στον 

ιονισµό ενός µορίου S που προκαλείται από την αλληλεπίδραση του µε ταχέως κινούµενα 

ηλεκτρόνια: 

S + e- → S+ + 2e-  

Η παραγωγή των ηλεκτρονίων επιτυγχάνεται σε ένα πυρακτωµένο νήµα W ή Re, που 

αποτελεί την κάθοδο, και η επιτάχυνση τους επιτυγχάνεται µε την βοήθεια ηλεκτρικού 

πεδίου, δυναµικού από 10 έως 250 V. Συνεπώς κάθε ηλεκτρόνιο αποκτά κινητική ενέργεια 

Εkin=qeV, όπου qe είναι το φορτίο του ηλεκτρονίου και V η εφαρµοζόµενη διαφορά 

δυναµικού. Συνήθως, το εφαρµοζόµενο δυναµικό είναι 70 V, µε αποτέλεσµα κάθε 

ηλεκτρόνιο να αποκτά κινητική ενέργεια 70 eV (αποτελεί την πρότυπη κινητική ενέργεια 

ηλεκτρονίων που χρησιµοποιείται για την αρχειοθέτηση των φασµάτων µάζας σε βάσεις 

δεδοµένων). Η πρόσκρουση του ηλεκτρονίου µε κινητική ενέργεια Ekin µερικών δεκάδων eV 

είναι περισσότερο από αρκετή για τον ιονισµό του S, θεωρώντας ότι για τον απλό ιονισµό 

ενός ατόµου ή µορίου S χρειάζονται περίπου 5 – 25 eV. Έτσι κατά τον ιονισµό, το 

παραγόµενο κατιόν S+ σχηµατίζεται διεγερµένο και ακολουθεί πορείες µονοµοριακής 

διάσπασης προς απλούστερα θραύσµατα S1
+, S2

+, …:  

S+ → S1
+ + Sa    (1) 

S+ → S2
+ + Sb      (2) 

ή ακόµη και δευτερογενής θραυσµατοποίηση των πρωτογενών θραυσµάτων. 
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S1
+ → S3

+ + Sc    (3) 

Οι πορείες θραυσµατοποίησης εξαρτώνται από την µοριακή δοµή του S και των 

παραγοµένων κατιόντων, µε αποτέλεσµα την ικανότητα προσδιορισµού της δοµής του S µε 

εξέταση του φάσµατος µάζας. Είναι ακόµη δυνατή η ταυτοποίηση ισοµερών µε γνώµονα τις 

πιθανές διαφορές στις πορείες διάσπασης τους, και δεν είναι υπερβολικό να λεχθεί ότι η 

διασάφηση του µηχανισµού διάσπασης κατά τον ηλεκτρονιακό ιοντισµό απαιτεί "χηµική 

διαίσθηση" και η ανάλυση του φάσµατος µάζας καθίσταται ευκολότερη χρησιµοποιώντας 

χηµικά επιχειρήµατα. Τα σοβαρότερα µειονεκτήµατα της µεθόδου του ηλεκτρονιακού 

ιονισµού είναι η απαιτούµενη πτητικότητα της χηµικής ένωσης (ή µίγµατος ενώσεων) και η 

εκτενής µοριακή θραυσµατοποίηση που συνοδεύει τον ιονισµό. Συχνά, παρατηρείται ακόµη 

και η έλλειψη της κορυφής που αντιστοιχεί στην µοριακή µάζα της χηµικής ένωσης, µε 

αποτέλεσµα την σχετική αδυναµία προσδιορισµού του µοριακού βάρους της ένωσης. Το 

δεύτερο µειονέκτηµα, η εκτενής  θραυσµατοποίηση οδηγεί σε ένα πλήθος χαρακτηριστικών 

ιόντων και εντάσεων στο φάσµα µάζας. Έτσι τα φάσµατα µάζας ΕΙ συνήθως αποτελούν  

"δακτυλικό αποτύπωµα" της χηµικής ένωσης. Το φάσµα µάζας είναι δυνατόν να 

χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό µε "βιβλιοθήκες αναφοράς" για την ταυτοποίηση της χηµικής 

ένωσης ή των χηµικών ενώσεων που απαρτίζουν ένα µίγµα. Όταν η θραυσµατοποίηση δεν 

είναι επιθυµητή, υπάρχουν εναλλακτικοί µέθοδοι ιονισµού µορίων στην αέρια φάση. Αυτοί 

είναι ο χηµικός ιονισµός (CI), ο φωτοϊονισµός (PI), ο ιονισµός µέσω ηλεκτροψεκασµού (ES) 

και ο χηµικός ιονισµός ατµοσφαιρικής πίεσης (APCI).  

1.6.2.2 Χηµικός Ιονισµός    
Κατά τον χηµικό ιονισµό (30), αντιδράσεις µεταξύ ιόντων του αέριου 

αντιδραστηρίου και µορίων του αναλύτη έχουν ως αποτέλεσµα την παραγωγή ιόντων. Ως 

αέριο αντιδραστήριο χρησιµοποιούνται συνήθως: το CH4, το (CH3)3CH ή η αµµωνία NH3. 

Τα αέρια αντιδραστήρια, που βρίσκονται σε µεγάλη περίσσεια σε σχέση µε τον αναλύτη, 



 19

ιονίζονται αρχικά µε ηλεκτρονιακό ιοντισµό (R+.) και κατόπιν µέσω χηµικής αντίδρασης 

στην αέρια φάση δίνουν ιόντα της µορφής RH+. Μεγάλοι χρόνοι παραµονής ή υψηλή πίεση 

του αερίου συντελούν σε αντιδράσεις µεταφοράς φορτίου (ή ακόµη και ατόµων και οµάδων) 

µεταξύ του κατιόντος RH+ και των συστατικών υπό ανάλυση S, δηµιουργώντας ιόντα S+: 

S + RH+  → S+ + RH         (αντίδραση 1) 

RH + RH+  → R+ + RH2
+    (αντίδραση 2) 

S + RH2
+ → SΗ+ + RH      (αντίδραση 3) 

Το πλεονέκτηµα της µεθόδου σε σχέση µε τον ηλεκτρονιακό ιοντισµό είναι η χαµηλή 

ενέργεια η οποία εναποτίθεται στο παραγόµενο κατιόν S+ ή SΗ+µε αποτέλεσµα το µικρό 

ποσοστό θραυσµατοποίησης του και την παρουσία (συνήθως) του πατρικού ιόντος του S µε 

την επακόλουθη ευκολία προσδιορισµού του µοριακού βάρους του S. Τα λαµβανόµενα 

φάσµατα µάζας είναι εξαιρετικά απλά, όµως περιέχουν πολύ µικρό ποσοστό πληροφορίας 

(εκτός της µοριακής µάζας του S) και δυστυχώς δεν είναι πάντα αναπαραγωγίσιµα, καθ' 

όσον εξαρτώνται πολύ από τις συνθήκες ιονισµού, το είδος του αερίου RH, την πίεση και 

τον χρόνο παραµονής του δείγµατος στην περιοχή ιονισµού και την φύση του δείγµατος.  

Η µέθοδος του φωτοϊοντισµού (Photoionization, P.I.). χρησιµοποιεί πηγή φωτός (συνήθως 

υπεριώδες, λ < 350 nm) για τον ιονισµό του S, µε την βοήθεια laser ή λυχνίας Hg ή Xe.  

Η µέθοδος του φωτοϊοντισµού δεν χρησιµοποιείται ευρέως για αναλύσεις ρουτίνας, 

αλλά αποτελεί µία µέθοδο ιοντισµού σε ερευνητικό επίπεδο για την ανάλυση και ανίχνευση 

ασταθών ελευθέρων ριζών που παράγονται σε χηµικές αντιδράσεις. Μάλιστα, µε κατάλληλη 

επιλογή του µήκους κύµατος της ιονίζουσας ακτινοβολίας είναι δυνατή η εκλεκτική 

ανίχνευση ορισµένων µορίων ή ελευθέρων ριζών.        

Οι τεχνικές ηλεκτροψεκασµού (ES) και χηµικού ιονισµού ατµοσφαιρικής πίεσης 

(APCI) αποτελούν τεχνικές  ιονισµού ατµοσφαιρικής πίεσης (Atmospheric Pressure 

Ionization, API) (31) και αποκαλούνται «µαλακές» τεχνικές ιονισµού διότι συνήθως δεν 
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προκαλούν θραυσµατοποίηση των µοριακών ιόντων. Τα πλεονεκτήµατα των τεχνικών 

ιοντισµού ατµοσφαιρικής πίεσης είναι: 

1. Ύπαρξη µοριακού ιόντος στο φάσµα µάζας ακόµη και για µη-πτητικές ενώσεις µεγάλης 

µοριακής µάζας. 

2. Υψηλή ευαισθησία κατά την ανίχνευση των ενώσεων. 

3. Εισαγωγή αναλύτη στην υγρή φάση, συµβατότητα µε διάφορα είδη υγρής 

χρωµατογραφίας. 

4. Σχετικά εύκολη χρήση της τεχνικής. 

Για να διαλέξουµε κάθε φορά µεταξύ των µεθόδων ιονισµού λαµβάνουµε υπόψη την φύση 

των ενώσεων που µελετώνται. Πιο συγκεκριµένα η τεχνική του ηλεκτροψεκασµού 

προτιµάται στην περίπτωση που έχουµε ιοντικές ή πολύ πολικές ή θερµικά ασταθής ενώσεις 

καθώς και ενώσεις µε µοριακό βάρος µεγαλύτερο από 1000 Da. Με τον χηµικό ιονισµό σε 

ατµοσφαιρική πίεση αναλύονται κυρίως ενώσεις που δεν είναι πολύ πολικές. Οι πτητικές µη-

πολικές ενώσεις αναλύονται καλύτερα µε την τεχνική του ηλεκτρονιακού ιονισµού. Έτσι, 

εάν έχουµε φυτοφάρµακα για ανάλυση, τα περισσότερο πολικά φυτοφάρµακα αναλύονται µε 

ES, τα λιγότερο µε APCI ενώ τα καθόλου µε την τεχνική EI.  
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1.6.2.3 Χηµικός Ιονισµός Ατµοσφαιρικής Πίεσης (Atmospheric Pressure Chemical 

Ionization, APCI)    

 

 Σχήµα 1.5. Τεχνική του χηµικού ιοντισµού ατµοσφαιρικής πίεσης (Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization, APCI, 31).  

Ο χηµικός ιονισµός ατµοσφαιρικής πίεσης (APCI) (31,33) βασίζεται στις αντιδράσεις 

µορίων-ιόντων στην αέρια φάση υπό ατµοσφαιρική πίεση. Πρόκειται για τεχνική ανάλογη µε 

αυτή του χηµικού ιονισµού(CI). Η διαφορά του µε τον χηµικό ιονισµό εντοπίζεται στο 

γεγονός ότι η τεχνική του APCI λαµβάνει χώρα υπό συνθήκες ατµοσφαιρικής πίεσης και οι 

κύριες εφαρµογές του αφορούν τον ιονισµό φαρµακευτικών ενώσεων χαµηλού µοριακού 

βάρους.  Επιπλέον, η πηγή ιονισµού του APCI παρουσιάζει οµοιότητες µε την πηγή ιονισµού 

του ES. Η διαφορά του οφείλεται στον τρόπο που ιονίζονται οι ενώσεις. Πιο συγκεκριµένα, 

κατά τον ηλεκτροψεκασµό ο ιονισµός γίνεται λόγω της διαφοράς δυναµικού µεταξύ της 

βελόνας ψεκασµού και του κώνου µε ταυτόχρονη και γρήγορη αποδιαλύτωση των ενώσεων 

αντίθετα, κατά τον χηµικό ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης το προς ανάλυση δείγµα εισάγεται 

στον εκνεφωτή και αποδιαλυτώνεται µέσα σε ένα θερµαινόµενο σωλήνα πριν τη δηµιουργία 

ιόντων. Σύµφωνα µε το Σχήµα 1.5  το εκλουόµενο από την χρωµατογραφική στήλη διάλυµα 

εισέρχεται σε ένα εκνεφωτή όπου µετατρέπεται σε σταγόνες (αναλύτη-κινητής φάσης). 
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 Οι σταγόνες οδηγούνται µε την βοήθεια ροής αερίου Ν2 σε θερµαινόµενο σωλήνα 

όπου λαµβάνει χώρα η εξάτµιση τόσο του αναλύτη όσο και της κινητής φάσης. Στη 

συνέχεια, τα σχηµατιζόµενα σωµατίδια έρχονται σε επαφή µε τα ιόντα N2
+ καθώς και τα 

ιόντα N4
+  τα οποία παράγονται από τη βελόνα εκκένωσης (corona discharge), λαµβάνει 

χώρα µια σειρά αντιδράσεων σχηµατίζοντας έτσι Η3Ο+ και (Η2Ο)nH+ ως δευτερεύοντα 

προιόντα. Τα δευτερεύοντα αυτά ιόντα παίρνουν µέρος σε συνεχόµενες κρούσεις µε τα 

µόρια του αναλύτη και τελικά σχηµατίζονται τα πρωτονιωµένα ιόντα που αναλύονται 

(Σχήµα 1.6). 

            

Σχήµα 1.6. ∆ηµιουργία σταγόνων, αντιδράσεις µορίων-ιόντων στην αέρια φάση σύµφωνα 

µε την τεχνική του APCI, 31 . 

 Υποθέτοντας ότι το Ν2 είναι το βοηθητικό αέριο, και υπάρχουν ατµοί νερού στην πηγή 

ιονισµού, οι αντιδράσεις που πραγµατοποιούνται στη βελόνα εκκένωσης είναι οι εξής: 
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Ν2 + e →N2
+ + 2e                   (1) 

Ν2
+ + 2N2 →N4

+ + N2               (2) 

Ν4
+ + H2O →H2O+  + 2N2          (3) 

H2O+  + H2O→H3O+ + OH-       (4) 

H3O+  + H2O + N2 → H+(H2O)2 + N2                 (5) 

H+(H2O)n-1 + H2O + N2 →H+(H2O)n + N2       (6) 

 Οι αντιδράσεις που χαρακτηρίζονται από µεταφορά πρωτονίων (ΜΗ+) παρατηρούνται µε 

ανάλυση θετικών ιόντων.           

 Τα πλεονεκτήµατα του χηµικού ιονισµού ατµοσφαιρικής πίεσης είναι ότι 

λαµβάνουµε πληροφορίες σχετικά µε την δοµή των µορίων κι αυτό γιατί η εξάτµιση των 

σταγόνων αναλύτη-κινητή φάση είναι γρήγορη αποτρέποντας έτσι την θερµική αποσύνθεση 

των µορίων και επιτυγχάνοντας την διατήρηση της δοµής της ένωσης.  O χηµικός ιονισµός 

ατµοσφαιρικής πίεσης χρησιµοποιείται κυρίως στη φαρµακευτική βιοµηχανία για αναλύσεις 

µη πολικών και ηµι-πτητικές ενώσεις µοριακού βάρους λιγότερο από 1200. Τέλος,  αποτελεί 

καλή ιοντική πηγή για σύνδεση µε υγρή χρωµατογραφία. 

1.6.2.4 Ιονισµός µε Ηλεκτροψεκασµό ( Electrospray Ionization, ES) 
Ο ιονισµός µε ηλεκτροψεκασµό σε συνδυασµό µε φασµατοµετρία µάζας(ES/MS) 

(34,35,36) πρόκειται για µια τεχνική που χρησιµοποιείται για τον δοµικό προσδιορισµό 

βιοµορίων. Είναι µια ιδανική τεχνική κυρίως για την βιοχηµική ανάλυση εφόσον µπορούν 

µεγάλα και µη-πτητικά µόρια να αναλύονται στην υγρή φάση συνδυάζοντας διάφορες 

τεχνικές διαχωρισµού όπως η υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (High Performance 
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Liquid Chromatography,HPLC) και η τριχοειδής ηλεκτροφόρηση (Capillary Electrophoresis, 

CE). 

 

Η λειτουργία της πηγής του ηλεκτροψεκασµού φαίνεται στο Σχήµα 1.7. Σύµφωνα µε 

αυτή, το εκλουόµενο από τη χρωµατογραφική στήλη διάλυµα του αναλύτη εισέρχεται µε 

ταχύτητα ροής περίπου 0.1-10µl/min σε ένα τριχοειδή σωλήνα. Στο τριχοειδή σωλήνα έχει 

εφαρµοστεί δυναµικό τάξεως 2-5kV το οποίο µπορεί να είναι είτε θετικό είτε αρνητικό 

ανάλογα µε την φύση του αναλύτη. Το ηλεκτρικό πεδίο που δηµιουργείται εξαιτίας της 

διαφοράς δυναµικού συµβάλλει στην συνεχόµενη δηµιουργία ιόντων στην επιφάνεια του 

διαλύµατος του αναλύτη.  
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Σχήµα 1.8.  ∆ηµιουργία σταγόνων ,αντιδράσεις µορίων –ιόντων σύµφωνα µε τον 

Ηλεκτροψεκασµό.          

 Τα ιόντα του διαλύµατος του αναλύτη συγκεντρώνονται στη κορυφή του τριχοειδή 

σωλήνα που ονοµάζεται κώνος Taylor (Σχήµα 1.8), κατόπιν όταν η κουλοµπική άπωση της 

επιφάνειας του ιόντος ξεπεράσει την επιφανειακή τάση  του διαλύµατος δηµιουργούνται 

φορτισµένες σταγόνες (αναλύτη-κινητή φάση), οι οποίες αφήνουν τον τριχοειδή σωλήνα και 

κατευθύνονται προς τον αναλύτη µαζών. Στον ενδιάµεσο χώρο µεταξύ του τριχοειδή 

σωλήνα και της εισόδου του αναλύτη µαζών λαµβάνει χώρα η εξάτµιση της κινητής φάσης 

κι έτσι οι φορτισµένες σταγόνες σιγά-σιγά µικραίνουν και καταλήγουν στον σχηµατισµό 

ιόντων αναλύτη τα οποία και εισέρχονται στον φασµατόµετρο µάζας. Η παραπάνω 

διαδικασία λαµβάνει χώρα υπό ατµοσφαιρικής πίεσης .     

 Ο αναλυτής µάζας όµως λειτουργεί σε χαµηλή πίεση γι’αυτό τα ιόντα πρέπει να 

περάσουν σε συνθήκες χαµηλότερης πίεσης προτού αναλυθούν. Έτσι, τα ιόντα περνούν από 

διάφορα τµήµατα του αναλύτη µάζας που έχουν διαφορετική πίεση. Επίσης κατά την 

διαδικασία του ηλεκτροψεκασµού εκτός από ιόντα, δηµιουργούνται και ουδέτερα µόρια 

καθώς και συγκρότηµα πολλών ιόντων µε ουδέτερα µόρια τα οποία πρέπει να 
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αποµακρυνθούν. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη βοήθεια ενός αερίου που ονοµάζεται βοηθητικό 

αέριο και µπορεί να είναι Ar ή και N2.           

 Γενικά τα χαρακτηριστικά του ηλεκτροψεκασµού συνοψίζονται στα εξής: Πρόκειται 

για µια ¨µαλακή¨ τεχνική ιονισµού η οποία παρέχει πληροφορίες σχετικά µε την δοµή των 

µορίων. Είναι ιδανική για τις αναλύσεις µεγάλων βιοµορίων καθώς και συνθετικών 

πολυµερών. Το µεγαλύτερο µειονέκτηµα της τεχνικής βασίζεται στο γεγονός ότι δεν 

µπορούν να πραγµατοποιηθούν πολλές θραυσµατοποιήσεις µορίων καθώς και το ότι η 

ευαισθησία του εξαρτάται από την επιλογή του διαλύτη.   

1.6.3  Μέθοδοι ∆ιαχωρισµού Ιόντων 

Τετραπολικό φίλτρο µαζών (quadrupole mass filter) αποτελεί µία από τις νεώτερες 

µεθόδους διαχωρισµού ιόντων, οικονοµικότερη από την χρήση του µαγνητικού αναλύτη 

µαζών µε αποτέλεσµα την σηµαντικά ευρύτερη χρήση της. Ο διαχωρισµός µαζών 

επιτυγχάνεται µε την υπέρθεση ενός εναλλασοµένου ηλεκτρικού πεδίου έχοντας συχνότητα 

στην περιοχή των ραδιοκυµάτων (RF, radiofrequency) σε ένα συνεχές (DC) ηλεκτρικό πεδίο. 

Το DC-RF πεδίο εφαρµόζεται σε τέσσερις παράλληλες ράβδους, όπως δείχνεται στο επόµενο 

σχήµα.  
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Σχήµα 1.10  Τετραπολικό φίλτρο µαζών. 

Σε κάθε ζεύγος αντιθέτως ευρισκοµένων ράβδων το ηλεκτρικό πεδίο περιγράφεται µε την 

σχέση: 

W = 2[U + Vcos(ωt)]        (7) 

όπου U το δυναµικό του συνεχούς πεδίου, V το µέγιστο του δυναµικού του εναλλασσοµένου 

πεδίου, ω η κυκλική συχνότητα του πεδίου RF και t ο χρόνος. Τα ιόντα που κατευθύνονται 

στην κατεύθυνση του Ζ άξονα (ορίζεται ως παράλληλος µε τις ράβδους) αναγκάζονται να 

κινηθούν σε µία τροχιά ταλάντωσης ανάµεσα στους άξονες Χ και Υ. Η µαθηµατική ανάλυση 

της κίνησης ενός ιόντος στο συνδυασµό των πεδίων είναι αρκετά πολύπλοκη, και έχει 

επιτευχθεί χρησιµοποιώντας κλασσική µηχανική (εξισώσεις Matthieu). Η περιγραφή της 

κίνησης του ιόντος µπορεί να γίνει µε την εισαγωγή των παραµέτρων: 
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                     (8) 

και 

                 (9) 

όπου z το φορτίο του ιόντος, m η µάζα του και ro η ακτίνα του πεδίου (µέσον της απόστασης 

ανάµεσα στα κέντρα αντιθέτως ευρισκοµένων ράβδων). 

Οι υπολογισµοί δείχνουν οτι µόνο οι παράµετροι α και q αρκούν για τον προσδιορισµό της 

τροχιάς του ιόντος. Όταν το πλάτος της ταλάντωσης του ιόντος παραµένει σταθερό στο 

χρόνο η τροχιά χαρακτηρίζεται ως σταθερή, ενώ αν το πλάτος της ταλάντωσης αυξάνει µε 

την πάροδο του χρόνου, τότε η τροχιά χαρακτηρίζεται ως ασταθής. Όπως είναι προφανές, 

µία σταθερή τροχιά έχει σαν αποτέλεσµα την δίοδο ενός ιόντος διαµέσου του χώρου καθ' 

όλο το µήκος των ράβδων, ενώ αντίθετα, αν η τροχιά είναι ασταθής, το ιόν τελικά 

προσκρούει πάνω στις ράβδους, εξουδετερώνεται και δεν κατορθώνει να φτάσει στον 

ανιχνευτή (που βρίσκεται στο άλλο άκρο των ράβδων). Η ανάλυση της τροχιάς ενός ιόντος 

φαίνεται στο ακόλουθο διάγραµµα σταθερότητας α = f(q) .  
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Σχήµα 1.11 Ανάλυση τροχιάς ενός ιόντος 

 Μόνο τα ιόντα µε τιµές α και q στην (σχεδόν) τριγωνική γραµµοσκιασµένη περιοχή 

εκτελούν σταθερές ταλαντώσεις. Γιά ένα δεδοµένο λόγο 2U/V, ο λόγος α/q είναι ο ίδιος γιά 

όλες τις µάζες και τα σηµεία λειτουργίας γιά όλες τις µάζες βρίσκονται σε µία ευθεία γραµµή 

στο διάγραµµα σταθερότητας, η οποία διέρχεται από την αρχή των αξόνων. Το διάγραµµα 

σταθερότητας και οι εκφράσεις των παραµέτρων α και q δείχνουν ότι: 

α) η µάζα m είναι ανάλογη του V (µε την ω σταθερή). 

β) η διακριτική ικανότητα ∆m/m είναι σταθερή για σταθερό λόγο U/V και επίσης δεν 

µεταβάλλεται µε την µάζα m. 
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γ) η διακριτική ικανότητα µπορεί να ρυθµιστεί µε την µεταβολή του U. 

δ) οι παράµετροι α και q εξαρτώνται από το λόγο m/z. 

Αξίζει να παρατηρηθεί ότι αν το εναλλασσόµενο πεδίο µηδενιστεί τότε όλα τα σηµεία 

βρίσκονται στον q-άξονα και για ένα πολύ ασθενές εναλλασσόµενο πεδίο όλα τα ιόντα 

εκτελούν σταθερές ταλαντώσεις. Επιπλέον, λόγω της θερµικής κίνησης των ιόντων, η 

ανεξαρτησία της διακριτικής ικανότητας από την µάζα ισχύει µόνο για επαρκή χρόνο 

παραµονής στο τετραπολικό πεδίο και αρκετά στενή κατανοµή ταχυτήτων στον άξονα Ζ. Η 

διαπερατότητα των ιόντων δια µέσου του τετραπολικού φίλτρου µειώνεται µε την αύξηση 

της διακριτικής ικανότητας (αύξηση του U) καθ' όσον τα σηµεία λειτουργίας ανέρχονται στο 

διάγραµµα σταθερότητας. Η σάρωση της κλίµακας µαζών συνήθως γίνεται είτε µε µεταβολή 

της κυκλικής συχνότητας ω, ή µε παράλληλη µεταβολή των εντάσεων των πεδίων U και V, 

κρατώντας τον λόγο U/V σταθερό. Τα πλεονεκτήµατα του τετραπολικού φίλτρου µαζών 

είναι το µικρό κόστος και η αναπαραγωγισιµότητα των λαµβανοµένων φασµάτων µάζας. 

Μειονεκτήµατα του είναι η χαµηλή διακριτική ικανότητα (1 amu) και η εξάρτηση της 

διαπερατότητας ενός ιόντος από την µάζα του. Οι τετραπολικοί φασµατογράφοι µάζας 

χρησιµοποιούνται ευρέως στην καθηµερινή χηµική ανάλυση και συνήθως ακολουθούν τους 

αέριους χρωµατογράφους (Gas Chromatography, GC) οι οποίοι επιτυγχάνουν τον 

διαχωρισµό των συστατικών ενός µίγµατος για την ευκολότερη ταυτοποίηση κάθε 

συστατικού. 

1.6.4 ∆ιαδοχική Φασµατοµετρία Μάζας 

Ο συνδυασµός σε σειρά δύο ή περισσοτέρων αναλυτών µάζας αποτελεί τη 

συζευγµένη  ή διαδοχική φασµατοµετρία µαζών (tandem mass spectrometry, MS/MS)(37). Η 

εφαρµογή της συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών µε τις αποκαλούµενες «µαλακές» 

τεχνικές ιονισµού κρίνεται σηµαντική γιατί επιτρέπει την θραυσµατοποίηση των πρόδροµων 
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ιόντων µε αποτέλεσµα σηµαντικές πληροφορίες να προκύπτουν για τα προς ανάλυση 

συστατικά. Πιο συγκεκριµένα, η «µαλακές» τεχνικές ιοντισµού, π.χ. ο ηλεκτροψεκασµός, 

χωρίς MS/MS δεν είναι εύκολο να παρέχει  πληροφορίες σχετικά µε την δοµή των ενώσεων. 

Άλλες τεχνικές ιονισµού οι αποκαλούµενες «σκληρές» (hard ionization), όπως το ΕΙ, δίνουν 

περισσότερες αντιδράσεις θραυσµατοποίησης χωρίς την βοήθεια του MS/MS αλλά δεν 

δίνουν πληροφορίες σχετικά µε τις σχέσεις µεταξύ πρόδροµων και προϊόντων ιόντων. Η 

κατάσταση αυτή περιπλέκεται ακόµη περισσότερο όταν εξετάζονται σύνθετα µίγµατα. Για 

όλα αυτά απαιτείται πρώτα η αποµόνωση, κατόπιν η εκλεκτική θραυσµατοποίηση του 

πρόδροµου ιόντος και στη συνέχεια η µέτρηση m/z των προϊόντων ιόντων. Αυτό γίνεται 

εύκολα µε MS/MS εφόσον ένας αναλυτής µαζών αποµονώνει το πρόδροµο ιον, το οποίο 

επιταχύνεται εντός κυψελίδας η οποία περιέχει αδρανές αέριο (Ar ή He) όπου και 

πραγµατοποιείται και θραυσµατοποίηση του, ο δεύτερος αναλυτής σαρώνει όλα τα 

θραύσµατα ιόντα και έτσι καταγράφεται το φάσµα των προϊόντων ιόντων. Η κύρια µέθοδος  

θραυσµατοποίησης που χρησιµοποιείται στην συζευγµένη φασµατοµετρία είναι η διάσπαση 

µέσω κρούσεων (Collision Induced Dissociation (CID)) κατά την οποία εφαρµόζεται 

ηλεκτρικό πεδίο το οποίο επιταχύνει τα πρόδροµα ιόντα τα οποία στη συνέχεια οδηγούνται 

σε συγκρούσεις µε τα ουδέτερα µόρια του αερίου πρόσκρουσης (Ar,N2) όπου και 

λαµβάνονται τα προϊόντα αντιδράσεων (Σχήµα 1.12) .  
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Σχήµα 1.12 Μέθοδος διάσπασης CID   

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.13  Τετραπολικός αναλύτης µαζών µε συζευγµένη φασµατοµετρία µαζών (Triple 

Quadrupole Mass Analyzer Tandem MS/MS) 

Η χρησιµοποίηση τετράπολου αναλυτή µαζών στη συζευγµένη φασµατοµετρία 

µαζών οδηγεί σε διάφορες συνδυαστικές σαρώσεις που µε την σειρά τους βοηθούν στην 

ανάπτυξη αναλυτικών µεθόδων (38). Υπάρχουν δύο τρόποι σαρώσεων, α) Απλός τρόπος 

σάρωσης µάζας (single mass spectrometer scan mode MS) και β) ∆ιπλός τρόπος σάρωσης 

µάζας (tandem mass spectrometer MS/MS ). Στη  δεύτερη κατηγορία ανήκουν : 1) Σάρωση 

προϊόντων ιόντων (Product Ion Scan Mode, Σχήµα 1.14). Σύµφωνα µε αυτή στον πρώτο 

CID

+

+ 

Ar 
+ 

+
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τετράπολο Q1 επιλέγεται να παρατηρείται ένα συγκεκριµένο πρόδροµο ιόν π.χ. ιόν C  στη 

συνέχεια αυτό εισέρχεται στην κυψελίδα κρούσεων όπου µε το αέριο σύγκρουσης παίρνει 

µέρος σε αντιδράσεις διάσπασης και σχηµατίζονται τα προϊόντα τα οποία σαρώνονται όλα 

στο δεύτερο τετράπολο Q3.  

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.14  Σάρωση προϊόντων ιόντων Product Ion Scan Mode. 

2) Σάρωση πρόδροµων ιόντων (Precursor Ion Scan Mode, Σχήµα 1.15). Στο πρώτο 

τετράπολο Q1 σαρώνονται όλα τα πρόδροµα ιόντα τα οποία οδηγούνται στην κυψελίδα 

πρόσκρουσης όπου µε τις συγκρούσεις τους µε το αέριο σύγκρουσης παράγονται τα διάφορα 

προϊόντα διάσπασης από τα οποία επιλέγεται στο τετράπολο Q3 να παρατηρείται ένα 

συγκεκριµένο προϊόν π.χ το ιόν µε m/z 79.  
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Σχήµα 1.15. Σάρωση πρόδροµων ιόντων Precursor Ion Scan Mode 

3) Σάρωση απώλειας ουδέτερων οµάδων (Constant Νeutral Loss Scan, Σχήµα 1.16) 

Σύµφωνα µε την παραπάνω µέθοδο παρατηρούνται πρόδροµα ιόντα από τα οποία 

διασπώνται σταθερές ουδέτερες οµάδες. Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται κυρίως για τον 

γρήγορο προσδιορισµό µεταβολικών πορειών. Αναλυτικότερα αν ένα µόριο µε δοµή Χ-Υ 

µπορεί να χάσει το ουδέτερο κοµµάτι του Υ µέσω αντιδράσεων θραυσµατοποίησης, το 

κοµµάτι Χ του µορίου µπορεί να µεταβολίζεται συνεχώς αλλά το ουδέτερο κοµµάτι Υ 

παραµένει το ίδιο. Έτσι επιτρέπεται µια γρήγορη προσέγγιση µιας συγκεκριµένης 

µεταβολικής πορείας. Γενικά,  το µόριο  που παρατηρούµε m/z=(Μ) περνάει από το πρώτο 

τετράπολο Q1 στη συνέχεια στην κυψελίδα πρόσκρουσης Q2 χάνεται το κοµµάτι m/z=(n) του 

µορίου m/z=(Μ) και τέλος στον δεύτερο αναλυτή Q3 περνάει το ιόν m/z =(Μ-n) το οποίο 

ανιχνεύεται. Στη περίπτωση του σχήµατος  µε την µέθοδο constant neutral loss scan  

παρατηρούµε το µόριο που αντιστοιχεί σε m/z = (Α-Η2Ο). 

 

 

Ion A-PO4 

Ion B 

Ion C 

Ion D 

Ion E 

Ion F 

Q2   Θραυσµατοποίηση  
 Q1  Σάρωση όλων 
των µαζών 

             Q3 
Περνάει µόνο το 79 

Iόντα 
A-F 

PO3

79
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Σχήµα 1.16. Σάρωση σταθερών ουδέτερων οµάδων (Constant Νeutral Loss Scan) 

4) Τύπος σάρωσης επιλεγµένων αντιδράσεων ( Selected Reaction Monitoring, Σχήµα 1.17). 

Όπου παρατηρούνται οι αντιδράσεις θραυσµατοποίησης που δίνει το µοριακό ιόν. Πρόκειται 

για µια πολύ εκλεκτική µέθοδο κατά την οποία µπορούν να παρατηρηθούν  οι 

χαρακτηριστικές αντιδράσεις θραυσµατοποίησης των µορίων που παρατηρούνται. Πιο 

συγκεκριµένα στο πρώτο τετράπολο Q1 επιλέγεται να παρατηρείται ένα συγκεκριµένο 

µοριακό ιόν, στη κυψελίδα πρόσκρουσης q λαµβάνουν χώρα οι χαρακτηριστικές αντιδράσεις 

θραυσµατοποίησής του, οι οποίες και παρατηρούνται στο τετράπολο Q3. 

 

 

 

 

 

Ion A-H2O 

Ion B 

Ion C 

Ion D 

Ion E 

Ion F 

Iόντα 
A-F 

Q2   θραυσµατοποίηση          Q1  
      Σάρωση  
όλων των µαζών  

      Q3 Περνούν µάζες  
µικρότερες κατά 18 µονάδες 
              από το Q1  

A A-H2O →   A+ +H2O 
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Σχήµα 1.17. Μέθοδος επιλεκτικών αντιδράσεων ( Selected Reaction Monitoring). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C+Ar  →   C1+C2+C3 

 Θραυσµατοποίηση  C 

Ion C

Q1 περνάει 
µόνο το C 

Q3 περνάει 
µόνο το C2 

Ιόντα  
από την 
πηγή 

A,B,C,D

Ion 
C2 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  

Πειραµατικό Μέρος  

 

2.1 Οργανολογία  
Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 

(HPLC) σε συνδυασµό µε φασµατοµετρία µάζας (MS) µε ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης 

(Atmospheric Pressure Ionization, API). Το φασµατόµετρο µάζας TSQ Quantum που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν της εταιρίας ThermoFinnigan (Σχήµα 2.1). Χρησιµοποιήθηκαν δύο 

διαφορετικές πηγές API: α) πηγή ηλεκτροψεκασµού (Electrospray, ES) και β) πηγή χηµικού 

ιονισµού σε ατµοσφαιρική πίεση (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI).  

 

Σχήµα 2.1 ∆ιάταξη του οργάνου διαδοχικής φασµατοµετρίας µάζας εξοπλισµένο µε τριπλό 

τετράπολο, όπου αναγράφονται οι δυο πηγές ιονισµού ατµοσφαιρικής πίεσης (APCI και ES), 

οι αναλυτές µαζών Q1 και Q3 (τετράπολα) καθώς και η κυψελίδα πρόσκρουσης (q) η οποία 

περιέχει αέριο Ar. 

 

2.1.1 Ηλεκτροψεκασµός (electrospray, ES) 
H εισαγωγή δείγµατος κατά τη διαδικασία του ES γίνεται µέσω ενός τριχοειδούς 

σωλήνα PEEK (poly ether ether ketone) µήκους 35,5 cm ο οποίος συνδέει την πηγή µε την 

ES Q1 Q3 
q

 
APCI 
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στήλη HPLC. Επειδή η ροή της κινητής φάσης (200 µL/min) είναι συµβατή µε αυτή που 

µπορεί να δεχθεί το ES γίνεται εισαγωγή όλης της ροής χωρίς την µείωση αυτής µέσω ενός 

τεµαχιστή (splitter). Σε συνδυασµό µε την τεχνική του ES  χρησιµοποιήθηκε χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης µε κινητή φάση που περιείχε 50% οξικό αµµώνιο 80 mM (pH 6.8), 10% 

µεθανόλη και 40% απιονισµένο νερό. Η στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν C18 (2.1 x 

150mm, BDS Hypersil, ThermoHypersil-Keystone). Επίσης δοκιµάστηκε και αντίστοιχη 

στήλη C8. 

Σύµφωνα µε το πώς διασπώνται τα υπό µελέτη σεληνοσάκχαρα στην κυψελίδα 

πρόσκρουσης µε την εφαρµογή διαφόρων ενεργειών διάσπασης εφαρµόστηκε η µέθοδος 

παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων (Selective Reaction Monitoring, SRM). Κατά 

την εφαρµογή της µεθόδου παρακολούθησης SRM οι παράµετροι του αναλύτη µάζας 

ρυθµίστηκαν σύµφωνα µε τις τιµές που φαίνονται στον Πίνακα 2.1. Σηµειώνεται ότι οι 

διαχωριστικές ικανότητες των τετραπόλων Q1 και Q3 ήταν 0,7 amu και στις δυο περιπτώσεις.  

 

Πίνακας 2.1. Πειραµατικοί παράµετροι που χρησιµοποιήθηκαν κατά την ανάλυση τόσο των 

πρότυπων διαλυµάτων σεληνοσακχάρων όσο και των δειγµάτων ανθρώπινων ούρων, µε τη 

µέθοδο παρακολούθησης SRM. 

 

 

 

 

 

 

* Μονάδες οργάνου, έχουν ορισθεί από την κατασκευαστική εταιρεία. 

Παράµετροι του οργάνου Τιµές 
∆υναµικό ηλεκτροψεκασµού 4500 V 

Ροή βοηθητικού αερίου 1 45* 

Ροή βοηθητικού αερίου 2 25* 

Θερµοκρασία τριχοειδούς 300 oC 

Θερµοκρασία συστήµατος  APCI 350-650  oC 

∆υναµικό πηγής ιονισµού  
(source CID, sCID) 0 V 

∆υναµικό φακών εστίασης 126 V 

Πίεση CID αερίου 1.0 mTorr 
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Για τη µέθοδο της σάρωσης απώλειας ουδέτερου (Neutral Loss Scan) οι πειραµατικές 

παράµετροι παίρνουν τις τιµές που δίνονται στον Πίνακα 2.1. Οι διαχωριστικές ικανότητες 

των τετραπόλων Q1 και Q3 ρυθµίζονται ως 0,7 και 6 amu, αντίστοιχα. Σηµειώνεται ότι η 

ενέργεια διάσπασης της πηγής (sCID) ρυθµίζεται στο µηδέν και στις δύο περιπτώσεις 

µεθόδων σάρωσης. Έτσι, αποφεύγονται οι τυχόν απώλειες του πρόδροµου ιόντος, λόγω 

διάσπασης, κατά τη µεταφορά του από την πηγή στον αναλύτη µάζας. 

2.1.2 Χηµικός Ιονισµός σε Ατµοσφαιρική Πίεση (atmospheric pressure chemical 
ionization, APCI) 

Κατά την χρησιµοποίηση της πηγής APCI η σύνδεσή της µε το HPLC έγινε µε 

ακριβώς τον ίδιο τρόπο που περιγράφεται στον ηλεκτροψεκασµό. Κατά την ανάλυση των 

γνωστών σεληνοσακχάρων µε APCI χρησιµοποιήθηκε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης 

µε κινητή φάση 50% οξικό αµµώνιο 80 mM (pH 6,8), 10% µεθανόλη και 40% απιονισµένο 

νερό µε ροή 500µl/min. Η στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν C18 (2.1 x 150mm, BDS 

Hypersil, ThermoHypersil-Keystone). Επιπλέον, για την ανάλυση του σεληνοσακχάρου 

SeGalNH2 χρησιµοποιήθηκε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης συνδεδεµένη εν σειρά µε 

χρωµατογραφία κατιονανταλλαγής. Οι στήλες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι C18 (4.6 x 150 

mm) και δύο PRP-X800 προστατευτικές στήλες, αντίστοιχα. Η κινητή φάση που 

χρησιµοποιήθηκε περιείχε 80% οξικό αµµώνιο 80 mM (pH 4.3), 10% µεθανόλη και 10% 

απιονισµένο νερό και τροφοδοτήθηκε µε ροή 500µl/min.  

Σύµφωνα µε την διάσπαση των ενώσεων στη κυψελίδα πρόσκρουσης σε διάφορες 

ενέργειες διάσπασης εφαρµόστηκε η µέθοδος παρακολούθησης επιλεκτικών αντιδράσεων.  

Επίσης χρησιµοποιήθηκε και η µέθοδος σάρωσης απώλειας ουδέτερων µορίων (Constant 

Νeutral Loss Scan).  

Για τη µέθοδο  σάρωσης απώλειας ουδέτερου οι διαχωριστικές ικανότητες των 

αναλυτών µάζας ρυθµίστηκαν ως εξής: Q1 0,7 amu και Q3 6 amu. Επίσης η πίεση του αερίου 

της κυψελίδας πρόσκρουσης µειώθηκε ελαφρώς στα 0,7 mTorr. 



 40

Σηµειώνεται ότι και µε την τεχνική του HPLC-ΑPCI-MS/MS οι αναλύσεις 

πραγµατοποιήθηκαν µε µηδενική ενέργεια διάσπασης στην πηγή ιονισµού (sCID). 

 

2.1.3 Φασµατοµετρία Μάζας Επαγωγικά Συζευγµένου Πλάσµατος (Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS) 

Η τεχνική HPLC-ICP-MS χρησιµοποιήθηκε για ποσοτικούς προσδιορισµούς του 

SeGalNAc σε δείγµατα ανθρώπινων ούρων και την σύγκριση των αποτελεσµάτων αυτών µε 

αυτά που προσδιορίστηκαν µε την τεχνική HPLC-ES-MS/MS. Οι συνθήκες χρωµατογραφίας 

ήταν ίδιες µε αυτές µε την τεχνική HPLC-ES-MS/MS. Σηµειώνεται ότι χρησιµοποιήθηκε 

εσωτερικό πρότυπο σύνθεσης 20 ppb Ge σε 5% νιτρικού οξέος. Ανάµιξη του εσωτερικού 

προτύπου µε την κινητή φάση έγινε µετά την χρωµατογραφική στήλη αλλά πριν από το ICP-

MS όπως φαίνεται στο Σχήµα 2.2.  

 

Σχήµα 2.2. Πειραµατική διάταξη για την προσθήκη εσωτερικού προτύπου Ge µετά την 

χρωµατογραφική στήλη.  

 

2.2   Αντιδραστήρια 
Στην κινητή φάση των χρωµατογραφικών µεθόδων που χρησιµοποιήθηκαν υπήρχε 

οξικό αµµώνιο 80 mM, µεθανόλη Lichrosolv HPLC grade της εταιρίας Merck. Στα 

Περισταλτική αντλία 

Στήλη 

∆οχείο µε Ge 20 ppb (εσωτερικό πρότυπο) 
σε 5% HNO3 

ICP-MS 
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πειράµατα για την επιλογή των διαλυτών στον ηλεκτροψεκασµό χρησιµοποιήθηκαν τα εξής: 

µεθανόλη Lichrosolv συγκέντρωσης 99,9% της εταιρίας Merck, οξικό οξύ 100% της 

εταιρίας Merck, φορµικό οξύ 88-91% της εταιρίας Fluka, κιτρικό οξύ της εταιρίας Fluka το 

οποίο σε διάλυµα ρυθµίστηκε σε διάφορα pH (2,4, 4,7 και 8,8), οξαλικό οξύ της εταιρίας 

Fluka, ακετονιτρίλιο 99% της εταιρίας Merck, οξικό αµµώνιο της εταιρίας Fluka από το 

οποίο παρασκευάστηκε διάλυµα 80 mM µε ουδέτερο pH 6,8. 

 

2.3 Πρότυπα Σεληνοσάκχαρα 
Τα δύο διαστεροϊσοµερή σεληνοσάκχαρα (SeGalNAc και SeGluNAc) συντέθηκαν 

στο εργαστήριο αναλυτικής χηµείας στο Πανεπιστήµιο του Graz από τους P. Traar και F. 

Belaj, µε υπεύθυνο καθηγητή τον Kevin A. Francesconi1. Ενώ το τρίτο σεληνοσάκχαρο 

(SeGalNH2) συντέθηκε στο εργαστήριο µας σύµφωνα µε την συνθετική πορεία που 

περιγράφεται από την Gammelgaard et al.2.  

 

2.4 ∆είγµατα και Πορεία Ανάλυσης ∆ειγµάτων 
Τα ανθρώπινα ούρα συλλέχθηκαν από εθελοντές πριν και µετά την κατανάλωση ενός 

διατροφικού συµπληρώµατος σεληνίου (Super Selenium Plus, HealthAid) περιεκτικότητας 

200 µg Se. Στην ετικέτα αναγράφεται ότι βρίσκεται υπό τη µορφή σεληνοµεθειονίνης, ενώ 

αναλύσεις της ερευνητικής µας οµάδας βρήκαν ότι το Se βρίσκεται στην ανόργανή του 

µορφή. Στη δειγµατοληψία χρησιµοποιήθηκαν τα πρώτα πρωινά ούρα της επόµενης ηµέρας 

µετά την χορήγηση του συµπληρώµατος. Ανάλυση των δειγµάτων έγινε χωρίς περαιτέρω 

κατεργασία αυτών. 

Για τους ποσοτικούς προσδιορισµούς των σεληνοσακχάρων στα δειγµάτα ούρων 

χρησιµοποιήθηκαν οι µέθοδοι της εξωτερικής βαθµονόµησης και της προσθήκης γνωστής 

ποσότητας. Κατά την εφαρµογή της µεθόδου εξωτερικής βαθµονόµησης αναλύθηκαν 
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πρότυπα υδατικά διαλύµατα των σεληνοσακχάρων συγκέντρωσης 100 µg/l Se, 50 µg/l Se, 25 

µg/l Se, 12,5 µg/l Se καθώς και ακατέργαστα δείγµατα ανθρώπινων ούρων. Με τη βοήθεια 

των πρότυπων διαλυµάτων δηµιουργήθηκε πρότυπη καµπύλη βαθµονόµησης µε την οποία 

έγινε ποσοτικός προσδιορισµός των σεληνοσακχάρων στα δείγµατα ούρων. Κατά την 

εφαρµογή της µεθόδου προσθήκης γνωστής ποσότητας σε ορισµένη ποσότητα δείγµατος 

ούρων προστίθεται γνωστή ποσότητα πρότυπων σεληνοσακχάρων. Πιο συγκεκριµένα, το 

κάθε δείγµα ούρων µοιράζεται σε πέντε υποδείγµατα των 950 µl το καθένα. Κατόπιν 

προστίθεται στο πρώτο 50 µl απιονισµένου νερού, στο δεύτερο 37,5 µl απιονισµένου νερού 

και 12,5 µl SeGalNAc 2 ppm, στο τρίτο 25µl απιονισµένο νερό και στο τέταρτο 25µl 

SeGalNAc 2 ppm, και τελικά 50µl SeGalNAc 2 ppm. Από την ανάλυση των δειγµάτων 

αυτών προκύπτει καµπύλη βαθµονόµησης από την οποία υπολογίζεται η αρχική ποσότητα 

της ένωσης SeGalNAc στα ανθρώπινα δείγµατα. Οι παραπάνω µέθοδοι ανάλυσης 

εφαρµόστηκαν σε συνδυασµό µε τις τεχνικές HPLC-ES-MS/MS, HPLC-APCI-MS/MS, 

HPLC-ICP-MS.  

Τέλος, σηµειώνεται ότι για την εύρεση της επίδρασης της σύστασης της κινητής 

φάσης στην παραγωγή πρωτονιωµένων µορίων σεληνοσακχάρων µε την τεχνική ES 

χρησιµοποιήθηκαν διαλύµατα µε διάφορους συνδυασµούς των διαλυτών και αλάτων ή 

οξέων τα οποία περιείχαν 50 ng Se/ml υπό τη µορφή σεληνοσακχάρων. Η εισαγωγή τους 

έγινε µε συνεχή ροή στο ES. 

Για την ανάλυση των πρότυπων σεληνοσακχάρων µε την τεχνική ES µε αναλυτή 

µάζας ιοντική παγίδα, προς χαρακτηρισµό των προϊόντων ιόντων και ανεύρεση των 

µονοπατιών σχηµατισµού τους, χρησιµοποιήθηκαν οι διαλύτες που δίνουν τη µεγαλύτερη 

απόκριση στο ES. Έτσι, για την ένωση SeGalNAc σαν διαλύτης χρησιµοποιήθηκε ο 

συνδυασµός απιονισµένου νερού µε 20% µεθανόλης και 1% οξικό οξύ. Ενώ για την ένωση  

SeGluNAc χρησιµοποιήθηκε ο συνδυασµός απιονισµένου νερού µε 50% ακετονιτρίλιο µε 
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1% οξικό οξύ. Οι συγκεντρώσεις των ενώσεων SeGluNAc και SeGalNAc ήταν 10 µg Se / 

mL. Τα παραπάνω πρότυπα εισήχθησαν ξεχωριστά µε συνεχή ροή µε σύριγγα όγκου 250 µl.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

Ανάπτυξη Μεθόδου Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 
µε ∆ιαδοχική Φασµατοµετρία Μάζας Ηλεκτροψεκασµού (ES-MS/MS) για 

τον Προσδιορισµό Σεληνοσακχάρων σε Ανθρώπινα Ούρα 

  

3.1 Βελτιστοποίηση Πειραµατικών Παραµέτρων για Μέγιστη Ευαισθησία και 
Εκλεκτικότητα 

 Για την ανάπτυξη µιας ευαίσθητης και εκλεκτικής µεθόδου φασµατοµετρίας µάζας 

ηλεκτροψεκασµού (ES-MS) πρέπει να ληφθούν υπόψη διάφοροι παράµετροι, όπως: οι 

χηµικές ιδιότητες του αναλύτη, η σύσταση της κινητής φάσης, το δυναµικό 

ηλεκτροψεκασµού που επηρεάζει την µεταφορά ιόντων του αναλύτη από την υγρή στην 

αέρια φάση, τα δυναµικά που εφαρµόζονται στους φακούς εστίασης για µέγιστη µεταφορά 

ιόντων από την πηγή ιοντισµού προς τον αναλυτή µάζας, και η επιλογή κατάλληλης µεθόδου 

σάρωσης των αναλυτών µάζας. Επιπλέον, σε περίπτωση σύνθετου δείγµατος, π.χ. βιολογικό 

εκχύλισµα, θα πρέπει να γίνεται και διαχωρισµός του αναλύτη από τη µήτρα του δείγµατος 

πριν από την εισαγωγή του στην πηγή του ES, προς αποφυγή παρεµποδίσεων.   

 

3.1.1  Χηµικές Ιδιότητες του Αναλύτη 
 Κατά κανόνα, ο αναλύτης που παρουσιάζει ικανοποιητική απόκριση κατά την 

φασµατοµετρία µάζας ηλεκτροψεκασµού είναι αυτός που βρίσκεται ήδη υπό την µορφή 

ιόντος στην υγρή φάση και έτσι η µεταφορά του στην αέρια µπορεί να γίνει µε υψηλή 

απόδοση. Κατά συνέπεια η δοµή των αναλυτών, ιδιαίτερα η παρουσία ιονίσιµων οµάδων, 

επηρεάζει σηµαντικά την απόκριση του ES. Αναλύτες µε βασικές ή όξινες οµάδες, οι οποίες 

µπορούν εύκολα να πρωτονιωθούν ή να αποπρωτονιωθούν, αντίστοιχα, ευνοούνται µε την 

τεχνική αυτή. Αυτό συµβαίνει διότι, µέσα στο ηλεκτρικό πεδίο που σχηµατίζεται µεταξύ της 

βελόνας ηλεκτροψεκασµού και του κώνου εισαγωγής, τα διάφορα ιόντα που περιέχονται στο 
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διάλυµα εµπλουτίζονται στην επιφάνεια των σταγόνων. Αυτό ευνοεί και την εισαγωγή τους 

στην αέρια φάση. Άλλος σηµαντικός παράγοντας είναι η πολικότητα του αναλύτη. Αναλύτες 

µε υδρόφοβες οµάδες παρουσιάζουν µεγαλύτερη συγγένεια προς την επιφάνεια των 

υδατικών σταγόνων που σχηµατίζονται κατά τον ηλεκτροψεκασµό. Αν διαθέτουν και οµάδες 

που ιονίζονται, όπως π.χ. τα επιφανειοδραστικά µόρια, τότε ευνοείται ο σχηµατισµός και η 

µεταφορά των ιόντων τους στην αέρια φάση.  

 Οι υπό µελέτη ενώσεις σεληνοσακχάρων πρωτονιώνονται στην υδατική φάση σε 

ελαφρώς όξινο pH και κατά συνέπεια µπορούν να σχηµατίσουν κατιόντα στην αέρια φάση 

κατά την διαδικασία του ES. Πρέπει να σηµειωθεί ότι δεν παρουσιάζουν επιφανειοδραστικές 

ιδιότητες σε υδατικά διαλύµατα, κατά συνέπεια δεν είναι και οι πλέον ιδανικοί αναλύτες για 

την τεχνική του ES.    

 

3.1.2 Επίδραση του ∆ιαλύτη στην Απόκριση του Ηλεκτροψεκασµού στα 
Σεληνοσάκχαρα 

 Η επιλογή του διαλύτη που χρησιµοποιείται κατά την ανάλυση ES εξαρτάται και από 

το είδος του αναλύτη. Έτσι για την ανάλυση θετικών ιόντων συνήθως απαιτούνται 

διαφορετικοί διαλύτες και pH σε σχέση µε αυτούς που χρησιµοποιούνται για την ανάλυση 

αρνητικών ιόντων. Στην περίπτωση των σεληνοσακχάρων πραγµατοποιείται ανάλυση 

θετικών ιόντων.  

 Είναι επίσης γνωστό ότι ανάλογα µε τις ιδιότητες του διαλύτη, όπως είναι η 

αγωγιµότητα και η επιφανειακή του τάση, ρυθµίζονται και η ταχύτητα ροής του διαλύτη και 

το δυναµικό ES έτσι ώστε να επιτευχθεί σταθερός και αποδοτικός ηλεκτροψεκασµός. Ένα 

βασικό χαρακτηριστικό του ιδανικού διαλύτη είναι να έχει σχετικά χαµηλή επιφανειακή 

τάση, συνήθως χαµηλότερη από αυτή του νερού, η οποία και συµβάλει στην δηµιουργία 

σταθερού  ηλεκτροψεκασµού.  
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 Κατά την ανάλυση θετικών ιόντων είναι εύκολο να υφίσταται σταθερός 

ηλεκτροψεκασµός µε την χρησιµοποίηση διαλυµάτων που αποτελούνται από 50% πολικούς 

οργανικούς διαλύτες, όπως µεθανόλη, ακετυλονιτρίλιο, και 50% νερό. Όσο το διάλυµα 

γίνεται πιο υδατικό η επιφανειακή του τάση µεγαλώνει και έτσι είναι πιο δύσκολο να 

διατηρηθεί σταθερός ηλεκτροψεκασµός. Επίσης, είναι δύσκολο να επιτευχθεί σταθερός 

ηλεκτροψεκασµός στην περίπτωση µη πολικών διαλυτών, όπως είναι το εξάνιο και το 

τριχλωροεξάνιο, εξαιτίας της πολύ χαµηλής τους επιφανειακής τάσης και της χαµηλής 

διηλεκτρικής τους σταθεράς. Η επίδραση των παραγόντων αυτών στον σχηµατισµό 

σταθερού ηλεκτροψεκασµού µειώνεται σηµαντικά µε την προσθήκη βοηθητικού αερίου 

εκνέφωσης. Το αέριο αυτό χρησιµοποιείται πλέον σε όλα τα σύγχρονα συστήµατα HPLC 

ES-MS που χρησιµοποιούν υψηλές ροές κινητής φάσης (0,2-1,0 mL/min).  

Στη παρούσα εργασία, για τις ενώσεις που εξετάζονται, επιλέγεται ο σχηµατισµός και 

η ανάλυση θετικών ιόντων µε τη τεχνική του ES. Ο µεταφορέας φορτίων στην περίπτωση 

αυτή είναι ένα κατιόν, συνήθως πρωτόνιο ή κατιόν νατρίου ή καλίου. Συγκεκριµένα, 

χρησιµοποιήθηκαν διαλύτες που είναι δότες πρωτονίων όπως νερό/µεθανόλη και 

νερό/ακετονιτρίλιο σε διάφορες αναλογίες. Επιπλέον, προστέθηκε και ασθενές οξύ όπως 

οξικό οξύ ή το φορµικό οξύ για µεγαλύτερη παροχή πρωτονίων. Το χαµηλό pH των 

διαλυµάτων αυτών ευνοεί την πρωτονίωση των σεληνοσακχάρων. Επίσης, αυξάνεται και η 

αγωγιµότητα των διαλυµάτων. 

 Σύµφωνα µε τα παραπάνω, προκειµένου να βρεθεί ο κατάλληλος διαλύτης για τον 

προσδιορισµό  σεληνοσακχάρων µε ES-MS/MS εξετάστηκαν διάφοροι συνδυασµοί 

διαλυτών, οξέων και αλάτων (Σχήµατα 3.1. και 3.2). Τα αποτελέσµατα αυτά καταγράφηκαν 

κατόπιν συνεχούς ροής πρότυπων διαλυµάτων σεληνοσακχάρων στο φασµατόµετρο µάζας 

ηλεκτροψεκασµού µε τη βοήθεια αντλίας σύριγγας (syringe pump).  
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Σχήµα 3.1 Ένταση του ιόντος [Μ+Η]+ που αντιστοιχεί στο SeGalNAc σε διάφορους 

συνδυασµούς οργανικών διαλυτών και οξέων. 

0,00E+00 2,00E+06 4,00E+06 6,00E+06 8,00E+06 1,00E+07 1,20E+07

H2O + 20% MeOH + 1% HCOOH

H2O + 1% HCOOH+ 50% MeOH

H2O + 5% MeOH 

20% MeOH  + H2O 

H2O + 1% οξκό οξύ + 20% MeOH

1% οξικό οξύ + 50% MeOH + H2O 

Κιτρικά (pH 8,8) + 10% MeOH 

5% MeOH + Κιτρικά (pH 8,8)

Κιτρικό δ/µα(ph=4.7) + 20% MeOH 

 10% MeOH +Κιτρικό δ/µα(ph=4.7)

Κιτρικά (pΗ 2.4) + 20% MeOH

10%MeOH  Κιτρικά (pH 2.4)  

H2O + 50% ACN

5% ACN  + H2O

 50% ACN +H2O + 1% Οξικό οξύ

H2O + 20% ACN + 1% οξικό οξύ

1% HCOOH + H2O + 50% ACN 

20% ACN + 1% HCOOH + H2O 

H2O + 20%MeOH + 1% οξαλικό οξύ

H2O + 50%MeOH + 1% οξαλικό οξύ

H2O + 20%ACN + 1% οξαλικό οξύ

H2O + 50%ACN + 1% οξαλικό οξύ

Οξικό αµµώνιο + 5%MeOH

Οξικό αµµώνιο + 10%MeOH

Ένταση
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0,00E+00 1,00E+06 2,00E+06 3,00E+06 4,00E+06 5,00E+06 6,00E+06

H2O + 20% MeOH + 1% HCOOH
H2O + 1% HCOOH  +  50% MeOH 

H2O + 5% MeOH 
20% MeOH  + H2O 

H2O + 1% οξικό οξύ + 20% MeOH
1% οξικό οξύ + 50% MeOH + H2O 

Κιτρικά (pH 8,8) + 10% MeOH 
5% MeOH   + Κιτρικά (pH 8,8)
Κιτρικά (pH 4,7) + 5% MeOH 
 10% MeOH +Κιτρικά (pH 4,7)
Κιτρικά (pH 2,4) + 5% MeOH

10%MeOH + Κιτρικά (pΗ 2,4)  
H2O + 50% ACN
5% ACN  + H2O

 50% ACN +H2O + 1% οξικό οξύ
H2O + 20% ACN + 1% οξικό οξύ
1% HCOOH + H2O + 50% ACN 
20% ACN + 1% HCOOH + H2O 

H2O + 20%MeOH + 1% οξαλικό οξύ
H2O + 50%MeOH + 1% οξαλικό οξύ

H2O + 20%ACN + 1% οξαλικό οξύ
H2O + 50%ACN + 1% οξαλικό οξύ

Οξικό Αµµώνιο + 5%MeOH
Οξικό Αµµώνιο + 10%MeOH

Ένταση

Σχήµα 3.2 Ένταση του ιόντος [Μ+Η]+ που αντιστοιχεί στο SeGluNAc σε διάφορους 

συνδυασµούς οργανικών διαλυτών και οξέων. 

 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα αυτά βρέθηκαν ποιοι συνδυασµοί διαλυτών δίνουν την 

µεγαλύτερη απόκριση στο ES για το κάθε σεληνοσάκχαρο. Πιο συγκεκριµένα για την ένωση 

SeGalNAc οι διαλύτες που δίνουν την υψηλότερη απόκριση στον ηλεκτροψεκασµό κατά 

σειρά είναι: 1) υδατικό διάλυµα 20% µεθανόλης µε 1% οξικό οξύ (ένταση: 1x107), 2) 

υδατικό διάλυµα 50% µεθανόλης µε 1% οξικό οξύ (ένταση: 9x106), 3) υδατικό διάλυµα 50% 

ακετονιτριλίου µε 1% οξικό οξύ (8.5x106), 4) υδατικό διάλυµα 20% ακετονιτριλίου µε 1% 

οξικό οξύ (8.3x106). Αντίστοιχα, για την ένωση SegluNAc οι διαλύτες που δίνουν την 

υψηλότερη απόκριση στον ηλεκτροψεκασµό είναι : 1) υδατικό διάλυµα 50% µεθανόλης µε  

1% οξικό οξύ (5x106), 2) υδατικό διάλυµα 50% µεθανόλης µε 1% οξαλικό οξύ (4.8x106), 3) 

υδατικό διάλυµα 50% ακετονιτριλίου µε 1% οξικό οξύ (4.5x106), 4) υδατικό διάλυµα 20% 
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µεθανόλης µε 1% οξικό οξύ (4,1x106). ∆ιαπιστώνεται ότι διαφορετικοί συνδυασµοί πολικών 

διαλυτών µε οξικό οξύ δίνουν την υψηλότερη απόκριση στον ηλεκτροψεκασµό για το κάθε 

σεληνοσάκχαρο. Βέβαια η τελική επιλογή του διαλύτη γίνεται σε συνδυασµό µε τις 

απαιτήσεις του HPLC για τον ικανοποιητικό διαχωρισµό των σεληνοσακχάρων και για την 

κατακράτηση τους ώστε να αποφευχθεί συνέκλουση µε τα συστατικά της µήτρας των 

δειγµάτων. Αναλυτικά εξετάζονται οι απαιτήσεις αυτές στην παράγραφο 3.1.4 . 

  

3.1.3 Επιλογή Μεθόδου Σάρωσης των Αναλυτών Μάζας 
Η εφαρµογή διαφόρων µεθόδων σάρωσης των αναλυτών µάζας συµβάλλουν µε την 

σειρά τους στην ανάπτυξη της συγκεκριµένης αναλυτικής µεθόδου. Γενικότερα, οι διάφορες 

µέθοδοι σάρωσης των αναλυτών µάζας στοχεύουν τόσο στην µεγιστοποίηση της 

εκλεκτικότητας όσο και της ευαισθησίας της αναλυτικής µεθόδου. Έτσι η επιλογή της 

κατάλληλης µεθόδου σάρωσης έχει σαν στόχο τόσο τον διαχωρισµό των συγκεκριµένων 

σεληνοσακχάρων όσο και τον ακριβή προσδιορισµό τους στα ανθρώπινα ούρα.  

Αρχικά εφαρµόστηκε η µέθοδος ολικής σάρωσης (full scan) µε στόχο την ανίχνευση 

των σεληνοσακχάρων. Η µέθοδος αυτή περιλαµβάνει σάρωση σε µια συγκεκριµένη περιοχή 

µαζών µε ένα από τα δύο τετράπολα σάρωσης (Q1 ή Q3). Η µέθοδος αυτή δεν παρέχει την 

απαραίτητη ευαισθησία και εκλεκτικότητα µιας και δεν είναι εύκολος ο εντοπισµός των 

ιόντων που αντιστοιχούν στα σεληνοσακχάρα ανάµεσα στο µεγάλο αριθµό ιόντων χηµικού 

υπόβαθρου. Έτσι κρίθηκε ακατάλληλη η σάρωση αυτή για τον προσδιορισµό ιχνοποσοτήτων 

σεληνοσακχάρων σε ούρα.           
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Στη συνέχεια εφαρµόστηκε µια πιο εκλεκτική και ευαίσθητη µέθοδος σάρωσης της 

διαδοχικής φασµατοµετρίας µάζας, η οποία είναι η παρακολούθηση επιλεγµένων 

αντιδράσεων (Selected Reaction Monotoring, SRM). Η ανάπτυξη αυτής της µεθόδου όµως 

απαιτεί πρώτα την µελέτη των αντιδράσεων διάσπασης των σεληνοσακχάρων στη κυψελίδα 

πρόσκρουσης του φασµατόµετρου µάζας. Πιο συγκεκριµένα, τα πρόδροµα ιόντα που 

φτάνουν στη κυψελίδα πρόσκρουσης επιταχύνονται σε διάφορες ενέργειες και έτσι 

υφίστανται διάσπαση επαγόµενη από πρόσκρουση (Collision Induced Dissociation, CID) µε 

άτοµα Ar. Για να µελετηθεί καλύτερα αυτή η διεργασία εφαρµόστηκε η µέθοδος σάρωσης 

των προϊόντων ιόντων (product ion scan) για κάθε σεληνοσάκχαρο ξεχωριστά για να 

βρεθούν τα προϊόντα των αντιδράσεων διάσπασης του µε την υψηλότερη ένταση. Στο Σχήµα 

3.3 παρουσιάζονται τα φάσµατα µάζας των προϊόντων ιόντων της ένωσης SeGalNAc όπως 

καταγράφηκαν σε διάφορες ενέργειες διάσπασης µε τη µέθοδο σάρωσης των προϊόντων 

ιόντων (product ion scan). 

Από τις εντάσεις των προϊόντων ιόντων προκύπτουν καµπύλες διάσπασης 

(breakdown curves) οι οποίες µε τη σειρά τους δίνουν πληροφορίες σχετικά µε τη διάσπαση 

του σεληνοσακχάρου SeGalNAc στη κυψελίδα πρόσκρουσης (Σχήµα 3.4). Στις καµπύλες 

διάσπασης φαίνεται πιο είναι το προϊόν ιον µε την µεγαλύτερη ένταση καθώς και η ενέργεια 

διάσπασης που αντιστοιχεί στο σχηµατισµό του. Παρόµοια πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν 

και για την ένωση SeGluNAc όπου προέκυψε η καµπύλη διάσπασης του Σχήµατος 3.5. 
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Σχήµα 3.3 Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων της ένωσης SeGalNAc (m/z 300 

[SeGalNAc+H]+) σε διάφορες ενέργειες διάσπασης: 10eV, 20eV, 30eV, 40eV, 50eV. 

 

 

Σχήµα 3.4 Καµπύλες διάσπασης για το για το [Μ+Η]+ της ένωσης  SeGalNAc. 
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 Σχήµα 3.5 Καµπύλες διάσπασης για το [Μ+Η]+ της ένωσης  SeGluNAc. 

 

Στον Πίνακα 3.1 συνοψίζονται τα προϊόντα ιόντα των ενώσεων SeGalNAc και SeGluNAc 

και οι συνθήκες υπό τις οποίες σχηµατίστηκαν µε µέγιστη ένταση. 

 

Πίνακας 3.1 Χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα των ενώσεων SegalNAc και SegluNAc µε τις 

αντίστοιχες ενέργειες διάσπασης όπου επιτυγχάνεται µέγιστος σχηµατισµός τους. 

 

Θραύσµα (m/z) Ενέργεια (eV) 
SeGalNAc 

Ενέργεια (eV) 
SeGluNAc 

96 40 40 
138 20 23 
144 20 20 
168 10 10 
186 10 10 
204 10 10 

 

Από τα δεδοµένα του Πίνακα 3.1 προκύπτουν οι συνθήκες παρακολούθησης των 

επιλεγµένων αντιδράσεων. Πιο συγκεκριµένα για τα δύο σεληνοσάκχαρα SeGalNAc και 

SeGluNAc παρακολουθούνται οι εξής αντιδράσεις διάσπασης: m/z 300 → m/z 138, m/z 
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300→ m/z 204, m/z 300→ m/z 144, m/z 300→ m/z 186. Αναλυτικά τα µονοπάτια 

θραυσµατοποιήσης των σεληνοσακχάρων δίνονται στην παράγραφο 5.2 (Σχήµα 5.3). Επειδή 

οι δύο ενώσεις δίνουν τα ίδια χαρακτηριστικά θραύσµατα κατά τη θραυσµατοποίηση τους 

είναι φανερό ότι για τον προσδιορισµό τους απαιτείται χρωµατογραφικός διαχωρισµός τους 

πριν την είσοδο τους στην πηγή του ES. 

 Ακόµη, µελετήθηκε η επίδραση της πίεσης του αερίου Ar της κυψελίδας 

πρόσκρουσης κατά τον σχηµατισµό των προϊόντων ιόντων. Συγκεκριµένα, η πίεση του Ar 

µεταβλήθηκε από 1,0-2,0 mTorr. Ταυτόχρονα µελετήθηκε και η επίδραση εφαρµογής 

ενέργειας πρόσκρουσης στην πηγή του ES (source CID) από 0 – 30 V. 
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Σχήµα 3.6 Επίδραση της πίεσης αερίου Ar και της ενέργειας πρόσκρουσης της πηγής 

(source CID) από 0 – 30 V στην ένταση του προϊόντος ιόντος (m/z 204) του SeGalNAc. 
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Σχήµα 3.7 Επίδραση της πίεσης αερίου Αr και της ενέργειας πρόσκρουσης της πηγής ES 

(source CID) από 0 – 30 V στην ένταση του προϊόντος ιόντος (m/z 204) του SeGluNAc. 

 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στα Σχήµατα 3.6 και 3.7 βρέθηκε ότι η 

βέλτιστη πίεση του Ar για µέγιστη ένταση των ιόντων θραυσµάτων είναι 1 mTorr, ενώ η 

ενέργεια πρόσκρουσης της πηγής είναι 0 V. Η µηδενική τιµή στην ενέργεια πρόσκρουσης 

της πηγής συµβάλλει στη µείωση των απωλειών λόγω διάσπασης του πρόδροµου ιόντος πριν 

την εισαγωγή του στον αναλυτή µαζών. Σηµειώνεται ότι οι παραπάνω τιµές βελτιστοποίησης 

τόσο ως προς την πίεση του Ar όσο και ως προς την ενέργεια πρόσκρουσης της πηγής 

παρέµειναν σταθερές καθ’ όλη τη διαδικασία ανάλυσης δειγµάτων ούρων µε τη τεχνική του 

ηλεκτροψεκασµού. 

3.1.4 Βελτιστοποίηση Κινητής Φάσης HPLC για τον ∆ιαχωρισµό των 
Σεληνοσακχάρων 

 Ο διαχωρισµός των σεληνοσακχάρων SeGalNAc και SeGluNAc µε HPLC κρίνεται 

δύσκολος εφόσον πρόκειται για ισοµερείς ενώσεις. Στη προσπάθεια εφαρµογής HPLC 

κρίνεται απαραίτητη η εύρεση µιας κινητής φάσης η οποία οδηγεί στον διαχωρισµό των 
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σεληνοσακχάρων και είναι συµβατή µε τον ηλεκτροψεκασµό. Για το σκοπό αυτό  

χρησιµοποιήθηκαν αρχικά, οι συνδυασµοί των διαλυτών που έδιναν την υψηλότερη 

απόκριση στον ηλεκτροψεκασµό για κάθε µια ένωση σύµφωνα µε τα Σχήµατα 3.1 και 3.2. 

Οι συνδυασµοί αυτοί όµως δεν έδωσαν ικανοποιητικά αποτελέσµατα διαχωρισµού. Για το 

λόγω αυτό δοκιµάσθηκαν και οι υπόλοιποι συνδυασµοί διαλυτών και διαπιστώθηκε ότι 

απέδωσε καλύτερα ο ακόλουθος συνδυασµός µε στήλη C8: υδατικό διάλυµα µε 10% 

µεθανόλη και 50% οξικό αµµώνιο 40 mM (Σχήµατα 3.8). ∆υστυχώς όµως ο συνδυασµός 

αυτός έδωσε από τις χαµηλότερες αποκρίσεις στον ηλεκτροψεκασµό.  

 Όπως προέκυψε από εκτενή χρωµατογραφικά πειράµατα οι διαλύτες που λειτουργούν 

καλύτερα στον ηλεκτροψεκασµό χρωµατογραφικά δεν δίνουν ικανοποιητικά αποτελέσµατα 

καθώς και τα δύο σεληνοσάκχαρα έχουν τον ίδιο χρόνο έκλουσης.  

Σχήµα 3.8 Χρωµατογραφήµατα των αντιδράσεων m/z 300→m/z 138 (20eV), 300→144 

(20eV) που καταγράφηκαν µετά την ανάλυση πρότυπων διαλυµάτων σεληνοσακχάρων 

(50ppb Se). 
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Σχήµα 3.9 Χρωµαταγραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση πρότυπων 

διαλυµάτων σεληνοσακχάρων (50 ppb Se) µε κινητή φάση οξικό αµµώνιο 50% (80mM), 

10% µεθανόλη, 40% απιονισµένο νερό, µε στήλη C8 και C18. ∆ίνονται οι εντάσεις των 

χαρακτηριστικών αντιδράσεων m/z 300→ m/z 138 (20eV), 300→144 (20eV), 300→186 

(10eV), 300→204 (10eV). 

 

∆ιαπιστώθηκε ότι επιτυγχάνεται καλύτερος διαχωρισµός των ενώσεων αν 

χρησιµοποιηθεί ως διαλύτης 50% οξικό αµµώνιο 40mM σε ουδέτερο pH, 10% µεθανόλη, 

40% νερό.  

Στη συνέχεια, µε αυτές τις συνθήκες κινητής φάσης έγινε σύγκριση µεταξύ της 

διαχωριστικής ικανότητας ( )(
2

BA

R
WW

tR +
∆= ) της στήλης C8 και της στήλης C18. Οι 

ποιοτικές διαφορές που εντοπίζονται παρουσιάζονται στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 

3.9. Στο χρωµατογράφηµα αυτό, όπου παρουσιάζονται πρότυπα διαλύµατα των 

σεληνοσακχάρων συγκέντρωσης 50ppb Se, διαπιστώνεται κάποια διαφορά στο χρόνο 

κατακράτησης των ενώσεων στις δύο στήλες. Συγκεκριµένα στη στήλη C8 το SeGalNAc 

εµφανίζεται µετά την πάροδο 3 min ενώ αντίστοιχα η SeGluNAc µετά από 3.41 min. Με τη 
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στήλη C18 SeGalNAc εµφανίζεται µετά την πάροδο 3.20 min, ενώ αντίστοιχα η SeGluNAc 

µετά από 3.68 min. Επιπλέον ο διαχωρισµός των σεληνοσακχάρων είναι καλύτερος µε τη 

στήλη C18 (Σχήµα 3.10). 
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Σχήµα 3.10 . ∆ιάφοροι συνδυασµοί διαλυτών για την εύρεση κινητής φάσης στην HPLC, µε 

στήλη C8 και C18 , µέθοδος παρακολούθησης SRM. 

 

3.2 Εφαρµογή της Μεθόδου Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων (SRM) µε 
την Τεχνική HPLC-ES-MS/MS για την Ταυτοποίηση και τον Προσδιορισµό των 
Σεληνοσαχκάρων στα Ανθρώπινα Ούρα.  

 

Για την ανάπτυξη της µεθόδου παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων µε την 

τεχνική HPLC-ES-MS/MS χρησιµοποιήθηκε ως κινητή φάση στην υγρή χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης 50% οξικό αµµώνιο 80 mM, 10% µεθανόλη, 40% απ. νερό, µε στήλη 

C18. Επιπλέον καταγράφηκαν οι εντάσεις των εξής χαρακτηριστικών αντιδράσεων για την 

CC88 
CC1188  
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3.57

ένωση SeGalNAc: m/z 300→m/z 138 (20eV), 300→204 (20eV), 300→144 (10eV), 

300→186 (10eV). Οι ίδιες αντιδράσεις παρατηρούνται και για την ένωση SeGluNAc.  

 Στο χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 3.11 καταγράφηκαν για πρότυπα διαλύµατα 

σεληνοσακχάρων για κάθε χαρακτηριστική αντίδραση. Στις χρωµατογραφικές κορυφές 

αναγράφονται οι χαρακτηριστικές εντάσεις για το κάθε σεληνοσάκχαρο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.11 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση πρότυπων 

διαλυµάτων σεληνοσακχάρων (100 και 50 ppb σε Se) για κάθε χαρακτηριστική αντίδραση 

300→138 (20eV), 300→144 (20eV), 300→204 (10eV), 300→186 (10eV). 

 

Η εφαρµογή της συγκεκριµένης µεθόδου παρακολούθησης στην ανάλυση ανθρώπινων 

ούρων φέρει τα παρακάτω αποτελέσµατα: στα ανθρώπινα ούρα εντοπίστηκε η ύπαρξη του 

SeGalNAc το οποίο χαρακτηρίζεται σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία ως το κύριο µεταβολικό 
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προϊόν του σεληνίου στα ανθρώπινα ούρα. Στo χρωµατογράφηµα που παρουσιάζεται στο 

Σχήµα 3.12 φαίνεται η ανίχνευση της ένωσης αυτής στα ανθρώπινα ούρα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.12 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση δειγµάτων 

ανθρώπινων ούρων για τις παρακάτω χαρακτηριστικές αντιδράσεις 300→138 (20eV), 

300→144 (20eV), 300→204 (10eV), 300→186 (10eV).  

 

3.2.1 Ποιοτικοί ∆είκτες για την Ταυτοποίηση Σεληνοσακχάρων µε την Τεχνική HPLC-
ES-MS/MS / Selected Reaction monitoring mode 

 

Τυχόν φασµατοσκοπικές παρεµποδίσεις κατά τον προσδιορισµό των 

σεληνοσακχάρων στα ούρα µπορούν να εντοπισθούν µε υπολογισµό αναλογιών των 

εντάσεων των προϊόντων ιόντων. Απόκλιση των αναλογιών των ανθρώπινων ούρων από 
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αυτά των πρότυπων σεληνοσακχάρων αποτελεί ένδειξη ύπαρξης παρεµπόδισης. Οι τιµές των 

αναλογιών αυτών παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.2. 

 

Πίνακας 3.2 Αναλογίες θραυσµάτων αντιδράσεων διάσπασης m/z 300→m/z 138(20eV), 

m/z 300→ m/z 144(20eV), m/z 300→ m/z 204(10eV), m/z 300→ m/z 186(10eV) σε 

πρότυπα διαλύµατα και σε δείγµατα ανθρώπινων ούρων της ένωσης SeGalNAc µετά τη 

χορήγηση συµπληρώµατος σεληνίου περιεκτικότητας 200µg Se.   

 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του Πίνακα 3.2 στο ιόν m/z 186 παρατηρείται σηµαντική 

φασµατοσκοπική παρεµπόδιση σε όλα τα δείγµατα. Αυτό επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι 

οι τιµές των αναλογιών του στα δείγµατα ούρων παρουσιάζουν σηµαντική αυξητική τάση σε 

σχέση µε τα πρότυπα διαλύµατα. Οι τιµές των αναλογιών για τα υπόλοιπα θραύσµατα των 

δειγµάτων βρίσκονται σε ικανοποιητική συµφωνία µε τις τιµές των αναλογιών που 

καταγράφηκαν για τα πρότυπα διαλύµατα. Τέλος, τα δείγµατα ανθρώπινων ούρων 6 και 7 

παρουσιάζουν τις σηµαντικότερες αποκλίσεις για κάποιες αναλογίες εντάσεων θραυσµάτων . 

Αναλογίες θραυσµάτων m/z 
138/144 

m/z 
138/204 

m/z  
138/186 

m/z  
144/204 

m/z  
186/204 

m/z 
144/186 

Πρότυπο Σεληνοσακχάρων 
(n=5) 0,62 ±0,05 0,18 ±0,01 0,71 ±0,04 0,29 ±0,01 0,25 ± 0,00 1,14±0,03 

∆είγµα Ανθρ.Ούρων 1 0,59 0,18 0,49 0,31 0,37 0,83 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 2 0,54 0,18 0,51 0,33 0,36 0,94 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 3 0,81 0,19 0,21 0,23 0,87 0,26 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 4 0,60 0,18 0,47 0,31 0,39 0,79 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 5 0,61 0,18 0,48 0,30 0,38 0,78 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 6 1,05 0,19 7,37 0,18 1,4 7,74 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 7 0,54 0,12 0,03 0,22 4,55 0,05 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 8 0,62 0,18 0,48 0,28 0,37 0,77 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 9 0,64 0,27 0,52 0,42 0,40 0,84 
∆είγµα Ανθρ.Ούρων 10 0,63 0,18 0,50 0,29 0,45 0,80 
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3.2.2 Ποσοτικός Προσδιορισµός Σεληνοσακχάρων µε την Τεχνική HPLC-ES-MS/MS / 
Μέθοδος Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων (Selected Reaction 
Monitoring). 

 

Για την µελέτη των ποσοτικών δεικτών της µεθόδου υπολογίστηκαν τα όρια 

ανίχνευσης των σεληνοσακχάρων SeGalNAc και SeGluNAc. Στον Πίνακα 3.3 

παρουσιάζονται τα όρια ανίχνευσης για το κάθε προϊόν ιον των σεληνοσακχάρων. 

 
Πίνακας 3.3  Όρια ανίχνευσης για τα όλα τα θραύσµατα των χαρακτηριστικών αντιδράσεων 
της ένωσης  SegalNAc. 

Προϊόν Ιον Όρια Ανίχνευσης (ppb) 

m/z 204 1,5 

m/z 144 0,2 

m/z 138 3,2 

m/z 186 3,2 
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός µε την τεχνική του ES σε συνδυασµό µε υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης έγινε µε τη µέθοδο εξωτερικής βαθµονόµησης καθώς και 

µε τη µέθοδο σταθερής προσθήκης. Κατά την εξωτερική βαθµονόµηση προκύπτει η 

καµπύλη βαθµονόµησης του Σχήµατος 3.13 από την οποία υπολογίζεται η συγκέντρωση του 

SeGalNAc στα δείγµατα ούρων. Σηµειώνεται ότι η καµπύλη βαθµονόµησης που προκύπτει 

αναφέρεται στο θραύσµα m/z 204.  
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Σχήµα 3.13 ∆ιάγραµµα διαλυµάτων από εξωτερική βαθµονόµηση (διαλύµατα SeGalNAc σε 

απιονισµένο νερό συγκέντρωσης 25, 50, 100 ppb).  

 

Επίσης από τη µέθοδο σταθερής προσθήκης προκύπτει η καµπύλη του Σχήµατος 3.13 µε την 

οποία µπορούµε να ανιχνεύσουµε µη φασµατοµετρικά φαινόµενα παρεµπόδισης 

προερχόµενες από τη µήτρα του δείγµατος. 
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Σχήµα 3.14 ∆ιάγραµµα διαλυµάτων από µέθοδο σταθερής προσθήκης (διαλύµατα 

SeGalNAc σε δείγµατα ανθρώπινων ούρων τελικής συγκέντρωσης 0, 25, 50, 100 ppb) 

 

Τα ποσοτικά αποτελέσµατα από την εφαρµογή των δυο µεθόδων βαθµονόµησης 

αναγράφονται στον Πίνακα 3.4. 

Πίνακας 3.4 Πίνακας ποσοτικών αποτελεσµάτων (ppb) αντιδράσεων διάσπασης 300→138 
(20eV), 300→144 (20eV), 300→204 (10eV), 300→186 (10eV) µε 1) εξωτερική 
βαθµονόµηση και 2) µέθοδος προσθήκης γνωστής ποσότητας. 
 
 Εξωτερική Βαθµονόµηση 
∆είγµατα Προϊόντα Ιόντα 
 m/z 138 m/z 144 m/z 186 m/z 204 Μέσος Όρος 
∆είγµα Ούρων 1 56 53 75 49 53 ±  4 
∆είγµα Ούρων 2 50 47 79 54 50 ±  4 
∆είγµα Ούρων 3 68 40 348 61 56 ± 15 
∆είγµα Ούρων 4 30 37 836 45 37 ±  8 
 Προσθήκη Γνωστής Ποσότητας 
 Προϊόντα Ιόντα 
 m/z 138 m/z 144 m/z 186 m/z 204 Μέσος Όρος 
∆είγµα Ούρων 1 52 57 121 50 53 ±  4 
∆είγµα Ούρων 2 58 53 57 54 55 ±  3 
∆είγµα Ούρων 3 82 41 195 56 59 ±  21 
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 Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 3.4 στο προϊόν m/z 186 παρατηρείται σηµαντική απόκλιση 

αποτελεσµάτων µεταξύ των µεθόδων εξωτερικής βαθµονόµησης και της προσθήκης 

γνωστής ποσότητας.  

3.3 Εφαρµογή της µεθόδου σάρωσης για την ανίχνευση της απώλειας ουδέτερων 
οµάδων (Neutral Loss Scan) για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των 
σεληνοσακχάρων στα ανθρώπινα ούρα µε την τεχνική HPLC-ES-MS/MS. 

Στη συνέχεια έγινε µια προσπάθεια εφαρµογής του τύπου σάρωσης απώλειας 

ουδέτερων οµάδων (Neutral Loss Scan) τόσο σε πρότυπα διαλύµατα όσο και σε δείγµατα 

ούρων. Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή ανιχνεύεται η απώλεια της οµάδας CH3SeH (96 amu) η 

οποία είναι χαρακτηριστική απώλεια κατά τη διάσπαση των σεληνοσακχάρων. Η 

χαρακτηριστική αυτή απώλεια από τα δύο σεληνοσάκχαρα δίνει προϊόν ιον στα m/z 204. Η 

προσπάθεια σάρωσης απώλειας ουδέτερου σε πρότυπα διαλύµατα φαίνεται στο Σχήµα 5.15. 

Σχήµα 3.15 Χρωµατογράφηµα πρότυπων διαλυµάτων σεληνοσακχάρων (100 ppb Se) που 
καταγράφηκαν µε τη µέθοδο σάρωσης απώλειας ουδέτερου κοµµατιού 96 amu το οποίο 
αντιστοιχεί στο κοµµάτι CH3SeH. 
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Όπως διαπιστώνεται από το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 3.15 η ένταση των κορυφών για 

το πρότυπο δείγµα σεληνοσακχάρων είναι πολύ χαµηλή µε αποτέλεσµα η εφαρµογή της 

µεθόδου σε δείγµατα ανθρώπινων ούρων να µην επιφέρει ικανοποιητικά αποτελέσµατα. 

 

3.4 Συµπεράσµατα της Τεχνικής HPLC-ES-MS/MS για τον Προσδιορισµό και την 
Ανίχνευση των Σεληνοσακχάρων στα Ανθρώπινα Ούρα.  

 

Η τεχνική του ηλεκτροψεκασµού είναι µια τεχνική που επηρεάζεται από µεγάλο 

αριθµό πειραµατικών παραµέτρων. Με σηµαντικότερες την σύσταση της κινητής φάσης, τις 

χηµικές ιδιότητες του αναλύτη και τη σύσταση της µήτρας των υπό εξέταση δειγµάτων. Σε 

προηγούµενες δηµοσιευµένες µεθόδους ανάλυσης ανθρώπινων ούρων µε την τεχνική του ES 

η εκτεταµένη επεξεργασία των ούρων ήταν βασική προϋπόθεση λόγω των παρεµποδίσεων 

κυρίως αλάτων (π.χ. νατρίου) και άλλων οργανικών συστατικών (π.χ. κρεατινίνη). Παρόλο 

αυτά η µέθοδος HPLC-ES-MS/MS που παρουσιάστηκε στη παρούσα εργασία έδωσε 

ικανοποιητικά αποτελέσµατα για τον προσδιορισµό και την ανίχνευση των σεληνοσακχάρων 

στα ανθρώπινα ούρα.  

Πιο συγκεκριµένα αρχικά επιτεύχθηκε ο διαχωρισµός των ισοµερών ενώσεων 

SeGalNAc και SeGluNAc µε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης µε στήλη C18 ( R =1,2 ) 

και κινητή φάση σύστασης 50% οξικό αµµώνιο 80 mM, 10% απιονισµένο νερό και 40% 

µεθανόλη. Στη συνέχεια ανιχνεύτηκε και προσδιορίστηκε η ένωση SeGalNAc σε δείγµατα 

ακατέργαστων ανθρώπινων ούρων.  

Η αξιοπιστία της µεθόδου ενισχύεται από τους ποιοτικούς δείκτες όπως είναι οι 

αναλογίες των εντάσεων των θραυσµάτων των αντιδράσεων διάσπασης για κάθε 

σεληνοσάκχαρο ξεχωριστά αλλά και από τα ικανοποιητικά όρια ανίχνευσης που 

υπολογίστηκαν.  
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Τέλος, η εφαρµογή των µεθόδων εξωτερικής βαθµονόµησης και προσθήκης 

σταθερής ποσότητας επιβεβαιώνει και ενισχύει την ύπαρξη της SeGalNAc στα ανθρώπινα 

ούρα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

Ανάπτυξη Μεθόδου Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 
µε ∆ιαδοχική Φασµατοµετρία Μάζας Χηµικού Ιονισµού σε Ατµοσφαιρική 
Πίεση (HPLC-APCI-MS/MS) για τον Προσδιορισµό Σεληνοσακχάρων σε 

Ανθρώπινα Ούρα 

  

Ανάπτυξη Μεθόδου Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης µε ∆ιαδοχική 

Φασµατοµετρία Μάζας.  

Η τεχνική της φασµατοµετρίας µάζας χηµικού ιονισµού σε ατµοσφαιρική πίεση 

(Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI) σε συνδυασµό µε την υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης HPLC εφαρµόστηκε σε µια προσπάθεια εύρεσης µιας 

περισσότερο ευαίσθητης και ανθεκτικής τεχνικής για τον προσδιορισµό σεληνοσακχάρων  

σε ακατέργαστα ανθρώπινα ούρα. Τα αποτελέσµατα της τεχνικής APCI συγκρίθηκαν µε 

αυτά της τεχνικής του ηλεκτροψεκασµού ώστε να επιτευχθεί πληρέστερη αξιολόγηση των 

µεθόδων.   

Κατά την ανάπτυξη της µεθόδου APCI χρησιµοποιήθηκε η ίδια χρωµατογραφική 

µέθοδος µε αυτή που παρουσιάστηκε για το ES (Kεφ. 3). ∆ιευκρινιστικά αναφέρεται ότι η 

κινητή φάση αποτελείται από: 50% υδατικό διάλυµα µε 80 mM οξικό αµµώνιο, 10% 

µεθανόλη και 40% απιονισµένο νερό. Χρησιµοποιήθηκε χρωµατογραφική στήλη 

αντίστροφης φάσης C18 ίδια µε αυτή που χρησιµοποιήθηκε µε το ES. Τόσο στα πρότυπα 

διαλύµατα των σεληνοσακχάρων όσο και στα δείγµατα ούρων ακολουθήθηκε η ίδια 

διαδικασία προετοιµασίας µε αυτή που περιγράφεται για τη µέθοδο HPLC-ES-MS/MS. 

Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες µέθοδοι σάρωσης των αναλυτών µάζας, δηλ. 

εφαρµόστηκε η µέθοδος παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων (Selected Reaction 

Monitoring, SRM), καθώς και η µέθοδος σάρωσης για την ανίχνευση της απώλειας 

ουδέτερων οµάδων (Neutral Loss Scan).  
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4.1 Εφαρµογή της Mεθόδου Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων (Selected 
Reaction Monitoring) µε την Τεχνική HPLC-APCI-MS/MS  για τον Προσδιορισµό 
των Σεληνοσαχκάρων στα Ανθρώπινα Ούρα.  

 

Η µέθοδος παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων (SRM) εφαρµόζεται για τον 

προσδιορισµό συγκεκριµένων αναλυτών εφόσον είναι γνωστό το πως διασπώνται στην 

κυψελίδα πρόσκρουσης. Έτσι, αρχικά µελετήθηκε η διάσπασή των πρόδροµων ιόντων των 

σεληνοσακχάρων που σχηµατίσθηκαν στην πηγή APCI αφού επιταχύνθηκαν σε διάφορες 

ενέργειες. Από τα πειράµατα αυτά κατασκευάστηκαν οι καµπύλες διάσπασης που φαίνονται 

στα Σχήµατα 4.1 και 4.2. 

Σχήµα 4.1 Καµπύλη διάσπασης του SeGalNAc όπου φαίνονται οι εντάσεις των προϊόντων 

ιόντων συνάρτηση της ενέργειας πρόσκρουσης (o χαρακτηρισµός των προϊόντων ιόντων 

παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.3).  
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Σχήµα 4.2 Καµπύλη διάσπασης του SeGluNAc όπου φαίνονται οι εντάσεις των   προϊόντων 

ιόντων συνάρτηση της ενέργειας πρόσκρουσης (o χαρακτηρισµός των προϊόντων ιόντων 

παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.3). 

 

Από τις καµπύλες διάσπασης των σεληνοσακχάρων SegalNAc και SegluNAc προκύπτουν τα 

οι βέλτιστες συνθήκες διάσπασης (Πίνακας 4.1). 

 

Πίνακας 4.1 Χαρακτηριστικά προϊόντα ιόντα των σεληνοσακχάρων SeGalNAc και 

SeGluNAc µε τις αντίστοιχες ενέργειες διάσπασης στις οποίες εµφανίζουν µέγιστη ένταση.                     

Προϊόντα Ιόντα 
(m/z) 

SeGalNAc 
Ενέργεια διάσπασης(eV) 

SeGluNAc 
Ενέργεια διάσπασης(eV) 

m/z 96 40 40 

m/z 138 20 20 

m/z 144 20 20 

m/z 186 20 10 

m/z 204 10 10 
 

Από τις καµπύλες διάσπασης διαπιστώθηκε ότι τα πρωτονιοµένα σεληνοσάκχαρα 

διασπώνται στην κυψελίδα πρόσκρουσης κατά τον ίδιο τρόπο είτε παράγονται µε  
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ηλεκτροψεκασµό είτε µε χηµικό ιονισµό σε ατµοσφαιρική πίεση. Το συµπέρασµα αυτό 

προκύπτει από τις καµπύλες διάσπασης των ενώσεων που καταγράφηκαν αφού και µε τις 

δύο µεθόδους ιονισµού τα πιο έντονα προϊόντα ιόντα ήταν αυτά µε m/z 96, 138, 144 και 204. 

Τα θραύσµατα αυτά σχηµατίζονται µε µέγιστη ένταση σε παραπλήσιες ενέργειες 

πρόσκρουσης. Έτσι λοιπόν µε τη µέθοδο SRM στο APCI παρακολουθούνται οι εξής 

χαρακτηριστικές αντιδράσεις µε τις αντίστοιχες ενέργειες διάσπασης και για τα δυο 

σεληνοσάκχαρα: 300→204 (10eV), 300→144 (20eV), 300→138 (20eV), 300→186 (20eV). 

Στην πηγή ιονισµού δεν εφαρµόστηκε ενέργεια επιτάχυνσης (source CID = 0 V).  

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε βελτιστοποίηση της ευαισθησίας της µεθόδου SRM 

και για τα δύο πρότυπα σεληνοσάκχαρα ως προς την θερµοκρασία στην οποία 

πραγµατοποιείτε το APCI. Τα αποτελέσµατα του πειράµατος αυτού παρουσιάζονται στα 

Σχήµατα 4.3 και 4.4. Βέλτιστη θερµοκρασία και για τα δυο σεληνοσάκχαρα ήταν 350 οC. 

 

Σχήµα 4.3 Ένταση προϊόντων ιόντων συνάρτηση της θερµοκρασίας του συστήµατος APCI 

για πρότυπο SeGalNAc (100 ppb Se). 
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Σχήµα 4.4 Ένταση προϊόντων ιόντων συνάρτηση της θερµοκρασίας του συστήµατος APCI 

για τo διάλυµα SeGluNAc (100 ppb Se). 

 

4.1.1  Ποιοτικοί ∆είκτες για την Ταυτοποίηση Σεληνοσακχάρων µε την Τεχνική HPLC-
APCI-MS/MS µε Παρακολούθηση Επιλεγµένων Αντιδράσεων 
Ο πρώτος ποιοτικός δείκτης ταυτοποίησης που µελετάτε σχετίζεται µε τον 

χρωµατογραφικό διαχωρισµό των σεληνοσακχάρων. Με τη µέθοδο παρακολούθησης 

επιλεγµένων αντιδράσεων παρατηρούνται τα ίδια προϊόντα ιόντα και για τα δύο 

σεληνοσάκχαρα εποµένως η µεθοδολογία αυτή δεν είναι ικανή να τα ξεχωρίσει. Για αυτό  

είναι αναγκαίος ο διαχωρισµός τους µε HPLC πριν εισέλθουν στην πηγή APCI. Με την 

χρωµατογραφική µέθοδο που χρησιµοποιήθηκε παρατηρήθηκαν οι εξής χρόνοι 

κατακράτησης για καθένα από τα δύο σεληνοσάκχαρα: SeGalNAc µε tR = 3.21 min και 

SeGluNAc me tR = 3.68 min. Το χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 4.5 το οποίο καταγράφηκε 

κατά την ανάλυση πρότυπου διαλύµατος σεληνοσακχάρων, συγκέντρωσης 100 ppb Se για το 

καθένα, δείχνει ικανοποιητικό διαχωρισµό. Στο χρωµατογράφηµα φαίνονται οι 
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χαρακτηριστικοί χρόνοι κατακράτησης καθώς και οι εντάσεις των προϊόντων ιόντων των 

επιλεγµένων αντιδράσεων που παρακολουθούνται.  

Σχήµα 4.5 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση πρότυπων 

διαλυµάτων σεληνοσακχάρων συγκέντρωσης 100 ppb Se µε εφαρµογή της µεθόδου SRM. 

Χαρακτηριστικές αντιδράσεις που καταγράφηκαν 300→138 (20eV), 300→144 (20eV), 

300→186 (20eV), 300→204 (10eV). Στο χρωµατογράφηµα δίπλα σε κάθε κορυφή 

αναγράφεται και η απόλυτη έντασή της. 

Στη συνέχεια εφαρµόστηκε η παραπάνω χρωµατογραφική µέθοδος µε SRM για την 

ανάλυση δειγµάτων ανθρώπινων ούρων τόσο µετά την χορήγηση συµπληρώµατος Se (200 

µg Se στο κάθε δισκίο συµπληρώµατος) όσο και χωρίς χορήγηση συµπληρώµατος. Με τη 

µέθοδο που αναπτύχθηκε ήταν εφικτή η ανίχνευση της ένωσης SeGalΝΑc στα ανθρώπινα 

ούρα.  
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Σχήµα 4.6 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση ανθρώπινων ούρων 

µετά την χορήγηση διατροφικού συµπληρώµατος Se 200 µg (δείγµατα 2, 3, 4) αλλά και 

χωρίς τη χορήγηση συµπληρώµατος (δείγµα 1). Ανίχνευση έγινε µε την µέθοδο HPLC-

APCI-MS/MS µε SRM.        

 

Σύµφωνα µε το χρωµατογράφηµα στο Σχήµα 4.5 η παρατηρούµενη ένταση για το 

SeGalNAc και SeGluNAc µε τη τεχνική του APCI είναι υψηλότερη σε σχέση µε την τεχνική 

του ES, µε αποτέλεσµα η τεχνική APCI να παρουσιάζει µεγαλύτερη ευαισθησία (Πίνακας 

4.2).  
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∆είγµα ανθρώπινων ούρων 1
300→144 1,07E4
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∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2
300→144   3,10Ε5
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300→204  1,16Ε6
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300→144  5,91Ε5

∆είγµα ανθρώπινων ούρων 3
300→204    2,41Ε6
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300→144   6,75Ε5

∆είγµα ανθρώπινων ούρων 4
300→144     2,43Ε6
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Πίνακας 4.2 Εντάσεις χαρακτηριστικών αντιδράσεων 300→138 (20eV), 300→144 (20eV), 

300→186 (20eV), 300→204 (10eV) που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση πρότυπου 

διαλύµατος 100 ppb Se µε τις τεχνικές APCI και ES. 

Ένωση  
Αντιδράσεις 

Παρακολούθησης 
Ένταση 

ES  
Ένταση 
APCI  

300→138 1,03E+05 4,36E+05 
300→144 1,59E+05 6,74E+05 
300→186 1,50E+05 6,88E+05 

Πρότυπο διάλυµα 
SegalNAc 100ppb 

Se 
300→204 5,68E+05 2,47E+06 
300→138 8,74E+05 1,61E+06 
300→144 2,56E+05 5,36E+05 
300→186 3,84E+05 7,61E+05 

Πρότυπο διάλυµα 
SegluNAc 100ppb 

Se 
300→204 1,62E+06 3,02E+06 

 

 Ο δεύτερος ποιοτικός δείκτης ταυτοποίησης της µεθόδου παρακολούθησης 

επιλεγµένων αντιδράσεων είναι ο υπολογισµός των αναλογιών των εντάσεων των προϊόντων 

ιόντων τόσο στα πρότυπα διαλύµατα όσο και στα ανθρώπινα ούρα για την ένωση SeGalNAc 

(Πίνακας 4.3). Η συµφωνία µεταξύ των αναλογιών που βρέθηκαν για τα πρότυπα διαλύµατα 

SeGalNAc και αυτών που καταγράφηκαν στα δείγµατα ανθρώπινων ούρων συνηγορούν 

στην ύπαρξη SeGalNAc στα ανθρώπινα ούρα. Μόνο στο δείγµα 5 βρέθηκε κάποια 

παρεµπόδιση στο προϊόν ιον m/z 186 µε αποτέλεσµα να απορριφθεί το συγκεκριµένο ιον από 

τη µέθοδο. 
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Πίνακας 4.3 Αναλογίες εντάσεων προϊόντων ιόντων της ένωσης SeGalNAc σε πρότυπα 

διαλύµατα και σε δείγµατα ανθρώπινων ούρων κατόπιν χορήγησης συµπληρώµατος Se που 

περιείχε 200µg Se (δείγµατα 2,3,4,5) και χωρίς τη χορήγηση συµπληρώµατος (δείγµα 1). 

 

4.1.2 Ποσοτικοί ∆είκτες για τον Προσδιορισµό Σεληνοσακχάρων µε την Τεχνική 
HPLC-APCI-MS/MS / Μέθοδος Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων 
(Selected Reaction Monitoring) 

 

Στους ποσοτικούς δείκτες υπάγονται τα όρια ανίχνευσης, τα οποία υπολογίστηκαν 

για τα SeGalNAc και SeGluNAc και δίνονται στον Πίνακα 4.4. 

 

Πίνακας 4.4 Όρια ανίχνευσης (3 φορές την τυπική απόκλιση 7 µετρήσεων τυφλών 

δειγµάτων) για κάθε προϊόν ιον των SeGalNAc και SeGluNAc χρησιµοποιώντας την τεχνική 

HPLC-APCI-MS/MS. 

  SeGalNAc και SeGluNAc 

Προϊόντα Ιόντα (m/z) 204 144 138 186 

Όριο Ανίχνευσης (ppb) 0,006 0,01 0,02 0,01 
  

Χρησιµοποιώντας τη µέθοδο παρακολούθησης επιλεγµένων αντιδράσεων 

πραγµατοποιήθηκε ποσοτική ανάλυση των δειγµάτων ούρων µε εξωτερική βαθµονόµηση και 

Αναλογίες θραυσµάτων m/z138/144 m/z 138/204 m/z 138/186 m/z144/204 m/z186/144 m/z186/204 

∆είγµ.Απιον.Νερό ( n=5)  0,64 ± 0,01 0,17 ±0,004 0,66±0,02 0,27 ± 0,01 1,01 ± 0,02 0,27±0,01 

∆είγµα Ανθρ.Ούρων 1 0,57 0,14 0,56 0,25 1,05 0,27 

∆είγµα Ανθρ.Ούρων 2 0,65 0,16 0,67 0,25 1,03 0,26 

∆είγµα Ανθρ.Ούρων 3 0,66 0,18 0,59 0,27 1,12 0,30 

∆είγµα Ανθρ.Ούρων 4 0,65 0,18 0,60 0,28 1,09 0,30 

∆είγµα Ανθρ.Ούρων 5 0,65 0,18 0,19 0,28 3,41 0,95 
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µε τη µέθοδο προσθήκης γνωστής ποσότητας. Με τη µέθοδο της εξωτερικής βαθµονόµησης 

προκύπτει η καµπύλη βαθµονόµησης του Σχήµατος 4.7. Με βάση την καµπύλη αυτή 

υπολογίζεται η συγκέντρωση του σεληνοσακχάρου SeGalNAc στα δείγµατα ούρων. Επίσης 

από τη µέθοδο  προσθήκης γνωστής ποσότητας προκύπτει η καµπύλη του Σχήµατος 4.8 

σύµφωνα µε την οποία µπορούµε να υπολογίσουµε και πάλι την συγκέντρωση του 

σεληνοσακχάρου SeGalNAc στα δείγµατα ούρων απουσία µη-φασµατοσκοποκών 

παρεµποδίσεων. Στον Πίνακα 4.5 φαίνονται οι ποσότητες σε ppb της ένωσης SeGalNAc που 

προσδιορίσθηκαν στα ανθρώπινα ούρα µε εφαρµογή των παραπάνω µεθόδων. 

Εξωτερική βαθµονόµηση µε απιοντισµένο νερό

y = 1924x + 7170,1
R2 = 0,9996
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Σχήµα 4.7 Εξωτερική καµπύλη βαθµονόµησης χρησιµοποιώντας πρότυπα διαλύµατα 

SeGalNAc συγκέντρωσης 25, 50, 100 ppb Se. 
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Μέθοδος σταθερής προσθήκης

y = 3421,4x + 139513
R2 = 0,976
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Σχήµα 4.8 Καµπύλη προσθήκης γνωστής ποσότητας SeGalNAc σε δείγµατα ανθρώπινων 

ούρων. 

 

Πίνακας 4.5  Συγκεντρώσεις (ppb Se) της ένωσης SeGalNAc που βρέθηκαν στα δείγµατα 

ανθρώπινων ούρων µε εξωτερική βαθµονόµηση και µε την µέθοδο της προσθήκης σταθερής 

ποσότητας. Τα δείγµατα ούρων µε το συµπλήρωµα ήταν τα ίδια. 

 

 Προσδιορισµός SeGalNAc µε Εξωτερική Βαθµονόµηση 
(ng Se ανά mL ούρων) 

Αντιδράσεις SRM (m/z) ∆είγµατα 
300→138 300→144 300→186 300→204 

Μέσος 
Όρος 

Ούρα χωρίς 
συµπλήρωµα 36 ± 5 40 ± 4 42 ± 2 42 ± 4 40 ± 8  

Ούρα µε συµπλήρωµα 49 ± 4 48 ± 4 49 ± 4 51 ± 4 49 ± 2  
 Προσδιορισµός SeGalNAc µε Προσθήκη Γνωστής Ποσότητας 

(ng Se ανά mL ούρων) 
 SRM transitions monitored (m/z) 
 300→138 300→144 300→186 300→204 

Μέσος 
Όρος 

Ούρα µε συµπλήρωµα 66 ± 9 62 ± 4 59 ± 9 63 ± 10 62 ± 4 
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 Επειδή η µήτρα δείγµατος ανθρώπινων ούρων παρουσιάζει σηµαντική 

διαφοροποίηση από δείγµα σε δείγµα είναι σηµαντικό να εφαρµοστεί µεθοδολογία η οποία 

να επιτρέπει διόρθωση για τυχόν φαινόµενα µήτρας. Για το λόγω αυτό προτείνουµε την 

εφαρµογή της µεθόδου προσθήκης γνωστής ποσότητας, αν και είναι πιο χρονοβόρα.  

 

4.2 Εφαρµογή της Μεθόδου Σάρωσης για την Ανίχνευση της Απώλειας Ουδέτερων 
Οµάδων (Neutral Loss Scan) για την Ανίχνευση και Ταυτοποίηση των 
Σεληνοσακχάρων στα Ανθρώπινα Ούρα µε την Τεχνική HPLC-APCI/MS/MS. 

  

Στη συνέχεια αναπτύχθηκε και µέθοδος σάρωσης απώλειας ουδέτερων οµάδων. Ο 

τρόπος που λαµβάνει χώρα η συγκεκριµένη µέθοδος σάρωσης συζητήθηκε διεξοδικά στη 

παράγραφο 1.6.4. Πιο συγκεκριµένα µε τη µέθοδο που αναπτύξαµε ανιχνεύονται οι ενώσεις 

που χάνουν το ουδέτερο κοµµάτι µε 96 amu κατά την διάσπασή τους στην κυψελίδα 

πρόσκρουσης. Στη περίπτωση των σεληνοσακχάρων το 96 amu αντιστοιχεί στην απώλεια 

HSeCH3. Η ίδια χρωµατογραφική µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε στην περίπτωση της 

ανάλυσης SRM χρησιµοποιήθηκε και εδώ. Αρχικά εφαρµόστηκε σε πρότυπο διάλυµα των 

σεληνοσακχάρων συγκέντρωσης 100 ppb και στη συνέχεια στα δείγµατα ούρων. 

Σηµειώνεται ότι τα αποτελέσµατα της ήταν ικανοποιητικά σε σχέση µε τα αντίστοιχα 

αποτελέσµατα της σάρωσης απώλειας ουδέτερου που καταγράφηκαν µε την τεχνική του 

ηλεκτροψεκασµού όπου η χαµηλή ευαισθησία δεν επέτρεψε την ανίχνευση σεληνοσακχάρων 

στα δείγµατα ούρων.  
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Σχήµα 4.9 Χρωµατογράφηµα που καταγράφηκε κατά την ανάλυση πρότυπου διαλύµατος 

που περιείχε το κάθε σεληνοσακχάρα σε 100 ppb Se µε σάρωση απώλειας ουδέτερου 

κοµµατιού 96 amu. Στα ένθετα φαίνονται τα φάσµατα µάζας των πρόδροµων ιόντων. 

 

Η επιβεβαίωση της παρουσίας ενώσεων Se στις κορυφές του χρωµατογράφηµατος 

του Σχήµατος 4.9 γίνεται από το φάσµα µάζας των πρόδροµων ιόντων το οποίο περιέχει 

κορυφές που αντιστοιχούν στις ισοτοπικές αναλογίες του Se. Εφαρµογή της µεθόδου 

σάρωσης απώλειας ουδέτερων κοµµατιών σε δείγµατα ανθρώπινων ούρων δίνει στο 

χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 4.10, όπου γίνεται η ανίχνευση της ένωσης SeGalNAc . 
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Σχήµα 4.10 Χρωµατογράφηµα που καταγράφηκε κατά την ανάλυση δείγµατος ανθρώπινων 

ούρων για την ανίχνευση σεληνοσακχάρων µε τη µέθοδο της απώλειας ουδέτερων οµάδων. 

Γίνεται, η επιβεβαίωση της παρουσίας του SeGalNAc από το φάσµα µάζας όπου φαίνεται το 

ισοτοπικό «αποτύπωµα» του Se. 

 

4.3 Ανάπτυξη Μεθόδου SRM για την Ανίχνευση SeGalNH2  
Αναφέρθηκε πρόσφατα ότι και η SeGalNH2 εντοπίζεται ως µεταβολίτης του Se στα 

ανθρώπινα ούρα. Στην παρούσα εργασία παρουσιάζεται επίσης η ανάπτυξη µεθοδολογίας 

SRM για την ανίχνευσής της ένωσης αυτής στα ανθρώπινα ούρα. 

 Κατά την διαδικασία ανίχνευσης χρησιµοποιήθηκε η ίδια σύσταση κινητής φάσης µε 

την προηγούµενη µέθοδο αλλά επίσης προστέθηκε στήλη κατιονανταλλαγής γιατί η ένωση 

αυτή δεν κατακρατείται σε στήλη αντίστροφης φάσης, ενώ εµφανίζεται θετικά φορτισµένη 

σε pH κάτω από 9. Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος σάρωσης επιλεκτικών αντιδράσεων γι’ αυτό 

και αρχικά µελετήθηκαν οι αντιδράσεις διάσπασης της ένωσης. Τα φάσµατα µάζας των 

προϊόντων ιόντων που προέκυψαν δίνονται στο Σχήµα 4.11. Από τη παραπάνω διαδικασία 

προέκυψαν οι παρακάτω καµπύλες διάσπασης. 
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Σχήµα 4.11 Φάσµατα µάζας προϊόντων ιόντων της πρωτονιωµένης SeGalNH2 (m/z 258) για 

ενέργειες διάσπασης 10, 20, 30 και 40 eV. 

 

Σχήµα 4.12 Καµπύλη διάσπασης του SeGalNH2 (m/z 258) όπου φαίνονται οι εντάσεις των 

προϊόντων ιόντων συνάρτηση της ενέργειας πρόσκρουσης.   

Από την καµπύλη διάσπασης του Σχήµατος 4.12 παίρνουµε πληροφορίες για τις 

βέλτιστες συνθήκες που απαιτούνται για την παρακολούθηση επιλεγµένων αντιδράσεων. 

Στον Πίνακα 4.6 αναγράφονται συγκεντρωτικά οι αντιδράσεις και συνθήκες 

παρακολούθησής τους.  
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Πίνακας 4.6 Τα επικρατέστερα θραύσµατα µε χαρακτηριστική ενέργεια διάσπασης που 

αντιστοιχεί στο βέλτιστο σχηµατισµό τους. 

Προϊόντα Ιόντα (m/z)  Ενέργεια CID (eV) 

162 10 

72 20 

241 10 

96 20 
 

Σηµειώνεται ότι η αντίδραση m/z 258 → m/z 96 δεν παρακολουθείται µε τη µέθοδο 

SRM που αναπτύχθηκε εξαιτίας της χαµηλής έντασης που παρουσιάζει. Επίσης για την 

ανάλυση της ένωσης SeGalNH2 χρησιµοποιήθηκε συνδυαστική χρωµατογραφία 

αντίστροφης φάσης και κατιονανταλλαγής µε στήλη C18 και προστήλες PRP X800 µε κινητή 

φάση 80% οξικό αµµώνιο 80 mM pH 4,3, 10% µεθανόλη και 10% απιονισµένο νερό. 

Προκειµένου τα βρεθεί η κινητή φάση που δίνει την υψηλότερη ένταση µε τη συνδυαστική 

χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης και κατιονανταλλαγής έγιναν δοκιµές διάφορων 

συνδυασµών της κινητής φάσης. Τα αποτελέσµατα αυτά παρουσιάζονται στο Σχήµα 4.13. 
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Σχήµα 4.13 Βελτιστοποίηση της σύστασης κινητής φάσης για µέγιστη ένταση προϊόντων 

ιόντων για τις αντιδράσεις m/z 258→ m/z 162 (10eV), m/z 258→m/z 72 (20eV), m/z 

258→m/z 241 (10eV).  

 

4.3.1 Εφαρµογή της Μεθόδου Παρακολούθησης Επιλεγµένων Αντιδράσεων (Selected 
Reaction Monitoring) µε την Τεχνική HPLC-APCI/MS/MS για την Ανίχνευση της 
SeGalNH2 στα Ανθρώπινα Ούρα.  
Η εφαρµογή της συνδυαστικής χρωµατογραφίας µε τη τεχνική HPLC-APCI/MS/MS 

έφερε ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Στο Σχήµα 4.14 φαίνεται η ανίχνευση της SeGalNH2 

στο πρότυπο διάλυµα. Σηµειώνεται ότι η διαδικασία σύνθεσης της ένωσης SeGalNH2 είχε 

σαν αποτέλεσµα την ύπαρξη της ένωσης SeGalNAc στο πρότυπο διάλυµα, η οποία και 

παρατηρείται µε τη µέθοδο παρακολούθησης SRM. 
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Σχήµα 4.14 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν µε SRM κατά την ανάλυση πρότυπου 

διαλύµατος SeGalNH2 για τις αντιδράσεις 258→162 (10eV), 258→72 (20eV) και 258→241 

(10eV).  

  

Εφαρµογή της µεθόδου στην ανάλυση δειγµάτων ούρων έδωσε τα χρωµατογραφήµατα που 

παρουσιάζονται στο Σχήµα 4.15 όπου φαίνεται και η ύπαρξη της ένωσης SeGalNH2.  
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Σχήµα 4.15 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση  δειγµάτων 

ανθρώπινων ούρων, οι αντιδράσεις που παρακολουθούνται 258→162 (10eV), 258→72 

(20eV), 258→241 (10eV).  

 

Επίσης µε την συνδυαστική χρωµατογραφική µέθοδο ανιχνεύτηκε και πάλι η ένωση  

SeGalNAc στα ανθρώπινα ούρα όπως φαίνεται στο χρωµατογραφήµα του Σχηµάτος 4.16.  
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SegalNH2- ∆είγµα ανθρώπινων ούρων 1
258→162   2,68Ε4

SegalNH2- ∆είγµα ανθρώπινων ούρων 1
258→241   7,42Ε5

SegalNH2- ∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2
258→72   9,29Ε2

SegalNH2- ∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2
258→162  8,66Ε3
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Σχήµα 4.16 Χρωµατογραφήµατα που καταγράφηκαν κατά την ανάλυση δειγµάτων 

ανθρώπινων ούρων για τις αντιδράσεις 300→138 (20eV), 300→144 (20eV), 300→186 

(10eV), 300→204 (10eV). 

 

Ποιοτική παράµετρος της ταυτοποίησης SeGalNAc στα ανθρώπινα ούρα ήταν ο 

υπολογισµός των αναλογιών των εντάσεων των προϊόντων ιόντων τόσο στα πρότυπα 

διαλύµατα όσο και στα δείγµατα ανθρώπινων ούρων. ∆ιαπιστώνεται ότι οι τιµές των 

αναλογιών των δειγµάτων των ανθρώπινων ούρων είναι πολύ κοντά στις αντίστοιχες τιµές 

των  πρότυπων διαλυµάτων γεγονός που επιβεβαιώνει την ικανοποιητική ανίχνευση του 

SegalNAc στα ανθρώπινα ούρα. Τα παραπάνω αποτελέσµατα συνοψίζονται στον Πίνακα 

4.7.  
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∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2
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∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2
300→204   1,52Ε5

∆είγµα ανθρώπινων ούρων 3
300→204   1,07Ε5
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Πίνακας 4.7 Αναλογίες θραυσµάτων αντιδράσεων διάσπασης 300→138 (20eV), 300→144 

(20eV), 300→186 (20eV), 300→204 (10eV) που καταγράφηκαν µε τη συνδυαστική 

χρωµατογραφική µέθοδο.   

 m/z 138/144 m/z 138/204 m/z 144/204 

Πρότυπο SeGalNAc ( n=5) 0,7 0,19 0,28 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 1 0,66 0,2 0,3 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 2 0,58 0,17 0,30 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 3 0,63 0,21 0,33 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 4 0,61 0,16 0,27 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 5 0,67 0,18 0,28 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 6 0,63 0,18 0,29 

∆είγµα Ανθρ. Ούρων 7 0,74 0,19 0,25 

 

 

4.4 Συµπεράσµατα  
Η τεχνική του χηµικού ιονισµού ατµοσφαιρικής πίεσης πρόκειται για µια τεχνική 

αρκετά ανθεκτική για διάφορες συνθήκες κινητής φάσης. Οι βελτιστοποιήσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν προκειµένου να αναπτυχθεί αφορούσαν κυρίως τη θερµοκρασία στην 

οποία επιτυγχάνεται χηµικός ιονισµός. Σηµειώνεται ότι παρόλο που η µέθοδος που 

παρουσιάστηκε στη παρούσα εργασία µε την τεχνική HPLC-ES-MS/MS έφερε 

ικανοποιητικά αποτελέσµατα για τον προσδιορισµό και την ανίχνευση των σεληνοσακχάρων 

στα ανθρώπινα ούρα η µέθοδος µε τη τεχνική HPLC-APCI-MS/MS έρχεται να τη βελτιώσει 

σηµαντικά για τον προσδιορισµό των σεληνοσακχάρων στα ανθρώπινα ούρα, αφού 

παρουσιάζει υψηλότερη ευαισθησία και σαφώς λιγότερες παρεµποδίσεις.  

Πιο συγκεκριµένα αρχικά επιτεύχθηκε ικανοποιητικότερος διαχωρισµός των 

ισοµερών ενώσεων SeGalNAc και SeGluNAc µε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης µε 
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στήλη C18 (R=1,7) και κινητή φάση σύστασης 50% οξικό αµµώνιο 80 mM, 10% 

απιονισµένο νερό και 40% µεθανόλη. Στη συνέχεια ανιχνεύτηκε και προσδιορίστηκε η 

ένωση SeGalNAc σε δείγµατα ακατέργαστων ανθρώπινων ούρων. Επιπλέον, µε την τεχνική 

HPLC-APCI-MS/MS επιτεύχθηκε η ανίχνευση και του σεληνοσακχάρου SeGalNH2 στα 

ανθρώπινα ούρα. Το γεγονός αυτό ενισχύει την ευαισθησία της αναλυτικής µεθόδου µε την 

συγκεκριµένη τεχνική σε σχέση µε την τεχνική HPLC-ES-MS/MS. Ακόµη, η ευαισθησία της 

αναλυτικής µεθόδου µε την τεχνική HPLC-APCI-MS/MS ενισχύεται από τα χαµηλά όρια 

ανίχνευσής της. Έτσι εκτός από τη µέθοδο σάρωσης SRM λειτούργησε µε επιτυχία και η 

µέθοδος σάρωσης απώλειας ουδέτερης οµάδος.  

Τέλος, τα προηγούµενα ενισχύονται από τους ποιοτικούς δείκτες δηλαδή τις 

αναλογίες των εντάσεων των θραυσµάτων των αντιδράσεων που παρατηρούνται. Επιπλέον, 

η εφαρµογή των µεθόδων εξωτερικής βαθµονόµησης και προσθήκης γνωστής ποσότητας 

επιβεβαιώνει την ύπαρξη της SeGalNAc στα ανθρώπινα ούρα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

Συµπληρωµατικές Αναλυτικές Τεχνικές για την Αξιολόγιση των 
Μεθόδων Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) µε 

∆ιαδοχική Φασµατοµετρία Μάζας Χηµικού Ιονισµού σε 
Ατµοσφαιρική Πίεση (APCI-MS/MS) και Ηλεκτροψεκασµού 

(ES-MS/MS) 

 

5.1 Ανάπτυξη της τεχνικής HPLC-ICP-MS για την Ταυτοποίηση και τον Προσδιορισµό 
των Σεληνοσακχάρων (SeGalNAc και SeGluNAc) στα Ανθρώπινα Ούρα   

 

Τα αποτελέσµατα της τεχνικής HPLC-ES-MS/MS  επιβεβαιώθηκαν και µε την χρήση 

της τεχνικής HPLC-ICP-MS. Στη συγκεκριµένη µελέτη αναλύθηκαν τόσο πρότυπα 

διαλύµατα των σεληνοσακχάρων όσο και δείγµατα ανθρώπινων ούρων. Στη διαδικασία 

ανάλυσης που περιγράφεται στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε η κινητή φάση και η στήλη που 

περιγράφονται στην παράγραφο 3.1.4. Έτσι, αρχικά αναλύθηκε πρότυπο διάλυµα ενώσεων 

σεληνίου συγκέντρωσης 50 ppb Se στο οποίο περιέχονται και τα σεληνοσάκχαρα (Σχήµα 

5.1) και στη συνέχεα έγινε ανάλυση δειγµάτων ανθρώπινων ούρων για την ταυτοποίηση και 

προσδιορισµό της ένωσης  SeGalNAc (Σχήµα 5.2) της οποίας η ύπαρξη στα ανθρώπινα ούρα 

διαπιστώθηκε µε τις προηγούµενες τεχνικές. Σηµειώνεται ότι στα χρωµατογραφήµατα που 

ακολουθούν φαίνεται το σήµα που αντιστοιχεί στο ισότοπο 78Se το οποίο διαπιστώθηκε ότι 

δίνει υψηλότερη απόκριση. 
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Σχήµα 5.1 Xρωµατογράφηµα που καταγράφηκε κατά την ανάλυση πρότυπου διαλύµατος 

ενώσεων σεληνίου TMeSe (τριµεθυλοσεληνικό ιον), SeMet (σεληνοµεθειονίνη), SeGalNAc, 

SeGluNAc για το ισότοπο 78Se  συγκέντρωσης 50 ppb Se. 

 
Η ταυτοποίηση των σεληνοσακχάρων έγινε µε σύγκριση των χρόνων κατακράτησης. 

Έτσι ο χρόνος κατακράτησης για το SeGalNAc είναι 3.0 min (180 sec) (Σχήµα 5.1) τόσο στα 

πρότυπα διαλύµατα όσο και στα δείγµατα ανθρώπινων ούρων (Σχήµα 5.2), ενώ για την 

ένωση SeGluNAc είναι 3.5 min (190 sec) στα πρότυπα διαλύµατα. Το δείγµα ούρων, η 

ανάλυση του οποίου παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.2 ήταν από εθελοντή που είχε λάβει 

διατροφικό συµπλήρωµα Se που περιείχε 200 µg Se. Η κορυφή στα 100 sec αντιστοιχεί σε 

περίσσεια ανόργανης µορφής Se προερχόµενη από το διατροφικό συµπλήρωµα.  

 

 

 

  

 

 

Σχήµα 5.2 Χρωµατογράφηµα HPLC-ICP/MS για το ισότοπο 78Se που καταγράφηκε κατά 

την ανάλυση δείγµατος ανθρώπινων ούρων µετά τη χορήγηση συµπληρώµατος Se 200µg.  

 

SegalNAc
50ppb

SegluNAc

SeMet

TMeSe

SegalNAc
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5.1.1 Ποσοτικός Προσδιορισµός Σεληνοσακχάρων µε την τεχνική HPLC-ICP-MS   
Για τον ποσοτικό προσδιορισµό των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

εξωτερικής βαθµονόµησης καθώς και η µέθοδος προσθήκης γνωστής ποσότητας. Στον 

Πίνακα 5.1 συνοψίζονται τα αποτελέσµατα από τις µεθόδους βαθµονόµησης που 

αναφέρθηκαν. 

 

Πίνακας 5.1 Ποσοτικά αποτελέσµατα για το ισότοπο 78Se µε εξωτερική βαθµονόµηση και 

µε τη µέθοδο της προσθήκης γνωστής ποσότητας. Οι εθελοντές που είχαν δώσει τα δείγµατα 

είχαν λάβει το διατροφικό συµπλήρωµα των 200 µg Se. 

Eξωτερική βαθµονόµηση 
(ppb Se)  

     78Se 

∆είγµα ανθρώπινων ούρων 1 58 
∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2 96 

Mέθοδος προσθήκης 
γνωστής ποσότητας 

(ppb Se) 
     78Se 

∆είγµα ανθρώπινων ούρων 1 89 
∆είγµα ανθρώπινων ούρων 2 121 
 

Η απόκλιση των τιµών µεταξύ των δύο µεθόδων οφείλεται σε παρεµποδίσεις της µήτρας των 

ανθρώπινων ούρων. 

 

 

 

 

 

 

 



 92

5.2 Εύρεση Μονοπατιών Θραύσης των Σεληνοσακχάρων µε Ιοντική Παγίδα 
Παρόλο που οι καµπύλες διάσπασης των σεληνοσακχάρων παρέχουν αρκετές 

πληροφορίες για την ανάπτυξη της µεθόδου SRM, θελήσαµε να εξετάσουµε λεπτοµερώς τις 

διεργασίες θραύσεις του κάθε σεληνοσακχάρου έτσι ώστε να τις κατανοήσουµε καλύτερα µε 

απότερο σκοπό τον χαρακτηρισµό άλλων άγνωστων µεταβολιτών. Τα πειράµατα αυτά έγιναν 

µε ES µε αναλυτή µάζας ιοντική παγίδα. Τα φάσµατα µάζας που καταγράφηκαν (MSn; n=1-

6) µας επέτρεψαν την εξιχνίαση των µονοπατιών θραύσης των SeGalNAc και SeGluNAc 

όπως φαίνεται στο Σχήµα 5.3. Από τα φάσµατα µάζας (τα οποία δεν παρουσιάζονται εδώ) 

φαίνεται η διαδοχική θραύση των σεληνοσακχάρων, αλλά επίσης και ενδιαφέρουσες 

διαφορές στις εντάσεις των προϊόντων ιόντων που προέρχονται από το κάθε σεληνοσάκχαρο. 

Συγκεκριµένα το SeGluNAc δίνει έντονα τα προϊόντα ιόντα m/z 138 (µέσω του m/z 168), 

και χαµηλής έντασης ιον m/z 144 (µέσω του m/z 186), ενώ για το SeGalNAc εντάσεις αυτές 

αντιστρέφονται. Παρόµοιες σχετικές εντάσεις είχαν παρατηρηθεί και κατά την 

χρησιµοποίηση του αναλυτή τριπλού τετραπόλου.  

 

Σχήµα 5.3 Μονοπάτια θραύσης των SeGalNAc και SeGluNAc όπως χαρακτηρίστηκαν µε τη 

χρησιµοποίηση ιοντικής παγίδας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

Συµπεράσµατα – Επίλογος της παρούσας εργασίας  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν στα κεφάλαια 3, 4 και 5 

διαπιστώθηκε ότι η ανίχνευση και ταυτοποίηση των σεληνοσακχάρων στα ανθρώπινα ούρα 

είναι εφικτή τόσο µε την τεχνική HPLC-ES-MS/MS όσο και µε την τεχνική HPLC–APCI-

MS/MS. Η τεχνική HPLC-APCI-MS/MS έδωσε πιο ικανοποιητικά όρια ανίχνευσης µιας και 

πρόκειται για µια τεχνική αρκετά ευαίσθητη και ανθεκτική κυρίως ως προς τα υπό ανάλυση 

δείγµατα.  Επιπλέον, µε την τεχνική HPLC-ICP-MS ανιχνεύτηκαν και ταυτοποιήθηκαν τα 

σεληνοσακχαρα SeGalNAc και SeGluNAc επιβεβαιώνοντας το παραπάνω εφόσον πρόκειται 

για µια πολύ ευαίσθητη τεχνική ευρείας χρήσεως. 

  Χρωµατογραφικά η ανίχνευση και ταυτοποίηση των σεληνοσακχάρων στα 

ανθρώπινα ούρα έγινε και µε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης αλλά και µε την 

συνδυαστική χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης µε προστήλες κατιονανταλλαγής. Οι 

χρωµατογραφίες που χρησιµοποιήθηκαν περιόρισαν αρκετά τα φαινόµενα µήτρας. Η 

χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης έδωσε καλύτερη διαχωριστική ικανότητα R=1,7.  

Τέλος, οι αναλυτικές µέθοδοι που αναπτύχθηκαν χρησιµοποιήθηκαν για εξαγωγή 

ποσοτικών αποτελεσµάτων. Κρίνεται ότι λόγω παρεµποδίσεων µήτρας η τεχνική προσθήκης 

γνωστής ποσότητας είναι η πλέον κατάλληλη για αυτό το σκοπό. 

  Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι το Se χαρακτηρίζεται ως ευεργετικό στοιχείο για 

τον άνθρωπο η ανάπτυξη της παρούσας µεθόδου κρίνεται ιδιαίτερα σηµαντική εφόσον η 

εφαρµογή της σε κλινικές µελέτες θα είχε άµεσα σχέση µε την υγεία του ανθρώπου. Πιο 

συγκεκριµένα, η  ανάπτυξη της συγκεκριµένης µεθόδου είναι ενθαρρυντική ως προς την 

ανίχνευση Se στα ανθρώπινα ούρα µιας και θεωρείται ότι το Se ίσως παρέχει αντικαρκινική 

προστασία. Επιπλέον, η ανάπτυξη της συγκεκριµένης µεθόδου βασιζόµενης σε αναλυτικές 
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τεχνικές «ρουτίνας» συµβάλλει στην εύκολη εφαρµογή της σε βιοχηµικό, βιοαναλυτικό ή 

κλινικό εργαστήριο µετά βέβαια από περαιτέρω αξιολόγησή της.  
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