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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Καθημερινά, οι άνθρωποι εκτίθενται σε πληθώρα παραγόντων, οι οποίοι περιλαμβάνουν, μεταξύ 

άλλων, τις περιβαλλοντικές εκθέσεις και τις βιολογικές αποκρίσεις του ανθρώπινου οργανισμού σε 
συγκεκριμένα εξωτερικά ερεθίσματα. Το σύνολο των εκθέσεων στις οποίες έχει υποβληθεί ένα ά-
τομο από τη στιγμή της σύλληψης του μέχρι τη στιγμή του θανάτου του, ονομάζεται  εκθέτωμα 
(exposome) και προσπαθεί να συλλάβει όλο το εύρος των εκθέσεων του ανθρώπου σε συνθετικές 
χημικές ουσίες, διατροφικά συστατικά, ψυχοκοινωνικά στρεσογόνους παράγοντες και φυσικούς πα-
ράγοντες, καθώς και τον τρόπο που αποκρίνεται βιολογικά ένα άτομο σε αυτές. Με τη μελέτη του 
εκθετώματος, οι ερευνητές μπορούν να αναλύσουν πως επηρεάζουν οι περιβαλλοντικοί παράγοντες 
την υγεία και την προδιάθεση του ανθρώπου για διάφορες παθήσεις, παρέχοντας μία ολιστική προ-
σέγγιση που μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη στρατηγικών για τη βελτίωση της δημόσιας υγείας. 

Οι εξωγενείς χημικές ουσίες, που απορροφώνται από τον άνθρωπο, όπως φάρμακα, εμπορικά 
προϊόντα, ενώσεις που υπάρχουν στη διατροφή, και περιβαλλοντικές χημικές ουσίες, μπορούν να 
είναι άμεσα ανιχνεύσιμες στον οργανισμό είτε ως χημικά μόρια ή ως προϊόντα του μεταβολισμού 
τους, είτε έμμεσα, λόγω μεταβολών στη μεταβολομική ισορροπία του οργανισμού που αντικατο-
πτρίζονται με διαφορετικό προφίλ βασικών ενδογενών μορίων, των μεταβολιτών. Η μεταβολομική, 
ως ένας από τους τομείς της ομικής, εξετάζει το σύνολο των μεταβολιτών σε κύτταρα, βιολογικά 
υγρά, ιστούς και οργανισμούς. Στόχος της μεταβολομικής ανάλυσης είναι η εύρεση και ανάλυση του 
μεταβολικού προφίλ ενός βιολογικού δείγματος, το οποίο αποτελείται από το σύνολο των μεταβο-
λιτών του, παρέχοντας πληροφορίες για την φυσιολογική κατάσταση του οργανισμού, τις παθολογι-
κές του καταστάσεις ή/και την επίδραση που έχουν εξωτερικοί παράγοντες στον οργανισμό όπως 
είναι η διατροφή, τα φάρμακα, παθήσεις, κ.α. 

Η συγκεκριμένη έρευνα ασχολείται με την πιθανή ανίχνευση φυτοφαρμάκων, εξωγενών, δηλαδή,  
χημικών ουσιών, στον ορό αίματος εγκύων γυναικών, που ζουν σε περιβάλλον στο οποίο πραγματο-
ποιείται εκτεταμένη χρήση φυτοφαρμάκων. Τα φυτοφάρμακα είναι χημικές ενώσεις οι οποίες χρη-
σιμοποιούνται για την ανάπτυξη, προστασία και διατήρηση των φυτών. Ωστόσο η χρήση των φυτο-
φαρμάκων έχει επιπτώσεις τόσο στο περιβάλλον όσο και στην υγεία των ανθρώπων και των ζώων 
(Rani et al. 2021; Maipas et al. 2016). Πληθώρα φυτοφαρμάκων έχουν χαρακτηριστεί ως ενδοκρινι-
κοί διαταράκτες, δηλαδή ως ουσίες που διαταράσσουν την ομαλή λειτουργία του ορμονικού συστή-
ματος. Οι ενδοκρινικοί διαταράκτες συνδέονται με πληθώρα διαταραχών και ασθενειών, μεταξύ των 
οποίων είναι οι αναπαραγωγικές, δερματικές, καρδιαγγειακές, νευρολογικές, ηπατικές και ανοσο-
λογικές διαταραχές, η παχυσαρκία, ο διαβήτης και ο καρκίνος (Yilmaz et al. 2020; M. Heshmati H 
2021). 

Στη συγκεκριμένη έρευνα πραγματοποιήθηκε ανάλυση των εμπορικών φυτοφαρμάκων Dursban, 
Dimento και Lentemul, με κύριες δραστικές ουσίες τον Chlorpyrifos, τη Dimethomorph και το 2,4- 
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) αντίστοιχα με χρήση υγρής χρωματογραφίας φασματομετρίας 
μάζας (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS).  Αναλύθηκε, επίσης, ο ορός αίματος των 
εγκύων γυναικών, για πιθανή εύρεση όλων των παραπάνω ουσιών σε αυτό. 

Σε παράλληλη έρευνα του εργαστηρίου Μεταβολομικής Μηχανικής και Συστημικής Βιολογίας, 
πραγματοποιήθηκε, από την κα. Μαρία-Ελισσάβετ Τσιούνη, φοιτήτρια του Τμήματος Χημικών Μη-
χανικών του Πανεπιστήμιου Πατρών, ανάλυση των φυτοφάρμακων Decis, Sivanto, Switch και 
Vertimec με δραστικές ουσίες την Deltamethrin, τη Flupyradifurone, τις Cyprodinil /Fludioxonil, και 
την Abamectin αντιστοίχως. Αναλύθηκαν, δείγματα αίματος από τον ομφάλιο λώρο των νεογέννη-
των αρσενικών τέκνων των γυναικών, με σκοπό την συσχέτιση πιθανών ευρημάτων στον ορό αίμα-
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τος των μητέρων με πιθανά παρόμοια ευρήματα στο αίμα των νεογέννητων τέκνων τους. Ανιχνεύ-
θηκαν τρία από τα παραπάνω φυτοφάρμακα στον ορό αίματος των εγκύων γυναικών και στο αίμα 
από τον ομφάλιο λώρο των νεογέννητων αρσενικών τέκνων,  το Dursban, το Switch και το Vertimec. 
  



 

ABSTRACT 
 
Every day people are subjected to many exposures, including environmental exposures and hu-

man biological responses to specific external stimuli, among others. The set of exposures to which a 
person is subjected from the moment of conception to the moment of death is called exposome and 
attempts to capture the full range of human exposures to synthetic chemicals, dietary ingredients, 
psychosocial stressors, and physical agents, as well as how a person responds biologically to them. 
By studying the exposome, researchers can analyze how environmental factors, influence human 
health and predisposition to different diseases, providing a holistic approach that can lead to devel-
oping strategies to improve public health. 

Exogenous chemicals absorbed by humans, such as drugs, commercial products, compounds pre-
sent in the diet, and environmental chemicals, can be directly detected in the body either as chemical 
molecules or as products of their metabolism, or indirectly, due to alterations in the metabolic bal-
ance of the organism, which are reflected in a different profile of key endogenous molecules, the 
metabolites. Metabolomics, as one of the fields of omics, examines the set of metabolites in cells, 
biological fluids, tissues, and organisms. The metabolomic analysis aims to find and analyze the met-
abolic profile of a biological sample, which consists of all its metabolites, providing information on 
the physiological state of the organism, its pathological states and/or the effect of external factors 
on the organism such as diet, drugs, diseases, etc. 

This research is concerned with the possible detection of pesticides, i.e. exogenous chemicals, in 
the blood serum of pregnant women living in an environment where pesticide use is extensive. Pes-
ticides are natural or synthetic compoundsς that are used to grow, protect, and maintain plants. 
However, pesticide use has impacted both the environment and human and animal health (Rani et 
al. 2021; Maipas et al. 2016). A plethora of pesticides have been classified as endocrine disruptors, 
i.e. substances that have the potential to disrupt the normal functioning of the hormonal system. 
Endocrine disruptors are associated with a plethora of disorders and diseases, including reproductive, 
skin, cardiovascular, neurological, liver, and immune disorders, obesity, diabetes, and cancer (Yilmaz 
et al. 2020; M. Heshmati H 2021). 

In this study, analysis of the commercial pesticides Dursban, Dimento, and Lentemul, with 
chlorpyr-ifos, dimethomorph, and 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) as the main active sub-
stances, re-spectively, was performed using Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS).  LC-
MS also analyzed the blood serum of pregnant women for the detection of all the above substances. 

In parallel research of the Laboratory of Metabolomic Engineering and Systems Biology, an analy-
sis for the pesticides Decis, Sivanto, Switch and Vertimec with the active substances Deltamethrin, 
Flupyradifurone, Cyprodinil and Fludioxonil, and Abamectin, respectively, was also performed by Mrs. 
Maria-Elissavet Tsiouni, student of the Department of Chemical Engineering, University of Patras. 
Cord blood samples from the newborn male children of the women were also analyzed to correlate 
possible findings in the mothers' blood serum with possible similar findings in the blood of their new-
born children.  Three of these pesticides were detected in the blood serum of pregnant women and 
the cord blood of their newborn male children, Dursban, Switch, and Vertimec. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 ΟΜΙΚΗ 

Η ομική, η οποία ορίζεται ως η διερεύνηση και ανάλυση μεγάλου όγκου δεδομένων που αντι-
προσωπεύουν τη δομή και τη λειτουργία μιας ολόκληρης σύνθεσης ενός βιολογικού συστήματος, 
έχει φέρει επανάσταση στην επιστήμη (Dai et al. 2022). Η ομική αναλογία ορίζεται ως τεχνολογία 
υψηλής απόδοσης στη βιολογία και μελετά κύτταρα, ιστούς και οργανισμούς, με τρόπο που να συν-
δυάζει  τα δεδομένα από διάφορους τομείς, ώστε να βοηθήσει στην ερμηνεία τους (Narad, P. et al. 
2018). Στόχος της είναι η ανίχνευση και χαρτογράφηση γονιδίων, πρωτεϊνών και μεταβολιτών σε 
βιολογικά δείγματα (Donovan et al. 2019). 

Η ομική περιέχει, μεταξύ άλλων, πέντε κύριους τομείς: την μεταβολομική (metabolomics), την 
γονιδιωματική (genomics), την πρωτεομική (proteomics), τη μεταγραφωματική (transcriptomics)  και 
την επιγονιδιωματική (epigenomics). Η γονιδιωματική επικεντρώθηκε αρχικά στον προσδιορισμό της 
αλληλουχίας του DNA και στη συνέχεια επεκτάθηκε μελετώντας τόσο το γονιδίωμα ενός ατόμου, το 
οποίο περιλαμβάνει τα γονίδια (τις κωδικοποιητικές περιοχές του DNA), της μη κωδικοποιητικές πε-
ριοχές του DNA, το μιτοχονδριακό DNA και το DNA των χλωροπλαστών, όσο και το προφίλ έκφρασης 
και το ρόλο των πρωτεϊνών (Dimitra Dedousi et al. 2021; Del Giacco L. et al. 2012). Η επιγονιδιωμα-
τική μελετά τις αναστρέψιμες τροποποίησης του DNA ή των πρωτεϊνών που σχετίζονται με το DNA, 
όπως η μεθυλίωση του DNA (Hasin, Y. et al 2017). Η μεταγραφωματική μελετά το μεταγράφωμα, το 
σύνολο όλων των μορίων αγγελιοφόρου RNA σε ένα κύτταρο, ιστό ή οργανισμό, που παράγονται 
από το γονιδίωμα και υπήρξε βασικό αντικείμενο στις επιστήμες υγείας μετά την αποκωδικοποίηση 
του γονιδιώματος (Vailati-Riboni, M. et al. 2017; Dimitra Dedousi et al. 2021). Η πρωτεομική μελετά 
την πλήρη λειτουργία και δομή των πρωτεϊνών για την κατανόηση της φύσης ενός οργανισμού και 
το πρωτέωμα στο οποίο αντιστοιχεί ολόκληρο το συμπλήρωμα των πρωτεϊνών που παράγονται από 
έναν οργανισμό ή ένα σύστημα (Al-Amrani, Safa et al. 2021; Vailati-Riboni, M. et al. 2017). Η μετα-
βολομική μελετά το σύνολο των προϊόντων του μεταβολισμού, δηλαδή τους μεταβολίτες, μικρού 
μοριακού βάρους που υπάρχουν σε κύτταρα, ιστούς, όργανα και βιολογικά υγρά (Donovan,Brittney 
M. et al. 2019). 

 
Εικόνα 1-1:Οι κύριοι κλάδοι της ομικής (Πηγή: 

https://www.researchgate.net/publication/350668866_New_diagnostic_molecular_markers_and_biomarkers_in_odon
togenic_tumors). 

 

https://www.researchgate.net/publication/350668866_New_diagnostic_molecular_markers_and_biomarkers_in_odontogenic_tumors
https://www.researchgate.net/publication/350668866_New_diagnostic_molecular_markers_and_biomarkers_in_odontogenic_tumors
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Οι ομικές τεχνολογίες περιλαμβάνουν, επίσης, και άλλους τομείς: τη λιπιδομική (lipidomics),, 
φαινομική (phenomics) και exposomics. Η λιπιδομική μελετά τα λιπίδια, συστατικό των κυτταρικών 
μεμβρανών, αποθήκες ενέργειας και μεσολαβητές σε κυτταρικούς μηχανισμούς (Donovan et al. 
2019). Η φαινομική , όρος που επινοήθηκε πρώτη φορά στην ομιλία του Dr. Steven A. Garan το 1996, 
ορίστηκε ως «η μελέτη και περιγραφή του φαινότυπου, δηλαδή μιας σειράς μετρήσιμων χαρακτη-
ριστικών, που περιλαμβάνουν φυσικά, χημικά και βιολογικά χαρακτηριστικά ατόμων και πληθυσμών 
(Ying, W., 2023). Τα χαρακτηριστικά προκύπτουν από πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις μεταξύ γενετι-
κών παραγόντων, περιβαλλοντικών παραγόντων, διατροφής και συμβιωτικών μικροοργανισμών 
(Ying, W. 2023). Τέλος, η exposomics αναφέρεται στο σύνολο των εσωτερικών και εξωτερικών περι-
βαλλοντικών παραγόντων στους οποίους εκτίθεται ένα άτομο καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής του 
(Agache, Ioana 2019). 

Όλοι οι παραπάνω τομείς των ομικών τεχνολογιών συναποτελούν τη Βιολογία των Συστημάτων, 
η οποία περιγράφει τη συμπεριφορά των κυττάρων και των οργανισμών. Η βιολογία των συστημά-
των είναι ένας σχετικά καινούργιος και εξελισσόμενος τομέας που πρωτοεμφανίστηκε πριν περίπου 
μία εικοσαετία και από τότε έχει σημειώσει αξιόλογη πρόοδο στην χαρτογράφηση και μοντελοποί-
ηση της κυτταρικής λειτουργίας (Chuang, H.-Y., et al. 2010). Συνδυάζει μέσω υπολογιστικών προτύ-
πων και μοντέλων τα επιστημονικά πεδία της χημείας, βιοχημείας, μοριακής βιολογίας, κυτταρικής 
φυσιολογίας και λειτουργίας των πολυκύτταρων οργανισμών, τα όποια από μόνα τους δεν είναι συν-
δεδεμένα μεταξύ τους (Kitano, H. 2002). Στόχος της συστημικής βιολογίας είναι η πλήρης κατανόηση 
των βιολογικών συστημάτων ως ολότητα, η πρόβλεψη της συμπεριφοράς τους, η ανακάλυψη νέων 
θεραπειών και βιοτεχνολογικών εφαρμογών και η δημιουργία νέων εργαλείων και μεθόδων για την 
ενσωμάτωση δεδομένων. 

1.2 ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ 

Ο μεταβολισμός ορίζεται ως το σύνολο των ενζυμικά καταλυόμενων βιοχημικών αντιδράσεων 
που πραγματοποιούνται στα κύτταρα των ζωντανών οργανισμών (Guo, Jianping et al. 2017). Ο μετα-
βολισμός περιλαμβάνει όλες εκείνες τι βιοχημικές αντιδράσεις που χρησιμοποιούν θρεπτικές ουσίες 
για να την παραγωγή και κατανάλωση ενέργειας, παραγωγή μακρομορίων (πρωτεϊνών, λιπιδίων και 
νουκλεικών οξέων) και των προϊόντων απέκκρισης από τον ανθρώπινο οργανισμό (Na, Yi R. et al. 
2018; Guo, Jianping et al. 2017). Τα κύρια όργανα που εμπλέκονται στο μεταβολισμό είναι το ήπαρ, 
τα λιποκύτταρα, το πάγκρεας, τα νεφρά και οι μύες, και μαζί με τον εγκέφαλο συνεργάζονται για να 
αποφασίσουν αν θα καταναλώσουν ή θα παράγουν ενέργεια για τη διατήρηση της ομοιόστασης του 
οργανισμού (Na, Yi R. et al. 2018; Shroff Tanvi et al. 2022). 

Ο μεταβολισμός χωρίζεται σε δύο κατηγορίες: σε καταβολισμό και αναβολισμό. Ο καταβολισμός 
αναφέρεται σε όλες τις μεταβολικές διεργασίες στις οποίες μεγάλα μόρια διασπώνται σε μικρότερα, 
με ταυτόχρονη παραγωγή ενέργειας, ενώ ο αναβολισμός περιλαμβάνει όλες τις μεταβολικές διερ-
γασίες που σχετίζονται με την δημιουργία μεγαλύτερων μορίων από μικρότερα, με ταυτόχρονη κα-
τανάλωση ενέργειας για την πραγματοποίηση τους (Theorell, 2009). 
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Εικόνα 1-2:Σχηματική αναπαράσταση της καταβολικής και αναβολικής διαδικασίας του μεταβολισμού. (Πηγή: 

https://www.britannica.com/science/metabolomics). 

 
 

Ο μεταβολισμός επηρεάζεται από πληθώρα παραγόντων όπως είναι οι περιβαλλοντικές συνθή-
κες, ο τρόπος ζωής, το φύλο, η ηλικία και ο γενετική κώδικας (Kastenmüller, Gabi et al. 2015).  Στα-
τιστικά οι γυναίκες έχουν μεγαλύτερο ποσοστό λίπους στο σώμα τους και ιδιαίτερα στα κάτω άκρα, 
λόγω της υψηλότερης ανάγκης θρεπτικών συστατικών κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης τους 
(Power ML et al. 2008). Η εγκυμοσύνη είναι μία διαδικασία, όπου πολλές ορμονικές αλλαγές λαμβά-
νουν χώρα. Η συσσώρευση αποθεμάτων θρεπτικών ουσιών στη μητέρα, η  μεταφορά τους μεταξύ 
των ιστών και η αύξηση του μεταβολισμού επηρεάζουν τον τρόπο με τον οποίο το σώμα διαχειρίζε-
ται όλα τα θρεπτικά συστατικά του (King, Janet C, 2000). Η έκθεση της μητέρας κατά τη διάρκεια της 
εγκυμοσύνης σε τοξικές ουσίες, όπως τα φυτοφάρμακα, μπορεί να έχει άμεσες επιπτώσεις στη με-
ταβολική διαδικασία και κατ’ επέκταση στην ανάπτυξη και υγεία του εμβρύου. 

1.3 ΜΕΤΑΒΟΛΟΜΙΚΗ 

Η Μεταβολομική είναι ένας όλο και περισσότερο εξελισσόμενος τομέας της ομικής, ο οποίος 
συνδυάζει τεχνικές για την ανίχνευση και τη μέτρηση των μεταβολιτών, χρησιμοποιώντας προηγμέ-
νες αναλυτικές μεθόδους, καθώς και στατιστικές και πολλαπλές μεθόδους για την ανάκτηση πληρο-
φοριών και την εξαγωγή των δεδομένων (Roessner, U. et al. 2009). Στόχος της μεταβολομικής είναι 
η ερευνά της κατάστασης και τη δραστηριότητας του κυτταρικού μεταβολισμού, ανιχνεύοντας τους 
μεταβολίτες σε κύτταρα, βιολογικά υγρά και ιστούς, δηλαδή τις χημικές ουσίες, οι οποίες δεν προ-
έρχονται από κάποια γονιδιακή έκφραση και παράγονται λόγω της διαδικασίας του μεταβολισμού 
(Johnson et al. 2016; Vasilopoulou et al. 2016; Bain et al. 2024; Roux et al. 2010). Οι μεταβολίτες 
συμπεριλαμβανομένων των λιπιδίων, των αμινοξέων και των υδατανθράκων, είναι σημαντικές βιο-
λογικά ενεργές ενώσεις, προϊόντα και αντιδρώντα μεταβολικών αντιδράσεων (Dayalan et al. 2018; 
Vasilopoulou et al. 2016; Johnson, C.H 2012). Το σύνολο των μεταβολιτών ονομάζεται μεταβόλωμα 
και χωρίζεται σε ενδογενείς και εξωγενείς μεταβολίτες. Ενδογενείς μεταβολίτες ονομάζονται οι ου-
σίες που παράγονται από τον οργανισμό και χωρίζονται σε πρωτογενείς μεταβολίτες, οι οποίοι είναι 

https://www.britannica.com/science/metabolomics
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υπεύθυνοι για την αναπαραγωγή, αύξηση και ανάπτυξη του οργανισμού και σε δευτερογενείς με-
ταβολίτες που δεν σχετίζονται με τα προαναφερθέντα. Εξωγενείς μεταβολίτες ονομάζονται οι ουσίες 
οι οποίες δεν παράγονται από τον οργανισμό με φυσικό τρόπο και μπορεί να προέρχονται από μι-
κροοργανισμούς ή από διατροφικές και άλλες εξωγενείς πηγές, είναι οι ξένες ουσίες που επηρεά-
ζουν τον οργανισμό και ο οργανισμός εκκρίνει μεταβολίτες λόγω αυτού του γεγονότος. (Tanna, 
Bhakti et al. 2017). 

Η μεταβολομική είναι ένα ιδιαίτερα σημαντικό πεδίο στις ομικές επιστήμες, με κρίσιμη σημασία 
για τον τομέα της υγείας. Αναφορές έχουν γίνει για την χρησιμότητα της μεταβολομικής σε κλινικές 
διαγνώσεις, προγνώσεις ασθενειών και ταξινόμησης της σοβαρότητας των ασθενειών μέσω του 
προσδιορισμού του φαινότυπου διαφόρων ασθενειών (Qiu, Shi et al. 2023; Johnson et al. 2016). Ο 
φαινότυπος αναφέρεται στο σύνολο των παρατηρήσιμων χαρακτηριστικών ενός οργανισμού, όπως 
είναι η συμπεριφορά, η εμφάνιση και η ανάπτυξη, τα οποία χαρακτηριστικά καθορίζονται από την 
γενετική πληροφορία (γονότυπος) και από τις επιδράσεις του περιβάλλοντος στον οργανισμό 
(Charames et al. 2020; Johnson et al. 2016). Οι μεταβολίτες αντικατοπτρίζουν τον φαινότυπο ενός 
οργανισμού και συνδέονται άμεσα με τον εντοπισμό νέων διαγνωστικών βιοδεικτών. Η χρήση της 
μεταβολομικής που επικεντρώνεται στους μεταβολίτες μικρών μορίων έχει κερδίσει σημαντικό εν-
διαφέρον για την ανακάλυψη νέων βιοδεικτών που μπορούν να βοηθήσουν στη διάγνωση ασθε-
νειών και στην καλύτερη κατανόηση των μοριακών μηχανισμών που οδηγούν σε μια νόσο (Qiu, Shi 
et al. 2023). Οι έρευνες που έχουν ως στόχο την εύρεση και ανάλυση των μεταβολιτών κρίνονται 
σημαντικές, καθώς παρουσιάζουν βιολογικές μεταβολές που προκλήθηκαν λόγω κάποιας παθολο-
γικής κατάστασης ή περιβαλλοντικής επίδρασης και αποκάλυψαν νέα δεδομένα για περαιτέρω έ-
ρευνα (Johnson, C.H 2012). 

Η μεταβολομική μπορεί να κατηγοριοποιηθεί σε στοχευμένες και μη στοχευμένες προσεγγίσεις. 
Οι στοχευμένες μελέτες της μεταβολικής εστιάζουν στην ανάλυση ενός συγκεκριμένου συνόλου 
γνωστών μεταβολιτών και ο σκοπός τους είναι η ταυτοποίηση και ανακατασκευή του μεταβολικού 
προφίλ (Bingol, Kerem 2018). Οι μη στοχευμένες μελέτες, αποβλέπουν στην εύρεση και αναγνώριση 
όσο τον δυνατόν περισσότερων μεταβολιτών σε ένα δείγμα, χωρίς να υπάρχει προγενέστερη γνώση 
για το ποιοι είναι αυτοί (Bingol, Kerem 2018). Η επίτευξη των στοχευμένων ή μη στοχευμένων προ-
σεγγίσεων πραγματοποιείται με διάφορες αναλυτικές τεχνικές. 

 Οι τρεις κυριότερες αναλυτικές τεχνικές που χρησιμοποιούνται για την εύρεση του μεταβολικού 
προφίλ είναι ο πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός (Nuclear Magnetic Resonance, NMR), η αέρια 
χρωματογραφία σε συνδυασμό με φασματομετρία μάζας (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, 
GC-MS) και η υγρή χρωματογραφία σε συνδυασμό με φασματομετρία μάζας (Liquid 
Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS). 

 

   
Εικόνα 1-3: Απεικόνιση των μηχανημάτων NMR (αριστερά), GC-MS (στη μέση), LC-MS(δεξιά) (Πηγές αντιστοίχως με τη 

σειρά:, https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/mr/nmr/avancecore.html, https://6-
napse.com/en/technical-means/analysis-gc-ms-gc-fid-gas-chromatography/, https://labrecycling.com/lc-ms-system ). 

https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/mr/nmr/avancecore.html
https://6-napse.com/en/technical-means/analysis-gc-ms-gc-fid-gas-chromatography/
https://6-napse.com/en/technical-means/analysis-gc-ms-gc-fid-gas-chromatography/
https://labrecycling.com/lc-ms-system
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Η τεχνική NMR ανιχνεύει τα χαρακτηριστικά των μορίων μετρώντας μια φυσική τους ιδιότητα, 

που ονομάζεται σπιν, η οποία βοηθά  στην κατανόηση της δομής και της συμπεριφοράς των μορίων. 
Όταν οι πυρήνες εκτεθούν σε μία συγκεκριμένη συχνότητα ραδιοκυμάτων έχουν την ικανότητα να 
μεταπηδούν σε διαφορετικές ενεργειακές καταστάσεις, λόγω της απορρόφησης της ενέργειας αυτής 
(Liu, X et al. 2017). Αυτός ο τρόπος λειτουργίας δίνει πληροφορίες για το χημικό περιβάλλον των 
μορίων και κατά επέκταση της μοριακής του δομής (Liu, X et al. 2017). Το NMR μπορεί να προσδιο-
ρίσει και να ταυτοποιήσει ταυτόχρονα πληθώρα οργανικών ενώσεων στο μικρογραμμομοριακό εύ-
ρος και έχει μεγάλη επαναληψιμότητα. Το κυριότερο μειονέκτημα είναι η χαμηλή ευαισθησία, με 
αποτέλεσμα πολλοί μεταβολίτες να μην μπορούν να ανιχνευθούν ακόμα και με προσπάθειες ενί-
σχυσης του σήματος (Shulaev, Vladimir 2006; Emwas, Abdul 2019).  

Η αέρια χρωματογραφία- φασματομετρία μάζας (GC-MS) συνδυάζει δύο τεχνικές, την αέρια χρω-
ματογραφία (GC) και την φασματομετρία μάζας (MS). Σε μία ανάλυση GC-MS το δείγμα, το οποίο 
αναλύεται, πρέπει να βρίσκεται σε αέρια μορφή. Στην περίπτωσή που το δείγμα είναι υγρό χρειάζε-
ται να μετατραπεί σε αέριο. Αρχικά, οι μεταβολίτες  διαχωρίζονται πρώτα στην στήλη της αέριας 
χρωματογραφίας με τη βοήθεια ενός φορέα αερίου βάσει του συντελεστή κατανομής, ο οποίος ο-
ρίζεται ως ο λόγος της συγκέντρωσης μίας ουσίας μεταξύ της κινητής και της ακίνητης φάσης σε ένα 
δείγμα, και έπειτα ακολουθεί η ανίχνευση τους μέσω του φασματομέτρου μάζας (Koo, Imhoi 2013; 
Schlosser, P.M. et al. 2009). Το σύστημα GC-MS μετράει τους χρόνους κατακράτησης και το φάσμα 
μάζας κάθε μεταβολίτη (Koo, Imhoi 2013). Τα κυριότερα πλεονεκτήματα του GC-MS έναντι άλλων 
μεθόδων είναι η ταυτόχρονη ποσοτικοποίηση και επιβεβαίωση των ανιχνευόμενων αναλυτών και 
χημικά διαφορετικών ενώσεων και η δυνατότητα φασματομετρικής διάλυσης των κορυφών συνέ-
κλουσης όπου δύο οι περισσότερες ενώσεις δεν διαχωρίζονται πλήρως και ανιχνεύονται ταυτόχρονα 
(Mastovska, K 2004; Shulaev, Vladimir 2006). Από την άλλη μεριά τα μηχανήματα GC-MS παραμέ-
νουν ακριβότερα από τα μηχανήματα αέριας χρωματογραφίας και είναι ευαίσθητα σε παράγοντες 
περιβάλλοντος που μπορούν να επηρεάσουν την ακρίβεια των αποτελεσμάτων του (Mastovska, K 
2004). 

Η υγρή χρωματογραφία φασματομετρία μάζας (LC-MS) συνδυάζει δύο αναλυτικές τεχνικές την 
υγρή χρωματογραφία (Liquid Chromatography, LC) και την φασματομετρία μάζας (Mass Spectrome-
try, MS) και είναι μία ισχυρή αναλυτική τεχνική που χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό,  την ταυτο-
ποίηση, την εύρεση της δομής των μορίων και τον ποσοτικό προσδιορισμό (Mukherjee, Pulok K. 
2018). Η υγρή χρωματογραφία φασματομετρία μάζας είναι η συνηθέστερη μέθοδος για τον προσ-
διορισμό των μεταβολιτών σε βιολογικά δείγματα, οργανικούς ρύπους, όπως και ενώσεων που δια-
ταράσσουν το ενδοκρινικό σύστημα, όπως είναι τα φυτοφάρμακα (Čelić, Mira et al. 2022). Η LC-MS 
είναι χρήσιμη για την ανάλυση μικρού μοριακού βάρους μορίων, προσφέροντας υψηλή ευαισθησία 
και επιλεκτικότητα με χρησιμότητα σε πολλαπλές εφαρμογές (Mukherjee, Pulok K. 2018). Είναι μία 
πολύτιμη αναλυτική τεχνική για την ακρίβεια, την ευελιξία και την αποτελεσματικότητα της. 

1.3.1 Μεταβολομική ως πολυβηματική διαδικασία 
Η μεταβολομική είναι μία πολυβηματική διαδικασία υψηλής απόδοσης που αποτελείται από τον 

πειραματικό σχεδιασμό, δηλαδή τα προαναλυτικά στάδια, τα αναλυτικά στάδια και τα υπολογιστικά 
στάδια (Vasilopoulou, et al. 2016). Στα προαναλυτικά στάδια λαμβάνει χώρα η προετοιμασία του 
δείγματος, Τα αναλυτικά στάδια περιέχουν την ανάκτηση του μεταβολικού προφίλ μέσω μίας ανα-
λυτικής μεθόδου (NMR ή GC-MS ή LC-MS) (Cevallos-Cevallos, Juan M et al. 2009). Τα υπολογιστικά 
στάδια περιλαμβάνουν την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των κορυφών, που έχουν εξαχθεί από 
την αναλυτική μέθοδο, καθώς και την κανονικοποίηση και το φιλτράρισμα των δεδομένων (Cevallos-
Cevallos, Juan M et al. 2009). 
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Εικόνα 1-4: Τα στάδια της μεταβολομικής ανάλυσης. 
(Πηγή:https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708520313959#fig0045) 

 

1.3.2 Αναλυτικά στάδια  

1.3.2.1 Εκχύλιση και ξήρανση 
Η διαδικασία της εκχύλισης στοχεύει στην απομόνωση και τη λήψη των μεταβολιτών από ένα 

δείγμα. Πριν από την εκχύλιση του δείγματος, το δείγμα πρέπει να είναι ομογενές προκειμένου να 
αυξηθούν οι πιθανότητες για μέγιστη εξαγωγή των μεταβολιτών (Mushtaq, Mian Y et al. 2014). Αν 
το δείγμα είναι στέρεο, η ομογενοποίηση είναι απαραίτητο βήμα για την εξαγωγή των αποτελεσμά-
των.  

Η επιλογή του διαλύτη είναι, επίσης, μία αρκετά σημαντική διαδικασία. Αρκετοί διαλύτες και 
μέθοδοι εκχύλισης θα πρέπει να δοκιμάζονται για την καταλληλόλητα τους αναλόγως της ομάδας 
των δειγμάτων σε μία έρευνα (Cevallos-Cevallos, Juan M. et al 2009). Στην μεταβολομική επιλέγεται 
κυρίως το μείγμα μεθανόλης και νερού, λόγω του χαρακτηριστικού των αλκοολών να είναι υδρόφι-
λες ή λιπόφιλες ενώσεις, συνδυασμός που προσδίδει υψηλή ισχύ διαλυτοποίησης και την ικανότητα 
εξαγωγής μεγάλου φάσματος μεταβολιτών (Mushtaq, Mian Y. et al. 2014). Οι οργανικοί διαλύτες 
είναι κατάλληλη για την εκχύλιση πολικών, μη πολικών και υδρόφοβων μεταβολιτών και η μεθανόλη, 
ως οργανικός διαλύτης, είναι συμβατή  με τις αναλυτικές τεχνικές GC-MS, LC-MS, HPLC, NMR και 
μπορεί να εξάγει ένα ευρύ φάσμα μεταβολιτών, όπως είναι τα σάκχαρα, τα αμινοξέα, οι φαινολικές 
ενώσεις, τα οργανικά οξέα και τα αλκαλοειδή (Mushtaq, Mian Y. et al. 2014).  

Στην διαδικασία της εκχύλισης συμμετέχουν, επίσης, εσωτερικά πρότυπα. Τα εσωτερικά πρότυπα 
χρησιμοποιούνται στην μεταβολομική ανάλυση για να βελτιώσουν την ακρίβεια των αποτελεσμά-
των με την διόρθωση των μετρήσεων λόγω πιθανής απώλειας μέρος του δείγματος κατά την ανά-
λυση του (Goodwin, John M et al. 2024; Bronsema, Kees J et al. 2012). Τα εσωτερικά πρότυπα πρέπει 
να έχουν παρόμοιες φυσικές και χημικές ιδιότητες με τα μόρια του ενδιαφέροντος μας (Goodwin, 
John M et al. 2024). Θα πρέπει, επίσης, να είναι σταθερά κατά τη διάρκεια της ανάλυσης και να μην 
παρεμβαίνουν στην ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό των μορίων. Τα εσωτερικά πρότυπα 
πρέπει να είναι υψηλής καθαρότητας και να έχουν διακριτή χρωματογραφική κορυφή, η οποία να 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708520313959#fig0045
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είναι καλά διαχωρισμένη από τις κορυφές των υπόλοιπων μορίων, ώστε να αποφεύγεται οποιαδή-
ποτε επικάλυψη ή συνέκλουση. Επιπλέον, θα πρέπει να είναι μη ενδογενή, να απουσιάζουν ή να 
υπάρχουν σε πολύ χαμηλά επίπεδα στη βιολογική μήτρα ή στο δείγμα που αναλύεται, ώστε να δια-
σφαλίζεται ότι δεν συμβάλλουν στο σήμα υποβάθρου και δεν παρεμβαίνουν στην ανίχνευση και τον 
ποσοτικό προσδιορισμό των μορίων. 

Τη διαδικασία της εκχύλισης ακολουθεί η διαδικασία της ξήρανσης. Μετά τη φάση της επώασης 
των δειγμάτων σε υψηλές θερμοκρασίες με υδατόλουτρο, αφού έχει προστεθεί μεθανόλη και εσω-
τερικά πρότυπα, ακολουθεί η προσθήκη νερού και η φυγοκέντρηση για την απομάκρυνση των ανε-
πιθύμητών ιζημάτων. Μετά τη φυγοκέντρηση και την ανάκτηση του υπερκείμενου, τα δείγματα το-
ποθετούνται σε αντλία κενού για την πλήρη απομάκρυνση της υγρασίας. Η ξήρανση των μεταβολι-
τών είναι κρίσιμη για τη διατήρησή τους, καθώς αφαιρεί την υγρασία, παρατείνοντας τη διάρκεια 
αποθήκευσης τους (Bakir, Sena et al. 2023). 

 

 

Εικόνα 1-5: Αναπαράσταση της διαδικασίας της εκχύλισης και ξήρανσης ενός δείγματος (Πηγή: 
https://app.biorender.com/illustrations/66ca0a83f55aec8c8530eb0f). 

 

 

1.3.2.2 Ανάκτηση του μεταβολικού προφίλ 
Το LC-MS είναι μία αναλυτική τεχνική συνδυάζει την ικανότητα διαχωρισμού της υγρής χρωμα-

τογραφίας και την ειδικότητα της ανίχνευσης της φασματομετρίας μάζας (Guo, Hao et al. 2019). Η 
δυνατότητα υψηλής ευαισθησίας και επιλεκτικότητας, με την εύκολη μέτρηση ενώσεων σε συγκε-
ντρώσεις ng/mL, τη διαφοροποίηση μορίων σε διαφορετικά μοτίβα μάζας και θρυμματισμού, όπως 
και η δυνατότητα εύρεσης αυτών των μορίων αργότερα, την καθιστά μία εξαιρετική και ευρέως χρη-
σιμοποιούμενη αναλυτική τεχνική (Moldoveanu, Serban C. et al. 2012). Βασικό πλεονέκτημα της με-
θόδου της υγρής χρωματογραφίας έναντι της αέριας χρωματογραφίας είναι η ικανότητα της να λει-
τουργεί απευθείας με υγρά δείγματα, όπως σε κλινικά ή βιολογικά δείγματα, χωρίς την απαίτηση η 
αναλυόμενη ουσία να εξατμιστεί (Crooks, Peter A et al. 1999).  

 

https://app.biorender.com/illustrations/66ca0a83f55aec8c8530eb0f
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Εικόνα 1-6: Αναπαράσταση σχηματικού διαγράμματος μίας διάταξης LC-MS (Πηγή: 
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/lc-ms-what-is-lc-ms-lc-ms-analysis-and-lc-msms-348238). 

 

1.3.2.2.1 Υγρή χρωματογραφία (Liquid Chromatography-LC) 
Η υγρή χρωματογραφία η οποία ονομάζεται και υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), 

είναι μία μέθοδος διαχωρισμού στην οποία τόσο το δείγμα όσο και η κινητή φάση είναι υγρά (Prado, 
Raquel et al. 2015; López-Porfiri, Pablo et al. 2023). Η τεχνική διαχωρισμού της υγρής χρωματογρα-
φίας βασίζεται στην κατανομή των χημικών ουσιών μεταξύ μιας υγρής κινητής φάσης και μίας στα-
τικής φάσης (Hage, David S 2017). Το δείγμα ωθείται σε υψηλή πίεση μέσω μίας στήλης που εμπε-
ριέχει τη στατική φάση, η οποία αποτελείται από σωματίδια ακανόνιστου ή σφαιρικού σχήματος 
(Prado, Raquel et al. 2015).  

Υπάρχουν πέντε κύριοι τύποι υγρής χρωματογραφίας  οι οποίοι ταξινομούνται ανάλογα με τους 
φυσικούς ή χημικούς μηχανισμούς με τους οποίους διαχωρίζουν το δείγμα. Οι πέντε κύριοι τύπου 
είναι η χρωματογραφία προσρόφησης, η χρωματογραφία ανταλλαγή ιόντων, η χρωματογραφία συγ-
γένειας, η χρωματογραφία αποκλεισμού μεγεθών και η χρωματογραφία κατανομής (Hage, David S 
2017). 

Δύο κύριες κατηγορίες της χρωματογραφίας κατανομής υπάρχουν ανάλογα της πολικότητας της 
κινητής και της στατικής φάσης. Η υγρή χρωματογραφία κανονικής φάσης είναι η πρώτη κατηγορία, 
στην οποία η στατική φάση είναι περισσότερο πολική από την κινητή φάση και η δεύτερη κατηγορία 
είναι η υγρή χρωματογραφία αντίστροφης φάσης όπου συμβαίνει το αντίθετο, δηλαδή η κινητή 
φάση είναι πιο πολική από την στατική φάση (Prado, Raquel et al. 2015).  

Η υγρή χρωματογραφία αντίστροφης φάσης διαχωρίζει τις διαλυμένες ουσίες ανάλογα με την 
υδροφοβικότητά τους (Wajcman, Henri et al. 2009). Τα υδρόφοβα ή μη πολικά ή ασθενώς πολικά 
μόρια του δείγματος τα οποία βρίσκονται στην πολική κινητή φάση, αλληλοεπιδρούν ισχυρότερα με 
την  υδρόφοβη στατική φάση και προσροφώνται σε αυτή, ενώ τα υδρόφιλα μόρια αλληλοεπιδρούν 
περισσότερο με την κινητή φάση και είναι εκείνα που θα εκλυθούν πρώτα από την χρωματογραφική 
στήλη (Wang, Wenqi et al. 2022). Επομένως αυτό που μετράτε στην υγρή χρωματογραφία, είναι ο 
χρόνος κατακράτησης μίας ουσίας, δηλαδή ο χρόνος που απαιτείται για να περάσει από τη στήλη 
ένα συστατικό και να ανιχνευθεί. 

 Η χρήση, επίσης, οργανικού διαλύτη στην χρωματογραφία αντίστροφης φάσης είναι αρκετά ση-
μαντική, καθώς επιτυγχάνεται η μείωση της πολικότητας της κινητής φάσης, δίνοντας την δυνατό-
τητα στα υδρόφοβα μόρια να μπορέσουν να εκλυθούν από την χρωματογραφική στήλη (Wang, 

https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/lc-ms-what-is-lc-ms-lc-ms-analysis-and-lc-msms-348238
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Wenqi et al. 2022). Οι απαιτήσεις σε οργανικό διαλύτη αυξάνονται, όσο αυξάνονται και οι υδροφο-
βικότητες των μορίων, αφού όσο περισσότερο υδροφοβικά είναι τόσο ισχυρότερη θα είναι και η 
σύνδεση των μορίων αυτών με τη στατική φάση. 

 

Εικόνα 1-7: Σχηματικό διάγραμμα του συστήματος υγρής χρωματογραφίας (Πηγή: 
https://www.researchgate.net/publication/274251295_Chromatographic_detection_of_nitrofurans_in_foods_of_animal_

origin ). 

 

1.3.2.2.2 Φασματομετρία Μάζας (Mass Spectrometry- MS) 
Η φασματομετρία μάζας είναι η δεύτερη αναλυτική τεχνική που χρησιμοποιείται στην διαδικασία 

εύρεσης των χημικών ενώσεων και των βιολογικών μορίων.  Ένα τυπικό φασματόμετρο μάζας απο-
τελείται από μία πηγή ιόντων, έναν αναλυτή μάζας ή φασματόμετρο και έναν ανιχνευτή, ο οποίος 
καταγράφει τον αριθμό των ιόντων σε κάθε τιμή m/z (Calabrese, Barbara 2018).Το δείγμα, το οποίο 
μπορεί να είναι στερεό, υγρό ή αέριο, βομβαρδίζεται με μία δέσμη ηλεκτρονίων, προκαλώντας τη 
μετατροπή των μορίων σε ιόντα, με ή χωρίς την θραύση τους (Sparkman, 2000). Τα ιόντα επιταχύ-
νονται και  εκτρέπονται στο ηλεκτρικό ή μαγνητικό πεδίο του φασματομέτρου διαφορετικά, ανάλογα 
με τις διαφορετικές αναλογίες μάζας προς φορτίο (m/z) των ιόντων,  προκειμένου τα μόρια να ανα-
γνωριστούν (Khwa Museveni et al.. 2022). Η φασματομετρία μάζας στοχεύει στον προσδιορισμό του 
μοριακού βάρους, στην παροχή δομικών πληροφοριών και στην ποσοτική ανάλυση τόσο μικρών μο-
ρίων όσο και βιομορίων με υψηλή εξειδίκευση και ευαισθησία (Calabrese, Barbara 2018). 

Οι δύο πιο κοινές τεχνικές ιονισμού ενός δείγματος είναι, το MALDI (Matrix Laser Desorption 
Ionization) και το ESI (Electrospray Ionization). Στην τεχνική ιονισμού MALDI ένα λέιζερ χρησιμοποιεί-
ται για τον ιονισμό και την εξάτμιση μικρής ποσότητας δείγματος, το οποίο μετά στη συνέχεια αναρ-
ροφάται για ανάλυση από το φασματόμετρο μάζας (Calabrese, Barbara 2018). Στην τεχνική ιονισμού 
ESI το υγρό προς ανάλυση, διέρχεται από τη βελόνα ηλεκτροψεκασμού στην οποία εφαρμόζεται 
υψηλή διαφορά δυναμικού, με αποτέλεσμα το υγρό να ιονίζεται, να φορτίζεται θετικά, και να εξέρ-
χεται από τη βελόνα, σε περιβάλλον με ατμοσφαιρική πίεση, με τη μορφή πολύ μικρών φορτισμένων 
σταγονιδίων (Wilm et al., 2011; Mishra et al., 2017). Τα πολύ μικρά φορτισμένα σταγονίδια έπειτα 
εισάγονται στο χώρο μεταξύ της βελόνας και του φασματομέτρου. Εκεί λαμβάνει χώρα η εξάτμιση 
του διαλύτη και η παραγωγή ακόμα μικρότερων σωματιδίων, τα οποία έπειτα εισάγονται στο φα-
σματόμετρο μάζας προς περαιτέρω ανάλυση (Wilm, 2011). Το ESI είναι μία τεχνική μαλακού ιονι-
σμού, δηλαδή στην διαδικασία ιονισμού οι ενώσεις παρουσιάζουν ελάχιστο ή καθόλου θρυμματι-
σμό και ελάχιστη ενέργεια συγκρατείται από τον αναλυόμενη ουσία κατά το σχηματισμό του ιόντος 
(Vazquez-Roig et al., 2011). 

https://www.researchgate.net/publication/274251295_Chromatographic_detection_of_nitrofurans_in_foods_of_animal_origin
https://www.researchgate.net/publication/274251295_Chromatographic_detection_of_nitrofurans_in_foods_of_animal_origin
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Εικόνα 1-8: Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας ιονισμού με ηλεκτροψεκασμό (ESI) 
(Πηγή:https://www.researchgate.net/publication/225050758_Electrospray_Ionization_Mass_Spectrometry_A_Technique_

to_Access_the_Information_beyond_the_Molecular_Weight_of_the_Analyte ). 

 
  
 Ο αναλυτής μάζας ή το φασματόμετρο που χρησιμοποιείται στη συγκεκριμένη διπλωματική ερ-

γασία είναι η τρισδιάστατη ή τετραπολική παγίδα ιόντων (Quadrupole Ion Trap-3D, QIT-3D). Η τρισ-
διάστατη παγίδα ιόντων αποτελείται από τρία ηλεκτρόδια, δύο πλευρικό ηλεκτρόδια άκρου και ένα 
ηλεκτρόδιο δακτυλίου, το οποίο βρίσκεται ανάμεσα τους (Hocart et al., 2009; Amoresano et al., 
2021). Αυτά τα τρία ηλεκτρόδια μαζί σχηματίζουν μία κοιλότητα στην οποία καθίσταται δυνατή η 
παγίδευση και η ανάλυση των ιόντων με τη δημιουργία δυναμικών ηλεκτρικών πεδίων 
(Thomas,2018). Η τετραπολική παγίδα ιόντων λειτουργεί σε υψηλές πιέσεις και με αέριο ήλιο, το 
οποίο βοηθά στη διατήρηση της τροχιάς των ιόντων  και στην αποφυγή της μεταξύ τους σύγκρουσης 
(Hocart et al., 2009). Αρχικά τα ιόντα αποθηκεύονται μέσα στην παγίδα ιόντων μεταξύ των τριών 
ηλεκτροδίων, έχοντας σταθερές διαδρομές (Amoresano et al., 2021). Όταν υπάρξει κάποια μεταβολή 
στην τάση ή στην ραδιοσυχνότητα, τα ιόντα εκτινάσσονται και παγιδεύονται με βάση τα διαφορετικά 
m/z τους (Thomas, 2018). Το ένα υπερβολικό ηλεκτρόδιο άκρου έχει μόνο ένα άνοιγμα μέσω του 
οποίου μπορούν να περάσουν τα ιόντα για να εισέλθουν στην παγίδα ιόντων, ενώ το άλλο υπερβο-
λικό ηλεκτρόδιο άκρου έχει πολλά ανοίγματα προκειμένου τα ιόντα τα οποία εκτινάσσονται να περ-
νούν στον ανιχνευτή (March, 2009). Για την λήψη των φασμάτων μάζας, γίνεται συνεχής αλλαγή των 
δυναμικών τάσης ή των ραδιοσυχνοτήτων για την εξαγωγή ιόντων διαδοχικών αναλογιών m/z από 
την παγίδα ιόντων και διαδοχικής ανίχνευσης τους από τον ανιχνευτή (Amoresano et al. 2021). 
 

https://www.researchgate.net/publication/225050758_Electrospray_Ionization_Mass_Spectrometry_A_Technique_to_Access_the_Information_beyond_the_Molecular_Weight_of_the_Analyte
https://www.researchgate.net/publication/225050758_Electrospray_Ionization_Mass_Spectrometry_A_Technique_to_Access_the_Information_beyond_the_Molecular_Weight_of_the_Analyte
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Εικόνα 1-9:Τετραπολικός αναλυτής μάζας παγίδας ιόντων. 
(Πηγή:https://www.researchgate.net/publication/236737006_Mass_spectrometry_and_hyphenated_instruments_in_food

_analysis) 

 

1.3.3 Υπολογιστικά στάδια 
 

1.3.3.1 Ταυτοποίηση και Ποσοτικοποίηση 
Η ταυτοποίηση των κορυφών είναι το πρώτο βήμα για την ανάκτηση του μεταβολικού προφίλ. 

Για την ταυτοποίηση των κορυφών των μεταβολιτών είναι αναγκαία η ύπαρξη ειδικών και επικυρω-
μένων βιβλιοθηκών που διαθέτουν πληροφορίες για το συνδυασμό του χρόνου κατακράτησης των 
ουσιών του δείγματος με το φάσμα μάζας του, χαρακτηριστικά διαφορετικά για κάθε ουσία. Οι βι-
βλιοθήκες που χρησιμοποιήθηκαν για την παρούσα διπλωματική εργασία είναι η εμπορική βιβλιο-
θήκη NIST και η εσωτερική βιβλιοθήκη φασμάτων του εργαστηρίου Μεταβολομικής Μηχανικής και 
Συστημικής Βιολογίας. Η εσωτερική βιβλιοθήκη του εργαστηρίου σε σύγκριση με την εμπορική βι-
βλιοθήκη NIST και των διαθέσιμων δημοσίων βιβλιοθηκών είναι η συνεχής συμπλήρωση κορυφών 
που έχουν ταυτοποιηθεί με βάση την ανάλυση πρότυπων ενώσεων και κορυφών από προηγούμενα 
πειράματα στο εργαστήριο σε συγκεκριμένες συνθήκες.  

Η ποσοτικοποίηση αναφέρεται στον ποσοτικό προσδιορισμό των μεταβολιτών. Πραγματοποιεί-
ται κυρίως στη στοχευμένη μεταβολομική ανάλυση για την εύρεση της συγκέντρωσης των μεταβο-
λιτών σε ένα βιολογικό δείγμα συνυπολογίζοντας και τις κορυφές θραυσμάτων τους ή παραγώγων 
τους, παραδείγματος χάριν μετά από σύνδεση τους με κοινά ιόντα, όπως τα κατιόντα νατρίου, που 
είναι παρόντα στο σύστημα. Η ποσοτικοποίηση μπορεί να καθορίσει την συγκέντρωση των μεταβο-
λιτών ανεξαρτήτως του πειραματικού πλαισίου (Lu, Wenyun et al., 2008). Για την επίτευξη της πο-
σοτικοποίησης κατασκευάζονται πρότυπες καμπύλες για τους μεταβολίτες ((Lu, Wenyun et al., 
2008). Οι πρότυπες καμπύλες δημιουργούνται συσχετίζοντας τα κανονικοποιημένα (στο εσωτερικό 
πρότυπο) εμβαδά των κορυφών (Relative Peak Areas-RPA) με τη συγκέντρωσης του μεταβολίτη. Ό-
ταν η κατασκευή πρότυπης καμπύλης δεν είναι δυνατή, η ποσοτικοποίηση μπορεί να επιτευχθεί με 
σύγκριση του εμβαδού κορυφής του μορίου με το εμβαδό κορυφής του εσωτερικού προτύπου (γνω-
στής συγκέντρωσης) απευθείας. 

 

https://www.researchgate.net/publication/236737006_Mass_spectrometry_and_hyphenated_instruments_in_food_analysis
https://www.researchgate.net/publication/236737006_Mass_spectrometry_and_hyphenated_instruments_in_food_analysis
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1.3.3.2 Κανονικοποίηση και φιλτράρισμα 
Η Μεταβολομική, όπως και όλοι οι υπόλοιποι κλάδοι της ομικής, χαρακτηρίζεται από πολύπλοκα 

σύνολα δεδομένων, με τρομερές αναλυτικές προκλήσεις στην αφαίρεση των μη βιολογικών παρα-
γόντων που επηρεάζουν τις χρωματογραφικές κορυφές (Boysen et al., 2018). Για την αφαίρεση των 
σφαλμάτων που επηρεάζουν τις χρωματογραφικές κορυφές και την ανάκτηση συγκρίσιμων πειρα-
ματικών δεδομένων, απαιτείται η διαδικασία της κανονικοποίησης. Η κανονικοποίηση στην πα-
ρούσα διπλωματική επιτυγχάνεται μέσω των εσωτερικών προτύπων, τα οποία χρησιμοποιούνται ως 
ουσίες αναφοράς σε ένα μίγμα. Τα εσωτερικά πρότυπα, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, είναι ου-
σίες οι οποίες δεν αλληλεπιδρούν με τις ουσίες που περιέχει ένα βιολογικό δείγμα, προστίθενται 
στην ίδια ποσότητα σε όλα τα δείγματα προς ανάλυση και υφίστανται τις ίδιες μεταβολές στη δια-
δικασία της εκχύλισης των δειγμάτων. Η κανονικοποίηση με τη χρήση  εσωτερικών προτύπων πραγ-
ματοποιείται μέσω της διαίρεσης του εμβαδού της κορυφής του μεταβολίτη με το εμβαδόν της κο-
ρυφής του εσωτερικού προτύπου και δίνει ως αποτέλεσμα μία αναλογία, η οποία είναι συγκρίσιμη 
μεταξύ όλων των πειραματικών αποτελεσμάτων. Αυτή η αναλογία ονομάζεται σχετική περιοχή κο-
ρυφής (Relative Ppeak Area, RPA). Η συνέπεια της αναλυτικής διαδικασίας της απόκτησης των μετα-
βολικών προφίλ επαληθεύεται με βάση τη σύγκριση των RPAs στα πρότυπα δείγματα αναφοράς από 
τα οποία δημιουργήθηκαν και οι πρότυπες καμπύλες. Όσα προφίλ δεν συμβαδίζουν με τα RPAs των 
πρότυπων καμπυλών ή όσες κορυφές των μεταβολιτών βρίσκονται στα όρια ανίχνευσης και επομέ-
νως δεν μπορούν να ποσοτικοποιηθούν, φιλτράρονται και απορρίπτονται, διότι δεν είναι αξιόπιστα 
αποτελέσματα.  

1.4 ΕΚΘΕΤΩΜΑ  

Παρά τις προσπάθειες που έχουν γίνει για την σύνδεση των ασθενειών με την έκθεση σε διάφο-
ρες χημικές ουσίες, οι ερευνητικές προσεγγίσεις αποτυγχάνουν να αντιμετωπίσουν τη χημική πολυ-
πλοκότητα του κόσμου. Έτσι έγινε επιτακτική η ανάγκη για την εύρεση ενός τρόπου συστηματικής 
και αναγνωστικής προσέγγισης για τον αυξανόμενο αριθμό των χημικών ουσιών που μολύνουν το 
περιβάλλον. Το εκθέτωμα αποτελείται από κάθε έκθεση στην οποία ένα άτομο έχει υποβληθεί από 
τη στιγμή της σύλληψης του μέχρι τη στιγμή του θανάτου του, προσπαθώντας να συλλάβει το εύρος 
των εκθέσεων του ανθρώπου σε συνθετικές χημικές ουσίες, διατροφικά συστατικά, ψυχοκοινωνικά 
στρεσογόνους παράγοντες και φυσικούς παράγοντες, καθώς και τις βιολογικές αποκρίσεις των ατό-
μων σε αυτές (Vermeulen et al. 2020; Wild et al. 2012).  

Το πεδίο εφαρμογής του εκθέματως έχει επεκταθεί σε τρεις μεγάλές κατηγορίες οι οποίες συ-
μπεριλαμβάνουν όλες τις εκθέσεις στις οποίες έχει υποβληθεί ο άνθρωπος. Η πρώτη κατηγορία είναι 
οι εσωτερικές εκθέσεις που περιλαμβάνουν όλες τις βιολογικές αποκρίσεις του ατόμου στα εξωτε-
ρικά ερεθίσματα. Η δεύτερη κατηγορία είναι οι ειδικές εξωτερικές εκθέσεις, οι οποίες περιλαμβά-
νουν τις περιβαλλοντικές εκθέσεις και η τρίτη κατηγορία είναι οι γενικές εξωτερικές εκθέσεις που 
περιλαμβάνουν το κοινωνικό, πολιτιστικό και οικολογικό πλαίσιο της ζωής ενός ατόμου. Όλες οι κα-
τηγορίες μαζί καλύπτουν πλήρως τις σχετικές βιολογικές αποκρίσεις και τις περιβαλλοντικές επιπτώ-
σεις του εκθέματως (Wei et al. 2022; Hyötyläinen, Tuulia 2021). 

 Οι έρευνες μέχρι το 2020 είχαν επικεντρωθεί κυρίως σε επιδημιολογικές μελέτες για την θνησι-
μότητα, την επιδείνωση των ασθενειών και την νοσηλεία, τα οποία έχουν δύσκολα αποτελέσματα. 
Ωστόσο, η κατανόηση των εσωτερικών βιοδεικτών έκθεσης και απόκρισης μέσω της τεχνολογίας των 
omics, μπορεί να διευκολύνει τις έρευνες που σχετίζονται με τις περιβαλλοντικές εκθέσεις (Vineis et 
al. 2020). 
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Εικόνα 1-10: H απεικόνιση του εκθέματος (Πηγή: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/imt2.50 ). 

 
Η μεταβολομική χρησιμοποιείται τακτικά ως χρήσιμο εργαλείο για την παροχή πληροφορίων και 

έχει σημαντικό ρόλο στην πρόοδο των επιδημιολογικών ερευνών. Οι εξωγενείς χημικές ουσίες που 
απορροφώνται από τον άνθρωπο, φάρμακα, ενώσεις που υπάρχουν στη διατροφή, εμπορικά προϊ-
όντα και περιβαλλοντικές χημικές ουσίες, είναι ανιχνεύσιμες στον μεταβολισμό, είτε ως ενώσεις, 
είτε ως προϊόντα που δημιουργήθηκαν λόγω του μεταβολισμού αυτών στον ανθρώπινο οργανισμό. 
Η ανάλυση του μεταβολικού προφίλ παρέχει σημαντικές πληροφορίες για τους βιοδείκτες, οι οποίοι 
μπορούν να συμβάλουν στην εκτίμηση του κινδύνου έκθεσης, την πρόληψη και τη διαχείριση ασθε-
νειών (Walker et al. 2019; Cai, Y. et al. 2020). Ο χαρακτηρισμός των ενδογενών και εξωγενών μετα-
βολιτών σε δείγματα από αίμα, ούρα, κόπρανα, εγκεφαλονωτιαίου υγρού και άλλων βιολογικών 
δειγμάτων, έχει ως αποτέλεσμα την παροχή πληροφοριών για υποκρύπτουσες νόσους.  Σε σχετικά 
πρόσφατες μελέτες (2017-2019) αξιολογήθηκαν οι εκθέσεις εμβρύου- μητέρας, μέσω του μεταβο-
λικού χαρακτηρισμού του αμνιακού υγρού, του αίματος του ομφάλιου λώρου και των μητρικών/ 
παιδικών ούρων ή δειγμάτων ορού, οι οποίες εκθέσεις συνδέθηκαν με αναπτυξιακά προβλήματα 
στο έμβρυο (Walker et al. 2019). 

1.5 ΕΝΔΟΚΡΙΝΙΚΟΙ ΔΙΑΤΑΡΑΚΤΕΣ 

Το ενδοκρινικό σύστημα αποτελεί τον κυριότερο ρυθμιστικό μηχανισμό, ο οποίος ελέγχει διάφο-
ρες βασικές λειτουργείες του ανθρώπινου ή ζωικού οργανισμού συνδυαστικά με το νευρικό και το 
ανοσοποιητικό σύστημα. Οι ουσίες που απελευθερώνονται στην κυκλοφορία του αίματος ως απά-
ντηση σε συγκεκριμένα ερεθίσματα και παράγονται από ενδοκρινικούς αδένες (επίφυση, υπόφυση, 
θυροειδής, θύμος, πάγκρεας, επινεφρίδια, όρχεις και ωαγωγοί) ονομάζονται ορμόνες και θα μπο-
ρούσαν να ονομασθούν αγγελιοφόροι του ενδοκρινικού συστήματος. Αφού εκκριθούν στο αίμα οι 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/imt2.50
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ορμόνες μεταφέρονται στα κύτταρα-στόχους τους, όπου πυροδοτούν πολλές βιοχημικές αντιδρά-
σεις, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα την τροποποίηση της λειτουργίας ή της δραστηριότητας του 
κυττάρου-στόχου τους (Lintelmann et al. 2003; Hiller-Sturmhöfel et al. 1998). Η έκκριση των ορμονών 
αφορά την παραγωγή ενέργειας, την χρήση και αποθήκευση ενέργειας, την αναπαραγωγή και ανά-
πτυξη των εμβρύων και τη σύνθεση των ηλεκτρολυτών των σωματικών υγρών (Lintelmann et al. 
2003; Caserta et al. 2007). 

 

Εικόνα 1-11: Ενδοκρινικό σύστημα (Πηγή: https://hypnotherapy4u.gr/?p=13716 ) 

 
Οι ενδοκρινικοί διαταράκτες είναι εξωγενείς χημικές ουσίες, οι οποίες διαταράσσουν την ομαλή 

λειτουργία του ενδοκρινικού συστήματος των ανθρώπων και των ζώων ή όπως έχει οριστεί από την 
Υπηρεσία Προστασίας του Περιβάλλοντος των ΗΠΑ, είναι «παράγοντες που παρεμβαίνουν στην σύν-
θεση, έκκριση, μεταφορά, δέσμευση ή αποβολή φυσικών ορμονών στο σώμα που είναι υπεύθυνες 
για τη διατήρηση της ομοιόστασης, της αναπαραγωγής, της ανάπτυξης και/ή της συμπεριφοράς 
(Kavlock et al., 1996; Monneret 2017; Kabir et al. 2015; Ε. ΚOUSTA 2012).  

Οι ενδοκρινικοί διαταράκτες μπορούν να ταξινομηθούν σε δύο κατηγορίες: τις φυσικές χημικές 
ουσίες και τις συνθετικές χημικές ουσίες. Οι φυσικές χημικές ουσίες βρίσκονται σε τροφές, τόσο στις 
ανθρώπινες όσο και στις ζωικές και οι συνθετικές χημικές ουσίες βρίσκονται σε πλαστικά, φυτοφάρ-
μακα, πλαστικοποιητές, λιπαντικά και βιομηχανικούς διαλύτες, καθώς και σε ορισμένους φαρμα-
κευτικούς παράγοντες. Πιο συγκεκριμένα μερικά παραδείγματα εύρεσης ενδοκρινικών διαταρακτών 
είναι η διασφαινόλη Α, οι φθαλικές ενώσεις, τα οποία χρησιμοποιούνται  ως μέρος της κατασκευής 
μερικών πλαστικών, σε καλλυντικά, προϊόντα προσωπικές περιποίησης και καλλυντικά , οι πολυβρώ-
μιωμένοι διφαινυλαιθέρες τα οποία χρησιμοποιούνται ως επιβραδυντές φλόγας σε διάφορες εφαρ-
μογές, τα parabens τα οποία χρησιμοποιούνται στα καλλυντικά και οι οργανοχλωρικές και οι οργα-
νοφοσφωρικές ενώσεις οι οποίες είναι παρούσες στα φυτοφάρμακα (Kabir et al. 2015; Monneret 
2017). Εισέρχονται με διάφορους τρόπους στον ανθρώπινο οργανισμό, με κατανάλωση τροφής 
ή/και νερού, με επαφή τους με το ανθρώπινο δέρμα ή την εισπνοή τους, με χρήση της ενδοφλέβιας 
οδού, όπως οι φθαλικές ενώσεις οι οποίες χρησιμοποιούνται στην ενδοφλέβια σωλήνωση και βιο-
λογικά με τη μεταφορά από τη μητέρα στο έμβρυο, μέσω του πλακούντα ή του μητρικού γάλακτος 
(Kabir et al. 2015). 

Οι ενδοκρινικοί διαταράκτες αποτελούν απειλή για την ανθρώπινη υγεία, συμβάλλοντας σε ποι-
κιλία ασθενειών και δυσλειτουργιών του ανθρωπίνου οργανισμού. Ο ενδοκρινικός διαταράκτης αν 
υπάρχει στον οργανισμό από μόνος του είναι πιθανόν να είναι αβλαβής, αν ωστόσο συνδεθεί με 

https://hypnotherapy4u.gr/?p=13716
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άλλους ενδοκρινικούς διαταράκτες μπορεί να προκαλέσει επικίνδυνα αποτελέσματα. Η έκθεση σε 
ενδοκρινικούς διαταράκτες δεν είναι μεμονωμένη και συμβαίνει σε όλη τη διάρκεια της ζωής του 
ανθρώπου, από τη στιγμή της σύλληψης του και συνεχίζεται μέχρι και το θάνατο του, προκαλώντας 
πολυάριθμα προβλήματα στον άνθρωπο. Μερικά προβλήματα που προκαλεί είναι (Yilmaz et al. 
2020; M. Heshmati H 2021): 
• Η παχυσαρκία, αφού επηρεάζει τη ρύθμιση του λιπώδους ιστού και μειώνει τον μεταβολικό 

ρυθμό. 

• Η ανάπτυξη του διαβήτη τύπου 1 και διαβήτη τύπου 2, όπου η προγεννητική και πρώιμη έκ-

θεση του ανθρώπου σε ενδοκρινικού διαταράκτες έχει συνδεθεί με τη μεταβολή των επιπέ-

δων έκκρισης της ινσουλίνης. 

• Η ανάπτυξη διαφορετικών καρκίνων, όπως είναι ο καρκίνος της μήτρας, του μαστού, του καρ-

κίνου του δέρματος και του θυρεοειδούς. 

• Η αυξημένη επίπτωση σε καρδιαγγειακές, νευρολογικές, ηπατικές, νεφρικές, αναπνευστικές, 

δερματικές και ανοσολογικές διαταραχές. 

• Η πρόκληση διαφόρων δερματικών διαταραχών όπως αλλεργικές δερματίτιδες εξ’ επαφής , 

υπερμελάγχρωση, γήρανση και καρκίνο. 

• Ανδρικές και γυναικείες αναπαραγωγικές διαταραχές. 

 

Ένα από τα προβλήματα που έχουν προκύψει λόγω των ενδοκρινικών διαταρακτών είναι οι γυ-
ναικείες και ανδρικές αναπαραγωγικές διαταραχές. Έχει παρατηρηθεί ότι οι ενδοκρινικοί διαταρά-
κτες έχουν την δυνατότητα να παρεμβαίνουν στο αναπαραγωγικό σύστημα τόσο των γυναικών προ-
καλώντας ενδομητρίωση, πολυκυστικές ωοθήκες, στειρότητα, υπογονιμότητα, όσο και των ανδρών 
προκαλώντας μείωση του αριθμού του σπερματοζωαρίου, μείωση της κινητικότητας και ανώμαλη 
μορφολογία του σπέρματος, καθώς και παρέμβαση στον προσδιορισμό του αρσενικού φύλου και 
της σεξουαλικής διαφοροποίησης, όρος που χρησιμοποιείται για την περιγραφή του σχηματισμού 
των ωοθηκών ή των όρχεων (Yilmaz et al. 2020, Sharpe et al. 2006). 

 

 

Εικόνα 1-12: Επιπτώσεις των ενδοκρινικών διαταρακτών (EDCs) στον ανθρώπινο οργανισμό (Πηγή: 
https://www.intechopen.com/chapters/74214). 

 

https://www.intechopen.com/chapters/74214
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Οι ενδοκρινικοί διαταράκτες υπάρχουν σε πληθώρα φυσικών και χημικών ουσιών, όπου μεταξύ 
των χημικών ουσιών βρίσκονται και τα φυτοφάρμακα. Η κύρια χρησιμότητα των φυτοφαρμάκων 
είναι να σκοτώνουν ή να απωθούν τα ανεπιθύμητα τρωκτικά, τους μύκητες, τα έντομα και τα «ζιζά-
νια» που προκαλούν προβλήματα στη γεωργία. Ωστόσο έχει βρεθεί ότι πολλά φυτοφάρμακα είναι 
επιβλαβή τόσο για το περιβάλλον, όσο και για τον άνθρωπο (Mnif. Et al. 2011). Ανάμεσα στις επι-
πτώσεις των φυτοφαρμάκων στην ανθρώπινη υγεία ανήκει και η επίπτωση των φυτοφαρμάκων στην 
ανάπτυξη των γιων εγκύων γυναικών. Σε μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε 113 ζευγάρια μητέρας-
γιου, οι οποίες εκτίθενται καθημερινά σε φυτοφάρμακα, τα αγόρια εμφάνισαν μειωμένο μήκους 
πέους, όγκο όρχεων και αυξημένο επιπολασμό της κρυψορχίας, τα οποία οφείλονται στις ορμόνες 
που διαφοροποιούν το φύλο του εμβρύου (Helle R. Andersen et al. 2008). 

1.6 ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ 

Τα φυτοφάρμακα είναι ενώσεις, φυσικές ή συνθετικές, οι οποίες χρησιμοποιούνται για την ανά-
πτυξη, την προστασία και τη διατήρηση των φυτών μέσω της απώθησης, του ελέγχου ή τις εξαλεί-
ψεις των παρασίτων, οργανισμών που αποτελούν απειλή για τον άνθρωπο ή τις δραστηριότητές του 
(Valette et al. 2018; Sheldon et al. 2009; Luquet et al. 2023). Ανάλογα με τον οργανισμό των οποίων 
επιδιώκουν να εξαλείψουν τα φυτοφάρμακα χωρίζονται στις εξής κατηγορίες: εντομοκτόνα, μυκη-
τοκτόνα, φυτοφάρμακα για τα τρωκτικά και τα ακάρεα, φυτοφάρμακα για τα μαλάκια ( π.χ. σαλιγκά-
ρια) και νηματοκτόνα για τους νηματώδεις σκώληκες (Ballantyne, B et al. 2003). Επιπλέον, τα φυτο-
φάρμακα χωρίζονται σε 3 μεγάλες κατηγορίες, μεταξύ άλλων, βάσει της δομής τους:  στα οργανο-
χλωρικά, οργανοφοσφωρικά και καρβαμιδικά φυτοφάρμακα. 

Τα οργανοχλωρικά φυτοφάρμακα, παράγωγα χλωριωμένων υδρογονανθράκων, τα οποία χρησι-
μοποιούνταν κατά κόρον παλαιότερα, έχουν αποσυρθεί σε μεγάλο βαθμό λόγω των επιπτώσεων 
που είχαν στην ανθρώπινη υγεία. Το πιο γνωστό οργανοχλωρικό φυτοφάρμακο είναι το DDT του 
οποίου η ανεξέλεγκτη χρήση έθεσε πολλά ζητήματα τόσο στο περιβάλλον όσο και στην ανθρώπινη 
υγεία. Παρά την απαγόρευση του, το DDT πιστεύεται ότι μπορεί να εντοπιστεί σε κάθε ζωντανό ορ-
γανισμό. Επιπροσθέτως, τα οργανοχλωρικα φυτοφάρμακα έχουν συσχετιστεί με ενδοκρινικές δια-
ταραχές, επιδράσεις στην εμβρυική ανάπτυξη, των μεταβολισμό των λιπιδίων, καθώς και ηπατικές 
αλλοιώσεις (Jawale CA et al. 2017; Maipas et al. 2016; Jayaraj R. et al. 2016). 

Τα οργανοφοσφωρικά φυτοφάρμακα, εστέρες φωσφορικού οξέος, είναι κυρίως εντομοκτόνα τα 
οποία προωθήθηκαν ως πιο οικολογική εναλλακτική λύση από τα οργανοχλωρικά και επιδρούν στο 
νευρικό σύστημα, επηρεάζοντας το ένζυμο που ρυθμίζει την ακετυλοχολίνη, ενός νευροδιαβιβαστή. 
Είναι πολύ δηλητηριώδη και δεν είναι συνήθως ανθεκτικά στο περιβάλλον.  Πιθανές σχέσεις έχουν 
βρεθεί μεταξύ των οργανοφοσφορικών φυτοφαρμάκων και των αρνητικών επιπτώσεων στο ανδρικό 
αναπαραγωγικό σύστημα , καθώς και της μειωμένης διάρκειας κύησης και νευρολογικών προβλη-
μάτων που εμφανίζονται στα παιδιά (Jawale CA et al. 2017; Maipas et al. 2016; Jayaraj R. et al. 2016). 

Τα καρβαμιδικά φυτοφάρμακα, τα οποία λειτουργούν με τον ίδιο τρόπο με τα οργανοφοσφω-
ρικά, είναι οργανικές ενώσεις που προέρχονται από το καρβαμικό οξύ (NH2COOH) και έχουν, επίσης, 
συσχετιστεί με τη λειτουργία τους ως ενδοκρινικοί διαταράκτες με πιθανές αναπαραγωγικές διατα-
ραχές, απόπτωσης ή/και νεκρώσεις σε ανθρώπινα κύτταρα το ανοσοποιητικού συστήματος (Jawale 
CA et al. 2017; Maipas et al. 2016; Jayaraj R. et al. 2016). 

Άλλες κατηγορίες φυτοφαρμάκων είναι τα πυρεθροειδή φυτοφάρμακα, τα οποία είναι μία συν-
θετική εκδοχή του φυσικού φυτοφαρμάκου πυρεθρίνη, το οποίο βρίσκεται στα χρυσάνθεμα, τα νε-
ονικοτινοειδή φυτοφάρμακα, τα οποία μοιάζουν χημικά με τη νικοτίνη, οι φαινυλαμίδες, οι οποίες 
παρουσιάζουν ισχυρή αντιμυκητιασική δράση, τα φαινοξυαλκονικά, τα οποία είναι μία ευρέως χρη-
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σιμοποιούμενη οικογένεια ζιζανιοκτόνων, οι τριαζίνες, οι οποίες ανήκουν στην κατηγορία των ζιζα-
νιοκτόνων φυτοφαρμάκων και πολλές ακόμη (Jawale CA et al. 2017; Maipas et al. 2016; Jayaraj R. et 
al. 2016). 

Τα φυτοφάρμακα συμβάλουν στην σημερινή κοινωνία για την κάλυψη των αναγκών του πληθυ-
σμού λόγω του όλου και αυξανόμενου αριθμού του. Εντούτοις, τα φυτοφάρμακα είναι τοξικά τόσο 
για το περιβάλλον, όσο και για τον άνθρωπο. Τα άτομα που επηρεάζονται άμεσα από τα φυτοφάρ-
μακα είναι οι άνθρωποι που εργάζονται σε οργανισμούς παραγωγής φυτοφαρμάκων, χωράφια, θερ-
μοκήπια και οι εξολοθρευτές οικιακών παράσιτων, όπου είναι πιο πιθανό να εκδηλώσουν αναπαρα-
γωγικά σύνδρομα, νευρολογικές και αναπνευστικές διαταραχές, καρκίνο, σακχαρώδη διαβήτη και 
οξειδωτικό στρες(Rani et al. 2021; Maipas et al. 2016). Αναφορικά με το περιβάλλον, τα φυτοφάρ-
μακα μπορούν να μολύνουν το νερό, το χορτάρι, το έδαφος και την χλωρίδα της περιοχής. Δρουν για 
να σκοτώσουν παρασιτοκτόνα, αλλά μπορεί να είναι δηλητηριώδη για άλλα ζώα, όπως πουλιά, ψά-
ρια, επιθυμητά έντομα και βλάστηση που δεν αποτελεί στόχο. Η παραγωγή καινούργιων ασφαλέ-
στερων φυτοφαρμάκων είναι αναγκαία (Rani et al. 2021; Maipas et al. 2016). 
 

1.6.1 Dimento 
Το Dimento είναι ένα τοπικά διασυστηματικό μυκητοκτόνο, το οποίο ανήκει στην ομάδα μορφο-

λινών με προληπτική, θεραπευτική και αντισπορογόνο δράση κατά του περονόσπορου, μύκητα που 
προκαλεί τεράστιες απώλειες στην παραγωγή, κυρίως στις αγγουροκαλιέργειες, παγκοσμίως (L. M. 
Quesada-Ocampo et al. 2012; Ojiambo PS et al. 2010). Απορροφάται ταχύτατα, εντός 1-2 ωρών, από 
το φύλλο και έχει τοπικά διασυστηματική και διελασματική κίνηση, δηλαδή το φυτοφάρμακο προσ-
λαμβάνεται από τα φύλλα και μεταφέρεται στα κοντινότερα μέρη του φυτού από το σημείου ψεκα-
σμού (Simon-Delso et al. 2015). Δρα προκαλώντας τον θάνατο του παθογόνου με την παρεμπόδιση 
της βιοσύνθεσης του κυτταρικού τοιχώματος του και χρησιμοποιείται για την προστασία των αμπε-
λιών και της τομάτας. Το φυτοφάρμακο αυτό είναι τοξικό για τους υδρόβιους οργανισμούς με μα-
κροχρόνιες επιπτώσεις, μπορεί να προκαλέσει αλλεργικές αντιδράσεις και να βλάψει τη γονιμότητα. 
Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το Dimento που διατίθεται στο εμπόριο, σε μορφή συμπυ-
κνωμένου εναιωρήματος από την εταιρεία ADAMA ΕΛΛΑΣ. 

Το Dimento περιέχει μία κύρια δραστική ουσία. Η δραστική ουσία του φυτοφαρμάκου είναι η 
Dimethomorph, η οποία είναι ένα μίγμα από Ε- και Ζ- ισομερή με αναλογία 1:1, από τα οποία μόνο 
τα Ζ- ισομερή έχουν μυκητοκτόνα δράση (Team E.W., Chebi). Η Dimethomorph με μοριακό τύπο 
C21H22ClNO4 , έχει μοριακό βάρος ίσο με 387.9 g/mol, συγκέντρωση 50% w/v, δηλαδή 54 mg/ml, και 
o συντακτικός τύπος της Dimethomorph παρουσιάζεται παρακάτω (National Center for 
Biotechnology Information). Το Dimento περιέχει, επίσης, την ουσία 1,2-Benzisothiazoolin-3-one σε 
συγκέντρωση 0.01-0.03 w/w με μοριακό βάρος 151.19 g/mol , η οποία είναι και υπεύθυνη για την 
εμφάνιση αλλεργικών αντιδράσεων, όπως αναφέρθηκε παραπάνω (National Center for 
Biotechnology Information). Η Dimethomorph έχει κατηγορηθεί για την πρόκληση ενδοκρινικών δια-
ταραχών (Archer, E. et al. 2015). 
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Εικόνα 1-13: Η χημική δομή της Dimethomorph (Πηγή: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Dimethomorph). 

 
H Dimethomorph παρουσιάζει έναν κύριο μεταβολίτη, τον 19-Hydrocydimethomorph (HDMM) 

(Wang et al. 2020). Ο μεταβολίτης αυτός παρήχθη σε ηπατικά μικροσώματα αρουραίων, ποντικιών, 
μικρών χοίρων, σκύλων, κουνελιών, ινδικών χοιριδίων, πιθήκων, βοοειδών και ανθρώπων, με δείγ-
ματα να προέρχονται από την Κίνα και την Αμερική (Wang et al. 2020). 

 

Εικόνα 1-14: Ο μεταβολίτης της Dimethomorph, 19-Hydroxydimethomorph (Πηγή: 
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722006775#s0080 ). 

 
Η Dimethomorph αναγνωρίζεται ως ενδοκρινικός διαταράκτης σύμφωνα με την πληθώρα στοι-

χείων που έχουν βρεθεί. Μελέτη αναφέρει πως η Dimethomorph άσκησε αντιανδρογόνο δράση, 
αφού μείωσε την ανταπόκριση των ανδρογόνων που αναμένονταν από την παρουσία του ανδρογό-
νου διυδροτεστοστερόνης (Archer, E. et al. 2015). Σε μια ακόμη μελέτη, η Επιτροπή Εκτίμησης Κιν-
δύνου του Ευρωπαϊκού Οργανισμού Χημικών Προϊόντων αναφέρθηκε στις δυσμενείς επιδράσεις 
που έχει το φυτοφάρμακο στα ανδρικά αναπαραγωγικά όργανα και διερευνήθηκαν τα αποτελέ-
σματα στο αναπαραγωγικό σύστημα των αρουραίων, στα οποία έγινε δια του στόματος χορήγηση 
του φυτοφαρμάκου, με αποτελέσματα τη μειωμένη διάρκεια εγκυμοσύνης, καθυστερημένη εφη-
βεία στους άρρενες, μειωμένη ανάπτυξη και μείωση της ανωγεννητικής απόστασης, της απόστασης 
μεταξύ του πρωκτού και των γεννητικών οργάνων (Alvarez et al. 2023). Αποδείχθηκε, επίσης, ότι η 
Dimethomorph οδηγεί σε θηλυκοποίηση ή ατελή ανάπτυξη των πρωτογενών και βοηθητικών ανδρι-
κών οργάνων, καθώς και μείωση της αναπαραγωγικής ικανότητας (Choi, J. et al. 2024). Η 
Dimethomorph πληροί τα κριτήρια μη έγκρισης του, όπως ορίζονται στο παράρτημα II σημεία 3.6.5 
και 3.8.2 του κανονισμού (ΕΚ) αριθ. 1107/2009, όπως τροποποιήθηκε από τον κανονισμό (ΕΕ) αριθ. 
2018/605 σχετικά με τη δυνατότητα ενδοκρινικής διαταραχής (Alvarez et al. 2023). 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Dimethomorph
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969722006775#s0080
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1.6.2 Dursban  

To Dursban είναι ένα οργανοφωσφορικό εντομοκτόνο, το οποίο χρησιμοποιείται για την καταπο-
λέμηση των μυζητικών (π.χ. αφίδες) και μασητικών (π.χ. κάμπια) εντόμων, μέσω της εφαρμογής του 
σε όλη την επιφάνεια των φύλλων του φυτού (War, A.R. et al. 2013; Christensen, K. et al. 2009). Είναι 
υδατοδιαλυτό γαλακτωματοποιήσιμο συμπύκνωμα και χρησιμοποιείται για την προστασία των ε-
σπεριδοειδών, πυρηνόκαρπων, λαχανικών υπαίθρου, καθώς και σε βαμβάκι και πατάτες. Στην πα-
ρούσα μελέτη το χρησιμοποιείται το εμπορικά διαθέσιμο φυτοφάρμακο από την εταιρία Dow Agro-
sciences, USA. 

Η δραστική ουσία του φυτοφαρμάκου είναι ο Chlorpyrifos , μοριακού τύπου C9H11Cl3NO3PS, μο-
ριακής μάζας 350.59 g/mol και  συγκέντρωσης 45% w/v, το οποίο αντιστοιχεί σε 450 mg/ml 
(Christensen, K. et al. 2009).  

 

Εικόνα 1-15: Χημική δομή του Chlorpyrifos (Πηγή: https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:34631) 

 
Το Dursban, επίσης, περιέχει και άλλες ουσίες σε συνολική συγκέντρωση 55.47% w/w. Αυτές οι 

ουσίες είναι: 

• Διαλυτική νάφθα (πετρελαίου), ελαφριά αρωματική. 

• 1,2,4-Τριμεθυλοβενζόλιο 

• Βενζολοσουλφονικό οξύ, μονοC11-13-διακλαδισμένα αλκυλικά παράγωγα, άλατα ασβεστίου 

• 1,3,5-Τριμεθυλοβενζόλιο 

• Cumene 

• Βαριά αρωματική νάφθα 

• Υδρογονάνθρακες, C10, αρωματικά, 

• Sulfotepp (O,O,O',O'-Τετρααιθυλοδιθειοδιφωσφορικό) 

• Chlorpyrifos-Methyl 

Ο τρόπος δράσης του Chlorpyrifos είναι μέσω της δράσης του στο νευρικό σύστημα των εντόμων, 
αναστέλλοντας το ένζυμο ακετυλοχολινεστεράση (Ubaid ur Rahman et al. 2021). Ο Chlorpyrifos και 
άλλα οργανοφοσφωρικά φυτοφάρμακα παρεμβαίνουν στην σηματοδότηση από τον νευροδιαβιβα-
στή ακετυλοχολίνη που υπάρχει στις νευρομυϊκές συνδέσεις (Ubaid ur Rahman 2021). Ένας μεταβο-
λίτης του Chlorpyrifos που ονομάζεται Chlorpyrifos -oxon, συνδέεται μόνιμα με το ένζυμο ακετυλο-
χολινεστεράση στη σύναψη και η προκύπτουσα συσσώρευση της ακετυλοχολίνης οδηγεί σε υπερ-
διέγερση των νευρικών κυττάρων, η οποία με τη σειρά της οδηγεί σε νευροτοξικότητα και τελικά 
θάνατο (Ubaid ur Rahman et al. 2021; Christensen, K. et al. 2009; Flaskos, J. 2012). 

Οι άνθρωποι μπορούν να εκτεθούν στον Chlorpyrifos , είτε μέσω της κατανάλωσης φαγητού ή 
νερού, είτε μέσω εισπνοής, είτε μέσω της απορρόφησής του από τον οργανισμό. Ο Chlorpyrifos α-
φού έχει εισέλθει στον ανθρώπινο οργανισμό, μεταβολίζεται από τα ανθρώπινα ηπατοκύτταρα και 

https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:34631
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το ανθρώπινο ήπαρ και σχηματίζονται οι μεταβολίτες 3,5,6-τριχλωρο-2-πυριδινόλη (TCP) και διαι-
θυλοθειοφωσφορικό οξύ (DETP) (Choi et al. 2006). Επίσης, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω σχημα-
τίζεται ο μεταβολίτης Chlorpyrifos -oxon, που είναι ένα από τα πιο τοξικά ενδιάμεσα προϊόντα, αφού 
αναστέλλει την ακετυλοχολινεστεράση (Choi et al. 2006). 

Η χρήση του Chlorpyrifos είχε σοβαρές επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία. Η συσσώρευση του 
Chlorpyrifos πραγματοποιείται κυρίως στο λιπώδη ιστό και συσχετίζεται όλο και περισσότερο με η-
πατική και ανοσολογική διαφοροποίηση, γονοτοξικότητα και εμβρυοτοξικότητα (Ubaid ur Rahman 
et al. 2021). Ακόμη σε μελέτη που πραγματοποιήθηκε αναφέρθηκαν οι επιπτώσεις που έχει η έκθεση 
του Chlorpyrifos στα νεογέννητα, με την ελάττωση του βάρους τους και του μήκους του σώματος 
τους (Whyatt RM et al. 2005), ενώ σε δύο ακόμη μελέτες έγινε σύνδεση των παιδιών που είχαν 
εκτεθεί ως έμβρυα στον Chlorpyrifos με ψυχοκινητικές διαταραχές και γνωστικά ελλείμματα που 
σχετίζονται με τη μαθησιακή ικανότητα, την προσοχή, την μνήμη, και δομικών αλλοιώσεων στον 
εγκέφαλο (Rauh V. et al. 2011; Rauh VA et al. 2012).  

Μελέτες έχουν διεξαχθεί που αναγνωρίζουν τον Chlorpyrifos ως ενδοκρινικό διαταράκτη. Η ανα-
στολή του ενζύμου της ακετυλοχολίνης από τον chlorpyrifos, έχει ως αποτέλεσμα την συγκέντρωση 
της ακετυλοχολίνης στην συναπτική σχισμή, κάτι που σημαίνει αποτυχία μετάφρασης των ορμονι-
κών ρυθμίσεων και κατά συνέπειά εξασθένιση της ενδοκρινικής ομοιόστασης στο σώμα (Ubaid ur 
Rahman et al. 2021). O Chlorpyrifos αναγνωρίστηκε ως ενδοκρινικός διαταράκτης στους ενήλικες, 
αφού παρενέβη στην έκκριση των φυσικών ορμονών, των οιστρογόνων ή/και των ανδρογόνων 
(Ventura et al. 2012). Η ενδοκρινική διαταραχή που προκαλείται από τον Chlorpyrifos μπορεί επίσης 
να συσχετιστεί με φυλοεξαρτώμενες δυσλειτουργίες με επιρροή στην παραγωγή, δράση και τον με-
ταβολισμό των ενδογενών στεροειδών, με αποτέλεσμα την υπερπαραγωγή ή την υποπαραγωγή των 
στεροειδών ορμονών, μεγάλης σημασίας για τον μηχανισμό της σεξουαλικής διαφοροποίησης 
(Evanthia Diamanti-Kandarakis et al. 2009). 

Η απαγόρευση των φυτοφαρμάκων με τη δραστική ουσία Chlorpyrifos πραγματοποιείται στα-
διακά από το 2010 και έπειτα, λόγω των επιπτώσεων που έχει στην ανθρώπινη υγεία. Η Ευρωπαϊκή 
Ένωση και η ΗΠΑ ανέφεραν την απαγόρευση των πωλήσεων φυτοφαρμάκων που περιέχουν την ου-
σία Chlorpyrifos τον Ιανουάριο του 2020 (EFSA 2019) και τον Αύγουστο του 2021 (USEPA 2021) αντί-
στοιχα, αφού είχε δημοσιευτεί άρθρο που κατέληγε στο συμπέρασμα ότι τα κριτήρια για την ανθρώ-
πινη ασφάλεια δεν πληρούνται. Στην δημοσίευση αυτή έκαναν λόγω για την πρόκληση γνωστικών 
και συμπεριφορικών ελλειμάτων μέσω προγεννητικής έκθεσης στη συγκεκριμένη ουσία, λόγω του 
ότι ο Chlorpyrifos είναι μία νευροτοξίνη που επηρεάζει την αναπτυξιακή συμπεριφορά στους αν-
θρώπους. 

1.6.3 Lentemul 
Το Lentemul είναι ένα μεταφυτρωτικό και εκλεκτικό ζιζανιοκτόνο της ομάδας των φαινοξυαλκα-

νοικών (Song, Yaling 2014). Είναι ένα υδατοδιαλυτό υγρό συμπύκνωμα που χρησιμοποιείται για την 
καταπολέμηση πλατύφυλλων ζιζανίων στα χειμερινά σιτηρά (σιτάρι, κριθάρι, σίκαλη, βρόμη), αφού 
τα ανεπιθύμητα φυτά ή αλλιώς ζιζάνια έχουν αναπτυχθεί, στοχεύοντας μόνο εκείνα, και στον χλοο-
τάπητα (John D. Stark et al. 2001; Song, Yaling 2014). Η κύρια δραστική ουσία του είναι το 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), μοριακού βάρους 221.04 g/mol και συγκέντρωσης 60% w/v, (ίση 
με 600 mg/ml) , το οποίο βρίσκεται με την μορφή 2,4-D άλατος διμεθυλαμίνης (2,4-D dimethylamine 
salt), μοριακής μάζας 266.12 g/mol και σε συγκέντρωση 72.24% w/v (ίση 722.4 mg/ml) (National 
Center for Biotechnology Information). Οι βοηθητικές ουσίες βρίσκονται σε συγκέντρωση 
47.9%w/w, άλλα η ταυτότητα τους δεν αναφέρεται στο δελτίο πληροφοριών ή στην βιβλιογραφία. 
Στην παρούσα διπλωματική εργασία χρησιμοποιήθηκε το διαθέσιμο στο εμπόριο Lentemul της εται-
ρείας Nufarm GmbH & Co KG. 
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Εικόνα 1-16: Χημική δομή του 2,4-D (αριστερά) και του2,4-D dimethylamine salt (δεξιά) (Πηγή: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2_4-Dichlorophenoxyacetic-acid &. 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2_4-D-dimethylamine-salt ) 

 
Το 2,4- D είναι μία μιμητική ή συνθετική αυξίνη. Το συγκεκριμένο ζιζανιοκτόνο σκοτώνει το ζιζά-

νιο-στόχο μιμούμενο την αυξίνη, την ορμόνη ανάπτυξης των φυτών, προκαλώντας την ανεξέλεγκτη 
και αποδιοργανωμένη ανάπτυξή τους οδηγώντας τα σε θάνατο (University of Georgia Center for In-
vasive Species and Ecosystem Health 2001; Song, Yaling 2014). Πιστεύεται ότι προκαλεί οξίνιση των 
κυτταρικών τοιχωμάτων, γεγονός που προκαλεί ανεξέλεγκτη επιμήκυνση στα φυτά. Ακόμα και χα-
μηλές συγκεντρώσεις του 2,4-D μπορούν να αναστείλουν την κυτταρική διαίρεση ή να οδηγήσουν 
σε ανεξέλεγκτη κυτταρική διαίρεση και ανάπτυξη, με αποτέλεσμα την καταστροφή των αγγειακών 
ιστών (University of Georgia Center for Invasive Species and Ecosystem Health 2001). Και στις δύο 
περιπτώσεις επέρχεται θάνατος των ζιζανίων εντός τριών ως πέντε εβδομάδων. 

To 2,4-D ζιζανιοκτόνο, είναι ένα πολύ γνωστό φυτοφάρμακο, το οποίο συντέθηκε πρώτη φορά το 
1941 και κυκλοφόρησε στην αγορά των ΗΠΑ το 1950 και έκτοτε παράγεται παγκοσμίως (Garabrant, 
D. H. et al. 2002). Έκτοτε έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες για τη σύνδεση του φυτοφαρμά-
κου με τη νόσο του Hodgkin, τη νόσο του Non-Hodgkin λέμφωμα και το σάρκωμα μαλακών μορίων 
και για την σύνδεση του φυτοφαρμάκου με διαταραχές του ανθρωπίνου οργανισμού μεταξύ αυτών 
και των αναπαραγωγικών διαταραχών (Garabrant, D. H. et al. 2002). 

Πρόσφατες μελέτες έχουν καταδείξει το 2,4-D ως πιθανός ενδοκρινικό διαταράκτη, λόγω της ι-
κανότητας του να παρεμβαίνει στην δράση της ορμόνης του φύλου ή σεξουαλικής ορμόνης 
(Dalsager et al., 2018; Glover et al., 2022; Liang et al., 2022; Liu et al.,2024). Σε μία μελέτη που πραγ-
ματοποιήθηκε στην Δανία με τη συμμετοχή 858 γυναικών, βρέθηκε ότι η έκθεση σε 2,4-D στο δεύ-
τερο και τρίτο τρίμηνο της εγκυμοσύνης είχε ως επίπτωση η ανωγεννητική απόσταση, δηλαδή η 
απόσταση μεταξύ του πρωκτού και των γεννητικών οργάνων, των αγοριών να μικραίνει σε σχέση με 
την ανωγεννητική απόσταση του πρώτου τριμήνου (Dalsager et al., 2018). Σε ένα ακόμη άρθρο βρέ-
θηκε αρνητική συσχέτιση του 2,4-D με χαμηλά επίπεδα τεστοστερόνης στους άντρες και της ολικής 
τεστοστερόνης στις γυναίκες (Glover et al., 2022; Liang et al., 2022), ενώ σε μία ακόμη μελέτη προ-
τάθηκε ότι η έκθεση σε χαμηλό επίπεδο 2,4-D σε αρχικό στάδιο της εγκυμοσύνης μπορεί να επηρε-
άσει την ομοιόσταση της βρεφικής στεροειδούς ορμόνης (Liu et al., 2024). 

 
 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2_4-Dichlorophenoxyacetic-acid
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2_4-D-dimethylamine-salt
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2. ΣΚΟΠΟΣ 
 
Σε συνεργασία με την Καθηγήτρια Μαρία Παπαγιάννη, του τμήματος Διατροφολογίας του Αρι-

στοτέλειου Πανεπιστήμιου Θεσσαλονίκης και τον καθηγητή Γεώργιο Μαστοράκο της Ιατρικής Σχο-
λής του Εθνικού Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών, διεξήχθη μελέτη στο εργαστήριο Μετα-
βολομικής Μηχανικής και Συστημικής Βιολογίας του Ινστιτούτου Τεχνολογίας και Έρευνας στην Πά-
τρα, στην οποία πραγματοποιήθηκαν μεταβολομικές αναλύσεις με σκοπό την πιθανή ανίχνευση φυ-
τοφαρμάκων στον ορό αίματος εγκύων γυναικών που κυοφορούσαν αρσενικά έμβρυα από τη Θεσ-
σαλία, μία περιοχή της Ελλάδος ιδιαίτερα επιβαρυμένης με φυτοφάρμακα.  Σκοπός της μελέτης υ-
πήρξε η διερεύνηση πιθανών ιχνών φυτοφαρμάκων στον οργανισμό τους, η ανίχνευση αλλαγών στο 
μεταβολικό τους προφίλ, καθώς και η συσχέτιση των συγκεκριμένων φυτοφαρμάκων με αναπαρα-
γωγικές διαταραχές στο έμβρυο μελλοντικά.  

Στην παρούσα διπλωματική εργασία παρουσιάζεται η ανάλυση των φυτοφαρμάκων Dimento, 
Durban και Lentemul με δραστικές ουσίες τη Dimethomorph, τον Chlorpyrifos και το 2,4- 
Dichlorophenoxyacetic acid αντίστοιχα. Οι συγκεκριμένες δραστικές ουσίες των φυτοφαρμάκων αυ-
τών έχουν αναγνωριστεί πως λειτουργούν ως ενδοκρινικοί διαταράκτες και έχει αποδειχθεί πως έ-
χουν άμεσες επιπτώσεις στην υγεία του ανθρώπου. Πιο συγκεκριμένα, στόχος της παρούσας διπλω-
ματικής εργασίας είναι η διερεύνηση ύπαρξης των Dimento, Dursban και Lentemul στον ορό αίματος 
των εγκύων γυναικών μέσω της υγρής χρωματογραφίας φασματομετρίας μάζας (LC-MS). Αρχικά α-
ναλύθηκαν, τα τρία εμπορικά φυτοφάρμακα (Dimento, Dursban και Lentemul) με σκοπό την εύρεση 
των χαρακτηριστικών κορυφών των δραστικών ουσιών τους. Με τον τρόπο αυτόν, λάβαμε πλήρη 
πληροφορία για τη συμπεριφορά των φυτοφαρμάκων στις πειραματικές συνθήκες που ακολουθή-
θηκαν στη συνέχεια. 

Στη συνέχεια, τα δείγματα ορού αίματος αναλύθηκαν, σε παρόμοιες πειραματικές συνθήκες με 

τα εμπορικά σκευάσματα των φυτοφαρμάκων, με χρήση της υγρής χρωματογραφίας φασματομε-

τρίας μάζας (LC-MS), και μελετήθηκαν για πιθανή εύρεση των δραστικών ουσιών των φυτοφαρμά-

κων, θραυσμάτων τους, παραγώγων μορίων τους, καθώς και πιθανών μεταβολιτών τους μετά την 

κυκλοφορία τους μέσα στον οργανισμό. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

3.1.1 Υλικά 
Τα εμπορικά σκευάσματα των φυτοφαρμάκων, τα αναλώσιμα και ο εξοπλισμός που χρησιμοποιή-
θηκαν για την ανάλυση των δειγμάτων, ήταν: 
• Lentemul 60 (Nyfarm GmbH & Co KG) 

• Dimento 500 ( ADAMA HELLAS) 

• Dursban 480 (Dow Agroscience, USA) 

• HPLC-grade νερό (Merck) 

• HPLC-grade μεθανόλη (Merck) 

• Νορλευκίνη 1mg/ml (SIGMA) και θεοφυλλίνη 0,1mg/ml (ACROS ORGANICS ) ως εσωτερικά 

πρότυπα 

• Αναδευτήρας Vortex (LabTech, LVM -202) 

• Υδατόλουτρο (Water bath) 

• Φυγόκεντρος ψύξης (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ΗΠΑ) 

• Περιστροφικός εξατμιστήρας υπό κενό (Speed vac) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) 

• FREEDOM Evo, by Tecan (Liquid Handler) 

• Υγρός χρωματογράφος Surveyor LC pump (Thermo Finnigan) 

• Φασματογράφος μαζών παγίδας ιόντων LCQ Advantage (Thermo Finnigan) 

• Χρωματογραφική στήλη Luna C18 Phenomenex 

• Αέριο Άζωτο 99,99% 

• Αέριο Ήλιο 99,99% (Air Liquide Hellas, Αθήνα, Ελλάδα) 

 

3.1.2 Παραλαβή δειγμάτων 
68 δείγματα ορών αίματος εγκύων γυναικών στάλθηκαν στο Εργαστήριο Μεταβολικής Μηχανι-

κής και Συστημικής Βιολογίας προς ανάλυση. Τα δείγματα στάλθηκαν παγωμένα σε cryovials. Μετά 
την παραλαβή τους τα δείγματα αποθηκεύτηκαν σε υπερκαταψύκτη στους -80 oC. 

Τα εμπορικά φυτοφάρμακα, επίσης από την κυρία Παπαγιάννη, στάλθηκαν σε γυάλινα μπουκά-
λια με προστατευτικό περιτύλιγμα και διατηρήθηκαν σε θερμοκρασία περιβάλλοντος μέχρι την ανά-
λυση τους, σύμφωνα με τις εμπορικές οδηγίες.  
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Εικόνα 3-1: Εικόνα των δειγμάτων των ορών αίματος αριστερά και των φυτοφαρμάκων δεξιά. 

 

3.1.3 Ανάλυση φυτοφαρμάκων 
Τα φυτοφάρμακα τα οποία αναλύσαμε είναι το Dimento, Dursban και Lentemul.  
To Dimento, με κύρια δραστική ουσία, την Dimethomorph, κυκλοφορεί σε μορφή υδατοδιαλυτού 

γαλακτώματος με περιεκτικότητα δραστικής ουσίας 50% w/v (500 mg/ml) (πίνακας 3-1). 
Το Lentemul, με δραστική ουσία την 2,4- Dichlorophenoxyacetic acid, υπό μορφή 2,4-D άλατος 

διμεθυλαμίνης, βρίσκεται σε μορφή πυκνού υδατοδιαλυτού διαλύματος, με περιεκτικότητα δραστι-
κής ουσίας 2,4 -D 60% w/v (600 mg/ml) και υπό μορφή άλατος διμεθυλαμίνης 2,4- D (DMA) βρίσκε-
ται σε περιεκτικότητα 72.24 % w/v (722,4 mg/ml) (πίνακας 3-1). 

Τέλος, το Dursban βρίσκεται σε μορφή υδατοδιαλυτoύ γαλακτωματοποιήσιμου συμπυκνώματος 
με δραστική ουσία το Chlorpyrifos και περιεκτικότητα δραστικής 45w/v (450 mg/ml) (πίνακας 3-1). 
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Πίνακας 3-1: Γενικές πληροφορίες όλων των φυτοφαρμάκων. 
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Για την χρωματογραφική ανάλυση των εμπορικών φυτοφαρμάκων και τη κατασκευή προτύπων 
καμπυλών συναρτήσει της συγκέντρωσης, αρχικά συμβουλευτήκαμε την σχετική βιβλιογραφία. Βρί-
σκοντας σχετικές αραιώσεις μέσα στα όρια ανίχνευσης των δραστικών μας ουσιών σε παρόμοιες με 
τις δικές μας πειραματικές συνθήκες, προχωρήσαμε σε διαδοχικές 1/10 αραιώσεις, μέχρι να κατα-
λήξουμε σε διαλύματα της τάξης των 10-7 mg δραστικής/ml, για να παρασκευάσουμε τα πρότυπα 
διαλύματα κάθε φυτοφάρμακου, ως εξής: 
 

Πίνακας 3-2: Διαδοχικές αραιώσεις των αρχικών διαλυμάτων των φυτοφαρμάκων. 
 
 
Δραστική ουσία 

ΠΡΟΤΥΠΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ - ΑΡΑΙΩΣΕΙΣ 

100ul  
εμπορικού 
+900ul HPLC 
H2O 

 
Διαδοχικές αραιώσεις 1/10 

Α, mg/ml B, mg/ml C, mg/ml D, mg/ml E, mg/ml F, mg/ml G, mg/ml H, mg/ml I, mg/ml 

2,4-D 60 6 0,6 0,06 6,00E-03 6,00E-04 6,00E-05 6,00E-06 6,00E-07 

DMA 72,24 7,224 0,7224 0,07224 7,22E-03 7,22E-04 7,22E-05 7,22E-06 7,22E-07 

Dimethomorph 50 5 0,5 0,05 5,00E-03 5,00E-04 5,00E-05 5,00E-06 5,00E-07 

Chlorpyrifos 45 4,5 0,45 0,045 4,50E-03 4,50E-04 4,50E-05 4,50E-06 4,50E-07 

 

3.1.3.1 Διαδικασία ανάλυσης 
Σε κάθε πρότυπο διάλυμα που παρασκευάσαμε προστέθηκαν HPLC-grade μεθανόλη, αλλά και 

νορλευκίνη/θεοφυλλίνη ως εσωτερικά πρότυπα σε αναλογία 1:2, ακριβώς όπως θα κάναμε μετέ-
πειτα για τα δείγματα αίματος κατά τη διαδικασία εκχύλισης των μεταβολιτών τους, σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο του εργαστηρίου (Papadimitropoulos et al, 2018). Τα δείγματα στη συνέχεια μεταφέρ-
θηκαν σε υδατόλουτρο στους 70 oC, για 15-20 λεπτά, αφού η υψηλή θερμοκρασία βοηθάει στη εκ-
χύλιση. Τα δείγματα βγήκαν από το υδατόλουτρο και προστέθηκε ίσος όγκος νερού HPLC-grade, όσο 
η μεθανόλη HPLC-grade που τους προσθέσαμε στην αρχή. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στις 
10,000 rpm, στους 4 oC, για 10 λεπτά (η χαμηλή θερμοκρασία βοηθάει στην καταβύθιση ανεπιθύμη-
των πρωτεϊνών). Τα υπερκείμενα στη συνέχεια, μεταφέρθηκαν με προσοχή σε καινούργια γυάλινα 
φιαλίδια και τοποθετήθηκαν στον περιστροφικό εξατμιστήρα υπό κενό (Speed vac), όπου αφαιρέ-
θηκε όλη η υγρή φάση και στη συνέχεια φυλάχτηκαν στο ψυγείο στους 4 oC μέχρι την ανάλυση τους. 

Για την ανάλυση τους τα ξηρά δείγματα επαναδιαλυτοποιήθηκαν με HPLC-grade MeOH / H2O σε 
αναλογία 9:1 (v/v), αναλογία που χρησιμοποιείται βάσει πρωτοκόλλου του εργαστηρίου Μεταβολο-
μικής Μηχανικής και Συστημικής Βιολογίας, και αναδεύτηκαν ήπια με vortex, για αρκετή ώρα, πριν 
από την ανάλυση LC-MS. Οι τελικές συγκεντρώσεις στα επαναδιαλυμένα δείγματα του 2,4-D ή DMA, 
της Dimethomorph και του Chlorpyrifos παρουσιάζονται στον πίνακα 3-3 παρακάτω. 
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Πίνακας 3-3: Τελικές συγκεντρώσεις των πρότυπων διαλυμάτων προς ανάλυση. 
 
 

ΔΡΑΣΤΙΚΗ 
ΟΥΣΙΑ 

ΕΚΧΥΛΙΣΕΙΣ 

 
 Τελικές συγκεντρώσεις: 

a, mg/ml b, mg/ml c, mg/ml d, mg/ml e, mg/ml f, mg/ml g, mg/ml h, mg/ml i, mg/ml 

2,4-D 
  

9 0,9 0,09 0,009 0,0009 9,00E-05 9,00E-06 9E-07 9E-08 

DMA 10,836 1,0836 0,10836 0,010836 1,08E-03 1,08E-04 1,08E-05 1,08E-06 1,08E-07 

Dimethomorph 7,5 0,75 0,075 0,0075 7,50E-04 7,50E-05 7,5E-06 7,5E-07 7,5E-08 

Chlorpyrifos 6,75 0,675 0,0675 0,00675 6,75E-04 6,75E-05 6,75E-06 6,75E-07 6,75E-08 

 
 
 

3.1.4 Εκχύλιση ορών αίματος 
Από τα 68 δείγματα ορών αίματος εγκύων γυναικών, εκχυλίστηκαν 4 τυχαία δείγματα ορού αίματος. 
Τα δείγματα αυτά ήταν με κωδικοί ονομασία το 4Α, 16Α, 17Α και 21Α, εκ των οποίων τα 17Α και 21Α 
εκχυλίστηκαν και μεταγενέστερα με τη βοήθεια του liquid handler, πέρα από την τυπική διαδικασία. 
Για την εύρεση των αποτελεσμάτων, μαζί με τους ορούς αίματος των εγκύων γυναικών αναλύθηκαν 
και νερό HPLC-grade και νερό HPLC-grade μαζί με τα εσωτερικά πρότυπα. 
 

3.1.4.1 Διαδικασία εκχύλισης 
Μία μέρα πριν από την έναρξη της εκχύλισης τα δείγματα ορού αίματος 4Α, 16Α, 17Α και 21Α 

αφέθηκαν κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 4 oC για να πραγματοποιηθεί ήπια απόψυξη. Σε κάθε 
δείγμα ορού αίματος προστέθηκαν ice-cold HPLC-grade μεθανόλη, ως διαλύτης εκχύλισης, και νορ-
λευκίνη/θεοφυλλίνη ως εσωτερικά πρότυπα. Ακολούθησε ήπια ανάδευση και τα δείγματα επωά-
στηκαν σε υδατόλουτρο στους 70 oC για 15-20 λεπτά. Στη συνέχεια τα δείγματα βγήκαν από το υδα-
τόλουτρο και στο κάθε δείγμα προστέθηκε ίδιος προς μεθανόλη όγκος HPLC-grade νερού. Μετά από 
ήπια ανάμιξη, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στους 4 oC, στα 10,000 rpm, για 10 λεπτά. Παρατηρή-
θηκε μεγάλη ποσότητα ιζήματος μετά την πρώτη φυγοκέντρηση (πρωτεΐνες αίματος) και τα δείγ-
ματα φυγοκεντρήθηκαν ξανά για την ανάκτηση ενός καθαρού υπερκείμενου διαλύματος. Ο ρόλος 
της φυγοκέντρησης στη διαδικασία της εκχύλισης είναι ο διαχωρισμός του υγρού υπερκειμένου από 
μεγαλομοριακά και στερεά σωματίδια που περιέχονται μέσα στα δείγματα, που είναι ανεπιθύμητα 
(παραδείγματος χάριν πρωτεΐνες) λόγω της φύσης της ανάλυσης, αλλά και για να αποφευχθεί η α-
πόφραξη της στήλης στο σύστημα της υγρής χρωματογραφίας. Με αυτό τον τρόπο προστατεύουμε 
τον ευαίσθητο εξοπλισμό LC και εξασφαλίζουμε ένα πιο καθαρό και ομοιογενές δείγμα και αξιόπι-
στα αποτελέσματα. Τέλος, τα υπερκείμενα μεταφέρθηκαν στον συμπυκνωτή κενού, προκειμένου να 
αφαιρεθεί όλη η υγρή φάση του δείγματος. Με την αφαίρεση της υγρής φάσης, οι μεταβολίτες είναι 
πιο σταθεροί και μπορούν να αποθηκευτούν για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα χωρίς αποικοδό-
μηση. Τα στεγνά διαλύματα αποθηκεύτηκαν στους  4oC  έως την ημέρα της ανάλυσης τους.  Η ίδια 
διαδικασία ακολουθήθηκε και για δείγματα HPLC-grade νερού ως δείγματα αναφοράς. 

Οι εκχυλίσεις των δειγμάτων ορού αίματος 17Α και 21Α πραγματοποιήθηκαν επίσης μέσω του 
liquid handler, με στόχο τη σύγκρισή τους με αυτά της προηγούμενης διαδικασίας. Ο liquid handler 
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είναι ένα εργαστηριακό όργανο που χρησιμοποιείται για τον αυτοματοποιημένο χειρισμό υγρών  και 
προσφέρει υψηλή ακρίβεια και ακρίβεια στον χειρισμό υγρών, διασφαλίζοντας επαναληψιμότητα 
σε εργασίες όπως η ανάμιξη με πιπέτα, η ανάμειξη αντιδραστηρίων και η μεταφορά δείγματος 
(Torres-Acosta et al., 2022). Η προσθήκη της μεθανόλης, της νορλευκίνης και της θεοφυλλίνης  πριν 
το υδατόλουτρο στα δείγματα, καθώς και η προσθήκη HPLC-grade νερού έγινε αυτόματα με τον 
liquid handler, χωρίς να εμπεριέχεται ανθρώπινος παράγοντας. Η διαδικασία εκχύλισης ήταν ακρι-
βώς η ίδια και οι ποσότητες των κάθε ουσιών οι ίδιες με την τυπική διαδικασία της εκχύλισης. 

Για την ανάλυση τους τα ξηρά εκχυλίσματα ενυδατώθηκαν με HPLC-grade MeOH / H2O σε ανα-
λογία 9:1 (v/v) και αναδεύτηκαν με vortex πολύ καλά πριν από την ανάλυση LC-MS. 
  

3.1.5 Ανάκτηση του μεταβολικού προφίλ 
Η παρούσα μελέτη εστιάζει στη στοχευμένη μεταβολομική ανάλυση δειγμάτων ορού αίματος 

εγκύων γυναικών για την εύρεση των φυτοφαρμάκων στο μεταβολικό τους προφίλ και των ποσοτή-
των τους στο αίμα.  

Τα δείγματα αναλύθηκαν με LC-MS και ο χρωματογραφικός διαχωρισμός πραγματοποιήθηκε με 
βάση την πολικότητα του κάθε μορίου. Τα  πιο πολικά μόρια εκλύονται πρώτα και τα λιγότερο πολικά 
και μη- πολικά μόρια είναι εκείνα που εκλύονται μεταγενέστερα. Ο τύπος της χρωματογραφίας που 
χρησιμοποιήθηκε είναι η Υγρή Χρωματογραφία Αντίστροφης Φάσης, ο ιονισμός του δείγματος πραγ-
ματοποιήθηκε μέσω της τεχνικής ηλεκτροψεκασμού και ο τύπος αναλυτή μάζας προς φορτίο που 
χρησιμοποιήθηκε είναι η τρισδιάστατη παγίδα ιόντων. Η κινητή φάση περιλάμβανε τους ακόλου-
θους διαλύτες: 

A. HPLC-grade H2O με 0,1% v/v φορμικό  οξύ 

B. HPLC-grade MeOH με 0,1% v/v φορμικό  οξύ  

Η ποσότητα που εισήχθη στον υγρό χρωματογράφο ήταν 20uL από κάθε επαναδιαλυτοποιημένο 
δείγμα και ο ρυθμός ροής των διαλυτών ρυθμίστηκε στα 0.5 ml/min. Η φασματομετρία μάζας λει-
τουργούσε σε θετικό ιονισμό με ηλεκτροψεκασμό (ESI+) με τάση +4.5 kV και η είσοδος των ιόντων 
στο φασματόμετρο ήταν μέσω τριχοειδούς σωλήνα σε θερμοκρασία 350 oC. Η παγίδα ιόντων λει-
τουργούσε σε καταγραφή πλήρους σάρωσης ιόντων με θετικό φορτίο και λόγο μάζας/φορτίου (m/z) 
από 50 έως 800. Ο χρόνος εκτέλεσης της διαδικασίας αυτής ρυθμίστηκε στα 50 min. Κάθε δείγμα 
μετρήθηκε εις τριπλούν. 

 
 

3.1.6 Ταυτοποίηση κορυφών 
Η ταυτοποίηση των κορυφών των μεταβολιτών πραγματοποιήθηκε με βάση την βιβλιοθήκη κο-

ρυφών του εργαστηρίου Μεταβολομικής Μηχανικής και Συστημικής Βιολογίας (MESBL) (Maga-
Nteve and Klapa, 2016- Papadimitropoulos et al., 2018), καθώς και της εμπορικής βιβλιοθήκης κορυ-
φών NIST. Η ανάλυση των προφίλ επιτεύχθηκε με τη χρήση του λογισμικού Thermo Scientific™ 
Xcalibur™ Software (v1.3). Η συνολική περιοχή κορυφής κάθε μεταβολίτη εκτιμήθηκε από το άθροι-
σμα όλων των κορυφών που αντιστοιχούν στον εν λόγω μεταβολίτη (τα εμβαδά κορυφών των μη-
τρικών ιόντων, των παραγώγων τους με ιόντα (adducts), όπως Na+ παρόντα στο σύστημα, και των 
θραυσμάτων τους).  

Με αυτή τη μέθοδο ελέγχονται αυτόματα όλα τα χρωματογραφήματα και καταγράφεται το με-
ταβολικό προφίλ από κάθε χρωματογράφημα, ώστε να προκύψει ένας τελικός πίνακας που περιέχει 
τους μεταβολίτες με τις αντίστοιχες επιφάνειες κορυφής για κάθε δείγμα. 
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3.1.7 Κανονικοποίηση και Φιλτράρισμα 

Η κανονικοποίηση των μεταβολικών δεδομένων είναι αναγκαία ώστε να εξαχθούν αποτελέσματα 
τα οποία είναι συγκρίσιμα μεταξύ τους και να διορθωθούν πιθανά σφάλματα κατά την προετοιμασία 
των δειγμάτων και την αναλυτική διαδικασία.  Τα εμβαδά των ταυτοποιημένων κορυφών κανονικο-
ποιήθηκαν σε σχέση με τα εμβαδά των κορυφών της νορλευκίνης (Relative Peak Areas, RPA). 

Κορυφές με μεγάλη διακύμανση μεταξύ των τεχνικών επαναλήψεων ή οι μη ποσοτικοποιήσιμοι 
μεταβολίτες (κορυφές με μηδενικές ή μη αξιόπιστες χαμηλές τιμές, στο όριο ανίχνευσης της μεθό-
δου) εξαιρούνται από την ανάλυση. Κατόπιν, τα προφίλ αυτά χρησιμοποιούνται για την εξαγωγή 
βιολογικά σχετικών συμπερασμάτων στην ανάλυση δεδομένων και οι διαφορές μεταξύ αυτών μπο-
ρούν να αποδοθούν μόνο στην εκάστοτε υπό μελέτη περίπτωση. 

 
  



ΠΑΝΑΓΙΩΤΑ ΣΑΚΚΑ 

41 
 

4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1 ΑΝΑΚΤΗΣΗ ΜΕΤΑΒΟΛΙΚΩΝ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΩΝ 

 Έπειτα από τις αναλύσεις των φυτοφαρμάκων Dimento, Dursban και Lentemul και τις εκχυλίσεις 
στα δείγματα ορού αίματος 4Α, 16Α, 17Α και 21Α, πραγματοποιήθηκε η ανάκτηση των προφίλ των 
δειγμάτων με τη μέθοδο Υγρής Χρωματογραφίας- Φασματομετρίας μάζας (LC-MS). Τα αποτελέ-
σματα της μεθόδου ήταν τα χρωματογραφήματα όλων των δειγμάτων. 

4.1.1 Υγρή Χρωματογραφία- Φασματομετρία Μάζας για την Νορλευκίνη και τη Θεοφυλ-
λίνη 

Στην συγκεκριμένη διπλωματική εργασία έχουμε προσθέσει δύο εσωτερικά πρότυπα στα δείγ-
ματα μας, τη νορλευκίνη και τη θεοφυλλίνη. Τα εσωτερικά πρότυπα νορλευκίνη και θεοφυλλίνη τα 
προσθέσαμε για την ανάλυση των δειγμάτων στην τεχνική υγρής χρωματογραφίας-φασματομετρίας 
μάζας (LC-MS). Η νορλευκίνη έχει μοριακή μάζα 131.17 g/mol και μοριακό τύπο C6H13NO2 και η θε-
οφυλλίνη έχει μοριακή μάζα 180.16 g/mol και μοριακό τύπο C7H8N4O2 (PubChem). Mε βάση την ε-
σωτερική βιβλιοθήκη κορυφών του εργαστηρίου Μεταβολομικής Μηχανικής και Συστημικής Βιολο-
γίας αναμένουμε η νορλευκίνη να δώσει κορυφή m/z 132.1 σε χρόνο κατακράτησης 7.31 min και η 
θεοφυλλίνη αναμένουμε να δώσει κορυφή m/z 181.2 σε χρόνο κατακράτησης 22.15 min. 

 
 

 

 

(a) 

 

 
 
 
 
(b) 
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(c) 

 
Εικόνα 4-1: Το χρωματογράφημα των εσωτερικών προτύπων (α), το φάσμα μάζας της νορλευκίνης (b), και το φάσμα 

μάζας της θεοφυλλίνης (c). 

4.1.2 Πρότυπες καμπύλες φυτοφαρμάκων 
Η πρότυπη καμπύλη είναι ένα μοντέλο παλινδρόμησης που χρησιμοποιείται για να προβλέψει 

τις άγνωστες συγκεντρώσεις των αναλυόμενων ουσιών-στόχων με βάση την απόκριση του οργάνου 
στα γνωστά πρότυπα (Moosavi SM et al. 2018). Το γνωστό πρότυπο που χρησιμοποιήθηκε στην συ-
γκεκριμένη διπλωματική εργασία είναι το εσωτερικό πρότυπο νορλευκίνη. 

 Σε ποσοτικούς προσδιορισμούς που έχουν να κάνουν με την αναλυτική τεχνική φασματομετρίας 
μάζας (MS) χρησιμοποιείται η γραμμική παλινδρόμηση ελάχιστων τετραγώνων, για την δημιουργία 
των πρότυπων καμπυλών, της περιοχής κορυφής της αναλυόμενης ουσίας προς την περιοχή κορυ-
φής του εσωτερικού προτύπου και των αναμενόμενων συγκεντρώσεων των αναλυόμενων ουσιών 
(Grant et al., 2017). Η γραμμική παλινδρόμηση ελάχιστων τετραγώνων χρησιμοποιείται για την εύ-
ρεση της καλύτερης προσαρμοσμένης γραμμής για το σύνολο των δεδομένων που έχουμε (Lipu et 
al., 2018).  

Ο κύριος σκοπός της δημιουργίας των πρότυπων καμπυλών ήταν ο ποσοτικός προσδιορισμός των 
φυτοφαρμάκων στο αίμα. Για την δημιουργία των πρότυπων καμπυλών χρειάστηκε να επιλέξουμε 
τα εύρη των συγκεντρώσεων των φυτοφαρμάκων που θα αναλύαμε, ώστε να μπορέσουμε να 
βρούμε τα όριο ανίχνευσης (Limit of Detection, LOD) και ποσοτικού προσδιορισμού (Limit of Identi-
fication, LOQ) των φυτοφαρμάκων στο αίμα και τη γραμμική εξίσωση y(x) που περιέχει τις σχετικές 
περιοχές κορυφής (ανεξάρτητες μεταβλητές (y)) συναρτήσει της συγκέντρωσης των φυτοφαρμάκων 
(εξαρτημένη μεταβλητή(x)). 

 

4.1.3 Υγρή Χρωματογραφία- Φασματομετρία Μάζας για το Dimento 
Το φυτοφάρμακο Dimento περιέχει τη δραστική ουσία Dimethomorph με μοριακό βάρος 387.9 

mg/ml, η οποία είναι σε αρχική συγκέντρωση 500 mg/ml στο εμπορικό σκεύασμα. Με διαδοχικές 
αραιώσεις της τάξης του 1/10, λάβαμε εύρος συγκεντρώσεων από 5·10-7 έως 50 mg/ml. Και μέσω 
της διαδικασίας της εκχύλισης και την προσθήκη της HPLC-grade μεθανόλη/νερού και των εσωτερι-
κών προτύπων τα καινούργια εύρη των συγκεντρώσεων της δραστικής ουσίας Dimethomorph κυ-
μαίνονταν από 7.5·10-8 έως 7.5 mg/ml.  

 

4.1.3.1 Επιλογή εύρους συγκεντρώσεων  
Σε μία έρευνα που πραγματοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της Dimethomorph από σκεύασμα 

φυτοφαρμάκου με την αναλυτική τεχνική υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης, με χρήση κι-
νητής φάσης ακετονιτριλίου και νερού σε αναλογία 80:20, επιλέχθηκε εύρος συγκεντρώσεων για 
πρότυπη καμπύλη 12.5-400 ug/ml (0.0125-0.4 mg/ml) και το όριο ανίχνευσης της Dimethomorph 
βρέθηκε σε συγκέντρωση 9.22 ug/ml (Khan, G. et al, 2019). Σύμφωνα με αυτά τα δεδομένα η επιλογή 
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του εύρους συγκέντρωσης για την ανάλυση του Dimento και τη δημιουργία των πρότυπων καμπυ-
λών είναι 7.5-750 ug/ml. Επίσης, αξίζει να σημειωθεί ότι  γνωρίζοντας τις πληροφορίες του άρθρου 
αυτού πραγματοποιήθηκαν οι αραιώσεις του Dimento μέχρι την τιμή συγκέντρωσης του Dimetho-
morph 5·10-7 mg/ml (0.0005 ug/ml) και μετά την εκχύλιση 7.5·10-8 mg/ml (0.000075 ug/ml). 

 

4.1.3.2 Ανάκτηση μεταβολικών δεδομένων  
Από την ανάλυση της Dimethomorph προέκυψαν δύο κορυφές «μητρικού ιόντος» (m/z 388.2), 

που προέκυψαν από τα δύο ισομερή αυτής της ένωσης (Ε- και Ζ- ισομερή), η μία κορυφή βρίσκεται 
στα 32.71 min και η δεύτερη κορυφή βρίσκεται στα 34.20 min. Μία χαμηλότερης έντασης κορυφή 
m/z 301.1, η οποία μπορεί να αντιστοιχεί σε θραύσμα της Dimethomorph, το οποίο προκύπτει από 
την απώλεια ενός ουδέτερου θραύσματος των 87 Da (C5H9O) από το μητρικό ιόν, παρατηρήθηκε και 
στους δύο προαναφερθέντες χρόνους κατακράτησης. Η απώλεια αυτή θα μπορούσε να οφείλεται 
σε διάσπαση γύρω από τον εστερικό ή αιθερικό δεσμό, εντός της δομής της Dimethomorph, με α-
ποτέλεσμα ένα σταθερό θραύσμα. Επιπλέον, δεν ανιχνεύθηκε καμία κορυφή που να μπορεί να απο-
δοθεί στην ουσία 1,2-Benzisothiazoolin-3-one (αδρανής ένωση), που περιείχε το εμπορικό σκεύα-
σμα του φυτοφαρμάκου. Ένα m/z 165 που είχε αναφερθεί προηγουμένως στη βιβλιογραφία, το ο-
ποίο αντιστοιχεί σε ένα σταθερό αρωματικό θραύσμα, όπως ένας υποκατεστημένος φαινυλικός δα-
κτύλιος, δεν παρατηρήθηκε στην περίπτωσή μας, γεγονός που υποδηλώνει ότι πιθανότατα δεν έ-
λαβε χώρα διάσπαση αρωματικού δακτυλίου στις Χρωματογραφικές μας συνθήκες (Walorczyk, 
2013). 

Το διάλυμα a με συγκέντρωση δραστικής ουσίας 7,500 ug/ml δεν αναλύθηκε, δεδομένου ότι εί-
ναι πολύ συμπυκνωμένο και πιθανότατα δεν χρειάζεται για το προφίλ των κορυφών ή για την ανί-
χνευσή μικρών ποσοτήτων φυτοφαρμάκου στο ορό αίματος. 

 

Πίνακας 4-1: Το προφίλ των κορυφών του Dimento (όπως βρέθηκε στο διάλυμα b, το οποίο έχει την υψηλότερη συγκέ-
ντρωση του πρότυπου διαλύματος που αναλύθηκε). 

Peak ID RT m/z Intensity (a.u) Possible Compound Notes 

Dimento_P1_388a 32.7 388.2 397,349,674 Dimethomorph Parent com-
pound [M+H]+ 

Main Peak 

Dimento_P2_301a 32.7 301.1 49,100,218 Loss of C5H9O (87 Da) from di-
methomorph 

Loss of C5H9O (87 Da) 

Dimento_P3_388b 34.25 388.2 292,923,207 Dimethomorph Parent com-
pound [M+H]+ 

Main Peak 

Dimento_P4_301b 34.25 301.1 41,833,998 Loss of C5H9O (87 Da) from di-
methomorph 

Loss of C5H9O (87 Da) 

Norleucine 7.31 132.1 44,288,978 Internal Standard 
 

Theofylline 22.15 181.20 10,456,504 Internal Standard  
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Διάλυμα f 

(0.075 

ug/ml) 

 

Διάλυμα e 

(0.75 ug/ml) 

 

Διάλυμα d 

(7.5 ug/ml) 

 

Διάλυμα c 

(75 ug/ml) 

 

Διάλυμα b 

(750 ug/ml) 

 

Εικόνα 4-2: Τα χρωματογραφήματα των πρότυπων διαλυμάτων του Dimento. 
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4.1.3.3 Πρότυπες Καμπύλες και γραμμικότητα 
Για την δημιουργία των πρότυπων καμπυλών των κύριων κορυφών (Dimento P1, Dimento P3), το 

σύνολο των δεδομένων που ελήφθη κανονικοποιήθηκε ως προς το εσωτερικό πρότυπο Νορλευκίνη 
και οι σχετικές περιοχές κορυφής (RPAs) συναρτήσει των συγκεντρώσεων, καθώς και οι πίνακες των 
δεδομένων απεικονίζονται παρακάτω (πίνακες  4.2-4.3). 

Πίνακας 4-2: Τα εμβαδά κορυφής των κορυφών Dimento P1, Dimento P2 και της Norleukine για τις διάφορες συγκεντρώσεις 
των πρότυπων διαλυμάτων. 

Peak ID RT m/z Dimento_b 
intensity (a.u) 

Dimento_c 
Intensity (a.u) 

Dimento_d 
Intensity (a.u) 

Dimento_e 
Intensity (a.u) 

Dimento_f 
Intensity (a.u) 

Dimento P1 32.7 388.2 397,349,674 382,899 59,211,365 5,937,481 3,876,344 

Dimento P3 34.25 388.2 292,923,207 92,097,636 19,067,441 2,091,151 3,569,591 

Norleucine 7.31 132.1 44,288,978 46,382,899 50,963,987 50,185,545 55,620,020 

 
Η εξίσωση που χρησιμοποιήθηκε για την κανονικοποίηση: 
 

𝑅𝑃𝐴𝑠 =
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 (𝐷𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑃1 𝑜𝑟 𝐷𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑃2 )

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 𝑁𝑜𝑟𝑙𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛𝑒
 

Εξίσωση 4.1 

 
Με χρήση της εξίσωσης αυτής τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο παρακάτω πίνακα (πίνακας 
4.3): 

Πίνακας 4-3: Οι σχετικές περιοχές κορυφής των διάφορων συγκεντρώσεων των πρότυπων διαλυμάτων. 
RPAs 

Peak ID Dimento_b 
750 ug/ml 

Dimento_c 
75 ug/ml 

Dimento_d 
7.5 ug/ml 

Dimento_e 
0.75 ug/ml 

Dimento_f 
0.075 ug/ml 

D 
imento_P1 

8.972 0.008 1.162 0.118 0.070 

Dimento_P3 6.614 1.986 0.374 0.042 0.064 

Norleucine 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

 
Γραμμικά διαγράμματα ελήφθησαν για το m/z 388.2 για τα εύρη συγκεντρώσεων από 7.5-750 

ug/ml ( οι συγκεντρώσεις αυτές αναφέρονται στα ανασυσταθέντα πρότυπα διαλύματα) για τους δύο 
διαφορετικούς χρόνους κατακράτησης, 32.7 min και 34.25 min. Οι καμπύλες αυτές ήταν γραμμικές 
για τη συγκεκριμένη περιοχή, ενώ σε μικρότερες συγκεντρώσεις από 7.5 ug/ml δεν παρατηρήθηκαν 
κορυφές του μητρικού ιόντος (Διαγράμματα 4.1-4.4). 
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Διάγραμμα 4-1: Διάγραμμα σχετικών περιοχών κορυφών των Dimento 
P1 συναρτήσει των συγκεντρώσεων των προτύπων διαλυμάτων. 

 

 

Διάγραμμα 4-2: Πρότυπη καμπύλη του Dimento P1 συναρτήσει των συ-
γκεντρώσεων των προτύπων διαλυμάτων στη γραμμική περιοχή. 

 
 

 

 

Διάγραμμα 4-3: :Διάγραμμα σχετικών περιοχών κορυφών του Dimento 
P3 συναρτήσει των συγκεντρώσεων των προτύπων διαλυμάτων. 

 

Διάγραμμα 4-4: Πρότυπη καμπύλη του Dimento P3 συναρτήσει των 
συγκεντρώσεων των προτύπων διαλυμάτων στη γραμμική περιοχή. 

 

4.1.3.4 Όριο ανίχνευσης (Limit Of Detection-LOD) και όριο ποσοτικού προσδιορισμού (Limit of 
Quantitation-LOQ). 

Η χαμηλότερη μετρούμενη συγκέντρωση ελήφθη ως όριο ποσοτικού προσδιορισμού(LOQ) και 
όριο ανίχνευσης (LOD) και διαπιστώθηκε ότι ήταν 7.5 ug/ml για τη Dimethomorph. 

4.1.3.5 Carryover 
Μετά το δείγμα υψηλότερης συγκέντρωσης που αναλύθηκε (750 ug/ml για τη Dimethomorph), 

τα τυφλά δείγματα (HPLC-grade MeOH / HPLC-grade Η2O 9/1 v/v) αναλύθηκαν. Στα τυφλά δείγματα 
δεν παρατηρήθηκαν κορυφές, γεγονός που υποδηλώνει ότι δεν υπάρχει σημαντική επίδραση μετα-
φοράς της Dimethomorph (carry-over effect). 
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4.1.4 Υγρή Χρωματογραφία- Φασματομετρία Μάζας για το Dursban 

Το φυτοφάρμακο Dursban περιέχει τη δραστική ουσία Chlorpyrifos, η οποία βρίσκεται σε αρχική 
συγκέντρωση 450 mg/ml στο εμπορικό σκεύασμα. Με διαδοχικές αραιώσεις της τάξης του 1/10, 
λάβαμε εύρος συγκεντρώσεων από 4.5·10-7 έως 45 mg/ml. Μέσω της διαδικασίας εκχύλισης και την 
προσθήκη της HPLC-grade μεθανόλη/νερού και των εσωτερικών προτύπων τα καινούργια εύρη των 
συγκεντρώσεων της δραστικής ουσίας Chlorpyrifos κυμαίνονταν 6.75·10-8 έως 6.75 mg/ml. 

 

4.1.4.1 Επιλογή εύρους συγκεντρώσεων  
Βρέθηκαν πέντε συνολικά έρευνες, μέσω των οποίων αποφασίστηκε το εύρος των συγκεντρώ-

σεων της δραστικής ουσίας Chlorpyrifos για την ανάλυση του Dursban. Η πρώτη έρευνα αφορούσε 
την ανάλυση εγκληματολογικών σπλαχνικών δειγμάτων και σωματικών υγρών μέσω την αναλυτικής 
τεχνικής υγρής χρωματογραφίας φασματομετρίας μάζας (LC-MS), με χρήση κινητής φάσης μεθανό-
λης, στην οποία επιλέχθηκε εύρος συγκέντρωσης για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης 0.001-
0.1 ug/ml και τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης βρέθηκαν σε συγκέντρωση 0.005 ug/ml και 
0.010 ug/ml αντίστοιχα (Tabasum et al., 2022). Στη δεύτερη έρευνα , η οποία αφορούσε της ανάλυση 
δειγμάτων ήπατος βούβαλου μέσω της αναλυτικής τεχνικής υγρής χρωματογραφίας υψηλής από-
δοσης (HPLC), με χρήση κινητής φάσης ακετονιτριλίου, δημιουργήθηκε πρότυπη καμπύλη με εύρος 
συγκέντρωσης 0.03-12 ug/ml (Kumar, P et al., 2011). Η τρίτη έρευνα αφορούσε την ανάλυση δειγ-
μάτων από το έδαφος μιας φυτείας φοινικέλαιου με χρήση της αναλυτικής τεχνικής αέριας χρωμα-
τογραφίας (GC), με κινητή φάση το n-εξάνιο, στην οποία επιλέχθηκε εύρος συγκέντρωσης 0.005-
0.12 ug/ml για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης και βρέθηκε όριο ανίχνευσης 0.005 ug/ml 
(Halimah et al., 2012). Η τέταρτη έρευνα αφορούσε την ανάλυση δειγμάτων σε πλαγκτόν, όπου έ-
χουν αναπτυχθεί σε περιβάλλον πλούσιο με θρεπτικά  συστατικά, με τη χρήση της αναλυτικής τεχνι-
κής αέριας χρωματογραφίας και χρήση εξανίου ως κινητή φάση όπου για τη δημιουργία της πρότυ-
πης καμπύλης επιλέχθηκε το εύρος συγκέντρωσης 0.0025-0.1 ug/ml (Van Wijngaarden RP et al., 
2005). Τέλος, στην πέμπτη έρευνα πραγματοποιήθηκε ανάλυση σε κύτταρα και μέσα καλλιέργειας 
με την αναλυτική τεχνική της υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (LCMS), με χρήση ακετονι-
τριλίου ως κινητή φάση και για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης χρησιμοποιήθηκε εύρος συ-
γκεντρώσεων 0.05-5 ug/ml και το όριο ποσοτικοποίησης του Chlorpyrifos στο αίμα βρέθηκε ίσο με 
1 ng/ml (Yang, Xiangkun et al., 2017). 

Βάσει όλων των παραπάνω πληροφοριών το εύρος συγκεντρώσεων που επιλέχθηκε για την πα-
ρούσα διπλωματική για την ανάλυση του Chlorpyrifos και την δημιουργία των πρότυπων καμπυλών  
είναι 0.0000675 – 0.675 mg/ml (0.0675-675 ug/ml). Επίσης λόγω των παραπάνω πληροφοριών των 
προαναφερθέντων άρθρων αποφασίστηκε να πραγματοποιηθούν αραιώσεις του Dursban μέχρι η 
τιμή της συγκέντρωσης του Chlorpyrifos να ισούται με 4.5·10-7 mg/ml (0.00045 ug/ml) και μετά την 
εκχύλιση να ισούται με 6.75·10-8 mg/ml (0.0000675 ug/ml). 

 

4.1.4.2 Ανάκτηση μεταβολικών δεδομένων 
Το φυτοφάρμακο Dursban έχει ως δραστική ουσία τον Chlorpyrifos με μοριακό βάρος 350.59 

g/mol και μοριακού τύπο C9H11Cl3NO3PS. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, οι ακόλουθες κορυφές είναι 
χαρακτηριστικές στα δείγματα ανθρώπινου αίματος μετά την έκθεση τους στον Chlorpyrifos (Tang J 
et al. 2001).  
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Πίνακας 4-4: Οι ενώσεις που είναι πιθανές να υπάρχουν στον ανθρώπινο οργανισμό, μετά την έκθεση του στον Chlorpyrifos 
. 

Πιθανή ένωση Τύπος m/z Notes 

Chlorpyrifos [M+H]+ Molecular Ion [M+H]+ 350 
 

 
3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) moiety 199 

 

 
Ομάδα αιθυίου(C2H5) 314 

 

 
Θραύσμα πυριδινόλης 125 

 

Μεταβολίτες 
   

3,5,6-Trichloro-2-

pyridinol (TCP) 

Molecular Ion [M+H]+  198 
 

θραύσμα 160 Απώλεια HCl 

θραύσμα 125 Απώλεια CO 

Chlorpyrifos-oxon Molecular Ion [M+H]+  336 
 

θραύσμα 181 θραύσμα Oxon 

θραύσμα 125 θραύσμα πυριδινόλης 

Diethylthiophosphoric 

Acid (DETP 

Molecular Ion [M+H]+  171 στο ανθρώπινο σώμα, 

μετά την έκθεση στον 

chlorpyrifos 

θραύσμα 153 απώλεια νερού 

Diethylphosphoric Acid 

(DEP) (στο ανθρώπινο 

σώμα) 

Molecular Ion [M+H]+  153 στο ανθρώπινο σώμα, 

μετά την έκθεση στον 

Chlorpyrifos  

θραύσμα 135 απώλεια νερού 

Adducts (Προσθήκες) 
   

Na+  
  

+22 Da 

K+ 
  

+38 Da 

  

Οι αναμενόμενες κορυφές δεν παρατηρήθηκαν ακόμη και στο πρότυπο διάλυμα υψηλότερης συ-
γκέντρωσης. Παρατηρήθηκαν όμως κορυφές οι οποίες αν και δεν είναι αναγνωρίσιμες, υπάρχουν 
λόγω του Chlorpyrifos (πίνακας 4.5). 

Πίνακας 4-5: Προφίλ κορυφών του Dursban (όπως βρέθηκε στο διάλυμα b, το πρότυπο διάλυμα με την υψηλότερη συγκέ-
ντρωση που χρησιμοποιήθηκε. 

Peak ID RT m/z Intensity (a.u) Possible Compound 

Dursban P1 22.91 668.90 200,613 Not identified 

Dursban P2 23.05 327.00 574,663 Not identified 
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Dursban P3 23.05 344.00 560,334 Not identified 

Dursban P4 23.05 349.30 419,896 Not identified 

Dursban P5 23.60 690.00 297,001 Not identified 

Dursban P6  24.02 437.30 1,202,708 Not identified 

Dursban P7 24.15 622.20 290,545 Not identified 

Dursban P8 24.70 503.10 2,148,315 Not identified 

Dursban P9 24.70 525.40 2,107,455 Not identified 

Dursban P10  25.00 219.20 3,363,494 Not identified 

Dursban P11 25.00 264.00 2,271,413 Not identified 

Dursban P12 25.00 547.30 1,906,401 Not identified 

Dursban P13 25.00 564.20 1,880,762 Not identified 

Dursban P14 25.00 569.40 2,171,961 Not identified 

Dursban P15 25.51 576.40 7,108,327 Not identified 

Dursban P16 25.51 635.20 1,430,329 Not identified 

Dursban P17 25.51 652.40 1,723,331 Not identified 

Dursban P18 25.51 657.40 1,213,708 Not identified 

Dursban P19 25.95 598.40 11,823,893 Not identified 

Dursban P20 25.77 620.70 15,843,470 Not identified 

Dursban P21 25.86 642.70 19,838,525 Not identified 

Dursban P22 25.98 664.70 22,638,443 Not identified 

Dursban P23 26.12 686.70 21,444,615 Not identified 

Dursban P24 26.25 708.60 18,569,904 Not identified 

Dursban P25 26.35 730.60 16,154,311 Not identified 

Dursban P26 26.42 752.60 12,138,266 Not identified 

Dursban P27 26.52 774.70 10,571,184 Not identified 

Dursban P28  26.92 538.60 2,997,344 Not identified 

Dursban P29 27.02 560.60 2,994,257 Not identified 

Dursban P30 27.02 678.50 820,146 Not identified 

Dursban P31 27.15 582.50 2,996,926 Not identified 
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Dursban P32 27.23 604.60 2,617,582 Not identified 

Dursban P33 27.97 641.10 3,674,443 Not identified 

Dursban P34 28.06 670.40 2,783,573 Not identified 

Dursban P35 28.06 705.40 945,149 Not identified 

Dursban P36 28.27 757.50 1,718,550 Not identified 

Dursban P37 28.54 783.00 1,055,241 Not identified 

Norleucine 7.31 132.10 40,756,526 Internal Standard 

Theofylline 22.15 181.20 37,688,398 Internal Standard 

 

Διάλυμα f 

(0.0675 ug/ml) 

 

Διάλυμα e 

(0.675 ug/ml) 

 

Διάλυμα d 

(6.75 ug/ml) 
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Διάλυμα c 

(67.5 ug/ml) 

 

Διάλυμα b 

(675 ug/ml) 

 

Εικόνα 4-3: Τα χρωματογραφήματα των ανασυσταθέντων πρότυπων διαλυμάτων του Dursban. 

 

Το διάλυμα a συγκέντρωσης 6750 ug/ml δεν αναλύθηκε αφού είναι πολύ συμπυκνωμένο και πι-
θανότατα δεν απαιτείται για τη δημιουργία του προφίλ κορυφών ή για την ανίχνευση μικρών ποσο-
τήτων φυτοφαρμάκων στο αίμα. Επιπλέον η ομάδα των πολλαπλών κορυφών μεταξύ 39-46 λεπτών 
και η κορυφή στα 2.16 λεπτά είναι χαρακτηριστικές για το μείγμα των διαλυτών μας. 

 

4.1.4.3 Carryover 
Μετά το δείγμα υψηλότερης συγκέντρωσης που αναλύθηκε (675 ug/ml για τον Chlorpyrifos), τα 

τυφλά δείγματα (MeOH ποιότητας HPLC/ Η2O ποιότητας HPLC 9/1 v/v) αναλύθηκαν. Στα τυφλά δείγ-
ματα δεν παρατηρήθηκαν κοινές κορυφές, γεγονός που υποδηλώνει ότι δεν υπάρχει σημαντική επί-
δραση μεταφοράς του Chlorpyrifos (carry-over effect). 

 

4.1.5 Υγρή Χρωματογραφία- Φασματομετρία Μάζας για το Lentemul 
Το φυτοφάρμακο Lentemul περιέχει τη δραστική ουσία 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 

με μοριακή μάζα 221.04 g/mol, υπό τη μορφή 2,4- D άλατος διμεθυλαμίνης (DMA) με μοριακή μάζα 
266.12 g/mol. Η 2,4-D βρίσκεται σε αρχική συγκέντρωση 600 mg/ml ή αλλιώς υπό μορφή άλατος 
διμεθυλαμίνης βρίσκεται σε αρχική συγκέντρωση 722.4 mg/ml στο εμπορικό σκεύασμα. Με διαδο-
χικές αραιώσεις της τάξης του 1/10, λάβαμε εύρος συγκεντρώσεων του 2,4-D από 6·10-7 έως 60 
mg/ml ή εύρος συγκεντρώσεων του DMA από 7.22·10-7 έως 72.24 mg/ml. Μέσω της διαδικασίας της 
εκχύλισης και της προσθήκη της HPLC-grade μεθανόλη/νερού και των εσωτερικών προτύπων τα και-
νούργια εύρη των συγκεντρώσεων για τη δραστική ουσία 2,4-D κυμαίνονταν από 9·10-8 έως 9 mg/ml 
ή τα καινούργια  εύρη συγκεντρώσεων του DMA κυμαίνονταν από 1.08·10-8 έως 10.836 mg/ml. 

 
 

4.1.5.1 Επιλογή εύρους συγκεντρώσεων για τη χρωματογραφική ανάλυση 
Βρέθηκαν συνολικά τρεις έρευνες, μέσω των οποίων αποφασίστηκε το εύρος των συγκεντρώ-

σεων της δραστικής ουσίας 2.4-D για την ανάλυση του Lentemul και τη δημιουργία των πρότυπων 
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καμπυλών. Η πρώτη έρευνα αφορούσε την ανάλυση δειγμάτων ορού αίματος γυναικείων και αρσε-
νικών αρουραίων, μέσω της αναλυτικής τεχνικής υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC), 
με χρήση ακετονιτριλίου ως κινητής φάσης, στην οποία το εύρος των συγκεντρώσεων για τη δη-
μιουργία των πρότυπων καμπυλών κυμαινόταν από 0.1 έως 400 ug/ml και το όριο ανίχνευσης της 
δραστικής ουσίας ήταν 0.3 ug/ml (Chen, Xiao et al., 2018). Στη δεύτερη έρευνα πραγματοποιείται 
ανάλυση δειγμάτων νερού μέσω της αναλυτικής τεχνικής υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης 
(HPLC) με χρήση ακετονιτριλίου ως κινητή φάση, στην οποία χρησιμοποιήθηκε εύρος συγκεντρώ-
σεων που κυμαινόταν από 0.00001 έως 0.05 ug/ml και τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης 
ήταν 0.000004 ug/ml και 0.00001 ug/ml αντίστοιχα (Orooji et al., 2021). Τέλος, η τελευταία έρευνα 
αφορούσε την ανάλυση δειγμάτων χώματος από το έδαφος μέσω της μεθόδου υγρής χρωματογρα-
φίας υψηλής απόδοσης (HPLC), με χρήση ακετονιτριλίου ως κινητή φάση στην οποία το εύρος των 
συγκεντρώσεων για τη δημιουργία των πρότυπων καμπυλών κυμαινόταν από 0.002 έως 0.1 ug/ml 
(Hay et al., 2000). 

Με βάση όλες τις παραπάνω πληροφορίες το εύρος των συγκεντρώσεων του 2,4-D που επιλέ-
χθηκε για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης στη συγκεκριμένη διπλωματική εργασία είναι 
0.00009 – 0.9 mg/ml (0.09-900 ug/ml). Αξίζει επιπλέον να σημειωθεί ότι οι αραιώσεις του Lentemul 
πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με τις παραπάνω πληροφορίες μέχρι η τιμή της συγκέντρωσης του 
2,4-D να ισούται με 6·10-7 mg/ml (0.0006 ug/ml) και μετά την εκχύλιση να ισούται με 9·10-8 mg/ml 
(0.00009 ug/ml). 

 

4.1.5.2 Ανάκτηση μεταβολικών δεδομένων  
Δύο μικρές κορυφές παρατηρήθηκαν στα διαλύματα υψηλότερης συγκέντρωσης διάλυμα b (900 

ug/ml) και διάλυμα c (90 ug/ml)): μια κορυφή  m/z 576.8 σε χρόνο κατακράτησης 30.19 min και μία 
κορυφή m/z 248 σε χρόνο κατακράτησης 31.40 min. Η κορυφή σε χρόνο κατακράτησης 30.19 min 
μπορεί να αποδοθεί στο μητρικό ιόν [M+H]+ του 2,4-D. Καμία κορυφή δεν παρατηρήθηκε που να 
αντιστοιχεί στο μητρικό ιόν [M+H]+ του DMA (m/z 267). Το εμβαδόν της κορυφής του μητρικού ιό-
ντος [M+H]+ του 2,4-D είναι άγνωστο, διότι υπήρχε πρόβλημα με το λογισμικό. Αν και υπήρχε πρό-
βλημα με το λογισμικό, η κορυφή παρατηρήθηκε. 

 

Πίνακας 4-6: Το προφίλ των κορυφών του Lentemul (όπως βρέθηκε στο διάλυμα b, το πρότυπο διάλυμα με την υψηλότερη 
συγκέντρωση του 2,4-D). 

Peak ID RT m/z Intensity (a.u.) Possible compound Notes 

Lentemul P1 30.19 576.80 1,110,957 Not identified 
 

Lentemul P2 31.90 222.90 N/A 2,4-D   Main peak [M+H]+ 

Lentemul P3 31.40 248.0 2,607,720 Not identified 
 

Norleucine 7.31 132.1 49,197,718 Internal Standard 
 

Theofylline 22.15 181.20 48,818,127 Internal Standard  
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Διάλυμα f 

(0.09 ug/ml) 

 

Διάλυμα e 

(0.9 ug/ml) 

 

Διάλυμα d    

(9 ug/ml) 

 

Διάλυμα c   

(90 ug/ml) 

 

Διάλυμα b 

(900 ug/ml) 

 

Εικόνα 4-4: Τα χρωματογραφήματα των ανασυσταθέντων πρότυπων διαλυμάτων του Lentemul. 

 

Η ομάδα υψηλών κορυφών μεταξύ 39-46 λεπτών και η κορυφή στα 2.16 λεπτά είναι χαρακτηρι-
στικές για το μείγμα των διαλυτών μας. 
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4.1.5.3 Carryover 
Μετά το δείγμα υψηλότερης συγκέντρωσης που αναλύθηκε (900 ug/ml για το 2.4-D), τα τυφλά 

δείγματα (MeOH ποιότητας HPLC/ Η2O ποιότητας HPLC 9/1 v/v) αναλύθηκαν. Στα τυφλά δείγματα 
δεν παρατηρήθηκαν P1 κορυφές του Lentemul, γεγονός που υποδηλώνει ότι δεν υπάρχει σημαντική 
επίδραση μεταφοράς του 2,4-D (carry-over effect). 

4.1.6 Ανίχνευση φυτοφαρμάκων Vertimec και Switch 
Σε παράλληλη έρευνα που πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Μεταβολομικής Μηχανικής και 

Συστημικής Βιολογίας βρέθηκαν επίσης τα φυτοφάρμακα Vertimec και Switch στο ορό αίματος ε-
γκύων γυναικών. Τα φυτοφάρμακα που αναλύθηκαν συνολικά ήταν 7. Το Dimento, το Dursban και 
το Lentemul (για τα οποία έχει πραγματοποιηθεί εκτενής ανάλυση στην παρούσα διπλωματική) και 
τα φυτοφάρμακα Decis με δραστική ουσία την Deltamethrin, Sivanto με δραστική ουσία το Flupyrafi-
durone, το Switch με δραστικές ουσίες το cyprodinil και fludioxonil και το Vertimec με δραστική ου-
σία την Abamectin (στη διπλωματική εργασία της κας. Τσιούνη).  

Το Switch που χρησιμοποιήθηκε στην παράλληλη έρευνα είναι το εμπορικά διαθέσιμο Switch 
(Syngenta Hellas), με τη μορφή υδατοδιαλυτών κόκκων. Αποτελείται από Cyprodinil 37.5 %w/w, 
C14H15N3, με μοριακή μάζα 225.29 g/mol και Fludioxonil 25 %w/w C12H6F2N2O2, με μοριακή μάζα 
248.04 g/mol. Το Switch περιέχει επίσης προϊόντα αντίδρασης ναφθαλίνης, 1-3 %w/w και άλλες α-
δρανείς ενώσεις 35.8 %w/w. 

To Vertimec που χρησιμοποιήθηκε ήταν αυτό που διατίθεται στην αγορά (Syngenta Hellas). Το 
.Vertimec είναι ένα υδατοδιαλυτό γαλακτωματοποιήσιμο συμπύκνωμα (EC). Αποτελείται από 
.Abamectin 1,8% w/v, μοριακής μάζας 1732.10 g/ml,το οποίο είναι μείγμα 80% αβερμεκτίνης B1a,  
με μοριακή μάζα 875.52 g/mol και 20% αβερμεκτίνης B1b με μοριακή μάζα 858.48 g/mol. Το 
Vertimec περιέχει επίσης κυκλοεξανόλη, 50-70 %w/w (MW 100,158 g/mol), 2,6-δι-τερτ-βουτυλο-p-
κρεσόλη, 1-2, %w/w (MW 276.5 g/mol) και άλλες (αδρανείς) ουσίες, 97,96 %w/w. 
 
Παρακάτω παρουσιάζονται τα προφίλ κορυφών του Switch και του Vertimec μέσω της ανάλυσης του 
με υγρή χρωματογραφίας φασματομετρίας μάζας για εύρος συγκέντρωσης για το Switch 0.075-750 
ug/ml (Cyprodinil ) και 0.049- 490 ug/ml (Fludioxonil) και εύρος συγκέντρωσης για το Vertimec 
0.00270- 270 ug/ml (Abamectin) 
 

Πίνακας 4-7: Προφίλ κορυφών του Switch (όπως βρέθηκε στο διάλυμα b, το πρότυπο διάλυμα υψηλότερης συγκέντρωσης) 

Peak Numebr Retention 
Time 

m/z Intensity (a.u.) Possible Compound Notes 

Switch_P1 33.85 226.3 246,553,257  Cyprodinil Main peak [M+H]+ 

Switch_P2 34.08 241.1 23,433,420 Not identified 
 

Switch_P3 34.08 258.7 45,895,954 Not identified 
 

Switch_P4  
 

2.4  

498.6 11,677,384 Not identified 
 

Switch_P5 566.6  8,708,300 Not identified 
 

Switch_P6 634.5 10,062,494 Not identified 
 

Switch_P7 702.8 19,715,452 Not identified 
 

Switch_P8 770.6 22,636,279 Not identified 
 

Norleucine 7.31 132.1 45,895,954 Internal Standard 
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Πίνακας 4-8: Προφίλ κορυφών του Vertimec (όπως βρέθηκε στο διάλυμα b, το πρότυπο διάλυμα υψηλότερης συγκέντρω-
σης) 

Peak Number Retention Time m/z Intensity (a.u) Possible Compound 

Vertimec_P1 23.57 371.1 1,350,792 Not identified 

Vertimec_P2 23.57 393.3 2,323,600 Not identified 

Vertimec_P3 23.99 415.2 2,584,142 Not identified 

Vertimec_P4 23.99 437.3 4,058,194 Not identified 

Vertimec_P5 24.36 459.2 5,241,374 Not identified 

Vertimec_P6 24.36 481.3 6,866,643 Not identified 

Vertimec_P7 24.68 503.4 9,731,926 Not identified 

Vertimec_P8 24.68 525.4 10,409,654 Not identified 

Vertimec_P10 24.96 547.5 14,021,562 Not identified 

Vertimec_P9 24.96 569.4 16,675,699 Not identified 

Vertimec_P11 25.23 591.4 21,646,709 Not identified 

Vertimec_P12 25.23 613.4 17,863,628 Not identified 

Vertimec_P13 25.47 635.5 28,456,623 Inert compound 

Vertimec_P14 25.47 657.5 20,947,071 Inert compound adduct 

Vertimec_P15 25.47 652.6 24,106,954 Inert compound adduct 

Vertimec_P16 25.68 679.5 23,999,193 Inert compound adduct 

Vertimec_P17 25.68 696.7 26,597,144 Inert compound adduct 

Vertimec_P18 25.68 701.6 21,431,324 Not identified 

Vertimec_P19 25.85 723.6 15,192,852 Not identified 

Vertimec_P20 25.85 740.5 21,128,229 Not identified 

Vertimec_P21 25.85 745.6 17,633,515 Not identified 

Vertimec_P22 26.04 767.5 8,450,028 Not identified 

Vertimec_P23 26.04 784.5 16,780,125 Not identified 

Vertimec_P24 26.04 789.6 14,087,459 Not identified 

Vertimec_P25 26.27 509.6 21,117,858 Not identified 

Vertimec_P26 26.4 450.5 13,857,254 Not identified 

Vertimec_P27 26.4 531.5 29,219,961 Not identified 

Vertimec_P28 26.51 472.7 21,765,316 Not identified 

Vertimec_P29 26.51 553.6 43,393,464 Avermectin B1b fragment 
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Vertimec_P30 26.63 575.6 54,666,998 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P31 26.74 597.7 68,138,452 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P32 26.85 619.7 78,452,897 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 91,381,381 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P34 27.01 663.5 74,448,246 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P35 27.01 685.9 76,796,965 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P36 27.18 707.7 52,598,934 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P37 27.24 729.6 36,422,193 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P38 27.34 751.6 27,828,681 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P39 27.41 773.6 18,787,650 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P40 27.45 795.8 8,911,604 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P41 27.6 567.6 6,736,588 Avermectin B1a fragment 

Vertimec_P42 27.66 589.5 2,684,948 Vertimec_P41 Na+ adduct 

Vertimec_P43 27.66 665.9 6,830,370 Not identified 

Vertimec_P44 27.66 680.3 6,523,355 Not identified 

Vertimec_P45 27.72 695.2 5,612,276 Not identified 

Vertimec_P46 27.75 611.6 3,940,296 Vertimec_P41 Na+ adduct 

Vertimec_P47 27.83 622.6 2,392,774 Not identified 

Vertimec_P48 27.83 633.9 2,395,671 Vertimec_P41 Na+ adduct 

Vertimec_P49 27.83 724.6 3,026,095 Not identified 

 
 

 

4.1.7 Όρια Ανίχνευσης των φυτοφαρμάκων (Limit of Detection-L0D) 

Βάσει των αναλύσεων των 7 φυτοφαρμάκων μέσω της συγκεκριμένης διπλωματικής και της πα-
ράλληλης έρευνας που πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Μεταβολομικής Μηχανικής και Συστη-
μικής Βιολογίας, βρέθηκαν τα κατώτερα όρια ανίχνευσης της κάθε δραστικής ουσίας του κάθε φυ-
τοφαρμάκου, μέσω την αναλυτικής τεχνικής υγρής χρωματογραφίας-φασματομετρίας μάζας (LC-
MS) (πίνακας 4.9). 

 



ΠΑΝΑΓΙΩΤΑ ΣΑΚΚΑ 

57 
 

Πίνακας 4-9: Τα όρια ανίχνευσης των δραστικών ουσιών των φυτοφαρμάκων. 

Φυτοφάρμακα  Δραστική ουσία Όριο ανίχνευσης (LOD) 

Dursban Chlorpyrifos 67.5 ug/ml 

Dimento Dimethomorph 7.5 ug/ml 

Lentemul 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), υπό τη 
μορφή  2,4-D άλατος διμεθυλαμίνης  

90 ug/ml 

Vertimec Abamectin ( 80% avermectin B1a και 20% avermectin 
B1b) 

0.54 ug/ml 

Switch Cyprodinil και Fludioxonil 7.5 ug/ml  (Cyprodinil) 

Sivanto Flupyradifurone 3·10-7 ug/ml 

Decis Deltamethrin 37.5 ug/ml 

 
 

4.1.8 Υγρή Χρωματογραφία- Φασματομετρία Μάζας για το Αίμα 
Ο ορός αίματος εγκύων γυναικών αναλύθηκε με τη τεχνική υγρής χρωματογραφίας φασματομε-

τρίας μάζας με σκοπό την ανίχνευση των φυτοφαρμάκων Dimento, Dursban και Lentemul. Στο αίμα 
δύο κορυφές παρόμοιες με τις κορυφές P10 και P11 του Dursban ανιχνεύθηκαν σε όλα τα δείγματα, 
εκτός από το δείγμα 16Α. Οι κοινές κορυφές μεταξύ των διαλυτών που χρησιμοποιήσαμε και των 
δειγμάτων αίματος δεν λήφθηκαν υπόψιν, καθώς και πρόσθετες κορυφές στο αίμα που δεν αποδί-
δονταν στην παρουσία των φυτοφαρμάκων (θεωρούμαι ότι είναι κορυφές από ουσίες που υπάρχουν 
στο ίδιο το αίμα). 

Επίσης βρέθηκαν οι κορυφές Vertimec (P32, P33 και P34) και οι κορυφή Switch P7, σε όλα τα 
δείγματα ορού αίματος των εγκύων γυναικών. 

 

Πίνακας 4-10: Οι κορυφές του φυτοφαρμάκου Dursban στα δείγματα των ορών αίματος. 

Sample Peak ID Retention Time 
(min) 

m/z Mean Intensity (a.u.) Type 

4A Dursban P10 25.00 219.20 4,953,729 ± 268,861 Not Identified 

Dursban P11 25.00 264.00 1,787,582 ± 442,744 Not Identified 

17A Dursban P10 25.00 219.20 2,504,179 ± 369,958 Not Identified 

Dursban P11 25.00 264.00 1,543,433 ± 267,857 Not Identified 

21A Dursban P10 25.00 219.20 5,131,103 ± 46,422 Not Identified 

Dursban P11 25.00 264.00 3,164,636 ± 248,489 Not Identified 

17A Liquid 
Hadler 

Dursban P10 25.00 219.20 1,668,201 ± 201,578 Not Identified 

Dursban P11 25.00 264.00 1,081,302 ± 87,038 Not Identified 

21A Liquid 
Handler 

Dursban P10 25.00 219.20 1,698,446 ± 594,073 Not Identified 

Dursban P11 25.00 264.00 1,290,760 ± 336,336 Not Identified 

ALL Norleucine 7.31 131.2 23,773,272 ± 1,029 Internal Standard 

 
 

Οι κορυφές Dursban P10 και Dursban P11 που ελήφθησαν από κάθε δείγμα κανονικοποιήθηκαν 
ως προς το εσωτερικό πρότυπο νορλευκίνη, μέσω της εξίσωσης: 
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𝑅𝑃𝐴 =
 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 (Dursban P10 𝑜𝑟 Dursban P11  )

 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 𝑁𝑜𝑟𝑙𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛𝑒
 

Εξίσωση 4.2 

 
Από τα αποτελέσματα των σχετικών περιοχών κορυφής (RPAs) βγήκε ένας μέσος όρος των σχετι-

κών περιοχών κορυφής και η τυπική απόκλιση τους(Standard Deviation, STD) (πίνακας 4.11). 
 

Πίνακας 4-11: Οι μέσες σχετικές περιοχές κορυφών, των κορυφών P10 και P11 του Dursban. 

Sample Peak ID Mean Relative Peak Area (RPA) on Nor 

4A Dursban P10 0.210 ± 0.024 

Dursban P11 0.077 ± 0.023 

17A Dursban P10 0.062 ± 0.001 

Dursban P11 0.038 ± 0.002 

21A Dursban P10 0.163 ± 0.005 

Dursban P11 0.100  ± 0.004 

17A Liquid Hadler Dursban P10 0.037 ± 0.008 

Dursban P11 0.024 ± 0.001 

21A Liquid Handler Dursban P10 0.044 ± 0.018 

Dursban P11 0.034 ± 0.010 

Norleucine  1.000 

 
 
 
Συνοπτικά οι κορυφές των φυτοφαρμάκων Vertimec και Switch που βρέθηκαν σε όλα τα δείγματα ( 

4Α, 16Α, 17Α και 21A, 17Α_liquid handler και 21Α_liquid handler ), οι μέσες περιοχές των κορυφών 

και οι μέσες σχετικές περιοχές των κορυφών βάσει της νορλευκίνης (πίνακας 4.12). 

 

Πίνακας 4-12: Τα αποτελέσματα της ανάλυσης όλων των δειγμάτων, για την εύρεση των κορυφών του Switch και Vertimec. 

Sample 

ID 

Peak ID RT m/z Mean Intensity Mean Relative 

Peak Areas 

Type 

 

 

 

 4A 

Vertimec_P32 26.85 619.7 2320434 ± 265962 0,097 ± 0.005 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 9086856 ±  1933864 0,389 ± 0.105 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P34 27.01 663.5 594956 ± 22670 0,025 ± 0.002 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Switch_ P7 2.4 702.8 1059950 ± 7545 0,045 ± 0.003 Not identified, probably oligomer or 

Cyprodinil / Fludioxonil derivative 

 

 

Vertimec_P32 26.85 619.7 609867 ± 38125 0,024 ± 0.001 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 1571939 ± 199186 0,087 ± 0.004 Vertimec_P29 Na+ adduct 
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16A 

Vertimec_P34 27.01 663.5 191619 ± 18770 0,013 ± 0.001 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Switch_ P7 2.4 702.8 3220293 ± 169669 0,047 ± 0.005 Not identified, probably oligomer or 

Cyprodinil / Fludioxonil derivative 

 

 

 

17A 

Vertimec_P32 26.85 619.7 8343901  ± 94246 0,021 ± 0.012 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 4076622 ± 62945 0,103 ± 0.000 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P34 27.01 663.5 540956 ± 58017 0,014 ± 0.012 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Switch_ P7 2.4 702.8 1891094 ± 211754 0,049 ± 0.000 Not identified, probably oligomer or 

Cyprodinil / Fludioxonil derivative 

 

 

21A 

Vertimec_P32 26.85 619.7 276842 ± 36424 0,009 ± 0.001 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 1798400 ± 382761 0,058 ± 0.014 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P34 27.01 663.5 210738 ± 20794 0,007 ± 0.001 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Switch_ P7 2.4 702.8 2057968 ± 232,313 0,066 ± 0.010 Not identified, probably oligomer or 

Cyprodinil / Fludioxonil derivative 

 

 

17A 

Liquid 

Handler 

Vertimec_P32 26.85 619.7 903616 ± 131184 0,020 ± 0.002 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 5358899 ± 747355 0,119 ± 0.015 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P34 27.01 663.5 704329 ± 112031 0,016 ± 0.004  Vertimec_P29 Na+ adduct 

Switch_ P7 2.4 702.8 24808010 ± 1118237 0,0542 ± 0.018 Not identified, probably oligomer or 

Cyprodinil / Fludioxonil derivative 

 

 

21A 

Liquid 

Handler 

Vertimec_P32 26.85 619.7 402693 ± 40178 0,011 ± 0.001 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P33 26.94 641.7 2259812 ± 92741 0,059 ± 0.003 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Vertimec_P34 27.01 663.5 416099 ± 23419 0,011 ± 0.001 Vertimec_P29 Na+ adduct 

Switch_ P7 2.4 702.8 2064232 ± 274356 0,054 ± 0.007 Not identified, probably oligomer or 

Cyprodinil / Fludioxonil derivative 

ALL Norleucine   7.31 131.2 23,773,271.67 ± 

1,028.58 

 1.000 ± 0.000 Internal Standard 

 

 
 
 
 
 
 



ΕΙΣΑΓΑΓΕΤΕ ΤΙΤΛΟ 

60 
 

Plain Solvent Chromatograph 

 
 

Dursban (675 ug/ml, solution b) 

 
 

Vertimec (270 ug/ml, solution “b”) 

 
Switch (7.5x103 ug/ml in Cyprodinil and 4.9 x103 in Fludioxonil, solution “b”) 
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4A Sample 

 
 

17A Sample 

 
 
 

21A Sample 

 
 

16A Sample 
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17A Liquid Handler Sample 

 
 

21A Liquid Handler Sample 

 
Εικόνα 4-5: Τα χρωματογραφήματα των δειγμάτων αίματος, σε σύγκριση με το χρωματογράφημα του διαλύτη και του 

φυτοφαρμάκου Dursban. 

  



ΠΑΝΑΓΙΩΤΑ ΣΑΚΚΑ 

63 
 

5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Η παρούσα διπλωματική εργασία διερευνά την έκθεση των εγκύων γυναικών σε φυτοφάρμακα, 

μέσω της μεταβολομικής ανάλυσης του ορού αίματος των εγκύων γυναικών με χρήση υγρής χρω-
ματογραφίας φασματομετρίας μάζας. Πιο συγκεκριμένα, η παρούσα διπλωματική μελέτα τα φυτο-
φάρμακα Dimento, Dursban και Lentemul ως ενδοκρινικούς διαταράκτες, δηλαδή εξωγενείς χημικές 
ουσίες, οι οποίες διαταράσσουν την ομαλή λειτουργία του ενδοκρινικού συστήματος των ανθρώ-
πων, και πως τα συγκεκριμένα φυτοφάρμακα μπορούν να διαταράσσουν τη φυσιολογία του. 

Η κάθε έκθεση στην οποία ένα άτομο έχει υποβληθεί από τη στιγμή της σύλληψης του μέχρι τη 
στιγμή του θανάτου του είναι το εκθέτωμα. Το εκθέτωμα προσπαθεί να συλλάβει το εύρος των εκ-
θέσεων του ανθρώπου σε συνθετικές χημικές ουσίες, όπως είναι τα φυτοφάρμακα και αποτελεί ένα 
μέσω συστηματικής και αναγνωστικής προσέγγισης του αυξανόμενου αριθμού των χημικών ουσιών 
που μολύνουν το περιβάλλον, με εφαρμογές κυρίως στον τομέα των επιστημών υγείας. Ως συνέχεια 
της συγκεκριμένης έρευνας, μπορεί να συσχετιστεί ο τρόπος ζωής, η εργασία και το περιβάλλον των 
γυναικών, μέσω των ανώνυμων ερωτηματολογίων που έχουν συμπληρωθεί, με κωδική ονομασία, 
τον κωδικό Sample ID, για την περαιτέρω επεξήγηση των αποτελεσμάτων. Μεγάλης σημασίας είναι 
η άμεση έκθεση των εγκύων γυναικών ή των συζύγων τους σε φυτοφάρμακα, καθώς όπως έχει ήδη 
αναφερθεί η έκθεση των εγκύων γυναικών κατά την περίοδο της εγκυμοσύνης σε φυτοφάρμακα 
μπορεί να έχει άμεσες επιπτώσεις στο έμβρυο και η έκθεση των αντρών σε φυτοφάρμακα πριν την 
σύλληψη του εμβρύου μπορεί να έχει άμεσες επιπτώσεις στην ποιότητα του σπέρματος τους και 
κατά επέκταση στην διαδικασία ανάπτυξης του εμβρύου. 

Όσον αφορά στο πειραματικό κομμάτι οι αναλύσεις των φυτοφαρμάκων πραγματοποιήθηκαν 
βάσει του πρωτοκόλλου του εργαστηρίου της Μεταβολομικής Μηχανικής και Συστημικής Βιολογίας. 
Οι αραιώσεις των φυτοφαρμάκων που πραγματοποιήθηκαν και τα εύρη των συγκεντρώσεων που 
αποφασίστηκε να αναλυθούν προέκυψαν μέσω διαφόρων ερευνών που είχαν ως δείγμα το σκεύα-
σμα του φυτοφαρμάκου ή βιολογικά δείγματα όπως σωματικά υγρά, όργανα, αίμα, φυτικούς οργα-
νισμούς και κύτταρα ή δείγματα χώματος και νερού. Η επιλογή του εύρους των συγκεντρώσεων ήταν 
επιτυχής διότι μπορέσαμε να προσδιορίσουμε τα όρια ανίχνευσης των φυτοφαρμάκων μέσω της 
ανάλυσης τους με υγρή χρωματογραφία φασματομετρία μάζας. Επίσης βάσει των αποτελεσμάτων 
των αναλύσεων μπορέσαμε να δημιουργήσουμε την πρότυπη καμπύλη του φυτοφαρμάκου Di-
mento και να βρούμε τη γραμμική σχέση μεταξύ των σχετικών περιοχών κορυφής συναρτήσει της 
συγκέντρωσης των φυτοφαρμάκων. Στα άλλα δύο φυτοφάρμακα, προκειμένου να δημιουργηθεί η 
καμπύλη χρειάζεται να γίνουν μικρότερες αραιώσεις, για παράδειγμα της τάξης 1/2, μεταξύ δύο 
δειγμάτων διαφορετικών συγκεντρώσεων στα οποία έχει ήδη ανιχνευθεί το φυτοφάρμακο, κάτι το 
οποίο είναι μέρος της συνέχειας της έρευνας και των πειραμάτων μας. 

 Από τα 4 δείγματα τα οποία αναλύσαμε, σε 3 δείγματα βρέθηκε το φυτοφάρμακο Dursban, του 
οποίου η χρήση έχει απαγορευθεί στην Ελλάδα από το 2020, μια απαγόρευση η οποία όπως φαίνε-
ται δεν τηρείται. Δεν βρέθηκαν ωστόσο τα φυτοφάρμακα Dimento και Lentemul στο ορό αίματος. 
Τα φυτοφάρμακα Dimento και Lentemul υπάρχει πιθανότητα να βρίσκονται στον ορό αίματος των 
εγκύων γυναικών, αλλά οι ποσότητες τους να είναι χαμηλότερες από τα όρια ανίχνευσης του χρησι-
μοποιούμενου εξοπλισμού.   

Πιο αναλυτικά, για το φυτοφάρμακο Dimento ανιχνεύθηκαν 4 κορυφές που αντιστοιχούν στις 
ουσίες που περιέχει το συγκεκριμένο φυτοφάρμακο, εκ των οποίων οι δύο ήταν οι κύριες κορυφές 
της δραστικής ουσίας της Dimethomorph, τις οποίες, και οι άλλες δύο κορυφές ήταν θραύσματα της 
δραστικής ουσίας, αλλά δεν βρέθηκε κάποιος μεταβολίτης της δραστικής. Για το φυτοφάρμακο 
Lentemul ανιχνεύθηκαν τρεις κορυφές που αντιστοιχούν στις ουσίες που περιέχει το συγκεκριμένο 
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φυτοφάρμακο, εκ των οποίων η μία κορυφή ήταν η κύρια κορυφή της δραστικής ουσίας του φυτο-
φαρμάκου, 2,4- Dichlorophenoxyacetic acid, και δύο κορυφές που δεν αναγνωρίστηκαν. Οι κορυφές 
αυτές ακόμα και αν δεν αναγνωρίστηκαν γνωρίζουμε ότι ανήκουν στο φυτοφάρμακο Lentemul, διότι 
από το χρωματογράφημα του αποκλείσαμε τις κορυφές που υπάρχουν λόγω του διαλύτη και των 
εσωτερικών προτύπων. Επίσης, όπως στο φυτοφάρμακο Dimento, δεν βρέθηκε κάποιος μεταβολί-
της του φυτοφαρμάκου Lentemul. Για το φυτοφάρμακο Dursban ανιχνεύθηκαν 37 κορυφές που α-
ντιστοιχούν στις ουσίες που περιέχει το συγκεκριμένο φυτοφάρμακο, εκ των οποίων καμία δεν ανα-
γνωρίστηκε, δηλαδή καμία δεν αντιστοιχούσε στη δραστική ουσία του φυτοφαρμάκου, σε κάποια 
βοηθητική ουσία, σε κάποιον μεταβολίτη του, σε κάποιο θραύσμα ή σε κάποια πρόσμιξή του.  

Σε παράλληλη έρευνα που πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Μεταβολομικής Μηχανικής και 
Συστημικής Βιολογίας αναλύθηκαν τα φυτοφάρμακα Decis, Sivanto, Switch και Vertimec, από τα ο-
ποία τα φυτοφάρμακα Switch και Vertimec ανιχνεύθηκαν στον ορό αίματος εγκύων γυναικών. Όπως 
και πριν αναφέρθηκε ότι υπάρχει πιθανότητα τα φυτοφάρμακα Decis και Sivanto να υπάρχουν στον 
ορό αίματος των εγκύων γυναικών, αλλά να βρίσκονται σε τόσο χαμηλές ποσότητες ώστε να μην 
μπορούν να ανιχνευθούν. 

Μέσω της ανάλυσης του φυτοφαρμάκου Switch ανιχνεύθηκαν 8 κορυφές που αντιστοιχούν στις 
ουσίες του συγκεκριμένου φυτοφαρμάκου, εκ των οποίων η μία κορυφή είναι η κύρια κορυφή της 
μίας από τις δύο δραστικές του ουσίες, του Cyprodinil και οι υπόλοιπες 7 κορυφές δεν ήταν αναγνω-
ρίσιμες, δηλαδή δεν μπόρεσαν να ταυτοποιηθούν με τις πιθανές ενώσεις που θα μπορούσαν να 
προκύψουν από την ανάλυση του. Αναμέναμε, επίσης, την ανίχνευση της δεύτερης δραστικής ου-
σίας του φυτοφαρμάκου το Fludioxonil, καθώς και τους μεταβολίτες αυτών των δύο δραστικών ου-
σιών, και πιθανά θραύσματα ή προσμίξεις τους. Υπήρχε μία κορυφή του φυτοφαρμάκου που ανι-
χνεύθηκε στον ορό αίματος των εγκύων γυναικών. Η κορυφή που ανιχνεύθηκε στο αίμα που αντι-
στοιχεί σε κάποια ουσία που προέρχεται από το φυτοφάρμακο Switch, είναι μία κορυφή η οποία δεν 
ταυτοποιήθηκε με κάποια πιθανή ένωση, αλλά πιθανότατα είναι κάποιο ολιγομερές το οποίο προ-
ήλθε από μία από τις δύο δραστικές ουσίες, είτε από το Cyprodinil, είτε από το Fludioxonil. 

Μέσω της ανάλυσης του φυτοφαρμάκου Vertimec ανιχνεύθηκαν 49 κορυφές που αντιστοιχούν 
σε ουσίες του συγκεκριμένου φυτοφαρμάκου, εκ των οποίων δύο κορυφές αντιστοιχούσαν σε θραύ-
σματα των ενώσεων από τις οποίες αποτελείται η δραστική ουσία του, η Abamectin(Avermectin B1a 
και Avermectin B1b) . Συγκεκριμένα ανιχνεύθηκε μία κορυφή η οποία αντιστοιχεί στο θραύσμα της 
ουσίας Avermectin B1b και μία κορυφή η οποία αντιστοιχεί στο θραύσμα της ουσίας Avermectin B1a. 
Επίσης, 14 κορυφές από τις 49 αντιστοιχούν σε ενώσεις που υπάρχει σύνδεση του κατιόντος του 
νατρίου Na+ με τα θραύσματα των δύο ουσιών  Avermectin B1a και Avermectin B1a (11 κορυφές αντι-
στοιχούν στο θραύσμα Avermectin B1b Na+ adduct και τρεις  στο θραύσμα Avermectin B1a Na+ ad-
duct). Πέντε κορυφές από τις 49, αντιστοιχούν σε αδρανή ένωση, η οποία είναι ουσία που περιέχεται 
στο εμπορικό σκεύασμα του φυτοφαρμάκου και στην πρόσμιξη της με το κατιόν Νατρίου (Na+ 

adduct). Οι υπόλοιπες 28 κορυφές που ανιχνεύθηκαν δεν μπόρεσαν να ταυτοποιηθούν με πιθανές 
ενώσεις που θα μπορούσαν να προκύψουν από την ανάλυση του. Τρεις ήταν οι κορυφές που ανι-
χνεύθηκαν στον ορό αίματος εγκύων γυναικών που αντιστοιχούν στο προφίλ κορυφών του Vertimec. 
Και οι τρεις ήταν ενώσεις του θραύσματος της Avermectin B1b με κατιόν νατρίου (Na+ adduct). 

Τα αποτελέσματα μέσω της τυπικής εκχύλισης και της εκχύλισης μέσω του liquid handler ήταν τα 
ίδια, δηλαδή ανιχνεύθηκαν και στις δύο περιπτώσεις οι κορυφές του Dimento P10 και P11 με μόνη 
διαφορά τη μικρότερη διακύμανση των τιμών (μέσες τιμές των σχετικών περιοχών κορυφής) με το 
liquid handler. Αυτό μπορεί να ερμηνευθεί με το γεγονός ότι στην περίπτωση της εκχύλισης μέσω 
του liquid handler, που δεν περιέχει τον ανθρώπινο παράγοντα, τα σφάλματα ήταν λιγότερα. 

Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε για 4 δείγματα από τα 68 που έχουμε συνολικά. Μελλοντικά, εν 
συνεχεία της έρευνας, θα πραγματοποιηθεί η εκχύλιση όλων των δειγμάτων μέσω του liquid han-
dler. Η πραγματοποίηση των εκχυλίσεων μέσω του liquid handler, όπως προαναφέραμε, εμπεριέχει 
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μικρότερες πιθανότητες σφάλματος, διότι δεν περιέχει τον ανθρώπινο παράγοντα, κάτι το οποίο α-
ποδείχθηκε και από τα αποτελέσματα του πειράματός μας. Η ανάλυση και των υπόλοιπων δειγμά-
των μπορεί να φέρει καινούργια αποτελέσματα, όπως είναι η ανίχνευση των υπόλοιπων φυτοφαρ-
μάκων και να δώσει πιο εμπεριστατωμένα αποτελέσματα καθώς η έρευνα θα περιλαμβάνει μεγα-
λύτερο δείγμα εγκύων γυναικών. 

Ως μελλοντική πρόταση, αξίζει να ερευνηθεί ο ορός αίματος των εγκύων γυναικών της Θεσσαλίας 
μετά από τις καταστροφικές πλημμύρες λόγω του Μεσογειακού Κυκλώνα «Daniel», τον Σεπτέμβριο 
του 2023. Οι πλημμύρες στη Θεσσαλία είχαν σοβαρές επιπτώσεις όχι μόνο στις υποδομές και τις 
ζωές των κατοίκων, αλλά και στο περιβάλλον λόγω της διαρροής των φυτοφαρμάκων από γεωργικές 
εκτάσεις και σπίτια, με αποτέλεσμα την μόλυνση των υδάτων. Η έκθεση των ανθρώπων σε αυτά τα 
χημικά, είτε μέσω της επαφής τους με τα νερά είτε μέσω της κατανάλωσης των γεωργικών προϊό-
ντων που παράγονται στη Θεσσαλία, μπορεί να επιφέρει σοβαρά προβλήματα υγείας. Για αυτό είναι 
σημαντική η συνέχιση της έρευνας, για τον εντοπισμό εκ νέου των φυτοφαρμάκων στον ορό αίματος 
των γυναικών οι οποίες έχουν εκτεθεί σε μεγαλύτερες ποσότητες φυτοφαρμάκων σε σχέση με πα-
λαιότερα, ώστε  να συγκριθούν τα αποτελέσματα των ποσοτήτων των φυτοφαρμάκων που υπήρχαν 
στον ορό αίματος πριν και μετά τις πλημμύρες και ίσως να εντοπισθούν και επιπλέον φυτοφάρμακα. 
Επίσης, μελλοντικά σχέδια μπορούν να περιλαμβάνουν τη παρακολούθηση, εάν κατέστη δυνατή 
λόγω της ανωνυμίας των δοτών, των ανήλικων τέκνων κατά τη παιδική και εφηβική τους ηλικία, ώστε 
να εκτιμηθούν φαινοτυπικές ιδιαιτερότητες που θα μπορούσαν να συνδεθούν με την επίδραση των 
φυτοφαρμάκων. Τέλος, επιθυμητή θα ήταν και η σύνδεση των δεδομένων μας με τον τρόπο ζωής 
των γυναικών μέσα από ερωτηματολόγια που έχουν συμπληρωθεί ανώνυμα με πρωτοβουλία της 
ομάδας της κας. Μαρίας Παπαγιάννη. 

Τα φυτοφάρμακα αν και βοηθούν στην αύξηση της γεωργικής παραγωγής, λόγω της προστασίας 
που παρέχουν από έντομα, ζιζάνια και παράσιτα, επιφέρουν πολύ σημαντικές επιπτώσεις στην υγεία 
του ανθρώπου. Πολλά φυτοφάρμακα έχει αποδειχθεί ότι λειτουργούν ως ενδοκρινικοί διαταράκτες, 
παρεμβάλλοντας στην ομαλή λειτουργία του ορμονικού συστήματος και όχι μόνο. Η μελλοντική α-
παγόρευση αυτών των ουσιών και η μη συνέχιση της χρήσης τους παρά την απαγόρευση τους, είναι 
κάτι που θα έπρεπε να απασχολεί την κοινωνία του σήμερα. 
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