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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Μεταξύ των τοξικών ουσιών, οι οποίες υποβαθµίζουν τα αλιεύµατα και τα 

καθιστούν ακατάλληλα και επικίνδυνα για κατανάλωση, συγκαταλέγονται και οι 

βιοτοξίνες. Πρόκειται για τοξικές ουσίες οι οποίες απαντώνται, είτε ως φυσικά συστατικά 

των ίδιων των αλιευµάτων (πχ. ισταµίνη), είτε ως συστατικά που προσλαµβάνονται από το 

περιβάλλον και βιοσυσσωρεύονται µέσω της τροφικής αλυσίδας. 

Ορισµένες από τις τοξίνες αυτές παράγονται από το τοξικό φυτοπλαγκτόν (κυρίως 

δινοµαστιγωτά και ορισµένα διάτοµα) ή από τα βακτήρια. Ορισµένα είδη ψαριών 

εµπλέκονται σε ασθένειες σχετιζόµενες µε τις τοξίνες αυτές, όπως η Ciguatera, η 

pufferfish τοξίνωση και η σκοµβροτοξίνωση, (τοξίνωση ισταµίνης). Τα οστρακοειδή 

σχετίζονται µε άλλες τοξινώσεις όπως η παραλυτική, διαρροϊκή, αµνησιακή και η 

νευροτοξίνωση. 

Η κατανάλωση µολυσµένων αλιευµάτων µπορεί να οδηγήσει σε µια ευρεία 

ποικιλία συµπτωµάτων, αναλόγως µε το είδος της τοξίνης, τη συγκέντρωσή της στο 

αλίευµα και την καταναλισκόµενη ποσότητα. Η διάγνωση των τοξινώσεων στον άνθρωπο 

βασίζεται στην κλινική εικόνα, στο πρόσφατο διαιτολογικό ιστορικό και στις 

εργαστηριακές εξετάσεις των ύποπτων αλιευµάτων. Τοξικά όστρακα βρέθηκαν κατά τη 

χειµερινή και εαρινή περίοδο του 2004 στο Θερµαϊκό, το Μαλιακό και το Σαρωνικό 

Κόλπο, όπου είχε εµφανιστεί το τοξικό δινοµαστιγωτό Dinophysis acuminata. 

Οι βιοτοξίνες των οποίων η παραγωγή οφείλεται σε τοξικό φυτοπλαγκτόν, είναι 

θερµοανθεκτικές, δεν διακρίνονται οργανοληπτικά, ούτε υπάρχει αντίδοτο για την 

καταπολέµηση των δηλητηριάσεων που προκαλούν. Πρώτος στόχος της παρούσας 

έρευνας είναι ο προσδιορισµός του οκαδαϊκού οξέος, του παραγώγου του, 

δινοφυσιστοξίνης-1 και των εστέρων του µε υγρή χρωµατογραφία µε φθορισµοµετρικό 

ανιχνευτή, µε υγρή χρωµατογραφία µε φασµατογράφο µαζών και µε την επίσηµη µέθοδο 

της Ευρωπαϊκής Ένωσης, mouse bioassay, σε µολυσµένα µύδια της περιοχής του 

Θερµαϊκού Κόλπου (Θεσσαλονίκη, Πιερία, Ηµαθία), του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα) 

και του Σαρωνικού (Μέγαρα) καθώς και σε µικρό αριθµό δειγµάτων από την αγορά. Ένας 



10 

 

δεύτερος στόχος ήταν η προσπάθεια εξυγίανσης των µολυσµένων µυδιών 

χρησιµοποιώντας τις τεχνικές του οζονισµού και της ακτινοβόλησης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

2. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

2.1 Ε̟ιβλαβείς Ανθήσεις Φυκών 

 

Τα µικροφύκη (µικροσκοπικά πλαγκτονικά φύκη) είναι µονοκύτταροι 

φωτοσυνθετικοί οργανισµοί οι οποίοι αναπαράγονται στη θάλασσα. Είναι η βασική τροφή 

για τα διηθηµατοφάγα δίθυρα µαλάκια και τις προνύµφες των καρκινοειδών. Έχουν 

καταγραφεί περισσότερα από 5000 είδη θαλάσσιων µικροφύκων, τα οποία ανήκουν στις 

εξής 5 γενικές κατηγορίες (Hallegraef, 2003): 

1) Χλωρόφυτα (πράσινα φύκη) 

2) Χρυσόφυτα (χρυσο-καστανά, κίτρινα φύκη και διάτοµα) 

3) Πυρρόφυτα (δινοµαστιγωτά) 

4) Ευγληνόφυτα 

5) Κυανόφυτα (κυανοπράσινα φύκη) 

Ορισµένα από αυτά τα είδη φυκών, είναι πιθανό, να πολλαπλασιαστούν ραγδαία 

(έως εκατοµµύρια ανά λίτρο), κάτω από ορισµένες συνθήκες. Το φαινόµενο αυτό 

ονοµάζεται άνθηση. Άλλες φορές αυτό είναι ευεργετικό για τις υδατοκαλλιέργειες και 

άλλες φορές βλαπτικό για την δηµόσια υγεία, το περιβάλλον και την οικονοµία των 

αλιέων. Η τελευταία κατάσταση αυτή είναι γνωστή ως επιβλαβής άνθηση φυκών (harmful 

algal bloom) και διακρίνεται σε τρεις διαφορετικούς τύπους αναλόγως µε τα είδη των 

µικροφυκών που την προκαλούν: 

1) Είδη που προκαλούν το φαινόµενο της ερυθράς ή φαιάς παλίρροιας (red/brown tide). 

∆ηλαδή, τα είδη αυτά συνήθως προκαλούν αβλαβή χρωµατισµό του νερού όµως 

υπάρχει πιθανότητα να υπάρξει έντονη άνθηση αυτών οπότε προκαλείται θάνατος 

των θαλάσσιων οργανισµών λόγω έλλειψης οξυγόνου, 

2) Είδη που προκαλούν το θάνατο σε ψάρια και ασπόνδυλα (λόγω βλάβης στα βράγχια 

τους). Τα είδη αυτά δεν είναι τοξικά για τον άνθρωπο, 

3) Τέλος, είδη (πάνω από 70) που παράγουν τοξίνες, οι οποίες φτάνουν στον άνθρωπο, 

µέσω της τροφικής αλυσίδας, και προκαλούν δηλητηριάσεις (Hallegraef, 2003). 
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Τα περισσότερα τοξικά µικροφύκη (κυρίως δινοµαστιγωτά) σχηµατίζουν κύστεις 

και παραµένουν στη µορφή αυτή στον πυθµένα των θαλασσών. Υπό κατάλληλες συνθήκες 

(θερµοκρασίας, φωτός, θρεπτικών συστατικών και αλατότητας) βλαστάνουν και παράγουν 

κύτταρα, τα οποία αναπαράγονται µε απλή διαίρεση µέσα σε λίγες ηµέρες (Anderson et 

al., 1995). 

 

2.2 Τοξινώσεις α̟ό οστρακοειδή 

 

Οι φυσικές τοξικές ουσίες που απαντώνται στα τρόφιµα διακρίνονται σε δύο 

κατηγορίες: 

1) Τα φυσικά συστατικά (naturally occurring constituents), που περιέχονται σε τρόφιµα 

τόσο ζωϊκής όσο και σε τρόφιµα φυτικής προέλευσης. 

2) Οι µολυντές (contaminants), που προσλαµβάνονται από το περιβάλλον και 

βιοσυσσωρεύονται µέσω της τροφικής αλυσίδας. 

Οι φυσικές τοξικές ουσίες που παράγονται από τα φύκη ονοµάζονται φυκοτοξίνες 

και βιοσυσσωρεύονται τόσο στα ψάρια όσο και στα οστρακοειδή. Μέσω της τροφικής 

αλυσίδας µπορούν να φτάσουν στα ανώτερα θηλαστικά, στον άνθρωπο, προκαλώντας 

διάφορες διαταραχές ακόµη και θάνατο. Η ταξινόµηση των δηλητηριάσεων από 

φυκοτοξίνες έχει πραγµατοποιηθεί µε βάση τα κυριότερα συµπτώµατα στον άνθρωπο και 

είναι: 

1) Παραλυτική δηλητηρίαση οστρακοειδών (Paralytic Shellfish Poisoning, PSP) 

2) Νευροτοξική δηλητηρίαση οστρακοειδών (Neurotoxic Shellfish Poisoning, NSP) 

3) Αµνησιακή δηλητηρίαση οστρακοειδών (Amnesic Shellfish Poisoning, ASP) 

4) ∆ιαρροϊκή δηλητηρίαση οστρακοειδών (Diarrhetic Shellfish Poisoning, DSP) 

5) Ιχθυοτοξίνωση Σιγκουατέρα (Ciguatera Poisoning Toxins, CTX) 

6) Κυανοβακτηριακή δηλητηρίαση (Cyanobacterial Toxin Poisoning, CTP) 

Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται πληροφορίες των τοξινώσεων όσον αφορά 

τους οργανισµούς που τις προκαλούν και τις επιπτώσεις στον άνθρωπο: 



13 

 

Πίνακας 1. Πληροφορίες τοξινώσεων οφειλόµενων σε θαλάσσιους οργανισµούς (Flemming et al., 

1995). 

Είδος τοξίνης PSP NSP ASP DSP CTX PFP 

Υπεύθυνοι 

Μικροοργανισµοί 

Πελαγικά 

δινοµαστιγωτά 

(Alexandrium 

catanella, 

Conyaulax 

catanella) 

Πελαγικά 

δινοµαστιγωτά 

(Ptychodiscus 

brevis) 

Πελαγικά 

διάτοµα 

(Pseudo-

nitzchia, N. 

pungens) 

Πελαγικά 

δινοµαστιγωτά 

(Dinophysis 

acuminate, D. 

fortii) 

Επιβενθικά 

δινοµαστιγωτά 

(Gambiediscus 

toxicus) 

∆ινοµαστιγωτά 

(θαλάσσια 

vibrio) 

Γεωγραφική 

κατανοµή 

Τροπικές-

Εύκρατες ζώνες 

παγκοσµίως 

Κόλπος Μεξικού, 

Ιαπωνία 

Καναδάς, Β.∆. 

ΗΠΑ 

Εύκρατες 

ζώνες 

παγκοσµίως 

Τροπικές ζώνες 

παγκοσµίως 

Ιαπωνία, 

παγκοσµίως 

Εκπρόσωπος Σαξιτοξίνη Μπρεβετοξίνη ∆οµοϊκό οξύ Οκαδαϊκό οξύ Σιγκουατοξίνη Τετροδοτοξίνη 

Γενικός Τύπος  C10H17N7O4  C15H17NO6 C44H68O13 C60H88O19 C11H17N3O8 

∆ιαλυτότητα Υδατοδιαλυτή Λιποδιαλυτή Υδατοδιαλυτή Λιποδιαλυτή Λιποδιαλυτή Υδατοδιαλυτή 

Μηχανισµός 

∆ράσης 

Παρεµπόδιση 

καναλιών Na+ 

Ενεργοποίηση 

καναλιών Na+ 

Ανταγωνισµός 

υποδοχέων 

γλουταµινικού 

Αναστολή 

φωσφατάσης 

πρωτεϊνών 

Ενεργοποίηση 

καναλιών Na+ 

και Ca++ 

Παρεµπόδιση 

καναλιών Na+ 

Χρόνος 

Εκδήλωσης 

Συµπτωµάτων 

5-30 min 30 min- 3 h Ώρες Ώρες Ώρες 5-30 min 

∆ιάρκεια Ηµέρες 2 ηµέρες Έτη Ηµέρες Έτη Ηµέρες 

Κύρια 

Συµπτώµατα 

Παραισθήσεις, 

αναπνευστική 

δυσχέρεια 

Βρογχοσπασµός, 

αντίστροφη 

αίσθησης 

θερµοκρασίας 

Αµνησία ∆ιάρροια Αντίστροφη 

αίσθησης 

θερµοκρασίας 

Παραισθήσεις, 

αναπνευστική 

δυσχέρεια 

Θνησιµότητα 1-14% 0% 3% 0% <1% 60% 
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2.3 Κατάταξη DSP τοξινών 

 

Η διαρροϊκή δηλητηρίαση από οστρακοειδή αναφέρθηκε για πρώτη φορά στην 

Ιαπωνία το 1978 (Yasumoto et al., 1978). Από τότε, κρούσµατα DSP τοξικότητας ή 

εµφάνιση DSP τοξινών σε οστρακοειδή έχουν παρατηρηθεί παγκοσµίως. Στη χώρα µας, 

περιστατικά αυτής της δηλητηρίασης καταγράφηκαν για πρώτη φορά τον Ιανουάριο του 

2000. Συγκεκριµένα, περισσότερα από 120 άτοµα προσήλθαν στα κατά τόπους 

νοσοκοµεία µε συµπτώµατα γαστρεντερίτιδας. Τα συµπτώµατα εµφανίστηκαν µετά από 

30 λεπτά έως και 10 ώρες µετά την κατανάλωση µολυσµένων οστρακοειδών (Economou 

et al., 2007). 

Το όνοµά τους προέρχεται από τα διαρροϊκά συµπτώµατα που προκαλούν στον 

άνθρωπο. Οι τοξίνες διαρροϊκής δηλητηρίασης οστρακοειδών ή DSP τοξίνες, είναι µη 

πολικές ενώσεις µε µοριακά βάρη µεγαλύτερα από 500, οι οποίες βιοσυσσωρεύονται 

στους λιπώδεις ιστούς των οστρακοειδών. Οι περισσότερες είναι πολυαιθερικές ενώσεις µε 

ποικίλες λειτουργικές οµάδες, οι οποίες εµφανίζουν διαφορετικά τοξικολογικά και χηµικά 

χαρακτηριστικά. Κατατάσσονται σε τρεις κατηγορίες, ανάλογα µε τη σκελετική δοµή των 

ατόµων άνθρακα: 

1) Το οκαδαϊκό οξύ (okadaic acid, OA) και τα παράγωγά του (π.χ. δινοφυσυστοξίνες, 

DTXs) (Σχήµα 1) 

2) Τις πηκτινοτοξίνες 1 έως 10 (Pectenotoxins, PTXs), που είναι ουδέτερες 

πολυαθερικές λακτόνες (Yasumoto et al., 1984, Sasaki et al., 1997&1998) (Σχήµα 2) 

3) Τη γεσοτοξίνη και τα παράγωγά της (Yessotoxins, YTXs), που είναι θειικοί εστέρες 

πολυαιθερικών αλκοολών (Murata et al., 1987, Satake et al., 1997) (Σχήµα 2) 
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 R
1 

R
2 

R
3 

R
4 

ΜΒ 

ΟΑ CH3 H H H 804.5 

DTX-1 CH3 CH3 H H 818.5 

DTX-2 H H CH3 H 804.5 

DTX-3 

(ακυλιωµένες 

µορφές του 

ΟΑ και DTX-

1,2). 

H/CH3 H/CH3 H/CH3 Λιπαρό οξύ  

Σχήµα 1. Χηµική δοµή του ΟΑ και των DTX-1,2,3 (Larsen et al., 2007) 
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Σχήµα 2. Χηµικές δοµές πηκτινοτοξινών και γεσοτοξινών (Ciminiello et al., 2004) 
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Πρέπει να τονιστεί ότι από τις παραπάνω τρεις κατηγορίες µόνο η οµάδα του ΟΑ 

προκαλεί διαρροϊκά συµπτώµατα (van Egmond et al., 1993, Hu et al., 1992a, Yasumoto et 

al., 1985, Murata et al., 1982). Οι υπόλοιπες απλά συνυπάρχουν στο λιπόφιλο εκχύλισµα 

που λαµβάνεται στις βιοδοκιµές, προκαλώντας αλλοιώσεις του ήπατος (PTXs) και του 

µυοκαρδίου (YTXs) στα ποντίκια. Βέβαια, συνεχώς ανακαλύπτονται από τη διεθνή 

επιστηµονική κοινότητα νέες τοξίνες όπως τα αζασπειροξέα, οι γυµνοδιµίνες και οι 

σπιρολίδες οπότε είναι επιτακτική η ανάγκη κατηγοριοποίησης µε βάση άλλο κριτήριο 

από αυτό των συµπτωµάτων, για παράδειγµα µε βάση τη χηµική τους δοµή. Για το λόγο 

αυτό, το τελευταίο καιρό οι τοξίνες αυτής της κατηγορίας αναφέρονται και ως λιπόφιλες 

τοξίνες. 

 

2.4 Οργανισµοί ̟ου ̟αράγουν τις DSP τοξίνες 

 

Οι DSP τοξίνες παράγονται από τα δινοµαστιγωτά των γενών Dinophysis spp. και 

Prorocentrum spp. Η τοξικότητα των κυττάρων αυτών εξαρτάται από την τοποθεσία, την 

εποχή εµφάνισης και βέβαια από τον οργανισµό που τα προσλαµβάνει. Υπάρχει σύγχυση 

παγκοσµίως για το κατά πόσο σχετίζεται η αύξηση του αριθµού των κυττάρων Dinophysis 

µε την παραγωγή DSP τοξινών. Έχει καταγραφεί χαµηλός αριθµός κυττάρων Dinophysis 

(200 κύτταρα ανά λίτρο) µε υψηλές συγκεντρώσεις DSP τοξινών σε οστρακοειδή (Botana 

et al., 1996). Ενώ έχει παρατηρηθεί και το αντίθετο, δηλαδή µεγάλος αριθµός κυττάρων 

(9000 κύτταρα ανά λίτρο) και καθόλου συγκέντρωση DSP τοξινών σε οστρακοειδή 

(Hoshiai et al., 1997). 

Στην Πορτογαλία, σύµφωνα µε τους Aune & Yndestad (1993) παρατηρήθηκε πως 

ο χρόνος που απαιτείται για να καταστούν τα όστρακα τοξικά δεν εξαρτάται µόνο από την 

παρουσία τοξικών ειδών µικροφυκών, αλλά και από την ύπαρξη αφθονίας µη-τοξικών 

ειδών.  

Οι περιοχές που έχουν προσβληθεί από DSP-επεισόδια είναι η Ευρώπη και η 

Ιαπωνία ενώ συνεχώς καταγράφονται και νέες περιοχές σε όλο το κόσµο. Το είδος που 

είναι υπεύθυνο για την Νότια Ευρώπη είναι το Dinophysis cf. acuminata. Στο Θερµαϊκό 

Κόλπο έχουν κατά καιρούς καταγραφεί φαινόµενα άνθησης του φυτοπλαγκτού. Τα 
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τελευταία χρόνια είναι συχνό το φαινόµενο της περιοδικής αύξησης των δινοµαστιγωτών 

του γένους Dinophysis (Πίνακας 2). Συγκεκριµένα έχουν εντοπιστεί 9 ταξινοµικές µονάδες 

του παραπάνω γένους, από τις οποίες οι δύο παραµένουν αδιευκρίνιστες σε επίπεδο είδους 

(Κουκάρας, 2004): 

1) Dinophysis cf. acuminata 

2) Dinophysis sacculus 

3) Dinophysis rotundata 

4) Dinophysis rudgei 

5) Dinophysis fortii 

6) Dinophysis odiosa 

7) Dinophysis caudate 

8) Dinophysis tripos 

9) Dinophysis cf. Micropterygia 
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Πίνακας 2. Κυριότερα είδη φυκών που ταυτοποιήθηκαν ως παραγωγοί οκαδαϊκού οξέος. 

Είδος Φύκους Χώρα Βιβλιογραφική Αναφορά 

Dinophysis acuminata Ιαπωνία Lee et al., 1989 

 Καναδάς Cembella, 1989 

 Ισπανία Blanco et al., 1995 

 ∆ανία Andersen et al., 1996 

 Σουηδία Johansson et al., 1996 

 Γαλλία Marcaillou et al., 2001 

 Ελλάδα Reizopoulou et al., 2008 

Dinophysis acuta Ισπανία Lee et al., 1989 

 Νορβηγία Dahl et al., 1996 

 Νέα Ζηλανδία McKenzie et al., 1998 

Dinophysis fortii Ιαπωνία Lee et al., 1989 

 Ιταλία Sidari et al., 1998 

Dinophysis rotundata Γάλλια Masselin et al., 1992  

Dinophysis norwegica Νορβηγία, Σουηδία Lee et al., 1989 

Dinophysis sacculus Γαλλία Masselin et al., 1992 

Dinophysis caudate Γαλλία Masselin et al., 1992 

 Σιγκαπούρη Holmes et al., 1999 

 Φιλιππίνες Marasigan et al., 2001 

Prorocentrum lima Καναδάς  Bauder et al., 2001 

 Ελλάδα Aligizaki et al., 2008 

Prorocentrum reticulatum Νέα Ζηλανδία McKenzie et al., 1998 
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2.5 Οµάδα του Οκαδαϊκού οξέος 

 

Το οκαδαϊκό οξύ (ΟΑ) αποµονώθηκε αρχικά ως µια βιοδραστική ουσία από το 

σπόγγο Halichondria okadai και πήρε το όνοµά του προς τιµή του Yaichiro Okada 

(Tachibana & Sheuer, 1981). Όταν αποµονώθηκε, θεωρήθηκε ως τοξίνη που είναι 

ελεύθερη στη φύση και παράγεται από τα δινοµαστιγωτά. Σήµερα, θεωρείται ότι 

παράγεται από την υδρόλυση µεγαλύτερων θειο-πρόδροµων ενώσεων, όπως η DTX-4 (Hu 

et al., 1992a). Υπάρχουν δύο τρόποι αποδέσµευσης του ΟΑ από αυτές τις ενώσεις. Ο 

πρώτος είναι µε τη δράση εστερασών, µέσα στο γαστρεντερικό σωλήνα των 

οστρακοειδών, και ο δεύτερος µε τη δράση αυτολυτικών ενζύµων, κατά τη διάρκεια της 

εργαστηριακής εκχύλισης των δινοµαστιγωτών (Quilliam & Ross, 1996). 

Στην οµάδα του ΟΑ συγκαταλέγεται ένα σύνολο ενώσεων που έχουν την ίδια 

βασική δοµή µε το ΟΑ. ∆οµικά, η δινοφυσιστοξίνη-1 (Dinophysistoxin-1, DTX-1) είναι το 

35-µέθυλο-οκαδαϊκό οξύ και η δινοφυσιστοξίνη-2 (Dinophysistoxin-2, DTX-2) είναι το 

31,35-διµέθυλο-οκαδαϊκό οξύ. Η δινοφυσιστοξίνη-3 (Dinophysistoxin-3, DTX-3) είναι 

ένα σύνολο οµόλογων ενώσεων, στις οποίες µια υδροξυλοµάδα στον C7 της DTX-1 είναι 

εστεροποιηµένη µε ένα λιπαρό οξύ µε 14-22 άτοµα C και 0-6 ακόρεστους δεσµούς 

(Yasumoto et al., 1985). Το πιο διαδεδοµένο λιπαρό οξύ στην DTX-3 είναι το παλµιτικό 

οξύ. Παρόµοια εστεροποίηση και στην ίδια θέση (C7-OH) συµβαίνει και στην DTX-2 και 

στο ΟΑ (Marr et al., 1992). Όλες αυτές οι ενώσεις είναι µεταβολικά προϊόντα που 

απαντώνται στη σάρκα των οστρακόδερµων και όχι de novo προϊόντα τοξινογόνων φυκών 

(Suzuki et al., 1999). Ωστόσο, θα πρέπει να συµπεριλαµβάνονται στη συνολική 

συγκέντρωση των τοξινών κατά τη διάρκεια των αναλύσεων. 

Ορισµένα ανάλογα του ΟΑ έχουν αποµονωθεί από καλλιέργειες δινοµαστιγωτών 

του γένους Prorocentrum, στα οποία η καρβοξυλική οµάδα είναι συζευγµένη µε διάφορες 

ακόρεστες διόλες (C7-C9), σχηµατίζοντας αλλυλικούς διολ-εστέρες (Yasumoto et al., 

1987; Hu et al., 1992a). Τα ίδια δινοµαστιγωτά παράγουν ορισµένα υδατοδιαλυτά 

παράγωγα του ΟΑ, στα οποία οι διολ-εστέρες είναι περαιτέρω συζευγµένοι µε µια πολική 

πλευρική αλυσίδα. Η δινοφυσιστοξίνη-4 (Dinophysistoxin-4, DTX-4) είναι ένα τέτοιο 

παράγωγο, στο οποίο το ΟΑ είναι συζευγµένο, µέσω µιας C9 διολ-οµάδας, µε µια C14 

αλειφατική αλυσίδα µε τρεις υδροξυλικές και τρεις θειικές οµάδες. Η δινοφυσιστοξίνη-5 
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(Dinophysistoxin-5, DTX-5α και DTX-5β) είναι παρόµοιες ενώσεις που φέρουν µια 

αµιδική οµάδα στην πολική πλευρική αλυσίδα (Quilliam, 2003). 

Στην πράξη, η κατάσταση είναι πιο πολύπλοκη, καθώς έχουν ανιχνευτεί διάφορα 

ανάλογα των DTX-4&5 σε κύτταρα του γένους Prorocentrum. Επίσης, αρκετά ανάλογα 

του ΟΑ και της DTX-1 έχουν ανιχνευτεί σε οστρακοειδή και µικροφύκη, χωρίς να είναι 

πλήρως γνωστή η δοµή τους, λόγω αποµόνωσης περιορισµένης ποσότητας (Qulliam, 

1995; James et al., 1997b; Draisci et al., 1998). 

Αξίζει να σηµειωθεί, ότι τα παραπάνω παράγωγα (DTX-4 & 5) δεν δρουν ως 

αναστολείς της φωσφατάσης και υδρολύονται εύκολα, είτε χηµικά, είτε ενζυµικά, 

αποδίδοντας τις δραστικές µητρικές ενώσεις. Επίσης, δεν έχουν παρατηρηθεί σε 

οστρακοειδή, πιθανώς λόγω της εύκολης υδρόλυσής τους από εστεράσες στα κύτταρα ή 

τους ιστούς των οστρακόδερµων (Quilliam et al., 1996).  

Τέλος, πρέπει να αναφερθεί ότι η DTX-3 και οι διολ-εστέρες είναι πολύ πιο 

λιπόφιλες από τις µητρικές ενώσεις και κατά συνέπεια µπορεί να απολεσθούν µερικώς 

στην εξανική στοιβάδα, κατά τη διαδικασία της εκχύλισης. Επίσης, εάν ένα 

υδατοµεθανολικό εκχύλισµα φυκών υποστεί κατανοµή µεταξύ εξανίου, διαιθυλαιθέρα και 

βουτανόλης-1, το ΟΑ και τα λιποδιαλυτά παράγωγά του θα βρεθούν κυρίως στην αιθερική 

στοιβάδα, ενώ οι DTX-4&5 θα µεταφερθούν στη βουτανολική φάση. 

 

2.6 Φυσικο-χηµικές ιδιότητες ΟΑ 

 

Το ΟΑ είναι µια ένωση µακράς αλυσίδας που περιέχει κυκλικούς πολυαιθερικούς 

δακτυλίους, µε µια α- υδροξυ-καρβοξυλική οµάδα. Η διαφορά του από τις DTX-1 και 

DTX-2 έγκειται στον αριθµό των µεθυλοµάδων των ατόµων άνθρακα C31 και C35 (Σχήµα 

1). Η οµάδα του ΟΑ αποτελείται από ενώσεις ευδιάλυτες σε οργανικούς διαλύτες, όπως 

µεθανόλη, ακετόνη, χλωροφόρµιο, διχλωροµεθάνιο και διµεθυλοσουλφοξείδιο, οι οποίες 

όµως δε φέρουν κάποια σηµαντική χρωµοφόρο οµάδα και δεν παρουσιάζουν αξιόλογη 

απορρόφηση στο υπεριώδες φάσµα (≤300 nm). 
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Το ΟΑ διαλυµένο σε µεθανόλη και ακετονιτρίλιο είναι αρκετά σταθερό, ενώ 

εµφανίζεται αρκετά ασταθές σε διάλυµα χλωροφόρµιου, ακόµη και σε θερµοκρασίες 

κατάψυξης. Ξηρά υπολείµµατα καθαρού ΟΑ πάνω σε γυάλινες επιφάνειες βρέθηκε ότι 

διασπώνται ταχέως, ενώ δε συµβαίνει το ίδιο όταν βρίσκεται σε εκχύλισµα οστρακοειδών 

ή φυτοπλαγκτού, πιθανώς λόγω προστατευτικής δράσης του υποστρώµατος (Quilliam, 

1997). Το ΟΑ παρουσιάζει επίσης ευαισθησία στο φως, το οξυγόνο και τη θερµότητα. Οι 

κυριότερες φυσικοχηµικές ιδιότητες του ΟΑ συνοψίζονται στον Πίνακα 3.  

Πίνακας 3. Φυσικοχηµικές ιδιότητες του οκαδαϊκού οξέος. 

Φυσική Κατάσταση Λευκό, φωτοευαίσθητο στερεό 

Μοριακός Τύπος C44H68O13 

Μοριακό Βάρος 804,47 

Χηµική Ονοµασία 9,10-deepithio-9,10-didehydroacanthifolicin 

Σηµείο Τήξεως 164-166
ο
C 

∆ιαλυτότητα Χλωροφόρµιο, αιθανόλη, µεθανόλη, ακετόνη, 

οξικός αιθυλεστέρας, διµεθυλοσουφοξείδιο 

UV(CH3CN) <200 nm 

IR 3462 (br) 2937, 1736, 1078, 1008, 999, 878 cm
-1

 

Σταθερότητα / Συνθήκες 

Συντήρησης 

Στερεή µορφή: Σταθερό όταν συντηρείται ξηρό, σε 

σκοτεινό µέρος στους -20
ο
C. 

∆ιάλυµα: Σταθερό όταν συντηρείται σε µεθανόλη, 

στους -20
ο
C. 
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2.7 Συσσώρευση των DSP τοξινών στα µύδια 

 

Συσσώρευση του ΟΑ και γενικώς των φυκοτοξινών στα µύδια εξαρτάται κυρίως 

από δύο παράγοντες. Ο πρώτος αφορά στη κατάσταση του µυδιού που σχετίζεται µε το 

ρυθµό τροφοληψίας και αφοµοίωσης της τροφής. Ο δεύτερος σχετίζεται µε την παρουσία 

τοξικών ειδών φυτοπλαγκτού (επιβλαβής άνθηση) και συγκεκριµένα µε τη διάρκεια και 

την ένταση της άνθησης, το βαθµό τοξικότητας των κυττάρων (ικανότητα παραγωγής ΟΑ) 

και το ποσοστό συµµετοχής των τοξικών ειδών στο σύνολο της διαθέσιµης τροφής 

(παρουσία µη-τοξικών ειδών). 

Η γνώση της κινητικής των DSP τοξινών είναι ιδιαίτερα σηµαντική, καθώς δίνει τη 

δυνατότητα πρόβλεψης της χρονικής εξέλιξης ενός τοξικού επεισοδίου και κατ’ επέκταση 

ελαχιστοποίησης των συνεπειών του. Ωστόσο, το θέµα αυτό δεν έχει ακόµα διερευνηθεί 

πλήρως και ο κυριότερος λόγος είναι η αδυναµία πειραµατισµών στο εργαστήριο, καθώς 

τα κύτταρα του γένους Dinophysis δεν µπορούν προς το παρόν να καλλιεργηθούν.  

Έχουν προταθεί διάφορα µοντέλα κινητικής των DSP τοξινών, τα οποία 

προσεγγίζουν σε ικανοποιητικό βαθµό την πραγµατική κατάσταση (Silvert et al., 1998; 

Morõno et al., 1998). Μια πιθανή πορεία είναι η εξής: 

1) Είσοδος τοξικών κυττάρων στη σάρκα του οστράκου.  

2) Αφοµοίωση και/ή απ’ ευθείας αποµάκρυνση των τοξικών κυττάρων. 

3) Παραγωγή DSP τοξινών (ελεύθερες και συζευγµένες µορφές) και ελευθέρωσή τους 

στη σάρκα.  

4) Συσσώρευση των τοξινών στους διάφoρους ιστούς του οστρακοειδούς, κυρίως στο 

ηπατοπάγκρεας (Murata et al., 1982). 

5) Μετασχηµατισµός των DSP τοξινών κατά την παραµονή τους στους ιστούς, που 

συνίσταται σε ακυλίωση των ελεύθερων µορφών (Suzuki et al., 1999) και υδρόλυση 

(Fernández et al., 1998) ή οξείδωση (Windust et al., 1997) των συζευγµένων 

µορφών.  

6) Απ’ ευθείας αποµάκρυνση των τοξινών (ελεύθερων ή µεταβολιτών) από το όστρακο 

προς το περιβάλλον.  
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Οι DSP τοξίνες, ως λιπόφιλες ενώσεις, συσσωρεύονται κυρίως στο ηπατοπάγκρεας 

των οστρακόδερµων, αφού το όργανο αυτό αποτελεί τη µεγαλύτερη αποθήκη λιπιδίων. 

Ανάλογα µε τις φυσικοχηµικές ιδιότητες κάθε τοξίνης, συνδέονται λιγότερο ή 

περισσότερο ισχυρά µε το υπόστρωµα.  

 

2.8 Εξυγίανση µυδιών 

 

Η είσοδος των τοξικών κυττάρων στον οργανισµό των µυδιών ενεργοποιεί 

διάφορους προστατευτικούς µηχανισµούς, όπως π.χ. κλείσιµο των θυρών. Σύµφωνα µε 

ορισµένους ερευνητές (Shumway & Cucci, 1987; Ward & Target, 1989; Lesser & 

Shumway, 1993; Smaal & Zurburg, 1997), τα δίθυρα µαλάκια διαθέτουν µηχανισµούς 

αντίληψης του είδους του φυτοπλαγκτού που καταναλώνουν, ακόµα και της τοξικότητας 

κάποιων µικροφυκών, και µπορούν να µειώνουν ανάλογα τη διηθητική τους ικανότητα. 

Μάλιστα, οι Ward και Target (1989) υποστηρίζουν ότι τα µύδια αντιλαµβάνονται ενώσεις 

σε διαλυµένη µορφή, πιθανότατα µέσω κάποιων ειδικών χηµειο-υποδοχέων. Η πιθανότερη 

θέση των υποδοχέων αυτών φαίνεται να είναι οι χηλικές προσακτρίδες (Scholten & Smaal, 

1998). 

Ένας άλλος παράγοντας που επηρεάζει την αποτοξίνωση των µυδιών, είναι η 

ποιότητα και ποσότητα της διαθέσιµης τροφής. Ορισµένοι ερευνητές (Bauder et al., 1996; 

Blanco et al., 1999) θεωρούν ότι η κύρια οδός αποµάκρυνσης των DSP τοξινών είναι η 

απόθεση µεταβολικών περιττωµάτων, η οποία αυξάνεται παρουσία µη τοξικής τροφής, ως 

αποτέλεσµα της αύξησης του ρυθµού πρόσληψης τροφής και της πεπτικής 

δραστηριότητας. Σύµφωνα µε µία άλλη προσέγγιση, όταν υπάρχει άφθονη µη τοξική 

τροφή (π.χ. διάτοµα), τα δίθυρα χρειάζεται να διηθήσουν µικρότερο όγκο νερού, οπότε 

συσσωρεύουν λιγότερη ποσότητα τοξινών (Sampayo et al., 1990). Από την άλλη πλευρά 

βέβαια, απουσία τροφής (κατάσταση νηστείας) έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη χρήση 

των αποθηκών λίπους, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται ο ρυθµός κάθαρσης (Svensson, 2003). 

Οι τοξίνες που αποθηκεύονται στο γαστρεντερικό σωλήνα των µυδιών αποµακρύνονται 

πιο γρήγορα από εκείνες που συσσωρεύονται στους ιστούς. 
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Έχουν γίνει πολλές προσπάθειες για την εξυγίανση των οστρακοειδών, µε σκοπό 

να µειωθεί ο χρόνος αποκλεισµού τους από την αγορά. Η ανάπτυξη µεθόδων εξυγίανσης 

σε φυσικά ελεγχόµενα συστήµατα προϋποθέτει ταυτοποίηση των περιβαλλοντικών 

συνθηκών που επηρεάζουν την εξυγίανση, κατανόηση των φυσιολογικών µηχανισµών 

εξυγίανσης και χαµηλό κόστος εφαρµογής. 

Η συµβατική µέθοδος εξυγίανσης συνίσταται στη µεταφορά των οστράκων σε 

νερά ελεύθερα τοξικών οργανισµών, όπου αφήνονται να αυτοκαθαριστούν. Η µέθοδος 

αυτή είναι ικανοποιητική για πολλά είδη οστράκων, όµως ο ρυθµός κάθαρσης εξαρτάται 

από το κάθε είδος και ορισµένα είδη παραµένουν τοξικά για µεγάλο χρονικό διάστηµα. 

Ένα άλλο µειονέκτηµα είναι ότι η µεταφορά µεγάλων ποσοτήτων οστράκων είναι επίπονη 

και δαπανηρή. Εµβάπτιση µυδιών φυσικώς επιβαρηµένων µε ΟΑ (4.25 µg/g ΗΡ) σε νερά 

ελεύθερα τοξικών κυττάρων έδειξε ότι το περιεχόµενο ΟΑ µειώνεται κατά 83% εντός µίας 

εβδοµάδας και καθίστανται κατάλληλα προς κατανάλωση, ενώ σε 21 ηµέρες 

αποµακρύνεται πλήρως (Poletti et al., 1996). Ωστόσο, σε εργαστηριακά πειράµατα, όπου 

µύδια επιβαρηµένα µε ΟΑ εµβαπτίστηκαν σε δεξαµενές µε νερά ελεύθερα τοξικών 

κυττάρων, αρχικά παρατηρήθηκε αύξηση του ΟΑ (Haamer et al., 1990; Marcaillou-Le 

Baut et al., 1993). Το φαινόµενο αυτό αποδίδεται είτε σε αυξηµένο ρυθµό µεταβολισµού 

λόγω του στρες κατά τη µεταφορά, είτε σε υδρόλυση των εστεροποιηµένων ενώσεων του 

ΟΑ (π.χ. DTX-4) κατά την επεξεργασία των δειγµάτων. 

Έχουν µελετηθεί διάφορες τεχνητές µέθοδοι αποµάκρυνσης των DSP τοξινών από 

τους ιστούς των οστρακοειδών. Σύµφωνα µε τους ερευνητές Edebo et al. (1988) και 

Scoging (1991) ο βρασµός των µυδιών (100
o
C για 163 min) που είχαν επιµολυνθεί µε ΟΑ 

οδήγησε σε αργή διάσπαση της τοξίνης. Επίσης, παρατηρήθηκε όσο αυξανόταν η 

θερµοκρασία βρασµού (από 50-150°C) των µυδιών τόσο µειώνονταν οι συγκεντρώσεις 

τόσο του ΟΑ όσο και της DTX-1. Αλλά τα επίπεδα των συγκεντρώσεων των τοξινών 

καθιστούσαν τα µύδια ακόµα τοξικά (Mc.Carron et al., 2008). Πρόσφατα, οι Mc. Carron et 

al., (2007) ακτινοβόλησαν δείγµατα µυδιών σε δόσεις 6, 12 και 24KGy και παρατήρησαν 

µείωση από 5-20% στις συγκεντρώσεις των λιπόφιλων τοξινών. Οι Croci et al. (1994), σε 

πειράµατα που έκαναν σε τεχνητό θαλασσινό νερό χωρίς προσθήκη τροφής, έδειξαν ότι ο 

ρυθµός κάθαρσης αυξάνεται µε οζονισµό. Άλλες µέθοδοι που έχουν δοκιµαστεί είναι το 

θερµικό και ηλεκτρικό σοκ, µείωση του pH και χλωρίωση (Hallegraeff et al., 1995). Οι 

Gonzales et al., (2002) πέτυχαν µείωση από 55-89% των DSP τοξινών µε τη χρήση 
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υπερκρίσιµου µίγµατος διοξειδίου του άνθρακα µε οξικό οξύ στους 40°C υπό πίεση 

200bar και για χρόνο έκθεσης 30min-5 h. 

 

2.8.1 Ακτινοβόληση 

 

Η συντήρηση των τροφίµων µε χρήση ακτινοβολίας κερδίζει συνεχώς έδαφος και 

τείνει να καθιερωθεί σαν µια από τις πιο αποτελεσµατικές µεθόδους βελτίωσης της 

ασφάλειας των τροφίµων (WHO, 1994; Diehl, 1995; Wilkinson and Gould, 1996). Με τον 

όρο ακτινοβόληση, εννοείται η χρήση γ-ακτινοβολίας από τα ραδιοϊσότοπα του 
60

Co ή του 

137
Cs, ή υψηλής ενέργειας ηλεκτρονίων και ακτίνων X. Η ελάττωση στους πληθυσµούς 

των αλλοιογόνων βακτηρίων της µικροβιακής χλωρίδας µε την µέθοδο της ακτινοβόλησης 

έχει σαν αποτέλεσµα την παράταση του χρόνου ζωής των φρέσκων αλλά και 

κατεψυγµένων προϊόντων µε υψηλά ποσοστά υγρασίας (Urbain, 1986). 

Στα πλεονεκτήµατα της µεθόδου αυτής θα πρέπει να συµπεριληφθεί το γεγονός ότι 

τα προϊόντα µπορούν να ακτινοβοληθούν αφού έχουν συσκευαστεί µε αποτέλεσµα να 

εξαλείφεται κάθε πιθανότητα επιµόλυνσης, µέχρι να καταναλωθούν. Η ακτινοβόληση 

µπορεί να αδρανοποιήσει τους µικροοργανισµούς σε ένα τρόφιµο χωρίς να είναι 

απαραίτητη η απόψυξη αυτού.    

Η ακτινοβόληση ως µέθοδος συντήρησης τροφίµων, εφαρµόστηκε στα µέσα της 

δεκαετίας του 1940 και χρησιµοποιείται σε περίπου 40 χώρες σε εµπορική κλίµακα 

(Urbain, 1986). Οι διεργασίες ακτινοβόλησης που εφαρµόζονται στα τρόφιµα, 

κατατάσσονται στις παρακάτω κατηγορίες: 

1) Ραδιοαποστείρωση (radappertization): παράγεται ένα «εµπορικά αποστειρωµένο» 

προϊόν (20-25 kGy). 

2) Ραδιοπαστερίωση (radicidation): καταστροφή παθογόνων µικροοργανισµών που 

σχετίζονται µε τη δηµόσια υγεία (1-10 kGy). 

3) Ήπια ραδιοπαστερίωση (radurization): γενική µείωση του επιπέδου των βλαστικών 

βακτηρίων και παράταση του χρόνου ζωής του προϊόντος (1-4 kGy). 

4) Παρεµπόδιση εκβλάστησης σε αποθηκευµένα λαχανικά (≤ 1 kGy). 
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Η ακτινοβόληση σε συνδυασµό µε τις παραδοσιακές µεθόδους συντήρησης 

τροφίµων, όπως η ψύξη, παίζει σηµαντικό ρόλο τόσο στην ασφάλεια, όσο και στη 

συντήρηση των τροφίµων (Tsiotsias et al., 2002, Chouliara et al., 2007). 

 

2.8.1.1 Τύ̟οι και ̟ηγές ακτινοβολίας 

 

Οι πιο κατάλληλες ακτινοβολίες για την ακτινοβόληση των τροφίµων είναι οι 

ιονίζουσες, οι οποίες προκαλούν ιονισµό των ατόµων της ύλης µέσα από την οποία 

διέρχονται. Από τις ιονίζουσες ακτινοβολίες κατάλληλες είναι οι ακτίνες γ και οι δέσµες 

ηλεκτρονίων (ακτίνες β). Οι ακτίνες Χ έχουν περιορισµένη εφαρµογή λόγω του υψηλού 

κόστους (Μπλούκας, 1999). 

Ακτίνες γ: Η γ ακτινοβολία είναι µικρού µήκους κύµατος ηλεκτροµαγνητική 

ακτινοβολία υψηλής ενέργειας που εκπέµπεται από τον πυρήνα ραδιενεργών ατόµων και 

παρουσιάζει µεγάλη διεισδυτική ικανότητα. Ως πηγές γ ακτινοβολίας χρησιµοποιούνται 

δύο ραδιενεργά ισότοπα, το 
60

Co µε χρόνο ηµιζωής 5,3 χρόνια και το 
137

Cs, µε χρόνο 

ηµιζωής 30 χρόνια. Συνήθως στη συντήρηση τροφίµων χρησιµοποιείται πηγή 
60

Co γιατί 

αυτό είναι περισσότερο διαθέσιµο σε σχέση µε το 
137

Cs. 

Ηλεκτρόνια υψηλής ενέργειας: Ως πηγές ηλεκτρονίων υψηλής ενέργειας 

χρησιµοποιούνται διάφοροι τύποι επιταχυντών ηλεκτρονίων, που παράγουν ακτινοβολία 

ενέργειας έως 10 MeV. Η παραγόµενη δέσµη ηλεκτρονίων εξέρχεται από την πηγή, 

έχοντας πολύ µεγάλη επιτάχυνση καθώς τα τρόφιµα κινούνται σε ιµάντα σε οριζόντια 

διάταξη. 

Η ακτινοβόληση ηλεκτρονίων παρουσιάζει κάποια βασικά πλεονεκτήµατα σε 

σχέση µε την ακτινοβόληση µε ραδιενεργά στοιχεία όπως η µεγαλύτερη ταχύτητα, η 

ευκολότερη µόνωση και η κατά βούληση λειτουργία. Μειονεκτεί όµως στο ότι έχει 

σχετικά περιορισµένη ικανότητα διείσδυσης (≤ 2mm), απαιτεί συχνή συντήρηση και έχει 

σηµαντικές απαιτήσεις σε ενέργεια. 
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2.8.1.2 Μονάδες µέτρησης δόσης ακτινοβόλησης 

 

Η απορροφούµενη δόση ακτινοβολίας εκφράζει το ποσό της ενέργειας που η 

ιονίζουσα ακτινοβολία µεταδίδει σε ένα δεδοµένο υλικό (π.χ. ένα τρόφιµο). Οι µονάδες 

µέτρησης που χρησιµοποιούνται συνήθως είναι: 

1) Rad (ένα rad είναι η ποσότητα της ακτινοβολίας που προκαλεί απορρόφηση 

ενέργειας ίσης µε 100 erg/g ακτινοβοληµένου υλικού. 

2) Gray (1 Gy ισοδυναµεί µε 1 Joule ενέργειας απορροφηµένο από 1 Κg υλικού). 

Συνήθως η ακτινοβολία µετριέται σε kGy. 

Άλλες µονάδες µέτρησης είναι το  Curie, Roentgen, Becquerel, Electron Volts. 

 

2.8.1.3 ∆όσεις ακτινοβόλησης ανάλογα µε το ε̟ιδιωκόµενο α̟οτέλεσµα 

 

Οι τιµές των δόσεων που χρησιµοποιούνται στην ακτινοβόληση των τροφίµων 

κατατάσσονται συνήθως στις παρακάτω κατηγορίες (Γούλας, 1999): 

 

Χαµηλή δόση µέχρι 1 kGy 

1) Αναστέλλει τη βλάστηση κατά την αποθήκευση σε φυτικά τρόφιµα που 

αποτελούνται από βολβούς, όπως είναι οι πατάτες, τα κρεµµύδια, τα σκόρδα κ.α. 

(δόση 0,05-0,15 kGy). 

2) Καθυστερεί την ωρίµανση καθώς και τις φυσιολογικές πορείες σε φρέσκα φρούτα 

και κηπευτικά (δόση 0,5-1,0 kGy). 

3) Προκαλεί θανάτωση εντόµων σε διάφορα τρόφιµα όπως δηµητριακά, όσπρια, 

αλεύρι, λαχανικά, κρέας κ.α. (0,15-0,5 kGy). 
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Μέτρια δόση: 1-10 kGy 

1) Προκαλεί παστερίωση θανατώνοντας τους αλλοιωγόνους και παθογόνους 

µικροοργανισµούς σε φρέσκα ή κατεψυγµένα θαλασσινά, πουλερικά, κρέας κ.α. 

(δόση 1,0-7,0 kGy). 

2) Βελτιώνει τις ιδιότητες διαφόρων τροφίµων, όπως είναι τα σταφύλια, στα οποία 

αυξάνει την απόδοση σε χυµό (δόση 2,0-7,0 kGy). 

 

Υψηλή δόση: 10-50 kGy 

1) Προκαλεί εµπορική αποστείρωση τροφίµων όπως το κρέας, πουλερικά, θαλασσινά, 

έτοιµα γεύµατα (δόση 10-50 kGy). 

2) Προκαλεί εξυγίανση διαφόρων πρόσθετων και συστατικών των τροφίµων, όπως 

καρυκεύµατα, έτοιµα γεύµατα καθώς και εξάλειψη των ιών (δόση 10-50 kGy). 

 

2.8.1.4 Εγκαταστάσεις και εξο̟λισµός 

 

Μια εγκατάσταση πηγής ακτινοβόλησης πρέπει να περιλαµβάνει: 

1) Την πηγή ακτινοβολίας (ραδιενεργό στοιχείο ή δέσµη ηλεκτρονίων). 

2) Την προστατευτική εγκατάσταση από τυχόν διαρροή ακτινοβολίας.  

3) Το σύστηµα διακίνησης των τροφίµων προς και από την πηγή της  ακτινοβόλησης. 

4) Το σύστηµα ελέγχου του συστήµατος διακίνησης. 

5) Το σύστηµα ελέγχου επιπέδου ακτινοβολίας στο χώρο. 

 

2.8.1.5 Έλεγχος της διαδικασίας της ακτινοβόλησης 

 

Ο έλεγχος της διαδικασίας ακτινοβόλησης είναι απαραίτητος αφού δεν υπάρχουν 

απλές τεχνικές που να διαχωρίζουν τα ακτινοβοληµένα από τα µη ακτινοβοληµένα 

τρόφιµα. Ο έλεγχος στις διάφορες µονάδες παραγωγής γίνεται προσδιορίζοντας κάποιες 
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φυσικές παραµέτρους όπως η τελική τιµή της απορροφηµένης δόσης της ακτινοβολίας από 

το προϊόν.  

Ετικέτες-δείκτες της τελικής δόσης ακτινοβόλησης χρησιµοποιούνται για να 

δηλώσουν τα προϊόντα, που έχουν υποστεί ακτινοβόληση. Αυτός είναι ένας εύκολος 

τρόπος διαχωρισµού ακτινοβοληµένων και µη ακτινοβοληµένων προϊόντων. 

Ο έλεγχος της σωστής λειτουργίας των εγκαταστάσεων ακτινοβόλησης ρυθµίζεται 

από τις εθνικές Επιτροπές Ατοµικής Ενέργειας. Από τη ∆ιεθνή Επιτροπή Ατοµικής 

Ενέργειας (ΙΑΕΑ, Βιέννη), έχουν θεσπιστεί αυστηρά µέτρα ελέγχου για τη χρήση 

ακτινοβόλησης στη συντήρηση τροφίµων, έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η ποιότητα και 

ασφάλεια των τροφίµων. 

Ο έλεγχος των εγκαταστάσεων είναι απαραίτητος για να διασφαλιστεί η λειτουργία 

της πηγής ακτινοβόλησης σύµφωνα µε τα απαραίτητα κριτήρια ασφάλειας που έχουν 

θεσπιστεί (Γούλας, 1999). 

 

2.8.1.6 Προϊόντα ιχθυρών 

 

Τα µαλάκια, τα καρκινοειδή καθώς και τα πόδια βατράχων, που προέρχονται από 

µολυσµένα υδάτινα συστήµατα, είναι πιθανόν να περιέχουν παθογόνους 

µικροοργανισµούς και να εγκυµονούν κινδύνους για τη δηµόσια υγεία, όπως έχουν δείξει 

αρκετά περιστατικά στο παρελθόν µε υψηλά ποσοστά θνησιµότητας (Kampelmacher, 

1984). 

Έρευνες σε προϊόντα ιχθυρών έδειξαν ότι δόσεις ακτινοβολίας µέχρι και 4 kGy 

εµποδίζουν την ανάπτυξη παθογόνων βακτηρίων και µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε 

κατεψυγµένα προϊόντα ιχθυρών, όπως γαρίδες και πόδια βατράχων (Nerkar and Lewis, 

1982, Nouchpramoul, 1985, Ito et al., 1989, Han et al., 1992). 

Οι τιµές D10 για τα διάφορα στελέχη της Salmonella σε εµβολιασµένες γαρίδες από 

την Ταϊλάνδη, κυµάνθηκαν µεταξύ 0.3 έως 0.5 kGy σε κατεψυγµένα δείγµατα και 0.4 έως 

0.6 kGy σε δείγµατα υπό ψύξη (Nouchpramoul, 1985). 
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∆όση ακτινοβολίας ίση µε 4 kGy είχε σαν αποτέλεσµα την ελάττωση κατά 3 log 

του πληθυσµού των αερόβιων ψυχρότροφων και µεσόφιλων βακτηρίων σε γαρίδες από τη 

Μαλαισία που συντηρήθηκαν υπό ψύξη (Prachasitthisakdi et al., 1984). Επιπλέον, τα 

Enterobacteriaceae και ο S. aureus δεν ανιχνεύτηκαν σε 1 g δείγµατος µετά την εφαρµογή 

δόσεων ακτινοβολίας µεταξύ 2 και 4 kGy. 

Το βακτήριο Vibrio parahaemolyticus θεωρήθηκε η αιτία πρόκλησης 

γαστροεντερικών λοιµώξεων από την κατανάλωση προϊόντων ιχθυρών στην 

Νοτιοανατολική Ασία (Lewis, 1983). Ποσοστό 60% φρέσκων ψαριών από τοπική αγορά 

της Βοµβάης στην Ινδία, βρέθηκε µολυσµένο µε το παραπάνω βακτήριο. Επίσης ο 

Nouchpramoul (1985), βρήκε το µικροοργανισµό αυτό σε ποσοστό 85% σε φρέσκιες και 

κατεψυγµένες γαρίδες στην Ταϋλάνδη. Το βακτήριο είναι αρκετά ευαίσθητο στην 

ακτινοβόληση καθώς οι πληθυσµοί διαφόρων στελεχών του βακτηρίου, που 

εµβολιάστηκαν σε καβούρια και υποβλήθηκαν σε ακτινοβόληση µε δόση ακτινοβολίας 

0.25 kGy, ελαττώθηκαν κατά 2-5 log CFU (Matches and Liston, 1971). Ο Lewis (1983) 

ανέφερε ότι οι  D10 τιµές για τις γαρίδες κυµαίνονται µεταξύ 0.04 και 0.05 kGy. Έτσι, 

δόση ακτινοβολίας ίση µε 1 kGy είναι αρκετή για να εξαλείψει το βακτήριο V. 

parahaemolyticus σε κατεψυγµένα προϊόντα ιχθυρών. 

∆όση ακτινοβολίας ίση µε 2.5 kGy προκάλεσε ελάττωση του πληθυσµού 

τεσσάρων στελεχών του µικροοργανισµού Shigella περισσότερο από 6 log , όταν αυτός 

ενοφθαλµίστηκε σε προµαγειρεµένες και κατεψυγµένες γαρίδες. 

Τα αποτελέσµατα της βιβλιογραφίας διαφοροποιούνται όσον αφορά την 

οργανοληπτική αποδοχή των ακτινοβοληµένων καρκινοειδών, πιθανόν λόγω των 

διαφορετικών συνθηκών του κάθε πειράµατος καθώς και του διαφορετικού διαστήµατος 

που µεσολαβούσε µεταξύ της ακτινοβόλησης και της οργανοληπτικής εξέτασης, διάστηµα 

που χαρακτηρίζεται αρκετά κρίσιµο για την οργανοληπτική αξιολόγηση του προϊόντος. Ο 

Rhodes (1964), ανέφερε ότι δόση ακτινοβολίας ίση µε 3 kGy σε γαρίδες προκάλεσε 

δυσοσµία αλλά καµία άλλη δυσάρεστη µεταβολή στην εµφάνιση του προϊόντος, σε 

αντίθεση µε τους Coleby και Shewan (1965), που ανέφεραν ότι το ανώτατο όριο 

ακτινοβολίας για τις γαρίδες µπορεί να είναι τα 9 kGy. Μετά από έρευνα βρέθηκε ότι 

γαρίδες αµέσως µετά την ακτινοβόληση µε δόση ακτινοβολίας 2 kGy είχαν καλύτερα 

οργανοληπτικά χαρακτηριστικά από αυτές που δεν ακτινοβολήθηκαν. (Novak et al., 1968, 
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Nickerson et al., 1983). Έρευνα στη Ταϊλάνδη µε χρήση ακτινοβολίας δόσης 2.2 kGy σε 

γαρίδες δεν έδειξε µεταβολή στη γεύση, υφή και στο χρώµα του προϊόντος παρά µόνο 

στην οσµή. Πρέπει επίσης να σηµειωθεί ότι υπήρξε διαφορά στο βαθµό αποδοχής µεταξύ 

των καταναλωτών στις διάφορες περιοχές (Nouchpramoul, 1985). 

Όσον αφορά τα πόδια βατράχων, µελέτες στην Ινδονησία (Tamburan, 1985), 

έδειξαν ότι ο συνδυασµός της χρήσης χλωριωµένου νερού, ψύξης και ακτινοβόλησης σε 

δόσεις ακτινοβολίας 3-6 kGy, εξάλειψαν τη Salmonella από το προϊόν. 

∆όση ακτινοβολίας ίση µε 1 kGy είναι αρκετή να εξαλείψει τον µικροοργανισµό V. 

vulnificus στα µύδια. 

 

2.8.1.7 Περιορισµοί στη χρήση της ακτινοβόλησης 

 

Η ακτινοβόληση δεν είναι πανάκεια για όλα τα προβλήµατα που σχετίζονται µε τη 

συντήρηση των τροφίµων. Εκτός από τους οικονοµικούς παράγοντες και την αποδοχή των 

ακτινοβοληµένων τροφίµων από το καταναλωτικό κοινό (Bruhn, 1995, Resurreccion et al., 

1995), οι µεταβολές στην οργανοληπτική ποιότητα αποτελούν ένα από τα βασικότερα 

κριτήρια για την χρήση της ακτινοβόλησης ως µεθόδου συντήρησης (Urbain, 1982). Η 

ακτινοβόληση σε θερµοκρασίες κατάψυξης είναι δυνατό να ελαττώσει το σχηµατισµό 

δύσοσµων ενώσεων. Παρόλα αυτά για τεχνικούς και οικονοµικούς λόγους, ορισµένα 

τρόφιµα δεν είναι δυνατόν να καταψυχθούν, οπότε η µέθοδος αυτή δεν βρίσκει παντού 

εφαρµογή. 

 

2.8.2 Οζονισµός 

 

Το όζον είναι µια αλλοτροπική µορφή του οξυγόνου που παράγεται µε τη διέλευση 

οξυγόνου ή αέρα δια µέσου ηλεκτρικών εκκενώσεων (5000 – 20000  V, 50 – 500 Hz). 

Είναι ασταθές αέριο, όπου σε θερµοκρασίες >35˚C µετατρέπεται σε οξυγόνο. Είναι τοξικό 

και ισχυρό οξειδωτικό µε απολυµαντική δράση και γι’ αυτό χρησιµοποιείται ως 
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λευκαντικό ή αντιδραστήριο για την απόσµηση. Έχει χαρακτηριστική οσµή, κυανό χρώµα 

και πρέπει να παράγεται στο σηµείο χρήσης του. Ένα από τα πλεονεκτήµατά του είναι ότι 

δεν αφήνει γεύση ή οσµή στο επεξεργασµένο πόσιµο νερό. Για την επεξεργασία 

καθαρισµού του νερού χρησιµοποιείται κυρίως στις παρακάτω περιπτώσεις 

αποχρωµατισµού, απολύµανσης, οξείδωσης οργανικών ενώσεων και κυρίως φαινολών και 

κυανιούχων ενώσεων. Η διαλυτότητα του όζοντος εξαρτάται από τη θερµοκρασία ενώ η 

ηµιπερίοδος ζωής σε υδατικά διαλύµατα καθορίζεται από το pH. Επίσης η διαλυτότητά 

του επηρεάζεται από την συγκέντρωση του µονοξειδίου και διοξειδίου του άνθρακα και 

άλλων οργανικών και ανόργανων ουσιών στο νερό. Έτσι έχει µεγάλη σηµασία η καλή 

γνώση των χαρακτηριστικών του νερού πριν εφαρµοστεί ο οζονισµός για την απολύµανσή 

του. Το όζον είναι πιο οξειδωτικό από το οξυγόνο, έχει όµως το πλεονέκτηµα της µικρής 

θερµοδυναµικής σταθερότητας σε κανονικές συνθήκες θερµοκρασίας και πίεσης. 

∆ιασπάται τόσο στην αέρια φάση όσο και στην υγρή. Η διάσπασή του είναι πιο έντονη στο 

νερό όπου καταλύεται από την παρουσία υδροξυλιόντων. Μετά τη τροφοδοσία του 

όζοντος στο νερό, παραµένει για ένα µικρό χρονικό διάστηµα, το οποίο είναι αρκετό για 

την απολυµαντική του δράση, και µετά αποσυντίθενται. Η απολυµαντική του δράση είναι 

ισχυρή και ταχεία. Ο ιός της πολιοµυελίτιδας αδρανοποιείται σε ποσοστό 99,99% σε 4-6 

λεπτά υπό την επίδραση 0,4ppm όζοντος.  

Έχει µεγάλη απολυµαντική δράση έναντι των πρωτόζωων. Οφείλεται σε 

οξειδωτικές αντιδράσεις που καταστρέφουν βασικές δοµές του µικροβιακού κυττάρου. 

Εκτός από τη βακτηριοκτόνα δράση του, έχει την τάση να οξειδώνει την οργανική ύλη, 

καθώς και µέταλλα όπως το σίδηρο και το µαγνήσιο. Προτάθηκε επίσης για την 

απολύµανση κλειστών θαλάσσιων συστηµάτων. Επειδή όµως είναι ασταθής ένωση δεν 

έχει καµία παραµένουσα δράση στο δίκτυο διανοµής. Αντίθετα, επειδή οξειδώνει σύνθετες 

οργανικές ενώσεις σε απλούστερες βιοαφοµοιώσιµες µορφές, σε ορισµένες περιπτώσεις, 

µπορεί να αυξήσει την πιθανότητα ανάπτυξης βακτηρίων στο δίκτυο. Σαν οξειδωτικό 

συµβάλλει στην συντήρηση των φίλτρων. Οι φυσικές ιδιότητες του όζοντος φαίνονται 

στον πίνακα 4: 

 

 

 



 

Πίνακας 4. Φυσικές Ιδιότητες του όζοντος (

Σηµείο Βρασµού 

Σηµείο Τήξεως 

Κρίσιµη Θερµοκρασία 

Κρίσιµη Πίεση 

Το όζον οξειδώνει πολλές επιβλαβείς ενώσεις σε απλούστερες αβλαβείς µορφές ή

και συντελεί στην πλήρη καταστροφή

οξείδωση των φαινολών, η οποία οδηγεί στην πλήρη 

καθώς και των αρωµατικών προϊόντων διάσπασής τους µε τελικά προϊόντα αλειφατικά 

οξέα ή εστέρες :  

 

Σχήµα 3. Αντιδράσεις διάσπασης φαινολών µε την επίδραση όζοντος

Στη ∆. Ευρώπη υπάρχει µία σηµαντική στροφή προς τη χρήση όζοντος. Έχει 

σχεδόν την ίδια απολυµαντική δράση µε την χλωρίωση και συνηθ

του χαµηλού της κόστους. 

επέτρεψε τη χρήση όζοντος σε άµεση επαφή µε τα τρόφιµα για λόγους συντήρησης των 

τελευταίων το 2001 (Yousef

 

2.8.2.1 Παραγωγή όζοντος

 

Οι Rice et al., (1986) 

Καταρχήν, χρειάζεται  διατοµικό µόριο οξυγόνου. Πρέπει να αντιδράσει ένα διατοµικό 

µόριο οξυγόνου µε µία ρίζα οξυγόνου για να σχηµατιστεί το όζον. Όµως για να υπάρξει 

ελεύθερη ρίζα οξυγόνου απαιτείται µεγάλη ενέργεια για το σπάσιµο του δεσµού οξυγόνου
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Φυσικές Ιδιότητες του όζοντος (Manley and Niegowski, 1967) 

-111.9°C 

-192.5°C 

-12.1°C 

54.6 atm 

Το όζον οξειδώνει πολλές επιβλαβείς ενώσεις σε απλούστερες αβλαβείς µορφές ή

καταστροφή τους. Παράδειγµα αυτής της δραστικότητας είναι η 

οξείδωση των φαινολών, η οποία οδηγεί στην πλήρη καταστροφή των ενώσεων αυτών 

καθώς και των αρωµατικών προϊόντων διάσπασής τους µε τελικά προϊόντα αλειφατικά 

 

Αντιδράσεις διάσπασης φαινολών µε την επίδραση όζοντος 

Στη ∆. Ευρώπη υπάρχει µία σηµαντική στροφή προς τη χρήση όζοντος. Έχει 

σχεδόν την ίδια απολυµαντική δράση µε την χλωρίωση και συνηθίζεται περισσότερο λόγω 

 Η υπηρεσία ελέγχου τροφίµων και φαρµάκων (

επέτρεψε τη χρήση όζοντος σε άµεση επαφή µε τα τρόφιµα για λόγους συντήρησης των 

Yousef at al., 2001). 

Παραγωγή όζοντος 

., (1986) ήταν οι πρώτοι οι οποίοι µελέτησαν την παραγωγή όζοντος.

Καταρχήν, χρειάζεται  διατοµικό µόριο οξυγόνου. Πρέπει να αντιδράσει ένα διατοµικό 

µόριο οξυγόνου µε µία ρίζα οξυγόνου για να σχηµατιστεί το όζον. Όµως για να υπάρξει 

θερη ρίζα οξυγόνου απαιτείται µεγάλη ενέργεια για το σπάσιµο του δεσµού οξυγόνου

Το όζον οξειδώνει πολλές επιβλαβείς ενώσεις σε απλούστερες αβλαβείς µορφές ή 

τους. Παράδειγµα αυτής της δραστικότητας είναι η 

των ενώσεων αυτών 

καθώς και των αρωµατικών προϊόντων διάσπασής τους µε τελικά προϊόντα αλειφατικά 

Στη ∆. Ευρώπη υπάρχει µία σηµαντική στροφή προς τη χρήση όζοντος. Έχει 

ίζεται περισσότερο λόγω 

ροφίµων και φαρµάκων (FDA) των ΗΠΑ 

επέτρεψε τη χρήση όζοντος σε άµεση επαφή µε τα τρόφιµα για λόγους συντήρησης των 

ήταν οι πρώτοι οι οποίοι µελέτησαν την παραγωγή όζοντος. 

Καταρχήν, χρειάζεται  διατοµικό µόριο οξυγόνου. Πρέπει να αντιδράσει ένα διατοµικό 

µόριο οξυγόνου µε µία ρίζα οξυγόνου για να σχηµατιστεί το όζον. Όµως για να υπάρξει 

θερη ρίζα οξυγόνου απαιτείται µεγάλη ενέργεια για το σπάσιµο του δεσµού οξυγόνου-



35 

 

οξυγόνου. Η ενέργεια αυτή επιτυγχάνεται είτε µε τη χρήση UV ακτινοβολίας (188nm) είτε 

κατόπιν διεύλεσης Ο2 µέσω χώρου όπου λαµβάνει χώρα ηλεκτρική εκκένωση (corona 

discharge). Σε αυτή τη τεχνική εάν διοχετευτεί αέρας από την ατµόσφαιρα τότε παράγεται 

περίπου 1-3% όζον ενώ εάν διοχετευτεί καθαρό οξυγόνο µπορεί να παραχθεί έως και 6%. 

 

2.8.2.2 Αντιµικροβιακή δράση όζοντος 

 

Το όζον καταστρέφει µικροοργανισµούς µε την οξείδωση συστατικών των 

κυττάρων. Έχει αποδειχθεί ότι είναι αποτελεσµατικό έναντι των κατά Gram θετικών 

βακτηρίων όπως η Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Enterococcus faecalis και των κατά Gram αρνητικών βακτηρίων όπως Pseudomonas 

aeruginosa και Yersinia enterocolitica. Η δράση του οφείλεται στην προσβολή της 

γλυκοπρωτεϊνικής ή/και γλυκολιπιδικής µεµβράνης των βακτηρίων (Restaino et al., 1995). 

Επίσης, είναι αποτελεσµατικό σε µία ευρεία ποικιλία ιών όπως του Venezuals equine 

encephalomyelitis virus, hepatitis A, influenza A κ.α. (Guzel-Seydim et al., 2004). 

 

2.8.2.3 Οξείδωση οργανικών και ανόργανων ενώσεων  

 

Το όζον είναι ένας ισχυρότατος παράγοντας για την οξείδωση φυσικών και 

συνθετικών οργανικών ενώσεων όπως φυτοφάρµακα, υπολείµµατα φυσικών ζυµώσεων, 

εντοµοκτόνα κτλ. Μερικές οργανικές ενώσεις καταστρέφονται σε δευτερόλεπτα (π.χ. 

φαινόλες και µυρµηγκικό οξύ), ενώ άλλες χρειάζονται περισσότερο χρόνο (π.χ. ορισµένα 

εντοµοκτόνα, τριχλωρο-υδρογονάνθρακες). Επίσης, το όζον οξειδώνει ταχύτατα και 

αποτελεσµατικά ανόργανα στοιχεία όπως ο σίδηρος, το µαγγάνιο προς αδιάλυτες ενώσεις 

που όµως µπορούν να αποµακρυνθούν εύκολα µε τη χρήση φίλτρου ενεργού άνθρακα. 

Στην περίπτωση των νιτρωδών εστέρων η οξείδωση οδηγεί στο σχηµατισµό νιτρικών 

αλάτων που είναι αβλαβή. Επίσης, οσµές θείου εξαφανίζονται µε τη χρήση όζοντος. 
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2.8.2.4 Χρήση του όζοντος στα τρόφιµα 

 

Το όζον είναι ένα ασφαλές δυνατό απολυµαντικό και γι αυτό χρησιµοποιείται για 

τον έλεγχο της ανάπτυξης ανεπιθύµητων οργανισµών σε προϊόντα και µηχανολογικούς 

εξοπλισµούς που χρησιµοποιούνται στη βιοµηχανία τροφίµων. Το όζον χρησιµοποιείται 

συστηµατικά στη βιοµηχανία τροφίµων λόγω της ικανότητάς του να θανατώνει 

µικροοργανισµούς χωρίς να προσθέτει χηµικά υποπροϊόντα στα τρόφιµα ή την 

ατµόσφαιρα στην οποία τα τρόφιµα αποθηκεύονται. Σε διάλυµα το όζον µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για την απολύµανση συσκευών. Σε µορφή αερίου, το όζον δρα ως 

συντηρητικό των τροφίµων ενώ µπορεί επίσης να εξυγιάνει υλικά συσκευασίας τροφίµων. 

Προϊόντα που συντηρούνται µε το όζον κατά τη διάρκεια αποθήκευσης σε ψύξη είναι τα 

αυγά, τα ψάρια, τα φρέσκα φρούτα, λαχανικά καθώς και µύδια (Manousaridis et al., 2005). 

 

2.8.2.5 Τοξικότητα του όζοντος 

 

Η τοξικότητα του όζοντος είναι το πιο σηµαντικό κριτήριο που λαµβάνεται υπόψη 

κατά τη χρήση του στην βιοµηχανία τροφίµων. Είναι απαραίτητο οι εργαζόµενοι στις 

βιοµηχανίες αυτές να κάνουν χρήση του όζοντος µε προσοχή και ασφάλεια. Το όζον 

προσβάλλει το ανθρώπινο αναπνευστικό σύστηµα. Τα συµπτώµατα που εµφανίζονται 

είναι πονοκέφαλος, ζάλη, αίσθηση καψίµατος των µατιών και του λαιµού, οξύτητα στη 

γεύση και την οσµή και βήχας (Ηοοf, 1982). 

Επειδή το όζον είναι ισχυρά τοξικό, η µέγιστη ανεκτή συγκέντρωση του σε 

συνθήκες συνεχούς έκθεσης είναι 0.1 ppm. Η συνήθης δόση είναι γύρω στα 0.4 mg/l για 

χρόνο επαφής 4 λεπτών. 

 

2.9 Τοξικές ε̟ι̟τώσεις των DSP τοξινών στην υγεία των ζώων και του ανθρώ̟ου 

 

Μετά από στοµατική χορήγηση µυδιών επιβαρυµένων µε ΟΑ σηµειώθηκαν 

συµπτώµατα διάρροιας και εµετού (Fernández et al., 2003).  
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Οι τοξικές επιπτώσεις του ΟΑ, όταν χορηγηθεί ενδοπεριτοναϊκά σε ποντίκια, 

συνίστανται σε ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις που εµφανίζονται µετά από 30 λεπτά. Μεταξύ 

των συµπτωµάτων περιλαµβάνονται λήθαργος, γενική αδυναµία, διάρροια και θάνατος 

(Terao et al., 1993). Πειράµατα σε νεαρά ποντίκια, µετά από ενδοπεριτοναϊκή ένεση DSP 

τοξινών, έδειξαν συµπτώµατα διόγκωσης, υπεραιµίας και εκφυλισµού των εντέρων, καθώς 

και βλάβη του ήπατος (Hamano et al., 1986; Terao et al., 1986 & 1993). Ενδογαστρική 

χορήγηση του ΟΑ στα ποντίκια απέδειξε 16 φορές µικρότερη τοξικότητα (Yasumoto et al., 

1978). Ο θάνατος µπορεί να επέλθει µέσα σε 1.5 έως 48 ώρες από τη στιγµή της ένεσης, 

ανάλογα µε τη δόση. Η µέση θανατηφόρος δόση (LD50) του ΟΑ µετά από ενδοφλέβια ή 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση είναι 192 µg/kg σωµατικού βάρους (σ.β.), ενώ η στοµατική 

δόση είναι 200-300 µg/kg σ.β. (Cohen et al., 1990; Shibata et al., 1982). Στον Πίνακα 5 

δίνεται αναλυτικά η µέση θανατηφόρος δόση (LD50) των λιπόφιλων τοξινών σε ποντίκια.  

Για την έκφραση της τοξικότητας χρησιµοποιούνται οι µονάδες µυών (Mouse 

Units, MU). Μία (1) MU αντιστοιχεί σε 4 µg ΟΑ και ορίζεται ως η ελάχιστη ποσότητα 

τοξίνης ικανής να προκαλέσει το θάνατο σε ένα ποντίκι βάρους 20g σε 24 ώρες, µετά από 

ενδοπεριτοναϊκή ένεση (Yasumoto et al., 1984 & 1989). ∆είγµα µυδιών µε τοξικότητα 

πάνω από 4-5 MU ή 16-20 µg ισοδύναµων ΟΑ/100 g ολικού ιστού θεωρείται ακατάλληλο 

προς κατανάλωση (Yasumoto et al., 1978). 
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Πίνακας 5. Μέση θανατηφόρος δόση (LD50) διαφόρων λιπόφιλων τοξινών µετά από 

ενδοπεριτοναϊκή ένεση σε ποντίκια (Fernández et al., 2003). 

ΟΜΑ∆Α 

ΤΟΞΙΝΩΝ 

ΑΝΑΛΟΓΑ LD50 (µg/kg 

σ.β.) 

ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ 

Οκαδαϊκό οξύ ΟΑ 192 ∆ιάρροια, προαγωγή όγκων 

∆ινοφυσιστοξίνη DTX-1 160 ∆ιάρροια 

 DTX-3 500 ∆ιάρροια 

Πηκτινοτοξίνη PTX-1 250 Ηπατοτοξικότητα 

 PTX-2 230 Ηπατοτοξικότητα, διάρροια 

 PTX-3 350 * 

 PTX-4 770 * 

 PTX-6 500 * 

 PTX-7 >5000 * 

 PTX-8 >5000 * 

Γεσοτοξίνη ΥΤΧ 100 Καρδιοτοξικότητα 

 Υδροξυ-

ΥΤΧ 

500 * 

 Homo-ΥΤΧ 100 * 

Αζασπειροξύ ΑΖΑ-1 200 ∆ιάρροια 

 ΑΖΑ-2 110 ∆ιάρροια 

 ΑΖΑ-3 140 ∆ιάρροια 

 ΑΖΑ-4 470 ∆ιάρροια 

 ΑΖΑ-5 1000 ∆ιάρροια 

* Στην περίπτωση των PTXs και YTXs µελέτες στοµατικής τοξικότητας και 

κυττοτοξικότητας έχουν γίνει µόνο για τις PTX-1, PTX-2 και ΥΤΧ. Τα υπόλοιπα 

ανάλογα πιθανότατα παρουσιάζουν παρόµοια ή ίδια παθολογία µε τις µητρικές ενώσεις.  

 

Το ΟΑ και τα ανάλογά του, DTX-1 και DTX-2, είναι οι κυριότερες τοξίνες που 

είναι υπεύθυνες για τις DSP δηλητηριάσεις στον άνθρωπο (Murata et al., 1982; Yasumoto 

et al., 1985). Μεταξύ των συµπτωµάτων είναι κυρίως γαστρεντερικές διαταραχές που 
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εµφανίζονται 30 λεπτά έως µερικές ώρες (σπάνια υπερβαίνουν τις 12 ώρες) µετά την 

είσοδο στον οργανισµό. Οι ασθενείς αναρρώνουν πλήρως µέσα σε 3 µε 4 ηµέρες, 

ανεξάρτητα από τη θεραπευτική αγωγή. Επίσης, εξαιτίας του λιπόφιλου χαρακτήρα του, το 

ΟΑ µπορεί εύκολα να διαπεράσει την κυτταρική µεµβράνη προκαλώντας παρατεταµένη 

συστολή των µυών (Shibata et al., 1982). Στον Πίνακα 6 παρατίθενται τα συµπτώµατα που 

έχουν καταγραφεί κατά τη διάρκεια DSP επεισοδίων στην Ιαπωνία και τη Γαλλία 

(Yasumoto et al., 1978; Luckas, 1985).  

Η τοξικότητα του ΟΑ και των αναλόγων του οφείλεται στην ιδιότητά τους να 

αναστέλουν τη δράση των ενζύµων π.χ. τις φωσφατάσες, προκαλώντας 

υπερφωσφορυλίωση (Bialojan & Takai, 1988). Το ΟΑ αποτελεί ισχυρό αναστολέα της 

δράσης της φωσφατάσης PP1 και της φωσφατάσης PP2A της σερίνης και της θρεονίνης 

(Haystead et al., 1989). Ένα (1) nM OA αναστέλλει πλήρως την PP2A (Cohen, 1989). Η 

συσσώρευση φωσφορυλιωµένων πρωτεϊνών, οι οποίες ελέγχουν την έκκριση νατρίου στα 

εντερικά κύτταρα, καθώς και η αναστολή της αποφωσφορυλίωσης κυτταροσκελετικών 

στοιχείων που ρυθµίζουν τη διαπερατότητα των διαλυµένων ουσιών, έχουν ως 

αποτέλεσµα την παθητική απώλεια υγρών (Aune & Yndestad, 1993). Εκτενείς µελέτες 

έδειξαν ότι η δραστικότητα του ΟΑ οφείλεται κατά ένα ποσοστό στην ελεύθερη 

καρβοξυλοµάδα του µορίου του. Αυτό, εξάλλου, αποδεικνύεται και από το γεγονός ότι οι 

διολ-εστέρες, που είναι φυσικά παράγωγα του ΟΑ, δεν αναστέλλουν τη δράση των 

φωσφατασών PP1 και PP2A in vitro (Hu et al., 1992b). 
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Πίνακας 6. Συµπτώµατα ασθενών µετά από κατανάλωση οστρακοειδών µολυσµένων µε DSP 

τοξίνες. 

ΣΥΜΠΤΩΜΑ 

ΠΟΣΟΣΤΟ ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΩΝ 

Ιαπωνία
1
 Γαλλία

2
 

∆ιάρροια 92 100 

Κοιλιακό άλγος 53 94 

Ναυτία 80 35 

Εµετός 79 38 

Γενική αδυναµία -
3
 55 

Πυρετός - 38 

Πονοκέφαλος - 20 

Ζάλη - 10 

Έντονη δίψα - 14 

Υπερβολική σιελόρροια  - 9 

Υπόταση - 8 

Ταχυκαρδία - 10 

1. ∆εδοµένα βασισµένα σε 164 περιστατικά από επεισόδια που σηµειώθηκαν το 1976 και 

το 1977 (Yasumoto et al., 1978). 

2. ∆εδοµένα βασισµένα σε 160 περιστατικά από επεισόδια που σηµειώθηκαν το 1984 

(Luckas, 1985). 

3. ∆εν αναφέρθηκαν δεδοµένα.  

Εκτός από τα δεδοµένα οξείας τοξικότητας, in vitro µελέτες ενοχοποιούν το ΟΑ 

για προαγωγή νεοπλασιών, κυρίως του στοµάχου (Fujiki & Suganuma, 1993), καθώς και 



41 

 

για γενοτοξικές ιδιότητες, οι οποίες οφείλονται κυρίως στην ανάπτυξη παραγόντων που 

βλάπτουν το DNA (Nagakama et al., 1997). 

Τα όρια ανοχής ή επιτρεπτά όρια για τις DSP τοξίνες καθορίζονται µε βάση 

επιδηµιολογικά δεδοµένα οξείας τοξικότητας σε ανθρώπους (όχι σε ποντίκια), χωρίς να 

λαµβάνεται υπόψη ο κίνδυνος από τη χρόνια έκθεση στις τοξίνες. Άλλωστε, δεν υπάρχουν 

δεδοµένα σχετικά µε τη µακροχρόνια έκθεση στις τοξίνες αυτές, αφού η κατανάλωσή τους 

δε θεωρείται ότι συµβαίνει σε καθηµερινή βάση και καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής των 

ατόµων.  

Επιδηµιολογικά δεδοµένα από τοξίνωση που παρατηρήθηκε στη Νορβηγία το 1984 

οδήγησαν στην καθιέρωση ως Χαµηλότερου Επιπέδου Παρατηρούµενης ∆υσµενούς 

Επίπτωσης (Lower Observed Adverse Effect Level, LOAEL) τα 0.8 µg/kg σ.β., που 

αντιστοιχούν σε 48-65 µg ΟΑ για άτοµο βάρους 60 kg (Hamano et al., 1986). 

Εφαρµόζοντας ένα συντελεστή ασφαλείας ίσο µε 3, το επιτρεπόµενο όριο γίνεται 0,27 

µg/kg σ.β. ή 16 µg για άτοµο βάρους 60 kg. Εξαιτίας έλλειψης επαρκών δεδοµένων 

σχετικά µε την έκθεση του ανθρώπου στα διάφορα είδη µολυσµένων οστρακοειδών, 

γίνεται η υπόθεση ότι η πρόσληψη όλων των ειδών είναι παρόµοια µε την πρόσληψη των 

µυδιών, η οποία ισούται µε 100 g/άτοµο. Εποµένως, εάν η συγκέντρωση του ΟΑ δεν είναι 

υψηλότερη από 16 µg/100g ολικού ιστού, τότε δεν υπάρχει σηµαντικός κίνδυνος για τη 

δηµόσια υγεία (WG Toxicology, 2001). 

 

2.10 Μέτρα Αντιµετώ̟ισης και Νοµοθεσία  

 

Η εµφάνιση των φυκοτοξινών και η επακόλουθη πιθανότητα εκδήλωσης 

τοξινώσεων είναι ένα φαινόµενο πολυδιάστατο, µε σοβαρές επιπτώσεις τόσο στη δηµόσια 

υγεία, όσο και στην οικονοµία των οστρακοκαλλιεργητών. Πρόκειται για ένα φαινόµενο 

που µπορεί να εµφανιστεί απρόσµενα σε οποιαδήποτε χρονική στιγµή, ανεξάρτητα από 

την τοποθεσία και τις κλιµατολογικές συνθήκες. Πολλές περιοχές παραγωγής και αλιείας 

οστράκων της Ευρώπης (Ισπανία, Πορτογαλία, Γαλλία, Ολλανδία, Σουηδία, Νορβηγία, 

Ιρλανδία, Ιταλία) έχουν κλείσει για περιόδους από µία εβδοµάδα έως και ένα χρόνο, λόγω 

θετικής απόκρισης των πειραµατόζωων σε βιοδοκιµές ή λόγω τοξικών κρουσµάτων σε 
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ανθρώπους (van Egmond et al., 1993). Το ίδιο έχει συµβεί και στην Ελλάδα, σύµφωνα µε 

στοιχεία του Εθνικού Εργαστηρίου Αναφοράς Θαλασσίων Βιοτοξινών (Katikou, 2005).  

Όπως προαναφέρθηκε, κανένα σύστηµα αποτοξίνωσης δεν αποδίδει 

ικανοποιητικά. Συνεπώς ο καλύτερος τρόπος αντιµετώπισης του προβλήµατος, προς το 

παρόν, είναι η λήψη προληπτικών µέτρων, τα οποία προϋποθέτουν τη θέσπιση ενός 

συστήµατος εντατικής παρακολούθησης του θαλάσσιου περιβάλλοντος και των 

οστρακοειδών. 

Στη χώρα µας, σύµφωνα µε την τότε ισχύουσα Εθνική Νοµοθεσία (Π.∆. 412/94), 

υπό τις κατευθυντήριες γραµµές της Ευρωπαϊκής Κοινότητας (Οδηγία 91/492/ΕΟΚ, 

Οδηγία 97/61/ΕΚ, Απόφαση 2002/225/ΕΚ και Απόφαση 2002/226/ΕΚ) και σήµερα 

σύµφωνα µε τον Κανονισµό 853/2004 έχει καταρτιστεί το Εθνικό Πρόγραµµα Επιτήρησης 

Ζωνών ή Περιοχών Παραγωγής ∆ιθύρων Μαλακίων για παρουσία θαλασσίων βιοτοξινών 

Το πρόγραµµα συνίσταται (α) στην εξέταση πιθανής παρουσίας τοξικού φυτοπλαγκτού 

στο θαλασσινό νερό και (β) στην εξέταση των οστρακοειδών για πιθανή παρουσία 

βιοτοξινών. Συντονιστής του προγράµµατος είναι η Γενική ∆ιεύθυνση Κτηνιατρικής του 

Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων και συγκεκριµένα η ∆ιεύθυνση 

Κτηνιατρικής ∆ηµόσιας Υγείας (∆/νση Κ.∆.Υ.), ενώ οι δειγµατοληψίες εκτελούνται από 

τις ∆ιευθύνσεις Κτηνιατρικής των κατά τόπους Νοµαρχιακών Αυτοδιοικήσεων. Η 

εκτέλεση των προαναφερθεισών εξετάσεων γίνεται αντίστοιχα (α) από την Ερευνητική 

Οµάδα Επιβλαβών Ανθήσεων Φυκών του Εργαστηρίου Βοτανικής του Τµήµατος 

Βιολογίας του Αριστοτέλειου Πανεπιστηµίου Θεσσαλονίκης και (β) από το Εθνικό 

Εργαστήριο Αναφοράς Θαλασσίων Βιοτοξινών του Ινστιτούτου Υγιεινής Τροφίµων 

Θεσσαλονίκης του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων. Η ανίχνευση 

βιοτοξινών σε επίπεδα ανώτερα των κανονιστικά θεσπισµένων οδηγεί στη λήψη 

υγειονοµικών µέτρων, δηλαδή στην απαγόρευση της εξαλίευσης των οστρακοειδών έως 

ότου παρέλθει το φαινόµενο. Επίσης, σε περίπτωση ανίχνευσης δυνητικά τοξικών 

κυττάρων (π.χ. δινοµαστιγωτών) στο θαλασσινό νερό πάνω από συγκεκριµένα κρίσιµα 

επίπεδα ανάλογα µε το εµπλεκόµενο είδος φυτοπλαγκτού, απαγορεύεται για προληπτικούς 

λόγους η εµπορία οστρακοειδών.  

Η χώρα µας, στα πλαίσια εφαρµογής των προαναφερθεισών διατάξεων, 

υποχρεούται να εξετάζει τα οστρακοειδή, πριν την κατανάλωσή τους, για τρεις κατηγορίες 
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τοξινών που προέρχονται από τοξικά είδη µικροφυκών: τις διαρροϊκές (DSP), τις 

παραλυτικές (PSP) και τις αµνησιακές (ASP) τοξίνες. Σύµφωνα µε τον Κανονισµό 

2074/2005/ΕΚ της Ευρωπαϊκής Κονότητας, µέθοδος αναφοράς για την ανίχνευση των 

διαρροϊκών τοξινών είναι η βιοδοκιµή σε µυς ή επίµυς. Εναλλακτικά, ή συµπληρωµατικά 

µπορεί να εφαρµοστούν και άλλες αναλυτικές µέθοδοι, όπως HPLC µε φθορισµοµετρικό 

ανιχνευτή (HPLC-FLD) και LC-MS, ανοσολογικές µέθοδοι και λειτουργικές δοκιµές, 

όπως η δοκιµή αναστολής της φωσφατάσης. Θα πρέπει ωστόσο οι εναλλακτικές αυτές 

µέθοδοι να πληρούν τις εξής προϋποθέσεις: 

1) Μεµονωµένα καθεµία ή σε συνδυασµό µεταξύ τους να µπορούν να ανιχνεύσουν 

τουλάχιστον τα εξής ανάλογα: ΟΑ, DTXs (DTX-1, DTX-2, DTX-3), PTXs (PTX-1, 

PTX-2) και YTXs (YTX, 45-OH-YTX, homo-YTX, 45-homo-YTX). 

2) Να µην είναι λιγότερο αποτελεσµατικές από τις βιολογικές µεθόδους. 

3) Να παρέχουν ισοδύναµο (προς τις βιολογικές µεθόδους) επίπεδο προστασίας της 

δηµόσιας υγείας. 

4) Εάν υπάρχουν διαφωνίες στα αποτελέσµατα των βιολογικών µε τις υπόλοιπες 

µεθόδους, να λαµβάνονται οι βιολογικές ως µέθοδοι αναφοράς. 

 

Με βάση τις πρόσφατες µελέτες, έχουν καθοριστεί ανώτατα όρια και µέθοδοι 

ανάλυσης για τις λιπόφιλες τοξίνες που περιέχονται σε δίθυρα µαλάκια, εχινόδερµα, 

χιτωνόζωα και θαλάσσια γαστερόποδα (Κανονισµός 853/2004/ΕΚ). Τα όρια αυτά 

παρατίθενται στον Πίνακα 7. 
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Πίνακας 7. Ανώτατα επιτρεπτά όρια διαρροϊκών τοξινών (Κανονισµός 853/2004/ΕΚ). 

ΤΟΞΙΝΗ ΟΡΙΟ 

Οκαδαϊκό οξύ 160 µg ΟΑ eq / kg ολικού ιστού 

∆ινοφυσιστοξίνες 160 µg ΟΑ eq / kg ολικού ιστού 

Πηκτινοτοξίνες 160 µg ΟΑ eq / kg ολικού ιστού 

Γεσοτοξίνες 1000 µg ΥΤΧ eq / kg ολικού 

ιστού 

Αζασπειροξέα 160 µg ΑΖΑ eq / kg ολικού ιστού 

Η εφαρµογή ενός προγράµµατος παρακολούθησης της ασφάλειας των νερών και 

των οστρακοειδών γίνεται πολύπλοκη και πολλές φορές µη αποτελεσµατική εξαιτίας 

ορισµένων παραγόντων (Aune & Yndestad, 1993), µεταξύ των οποίων είναι οι εξής: 

1) Η αφθονία των κυττάρων που ευθύνονται για την παραγωγή των τοξινών µπορεί να 

παρουσιάζει έντονες διακυµάνσεις. 

2) Η διάρκεια και περιοδικότητα της τοξικότητας ποικίλει αναλόγως µε την περιοχή. 

3) ∆εν παρατηρείται πάντα συσχέτιση τοξινών και τοξικών κυττάρων. Έχουν 

καταγραφεί επεισόδια DSP τοξικότητας σε νερά ελεύθερα τοξικών κυττάρων.  

4) Ταυτόχρονη εµφάνιση DSP και PSP τοξινών περιπλέκει την παρακολούθηση. 

5) Η τοξικότητα στα µύδια µπορεί να διαφέρει αναλόγως µε το βάθος, ακόµα και στην 

ίδια περιοχή δειγµατοληψίας.  

6) Άλλα θαλασσινά (π.χ. στρείδια) µπορεί επίσης να επιβαρυνθούν, έστω και σε 

µικρότερο βαθµό. 

 

2.11 Μέθοδοι ανίχνευσης/̟ροσδιορισµού οκαδαϊκού οξέος 

 

Οι µέθοδοι ανίχνευσης των DSP τοξινών διακρίνονται σε in vivo δοκιµές, που 

περιλαµβάνουν τις βιοδοκιµές, σε in vitro δοκιµές, που περιλαµβάνουν λειτουργικές 

δοκιµές και δοκιµασίες δοµής (π.χ. δοκιµή αναστολής φωσφατάσης), και τις χηµικές 

αναλυτικές µεθόδους (π.χ. HPLC, LC-MS). Στις βιοδοκιµές, το µετρούµενο σήµα µπορεί 
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να είναι µια συγκεκριµένη απόκριση στη δοµή µιας τοξίνης ή ενοποιηµένες αποκρίσεις σε 

διαφορετικές δοµές µιας οµάδας τοξινών. Στις in vitro δοκιµές και στις χηµικές αναλυτικές 

µεθόδους µετρούνται τα σήµατα που αντιστοιχούν σε δοµές µεµονωµένων τοξινών.  

 

2.11.1 ∆οκιµές in vivo 

 

Οι βιολογικές δοκιµές θηλαστικών (mammalian bioassays) στηρίζονται στη 

βιολογική απόκριση των πειραµατόζωων στις DSP τοξίνες και παρέχουν ένα µέτρο της 

συνολικής τοξικότητας ενός δείγµατος. Υπάρχουν διάφορες βιοδοκιµές, ανάλογα µε το 

είδος των πειραµατόζωων που χρησιµοποιούνται (µύες, επίµυες) και την οδό χορήγησης 

του ενέσιµου εκχυλίσµατος (ενδοπεριτοναϊκώς ή δια του στοµάχου). Στη συνέχεια γίνεται 

µία σύντοµη περιγραφή της κάθε κατηγορίας και αναφέρονται συνοπτικά τα 

πλεονεκτήµατα και τα µειονεκτήµατά τους. 

 

2.11.1.1 Βιοδοκιµές Μυών 

 

Οι πιο διαδεδοµένες µέθοδοι ελέγχου των DSP τοξινών είναι οι βιολογικές δοκιµές 

σε ποντίκια. Αυτές περιλαµβάνουν ενδοπεριτοναϊκή ένεση ενός εκχυλίσµατος 

οστρακοειδών σε εργαστηριακά ποντίκια ορισµένης ηλικίας, φύλου και βάρους. Μετά την 

ένεση παρατηρείται η συµπεριφορά των πειραµατόζωων, ώστε να ταυτοποιηθούν τα 

τυπικά συµπτώµατα που µπορεί να προέρχονται από τις φυκοτοξίνες, τα οποία εξαρτώνται 

άµεσα από τη δόση χορήγησης και εµφανίζονται σε συγκεκριµένο χρόνο.  

Έχουν αναπτυχθεί διάφορα πρωτόκολλα βιοδοκιµών σε ποντίκια, τα οποία 

διαφέρουν ως προς το είδος του προς ανάλυση ιστού (ολικός ιστός – ΟΙ ή ηπατοπάγκρεας 

– ΗΠ) και ως προς τους διαλύτες που χρησιµοποιούνται στα στάδια εκχύλισης και 

καθαρισµού. Η επιλογή των διαλυτών καθορίζει την ευαισθησία και την εξειδίκευση του 

εκάστοτε πρωτοκόλλου και θα πρέπει να λαµβάνεται σοβαρά υπόψη προκειµένου το 
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επιλεγόµενο πρωτόκολλο να καλύπτει όλο το φάσµα των διαρροϊκών τοξινών 

(Κανονισµός 2074/2005). 

Η συνηθέστερη πορεία για την ανίχνευση των DSP τοξινών είναι αυτή που 

ανέπτυξαν οι Yasumoto et al. (1978), η οποία περιλαµβάνει εκχύλιση µε ακετόνη. Ο 

διαλύτης αυτός έχει την ικανότητα να παραλαµβάνει όλες τις λιπόφιλες τοξίνες, ακόµα και 

αυτές µε µη διαρροϊκή δράση. Εποµένως, µε τη χρήση ακετόνης εκτιµάται η συνολική 

DSP τοξικότητα ενός δείγµατος και η δηµόσια υγεία διασφαλίζεται στο µέγιστο βαθµό. 

Ωστόσο, δεν µπορεί να γίνει διάκριση των διαφορετικών ειδών των DSP τοξινών που 

περιέχονται στο δείγµα, ενώ υπάρχει επίσης η πιθανότητα να παραληφθούν και άλλες 

λιπόφιλες ουσίες που ενδέχεται να αλλοιώσουν το αποτέλεσµα. Το εµπόδιο αυτό αίρεται 

µε την εφαρµογή εναλλακτικών πρωτοκόλλων, στα οποία έχουν προστεθεί ένα ή 

περισσότερα στάδια κατανοµής υγρού – υγρού µε διάφορους οργανικούς διαλύτες, 

ανάλογα µε το είδος των DSP τοξινών που πρόκειται να ανιχνευτούν. Για παράδειγµα, µε 

χρήση διχλωροµεθάνιου / υδατικής µεθανόλης 60%, στην υδατοµεθανολική φάση 

παραλαµβάνονται οι γεσοτοξίνες, ενώ µε οξικό αιθυλεστέρα παραλαµβάνονται εκλεκτικά 

τα αζασπειροξέα. Έχει βρεθεί ότι οι απώλειες του ΟΑ κατά την εκχύλιση µε ακετόνη 

κυµαίνονται 10.2-17.0%, ενώ κατά την εκχύλιση µε ακετόνη / διαιθυλαιθέρα το εύρος 

απωλειών είναι 9.8-18.5% (Croci et al., 1995). Στον Πίνακα 8 παρατίθενται στοιχεία από 

διαφορετικά εναλλακτικά πρωτόκολλα, καθώς και οι ανιχνεύσιµες σε κάθε περίπτωση 

τοξίνες. 
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Πίνακας 8. Πρωτόκολλα βιολογικών µεθόδων ανίχνευσης DSP τοξινών. 

Πρωτόκολλο ∆ιαλύτες Εκχύλισης 
∆ιαλύτες 

Καθαρισµού 
Κριτήριο Θετικότητας 

Ανιχνεύσιµες 

Τοξίνες 

Yasumoto et al., 1978 Ακετόνη - Θάνατος 2 εκ 3 ποντικιών 

σε <24h, ε/π ένεση 5g 

ηπατοπαγκρέατος / ποντίκι 

(ισοδύναµα µε 25g ολικού 

ιστού/ ποντίκι. 

ΟΑ, DTXs, PTXs, 

YTX, AZA 

Yasumoto et al., 1984 Ακετόνη, µεθανόλη ∆ιαιθυλαιθέρας / νερό Θάνατος 2 εκ 3 ποντικιών 

σε <24h, ε/π ένεση 25g 

ολικού ιστού / ποντίκι. 

ΟΑ, DTXs, PTXs, 

YTXs, AZAs 

* Ακετόνη, µεθανόλη ∆ιχλωροµεθάνιο 

(DCM) / υδατική 

µεθανόλη 60% (WM) 

Θάνατος 2 εκ 3 ποντικιών 

σε <24h, ε/π ένεση 25g 

ολικού ιστού / ποντίκι. 

ΟΑ, DTXs, PTXs, 

ΑΖΑ 

Θάνατος 2 εκ 3 ποντικιών 

σε <5h, ε/π ένεση 2g ολικού 

ιστού / ποντίκι. 

YTXs (WM φάση) 

** Ακετόνη, µεθανόλη Οξικός αιθυλεστέρας Θάνατος 2 εκ 3 ποντικιών 

σε <24h, ε/π ένεση 25g 

ολικού ιστού / ποντίκι. 

ΑΖΑs 

* Αναπτύχθηκε από τον Καθηγητή Yasumoto (Νοέµβριος 2001) και προτείνεται από το Κοινοτικό Εργαστήριο Αναφοράς 

Θαλασσίων Βιοτοξινών του Vigo (Ισπανία) ως µέθοδος ανίχνευσης των YTXs. 

** Βασίζεται σε εργασία των Yasumoto & Satake και προτείνεται από το Κοινοτικό Εργαστήριο Αναφοράς Θαλασσίων Βιοτοξινών 

του Vigo (Ισπανία) ως µέθοδος ανίχνευσης των AZAs.  

 

2.11.1.2 Εκτίµηση τοξικότητας 

 

Για την ποσοτική εκτίµηση της τοξικότητας χρησιµοποιείται συνήθως ο χρόνος 

επιβίωσης, καθώς ο υπολογισµός της τοξικότητας µε χρήση των µεθόδων LD50 

(θανατηφόρος δόση για το 50% των εξεταζόµενων πειραµατόζωων) είναι επίπονος και 

χρονοβόρος. Θετικό θεωρείται το αποτέλεσµα όταν επέλθει θάνατος δύο εκ των τριών 

ποντικιών σε διάστηµα µικρότερο των 5 ή των 24h µετά την ένεση. Ωστόσο, δεν υπάρχει 

οµοφωνία διεθνώς σχετικά µε το χρόνο παρατήρησης των πειραµατόζωων. Βρέθηκε ότι η 

µείωση του χρόνου παρατήρησης από 24 σε 5 ώρες αυξάνει κατά 35-76% τα αρνητικά 
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αποτελέσµατα σε δείγµατα που περιέχουν 2-3 mg ΟΑ/kg ΗΠ (Vieites et al., 1996). Οι 

Vale & Sampayo (1996) παρατήρησαν ότι, παρόλο που θάνατοι µεταξύ 5 και 24 ωρών 

αντιστοιχούν συνήθως σε συγκεντρώσεις ΟΑ+DTX-2 της τάξης των 2 mg ΟΑ eq/kg ΗΠ, 

σε ορισµένα δείγµατα σηµαντικές ποσότητες DSP τοξινών (>2 mg ΟΑ eq/kg ΗΠ) έδωσαν 

χρόνους επιβίωσης µεγαλύτερους από 5 ώρες. Το γεγονός αυτό οφείλεται πιθανά στη 

διαφορά αφενός της τοξικότητας µεταξύ των DSP τοξινών και αφετέρου της κατανοµής 

τους στο δείγµα. Έχει βρεθεί ότι η παρουσία τοξινών πέραν των ΟΑ, DTX-1 και DTX-2 

στο δείγµα προκαλεί καθυστέρηση στην εµφάνιση των συµπτωµάτων (>5 ώρες). Στην 

περίπτωση της DTX-3 απαιτείται παρατήρηση 24 ωρών (Terao et al., 1993).  

Παρόλο που σκοπός των βιοδοκιµών είναι η εκτίµηση της τοξικότητας στο 

βρώσιµο τµήµα των οστρακοειδών, η εξέταση γίνεται συνήθως στο ηπατοπάγκρεας, 

καθώς οι περισσότερες DSP τοξίνες, ως λιπόφιλες, συσσωρεύονται σ’ αυτό το τµήµα του 

ολικού ιστού. Ωστόσο, κάποια ποσότητα κατακρατείται και σε άλλους ιστούς (π.χ. 

βράγχια, µανδύας, γονάδες κ.λπ.). Το ποσοστό που καταλαµβάνει το ηπατοπάγκρεας στη 

συνολική σάρκα ενός συγκεκριµένου είδους οστράκου παρουσιάζει σηµαντικές 

διακυµάνσεις ανάλογα µε την εποχή και την περιοχή αλίευσης, κυµαινόµενο συνήθως 

µεταξύ 7 και 25% του συνολικού ιστού. Στο Σχήµα 4 απεικονίζονται τα αποτελέσµατα της 

DSP τοξικότητας σε σχέση µε το βάρος του συνολικού ιστού, µε κριτήριο τοξικότητας 

τους διάφορους χρόνους επιβίωσης (Miguez et al., 1998). Τα δεδοµένα αυτά στηρίζονται 

στην υπόθεση ότι όταν στα ποντίκια γίνει ένεση εκχυλίσµατος ισοδύναµου µε 5g ΗΠ, ο 

χρόνος επιβίωσης των 24 ωρών αντιστοιχεί σε 0.8 mg OA eq/kg ΗΠ και ο χρόνος 

επιβίωσης των 5 ωρών αντιστοιχεί σε 2 mg OA eq/kg ΗΠ. Τα αποτελέσµατα 

διαφοροποιούνται ανάλογα µε το ποσοστό που καταλαµβάνει το ηπατοπάγκρεας επί του 

συνόλου του ολικού ιστού. 
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Σχήµα 4. DSP τοξικότητα (µg ΟΑ eq/100g ολικού ιστού) σε σχέση µε το χρόνο επιβίωσης των 

ποντικιών µετά από ε/π ένεση ιστών που περιέχουν διαφορετικά ποσοστά ηπατοπαγκρέατος. (10, 

15, 20 και 25%). Συµπτώµατα διάρροιας στον άνθρωπο αρχίζουν να εκδηλώνονται µετά την 

κατανάλωση περίπου 40 µg ΟΑ eq/100g ολικού ιστού (Miguez et al., 1998). 

 

2.11.1.3 Βιοδοκιµή Νεαρών Μυών 

 

Μια εναλλακτική βιολογική µέθοδος που έχει προταθεί είναι η βιοδοκιµή σε νεαρά 

ποντίκια, ηλικίας 4-5 ηµερών (suckling mouse bioassay). Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, 

εκχύλισµατα οστρακοειδών χορηγούνται ενδογαστρικώς στα ζώα. Μετά από 4 ώρες 

καθορίζεται ο βαθµός συσσώρευσης υγρών στον γαστρεντερικό σωλήνα, µετρώντας το 

λόγο της µάζας των εντέρων προς τη µάζα του υπόλοιπου σώµατος. Λόγοι µεγαλύτεροι 

από 0,8-0,9 είναι ενδεικτικοί θετικής αντίδρασης (Hamano et al., 1985). Η συγκεκριµένη 

µέθοδος είναι βραδύτερη από τη βιοδοκιµή σε ποντίκια και η ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσµάτων είναι πιο δύσκολη. 
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2.11.1.4  Βιοδοκιµή Ε̟ίµυων 

 

Η βιοδοκιµή σε επίµυς (αρουραίους) περιλαµβάνει σίτιση λευκών θηλυκών, οι 

οποίοι βρίσκονται σε κατάσταση νηστείας για 24 ώρες, µε ηπατοπάγκρεας οστρακοειδών 

και παρατήρηση των περιττωµάτων τους την επόµενη ηµέρα για 16 ώρες. Σε κάθε 

δοκιµασία χρησιµοποιούνται 3 ζώα και το αποτέλεσµα αξιολογείται ως θετικό εάν 

εµφανιστεί διαρροϊκή αντίδραση σε ένα από τα τρία πειραµατόζωα. Επίσης, αξιολογείται η 

σύσταση των περιττωµάτων και η άρνηση σίτισης (Kat, 1983).  

Η µέθοδος αυτή αποτελεί µοντέλο οξείας τοξικότητας, βιολογικώς πιο 

«ρεαλιστικό», εφόσον τα συµπτώµατα των επίµυων είναι παρόµοια µε αυτά που 

εµφανίζονται στον άνθρωπο από την πέψη των διαρροϊκών τοξινών. Επιπρόσθετα, η 

απουσία οποιασδήποτε επεξεργασίας ή εκχύλισης του δείγµατος αποτρέπει την απώλεια 

τοξινών. Ωστόσο, η συγκεκριµένη µέθοδος είναι διαγνωστική µόνο για συγκεκριµένες 

τοξίνες της οµάδας των DSP τοξινών (OA, DTX-1 και DTX-2) και όχι για το σύνολό της. 

Επίσης, άλλοι διαρρογόνοι παράγοντες, όπως τα εντερικά παθογόνα βακτήρια, είναι 

δυνατό να συνεισφέρουν στην εµφάνιση συµπτωµάτων διάρροιας. 

 

2.11.2 ∆οκιµές in vitro 

 

Οι in vitro δοκιµές εφαρµόζονται ως µέθοδοι προκαταρκτικής εξέτασης (screening 

tests) και αποσκοπούν στην ανίχνευση του ΟΑ και των αναλόγων του στο επίπεδο 

συγκέντρωσης που ενδιαφέρει. Περιλαµβάνουν ανοσολογικές και ενζυµικές δοκιµές, 

καθώς και δοκιµές υποδοχέων πρωτεϊνών και κυτταροτοξικότητας. Ταξινοµούνται σε δύο 

µεγάλες κατηγορίες: στις δοκιµές λειτουργικών οµάδων (functional assays) και στις 

δοκιµασίες δοµής (structural assays). Η πρώτη κατηγορία στηρίζεται στη βιοχηµική 

δράση των τοξινών (π.χ. δέσµευση στα κανάλια ιόντων του υποδοχέα), οπότε η 

ποσοτικοποίηση συσχετίζεται ισχυρά µε την τοξικότητα της αναλυόµενης ουσίας. 

Αντιθέτως, οι δοκιµές δοµής εξαρτώνται από την αλληλεπίδραση του αναλύτη µε έναν 

παράγοντα αναγνώρισης µορίου, όπως π.χ. της θέσης δέσµευσης των αντισωµάτων στις 

ανοσολογικές δοκιµές.  
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2.11.2.1  ∆οκιµή Αναστολής Φωσφατάσης 

 

Η δοκιµή αναστολής της φωσφατάσης (phosphatase inhibition assay) ανιχνεύει την 

αποκλειστική ιδιότητα του ΟΑ και της DTX-1 να αναστέλουν τη δράση της φωσφατάσης 

των πρωτεϊνών Τύπου 1 (ΡΡ1) και Τύπου 2Α (ΡΡ2Α) (Holmes, 1991). Αρχικά η µέθοδος 

που αναπτύχθηκε περιελάµβανε χρήση ραδιοεπισηµασµένης 
32

Ρ φωσφορυλάσης και 

συνδυασµό αυτής µε υγρή χρωµατογραφία. Μάλιστα, όταν η δοκιµή εφαρµόστηκε σε 

φυσικώς επιβαρυµένα µύδια και εκχυλίσµατα κυττάρων Prorocentrum lima, έδειξε 

αναστολή της δραστηριότητας των ΡΡ1 και ΡΡ2Α µεγαλύτερη από αυτή που 

αντιστοιχούσε στο συνολικό επίπεδο των ΟΑ και DTX-1, γεγονός που υποδείκνυε την 

παρουσία «κορυφών» δυνητικώς διαρροϊκών τοξινών (Luu et al., 1993).  

Παρόλο που η ευαισθησία της µεθόδου αυτής και γενικότερα των λειτουργικών in 

vitro δοκιµών είναι εξαιρετικά υψηλή, η εφαρµογή τους περιορίζεται εξαιτίας του ειδικού 

εξοπλισµού που απαιτεί. Εξάλλου, η ανάπτυξη τέτοιων µεθόδων απαιτεί λεπτοµερή γνώση 

της κινητικής των αντιδράσεων και των ενζύµων που σχετίζονται µε τη βιοσύνθεση και το 

µεταβολισµό των τοξινών, και στο πεδίο αυτό υπάρχουν σηµαντικές ελλείψεις.  

 

2.11.2.2  ∆οκιµή Κυτταροτοξικότητας 

 

Η δοκιµή κυτταροτοξικότητας (cytotoxicity bioassay) στηρίζεται στην ιδιότητα των 

DSP τοξινών να αναστέλουν την ανάπτυξη και δράση των φωσφατασών. Η τοξική αυτή 

ιδιότητα εξαρτάται από τη συγκέντρωση των τοξινών και προκαλεί βλάβη στη µορφολογία 

των κυττάρων, η οποία παρατηρείται µικροσκοπικά. Όταν, για παράδειγµα, ηπατοκύτταρα 

επίµυων εκτεθούν σε εκχύλισµα DSP τοξινών αλλοιώνεται η επιφάνεια των κυττάρων και 

παρατηρείται διόγκωση (Aune et al., 1991). Μια ποσοτική δοκιµή κυτταροτοξικότητας 

που αναπτύχθηκε, στην οποία χρησιµοποιούνται ανθρώπινα κύτταρα προερχόµενα από 

επιδερµικό καρκίνωµα, αποδείχτηκε ικανοποιητική στην ανίχνευση ΟΑ σε µύδια µε όριο 

ευαισθησίας 50 ng OA / g ΗΠ (Tubaro et al., 1996). 
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2.11.2.3   Ανοσολογικές ∆οκιµές 

 

Υπάρχουν διάφοροι τύποι ανοσοδιαγνωστικών δοκιµών για την ανίχνευση των 

DSP τοξινών. Στις δοκιµές αυτές χρησιµοποιούνται αντισώµατα που έχουν αναπτυχθεί 

αρχικά για µεµονωµένες τοξίνες, τα οποία όµως παρουσιάζουν ως ένα βαθµό 

διασταυρούµενες αντιδράσεις µε τοξίνες παρόµοιας δοµής. Οι ανοσολογικές δοκιµές είναι 

συνεπώς κατάλληλες για τη γνωµάτευση αρνητικών δειγµάτων, αδυνατούν όµως να 

δώσουν ακριβείς ποσοτικές αναλύσεις, ιδιαιτέρως σε δείγµατα που περιέχουν πολλές 

τοξίνες. Για την επιβεβαίωση της θετικότητας έχουν αναπτυχθεί συµπληρωµατικές 

χηµικές µέθοδοι: 

Η ανοσοδοκιµή ραδιοεπισήµανσης (Radio Label Immunoassay, RIA), στην οποία 

η διαδικασία ραδιοεπισήµανσης του 
3
Η για την ανίχνευση του ΟΑ είναι αρκετά ευαίσθητη 

(Όριο Ανίχνευσης: 0,2 pmol ΟΑ) και δε δίνει διασταυρούµενες αντιδράσεις µε άλλες 

βιοτοξίνες. Πρόκειται όµως για µια µέθοδο χρονοβόρα και πολύπλοκη που δεν µπορεί να 

εφαρµοστεί σε επίπεδο ρουτίνας (Levine et al., 1988).   

Η ανταγωνιστική ανοσοδοκιµή δέσµευσης ενζύµου (Competitive Enzyme-

Linked Immunoassay, ELISA), η οποία βασίζεται στην ανταγωνιστική δράση του ΟΑ 

(αντιγόνο) µε ένα µακροµοριακό σύµπλοκο µε σεσηµασµένο το ΟΑ (anti-OA anti-

idiotypic 1/59 mAb), για τη δέσµευση στους ίδιους υποδοχείς ενός µονοκλωνικού 

αντισώµατος του ΟΑ (mouse anti-OA 6/50 monoclonal antibody, mAb) (Σχήµα 5). Το 

δεσµευµένο αντίσωµα, στη συνέχεια, ποσοτικοποιείται µε ένα ενζυµικά συζευγµένο 

δευτερογενές αντίσωµα µε την προσθήκη του κατάλληλου χρωµογόνου παράγοντα (Uda et 

al., 1989; Chin et al., 1995). Η αντίδραση αυτή επιτρέπει τον ηµιποσοτικό προσδιορισµό 

του ΟΑ και της DTX-1, δίνοντας µια συνολική εκτίµηση και για τις δύο τοξίνες χωρίς να 

τις διακρίνει. 
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Σχήµα 5. Σχηµατική παράσταση της ανοσολογικής αντίδρασης του ΟΑ. 

 

2.11.3 Χηµικές αναλυτικές µέθοδοι 

 

Οι χηµικές µέθοδοι ανάλυσης δίνουν τη δυνατότητα ακριβούς και πλήρως 

αυτοµατοποιηµένης ποσοτικοποίησης των γνωστών τοξινών, καθώς και την επιβεβαίωση 

της ταυτότητάς τους. Ένα από τα βασικότερα στάδια των χηµικών αναλύσεων είναι η 

εκχύλιση και ο καθαρισµός των τοξινών. Όλες οι λιπόφιλες τοξίνες, 

συµπεριλαµβανοµένου και του ΟΑ, µπορούν να εκχυλιστούν από τους ιστούς των 

οστρακοειδών µε διάφορους οργανικούς διαλύτες, όπως π.χ. ακετόνη, µεθανόλη ή 

ακετονιτρίλιο. Η ακετόνη χρησιµοποιείται ευρέως, κυρίως στις βιοδοκιµές, λόγω της 

ευκολίας µε την οποία εξατµίζεται. Ωστόσο, τα ακετονικά εκχυλίσµατα είναι πολύπλοκα, 

εξαιτίας της παρουσίας διαφόρων µη πολικών λιπιδίων, ενώ απαιτούνται µεγάλοι όγκοι 

διαλύτη και σηµαντικός χρόνος εξάτµισης.  

Στην αρχική ανάλυση, προτιµάται η εκχύλιση µε υδατική µεθανόλη 80%, η οποία 

µειώνει αισθητά την ποσότητα των εκχυλιζόµενων λιπιδίων δίνοντας καλές ανακτήσεις. 

Στη συνέχεια, µπορεί να εφαρµοστεί αποµάκρυνση των λιπιδίων µε κατανοµή σε ακετόνη, 

εκτός και αν δεν είναι επιθυµητή η απώλεια των τοξινών χαµηλής πολικότητας (π.χ. DTX-

3) (Fernández et al., 1996). Μετά την προσθήκη νερού, οι τοξίνες κατανέµονται σε 

χλωροφόρµιο ή διχλωροµεθάνιο, το οποίο στη συνέχεια εξατµίζεται, µέχρι να προκύψει 

ένα ελαιώδες υπόλειµµα. Ο οξικός αιθυλεστέρας είναι ένας εναλλακτικός µη χλωριωµένος 
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διαλύτης (González et al., 2000), ο οποίος όµως απαιτεί ένα επιπλέον στάδιο ξήρανσης µε 

άνυδρο θειικό νάτριο για την αποµάκρυνση της υγρασίας πριν την εξάτµιση. 

Προϋποθέσεις Εφαρµογής 

Για την επιτυχή εφαρµογή των χηµικών µεθόδων, τόσο σε προγράµµατα 

παρακολούθησης, όσο και σε ερευνητικές µελέτες, θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη 

τέσσερα κρίσιµα σηµεία: 

1) Θα πρέπει να έχουν χαρακτηριστεί επαρκώς οι δοµές όλων των µελών µιας οµάδας 

τοξινών. Παρόλο που είναι πλέον διαθέσιµες αρκετές πληροφορίες σχετικά µε τις 

δοµές των τοξινών που επιβαρύνουν τα οστρακοειδή, κάθε χρόνο η κατάσταση 

γίνεται πιο πολύπλοκη µε την ανακάλυψη νέων αναλόγων ή νέων οµάδων τοξινών. 

Επιπλέον, τοξίνες που παράγονται από ένα συγκεκριµένο είδος µικροφύκους µπορεί 

στη σάρκα να µετασχηµατιστούν σε τοξικούς ή µη µεταβολίτες, δυσχεραίνοντας 

ακόµα περισσότερο την ανάπτυξη των χηµικών µεθόδων. 

2) Απαιτείται η διάθεση πιστοποιηµένων πρότυπων διαλυµάτων για κάθε µία από τις 

τοξίνες. 

3) Θα πρέπει να προσδιοριστεί η τοξικότητα της κάθε τοξίνης, ώστε να µπορεί να 

υπολογιστεί η συνολική τοξικότητα των δειγµάτων. Επίσης, θα πρέπει να διεξαχθούν 

µελέτες εκτίµησης της επικινδυνότητας, ώστε να θεσπιστούν σε αυτή τη βάση τα 

επιτρεπτά όρια των τοξινών στα οστρακοειδή. 

4) Απαραίτητη είναι τέλος η ανάπτυξη και επικύρωση αξιόπιστων µεθόδων για τα 

διάφορα είδη οστρακοειδών. Θα πρέπει να παρέχουν επαρκή όρια ανίχνευσης, της 

τάξης των ng/g τουλάχιστον, και ακριβή ποσοτικοποίηση όλων των αναλόγων. 

 

 

2.11.3.1   Χρωµατογραφία Λε̟τής Στοιβάδας 

 

 

Η Χρωµατογραφία Λεπτής Στοιβάδας (Thin Layer Chromatography, TLC) 

χρησιµοποιείται ευρέως στην ανάλυση τροφίµων. Ως εργαλείο προκαταρκτικής εξέτασης 

των DSP τοξινών παρουσιάζει ορισµένα πλεονεκτήµατα, όπως: (α) απλή µεθοδολογία 

χωρίς την ανάγκη ακριβού εξοπλισµού, (β) σχετικά µικρό χρόνο ανάλυσης, (γ) 
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ταυτόχρονη ανάλυση πολλών δειγµάτων και (δ) διαθεσιµότητα πολλών χρωµατοµετρικών 

αντιδραστηρίων ψεκασµού για την επιβεβαίωση της ταυτότητας των τοξινών µέσω 

εκλεκτικών χηµικών αντιδράσεων. Ωστόσο, ο αριθµός των δηµοσιευµένων εφαρµογών της 

τεχνικής αυτής για τον προσδιορισµό των DSP τοξινών είναι περιορισµένος (Quilliam & 

Wright, 1995). 

 

2.11.3.2   Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Α̟όδοσης 

 

Η Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Αποδοσης (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) χρησιµοποιείται µεταξύ άλλων και για τον προσδιορισµό 

σχετικά πολικών και µη πτητικών ουσιών, µεταξύ των οποίων και η οµάδα του ΟΑ. 

Ωστόσο, η έλλειψη χρωµοφόρου οµάδας στη δοµή των τοξινών αυτών δυσχεραίνει την 

φθορισµοµετρική ή φασµατοφωτοµετρική ανίχνευσή τους. Αυτό καθιστά απαραίτητη την 

παραγωγοποίηση των αναλυτών µε κατάλληλους χρωµοφόρους παράγοντες, πριν τη 

διέλευσή τους από τη στήλη χρωµατογραφικού διαχωρισµού.  

Η φθορίζουσα επισήµανση του ΟΑ και των αναλόγων του απαιτεί την ύπαρξη µιας 

δραστικής λειτουργικής οµάδας στο µόριό τους και ένα εκλεκτικό αντιδραστήριο που να 

αντιδρά ποσοτικά κάτω από σχετικά ήπιες συνθήκες και σε µικρό χρονικό διάστηµα. 

Πράγµατι, οι τοξίνες της οµάδας του ΟΑ διαθέτουν ελεύθερη καρβοξυλοµάδα στο µόριό 

τους, επιτρέποντας την επισήµανση µε διάφορα αντιδραστήρια. Οι διολεστέρες και τα 

ανάλογα DTX-4 και DTX-5, λόγω της συζευγµένης καρβοξυλοµάδας που περιέχουν, θα 

πρέπει να υδρολυθούν πριν την αντίδραση µε το αντιδραστήριο παραγωγοποίησης, ώστε 

να ελευθερωθούν οι µητρικές ενώσεις.  

Ένα από τα πιο διαδεδοµένα αντιδραστήρια εστεροποίησης είναι το 9-

ανθρυλοδιαζωµεθάνιο (9-anthryldiazomethane, ADAM). Έχουν µελετηθεί όµως και άλλα 

αντιδραστήρια εστεροποίησης (Σχήµα 6), όπως το 1-βρωµοακετυλπυρένιο (1-

bromoacetylpyrene, BAP), το οποίο είναι πιο σταθερό από το ADAM (Kelly et al., 1996), 

το N-(9-acridinyl)-bromoacetamide (Allenmark et al., 1990), το 1-pyrenyldiazomethane 

(PDAM) (Morton & Bomber, 1994), το 2-(anthracene-2,3-dicarboximido)-

ethyltrifluoromethanesulfonate (AE-OTf) (Akasaka et al., 1996), ορισµένες κουµαρίνες 
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(Marr et al., 1994; Shen et al., 1996) και η λουµαρίνη-3 (James et al., 1998). Οι Ramstad et 

al., (2001) έκαναν λεπτοµερή αξιολόγηση της HPLC µεθόδου και συµπέραναν ότι το 

ADAM είναι το πλέον αξιόπιστο και εκλεκτικό. 

 

 

Σχήµα 6. Σχηµατική παράσταση της αντίδρασης του 9-ανθρυλοδιαζωµεθανίου (ADAM) µε 

καρβοξυλικά οξέα. 

Ορισµένες από τις ιδιότητες του αντιδραστηρίου ADAM παρατίθενται στον 

Πίνακα 9. Εφόσον η εκχύλιση και η µετατροπή σε παράγωγο είναι ποσοτικές αντιδράσεις 

και το µόνο αναλυτικό σήµα προέρχεται από τη φθορίζουσα οµάδα, τότε οι µοριακές 

αποκρίσεις όλων των παράγωγων ενώσεων είναι ίδιες. Κατά συνέπεια, το ΟΑ µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για βαθµονόµηση στους προσδιορισµούς των DTX-1 και DTX-2. Θα 

πρέπει τέλος να χρησιµοποιείται ισοκρατική έκλουση, διότι αλλαγή στη σύσταση του 

διαλύτη, σε περίπτωση βαθµωτής έκλουσης, θα επηρέαζε τη µοριακή απόκριση. 

Πίνακας 9. Χαρακτηριστικά του αντιδραστηρίου παραγωγοποίησης (ADAM). 

Μοριακός τύπος C15H10Ν2 

Μοριακό βάρος 218.6 [g/mol] 

Εµφάνιση Ερυθρή-πορτοκαλί 

εύθρυπτη σκόνη 

λmax (σε ακετόνη) 396 nm 

Συντήρηση -20
o
C 
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2.11.3.3  Υγρή Χρωµατογραφία / Φασµατοσκο̟ία Μαζών 

 

Η τεχνική της Υγρής Χρωµατογραφίας µε ανιχνευτή Φασµατοσκοπίας Μαζών 

(Liquid Chromatography / Mass Spectrometry, LC/MS(MS)) αποτελεί το ισχυρότερο 

εργαλείο για τον προσδιορισµό των λιπόφιλων τοξινών, ικανοποιώντας όλες τις ανάγκες 

που µπορεί να έχει ένα εργαστήριο ρουτίνας ή έρευνας: 

1) Υψηλή ευαισθησία 

2) Υψηλή ειδικότητα και εκλεκτικότητα 

3) Μηδαµινή προεργασία δείγµατος 

4) Ικανότητα να ανταπεξέρχεται στη µεγάλη ποικιλία δοµών και την ευµετάβλητη 

φύση των τοξινών 

5) ∆ιαχωρισµός τοξινών από σύνθετα τρόφιµα 

6) Ακριβής και επαναλήψιµη ποσοτικοποίηση 

7) Ευρεία περιοχή γραµµικότητας 

8) Αυτοµατισµός 

Σηµαντικό χαρακτηριστικό της τεχνικής αυτής είναι η δυνατότητα αντικατάστασης 

πολλών µεθόδων από µία και µόνο πειραµατική διάταξη. Το πρόβληµα της έλλειψης 

πρότυπων ουσιών, που απαιτούνται για την ανάπτυξη χηµικών µεθόδων, εξαλείφεται ως 

ένα βαθµό µε την LC/MS. Εάν είναι γνωστή η δοµή µιας ουσίας και περιέχεται στο υπό 

ανάλυση δείγµα ή εκχύλισµα, τότε η εφαρµογή µιας προσωρινής µεθόδου είναι θέµα 

ωρών. Η εκτίµηση της συγκέντρωσης της υπό ανάλυση ουσίας µπορεί να γίνει µε χρήση 

καµπύλης βαθµονόµησης, η οποία έχει κατασκευαστεί από πρότυπα διαλύµατα 

παρεµφερών ενώσεων, που µε ασφάλεια µπορούµε να υποθέσουµε ότι έχουν ισοδύναµη 

µοριακή απόκριση (π.χ. βαθµονόµηση του ΟΑ επιτρέπει την ανάλυση των DTX-1 και 

DTX-2). 
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Σχήµα 7. LC-MS ανάλυση αντίστροφης φάσης µε βαθµωτή έκλουση των DSP τοξινών που 

περιέχονται σε εκχύλισµα µυδιών (Fux et al., 2007). 

Η υγρή χρωµατογραφία σε συνδυασµό µε φαµασµατόµετρο µαζών ψεκασµού 

ιόντων είναι ιδιαίτερα κατάλληλη µέθοδος για τον προσδιορισµό τοξινών στα 

οστρακοειδή, µε δυνατότητα ταυτοποίησης ακόµα και νέων τοξινών (Hu et al., 1992b; 

Marr et al., 1992; Pleasance et al., 1992). Παράδειγµα χρωµατογραφήµατος, που 

προκύπτει από LC-MS σε ανάλυση δείγµατος µυδιού, φαίνεται στο Σχήµα 7. Από την 

άλλη πλευρά, ένα τέτοιο σύστηµα απαιτεί σηµαντικό αρχικό κεφάλαιο επένδυσης, ενώ 

απαιτεί αυξηµένο κόστος συντήρησης και χειρισµό µόνο από εξειδικευµένο προσωπικό. 

 

2.11.3.4   Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση 

 

Η Τριχοειδής Ηλεκτροφόρηση (Capillary Electrophoresis) είναι µια σχετικά νέα 

τεχνική µε σχετικά χαµηλό κόστος, η οποία παρέχει ταχύ και υψηλής ποιότητας 

διαχωρισµό και απαιτεί µικρή ποσότητα δείγµατος. Υπάρχουν διάφορες αρχές 
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διαχωρισµού µε βάση την Τριχοειδή Ηλεκτροφόρηση. Μία από αυτές είναι η Μικυλλιακή 

Ηλεκτροκινητική Ηλεκτροφόρηση (Micellar Electrokinetic Chromatography), η οποία 

συνδυάζει ηλεκτροφόρηση και χρωµατογραφία. Η εφαρµογή της τεχνικής αυτής σε 

συνδυασµό µε ανιχνευτή υπεριώδους (200nm) επέτρεψε την ανίχνευση του ΟΑ σε επίπεδο 

10 ng/g ολικού ιστού (Bouaicha et al., 1997). 

 

2.11.4 Συγκριτική αξιολόγηση µεθόδων 

 

Το κυριότερο πλεονέκτηµα των βιοδοκιµών σε πειραµατόζωα, σε σχέση µε τις in 

vitro ή τις χηµικές αναλυτικές µεθόδους, είναι ότι η προσδιοριζόµενη τοξικότητα 

σχετίζεται άµεσα µε τις τοξικές επιπτώσεις των DSP τοξινών στον άνθρωπο. Παρόλα 

αυτά, στην πράξη είναι δύσκολη η ακριβής εκτίµηση της τοξικότητας ενός δείγµατος για 

τον άνθρωπο, όπου η χορήγηση γίνεται δια στόµατος, µε δεδοµένο την τοξικότητα στα 

ποντίκια, όπου η οδός χορήγησης µπορεί να είναι διαφορετική.  
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Πίνακας 10. Συνοπτική αναφορά των πλεονεκτηµάτων και µειονεκτηµάτων διαφόρων µεθόδων 

ανίχνευσης του ΟΑ σε οστρακοειδή (+: χαµηλό, ++: µέτριο, +++: υψηλό). 
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ΑΝΑΦΟΡΑ 

Βιοδοκιµή 

Θηλαστικών + + 

0,8 3h+24h 

** 

+ + +++ 

Yasumoto et al., 1978 

Βιοδοκιµή 

Κυττάρων ++ ++ 

0,05 3h+24h 

*** 

++ ++ ++ 

Tubaro et al., 1996 

∆οκιµή PP2A 

++ ++ 

0,01 5h 

++ ++ 
+++ 

Della Loggia et al., 1998 

ELISA 

+++ ++ 

0,04 2-4h 

++ ++ 
+++ 

Frémy et al., 1996 

HPLC 

+++ +++ 

0,4 6h 

++ ++ 
+ 

Lee et al., 1987 

EC**** 

+++ +++ 

0,002* 6h 

+++ +++ 
++ 

Bouaicha et al., 1997 

LC-MS 

+++ +++ 

0,001* 3h 

+++ +++ 
+ 

Quilliam, 1995 

*OA εµβολιασµένο σε ολικό ιστό. Εφαρµόζεται συντελεστής 5-10 για να εκφραστεί το περιεχόµενο σε ηπατοπάγκρεας. 

**Χρόνος προετοιµασίας + χρόνος παρατήρησης. 

***Χρόνος προετοιµασίας + χρόνος επαφής. 

****Electrokinetic Chromatography 

Από την άλλη πλευρά, οι βιοδοκιµές παρουσιάζουν µια σειρά µειονεκτηµάτων, 

πέραν του ηθικού διλήµµατος της χρήσης πειραµατόζωων. Η λειτουργία µιας µονάδας 

εκτροφής πειραµατόζωων ή η αγορά τους από εξωτερικό φορέα απαιτεί σηµαντικό 

κεφάλαιο επένδυσης. Επιπλέον, εµφανίζεται µεγάλη ενδοεργαστηριακή και 

διεργαστηριακή διακύµανση των αποτελεσµάτων, η οποία µπορεί να ξεπεράσει και το 

20%. Αυτό οφείλεται σε διάφορες παραµέτρους, όπως για παράδειγµα τα χαρακτηριστικά 
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των ζώων (στέλεχος, φύλο, ηλικία, βάρος), η γενική κατάσταση υγείας τους, η δίαιτά τους, 

οι συνθήκες στρες κ.ά. ∆ιακύµανση των αποτελεσµάτων αναφέρεται, επίσης, ότι 

εµφανίζεται και µεταξύ εκχυλισµάτων ολικού ιστού και ηπατοπαγκρέατος (van Egmond et 

al., 1993; Botana et al., 1996). 

Τα τελευταία χρόνια, εξαιτίας των παραπάνω προβληµάτων από τη χρήση των 

βιοδοκιµών και λόγω των συνεχών πιέσεων από ζωοφιλικές οργανώσεις, εµφανίζεται µια 

τάση ανάπτυξης εναλλακτικών µεθόδων για τον προσδιορισµό των DSP τοξινών. Οι 

ενόργανες µέθοδοι προσφέρουν τη δυνατότητα ακριβούς, ευαίσθητης και 

αυτοµατοποιηµένης ανάλυσης, τόσο για ερευνητικούς σκοπούς, όσο και για αναλύσεις 

ρουτίνας. Στον Πίνακα 10 (σελίδα 60) γίνεται µια περιληπτική αξιολόγηση των διαφόρων 

µεθόδων ανίχνευσης του ΟΑ σε οστρακοειδή (Frémy et al., 1999). 

 

2.12 Περιγραφή βιολογικού υλικού (µύδια) 

 

Η ταξονοµική θέση του βιολογικού υλικού το οποίο µελετάται παρουσιάζεται στον 

Πίνακα 11 (Vaught, 1989). 

Πίνακας 11. Ταξινοµική θέση βιολογικού υλικού. 

Φύλο: Mollusca 

Κλάση: Bivalvia 

Τάξη: Mytiloida 

Υπoτάξη: Mytilacea 

Οικογένεια: Mytilidae 

Γένος: Mytilus 

Είδος: Mytilus edulis 
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Στην Ευρώπη, από µορφολογικής κυρίως άποψης, διακρίνονται τρία είδη µυδιών: 

Mytilus edulis, M. galloprovincialis και M. trossulus. Ωστόσο, ορισµένοι πιστεύουν ότι το 

M. galloprovincialis αποτελεί υποείδος του M. edulis (McDonald et al., 1990). Το M. 

galloprovincialis απαντάται κυρίως στις ακτές της Μεσογείου, της ∆. Ευρώπης και των 

Η.Π.Α., καθώς και στην Κίνα, την Ιαπωνία, την Ν. Αφρική και τη Ν. Αυστραλία (Gosling, 

1992). 

 

2.12.1 Μορφολογία και βιολογία του µυδιού 

 

Εξωτερικά το M. edulis είναι µαύρο ή σκούρο µπλε και εσωτερικά µαύρο 

γυαλιστερό µε ζωηρές µπλε ανταύγειες. Το ζώο µέσα στο όστρακο έχει χρώµα κίτρινο. 

Χαρακτηρίζεται από το δίθυρο όστρακο, το οποίο αποτελείται από δυο κόγχες 

συµµετρικές και ίσιες (Σχήµατα 8 και 9). Αυτές ενώνονται µεταξύ τους µε έναν ελαστικό 

σύνδεσµο που ελέγχει το άνοιγµα του κελύφους, ενώ το κλείσιµο ελέγχεται από δυο 

προσαγωγούς µυς.  

 

 
 

Σχήµα 8. Μορφοµετρικά 

χαρακτηριστικά του κελύφους του 

µυδιού. 

Σχήµα 9. Απεικόνιση του εσωτερικού 

µέρους του δίθυρου οστράκου του 

µυδιού. 

Το µήκος του κελύφους ποικίλλει αναλόγως µε τη γενετική σύσταση του όστρακου 

και άλλους παράγοντες που καθορίζουν το ρυθµό αύξησης του ζώου. Σύµφωνα µε µια 

µελέτη του ρυθµού αύξησης µυδιών της περιοχής Χαλάστρας (Θερµαϊκός Κόλπος), το 

µέσο µήκος κελύφους κυµαίνεται από 22-72 mm, χωρίς να διαπιστώνεται στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά µεταξύ οστράκων καλλιεργούµενων σε βάθη από 1 έως 3 m (Κράββα, 
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2000). Στην ίδια µελέτη, βρέθηκε ότι το υγρό βάρος του όστρακου (σάρκα) κυµαίνεται 

µεταξύ 0.38 και 13.27 g, ενώ το συνολικό υγρό βάρος (σάρκα+κέλυφος) κυµαίνεται 

µεταξύ 1.15-32.52 g. 

Το σώµα του µυδιού αποτελείται από το σπλαχνικό σάκο, ο οποίος περικλείει τα 

περισσότερα όργανα (πεπτικό σωλήνα, καρδιά, ηπατοπάγκρεας, γεννητικούς αδένες), και 

το πόδι, το οποίο χρησιµεύει για τη µετακίνηση του ζώου, καθώς και για την έκκριση του 

βύσσου (λεπτά ανθεκτικά νηµάτια) µε τον οποίο το ζώο προσκολλάται σε διάφορα 

αντικείµενα. Το σώµα του µυδιού στερείται κεφαλιού. 

Στον πεπτικό σωλήνα βρίσκεται το στόµα, ο φάρυγγας και ο οισοφάγος του ζώου. 

Το στόµα δεν έχει όργανα µάσησης αλλά περιβάλλεται από 4 φυλλοειδείς κεραίες, που 

πάλλονται διευκολύνοντας έτσι την είσοδο του νερού. Ο σπλαχνικός σάκος σκεπάζεται 

από µια πτυχή δέρµατος, τον µανδύα, στον οποίο εκβάλλουν πολυάρυθµοι αδένες. Μεταξύ 

µανδύα και σπλαχνικού σάκου υπάρχει η µανδυακή κοιλότητα, που περιλαµβάνει το 

αναπνευστικό σύστηµα του ζώου. Αυτό αποτελείται από 4 βράγχια σε σχήµα ηµισελήνου, 

που καλύπτουν τα ¾ του µήκους του σώµατος. Με το ελαφρύ άνοιγµα των θυρίδων, το 

νερό περνά στα βράγχια µέσω σχισµών του µανδύα, µε αποτέλεσµα την ταυτόχρονη 

διατροφή και αναπνοή του ζώου. Χάρη στα συνεχή χτυπήµατα των µικροσκοπικών 

βλεφαρίδων των βραγχίων, που δρουν ως φίλτρο κατακρατείται η τροφή. 

 

2.12.2 Χηµική σύσταση 

 

Η χηµική σύσταση της σάρκας του µυδιού δε διαφέρει σηµαντικά από εκείνη των 

άλλων θαλασσινών. Περιέχει πρωτεΐνες υψηλής βιολογικής αξίας, στις οποίες απαντώνται 

όλα τα αµινοξέα. Η περιεκτικότητα σε λίπη και υδατάνθρακες είναι µικρή, ενώ µεγάλη 

είναι η περιεκτικότητα σε ανόργανα άλατα. Τα µύδια είναι ιδιαίτερα πλούσια σε σίδηρο, 

όπως και όλα τα µαλάκια. Αποτελούν σηµαντική πηγή βιταµινών, ιδιαιτέρως C, A, D, B1 

και Β2. 
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2.12.3 Ρυθµός διήθησης και διατροφή 

 

Η ποσότητα του νερού που κυκλοφορεί µέσα από τα βράγχια του µυδιού επηρεάζει 

σε σηµαντικό βαθµό τόσο την ανάπτυξή του όσο κα τη συσσώρευση στη σάρκα διαφόρων 

ουσιών, όπως π.χ. οι φυκοτοξίνες. Ο ρυθµός διήθησης επηρεάζεται από τους εξής 

παράγοντες (Walne, 1979): 

1) Αφθονία τροφής, η οποία έχει θετική επίδραση στο ρυθµό διήθησης (Navarro et al., 

1991). 

2) Θερµοκρασία του νερού, η οποία έχει θετική επίδραση. Έχει βρεθεί ότι ο ρυθµός 

διήθησης γίνεται µέγιστος στους 20
ο
C, ενώ στους 15

ο
C µειώνεται κατά 20-25%. 

3) Μέγεθος των οστράκων, το οποίο έχει επίσης θετική επίδραση. 

4) Ταχύτητα κυκλοφορίας του νερού. Υπάρχει θετική συσχέτιση µεταξύ ταχύτητας 

κυκλοφορίας νερού και ρυθµού διήθησης. Χάρη στην κίνηση του νερού το µύδι 

εξασφαλίζει αφενός το απαραίτητο οξυγόνο και αφετέρου τις απαραίτητες τροφές, 

αφού λόγω προσκόλλησής του δεν µπορεί αλλιώς να τραφεί. 

5) Συγκέντρωση αιωρούµενων σωµατιδίων. 

Η διατροφή του µυδιού αποτελείται από: (α) µονοκύτταρους φυτικούς οργανισµούς 

(φυτοπλαγκτό), όπως π.χ. διάτοµα, δινοµαστιγωτά, κοκκολιθοφόρα, κυανοφύκη, βακτήρια 

και (β) ζωικούς οργανισµούς, όπως π.χ. πρωτόζωα µαστιγοφόρα, σπορόζωα, σαρκώδη, 

βλεφαριδοφόρα. 

Η δοµή των βραγχιακών νηµατίων των µυδιών είναι τέτοια ώστε να κατακρατά 

εκλεκτικά τα πλαγκτονικά κύτταρα. Τα πολύ µικρά κύτταρα διαφεύγουν, ενώ τα πολύ 

µεγάλα αδυνατούν να διέλθουν µέσα από τα βράγχια. Πιθανολογείται ότι το 

καταλληλότερο µέγεθος µικροφυκών που µπορεί να κατακρατηθεί πλήρως από το M. 

edulis είναι περίπου 6 µm. 

Μελέτη της τροφοληπτικής δραστηριότητας, που έγινε στο M. galloprovincialis 

στη χώρα µας, έδειξε ότι τα νεαρότερα άτοµα (1-3 cm) καταναλώνουν βιοµάζα µεγάλου 

σε διαστάσεις είδους φυτοπλαγκτού (π.χ. T. suecica) σε µεγαλύτερο ποσοστό απ’ ότι τα 

µεγαλύτερα άτοµα (4-6 cm), ενώ τα δεύτερα προσλαµβάνουν κατά κύριο λόγο βιοµάζα 

ενδιάµεσου σε κυτταρικό όγκο είδους (π.χ. I. galbana) (Κουκάρας, 1999). 
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2.12.4 Ανα̟αραγωγή και ρυθµός ανά̟τυξης 

 

Το µύδι αναπαράγεται µε αυγά (5-10 εκατοµµύρια/έτος), τα οποία γονιµοποιούνται 

από το σπέρµα του αρσενικού που ελευθερώνεται στο νερό. Η αναπαραγωγή 

επιτυγχάνεται µεταξύ 10 και 20
ο
C. Μετά την εκκόλαψη ο γόνος προσκολλάται σε διάφορα 

αντικείµενα του βυθού όπου και αναπτύσσεται. Ωριµάζει γεννητικά σε ηλικία έξι µηνών 

και το µεν αρσενικό χαρακτηρίζεται από υπόλευκους αδένες το δε θηλυκό από 

πορτοκαλόχρωµους. Στη φυσική τους κατάσταση τα µύδια χρειάζονται τρία περίπου 

χρόνια για να αποκτήσουν εµπορικό µέγεθος (>5cm). Σε καλλιέργεια όµως ο χρόνος αυτός 

περιορίζεται σε 15 έως 18 µήνες. Ο ρυθµός ανάπτυξης των µυδιών ορίζεται ως η επί τοις 

εκατό αύξηση του µεγέθους στη µονάδα του χρόνου και εξαρτάται από τους εξής 

παράγοντες:  

1) Γενετική σύσταση. Έχει βρεθεί θετική συσχέτιση µεταξύ ετεροζυγωτίας και 

βιοσηµότητας µυδιών και άλλων δίθυρων µαλακίων (Koehn & Gaffney, 1984). 

Γενικά, τα µύδια των ελληνικών ακτών έχουν υψηλό ρυθµό αύξησης, ιδιαίτερα αυτά 

που προέρχονται από την περιοχή της Χαλάστρας (Κράββα, 2000). 

2) Στάδιο ανάπτυξης του ζώου (µέγεθος, ηλικία). Ο ρυθµός ανάπτυξης είναι 

αντιστρόφως ανάλογος της ηλικίας και του µεγέθους, λόγω µείωσης των βιολογικών 

δραστηριοτήτων (µεταβολισµού) σε άτοµα µεγάλης ηλικίας. 

3) Ποιότητα και διαθεσιµότητα τροφής.  

4) Ρυθµός διήθησης. 

5) Αβιοτικοί παράγοντες (Gosling 1992; Dolmer, 1998) όπως: 

a. Φωτισµός: Το µύδι είναι θετικά φωτοτροπικός οργανισµός και 

αναπτύσσεται καλύτερα σε µικρά βάθη (<10 m). 

b. Θερµοκρασία: Θεωρείται ευρύθερµο είδος, µε µέγιστη ανάπτυξη σε 

θερµοκρασίες 15-19
ο
C.  

c. Αλατότητα: Χαρακτηρίζεται ως ευρύαλο είδος, δηλαδή επιβιώνει σε 

µεγάλο εύρος αλµυρότητας (5-35%) µε βέλτιστο εύρος 25-35%. 

d. Οξυγόνο: Έχει µεγάλη αντοχή σε χαµηλές ποσότητες οξυγόνου, 

ωστόσο, νερά κορεσµένα σε οξυγόνο ευνοούν την ανάπτυξη του ζώου. 
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e. pH: Βέλτιστο εύρος τιµών pH για την ανάπτυξη των µυδιών είναι 

µεταξύ 7,5-8,1. 

f. Θρεπτικά συστατικά: Τα θρεπτικά συστατικά επηρεάζουν την 

πρωτογενή παραγωγή των θαλάσσιων ειδών (π.χ. φυτοπλαγκτό) µε την οποία 

τρέφεται το µύδι. 

g. Τοπογραφία βυθού: Σε φυσικούς πληθυσµούς, το µύδι αναπτύσσεται 

καλύτερα σε πέτρινους βυθούς, ενώ σε καλλιέργειες ο βυθός θα πρέπει να είναι 

αµµώδης ή ελώδης. 

 

 

2.12.5 Α̟εκκριτική δραστηριότητα 

 

Η απεκκριτική δραστηριότητα των µυδιών σχετίζεται µε το µέγεθος, την 

αναπαραγωγική ικανότητα και µε εξωτερικούς παράγοντες, όπως η θερµοκρασία και η 

διαθεσιµότητα τροφής (Smaal & Zurburg, 1997). Η απεκκριτική διαδικασία των µυδιών 

συνίσταται στην αποβολή διαφόρων αδιάλυτων και διαλυτών περιττωµάτων. 

Οι στερεές µορφές περιττωµάτων διακρίνονται στα ψευδοπεριττώµατα και στα 

κανονικά περιττώµατα. Τα ψευδοπεριττώµατα περιβάλλονται από βλέννα και συνίστανται 

από οργανισµούς ή τµήµατα αυτών που δεν έχουν υποστεί πέψη. Αποτελούν δε καλό 

υπόστρωµα για την ανάπτυξη βακτηρίων, γεγονός που µπορεί να προκαλέσει ανοξικές 

συνθήκες, κυρίως σε περιοχές εντατικής καλλιέργειας (Smaal & Prins, 1993). Οι διαλυτές 

µορφές περιττωµάτων αποτελούνται από διάφορες ενώσεις αζώτου (κυρίως αµµωνιακά 

άλατα) και φωσφόρου (κυρίως ορθοφωσφορικά άλατα). Στις περιοχές συστηµατικής 

καλλιέργειας τα επίπεδα των ανόργανων θρεπτικών είναι πολύ υψηλά, προάγοντας ακόµα 

περισσότερο την παραγωγή φυτικής βιοµάζας (Prins et al., 1994 & 1995). 

Εργαστηριακές µελέτες της απεκκριτικής δραστηριότητας που διεξήχθησαν σε 

µύδια του είδους M. galloprovincialis, προερχόµενα από το Θερµαϊκό Kόλπο, έδειξαν ότι 

τα µεγαλύτερα σε µέγεθος άτοµα εµφανίζουν αυξηµένη απεκκριτική δραστηριότητα, 

πιθανότατα λόγω της µεγαλύτερης αναπαραγωγικής προσπάθειας που καταβάλλουν 

συγκρινόµενα µε τα νεαρότερα άτοµα (Κουκάρας, 1999). 
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2.12.6 Μυδοκαλλιέργειες στην Ελλάδα 

 

Στις ελληνικές ακτές απαντώνται διάφορα εδώδιµα οστρακοειδή, πολλά εκ των 

οποίων είναι εµπορεύσιµα (Πίνακας 12). Από αυτά, το µύδι αποτελεί το κατ' εξοχήν 

καλλιεργούµενο είδος, λόγω της υψηλής θρεπτικής αξίας και του υψηλού ρυθµού 

ανάπτυξης. Άλλωστε, από οικονοµικής άποψης, η µυδοκαλλιέργεια χαρακτηρίζεται από 

χαµηλό κόστος, εύκολο χειρισµό και το προϊόν έχει µεγάλη ζήτηση στην εσωτερική και 

κοινοτική αγορά. 

 

Πίνακας 12. Κατάλογος των κυριοτέρων εµπορεύσιµων εδώδιµων οστρακοειδών στην Ελλάδα 

(Γαληνού-Μητσούδη, 2004).  

Επιστηµονική Ονοµασία Κοινή Ονοµασία 

Arca noae Καλόγνωµη 

Aequipecten opercularis Χτένι, καλόχτενο 

Callista chione Γυαλιστερή 

Cerastoderma glaucum Πουρλίδα, κουτρουλίδα 

Donax trunculus Τελλίνα ή φασολάκι 

Flexopecten glaber Λείο ή γυαλιστερό χτένι 

Modiolus barbatus Χάβαρο 

Mytilus galloprovincialis   Μύδι 

Ostrea edulis Στρείδι 

Ruditapes decussates Αχιβάδα 

Venus verrucosa Κυδώνι 
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Το M. galloprovincialis απαντάται κυρίως στις ακτές του Βορείου Αιγαίου, σε 

κόλπους πλούσιους σε θρεπτικά συστατικά (Πίνακας 13). Αναπτύσσεται σε νερά 

θερµοκρασίας 10-26
ο
C, αλατότητας 22-42% και περιεκτικότητας σε διαλυµένο οξυγόνο 

µεγαλύτερης από 5 mg/l (Φώτης, 1996).  

Το µεγαλύτερο ποσοστό της εθνικής ετήσιας παραγωγής (~88%) καλλιεργείται σε 

µονάδες του Θερµαϊκού Κόλπου (Katikou, 2005), κυρίως στις δυτικές ακτές του κόλπου, 

στους Νοµούς Θεσσαλονίκης, Ηµαθίας και Πιερίας, όπου η συνολική καλλιεργούµενη 

έκταση καλύπτει 277.000 στρέµµατα. Σύµφωνα µε στοιχεία της Ευρωπαϊκής Στατιστικής 

Υπηρεσίας (EUROSTAT, 2005), η συνολική παραγωγή της Ελλάδας, το 2003, ανήλθε 

στους 31.524 τόνους καλύπτοντας το 5,32% της συνολικής παραγωγής της Ευρώπης.   
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Πίνακας 13. Περιοχές καλλιέργειας µυδιών στην Ελλάδα (Πηγή: Υ̟ουργείο Αγροτικής Ανά̟τυξης 

και Τροφίµων, Εθνικό Εργαστήριο Αναφοράς Θαλασσίων Βιοτοξινών). 

Νοµός Περιοχές/Σηµεία ∆ειγµατοληψίας 

Θεσσαλονίκης Επανωµή, Αγγελοχώρι, Χαλάστρα (Καβούρα, Ναζίκι, 

Λευκούδι), Κύµινα  

Πιερίας Βαρικό, Αλυκές Κίτρους, Μακρύγιαλος, Μεθώνη 

Καβάλας Κεραµωτή, Αγίασµα, Βάσοβα, Ν. Ηρακλείτσα 

Ηµαθίας Κλειδί 

Χαλκιδικής Ολυµπιάδα 

Λέσβου Καλλονή, Γέρα, Άκρα Μαγειρούδη (Λήµνος) 

Φθιώτιδας Αγ. Ιωάννης, Αγ. Τριάδα, Μώλος 

Αττικής Μέγαρα (Νεράκι, ∆ρέπανο) 

Πρέβεζας Μάζωµα, Σόγωνο, Κορωνησία 

Ροδόπη Φανάρι 

Θεσπρωτίας Κοίτη Ποταµού Καλαµά 

Σερρών Ν. Κερδύλλια 

 

 

2.12.7 Συστήµατα εκτροφής µυδιών 

 

Τα µύδια τοποθετούνται σε ειδικά πλαστικά δίχτυα µήκους 2-6 m και διαµέτρου 5-

10 cm (αναλόγως µε το µέγεθος των εκτρεφοµένων µυδιών), που ονοµάζονται αρµαθιές 

και αναρτώνται σε σχοινιά τοποθετηµένα σε παράλληλες σειρές. Κάθε αρµαθιά αποδίδει 

περίπου 40-50 kg µυδιών (µαζί µε το κέλυφος). Αναλόγως µε τον τρόπο ανάρτησης, τα 
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συστήµατα εκτροφής διακρίνονται σε: (α) πασσαλωτά (Σχήµα 10) και (β) πλωτήρες ή 

πλωτά (long line) (Σχήµα 11). 

   

Σχήµα 10. Πασσαλωτό σύστηµα εκτροφής µυδιών. 

 

Σχήµα 11. Πλωτό σύστηµα εκτροφής µυδιών. 

Στα πασσαλωτά οι αρµαθιές κρέµονται από κατάλληλα διατεταγµένους πασσάλους 

µήκους 4-6 m που σφηνώνονται στον πυθµένα (Σχήµα 10). Το σύστηµα αυτό εκτροφής 

αποδίδει 15-25 kg/m
3
. Στο σύστηµα των πλωτήρων, οι αρµαθιές κρέµονται από σχοινιά 

διατεταγµένα σε επιµήκεις πολλαπλές παράλληλες σειρές που επιπλέουν µε τη βοήθεια 

πλαστικών πλωτήρων (Σχ. 11). Η µέθοδος αυτή αποδίδει 50-60 kg/m
3
 και πλεονεκτεί γιατί 

µπορεί να εφαρµοσθεί σε βαθιά νερά ή νερά µε έντονο κυµατισµό. 
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Εκτός από την ανάρτηση, υπάρχει και η εκτροφή στον πυθµένα, στην οποία ο 

γόνος διασπείρεται στον πυθµένα και αφού αναπτυχθεί, το εµπορεύσιµο προϊόν 

συλλέγεται µε δράγες, αποδίδοντας 2,5-25 kg/m
3
. 

 

2.12.8 Οστρακοειδή-δείκτες DSP τοξινών 

 

Οι υδρόβιοι οργανισµοί χρησιµοποιούνται σε πολλές περιπτώσεις ως βιοδείκτες, 

λόγω συσσώρευσης διαφόρων δυνητικώς επικινδύνων χηµικών ρύπων και εξαιτίας  των 

τοξικών επιπτώσεων που αυτές προκαλούν στα ανώτερα θηλαστικά και στον άνθρωπο. 

Αρκετοί οργανισµοί µπορεί να συσσωρεύσουν  τοξίνες στη σάρκα τους, µεταξύ των 

οποίων δίθυρα µαλάκια, καρκινοειδή (καβούρια, αστακοί), ιχθύες (σιγκουατέρα, 

µπαρακούντα) και ζωοπλαγκτονικά είδη. 

Τα δίθυρα µαλάκια και ιδιαίτερα τα µύδια είναι οργανισµοί που επιδέχονται τη 

βιοσυσσώρευση των τοξινών, λόγω της ακινησίας και του µηχανισµού τροφοληψίας τους 

(διήθηση του νερού). Συγκριτική ανάλυση των DSP τοξινών σε διάφορα είδη 

οστρακοειδών από την ίδια περιοχή έδειξε ότι το µύδι (M. edulis) είναι το πιο τοξικό, 

ακολουθούµενο από το χτένι, ενώ πολύ µικρή τοξικότητα βρέθηκε στο στρείδι (Yasumoto 

et al., 1978; Berthomé & Beline, 1988). Στον Πίνακα 14 δίνεται η σχετική τοξικότητα του 

κάθε είδους εκφρασµένη ως προς την τοξικότητα του µυδιού. 
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Πίνακας 14. Κατανοµή των DSP τοξινών σε διάφορα οστρακοειδή (Yasumoto et al., 1978). 

Οστρακοειδές % Σχετική Τοξικότητα* 

Μύδι (Mytilus edulis) 100 

Χτένι (Pathinopecten yessoensis) 83-86 

Χτένι (Chlamys nipponensis 

akazara) 

60 

Στρείδι (Crassostrea gigas) 14 

Ασκίδιο (Halocynthia roretzi) <2 

* Η εκτίµηση της τοξικότητας έγινε µε βιοδοκιµή µυών. 
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3. ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΕΡΕΥΝΑΣ 

 

Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν: α) ο προσδιορισµός οκαδαϊκού οξέος και 

δινοφυσιστοξινών σε δείγµατα οστρακοειδών του Ελλαδικού χώρου, τα οποία 

επιλέχθηκαν µε κριτήριο το θετικό αποτέλεσµα στη βιολογική δοκιµή στα τοξικά 

επεισόδια της περιόδου 2006-2007 στο Θερµαϊκό Κόλπο (Βόρεια Ελλάδα), στο Μαλιακό 

Κόλπο (Κεντρική Ελλάδα) και Σαρωνικό Κόλπο (Νότια Ελλάδα) µε υγρή χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης µε φθορισµοµετρικό ανιχνευτή (HPLC-FLD), µε υγρή χρωµατογραφία-

φασµατογραφία µαζών (LC-MS/MS) και σύγκρισή αυτών µε την µέθοδο αναφοράς, την 

βιολογική δοκιµή (ΜΒΑ) (A΄ Μέρος) και β) εξυγίανση των παραπάνω επιβαρυµένων 

οστρακοειδών µε τις τεχνικές της ακτινοβόλησης και του οζονισµού (Β΄ Μέρος). 

Τα δίθυρα µαλάκια που προέρχονται από την αλιεία, είναι πολύ λίγα ποσοτικά, σε 

σχέση µε αυτά που προέρχονται από τις καλλιέργειες. Η παγκόσµια παραγωγή των 

στρειδιών και των µυδιών από τις µονάδες καλλιέργειας το 2006, ήταν περίπου 11 

εκατοµµύρια και 2 εκατοµµύρια τόνοι αντίστοιχα, σε αντίθεση µε τους 151 χιλιάδες και 

108 χιλιάδες τόνους που προήλθαν από την αλιεία (FAO, 2008). Τα οστρακοειδή που 

προέρχονται από τη θάλασσα, υπόκεινται σε κινδύνους και αστάθµητους παράγοντες που 

επηρεάζουν την ποιότητα και την παραγωγή αυτών των προϊόντων. Καθώς τα 

οστρακοειδή είναι είδη που φιλτράρουν το νερό, συγκεντρώνουν στο σώµα τους διάφορες 

ουσίες και µικροοργανισµούς σε µεγαλύτερο βαθµό από το νερό µέσα στο οποίο 

βρίσκονται (FAO, 2008a). Βιοτοξίνες που παράγονται από κάποια µικροφύκη όπως οι 

διαρροϊκές, οι παραλυτικές, οι νευροτοξικές και οι αµνησιακές µπορεί να αποδειχθούν 

πολύ σοβαρές για την υγεία των καταναλωτών (FAO 2008a). Στην Ευρώπη, χώρες 

παραγωγής οστρακοειδών, όπως η Ιρλανδία, η Σκωτία, η Γαλλία και η Ισπανία έχουν 

υποστεί σηµαντικές ζηµιές τα προηγούµενα χρόνια από την εµφάνιση παλιρροιών τοξικού 

φυτοπλαγκτού (FAO, 2000). Η κατάσταση γίνεται περισσότερο ανησυχητική, καθώς είναι 

άγνωστο που και πότε αυτές θα εµφανιστούν. Περιστατικά όπως το 1996 στο Shetland της 

Σκωτίας, µια περιοχή χωρίς να έχει προηγούµενο στο παρελθόν ανιχνεύθηκαν σε 

οστρακοειδή χαµηλά επίπεδα ASP τοξινών. Επίσης, στη Γαλλία το 2002 απαγορεύτηκε η 

συλλογή και η κατανάλωση οστρακοειδών, εξαιτίας της παρουσίας ενός τοξικού 

φυτοπλαγκτικού οργανισµού του γένους Pseudonitzschia από το οποίο παράγεται ο κύριος 

εκπρόσωπος των ASP τοξινών, το δοµοϊκό οξύ.     
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  Μετά από περιπτώσεις δηλητηρίασης καταναλωτών από τοξικά µύδια οι 

κυβερνήσεις θέσπισαν µεθόδους για τον έλεγχο των οστρακοειδών που πιθανόν να 

περιέχουν βιοτοξίνες. Το πρώτο βήµα ήταν το πρόγραµµα ελέγχου για τα επικύνδινα άλγη 

(Harmful algae blooms (HABs)). Προσπάθειες είχαν γίνει να εναρµονιστούν τοπικές 

νοµοθεσίες και µέθοδοι ελέγχου, µε πρώτες αυτές των ΗΠΑ και του Καναδά το 1958. Οι 

χώρες αυτές θέσπισαν την βιολογική δοκιµή µε αποδεκτά όρια για τις PSP τοξίνες τα 

400MU και 80µg PSP/100g µυδιού, αντίστοιχα. Η Ευρωπαϊκή Ένωση θέσπισε εργαστήρια 

αναφοράς για τον έλεγχο της παραγωγής των οστρακοειδών στην κοινότητα και 

συγκεκριµένους κανόνες για τους επίσηµους ελέγχους. Οι περιοχές παραγωγής 

οστρακοειδών ελέγχονται ανά τακτά χρονικά διαστήµατα για την παρουσία τοξικού 

φυτοπλαγκτού. Παγκοσµίως, αναπτύσσονται οι τεχνικές LC-MS για τον προσδιορισµό 

τοξινών (ASP και DSP τοξίνες) που προέρχονται από το φυτοπλαγκτόν και από τα µύδια. 

Η εφαρµογή της LC-MS/MS µπορεί να χρησιµοποιηθεί εργαστηριακά για τον 

προσδιορισµό ASP, DSP τοξινών και άλλων λιπόφιλων τοξινών λόγω της εκλεκτικότητας, 

της καλής επαναληψιµότητας και των χαµηλών ορίων ανιχνευσιµότητας. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4.ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

 

4.1 Συλλογή δειγµάτων

 

Στην παρούσα έρευνα επιλέχθηκαν µύδια του είδους 

Ως φυσικό περιβάλλον για τη διερεύνηση της DSP τοξικότητας σε αυτά τα µύδια 

επιλέχθηκαν οι περιοχές παραγωγής του Θερµαϊκού Κόλπου (Θεσσαλονίκη, Ηµαθία, 

Πιερία) του Σαρωνικού (Μέγαρα) και του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα) (Σχήµα 12). 

Επίσης, έγινε διερεύνηση και σε τυχαία αποκελυφωµένα δείγµατα από την αγορά (Α΄ 

Μέρος). Τα δείγµατα προέρχονταν

Σχήµα 12. Περιοχές δειγµατοληψίας των δειγµάτων

Για την εξυγίανση επιβαρυµένων µυδιών µε 

επιλέχθηκαν ήταν του Θερµαϊκού κόλπου (Θεσσαλονίκη, Ηµαθία, Πιερία), του Σαρωνικού 

(Πειραιάς και Μέγαρα) και του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα). Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν 

και αποκελυφωµένα δείγµατα από την αγορά

προέρχονταν από τα τοξικά επεισόδια των ετών 2007 και 2009.
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4.ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

4.1 Συλλογή δειγµάτων 

Στην παρούσα έρευνα επιλέχθηκαν µύδια του είδους Mytillus galloprovincialis

Ως φυσικό περιβάλλον για τη διερεύνηση της DSP τοξικότητας σε αυτά τα µύδια 

επιλέχθηκαν οι περιοχές παραγωγής του Θερµαϊκού Κόλπου (Θεσσαλονίκη, Ηµαθία, 

Πιερία) του Σαρωνικού (Μέγαρα) και του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα) (Σχήµα 12). 

, έγινε διερεύνηση και σε τυχαία αποκελυφωµένα δείγµατα από την αγορά (Α΄ 

προέρχονταν από τα τοξικά επεισόδια της περιόδου 2006

 

Περιοχές δειγµατοληψίας των δειγµάτων 

Για την εξυγίανση επιβαρυµένων µυδιών µε DSP τοξίνες, οι περιοχές οι οποίες 

επιλέχθηκαν ήταν του Θερµαϊκού κόλπου (Θεσσαλονίκη, Ηµαθία, Πιερία), του Σαρωνικού 

(Πειραιάς και Μέγαρα) και του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα). Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν 

υφωµένα δείγµατα από την αγορά (Β΄ Μέρος). Τα δε

προέρχονταν από τα τοξικά επεισόδια των ετών 2007 και 2009. 

galloprovincialis. 

Ως φυσικό περιβάλλον για τη διερεύνηση της DSP τοξικότητας σε αυτά τα µύδια 

επιλέχθηκαν οι περιοχές παραγωγής του Θερµαϊκού Κόλπου (Θεσσαλονίκη, Ηµαθία, 

Πιερία) του Σαρωνικού (Μέγαρα) και του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα) (Σχήµα 12). 

, έγινε διερεύνηση και σε τυχαία αποκελυφωµένα δείγµατα από την αγορά (Α΄ 

από τα τοξικά επεισόδια της περιόδου 2006-2007. 

τοξίνες, οι περιοχές οι οποίες 

επιλέχθηκαν ήταν του Θερµαϊκού κόλπου (Θεσσαλονίκη, Ηµαθία, Πιερία), του Σαρωνικού 

(Πειραιάς και Μέγαρα) και του Μαλιακού Κόλπου (Φθιώτιδα). Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν 

(Β΄ Μέρος). Τα δείγµατα µυδιών 
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Στις περιοχές του Θερµαϊκού Κόλπου σηµειώνεται έντονη παραγωγική 

δραστηριότητα, εξαιτίας των αξιόλογων οικολογικών χαρακτηριστικών (π.χ. υψηλό 

τροφικό δυναµικό λόγω της εισόδου γλυκών νερών και θρεπτικών συστατικών από τις 

εκβολές κυρίως του Αξιού ποταµού και γενικότερα λόγω της µορφολογίας της περιοχής). 

Στο Σαρωνικό Κόλπο υπάρχει παραγωγική δραστηριότητα και µέχρι σήµερα έχουν 

καταγραφεί τοξικά επεισόδια, στο βαθµό όµως που γνωρίζουµε δεν υπάρχει καµία 

αναφορά σχετικά µε το προφίλ της τοξικότητας των µυδιών. Οι δειγµατοληψίες µυδιών 

από το φυσικό τους περιβάλλον διεξήχθησαν στα πλαίσια του «Εθνικού Προγράµµατος 

Επιτήρησης Ζωνών ή Περιοχών Παραγωγής ∆ίθυρων Μαλακίων για Παρουσία 

Θαλασσίων Βιοτοξινών», µε σκοπό την παρακολούθηση της παρουσίας ΟΑ και του 

προφίλ τοξικότητας των µυδιών. Τα δείγµατα που εξετάστηκαν στην παρούσα µελέτη 

προέρχονταν από τα τοξικά επεισόδια που σηµειώθηκαν στις παραπάνω περιοχές κατά τα 

έτη 2006 – 2007 (103 δείγµατα). Όσον αφορά την εξυγίανση, τα δείγµατα προέρχονταν 

από τα τοξικά επεισόδια των ετών 2007 και 2009 (21 δείγµατα). 

 

4.2 Ε̟ιλογή και ̟ροετοιµασία δειγµάτων 

 

Κατά την παραλαβή των δειγµάτων στο εργαστήριο, έγινε αρχικά κωδικοποίηση 

ανάλογα µε την προέλευσή τους. Στη συνέχεια, τα όστρακα ξεπλύθηκαν µε νερό για την 

αποµάκρυνση της άµµου ή τυχόν ξένων υλικών. Ακολούθησε αποµάκρυνση του ολικού 

ιστού από το κέλυφος και διαχωρισµός του ηπατοπαγκρέατος µε µεταλλική λαβίδα. Από 

καθένα προσκοµισθέν δείγµα  προερχόµενο από κάποιο σηµείο δειγµατοληψίας προέκυψε 

ένα δείγµα ολικού ιστού και ένα δείγµα ηπατοπαγκρέατος. Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν 

πάνω σε διηθητικό χαρτί για να αποµακρυνθεί η περίσσεια της υγρασίας και ακολούθησε 

οµογενοποίηση, µε ηλεκτρικό οµογενοποιητή RONIC-RITMIX1. Τα οµογενοποιηµένα 

δείγµατα ηπατοπαγκρέατος υποβλήθηκαν άµεσα σε προετοιµασία για έλεγχο µε 

βιοδοκιµή, ενώ κρατήθηκαν και αντιδείγµατα σε πλαστικούς σωλήνες φυγοκέντρησης, 

προκειµένου να αναλυθούν µε HPLC-FLD και LC-MS/MS (Α΄ Μέρος). Τα παραπάνω 

δείγµατα και τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την εξυγίανση (δείγµατα ολικού 

ιστού καθώς και οµογενοποιηµένου ολικού ιστού), συντηρήθηκαν σε βαθειά κατάψυξη (-

70
ο
C), µέχρι τη στιγµή της ανάλυσης. 
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Στο Α΄ Μέρος, όσον αφορά την βιοδοκιµή και τις αναλύσεις µε HPLC-FLD και 

LC-MS/MS χρησιµοποιήθηκαν µόνο τα δείγµατα ηπατοπαγκρέατος των µυδιών, 

δεδοµένου ότι στο τµήµα αυτό του µυδιού συσσωρεύεται εκλεκτικά το ΟΑ, ως λιπόφιλη 

ένωση (Murata et al., 1982). Για την βιολογική δοκιµή λαµβάνονταν κάθε φορά 20 g 

δείγµατος, ενώ για την ανάλυση µε HPLC-FLD και LC-MS/MS λαµβάνονταν 1 g 

δείγµατος. 

Στο Β΄ Μέρος, όσον αφορά την βιοδοκιµή και την ανάλυση µε LC-MS/MS 

χρησιµοποιήθηκαν τόσο δείγµατα ολόκληρα αποκελυφωµένα µύδια όσο και 

οµογενοποιηµένα ολικού ιστού. Για την βιολογική δοκιµή λαµβάνονταν κάθε φορά 100 g 

δείγµατος, ενώ για την ανάλυση της LC-MS/MS λαµβάνονταν 5 g δείγµατος. 

Όλα τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν για τις ανάγκες της παρούσας µελέτης 

επιλέχθηκαν µε κριτήριο το θετικό αποτέλεσµα στη βιοδοκιµή σε µυς. 

 

4.3 Αντιδραστήρια 

 

4.3.1 Βιολογική δοκιµή 

 

Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την βιολογική δοκιµή ήταν το 

Tween-60 (Polyoxyethylenesorbitan monostearate) «συνθετικής καθαρότητας» (Sigma, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) και ακετόνη αναλυτικής καθαρότητας (Merck, 

Darmstadt, Germany). 

 

4.3.2 Υγρή Χρωµατογραφία  

 

Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για τις µεθόδους HPLC-FLD και LC-

MS/MS ήταν HPLC καθαρότητας: ακετόνη, ακετονιτρίλιο, µεθανόλη, χλωροφόρµιο, n-

εξάνιο, νερό, NaOH και HCl (Merck, Germany). Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν πρότυπος 

ιστός µυδιού (NRC CRM-DSP-Mus-b), πιστοποιηµένης συγκέντρωσης 10.1±0.8 µg OA/g 

και 1.3±0.2 µg DTX-1/g (Institute for Marine Biosciences, National Research Council of 
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Canada, Halifax, Canada) και πρότυπο διάλυµα οκαδαϊκού οξέος (Okadaic Acid Certified 

Calibration Solution, NRC CRM-OA-b), συγκέντρωσης 24,1±0,8 µg/ml (22
o
C) σε 

µεθανόλη (National Research Council of Canada, Institute for Marine Biosciences, 

Halifax, Canada). Αντιδραστήριο για την εστεροποίηση (παραγωγοποίηση) 

χρησιµοποιήθηκε το 9-ανθρυλοδιαζωµεθάνιο (ADAM, 9-anthryldiazomethane). Τέλος, για 

την εκχύλιση στερεάς φάσης χρησιµοποιήθηκαν στήλες πυριτίας SPE 650 mg (solid phase 

extraction silica cartridge, Alltech, USA). 

 

4.3.3 Προσδιορισµός θειοβαρβιτουρικού οξέος 

 

Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν υδροχλωρικό οξύ 12Ν (Merck), 

αντιαφριστικό αντιδραστήριο silicone, διάλυµα βουτυλικού υδροξυ-τολουολίου (ΒΗΤ, 

Merck) και 2-θειοβαρβιτουρικό οξύ (ΤΒΑ, Merck). 

 

4.4 Οργανολογία 

 

4.4.1 Βιολογική δοκιµή 

 

Η ζύγιση των δειγµάτων έγινε σε αναλυτικό ζυγό της εταιρείας AND (ΗΠΑ), 

µοντέλο HF-4000.Τα προς εξέταση δείγµατα οµογενοποιήθηκαν σε οικιακό µίξερ, της 

εταιρείας Ritmix Ronic (Γαλλία). Η ανάδευσή του, κατά το στάδιο της εκχύλισης, έγινε σε 

τάρακτρο της εταιρείας Edmund Bühler, µοντέλο KS10, 7400 Tübingen (Γερµανία). Για 

την αποµάκρυνση της ακετόνης χρησιµοποιήθηκε περιστρεφόµενος εξατµιστήρας της 

εταιρείας Büchi, µοντέλο R-200 (Ελβετία), ο οποίος περιλαµβάνει θερµαινόµενο λουτρό 

(B-490), ρυθµιστή κενού (V-800) και αντλία κενού (V-500). Για την ένεση του τελικού 

εκχυλίσµατος στα πειραµατόζωα χρησιµοποιήθηκαν πλαστικές σύριγγες µίας χρήσης, 

χωρητικότητας 1 ml και διαµέτρου βελόνας 27G. 
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4.4.2 Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Α̟όδοσης µε φθορισµοµετρικό ανιχνευτή (HPLC-

FLD) 

 

 

Χρησιµοποιήθηκε όργανο της εταιρίας SHIMADZU µοντέλο LC-10AD 

(Columbia, USA), µε φθορισµοµετρικό ανιχνευτή µοντέλου RF-10AXL. Τα µήκη κύµατος 

διέγερσης και απορρόφησης για τον φθορισµοµετρικό ανιχνευτή ήταν 365nm και 415nm, 

αντίστοιχα. Η στήλη χρωµατογραφίας που χρησιµοποιήθηκε ήταν η Lichrospher 100, µε 

υλικό πλήρωσης χηµικά τροποποιηµένο διοξείδιο του πυριτίου (SiO2) µε δεσµευµένες 

αλκυλοµάδες 18 ατόµων άνθρακα (C18), µεγέθους σωµατιδίων 5 µm (Merck, Germany). 

Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε στους 35°C 

 

4.4.3 Υγρή Χρωµατογραφία-Φασµατοσκο̟ίας µαζών (LC-MS/MS) 

 

 

Χρησιµοποιήθηκε το όργανο της εταιρίας AGILENT µοντέλο LC σειράς 1100 µε 

παγίδα και µε ιονισµό ηλεκτροψεκασµού σε ατµοσφαιρική πίεση (atmospheric pressure 

electrospray ionization, ESI) (Stuttgart, Germany). Η στήλη χρωµατογραφίας που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν η Eclipse XDB-C18 (4.6 mm x 150 mm, 5 µm). Η ανάλυση 

πραγµατοποιήθηκε στους 30°C. 

 

4.4.4 Ακτινοβόληση-Οζονισµός 

 

Η ακτινοβόληση πραγµατοποιήθηκε στο εργοστάσιο ΕΛΒΙΟΝΥ στη Μάνδρα 

Αττικής. Τα δείγµατα ακτινοβολήθηκαν µε πηγή 150kCi 
60

Co. Οι δόσεις στις οποίες 

ακτινοβολήθηκαν τα δείγµατα ήταν 3, 6 και 10 kGy. Ο µέσος ρυθµός ακτινοβόλησης ήταν 

1kGy/h.  

Ο οζονισµός στα µύδια πραγµατοποιήθηκε µέσα σε ψυγείο (4ºC) µε δόση αερίου 

όζοντος τα 15 ppm και για χρόνο έκθεσης τις 6 h. Χρησιµοποιήθηκε η συσκευή 
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παραγωγής όζοντος C-Lasky series (C-L010-DTI/C-L010-DSI, Airtree Ozone Technology 

Co, Σχήµα 13). 

 

Σχήµα 13. Οργανολογία οζονισµού 

 

4.4.5 Φασµατοφωτόµετρο  

 

Το φασµατοφωτόµετρο που χρησιµοποιήθηκε ήταν Perkin Elmer, Lambda 25 

UV/VIS Spectometer. Προσδιορίστηκε η απορρόφηση στα 532 nm. 

 

 

4.5 Πειραµατόζωα 

 

Τα πειραµατόζωα που χρησιµοποιήθηκαν για τη βιολογική δοκιµή ήταν ποντίκια 

αρσενικά, της φυλής Albino Swiss, βάρους 18-19 g. Σε κάθε δοκιµή χρησιµοποιήθηκαν 

τρία (3) πειραµατόζωα. Τα ζώα προέρχονταν από την εγκεκριµένη εκτροφή (Αριθµός 

Εγκατάστασης: EL 54 BIO 08) του Εθνικού Εργαστηρίου Αναφοράς Θαλασσίων 

Βιοτοξινών του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων (Σχήµα 14). Οι 

πειραµατισµοί εκτελέστηκαν υπό τη σχετική αδειοδότηση της Νοµαρχιακής ∆ιεύθυνσης 
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Κτηνιατρικής (Αριθµός Εγκατάστασης Πειραµατισµού: EL 54 BIO 07), όπως προβλέπεται 

από την Οδηγία 86/609 της Ευρωπαϊκής Ένωσης. 

 

Σχήµα 14. Εκτροφή ποντικιών Albino Swiss του Εθνικού Εργαστηρίου Αναφοράς Θαλασσίων 

Βιοτοξινών. 

 

4.6. Πειραµατικές διαδικασίες 

 

4.6.1. Βιολογική δοκιµή (MBA)- Α΄Μέρος  

 

Η µέθοδος της βιοδοκιµής εφαρµόστηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που έχει 

καθιερωθεί από το Εθνικό Εργαστήριο Αναφοράς Θαλασσίων Βιοτοξινών, το οποίο 

µάλιστα τον Οκτώβριο του 2008 διαπιστεύθηκε κατά ISO 17025 από το Εθνικό Συµβούλιο 

∆ιαπίστευσης (Ε.ΣΥ.∆.). 

Από κάθε δείγµα ζυγίστηκαν 20 g ηπατοπαγκρέατος, τα οποία αντιστοιχούν σε 

περίπου 100 g ολικού ιστού, καθώς εκτιµάται ότι το ηπατοπάγκρεας αποτελεί το 20% του 

συνολικού ιστού του µυδιού. Στη συνέχεια, το δείγµα µεταφέρθηκε σε κωνική φιάλη, όπου 

προστέθηκαν 50 ml ακετόνης, αναταράχθηκε σε τάρακτρο για 5 λεπτά και παραλήφθηκε η 

υγρή φάση µε απλή διήθηση σε χάρτινο ηθµό. Η διαδικασία αυτή επαναλήφθηκε ακόµα 

δύο φορές, οπότε προέκυψαν συνολικά 150 ml ακετονικού εκχυλίσµατος. Ακολούθησε 

εξάτµιση της ακετόνης µέχρι ξηρού σε περιστρεφόµενο εξατµιστήρα και επαναιώρηση του 

στερεού υπολείµµατος σε 4 ml διαλύµατος Tween-60 1%, ώστε να παραληφθούν όλες οι 

λιπαρές ουσίες του στερεού υπολείµµατος (1 ml Tween αντιστοιχεί σε 5 g ΗΠ). Στη 

συνέχεια, έγινε ένεση 1 ml του εναιωρήµατος ενδοπεριτοναϊκώς σε καθένα από τρία 

ποντίκια (Σχήµα 15). Μισή ώρα µετά την ένεση του δείγµατος, αξιολογήθηκε η αντίδραση 
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των πειραµατοζώων. Το αποτέλεσµα κρινόταν θετικό ως προς την παρουσία ΟΑ ή άλλων 

DSP τοξινών, σε περίπτωση θανάτου 2 εκ των 3 ποντικιών σε χρονικό διάστηµα µέχρι τις 

24 ώρες µετά την ενδοπεριτοναϊκή ένεση (Σχήµα 16) σύµφωνα µε τον Κανονισµό 

2074/2005 της Επιτροπής. Συνοπτικά η πορεία της βιολογικής µεθόδου παρουσιάζεται στο 

Σχήµα 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 Σχήµα 15. Για τη βιολογική δοκιµή κάθε 

δείγµατος ενέθηκαν ενδοπεριτοναϊκώς 3 

ποντίκια. 

 Σχήµα 16. Για την εκτίµηση του 

αποτελέσµατος της βιοδοκιµής 

παρατηρούνταν η συµπεριφορά των 

ποντικιών µετά την ένεση, εντός 24h. 

 

 

 

 



 

Σχήµα 17. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της πειραµατικής διαδικασίας της βιοδοκιµής.

 

4.6.2 HPLC-FLD 

 

Η µέθοδος που εφαρµόστηκε στην παρούσα εργασία για τον προσδιορισµό της 

ελεύθερης µορφής του ΟΑ µε HPLC βασίστηκε στη µέθοδο των 

για την εκχύλιση των δειγµάτων και για την εστεροποίηση µε το φθορίζον αντιδραστήριο. 

Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην ιδιότητα του ΟΑ, ως καρβοξυλικού οξέος, να αντιδρά µε 

το 9-ανθρυλοδιαζωµεθάνιο (

λαµβάνεται σε πιο καθαρή µορφή µετά από εκχύλιση στερεής φάσης. Εκτός από το 

οκαδαϊκό οξύ, µε τη µέθοδο αυτή είναι δυνατό να ανιχνευτούν και οι λοιπές 

όπως η δινοφυσιστοξίνη-1 (DTX

Σχήµα 18. 

Διαχωρισμός 30-35 g 
ηπατοπαγκρέατος

Στέγνωμα σε διηθητικό 

Ξέπλυμα του ηθμού με 
Εξάτμιση σε 

περιστροφικό 
εξατμιστήρα, 43 C

Παραλαβή με υδατικό 
δ/μα 1% Tween 60 

μέχρι τελικού όγκου 4ml
δείγματος με σύριγγα 
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∆ιαγραµµατική απεικόνιση της πειραµατικής διαδικασίας της βιοδοκιµής.

Η µέθοδος που εφαρµόστηκε στην παρούσα εργασία για τον προσδιορισµό της 

ελεύθερης µορφής του ΟΑ µε HPLC βασίστηκε στη µέθοδο των Mouratidou

για την εκχύλιση των δειγµάτων και για την εστεροποίηση µε το φθορίζον αντιδραστήριο. 

Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην ιδιότητα του ΟΑ, ως καρβοξυλικού οξέος, να αντιδρά µε 

ανθρυλοδιαζωµεθάνιο (ADAM) και να σχηµατίζει φθορίζοντα εστέρα, 

λαµβάνεται σε πιο καθαρή µορφή µετά από εκχύλιση στερεής φάσης. Εκτός από το 

οκαδαϊκό οξύ, µε τη µέθοδο αυτή είναι δυνατό να ανιχνευτούν και οι λοιπές 

1 (DTX-1). Η πορεία της µεθόδου HPLC παρουσιάζεται στο 

Στέγνωμα σε διηθητικό 
χαρτί

Ομογενοποίηση σε 
αναμείκτη

Διήθηση με διπλό 
διηθητικό ηθμό σε 
κωνική φιάλη των 

250ml (x3)

Ξέπλυμα του ηθμού με 
ακετόνη

Παραλαβή 1ml
δείγματος με σύριγγα 

Ενδοπεριτοναϊκή ένεση 
σε τρεις αρσενικούς 
μύες βάρους 18-19g

 

∆ιαγραµµατική απεικόνιση της πειραµατικής διαδικασίας της βιοδοκιµής. 

Η µέθοδος που εφαρµόστηκε στην παρούσα εργασία για τον προσδιορισµό της 

Mouratidou et al. (2004), 

για την εκχύλιση των δειγµάτων και για την εστεροποίηση µε το φθορίζον αντιδραστήριο. 

Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην ιδιότητα του ΟΑ, ως καρβοξυλικού οξέος, να αντιδρά µε 

) και να σχηµατίζει φθορίζοντα εστέρα, ο οποίος 

λαµβάνεται σε πιο καθαρή µορφή µετά από εκχύλιση στερεής φάσης. Εκτός από το 

οκαδαϊκό οξύ, µε τη µέθοδο αυτή είναι δυνατό να ανιχνευτούν και οι λοιπές DSP τοξίνες, 

παρουσιάζεται στο 

Παραλαβή 20g στεγνού 
ομογενοποιημένου 

δείγματος σε κωνική 
φιάλη 250ml

Προσθήκη 50ml
ακετόνης και ανακίνηση 

για 5min σε τάρακτρο
(x3)

Παρακολούθηση της 
κλινικής τους 

κατάστασης για 24 ώρες

Το δείγμα θεωρείται 
θετικό σε περίπτωση 

πρόκλησης θανάτου σε 
τουλάχιστον 2 από τους 

3 μύς
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4.6.3 Εκχύλιση των τοξινών για HPLC-FLD και LC-MS/MS 

 

Η εκχύλιση των τοξινών πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τη µέθοδο των 

Mouratidou et al. (2004). Συνοπτικά, 1 g οµογενοποιηµένου ηπατοπαγκρέατος ή 5 g 

ολικού ιστού (για την εξυγίανση) εκχυλίστηκε µε 4 (ή 20 για την εξυγίανση) ml 80% 

υδατικής µεθανόλης. Από το µεθανολικό κλάσµα, 2.5ml (ή 2 ml για την εξυγίανση), 

ακολούθησε αποµάκρυνση του λίπους µε εκχύλιση εις διπλούν µε 2 ml n-εξάνιο και 

προσθήκη 0.5 ml νερού για αποµάκρυνση άλλων τυχόν προσµίξεων και τελικά προσθήκη 

2 ml χλωροφορµίου, παραλαβή του και διόρθωσή του  στα 10 ml. Από το συνολικό 

εκχύλισµα, 0.5 ml εξατµίστηκε µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου.  

 

4.6.4 Εστερο̟οίηση/Παραγωγο̟οίηση για HPLC-FLD 

 

Προκειµένου να είναι δυνατή η ανίχνευσή των τοξινών µε φθορισµοµετρικό 

ανιχνευτή στη διάταξη της HPLC, έγινε εστεροποίηση µε 200 µl φθορίζοντος 

αντιδραστηρίου 9-ανθρυλοδιαζωµεθανίου (ADAM 0.2% w/v). Το µίγµα αναδεύτηκε σε 

vortex για 2 min και στη συνέχεια αφέθηκε στο σκοτάδι στους 35°C για να επιτευχθεί η 

εστεροποίηση. Μετά το πέρας 1 h, το διάλυµα εξατµίστηκε µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου. 

 

4.6.5 Εκχύλιση Στερεάς Φάσης για HPLC-FLD 

 

Το ξηρό υπόλειµµα µεταφέρθηκε ποσοτικά σε στήλες εκχύλισης στερεάς φάσης, 

µε χρήση 2 ml µείγµατος εξανίου / χλωροφορµίου (50:50 v/v), οι οποίες προηγουµένως 

είχαν ενεργοποιηθεί µε την διέλευση 3 ml του µείγµατος n-εξανίου:χλωροφορµίου (1:1 

v/v) και µε 6 ml χλωροφορµίου. Ακολούθησε έκπλυση των στηλών µε διαδοχική διέλευση 

3 ml διαλύµατος n-εξανίου / χλωροφορµίου (1:1 v/v) και 5ml διαλύµατος χλωροφορµίου. 

Η παραλαβή του δείγµατος έγινε µε 5 ml µείγµατος χλωροφορµίου / µεθανόλης (95:5 v/v). 

Η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια της βαρύτητας µε ροή περίπου 1 ml/min. Τα 

εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ξήρανση υπό ήπια ροή αζώτου και επαναδιαλύθηκαν σε 0.2 

ml µεθανόλης. 
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4.6.6 Υδρόλυση των εστερο̟οιηµένων µορφών των DSP τοξινών για LC-MS/MS 

 

Η παραλαβή των εστεροποιηµένων µορφών των DSP τοξινών πραγµατοποιήθηκε 

µε υδρόλυση. Η υδρόλυση έγινε σύµφωνα µε την µέθοδο των Vale and Sampayo (2002). 

Σε 1 ml  µεθανολικού εκχυλίσµατος, προστέθηκαν 400 µl  µεθανολικού διαλύµατος 1Μ 

NaOH και αφέθηκε στο σκοτάδι στους 35°C, για 40 min. Έπειτα, το διάλυµα 

εξουδετερώθηκε µε 415 µl 1 Μ HCl. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε έκπλυση µε εξάνιο, 

εκχύλιση µε χλωροφόρµιο, ξήρανση µε ρεύµα αζώτου και τέλος επαναδιάλυση και 

ανάλυση µε LC-MS/MS (όπως την µέθοδο εκχύλιση τοξινών 4.6.3).  

 

4.6.7 Ανάλυση HPLC-FLD 

 

Ο χρωµατογραφικός διαχωρισµός των παραγωγοποιηµένων τοξινών έγινε σε 

σύστηµα ισοκρατικής έκλουσης. Η κινητή φάση αποτελείτο από µείγµα 

ακετονιτριλίου:νερού (80:20 v/v) και ο ρυθµός ροής ήταν 1 ml/min. Η στατική φάση 

περιελάµβανε στήλη αντίστροφης φάσης, θερµοστατούµενες σε θάλαµο θερµοκρασίας 

35
ο
C. Ο όγκος έγχυσης ήταν 20 µl και η ανίχνευση του ΟΑ και της DTX-1 γινόταν σε 

µήκη κύµατος διέγερσης 365 nm και εκποµπής 415 nm. Στον Πίνακα 15 συνοψίζονται οι 

συνθήκες της χρωµατογραφικής ανάλυσης. 

Πίνακας 15. Συνθήκες χρωµατογραφικής ανάλυσης (HPLC-FLD). 

Στήλη Lichrospher 100 C18 (5µm) 

Loop 20 µl 

Κινητή Φάση ακετονιτρίλιο / νερό (80:20) 

Ταχύτητα Ροής 1 ml/min 

Ανιχνευτής FLD (365nm διέγερση / 415nm απορρόφηση) 

 

Η ποσοτικοποίηση της DTX-1 στα δείγµατα έγινε χρησιµοποιώντας την καµπύλη 

αναφοράς του ΟΑ, λόγω έλλειψης πιστοποιηµένου προτύπου DTX-1, θεωρώντας ότι οι 
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δύο ουσίες έχουν ίσες σχετικές µοριακές αποκρίσεις. Η υπόθεση αυτή κρίθηκε ασφαλής 

δεδοµένου ότι εφαρµόστηκε ισοκρατική έκλουση και ο φθορισµός του εστέρα προέρχεται 

µόνο από τη φθορίζουσα οµάδα του αντιδραστηρίου εστεροποίησης, η οποία είναι κοινή 

και στις δύο περιπτώσεις (Quilliam, 1997). 

 

4.6.8 Ανάλυση LC-MS/MS 

 

Ο χρωµατογραφικός διαχωρισµός των τοξινών έγινε σε πρόγραµµα έκλουσης 

διαλυτών. Η κινητή φάση Α αποτελείτο από 95% υδατικό ακετονιτρίλιο και η κινητή φάση 

Β αποτελείτο από νερό, και τα δύο περιείχαν όµως 2 mM µυρµηκικό αµµώνιο και 50 mM 

µυρµηκικό οξύ για διευκόλυνση του ιονισµού. Από 40% η κινητή φάση Α αυξήθηκε στο 

95% στα 3 λεπτά, παρέµεινε για 7 λεπτά και επέστρεψε στο 40% σε 2 λεπτά. Ο ρυθµός 

ροής ήταν 0.6 ml/min. Η στατική φάση περιελάµβανε στήλη (Eclipse XDB-C18, 4.6mm x 

150mm, 5µm), θερµοστατούµενη σε θάλαµο θερµοκρασίας 30
ο
C. Ο όγκος έγχυσης ήταν 

20 µl. Οι συνθήκες ανάλυσης ήταν οι εξής:  

1. Electrospray capillary 4kV 

2. Nebulizer 50 psi 

3. Dry gas 10 l/min 

4. Dry temperature 350°C 
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Σχήµα 18. Πειραµατική πορεία προσδιορισµού ελεύθερων και εστεροποιηµένων µορφών DSP-τοξινών µε 

HPLC-FLD και LC-MS/MS. 

1 g οµογεν. 
ηπατοπαγκρέατος

4 ml 
µεθανόλης-
νερού (4:1)

Περιδύνηση και 
φυγοκέντρηση

4000rpm, 5 min, 
25°C

ΕΛΕΥΘΕΡΗ ΜΟΡΦΗ 
ΟΑ, DTX-1

2.5 ml υπερκείµενου 
υγρού

'Eκπλυση µε 2ml 
εξανίου και 0.5ml H2O 

(x2)

2ml χλωροφορµίου 
(x2) παραλαβή και 

συµλήρωση µέχρι τα 
10ml

0.5ml δ/τος 
χλωροφορµίο

υ

Ξήρανση σε 
ρεύµα αζώτου

200 µl 0.2% ADAM (1h, 
35°C, σκοτάδι)

Επαναδιάλυση µε 
1ml εξανίου-

χλωροφορµίου (1:1)

Καθαρισµός σε SPE 
600mg silica

Έκπλυση 5 ml εξανίου-
χλωροφ.(1:1) κ 5 ml 

χλωροφόρµιο

Προσθήκη 5 ml χλωροφ.-
µεθανόλης (95:5)

Ξήρανση σε 
ρεύµα αζώτου

Επαναδιάλυση µε 0.2ml
µεθανόλης

HPLC-FLD µετά απο 
παραγωγοποίηση

4ml δ/τος 
χλωροφορµίο

υ

Ξήρανση σε 
ρεύµα αζώτου

Επαναδιάλυση µε 
0.5ml µεθανόλης

LC-MS/MS

ΕΣΤΕΡΟΠΟΙΗΜΕΝΕΣ 
ΜΟΡΦΕΣ

1ml υπερκείµενου 
υγρού

Προσθήκη 400µl µεθ. 
NaOH (35°C, 40min)

Εξουδετέρωση 
415µl 1M HCl

Έκπλυση µε 1ml εξάνιο 
κ 0.5ml H2O (x2)

Παραλαβή µε 1 ml 
χλωροφ. (x2)

Ξήρανση σε 
ρεύµα αζώτου

Επαναδιάλυση 0.5 ml 
µεθανόλη

LC-MS/MS

υπερκείμενο 
υγρό
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4.6.9  Βιολογική ∆οκιµή (ΜΒΑ)- Β΄ Μέρος 

 

Από κάθε δείγµα ζυγίστηκαν 100 g ολικού ιστού σε περιέκτη φυγοκέντρου από 

πολυπροπυλένιο των 500 ml. Στη συνέχεια, στο δείγµα προστέθηκαν 300 ml ακετόνης, 

αναµίχθηκε σε αναµίκτη τύπου Ultraturrax για 2 λεπτά σε υψηλή ταχύτητα και 

παραλήφθηκε η υγρή φάση µε φυγοκέντρηση στις 3000 σ.α.λ. για 10 min. Η διαδικασία 

αυτή επαναλήφθηκε ακόµα µία φορά, µε την προσθήκη 200 ml ακετόνης, οπότε 

προέκυψαν συνολικά 500 ml ακετονικού εκχυλίσµατος τα οποία συγκεντρώθηκαν σε 

σφαιρική φιάλη όγκου 1lt. Ακολούθησε εξάτµιση της ακετόνης σε περιστροφικό 

εξατµιστήρα µέχρι να παραµείνει στη φιάλη µόνο η υδατική φάση του εκχυλίσµατος 

(όγκος περίπου 50-70 ml). Ο όγκος του εναποµείναντος εκχυλίσµατος ρυθµίστηκε στα 100 

ml µε απεσταγµένο νερό και ακολούθησε µεταφορά σε διαχωριστική χοάνη και κατανοµή 

υγρού-υγρού µε 100 ml διαιθυλαιθέρα. Μετά από ανακίνηση το εναιώρηµα αφέθηκε σε 

ηρεµία ώστε να διαχωριστεί η διαιθυλαιθερική από την υδατική φάση. Η πρώτη 

συλλέχθηκε σε κενή φιάλη ενώ η διαδικασία επαναλήφθηκε άλλες δύο φορές µε προσθήκη 

100 ml διαιθυλαιθέρα στην υδατική φάση ώστε να προκύψουν συνολικά 300 ml 

διαιθυλαιθερικού εκχυλίσµατος. Η υδατική φάση απορρίφθηκε, ενώ η διαιθυλαιθερική 

φάση εκπλύθηκε 2 φορές µε 20 ml απιονισµένου νερού ώστε να αποµακρυνθούν όλα τα 

υπολείµµατα υδατικής φάσης. Το συνολικό οργανικό εκχύλισµα µεταφέρθηκε σε σφαιρική 

φιάλη όγκου 500 ml και εξατµίστηκε µέχρι ξηρού. Ακολούθησε επαναιώρηση του στερεού 

υπολείµµατος σε 4 ml διαλύµατος Tween-60 1%, ώστε να παραληφθούν όλες οι 

λιποδιαλυτές ουσίες του στερεού υπολείµµατος (1 ml Tween αντιστοιχεί σε 25 g ολικού 

ιστού). Στη συνέχεια, έγινε ένεση 1 ml του εναιωρήµατος ενδοπεριτοναϊκώς σε καθένα 

από τρία ποντίκια και αξιολογήθηκε η αντίδραση των πειραµατοζώων µετά την παρέλευση 

30 λεπτών από την ένεση. Το αποτέλεσµα κρινόταν θετικό ως προς την παρουσία µίας ή 

περισσοτέρων τοξινών από τις παρακάτω οµάδες: ΟΑ, DTXs και PTXs σε επίπεδα 

ανώτερα από αυτά που καθορίζονται στον Κανονισµό (ΕΚ) 853/2004, σε περίπτωση 

θανάτου 2 εκ των 3 ποντικιών σε χρονικό διάστηµα µέχρι τις 24 ώρες µετά την 

ενδοπεριτοναϊκή ένεση, σύµφωνα µε τα κριτήρια του Κανονισµού 2074/2005 της 

Επιτροπής.  
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 4.6.10 ∆οκιµή του θειοβαρβιτουρικού οξέος 

 

Με τη δοκιµή του θειοβαρβιτουρικού οξέος ανιχνεύεται το δευτερογενές προϊόν 

της οξείδωσης (µηλονική διαλδεύδη). Η δοκιµή αυτή στηρίζεται στο σχηµατισµό ροζ 

χρώµατος, προϊόντος συµπύκνωσης, προερχόµενου από δύο µόρια θειοβαρβιτουρικού 

οξέος και ενός µορίου µηλονικής διαλδεΰδης. Για τον προσδιορισµό του 

θειοβαρβιτουρικού οξέος χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του Pearson (1991).  

10g οµογενοποιηµένου µυδιού  τοποθετήθηκαν σε σφαιρική φιάλη και 

προστέθηκαν 2.5ml HCl 4N, 97.5ml H2O, µία σταγόνα silicone αντιαφριστικού 

αντιδραστηρίου, 1.5ml ΒΗΤ και τέλος 2-3 πέτρες βρασµού. Μετά από απόσταξη του 

δείγµατος συλλέχθηκαν τα πρώτα 50 ml του αποστάγµατος. Από αυτά 5ml µεταφέρθηκαν 

σε δοκιµαστικό σωλήνα και προστέθηκαν 0.6ml  ΒΗΤ και 5 ml TBA 0.0021M. Ο 

δοκιµαστικός σωλήνας τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο σε θερµοκρασία 90 °C για 40 min 

για την ανάπτυξη του ροζ χρώµατος. Ακολουθήθηκε ψύξη και µέτρηση της απορρόφησης. 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης εκφράστηκαν σε mg µηλονικής διαλδεΰδης / kg.  

Χρησιµοποιήθηκε ο τύπος : 7.8 x Abs = mg µηλονικής διαλδεΰδης  / kg 

 

4.6.11 Οργανολη̟τική αξιολόγηση 

 

Με την οργανοληπτική εξέταση αξιολογήθηκε η εµφάνιση, η δοµή και η οσµή 

οζονισµένων µυδιών. Η οργανοληπτική αξιολόγηση πραγµατοποιήθηκε από 5 έµπειρους 

δοκιµαστές. Τα οζονισµένα δείγµατα µυδιών καθώς και τα φρέσκα κατεψυγµένα µύδια 

(µάρτυρες) αποψύχθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου (25 °C). Στη συνέχεια σερβιρίστηκαν 

στους 5 δοκιµαστές. Όλα τα δείγµατα ήταν αποθηκευµένα στους -20°C. Για την 

αξιολόγηση χρησιµοποιήθηκε ηδονική κλίµακα αποδοχής από 1-10 όπου 10: δεν 

παρατηρήθηκε καµία αλλοίωση στο µύδι, δείγµα παρόµοιο µε το µάρτυρα (µέγιστη 

αποδοχή), 5: όριο αποδοχής και κάτω από 5: δείγµα αλλοιωµένο, µη αποδεκτό (Chang et 

al., 1998).    
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5.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

5.1    Α΄ ΜΕΡΟΣ 

 

5.1.1 Βιολογική ∆οκιµή (ΜΒΑ) 

 

Η παρούσα µελέτη επικεντρώνεται στον ποσοτικό προσδιορισµό του OA, της 

DTX-1 και των εστέρων αυτών των ενώσεων στον ελλαδικό χώρο. Τα αποτελέσµατα για 

την βιολογική δοκιµή φαίνονται στον Πίνακα 18. Από τα 103 δείγµατα που αναλύθηκαν 

βρέθηκαν θετικά τα 89 ενώ τα υπόλοιπα 14 αρνητικά στις DSP τοξίνες.  
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Πίνακας 18. Αποτέλεσµατα συγκεντρώσεων ΟΑ και εστέρων του µε HPLC-FLD, LC-MS/MS και 

αποτελέσµατα ΜΒΑ. 

HPLC-FLD LC-MS/MS 

A/A Περιοχή 

∆ειγµατολ. 

Ηµεροµην. 

∆ειγµατολ. 

ΜΒΑ  OA µg/g HP OA 

µg/g 

HP 

µg Esters 

OA /g 

ΗP 

% esters 

over total 

OA 

Total 

OA 

µg/g 

HP 

1 Θεσ/νικη 10/1/2007 Θετ.(+++) 16.00 16.40 5.60 25.45 22.00 

2 Θεσ/νικη 10/1/2007 Θετ.(+++) 44.00 44.00 ND 0.00 44.00 

3 Θεσ/νικη 10/1/2007 Θετ.(+++) 56.80 57.60 ND 0.00 57.60 

4 Θεσ/νικη 22/1/2007 Θετ.(+++) 41.13 41.00 24.40 16.55 65.40 

5 Θεσ/νικη 25/1/2007 Θετ.(+-+) 30.00 30.27 19.60 17.75 49.87 

6 Θεσ/νικη 25/1/2007 Θετ.(+++) 24.70 24.53 11.60 13.62 36.13 

7 Θεσ/νικη 1/2/2007 Θετ.(++-) 36.87 36.67 11.40 9.39 48.07 

8 Θεσ/νικη 9/2/2007 Θετ.(+++) 23.80 24.20 ND 0.00 24.20 

9 Θεσ/νικη 13/2/2007 Θετ.(++-) 18.20 18.20 ND 0.00 18.20 

10 Θεσ/νικη 15/3/2007 Θετ.(+++) 31.53 31.87 13.60 12.45 45.47 

11 Θεσ/νικη 20/3/2007 Θετ.(-++) 3.40 3.20 3.60 52.94 6.80 

12 Θεσ/νικη 27/3/2007 Θετ.(+++) 20.00 19.60 3.80 16.24 23.40 

13 Θεσ/νικη 27/3/2007 Θετ.(+++) 8.60 9.00 ND 0.00 9.00 

14 Θεσ/νικη 10/4/2007 Θετ.(++-) 14.80 14.40 0.60 3.00 20.00 

15 Θεσ/νικη 11/4/2007 Θετ.(-++) 11.60 11.00 ND 0.00 11.00 

16 Θεσ/νικη 12/4/2007 Θετ.(+++) 27.60 27.00 12.6 31.82 39.60 
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17 Θεσ/νικη 17/4/2007 Θετ.(-++) 24.00 25.00 5.80 18.83 30.80 

18 Θεσ/νικη 17/4/2007 Θετ.(+++) 5.20 5.40 5.00 48.08 10.40 

19 Θεσ/νικη 17/4/2007 Θετ.(+-+) 14.00 14.20 5.80 29.00 20.00 

20 Θεσ/νικη 17/4/2007 Θετ.(+++) 12.00 11.00 ND 0.00 11.00 

21 Θεσ/νικη 21/8/2007 Θετ.(+++) 27.20 27.60 ND 0.00 27.60 

22 Θεσ/νικη 27/8/2007 Θετ.(++-) 29.20 29.26 ND 0.00 29.26 

23 Θεσ/νικη 18/9/2007 Θετ.(+++) 6.00 6.20 ND 0.00 6.20 

24 Θεσ/νικη 25/9/2007 Θετ.(+++) 62.67 62.07 ND 0.00 62.07 

25 Θεσ/νικη 2/10/2007 Θετ.(+++) 13.00 13.40 ND 0.00 13.40 

26 Πιερία 3/1/2007 Θετ.(+-+) 9.80 10.20 3.00 22.73 13.20 

27 Πιερία 3/1/2007 Θετ.(+++) 35.20 35.00 9.20 20.81 44.20 

28 Πιερία 15/1/2007 Θετ.(+++) 26.00 25.20 ND 0.00 25.20 

29 Πιερία 15/1/2007 Θετ.(+++) 15.60 15.20 26.60 63.64 41.80 

30 Πιερία 15/1/2007 Θετ.(+++) 26.20 25.80 17.40 40.28 43.20 

31 Πιερία 15/1/2007 Θετ.(+++) 51.33 50.07 17.80 10.60 67.87 

32 Πιερία 15/1/2007 Θετ.(+++) 48.67 48.87 9.40 6.03 58.27 

33 Πιερία 15/1/2007 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

34 Πιερία 24/1/2007 Θετ.(+++) 54.00 53.87 11.40 6.59 65.27 

35 Πιερία 24/1/2007 Θετ.(+++) 50.00 49.20 12.40 7.75 61.60 

36 Πιερία 24/1/2007 Θετ.(+++) 57.33 57.47 12.80 6.91 70.27 

37 Πιερία 24/1/2007 Θετ.(+++) 12.20 11.60 3.80 24.68 15.40 
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38 Πιερία 24/1/2007 Θετ.(+++) 77.60 78.20 9.60 10.93 87.80 

39 Πιερία 29/1/2007 Θετ.(+++) 33.33 34.00 11.80 10.37 35.80 

40 Πιερία 29/1/2007 Θετ.(+++) 24.20 23.20 4.20 15.33 27.40 

41 Πιερία 29/1/2007 Θετ.(+-+) 13.20 14.00 2.00 12.50 16.00 

42 Πιερία 29/1/2007 Θετ.(+++) 20.60 20.40 8.80 30.14 29.20 

43 Πιερία 29/1/2007 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

44 Πιερία 5/2/2007 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

45 Πιερία 5/2/2007 Θετ.(+++) 26.00 24.40 2.60 9.63 27.00 

46 Πιερία 5/2/2007 Θετ.(+++) 8.00 8.40 0.20 2.33 8.60 

47 Πιερία 5/2/2007 Θετ.(-++) 6.60 7.00 3.00 30.00 10.00 

48 Πιερία 20/2/2007 Θετ.(-++) 3.80 4.40 ND 0.00 4.40 

49 Πιερία 19/3/2007 Θετ.(-++) 10.80 11.20 5.80 34.12 17.00 

50 Πιερία 26/3/2007 Θετ.(+++) 10.80 10.60 ND 0.00 10.60 

51 Πιερία 2/4/2007 Θετ.(+++) 10.20 10.20 14.20 58.20 24.40 

52 Πιερία 2/4/2007 Θετ.(+++) 8.40 8.40 1.20 12.50 9.60 

53 Πιερία 17/4/2007 Θετ.(+-+) 3.80 4.20 2.40 34.29 7.00 

54 Πιερία 17/4/2007 Θετ.(+++) 10.80 10.60 ND 0.00 10.60 

55 Ηµαθία 5/3/2007 Αρν.(+--) ND ND ND N/A ND 

56 Ηµαθία 12/3/2007 Θετ.(+++) 9.00 8.80 3.80 30.16 12.60 

57 Ηµαθία 12/3/2007 Θετ.(+++) 50.00 49.20 8.00 13.39 57.20 

58 Ηµαθία 12/3/2007 Θετ.(+++) 28.00 27.00 ND 0.00 27.00 
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59 Ηµαθία 19/3/2007 Θετ.(+++) 8.00 7.20 ND 0.00 7.20 

60 Ηµαθία 19/3/2007 Θετ.(+++) 7.00 6.60 ND 0.00 6.60 

61 Ηµαθία 19/3/2007 Θετ.(+++) 40.00 38.80 22.20 36.69 61.00 

62 Ηµαθία 27/3/2007 Θετ.(+++) 52.00 50.20 17.80 26.18 68.00 

63 Ηµαθία 27/3/2007 Θετ.(+++) 25.60 25.00 1.60 6.02 26.60 

64 Ηµαθία 27/3/2007 Θετ.(+++) 17.00 16.60 9.60 36.64 26.20 

65 Ηµαθία 2/4/2007 Θετ.(+++) 25.80 26.40 12.60 32.31 39.00 

66 Ηµαθία 2/4/2007 Θετ.(+++) 17.20 17.80 6.00 25.21 23.80 

67 Ηµαθία 2/4/2007 Θετ.(+++) 17.60 17.80 1.60 8.25 19.40 

68 Ηµαθία 11/4/2007 Θετ.(+++) 38.00 36.60 16.00 30.42 52.60 

69 Ηµαθία 11/4/2007 Θετ.(+++) 6.60 5.80 ND 0.00 5.80 

70 Ηµαθία 11/4/2007 Θετ.(+++) 12.00 11.40 4.00 25.97 15.40 

71 Ηµαθία 17/4/2007 Θετ.(+++) 6.00 6.20 ND 0.00 6.20 

72 Ηµαθία 17/4/2007 Θετ.(+++) 13.40 13.00 7.80 37.50 20.80 

73 Ηµαθία 17/4/2007 Θετ.(+++) 37.20 34.00 3.40 9.09 37.40 

74 Ηµαθία 26/4/2007 Θετ.(+++) 4.20 4.00 3.20 44.44 7.20 

75 Ηµαθία 14/5/2007 Θετ.(+-+) 1.20 1.60 ND 0.00 1.60 

76 Φθιώτιδα 24/7/2007 Θετ.(++-) 12.80 12.40 4.20 25.30 16.60 

77 Φθιώτιδα 1/8/2007 Θετ.(+++) 22.00 21.60 0.80 3.57 22.40 

78 Φθιώτιδα 14/8/2007 Θετ.(+++) 12.40 13.00 ND 0.00 13.00 

79 Μέγαρα 16/1/2007 Θετ.(+++) 14.00 16.00 27.80 63.47 43.80 
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80 Μέγαρα 13/2/2007 Θετ.(+++) 46.60 46.40 34.40 48.59 70.80 

81 Μέγαρα 27/2/2007 Θετ.(+++) 53.80 52.20 1.40 2.61 53.60 

82 Αγορά 17/4/2007 Θετ.(+++) 9.20 8.80 3.40 27.87 12.20 

83 Αγορά 9/3/2007 Αρν.(--+) ND ND ND N/A ND 

84 Αγορά 9/3/2007 Θετ.(+++) 10.00 9.60 5.80 37.66 15.40 

85 Αγορά 13/3/2007 Θετ.(+++) 7.60 7.20 3.40 32.08 10.60 

86 Αγορά 13/3/2007 Θετ.(+--) ND ND ND N/A ND 

87 Αγορά 13/3/2007 Θετ.(+-+) 12.80 12.40 5.80 31.87 18.20 

88 Φθιώτιδα 13/3/2006 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

89 Φθιώτιδα 1/6/2006 Αρνητικό 0.40 0.60 ND 0.00 0.60 

90 Φθιώτιδα 2/6/2006 Αρν.(-+-) 0.50 0.60 ND 0.00 0.60 

91 Φθιώτιδα 2/6/2006 Θετ.(-++) ND ND ND N/A ND 

92 Φθιώτιδα 2/6/2006 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

93 Φθιώτιδα 6/6/2006 Θετ.(+-+) 0.90 1.00 ND 0.00 1.00 

94 Φθιώτιδα 6/6/2006 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

95 Φθιώτιδα 27/6/2006 Αρνητικό ND ND ND N/A ND 

96 Φθιώτιδα 27/6/2006 Θετ.(++-) 6.60 7.00 ND 0.00 7.00 

97 Φθιώτιδα 27/6/2006 Θετ.(++-) ND ND ND N/A ND 

98 Φθιώτιδα 13/9/2006 Αρν.(-+-) ND ND ND N/A ND 

99 Φθιώτιδα 19/9/2006 Αρν.(-+-) ND ND ND N/A ND 

100 Φθιώτιδα 21/9/2006 Θετ.(++-) ND ND ND N/A ND 
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101 Μέγαρα 31/10/2006 Θετ.(+++) 23.60 23.40 2.80 10.69 26.20 

102 Μέγαρα 14/12/2006 Θετ.(+++) 28.60 28.60 2.80 8.92 31.40 

103 Μέγαρα 28/12/2006 Θετ.(+++) 24.40 24.00 ND 0.00 24.00 

      ND: not detected (µη ανιχνεύσιµη συγκέντρωση)  

+ Θάνατος ποντικιού 

-Ζωντανό ποντίκι 

 

 

Οι Mouratidou et al., 2004 προσδιόρισαν ΟΑ στα µύδια του Θερµαϊκού Κόλπου 

κατά την διάρκεια τοξικού επεισοδίου (4 µήνες) το 2002 στην Ελλάδα. Τα δείγµατα 

αναλύθηκαν µε HPLC µε φθορισµοµετρικό  ανιχνευτή µε ELISA και µε βιολογική δοκιµή. 

Για την ΜΒΑ ακολουθήθηκε η µέθοδος Yasumoto et al., 1978.  Όταν εγχύθηκαν 2 µg OA 

από πρότυπο διάλυµα σε ποντίκι δεν παρατηρήθηκε κανένα σύµπτωµα ενώ σε ποσότητα 

≥3 µg OA το 50% των ποντικιών πέθαναν µέσα σε 4 ώρες. Υπήρξε πολύ καλή συµφωνία 

(91%) µεταξύ των αποτελεσµάτων της HPLC και της MBA. Στην Ιταλία χρησιµοποίησαν 

την HPLC-FLD µε προστήλη για παραγωγοποίηση της τοξίνης µε ADAM, την ΜΒΑ και  

την ELISA. Στην ΜΒΑ τα ποντίκια πέθαναν µεταξύ 1 1/2 ώρας και 24 ωρών. Οι 

συγκεντρώσεις του ΟΑ που υπολογίστηκαν µε βάση την HPLC-FLD ήταν από 0.15 µg/g 

ΟΑ έως 1.37 µg/g ΟΑ ηπατοπαγκρέατος (Draisci et al., 1998). Οι Croci et al., 2001 

προσδιόρισαν DSP τοξίνες µε την ΜΒΑ. Μελέτησαν 15 δείγµατα και παρατήρησαν το 

χρόνο θανάτωσης των ποντικιών. Τα δείγµατα ήταν µύδια Mytillus galloprovincialis και 

συλλέχτηκαν από την Αδριατική θάλασσα µετά από τοξικό επεισόδιο. Τα ποντίκια 

πέθαναν από 45 λεπτά µέχρι πάνω από 24 ώρες. Η πλειοψηφία των ποντικιών πέθαναν 

µέσα σε 6.3 ώρες. Η τεχνική που χρησιµοποιήθηκε ήταν η επίσηµη µέθοδος αναφοράς 

(ΜΒΑ).  

Οι Chapela et al., 2008, µελέτησαν την παρουσία λιπόφιλων τοξινών µε LC-

MS/MS σε φρέσκα, κατεψυγµένα και επεξεργασµένα µύδια και σύγκριναν τα 

αποτελέσµατα µε αυτά της ΜΒΑ. Η συσχέτιση της LC-MS/MS  µε την επίσηµη µέθοδο 

ήταν 69% ενώ 26% των δειγµάτων σύµφωνα µε την ΜΒΑ απεδείχτηκαν «ψευδώς θετικά». 

∆είγµατα «ψευδώς αρνητικά» δεν παρατηρήθηκαν.                

Επίσης, οι Gucci et al., 1994 χρησιµοποίησαν 4 µεθόδους (HPLC, ELISA, MBA 

και βιοδοκιµή επίµυων) για τον προσδιορισµό ΟΑ και DTX-1.  Όσον αφορά την ΜΒΑ 
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στην πλειοψηφία των δειγµάτων τα ποντίκια πέθαναν σε µία ώρα µετά την ένεση του 

εκχυλίσµατος ενώ για ορισµένα δείγµατα τα ποντίκια πέθαναν σε διάστηµα 1-3 ώρες. Η 

µέθοδος που ακολουθήθηκε για την ΜΒΑ ήταν του Yasumoto et al., 1984. Οι τιµές που 

προσδιορίστηκαν µε την HPLC ήταν από µη ανιχνεύσιµες έως 0.56 µg ΟΑ /g ΗΠ. 

 

 

5.1.2 Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Α̟όδοσης µε φθορισµοµετρικό ανιχνευτή (HPLC-

FLD) 

 

Ο χρόνος κατακράτησης για το ΟΑ ήταν 9.80±0.01 min και για την DTX-1 

11.80±0.01 min. Τυπικά χρωµατογραφήµατα από πρότυπο ιστό µυδιού και δείγµα 

(Θεσσαλονίκη) φαίνονται στα Σχήµατα 19 και 20, αντίστοιχα. Η αποφυγή παρεµποδίσεων 

στους χρόνους κατακράτησης των παραπάνω ενώσεων επιτεύχθηκε µε τον καθαρισµό των 

δειγµάτων µε εκχύλιση στερεάς φάσης (Gonzalez et al., 1998).  

Η πρότυπη καµπύλη για το ΟΑ κατασκευάστηκε σε συγκεντρώσεις ΟΑ 2-10 µg/g 

(Σχήµα 21). Από ότι φαίνεται και στο σχήµα η πρότυπη καµπύλη του ΟΑ εµφανίζει 

εξαιρετική γραµµικότητα (R
2
=0.9928). Για τον προσδιορισµό της συνολικής ανάκτησης 

της µεθόδου µε παραγωγοποίηση, χρησιµοποιήθηκε πιστοποιηµένο υλικό αναφοράς, 

πρότυπος ιστός µυδιού (NRC CRM-DSP-Mus-b) µε συγκέντρωση ΟΑ 10.1 µg/g και DTX-

1 1.3 µg/g. Το οµογενοποιηµένο δείγµα του CRM αναλύθηκε τρεις φορές. Η ανάκτηση για 

το ΟΑ ήταν 97% και για την DTX-1 (η συγκέντρωση της DTX-1 προσδιορίστηκε µε βάση 

την πρότυπη καµπύλη του ΟΑ, γνωρίζοντας ότι οι µοριακές αποκρίσεις των δύο τοξινών 

είναι ίσες) 92%. Όσον αφορά στο ΟΑ, η ανάκτηση της µεθόδου βρίσκεται εντός του 

εύρους του 95±5% που αναφέρεται από τους Kelly et al., (1996) και εντός του εύρους 91-

99% που αναφέρεται από τους Gonzalez et al., (2000). 

 



 

Σχήµα 19. Χρωµατογράφηµα HPLC

κορυφές που αντιστοιχούν στο ΟΑ και 

Σχήµα 20. Χρωµατογράφηµα HPLC

φαίνεται η κορυφή που αντιστοιχεί στο ΟΑ.

99 

HPLC-FLD του πρότυπου ιστού µυδιού στο οποίο φαίνονται οι 

κορυφές που αντιστοιχούν στο ΟΑ και DTX-1.  

HPLC-FLD δείγµατος µυδιού από Θεσσαλονίκη

φαίνεται η κορυφή που αντιστοιχεί στο ΟΑ. 

στο οποίο φαίνονται οι 

 

δείγµατος µυδιού από Θεσσαλονίκη στο οποίο 



100 

 

 

Σχήµα 21. Πρότυπη καµπύλη οκαδαϊκού οξέος µε HPLC-FLD. 

Το όριο ανίχνευσης (limit of detection, LOD) για το ΟΑ υπολογίστηκε σύµφωνα 

µε το κριτήριο IUPAC (σήµα προς θόρυβο 3:1) το οποίο ήταν 0.015 µg/g 

ηπατοπαγκρέατος (HP). Το όριο ποσοτικοποίησης (limit of quantification, LOQ) για το 

ΟΑ υπολογίστηκε σύµφωνα µε το κριτήριο IUPAC (σήµα προς θόρυβο 10:1) το οποίο 

ήταν 0.050 µg/g HP. 

Σύµφωνα µε τον Κανονισµό 853/2004 της Ευρωπαϊκής Κοινότητας, το µέγιστο 

επιτρεπόµενο όριο ΟΑ, DTXs, PTXs στα οστρακοειδή (σε ολικό ιστό ή στα ξεχωριστά 

εδώδιµα µέρη) έχει καθοριστεί στα 160 µg OA eq/kg (ή 800 µg ΟΑ eq/kg HP). Τα όρια 

ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου µε HPLC, που εφαρµόστηκε στην 

παρούσα µελέτη, υπερκαλύπτουν το επίπεδο της κανονιστικής απαίτησης της Ευρωπαϊκής 

Κοινότητας, ακόµη και στην περίπτωση µείωσης του αποδεκτού επιπέδου για το ΟΑ και 

τις DTXs στα 50 µg OA eq/kg, όπως έχει προταθεί από τον Codex Alimentarius (Codex 

Alimentarius, 2004). 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης µε HPLC-FLD, φαίνονται στον Πίνακα 18 

(σελίδα 92). Οι συγκεντρώσεις της ελεύθερης µορφής του ΟΑ κυµαίνονταν από 0.40 µέχρι 

62.67 µg/g HP (88 δείγµατα). Επίσης, υπήρχαν δείγµατα στα οποία είτε δεν υπήρχε ΟΑ 

είτε οι συγκεντρώσεις της ελεύθερης µορφής του ΟΑ ήταν κάτω από το όριο ανίχνευσης 
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της µεθόδου (0.015 µg/g HP). Η DTX-1 δεν ανιχνεύτηκε σε κανένα από τα δείγµατα, ούτε 

σε ελεύθερη ούτε σε εστεροποιηµένη µορφή.  

Οι Mouratidou et al., (2004) µελέτησαν την παρουσία ΟΑ και DTX-1 σε µύδια 

που προέρχονταν από τον Θερµαϊκό Κόλπο µε HPLC-FLD µε αντιδραστήριο 

παραγωγοποίησης το ADAM (9-ανθρυλοδιαζωµεθάνιο) κατά το τοξικό επεισόδιο 2002. 

Σε όλα τα δείγµατα προσδιόριστηκαν συγκεντρώσεις, µόνο ελεύθερης µορφής ΟΑ 

(µέγιστη συγκέντρωση 36.06 µg/g HP), πολύ µεγαλύτερες από το ανώτατο επιτρεπόµενο 

όριο 0.80 µg/g HP. Βέβαια, η DTX-1 προσδιορίστηκε µόνο σε ένα δείγµα µε υψηλή 

συγκέντρωση (0.51 µg/g HP). Τα επίπεδα των παραπάνω συγκεντρώσεων ΟΑ ήταν γενικά 

χαµηλότερα από αυτά που προσδιορίστηκαν στην παρούσα έρευνα. 

Σύµφωνα µε τους Prassopoulou et al., (2009), οι οποίοι συνέλεξαν µύδια από τις 

περιοχές του Θερµαϊκού και του Σαρωνικού Κόλπου κατά τη διάρκεια του τοξικού 

επεισοδίου 2006-2007, προσδιορίστηκαν συγκεντρώσεις ελεύθερης µορφής ΟΑ 0.122-

4.099 µg/g ολικού ιστού δηλαδή 0.61-20.50 µg/g HP µε ποσοστό δειγµάτων 98% πάνω το 

ανώτατο επιτρεπτό όριο. Η ανάλυση έγινε µε HPLC-FLD µε αντιδραστήριο 

παραγωγοποίησης τo 1-βρωµοακετυλοπυρένιο (BAP). Αυτές οι τιµές ήταν γενικά 

χαµηλότερες από αυτές που προσδιορίστηκαν στην παρούσα µελέτη (0.40-62.67 µg/g HP). 

Θα πρέπει να τονιστεί ότι ούτε στη έρευνα των Prassopoulou et al., (2009) δεν 

προσδιορίστηκε η DTX-1 σε κάποιο από τα  δείγµατα. Αυτό οφείλεται πιθανότατα σε 

διαφορές µεταξύ των ειδών Dinophysis που αφθονούν σε κάθε περιοχή. Σε τοξικά 

επεισόδια που σηµειώθηκαν στην Πορτογαλία το 1995 και το 1998, όπου ανιχνεύτηκαν 

κυρίως µη πολικοί εστέρες του ΟΑ, το D.acuta ήταν το κυρίαρχο είδος (Vale & Sampayo, 

1999) ενώ ως κυρίαρχο είδος στο Θερµαϊκό Κόλπο, έχει αναγνωριστεί το Dinophysis cf. 

acuminate (Koukaras & Nikolaidis, 2004). 

Οι Mak et al., 2005 µελέτησαν το ΟΑ, τον κύριο εκπρόσωπο των διαρροϊκών 

βιοτοξινών µε HPLC σε δείγµατα πράσινων µυδιών (Perna viridis). Τα δείγµατα 

προέρχονταν από 7 διαφορετικές ζώνες αλιείας του Χονγκ-Κογκ. Η ανάλυση 

πραγµατοποιήθηκε µε την προσθήκη µιας πρωτεϊνάσης (πρωτεϊνάση Κ) για χώνεψη του 

δείγµατος. Τα αποτελέσµατα έδειξαν αύξηση της ανάκτησης 2.5 φορές  σε σχέση µε την 

ανάκτηση ενοφθαλµισµένων δειγµάτων χωρίς την χρήση του ενζύµου. H υψηλότερη 

συγκέντρωση του ΟΑ που υπολογίστηκε ήταν 1164.9 ng/g HΠ. Στις διάφορες περιοχές 
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του Χονγκ-Κογκ προσδιορίστηκαν συγκεντρώσεις ΟΑ από 70.0 έως 131.0 ng/g σε ολικό 

ιστό µυδιού οι οποίες όµως δεν ξεπερνούσαν το διεθνές επιτρεπόµενο όριο (>200 ng/g).       

Άλλη έρευνα που πραγµατοποιήθηκε το 2003 στην Ισπανία, προσδιόρισε ΟΑ και 

εστεροποιηµένες µορφές του ΟΑ (DTX-3).  Σε αυτήν την εργασία χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος της HPLC µε φθορισµοµετρικό ανιχνευτή. Οι συγκεντρώσεις που υπολογίστηκαν 

στα µύδια ήταν από 0.18 έως 10.1 µg/g ΗΠ ενώ στο πλαγκτόν (Dinophysis acuminata) 

11.3 pg/κύτταρο (Morono et al., 2003). 

Το 1999 στην Κίνα µελετήθηκε η παρουσία τοξινών σε οστρακοειδή µε HPLC 

και µε ΜΒΑ. Η παραγωγοποίηση της τοξίνης πραγµατοποιήθηκε µε το αντιδραστήριο 3-

βρωµο-µεθυλ-7-µεθοξυλ-1, 4-βενζοξαζιν-2-όνη (BrMB, 3-bromo-methyl-7 methoxy-1, 4-

benzoxazin-2-on). Προσδιορίστηκαν τοξίνες PSP και DSP σε σχετικά µικρές 

συγκεντρώσεις. Οι DSP τοξίνες ήταν περισσότερο ανιχνεύσιµες σε σχέση µε τις PSP 

τοξίνες. PSP τοξίνες προσδιορίστηκαν σε 5 δείγµατα από 4 διαφορετικές περιοχές. Η 

υψηλότερη συγκέντρωση ήταν 320 µg  ισοδύναµα STX (Σαξιτοξίνη, STX) /100 ιστού, 4 

φορές υψηλότερο από το όριο των 80 µg ισοδύναµα STX/100g. Όσον αφορά τις DSP 

τοξίνες, προσδιορίστηκαν σε 26 δείγµατα (29%) εκ των οποίων τα 6 από αυτά ήταν πάνω 

από το αποδεκτό όριο. Οι DSP τοξίνες που προσδιορίστηκαν ήταν το OA και η DTX-1 

(Zhou et al., 1999). 

Επιπρόσθετα, οι Ramstad et al., 2001 σύγκριναν την HPLC µε την ΜΒΑ για την 

ποσοτικοποίηση των διαρροϊκών τοξινών σε µπλε µύδια (Mytilus edulis). Για την HPLC 

χρησιµοποίησαν δύο διαφορετικά αντιδραστήρια παραγωγοποίησης (4-Bromomethyl-7-

methoxycoumarin, BrMMC και το ADAM). Η παραγωγοποίηση µε ADAM 

παρατηρήθηκε ότι ήταν πιο ευαίσθητη ενώ η παραγωγοποίηση µε BrMMC λιγότερη 

ευαίσθητη σε σύγκριση και οι δύο µε την ΜΒΑ. Όµως και οι δύο τρόποι 

παραγωγοποίησης έδειξαν καλή συµφωνία µε την ΜΒΑ. Τέλος, οι ερευνητές προτείναν 

την HPLC-FLD µε παραγωγοποίηση µε ADAM για έλεγχο των DSP τοξινών. 

 

 

 



 

5.1.3 Υγρή Χρωµατογραφία 

 

Ο χρόνος κατακράτησης για το ΟΑ ήταν 

10.10±0.05 min. Τυπικά χρωµατογραφήµατα από πρότυπο ιστό µυδιού

θραυσµατοποίηση των µοριακών ιόντων του ΟΑ και της 

22, 23 και 24, αντίστοιχα. Οι τοξίνες αυτές προσδιορίστηκαν µε επιλογή συγκεκριµένων 

ιόντων (selected ion monitoring

του ΟΑ ήταν m/z 803.5 και για την 

περεταίρω θραυσµατοποίηση αυτών των µοριακών ιόντων όπου για το ΟΑ τα κυριότερα 

θραύσµατα ήταν 254.9, 563.1, 785.2 και για την 

τα θραύσµατα συµφωνούν µε εκείνα της εργασίας των 

785.4, 563.3 και 255.1 για το ΟΑ

 

                                                   

 

 

 

                                                                  

 

Σχήµα 22. Χρωµατογράφηµα MS

αντιστοιχούν στο ΟΑ και DTX-1.
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5.1.3 Υγρή Χρωµατογραφία – Φασµατογραφία µαζών (LC-MS/MS) 

Ο χρόνος κατακράτησης για το ΟΑ ήταν 8.00±0.01 min και για την 

. Τυπικά χρωµατογραφήµατα από πρότυπο ιστό µυδιού

θραυσµατοποίηση των µοριακών ιόντων του ΟΑ και της DTX-1 φαίνονται στα Σχήµατα 

, αντίστοιχα. Οι τοξίνες αυτές προσδιορίστηκαν µε επιλογή συγκεκριµένων 

monitoring, SIM), µε απώλεια ενός πρωτονίου, όπου το µοριακό ιόν 

και για την DTX-1 m/z 817.5. Η ανίχνευση βασίστηκε στην 

περεταίρω θραυσµατοποίηση αυτών των µοριακών ιόντων όπου για το ΟΑ τα κυριότερα 

θραύσµατα ήταν 254.9, 563.1, 785.2 και για την DTX-1 ήταν 254.9, 563.1 και 799.2. Αυτά 

τα θραύσµατα συµφωνούν µε εκείνα της εργασίας των Gerssen et al., (2008) 

785.4, 563.3 και 255.1 για το ΟΑ. 

                                                   ΟΑ 

                                                                  DTX-1 

MS/MS πρότυπου ιστού µυδιού όπου φαίνονται οι κορυφές που 

1. 

και για την DTX-1 

. Τυπικά χρωµατογραφήµατα από πρότυπο ιστό µυδιού καθώς και η 

φαίνονται στα Σχήµατα 

, αντίστοιχα. Οι τοξίνες αυτές προσδιορίστηκαν µε επιλογή συγκεκριµένων 

µε απώλεια ενός πρωτονίου, όπου το µοριακό ιόν 

. Η ανίχνευση βασίστηκε στην 

περεταίρω θραυσµατοποίηση αυτών των µοριακών ιόντων όπου για το ΟΑ τα κυριότερα 

ήταν 254.9, 563.1 και 799.2. Αυτά 

., (2008) τα οποία ήταν 

όπου φαίνονται οι κορυφές που 
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Σχήµα 23. Θραυσµατοποίηση MS/MS του ΟΑ στα κυρίαρχα ιόντα 785.3, 563.1, 255.0 (m/z 

803.5). 

 

Σχήµα 24. Θραυσµατοποίηση MS/MS της DTX-1στα κυρίαρχα ιόντα 799.2, 563.0, 254.9 (m/z 

817.5). 

 

Η πρότυπη καµπύλη για το ΟΑ κατασκευάστηκε για συγκεντρώσεις ΟΑ 0.4-1.07 

µg/g (Σχήµα 25). Από ότι φαίνεται και στο σχήµα η πρότυπη καµπύλη του ΟΑ εµφανίζει 

εξαιρετική γραµµικότητα όπως και στη ανάλυση µε HPLC-FLD (R
2
=0.9959). Η ανάκτηση 

της µεθόδου προσδιορίστηκε όπως και µε την ανάλυση µε HPLC-FLD  η οποία ήταν 96% 

για το ΟΑ και για την DTX-1 92%. Όσον αφορά στο ΟΑ, η ανάκτηση της µεθόδου 

βρίσκεται εντός του εύρους του 98-99% που αναφέρεται από τους Goto et al., (2001) και 

εντός του ορίου (ca. 100%) που αναφέρεται από τους Suzuki και Yasumoto., (2000). 

 



105 

 

 

Σχήµα 25. Πρότυπη καµπύλη οκαδαϊκού οξέος µε LC-MS/MS. 

Τόσο το όριο ανίχνευσης (LOD) όσο και το όριο ποσοτικοποίησης (LOQ)  για το 

ΟΑ υπολογίστηκαν µε τα ίδια κριτήρια όπως και µε την ανάλυση µε HPLC-FLD τα οποία 

ήταν 0.045 µg/g και 0.135 µg/g HP, αντίστοιχα. Αυτά τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικού 

προσδιορισµού της µεθόδου LC-MS/MS, που εφαρµόστηκαν στην παρούσα µελέτη, 

υπερκαλύπτουν το επίπεδο της κανονιστικής απαίτησης της Ευρωπαϊκής Κοινότητας, 

ακόµη και στην περίπτωση µείωσης του αποδεκτού επιπέδου για το ΟΑ και τις DTXs στα 

50 µg OA eq/kg, όπως έχει προταθεί από τον Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 

2004). 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης µε LC-MS/MS, φαίνονται στον Πίνακα 18 

(σελίδα 92). Οι συγκεντρώσεις της ελεύθερης µορφής του ΟΑ κυµαίνονταν από 0.56 µέχρι 

62.07 µg/g HP (88 δείγµατα). Επίσης, υπήρχαν δείγµατα στα οποία είτε δεν υπήρχε ΟΑ 

είτε οι συγκεντρώσεις της ελεύθερης µορφής του ΟΑ ήταν κάτω από το όριο ανίχνευσης 

της µεθόδου (0.045 µg/g HP). Η DTX-1 δεν ανιχνεύτηκε σε κανένα από τα δείγµατα, ούτε 

σε ελεύθερη ούτε σε εστεροποιηµένη µορφή. Οι συγκεντρώσεις της εστεροποιηµένης 

µορφής του ΟΑ κυµαίνονταν από 0.20 µg/g έως 34.40 µg/g HP και οι συγκεντρώσεις του 

συνολικού ΟΑ (ελεύθερη µορφή και εστεροποιηµένη µορφή) από 1.00 µg/g έως 87.80 

µg/g HP. 
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Οι συγκεντρώσεις των εστέρων του OA που προσδιορίστηκαν στην εργασία των 

Prassopoulou et al., (2009) σε ελληνικά µύδια µε HPLC-FLD κυµαίνονταν από µη 

ανιχνεύσιµες έως 44903.5 µg/kg ιστό µυδιού που αντιστοιχεί σε 224.5 µg/g  

ηπατοπαγκρέατος. Οι συγκεντρώσεις που προσδιορίστηκαν στην παραπάνω εργασία είναι 

πολύ υψηλότερες από αυτές που βρέθηκαν στην παρούσα έρευνα οι οποίες κυµαίνονταν 

από µη ανιχνεύσιµες έως 34.40 µg/g ηπατοπαγκρέατος µε LC-MS/MS. Άλλες µελέτες 

στον Ελλαδικό χώρο δεν υπάρχουν που να προσδιορίζονται εστεροποιηµένες µορφές των 

DSP τοξινών µε LC-MS/MS. Η DTX-1 δεν προσδιορίστηκε σε κανένα από τα δείγµατα.   

Οι Suzuki και Yasumoto, (2000) µελέτησαν την παρουσία ΟΑ και DTX-1 στην 

Ιαπωνία το 1995 µε LC-MS σε διάφορα οστρακοειδή όπου το ένα δείγµα από αυτά ήταν 

µύδι. Στα δείγµατα αυτά προσδιορίστηκαν συγκεντρώσεις ΟΑ από 0.04 έως 0.29 µg/g HP 

και στο δείγµα µυδιού 0.06 µg/g HP και συγκεντρώσεις DTX-1 από 0.41 έως 1.36 µg/g HP 

για τα διάφορα οστρακοειδή και 4.13 µg/g HP για το µύδι. Τα επίπεδα των παραπάνω 

συγκεντρώσεων ΟΑ ήταν γενικά χαµηλότερα από αυτά που προσδιορίστηκαν στην 

παρούσα έρευνα (1.00-87.80 µg/g HP). 

Οι Vale & Sampayo, (2002) µελέτησαν την παρουσία OA σε οστρακοειδή στην 

Πορτογαλία το 2000 χρησιµοποιώντας LC-MS. Προσδιόρισαν συγκεντρώσεις ελεύθερης 

µορφής ΟΑ σε εδώδιµα µέρη 0.026 µg/g πριν την υδρόλυση και 0.061µg/g µετά την 

υδρόλυση µε NaOH. Η DTX-1 δεν ανιχνεύτηκε σε κανένα από αυτά τα δείγµατα και σε 

αυτήν την εργασία. Υψηλές συγκεντρώσεις εστέρων παρατηρήθηκαν τόσο σε 

οστρακοειδή στην Ιαπωνία (Yasumoto et al., 1985, Suzuki & Mitsua, 2001) όσο και στην 

Νέα Ζηλανδία (Mauntford et al., 1999). Οι Kim et al., (2008) προσδιόρισαν 

συγκεντρώσεις ΟΑ και DTX-1 σε ηπατοπάγκρεας 0.03-0.08 µg/g και 0.07-0.23 µg/g 

αντίστοιχα χρησιµοποιώντας LC-MS/MS. Τέλος, σε σύγκριση µε την εργασία των 

Prassopoulou et al., (2009) οι συγκεντρώσεις των εστέρων του ΟΑ που προσδιορίστηκαν 

(µη ανιχνεύσιµες-224.5 µg/g HP) ήταν υψηλότερες από αυτές που προσδιορίστηκαν στην 

παρούσα έρευνα (µη ανιχνεύσιµες-34.4 µg/g HP). 

Σύµφωνα µε τους Chapela et al., (2008) οι οποίοι µελέτησαν την παρουσία ΟΑ, 

DTX-1, DTX-2, YTX, PTX-2, AZA-1, και SPX-1 σε εφτά διαφορετικά είδη 

οστρακοειδών φρέσκων, βρασµένων που στη συνέχεια καταψύχθηκαν και σε 

κονσερβοποιηµένων δειγµάτων χρησιµοποιώντας LC-MS/MS, βρέθηκε ότι το ΟΑ ήταν η 
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κύρια τοξίνη στα περισσότερα δείγµατα. Τα δείγµατα προέρχονταν από την Ευρώπη και 

κυρίως την Ισπανία. Επίσης, βρέθηκαν σε 12 δείγµατα  το ΟΑ, η DTX-2 και η YTX σε 

συγκεντρώσεις κάτω των κανονιστικών ορίων της Ευρωπαϊκής Ένωσης. Στην Ιταλία, 

συγκεντρώσεις ΟΑ προσδιορίστηκαν από 0.32 έως 1.51 µg/kg ηπατοπαγκρέατος ενώ η 

DTX-1 βρέθηκε µόνο σε 4 δείγµατα (τα 2 προέρχονταν από την Βόρεια και τα άλλα 2 από 

την Νότια Αδριατική) σε συγκεντρώσεις που κυµαίνονταν από 0.21 έως 0.32 µg/kg 

ηπατοπαγκρέατος. Η τεχνική που χρησιµοποιήθηκε ήταν υγρή χρωµατογραφία-

φασµατογραφία µάζας µε χρήση ψεκασµού (LC-ISP-MS) (Draisci et al., 1995). Oι Blanco 

et al., (2007) προσδιόρισαν ΟΑ, DTX-1 και DTX-2 σε µύδια από την Ισπανία σε πολύ 

χαµηλές συγκεντρώσεις χρησιµοποιώντας HPLC-MS. Η µέση συγκέντρωση του ολικού 

ΟΑ ήταν 407 ng/g HP. Επίσης, οι Villar-Gonzalez et al., (2007) προσδιόρισαν λιπόφιλες 

τοξίνες σε δείγµατα του τοξικού επεισοδίου 2005 στην Ισπανία χρησιµοποιώντας LC-

MS/MS. Σύµφωνα µε την έρευνα αυτή, προσδιορίστηκαν τοξίνες που ανήκουν στην 

οµάδα του ΟΑ αλλά όχι την DTX-1. Αξίζει να σηµειωθεί ότι σε σχέση µε το σύνολο των 

DSP τοξινών προσδιορίστηκε ένα µεγάλο ποσοστό εστέρων (35%-79%) σε αυτή την 

εργασία. 

 Για πρώτη φορά το 2011 στην Κροατία χρησιµοποιήθηκε η τεχνική LC-MS/MS 

για να προσδιοριστούν τοξίνες σε Κροατικά µύδια. Το δινοµαστιγωτό που ήταν υπεύθυνο 

για το τοξικό επεισόδιο στο Lim Bay της Κροατίας ήταν το Dinophysis fortii. Εκτός του 

ΟΑ προσδιορίστηκαν και άλλες τοξίνες όπως η γυµνοδιµίνη και οι σπιρολίδες. Το όριο 

ανίχνευσης της µεθόδου για το ΟΑ ήταν 7 µg/kg και το όριο ποσοτικοποίησης 20 µg/kg. 

(Gladan et al., 2011). Στη Νότια Αυστραλία το 2003 πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός 

ΟΑ και των εστέρων του µε LC-MS/MS. Προσδιορίστηκε ΟΑ σε συγκεντρώσεις  από µη 

ανιχνεύσιµες έως 0.051 mg/kg και των εστέρων τους σε συγκεντρώσεις από µη 

ανιχνεύσιµες έως 0.12 mg/kg. Το δινοµαστιγωτό που ήταν υπεύθυνο για την παρουσία του 

ΟΑ και των εστέρων του ήταν το Dinophysis acuminata. (Madigan et al., 2006). 

Αναλύσεις λιπόφιλων τοξινών πραγµατοποιήθηκε µε την τεχνική του συστήµατος orbitrap 

LC-MS για τον προσδιορισµό τους στα οστρακοειδή. Οι λιπόφιλες τοξίνες 

συµπεριλαµβανοµένου του οκαδαϊκού οξέος και των παραγώγων του (DTX-1, DTX-2) 

διαχωρίστηκαν σε 6 λεπτά. Το όριο ανίχνευσης της µεθόδου για τα µόρια που 

πρωτονιώθηκαν ήταν 0.041-0.099 ppb και για αυτά που αποπρωτονιώθηκαν 1.6-5.1 ppb 

(Blay et al., 2011). Επίσης, τα αποτελέσµατα των λιπόφιλων τοξινών µε LC-MS/MS σε 



 

µία έρευνα στην Ιαπωνία ήταν συγκρίσιµα µε αυτά της βιολογικής δοκιµής 

2008). 

  

5.1.4 Σύγκριση µεθόδων 

 

Μολονότι στην HPLC

ενώ στην MBA προσδιορίστηκε η συνολική τοξικότητα των 

εστεροποιηµένη µορφή του ΟΑ αλλά και 

είναι δυνατό να συγκριθούν

Σχήµα 26. Σύγκριση 

Σε αντίθεση, η σύγκριση των αποτελεσµάτων

προσδιορίστηκαν µε βάση την 

(100%) µε διάγραµµα γραµµής προσαρµογής µεταξύ των δύο µεθόδων, 

27). Για τιµές 0.95<|r|<0.99 

συσχέτισης αποτελεί ενδεικτικό µέτρο του βαθµού διασποράς των πειραµατικών σηµείων 

ενός γραµµικού διαγράµµατος. Είναι προφανής η πολύ καλή συσχέτιση των τιµών 

όπως αυτό φαίνεται από την τι

συσχέτισης των αναλυτικών αποτελεσµάτων µιας δοκιµαζόµενης µεθόδου ως προς εκείνα 

µιας άλλης, ιδανικά θα πρέπει να πλησιάζουν κλίση α=1 και τοµή στον άξονα β=0. Στην 

πράξη οι τιµές αυτές διαφέρουν από τι

διαφέρουν σηµαντικά από τις επιθυµητές τιµές 1 και 0, αρκεί να υπολογιστεί εάν οι 

επιθυµητές (για ικανοποιητική συσχέτιση των µεθόδων Α και Β) τιµές βρίσκονται στο 

διάστηµα εµπιστοσύνης των α και β. Το δι

εµπιστοσύνης 95%) ως εξής:
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ήταν συγκρίσιµα µε αυτά της βιολογικής δοκιµής 

HPLC-FLD προσδιορίστηκε ποσοτικά η ελεύθερη µορφή του ΟΑ 

προσδιορίστηκε η συνολική τοξικότητα των DSP τοξινών (ελεύθερη και 

εστεροποιηµένη µορφή του ΟΑ αλλά και πιθανόν οι άλλες τοξίνες αυτής της κατηγορίας)

ούν (συµφωνία 97.1%) (Σχήµα 26). 

. Σύγκριση αποτελεσµάτων (συνολική τοξικότητα) MBA και HPLC

σύγκριση των αποτελεσµάτων (συνολική τοξικότητα)

προσδιορίστηκαν µε βάση την HPLC-FLD και την LC-MS/MS έδειξε άριστη συµφωνία 

(100%) µε διάγραµµα γραµµής προσαρµογής µεταξύ των δύο µεθόδων, 

|<0.99 η συσχέτιση θεωρείται ικανοποιητική. Η τιµή του συντελεστή 

συσχέτισης αποτελεί ενδεικτικό µέτρο του βαθµού διασποράς των πειραµατικών σηµείων 

ενός γραµµικού διαγράµµατος. Είναι προφανής η πολύ καλή συσχέτιση των τιµών 

όπως αυτό φαίνεται από την τιµή του συντελεστή συσχέτισης (R
2
=0.98). 

συσχέτισης των αναλυτικών αποτελεσµάτων µιας δοκιµαζόµενης µεθόδου ως προς εκείνα 

µιας άλλης, ιδανικά θα πρέπει να πλησιάζουν κλίση α=1 και τοµή στον άξονα β=0. Στην 

πράξη οι τιµές αυτές διαφέρουν από τις ιδανικές. Για να εξακριβωθεί εάν οι τιµές α και β 

διαφέρουν σηµαντικά από τις επιθυµητές τιµές 1 και 0, αρκεί να υπολογιστεί εάν οι 

επιθυµητές (για ικανοποιητική συσχέτιση των µεθόδων Α και Β) τιµές βρίσκονται στο 

διάστηµα εµπιστοσύνης των α και β. Το διάστηµα εµπιστοσύνης υπολογίζεται (σε επίπεδο 

εµπιστοσύνης 95%) ως εξής: 

Coincident Results

False Positive

ήταν συγκρίσιµα µε αυτά της βιολογικής δοκιµής (Bernd et al., 

προσδιορίστηκε ποσοτικά η ελεύθερη µορφή του ΟΑ 

τοξινών (ελεύθερη και 

οι άλλες τοξίνες αυτής της κατηγορίας) 

 

MBA και HPLC-FLD. 

(συνολική τοξικότητα) που 

έδειξε άριστη συµφωνία 

(100%) µε διάγραµµα γραµµής προσαρµογής µεταξύ των δύο µεθόδων, R
2 

= 0.98 (Σχήµα 

η συσχέτιση θεωρείται ικανοποιητική. Η τιµή του συντελεστή 

συσχέτισης αποτελεί ενδεικτικό µέτρο του βαθµού διασποράς των πειραµατικών σηµείων 

ενός γραµµικού διαγράµµατος. Είναι προφανής η πολύ καλή συσχέτιση των τιµών y και x, 

=0.98). Το διάγραµµα 

συσχέτισης των αναλυτικών αποτελεσµάτων µιας δοκιµαζόµενης µεθόδου ως προς εκείνα 

µιας άλλης, ιδανικά θα πρέπει να πλησιάζουν κλίση α=1 και τοµή στον άξονα β=0. Στην 

ς ιδανικές. Για να εξακριβωθεί εάν οι τιµές α και β 

διαφέρουν σηµαντικά από τις επιθυµητές τιµές 1 και 0, αρκεί να υπολογιστεί εάν οι 

επιθυµητές (για ικανοποιητική συσχέτιση των µεθόδων Α και Β) τιµές βρίσκονται στο 

άστηµα εµπιστοσύνης υπολογίζεται (σε επίπεδο 

Coincident Results
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α ± ttheor sa = 1.069 ± (3.733x 0.018 ) = 1.069 ± 0.067       δηλ.: 1.002 έως 1.136 

β ± ttheor sb = 2.795 ± (3.733x 0.75 ) = 2.795 ± 2.800       δηλ.: -0.005 έως 5.595 

όπου ttheor χρησιµοποιείται η τιµή 3.733 που αντιστοιχεί σε ν=N-2=103-2=101 

βαθµούς ελευθερίας. 

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει ότι σε επίπεδο εµπιστοσύνης 95% τα 

αποτελέσµατα των δύο µεθόδων είναι ισοδύναµα, δηλ. δεν ανιχνεύεται αναλογικό ή 

σταθερό σφάλµα µεταξύ των δυο σειρών µετρήσεων. 

Συµπερασµατικά, µπορεί να χρησιµοποιηθεί εναλλακτικά η LC-MS/MS ως 

µέθοδος για τον προσδιορισµό του ΟΑ και των εστέρων του σε σχέση µε την HPLC-FLD 

διότι στην τελευταία τα στάδια κατεργασίας του δείγµατος ήταν περισσότερα και 

απαιτείται παραγωγοποίηση µε φθορίζον αντιδραστήριο, δηλαδή περισσότερος χρόνος, 

σφάλµατα και κόστος. 

 

Σχήµα 27. Συσχέτιση συγκεντρώσεων ΟΑ µε LC-MS/MS, HPLC-FLD 

y = 1,07x + 2,80
R² = 0,98
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Η συµφωνία των αποτελεσµάτων της ΜΒΑ και της 

(97.1%, Σχήµα 28). Όµως, υπήρχαν 3 δείγµατα στα οποία δεν ανιχνεύτηκε ΟΑ (#91, 97, 

100) µε την LC-MS/MS αλλά σύµφωνα µε την ΜΒΑ ήταν θετικά. 

εξηγηθεί από το διαφορετικό

όπου µε την ΜΒΑ ανιχνεύτηκαν οι οποίες δεν ήταν διαρροϊκές, όπως γεσσοτοξίνες, 

αζασπειροξέα, γυµνοδιµίνη (

οφειλόταν στην παρουσία ελεύθερων λιπαρ

2005). Πρέπει να σηµειωθεί ότι τοξίνες όπως 

θάνατο των πειραµατόζωων στην βιοδοκιµή ακόµα και σε χαµηλές συγκεντρώσεις 

(Gerssen et al., 2009). 

Σχήµα 28. Σύγκριση 

MS/MS. 

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία όλες οι έρευνες συγκλίνουν στο γεγονός ότι η 

υγρή χρωµατογραφία-φασµατοσκοπία µαζών είναι ένα πολύ χρήσιµο εργαλείο για τον 

ποσοτικό προσδιορισµό των θαλάσσιων 

σε πολύ χαµηλά όρια συγκεντρώσεων (

2007, Turrell and Stobo, 2007

Ζηλανδία είναι η µοναδική χώρα η οποία προσπαθεί να αντικαταστήσει την ΜΒΑ µε 

MS για τον προσδιορισµό των Βιοτοξινών εισάγοντας ένα νέο πρόγραµµα ελέγχου (

2004). 

Πολλές φορές οι βιολογικές δοκιµές χαρακτηρίζονται ως µη σύµφωνες µε την 

ηθική επειδή κατά την εφαρµογή τους θανατώνονται τα χρησιµοποιούµενα πειραµατόζωα. 

Τουλάχιστον δυο ζώα, συχνά τρία, χρησιµοποιούνται για να ελεγχθεί ένα δείγµα και στο 

τέλος τα ζώα καίγονται. Παράλληλα έχουν δηµοσιευθεί δύο κατευθυντήριες οδηγίες της 

ΕΕ η 91/492 που αφορά την δηµόσια υγεία για έλεγχο των θαλάσσιων βιοτοξίνών και η 
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Η συµφωνία των αποτελεσµάτων της ΜΒΑ και της LC-MS

). Όµως, υπήρχαν 3 δείγµατα στα οποία δεν ανιχνεύτηκε ΟΑ (#91, 97, 

αλλά σύµφωνα µε την ΜΒΑ ήταν θετικά. Αυτό πιθανός µ

εξηγηθεί από το διαφορετικό προφίλ των τοξινών. ∆ηλαδή, να υπήρχαν και άλλες τοξίνες 

όπου µε την ΜΒΑ ανιχνεύτηκαν οι οποίες δεν ήταν διαρροϊκές, όπως γεσσοτοξίνες, 

αζασπειροξέα, γυµνοδιµίνη (GYM) ή σπιρουλίδες (SPXs). Η διαφορά µπορεί ακόµα

οφειλόταν στην παρουσία ελεύθερων λιπαρών οξέων (ψευδώς θετικά) 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι τοξίνες όπως GYM και SPX µπορεί να 

θάνατο των πειραµατόζωων στην βιοδοκιµή ακόµα και σε χαµηλές συγκεντρώσεις 

Σύγκριση αποτελεσµάτων (συνολικής τοξικότητας) µεταξύ MBA και LC

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία όλες οι έρευνες συγκλίνουν στο γεγονός ότι η 

φασµατοσκοπία µαζών είναι ένα πολύ χρήσιµο εργαλείο για τον 

ποσοτικό προσδιορισµό των θαλάσσιων τοξινών µε πλεονέκτηµα τον προσδιορισµό τους 

σε πολύ χαµηλά όρια συγκεντρώσεων (Goto et al., 2001; Gerssen et al

, 2007). Αξίζει να σηµειωθεί ότι σύµφωνα µε το 

Ζηλανδία είναι η µοναδική χώρα η οποία προσπαθεί να αντικαταστήσει την ΜΒΑ µε 

για τον προσδιορισµό των Βιοτοξινών εισάγοντας ένα νέο πρόγραµµα ελέγχου (

Πολλές φορές οι βιολογικές δοκιµές χαρακτηρίζονται ως µη σύµφωνες µε την 

πειδή κατά την εφαρµογή τους θανατώνονται τα χρησιµοποιούµενα πειραµατόζωα. 

Τουλάχιστον δυο ζώα, συχνά τρία, χρησιµοποιούνται για να ελεγχθεί ένα δείγµα και στο 

τέλος τα ζώα καίγονται. Παράλληλα έχουν δηµοσιευθεί δύο κατευθυντήριες οδηγίες της 

που αφορά την δηµόσια υγεία για έλεγχο των θαλάσσιων βιοτοξίνών και η 

Coincident Results

False Positive

MS/MS ήταν υψηλή 

). Όµως, υπήρχαν 3 δείγµατα στα οποία δεν ανιχνεύτηκε ΟΑ (#91, 97, 

Αυτό πιθανός µπορεί να 

προφίλ των τοξινών. ∆ηλαδή, να υπήρχαν και άλλες τοξίνες 

όπου µε την ΜΒΑ ανιχνεύτηκαν οι οποίες δεν ήταν διαρροϊκές, όπως γεσσοτοξίνες, 

. Η διαφορά µπορεί ακόµα να 

ών οξέων (ψευδώς θετικά) (Suzuki et al., 

να προκαλέσουν το 

θάνατο των πειραµατόζωων στην βιοδοκιµή ακόµα και σε χαµηλές συγκεντρώσεις 

 

µεταξύ MBA και LC-

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία όλες οι έρευνες συγκλίνουν στο γεγονός ότι η 

φασµατοσκοπία µαζών είναι ένα πολύ χρήσιµο εργαλείο για τον 

τοξινών µε πλεονέκτηµα τον προσδιορισµό τους 

al., 2008; Fux et al., 

ξίζει να σηµειωθεί ότι σύµφωνα µε το FAO η Νέα 

Ζηλανδία είναι η µοναδική χώρα η οποία προσπαθεί να αντικαταστήσει την ΜΒΑ µε LC-

για τον προσδιορισµό των Βιοτοξινών εισάγοντας ένα νέο πρόγραµµα ελέγχου (FAO, 

Πολλές φορές οι βιολογικές δοκιµές χαρακτηρίζονται ως µη σύµφωνες µε την 

πειδή κατά την εφαρµογή τους θανατώνονται τα χρησιµοποιούµενα πειραµατόζωα. 

Τουλάχιστον δυο ζώα, συχνά τρία, χρησιµοποιούνται για να ελεγχθεί ένα δείγµα και στο 

τέλος τα ζώα καίγονται. Παράλληλα έχουν δηµοσιευθεί δύο κατευθυντήριες οδηγίες της 

που αφορά την δηµόσια υγεία για έλεγχο των θαλάσσιων βιοτοξίνών και η 
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86/609 για την προστασία των πειραµατοζώων που χρησιµοποιούνται σε εργαστήριο µε 

αποτέλεσµα να αυξάνεται η πίεση στην ΕΕ όπως εγκαταληφθούν οι βιολογικές δοκιµές για 

τον έλεγχο των βιοτοξινών. Επιπρόσθετα, σε πρόσφατη της γνώµη η EFSA που αφορούσε 

τις θαλάσσιες βιοτοξίνες, πρότεινε να µειωθούν τα επιτρεπόµενα νοµοθετικά όρια 

συγκέντρωσης των βιοτοξινών στα θαλασσινά. Αν αυτό πραγµατοποιηθεί, οι βιολογικές 

δοκιµές δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε αντίθεση µε τις χηµικές µεθόδους οι οποίες 

έχουν την δυνατότητα µίκρο- και νάνο- συγκεντρώσεις βιοτοξινών. Η FAO/IOC/WHO 

πρόσφατα πρότεινε την χρήση αναλυτικών τεχνικών αντί της βιολογικής δοκιµής ως 

µεθόδων αναφοράς για των έλεγχο των βιοτοξινών (Campbell et al., 2011). Η πλειοψηφία 

των χωρών παγκοσµίως χρησιµοποιούν για επίσηµο έλεγχο του ΟΑ και των παραγώγων 

του την βιολογική δοκιµή (Πίνακας 19). Πρέπει να τονιστεί όµως ότι πάνω από τις µισές 

χώρες χρησιµοποιούν και την υγρή χρωµατογραφία για επίσηµο έλεγχο ενώ υπάρχουν δύο 

χώρες (Γερµανία και Νέα Ζηλανδία) που χρησιµοποιούν µόνο την υγρή χρωµατογραφία 

για επίσηµο έλεγχο. Επιπρόσθετα, πάνω από τις µισές χώρες χρησιµοποιούν αποκλειστικά 

την βιολογική δοκιµή για προσδιορισµό των διαρροϊκών τοξινών ενώ η Ολλανδία 

χρησιµοποιεί και την βιοδοκιµή επίµυων εκτός της υγρής χρωµατογραφίας. 
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Πίνακας 19. Μέθοδοι που χρησιµοποιούνται για επίσηµο έλεγχο του ΟΑ και των παραγώγων 

του σε διάφορες χώρες. 

Χώρα ΟΑ και DTXs 

Νορβηγία ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Σουηδία ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

∆ανία ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Ιρλανδία ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Ηνωµένο Βασίλειο ΜΒΑ 

Γερµανία Χηµική µέθοδος 

Ολλανδία RBA και Χηµική µέθοδος 

Βέλγιο ΜΒΑ 

Γαλλία ΜΒΑ 

Αυστρία ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Πορτογαλία ΜΒΑ, Χηµική και Βιοχηµική 

µέθοδος 

Ισπανία ΜΒΑ 

Ιταλία ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Ελλάδα ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Τουρκία ΜΒΑ 

Καναδάς ΜΒΑ 

Βενεζουέλα ΜΒΑ 

Χιλή ΜΒΑ 
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Ουρουγουάη ΜΒΑ 

Κορέα ΜΒΑ και Χηµική µέθοδος 

Ιαπωνία ΜΒΑ 

Ταϋλάνδη ΜΒΑ 

Νέα Ζηλανδία Χηµική µέθοδος 

Όπου: ΜΒΑ: mouse bioassay, RBA: rat bioassay, Χηµική µέθοδος: HPLC, LC-

FLD, LC-MS, LC-MS/MS, Βιοχηµική µέθοδος: ELISA 

Σύµφωνα µε την EFSA, σε 10 διαφορετικές ευρωπαϊκές χώρες χρησιµοποίησαν 

την ανάλυση LC-MS  για τον προσδιορισµό των DSP τοξινών.  Η έρευνα αφορούσε τα έτη 

2001 µέχρι και 2006 διάστηµα µέσα στο οποίο συλλέχθηκαν και αναλύθηκαν 6072 

δείγµατα. Τα 5980 δείγµατα αναλύθηκαν µε την µέθοδο LC-MS (πίνακας 20) εκ των 

οποίων τα 5853 ανήκαν σε συγκεκριµένο είδος οστρακοειδών (πίνακας 21) ενώ τα 127 

περιγράφηκαν ως γενικά οστρακοειδή τα οποία και δεν συµπεριλήφθησαν στην έρευνα. 

Χρησιµοποιήθηκε είτε ολόκληρος ιστός µυδιού είτε µόνο το ηπατοπάγκρεας για τις 

ανάγκες της ανάλυσης. Από τον Πίνακα 21 φαίνεται ότι τα οστρακοειδή τα οποία 

επιβαρύνονται περισσότερο είναι τα µύδια ακολουθούµενα από τις γυαλιστερές, τα 

κυδώνια, τις αχιβάδες, τα στρείδια και τελευταία τα καβούρια.  Για την ανάλυση των 

υπόλοιπων δειγµάτων χρησιµοποιήθηκαν τεχνικές όπως LC-FLD, ELISA. 
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Πίνακας 20. Στατιστικά δεδοµένα ανάλυσης των τοξινών της οµάδας ΟΑ σε οστρακοειδή µε 

LC-MS µέχρι το 2007. (EFSA, 2008). 

Χώρα Αριθµός 

δειγµάτων 

Μέση 

συγκέντρωση 

µg/kg ιστό 

≤LOD (%) >160 µg/kg (%) 

∆ανία 161 270 0 30 

Γαλλία 40 77 3 4 

Γερµανία 550 28 66 3 

Ιρλανδία 758 268 35 41 

Ολλανδία 163 11 96 0 

Νορβηγία 1846 130 16 19 

Πορτογαλία 1074 148 30 21 

Ισπανία 3 332, 259, 335 

Σουηδία 928 158 14 31 

Αγγλία 457 92 46 18 

Σύνολο 5980 138 30 22 

 

Πίνακας 21. Αποτελέσµατα της ανάλυσης των τοξινών της οµάδας ΟΑ σε διάφορα είδη 

οστρακοειδών (EFSA, 2008). 

Είδος Αριθµός 

δειγµάτων 

Μέση 

συγκέντρωση 

οµάδας ΟΑ 

(µg/kg) 

≤LOD (%) >160 µg/kg (%) 

Μύδια 4447 168 23 26 

Γυαλιστερές 579 155 39 22 

Κυδώνια 288 90 45 12 

Αχιβάδες 246 47 59 5 

Στρείδια 207 17 86 1 

Καβούρια 86 56 22 6 

 



115 

 

 Από τις χώρες µε την µεγαλύτερη επιβάρυνση µε DSP-τοξίνες στα οστρακοειδή 

ήταν η Ιρλανδία µε ποσοστό 41% µε την λιγότερο επιβαρυµένη την Γερµανία µε µηδενικό 

ποσοστό (πίνακας 20). Η πρώτη χώρα σε αριθµό επιβαρυµένων δειγµάτων ήταν η 

Νορβηγία µε 1846 και τελευταία η Ισπανία µε 3. Σε 2419 δείγµατα προσδιορίστηκε όλη η 

οµάδα του οκαδαϊκού οξέος (OA, DTX-1, DTX-2, DTX-3) όπου διαπιστώθηκε ότι 149 

δείγµατα είχαν DTX-3 µεγαλύτερο από το όριο ενώ λιγότερα από τα µισά (66) για την 

DTX-2 (Πίνακας 22). 1210 δείγµατα αναλύθηκαν και µε τις δυο µεθόδους (LC-MS και 

βιολογική δοκιµή) (πίνακας 23). Ποσοστό 80% από αυτά τα δείγµατα ήταν µύδια κυρίως 

του είδους M. Edulis. Από τα δείγµατα που ήταν αρνητικά µε βάση την ΜΒΑ, 13% ήταν 

πάνω από το επιτρεπτό όριο όταν αναλύθηκαν µε LC-MS (160 µg OA eq/kg ολικού 

ιστού), και ένα ποσοστό 29% των θετικών δειγµάτων µε βάση την ΜΒΑ δεν υπερέβαιναν 

το όριο µε βάση την LC-MS. Πρέπει να σηµειωθεί ότι τα οστρακοειδή τα οποία ήταν 

αρνητικά µε βάση την ΜΒΑ δόθηκαν για κατανάλωση. Θα ήταν ορθότερο να δίνονται στη 

κατανάλωση δείγµατα κατόπιν ελέγχου µόνο µε LC-MS.  

 

 

Πίνακας 22. Αριθµός δειγµάτων µυδιών στα οποία βρέθηκαν διάφορες τοξίνες της οµάδας του 

ΟΑ (EFSA, 2008). 

Εύρος 

συγκεντρώσεων 

ΟΑ DTX-1 DTX-2 DTX-3 

Αριθµός δειγµάτων 

<LOD 1328 1914 2051 775 

≥LOD µέχρι 

160 µg 

τοξίνης/kg 

ολικού ιστού 

988 416 302 1495 

>160 µg 

τοξίνης/kg 

ολικού ιστού 

103 89 66 149 
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Πίνακας 23. Συγκεντρώσεις των τοξινών της οµάδας ΟΑ οι οποίες προσδιορίστηκαν σε µύδια µε 

LC-MS και ΜΒΑ (EFSA, 2008). 

ΜΒΑ Αριθµός 

δειγµάτων 

Συγκέντρωση 

(µg/kg) µε LC-

MS 

≤LOD (%) >160 µg/kg 

Αρνητικό 755 66 44 100 (13%) 

Θετικό 455 486 11 325 (71%) 
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5.2 Β΄ ΜΕΡΟΣ 

 

5.2.1  Ε̟εξεργασία δειγµάτων µυδιών µε γ-ακτινοβολία 

 

 

Πριν την ακτινοβόληση προσδιορίστηκαν συγκεντρώσεις ελεύθερου ΟΑ, 

εστέρων ΟΑ και συνολικού ΟΑ (ελεύθερο ΟΑ και εστέρες ΟΑ) που κυµαίνονταν από 

0.18 έως 6.50 µg/g, µη ανιχνεύσιµες έως 7.04 µg/g και από 0.18 έως 13.54 µg/g ολικού 

ιστού αντίστοιχα (Πίνακας 24). Στην περίπτωση των αρνητικών δειγµάτων, ΟΑ και 

εστέρες ΟΑ δεν προσδιορίστηκαν είτε επειδή δεν υπήρχαν είτε επειδή ήταν κάτω του 

ορίου ανιχνευσιµότητας (0.045 µg/g ηπατοπαγκρέατος). Η DTX-1 δεν ανιχνεύτηκε σε 

κανένα από τα δείγµατα της παρούσας έρευνας. Τα αποτελέσµατα µετά την επίδραση της 

γ-ακτινοβολίας στα δείγµατα δίνονται στον Πίνακα 25. 

Πίνακας 24. Αποτελέσµατα ΟΑ µε ΜΒΑ, και LC-MS/MS πριν την εξυγίανση µυδιών. 

 

LC-MS/MS 

A/A  Περιοχή 

∆ειγµατολ.  

Έτος 

∆ειγµατολ.  

Είδος  ΜΒΑ  OA 

µg/g  

Ester 

OA 

µg/g  

Total OA µg/g  

1  Θεσ/νικη  2009  Ολικό  Αρνητικό  ND  ND  ND  

2 
Φθιώτιδα  2009  Ολικό  Αρνητικό  

ND ND ND  

3  Μέγαρα  2009  Ολικό  Θετ.(+++)  0.18  ND  0.18  

4  

Μέγαρα  2009  Ολικό  Θετ.(+++)  

0.19  ND  0.19  

5  Νεράκι  2009  Ολικό  Θετ.(+++)  6.50  7.04  13.54  

6  
∆ρέπανο  2009  Ολικό  Θετ.(+++)  

3.54  3.08  6.62  

7  
Πειραιάς  2009  Ολικό  Θετ.(+++)  

0.98  1.76  2.74  

ND: not detected (µη ανιχνεύσιµη συγκέντρωση) 

Θετ.(+++): Θάνατος και των τριών ποντικιών 
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Πίνακας 25. Αποτελέσµατα ΟΑ µε ΜΒΑ και LC-MS/MS µετά την εξυγίανση των µυδιών καθώς και τα 

ποσοστά µείωσης. 

LC-MS/MS 

A/A  ∆όση (KGy) MBA  OA 

µg/g  

Ester 

OA 

µg/g  

Total 

OA 

µg/g  

Ποσ. (ΟΑ)  Ποσοστ. 

Μείωσης 

(Εστέρες 

OA)  

Ποσοστ. 

Μείωσης 

(Συνολικό)  

1  6 Αρνητικό  ND  ND  ND  -  -  -  

2 6 Αρνητικό  ND  ND  ND  -  -  -  

3  6 Αρνητικό  0.13  ND  0.13  27%  -  27%  

4  6 Αρνητικό  0.12  ND  0.12  36%  -  36%  

5  3 Θετ.(+++)  5.7  6.5  12.2  12%  8%  10%  

6  6 Θετ.(+++)  3.06  1.88  4.94  14%  39%  25%  

7  10 Θετ.(+++)  0.78  0.82  1.60  20%  53%  41%  

ND: not detected (µη ανιχνεύσιµη συγκέντρωση) 

Θετ.(+++): Θάνατος και των τριών ποντικιών 

 

 

Οι µειώσεις των τοξινών κυµαίνονταν από 12% (από 6.50 µg/g σε 5.70 µg/g) έως 

36% (από 0.19 µg/g  σε 0.12 µg/g) για το ελεύθερο ΟΑ, από 8% (από 7.04 µg/g σε 6.50 

µg/g) έως 53% (από 1.76 µg/g σε 0.82 µg/g) για τους εστέρες ΟΑ και από 10% (από 13.54 

µg/g σε 12.20 µg/g) έως 41% (από 2.74µg/g σε 1.60 µg/g) για το συνολικό ΟΑ. H µέση 

µείωση ήταν 22%, 33% και 28% για το ελεύθερο ΟΑ, εστέρων ΟΑ και συνολικού ΟΑ 

αντίστοιχα. ∆ύο δείγµατα τα οποία σύµφωνα µε την ΜΒΑ πριν την εξυγίανση ήταν θετικά 

µετά την ακτινοβόληση απεδείχθησαν αρνητικά. Τα αρνητικά δείγµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν πριν και µετά την εξυγίανση παρέµειναν αρνητικά ενδεικτικό του ότι η 
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ακτινοβόληση δεν παρήγαγε τοξικές ενώσεις τουλάχιστον άµεσης τοξικότητας για τα 

ποντίκια. Ωστόσο, δεν αποκλείεται να παραχθούν ενώσεις όπως για παράδειγµα οι 

αλκυλοκυκλοβουτανόνες οι οποίες είναι προϊόντα ραδιόλυσης των τριγλυκεριδίων, 

ενώσεις οι οποίες έχουν προσδιοριστεί σε ακτινοβοληµένα τρόφιµα. Το ποσοστό 

παραγωγής τους εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως την δόση της ακτινοβολίας, 

το λιπαρό οξύ, το τύπο του προς ακτινοβόληση τροφίµου. Είναι ύποπτες (σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις) για εµφάνιση καρκίνου στα ζώα (Raul et al., 2002). 

Στην βιβλιογραφία, δεν υπάρχουν έρευνες που να µελετούν την επίδραση της γ-

ακτινοβολίας σε οστρακοειδή µε DSP τοξίνες. Εξαίρεση αποτελεί η εργασία των 

McCarron et al., (2007) όπου µελετήθηκε η επίδραση της γ-ακτινοβολίας σε 

συγκεντρώσεις λιπόφιλων και υδρόφιλων τοξινών σε µεθανολικό διάλυµα και σε ιστό 

µυδιού. Ειδικότερα, οι τοξίνες οι οποίες µελετήθηκαν ήταν το ΑΖΑ-1, το ΟΑ, η 

πεκτενοτοξίνη-2 και η γεσσοτοξίνη από τις λιπόφιλες και το DA από τις υδρόφιλες. Τα 

δείγµατα κατεργάστηκαν σε δόσεις γ-ακτινοβολίας 6kGy, 12kGy και 24kGy. Παρόλο που 

όλες οι συγκεντρώσεις τοξινών σε διάλυµα µειώθηκαν, το ΟΑ ήταν η µόνη τοξίνη που 

επηρεάστηκε λιγότερο. Επίσης, η µείωση του ΟΑ στον ιστό µυδιού ήταν µικρότερη από 

αυτή στο µεθανολικό διάλυµα. Στα πρότυπα διαλύµατα, υπήρχε περίπου 30% µείωση για 

το ΟΑ στη µέγιστη δόση ενώ στον ολικό ιστό υπήρχε µείωση ανάλογα µε την δόση 

ακτινοβολίας αλλά όχι σηµαντική. Σε σχέση µε τη δόση ακτινοβολίας και την µείωση της 

τοξίνης, τα ποσοστά στην παρούσα εργασία ήταν υψηλότερα. 

Η χρήση της γ-ακτινοβολίας φαίνεται µια αποτελεσµατική µέθοδος για την 

εξυγίανση του περιεχοµένου ΟΑ στα µύδια. Ωστόσο, η εµφάνιση και η δοµή του 

προϊόντος µετά την ακτινοβόληση πρέπει να σηµειωθεί πως ήταν υποβαθµισµένη 

(υπερβολικά µαλακή υφή), σοβαρό µειονέκτηµα αυτής της µεθόδου. 

Σήµερα, η Ευρωπαϊκή Νοµοθεσία για την ακτινοβόληση τροφίµων δεν 

περιλαµβάνει την χρήση αυτής στη µείωση των τοξινών στα οστρακοειδή (Οδηγία ΕΕ 

1999/2), ενώ η ιονίζουσα ακτινοβολία επιτρέπεται σε ορισµένες χώρες σε δόσεις που δεν 

ξεπερνούν τα 3kGy µε εξαίρεση τις κατεψυγµένες αποκελυφωµένες γαρίδες για τις οποίες 

επιτρέπεται ακτινοβόληση µέχρι 6KGy (EU Parliament, 2009). Εάν πρόκειται να 

υιοθετηθεί η τεχνική εξυγίανσης οστρακοειδών µε ακτινοβόληση για εµπορικούς σκοπούς 

θα πρέπει να τροποποιηθεί η ισχύουσα νοµοθεσία της ΕΕ. 
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Η ακτινοβόληση ιονίζει ή διεγείρει τα µόρια οδηγώντας στο σχηµατισµό 

ελευθέρων ριζών (άµεσα προϊόντα ραδιόλυσης) και σπάει τους δεσµούς των µορίων 

παράγοντας σταθερά έµµεσα προϊόντα ραδιόλυσης (σχηµατισµός υδροξυλίου και 

υπεροξειδίου του υδρογόνου στο νερό). Επίσης υπάρχουν και άλλες επιδράσεις της 

ακτινοβόλησης στα συστατικά των τροφίµων όπως η αυτοξείδωση των λιπαρών, οι 

αλλαγές στις δοµές των πρωτεΐνών, η διάσπαση των υδατανθράκων στα φρούτα και στα 

λαχανικά και η µείωση των βιταµινών C και E (Stefanova et al., 2010).  

Στην Πορτογαλία το 2011 µελέτησαν την επίδραση της ακτινοβόλησης στα 

κάστανα, σηµαντική πηγή για τη διατροφή σε όλο το κόσµο. Ακτινοβόλησαν σε δόσεις 

ακτινοβολίας 025, 0.50, 1.00 και 3.00 kGy όπου τα δείγµατα βρίσκονταν µέσα σε 

σακούλες πολυαιθυλενίου. Μελέτησαν τις αλλαγές στη χηµική σύσταση (σάκχαρα 

(σακχαρόζη), λιπαρά οξέα (παλµιτικό, ελαϊκό, λινελαϊκό και λινολενικό οξύ) και γ-

τοκοφερόλη. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η ακτινοβόληση δεν επηρέασε αυτά τα 

συστατικά οπότε µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως µέθοδος συντήρησης αυτών. (Fernandes et 

al., 2011). 

Σε άλλη έρευνα, που πραγµατοποιήθηκε στην Ινδία ακτινοβολήθηκαν µήλα 

custard σε δόσεις από 0.25 έως 1.75kGy και σε συνδυασµό µε βενζιλική αδενίνη (benzyl 

adenine) τα αποθήκευσαν για 12 µέρες, στους 25°C και υγρασία 90%. Μελέτησαν τις 

µεταβολές στο άρωµα, στη δοµή, στην οξύτητα, στο ασκορβικό οξύ, στα σάκχαρα 

(ανάγοντα και µη ανάγοντα) και στους υδατάνθρακες. Παρατήρησαν ότι σε δόση 

ακτινοβολίας 1.5 kGy και 50 ppm βενζιλικής αλκοόλης αυξήθηκε ο χρόνος ζωής αυτού 

του είδους µήλων επιπλέον 6 µέρες σε σχέση µε τον µάρτυρα (δείγµα ελέγχου) µε µικρές 

µεταβολές σε αυτά που µελέτησαν (Chouskey et al., 2011). 

Επίσης, µελετήθηκε η επίδραση της ακτινοβολίας σε φρεσκοκοµµένο σπανάκι 

στις ΗΠΑ. Μελετήθηκε η επίδραση της ακτινοβόλησης στη µικροβιολογική χλωρίδα και 

τις αντιοξειδωτικές ιδιότητες του σπανακιού. Παρατήρησαν ότι σε δόσεις ακτινοβολίας 

µέχρι 2 kGy δεν υπήρχαν µεταβολές τόσο στην αποδοχή των δειγµάτων από τους 

καταναλωτές όσο και στις αντιοξειδωτικές ιδιότητες των δειγµάτων καθώς µειώθηκε 

ταυτόχρονα ο πληθυσµός των µικροοργανισµών στα δείγµατα (Fan et al., 2010). 

Όσον αφορά την ακτινοβόληση ζωϊκών τροφίµων έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές 

έρευνες. Ερευνητές ακτινοβόλησαν βοδινό κρέας σε δόση ακτινοβολίας µικρότερη των 3 
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kGy όπου δεν παρατήρησαν σηµαντικές µεταβολές στο άρωµα, στη δοµή και στο χρώµα 

του κρέατος. Επίσης, δείγµατα κρεάτων κουνελιού ακτινοβολήθηκαν σε δόσεις 1.5 και 3 

kGy. Βρέθηκε ότι δεν υπήρχαν σηµαντικές µεταβολές στις λειτουργικές ιδιότητες του 

κρέατος ενώ αυξήθηκε ο χρόνος ζωής των δειγµάτων σε 12 και 21 µέρες αντίστοιχα. 

Επίσης, παρατηρήθηκε ότι σε δόση ακτινοβολίας µέχρι 5 kGy και στη συνέχεια 

αποθήκευση σε ψύξη σε δυο είδη κρέατος (χοιρινό, κοτόπουλο) δεν παρατηρήθηκαν 

σηµαντικές διαφορές στις λειτουργικές τους ιδιότητες σε σχέση µε τα µη ακτινοβοληµένα. 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι όλα τα παραπάνω προϊόντα ήταν αποδεκτά από τους 

καταναλωτές (Stefanova et al., 2010). 

Η ∆ιεθνής Επιτροπή Ατοµικής Ενέργειας (ΙΑΕΑ) ίδρυσε το 1964 τη µικτή 

επιτροπή εµπειρογνωµόνων για την ακτινοβόληση τροφίµων (JECFI), από κοινού µε τον 

Οργανισµό Τροφίµων και Γεωργίας (FAO) και τον Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας (WHO) 

µε στόχο να ξεπεραστεί η διεθνής αδράνεια µέσω του συντονισµού περαιτέρω ερευνών 

στην ασφάλεια των ακτινοβοληµένων τροφίµων. Η JECFI εκπόνησε µελέτησε οι οποίες 

στις αρχές της δεκαετίας του 1980 είχαν καταλήξει στο συµπέρασµα ότι η ακτινοβόληση 

οποιουδήποτε τροφίµου µε µέγιστη δόση ακτινοβολίας 10 kGy θεωρείται ασφαλής. 

Ωστόσο, κατά τη διάρκεια της δεκαετίας του 1980 άρχισε να διαφαίνεται η αντίθεση της 

κοινής γνώµης, κάτι που επιβράδυνε το ρυθµό διείσδυσης της ακτινοβόλησης τροφίµων σε 

ολόκληρο τον κόσµο. Στα τέλη της δεκαετίας του 1990 σηµειώθηκε θεαµατική 

αναζωπύρωση των προσπαθειών για την προώθηση της ακτινοβόλησης τροφίµων, αλλά 

διογκώθηκε επίσης η αντίθεση των καταναλωτών, της βιοµηχανίας τροφίµων και 

ορισµένων εθνικών κυβερνήσεων, λόγω ενός ευρέος φάσµατος ερωτηµάτων που 

παρέµεναν αναπάντητα. Προβάλλεται συχνά ο ισχυρισµός ότι η ακτινοβόληση αποτελεί 

την καλύτερα ερευνηµένη µέθοδο από όλες τις µεθόδους επεξεργασίας τροφίµων. Ο 

Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας έχει δηλώσει ότι, µε βάση τον µεγάλο αριθµό µελετών 

που έχουν εκπονηθεί κατά τις τελευταίες δεκαετίες, τα ακτινοβοληµένα τρόφιµα είναι 

ασφαλή και θρεπτικώς επαρκή σε οποιαδήποτε δόση είναι απαραίτητη για την επίτευξη 

του τεχνολογικού στόχου. Ωστόσο θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω αν κατά την 

ακτινοβόληση λιπαρών τροφίµων παράγονται προϊόντα ραδιόλυσης, πιθανόν καρκινογόνα 

και µεταλλαξιογόνα. Για παράδειγµα, από τα πορίσµατα µελέτης που διενεργήθηκε στην 

Καρλσρόυη της Γερµανίας προκύπτει ότι ορισµένα ακτινολυτικά προϊόντα που 

σχηµατίζονται σε ακτινοβοληµένα λιπαρά τρόφιµα, και συγκεκριµένα οι 
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κυκλοβουτανόνες, θα µπορούσαν να προκαλέσουν ζηµιά στο DNA. Αυτές οι χηµικές 

ουσίες δεν έχουν ακόµη βρεθεί σε µη ακτινοβοληµένα τρόφιµα και εποµένως απαιτείται 

διεξοδική µακροπρόθεσµη διερεύνηση προκειµένου να αξιολογηθεί ο αντίκτυπός τους στη 

υγεία. Υπάρχουν ανησυχίες ότι πολλές από τις µελέτες των υγειονοµικών επιπτώσεων της 

ακτινοβόλησης, συµπεριλαµβανοµένων ορισµένων µελετών που εκπονήθηκαν από την 

JECFI δεν ήταν σωστά σχεδιασµένες, εκτελέστηκαν µε σφάλµατα ή ανεπαρκώς. Συχνά 

είναι δύσκολο να γίνουν άµεσες συγκρίσεις ανάµεσα σε µελέτες οι οποίες παρουσιάζουν 

κάποιες δυσµενείς επιπτώσεις για την υγεία, επειδή τα πειράµατα δεν πραγµατοποιήθηκαν 

υπό ταυτόσηµες συνθήκες. Η Ευρωπαϊκή Επιτροπή και οι εθνικές κυβερνήσεις απαιτείται 

να διαθέσουν περισσότερους πόρους για την επιτάχυνση της ανάπτυξης και επικύρωσης 

εναλλακτικών λύσεων στην ακτινοβόληση των τροφίµων (Έκθεση ΕΕ 8/11/2002). 

Ιάπωνες επιστήµονες είχαν πραγµατοποιήσει µελέτες (Kume, Furuta, Todoriki, Uenoyama, 

Kobayashi, 2009a, 2009b) για την κατάσταση της ακτινοβόλησης των τροφίµων 

παγκοσµίως. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στους παρακάτω πίνακες (Πίνακες 26, 27, 28). 

Από τον Πίνακα 26 παρατηρείται ότι η Ευρώπη ήταν τελευταία στην ακτινοβόληση 

τροφίµων µε ποσοστό 4%. Η αιτία είναι η αυστηρή πολιτική της Ευρωπαϊκής Ένωσης 

έναντι της ακτινοβόλησης τροφίµων (Farkas et al., 2011). Παρόλο που συγκροτήθηκε 

επιστηµονική επιτροπή τροφίµων στην ΕΕ η οποία πρότεινε µέγιστες επιτρεπόµενες 

δόσεις για την ακτινοβόληση των τροφίµων (πίνακας 28) ωστόσο οι χώρες-µέλη της ΕΕ 

διατηρούν τους εθνικούς τους κανονισµούς περί ακτινοβόλησης των τροφίµων. Βέβαια, 

αρκετές χώρες στην ΕΕ ακτινοβολούν τρόφιµα αλλά λόγω των παραπάνω κανονισµών των 

κρατών-µελών πωλούνται εκτός ΕΕ.       
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Πίνακας 26. Ποσότητες τροφίµων που ακτινοβολήθηκαν παγκοσµίως to 2005 (Kume et al., 

2009a). 

Περιοχές Ποσότητες (τόνοι) Ποσοστό (%) 

Ασία και Ωκεανία 183309 45 

Αµερική 116400 29 

Αφρική, 

Ουκρανία, Ισραήλ 

90035 22 

Ευρώπη 15060 4 

Σύνολο 404804 100 

 

Πίνακας 27. Ποσότητες ανά είδος τροφίµων που ακτινοβολήθηκαν παγκοσµίως το 2005 (Kume 

et al., 2009b). 

Είδη τροφίµων Ποσότητες (τόνοι) Ποσοστό (%) 

Μπαχαρικά και 

ξηρά λαχανικά 

186000 45 

Σκόρδο και 

πατάτα 

88000 22 

Φρούτα και 

λαχανικά 

82000 20 

Κρέας και 

θαλασσινά 

33000 8 

Άλλα 17000 4 

Σύνολο 406000 100 
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Πίνακας 28. ∆όσεις ακτινοβόλησης και είδη τροφίµων που επιτρέπονται σύµφωνα µε 

την επιστηµονική επιτροπή της ΕΕ (Farkas et al., 2011). 

Είδη τροφίµων Επιτρεπόµενη δόση (kGy) 

Φρούτα Μέχρι 2 

Λαχανικά Μέχρι 1 

∆ηµητριακά Μέχρι 1 

Αµυλούχοι Κόνδυλοι Μέχρι 0.2 

Μπαχαρικά και καρυκεύµατα Μέχρι 10 

Ψάρια και οστρακοειδή Μέχρι 3 

Φρέσκο κρέας Μέχρι 2 

Πουλερικά Μέχρι 7 

Τυρί Camembert, τυριά από 

φρέσκο γάλα 

Μέχρι 2.5 

Βατραχοπόδαρα Μέχρι 5 

Γαρίδες 5 

Gum Arabic 3 

Κασεϊνη/caseinates Μέχρι 6 

Ασπράδι αυγού Μέχρι 3 

Νιφάδες δηµητριακών 10 

 

H ακτινοβόληση επιτρέπεται σε πάνω από 60 είδη τροφίµων και σε περισσότερες 

από 40 χώρες παγκοσµίως. Από το 1997, ο Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας (WHO)  και η 

∆ιεθνής Επιτροπή Ατοµικής Ενέργειας (ΙΑΕΑ) επέτρεψαν την ακτινοβόληση τροφίµων 

µέχρι 10 kGy ανάλογα το είδος του τροφίµου και επισήµαναν ότι τα τρόφιµα αυτά είναι 
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ασφαλή για κατανάλωση χωρίς να µειωθεί η θρεπτική τους αξία. Ωστόσο η ΕΕ τον 

Απρίλιο του 2003, έκρινε ότι βρίσκονται ακόµα υπό συζήτηση οι µέγιστες επιτρεπόµενες 

δόσεις ακτινοβολίας για τα τρόφιµα. Πρόσφατη ανάλυση έδειξε πως η καταναλωτική 

συνήθεια των πολιτών έχει αλλάξει υπέρ των ακτινοβοληµένων τροφίµων λόγω των 

πλεονεκτηµάτων αυτής της µεθόδου επεξεργασίας στα τρόφιµα (Rollin et al., 2011).   

     

5.2.2 Οζονισµός 

 

 

Παρατηρήθηκε µείωση 100% του πρότυπου ΟΑ µε οζονισµό µεθανολικό 

διάλυµα. Στην περίπτωση του πρότυπου ιστού µυδιού παρατηρήθηκε µείωση 14.2% για το 

ΟΑ και 20.8% για την DTX-1. Τα αποτελέσµατα της επίδρασης του αερίου όζοντος στα 

επιλεγµένα δείγµατα µυδιών συνοψίζονται στους Πίνακες 29 και 30. Πριν τη χρήση του 

όζοντος σε συγκεντρώσεις των τοξινών στα θετικά δείγµατα ήταν 0.16-5.96 µg/g για την 

ελεύθερη µορφή του ΟΑ, µη ανιχνεύσιµες έως 6.84 µg/g για τους εστέρες του ΟΑ και για 

το συνολικό ΟΑ από 0.98 έως 12.80 µg/g. Στα αρνητικά δείγµατα δεν παρατηρήθηκαν 

ανιχνεύσιµα ποσοστά ΟΑ. Παρά τις αρχικές υψηλές συγκεντρώσεις τόσο του ΟΑ όσο και 

των παραγώγων του (σε ελεύθερη ή εστεροποιηµένη µορφή) είναι εµφανές ότι σε όλες 

σχεδόν τις περιπτώσεις παρατηρήθηκε σαφής µείωση αυτών των συγκεντρώσεων, τα πο-

σοστά της οποίας κυµαίνονταν από 6% (από 2.26 µg/g σε 2.12 µg/g) έως 100% (από 0.16 

µg/g σε µη ανιχνεύσιµη) για το ελεύθερο ΟΑ, 25% (από 6.84 µg/g σε 5.58 µg/g) έως 83% 

(από 0.66 µg/g σε 0.11 µg/g) για τους εστέρες του ΟΑ και 21% (από 12.80 µg/g σε 10.08 

µg/g) έως 66%  (από 1.42 µg/g σε 0.48 µg/g) για το συνολικό ΟΑ. Σε πρακτικό επίπεδο, τα 

ποσοστά αυτά υποδεικνύουν ότι στο πιο απαισιόδοξο σενάριο (ποσοστό µείωσης 21%), µη 

εµπορεύσιµα µύδια µε περιεχόµενο σε συνολικό ΟΑ της τάξης των 193 µg ΟΑ eq/kg, 

µπορούν µε την επεξεργασία αυτή να καταστούν εµπορεύσιµα αφού το ΟΑ που περιέχουν 

θα µειωθεί σε επίπεδα χαµηλότερα των 160 µg ΟΑ eq/kg, ενώ στην περίπτωση του πιο 

αισιόδοξου σεναρίου, τα αρχικά επίπεδα των DSP τοξινών που ανέρχονται σε 209 µg ΟΑ 

eq/kg σε επίπεδα χαµηλότερα των 160 µg OA eq/kg. Πρέπει να σηµειωθεί ότι η µείωση 

του περιεχόµενου ΟΑ ήταν µικρότερη στο CRM (certified reference material) από ότι στα 

δείγµατα. Αυτό µπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι το CRM αποτελείτο από 

ηπατοπάγκρεας, το οποίο είναι λιπόφιλο (περίπου 10%) σε σχέση µε ολόκληρο τον ιστό 
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(λίπος 3%) (Lubel et al., 1985). Είναι πιθανό το λίπος να δρα προστατευτικά έναντι της 

τοξίνης, καθώς το ΟΑ είναι λιπόφιλη ένωση. 
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Πίνακας 29. Αποτελέσµατα της επίδρασης του οζονισµού στην τοξικότητα (βιοδοκιµή σε 

µυς, ΜΒΑ) και στην περιεκτικότητα των µυδιών σε ΟΑ και παράγωγά του (LC-MS/MS) 

καθώς και ποσοστιαία µείωση των τοξινών. 

∆ΕΙΓΜΑ : ΟΛΟΚΛΗΡΑ ΑΠΟΚΕΛΥΦΩΜΕΝΑ ΜΥ∆ΙΑ 

Περιοχή 

δειγµα- 

τοληψίας 

– Έτος 

Προ επεξεργασίας Μετά την επεξεργασία 

MBA  

(θάνατοι 

µυών) 

LC-MS/MS 

MBA  

(θάνατοι 

µυών) 

LC-MS/MS 
Μείωση ΟΑ (%) 

ΟΑ µg/g ΟΑ µg/g 

ελεύθ

ερο 

εστέ

ρες 

συνολ

ικό 

ελεύθ

ερο 

Εστέ

ρες 

συνολ

ικό 

ελεύθ

ερο 

εστέ

ρες 

Συνολ

ικό 

Θεσ/νίκη 

2009 

Αρνητικό 

(- - -) 
ND ND ND 

Αρνητικό 

(- - -) 
ND ND ND - - - 

Φθιώτιδα 

2009 

Αρνητικό 

(- - -) 
ND ND ND 

Αρνητικό 

(- - -) 
ND ND ND - - - 

Πειραιάς 

2009 

Θετικό  

(+++) 
5,96 6,84 12,80 

Θετικό  

(+++) 
4,50 5,58 10,08 18 25 21 

Μέγαρα 

2009 

Θετικό  

(+++) 
2,26 2,68 4.94 

Θετικό  

(+++) 
2,12 1,28 3,40 6 52 31 

∆είγµα  

εµπορίου 

2007 

Αρνητικό 

(+ - -) 
ND ND ND 

Θετικό  

(+++) 
0,32 0,38 0,70 - - - 

∆είγµα  

εµπορίου 

2007 

Θετικό  

(+++) 
1,90 0,70 2,60 

Θετικό  

(+++) 
1,51 0,30 1,81 21 57 30 

Θεσ/νίκη 

2009 

Θετικό  

(+++) 
1,40 0,65 2,05 

Θετικό  

(+++) 
1,13 0,30 1,43 19 54 30 

1  
ND : not detectable (µη ανιχνεύσιµο)  

2  
Κανονιστικό όριο θετικότητας για DSP τοξίνες = 0,16 µg OA equivalents/g ολικού ιστού (ή 160 µg 

OA equivalents/kg ολικού ιστού). 

Θετ.(+++): Θάνατος και των τριών ποντικιών  
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Πίνακας 30. Αποτελέσµατα της επίδρασης του οζονισµού στην τοξικότητα (βιοδοκιµή σε 

µυς, ΜΒΑ) και στην περιεκτικότητα των µυδιών σε ΟΑ και παράγωγά του (LC-MS/MS) 

καθώς και ποσοστιαία µείωση των τοξινών. 

∆ΕΙΓΜΑ : ΟΛΙΚΟΣ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΜΕΝΟΣ ΙΣΤΟΣ ΜΥ∆ΙΩΝ 

Περιοχή 

δειγµα- 

τοληψίας – 

Έτος 

Προ επεξεργασίας Μετά την επεξεργασία 

MBA  

(θάνατοι 

µυών) 

LC-MS/MS 

MBA  

(θάνατοι 

µυών) 

LC-MS/MS 
Μείωση ΟΑ (%) 

ΟΑ µg/g ΟΑ µg/g 

ελεύθ

ερο 

εστέ

ρες 

Συνολ

ικό 

ελεύθ

ερο 

εστέ

ρες 

συνολ

ικό 

ελεύθ

ερο 

εστέ

ρες 

Συνολ

ικό 

Θεσ/νίκη  

2007 

Θετικό  

(+++) 
1,08 2,24 2,32 

Θετικό  

(+++) 
0,78 0,82 1,60 28 63 52 

Πιερία 

2007  

Θετικό  

(+++) 
0,84 0,58 1,42 

Θετικό  

(+++) 
0,24 0,24 0,48 71 59 66 

Πιερία 

2007  

Θετικό  

(+++) 
1,42 1,70 3,12 

Θετικό  

(+++) 
1,03 0,32 1,35 27 81 57 

Πιερία 

2007  

Θετικό  

(+++) 
0,32 0,66 0,98 

Θετικό  

(+++) 
0,24 0,11 0,35 25 83 64 

Ηµαθία 

2007 

Θετικό  

(+++) 
1,26 1,70 2,96 

Θετικό  

(+++) 
0,84 0,62 1,46 33 64 51 

Ηµαθία 

2007 

Θετικό  

(+++) 
0,16 0,90 1,06 

Θετικό  

(+++) 
ND 0,36 0,36 100 60 66 

Μέγαρα 

2007  

Θετικό  

(+++) 
2,10 3,26 5,36 

Θετικό  

(+++) 
0,24 2,00 2,24 89 39 58 

1  
ND : not detectable (µη ανιχνεύσιµο)  

2  
Κανονιστικό όριο θετικότητας για DSP τοξίνες = 0,16 µg OA equivalents/g ολικού ιστού (ή 160 µg 

OA equivalents/kg ολικού ιστού). 

Θετ.(+++): Θάνατος και των τριών ποντικιών 
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Οι Croci et al., (1994) µελέτησαν την εξυγίανση ζωντανών τοξικών µυδιών 

κατόπιν εµβάπτισης σε οζονισµένο θαλασσινό νερό (360 mg O3/h).  Παρατηρήθηκε 

πλήρης εξυγίανση των µυδιών (καταστροφή ΟΑ) σε δείγµατα µετά από 3 µέρες, αλλά 

υπήρχαν και δείγµατα τα οποία παρέµεναν τοξικά και µετά από 6 µέρες. Σύµφωνα µε άλλη 

έρευνα (Reboreda et al., 2010) επιβαρυµένα µε τοξίνες µύδια δεν εξυγιάνθηκαν πλήρως 

µετά από 24
 
ώρες σε οζονισµένο θαλασσινό νερό.  

Σε ότι αφορά την επίδραση του όζοντος στις DSP τοξίνες στα ολόκληρα αποκελυ-

φωµένα µύδια και στον οµογενοποιηµένο ολικό ιστό παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά 

στην ποσοστιαία µείωση, η οποία ήταν πολύ υψηλότερη στον οµογενοποιηµένου ολικό 

ιστό µυδιών (Σχήµα 29). Το περιεχόµενο σε τοξίνες στο οµογενοποιηµένο δείγµα 

µειώθηκε µε οζονισµό από 25% (από 0.32 µg/g σε 0.24 µg/g) έως 100% ( από 0.16 µg/g  

σε µη ανιχνεύσιµη ποσότητα) για το ελεύθερο ΟΑ, από 39% (από 3.26 µg/g σε 2.00 µg/g) 

έως 83% (από 0.83 µg/g σε 0.11 µg/g) για τους εστέρες του ΟΑ και από 51% ( από 2.96 

µg/g σε 1.46 µg/g) έως 66% (από 1.06 µg/g σε 0.36 µg/g) για το συνολικό ΟΑ. Στην 

περίπτωση των ολόκληρων αποκελυφωµένων µυδιών τα αντίστοιχα ποσοστά αυτά 

κυµαίνονται από 6% ( από 2.26 µg/g σε 2.12 µg/g) έως 21% (από 1.90 µg/g σε 1.51 µg/g), 

από 25% ( από 6.84 µg/g σε 5.58 µg/g) έως 57% (από 0.70 µg/g σε 0.30 µg/g) και από 

21% (από 12.80 µg/g σε 10.08 µg/g) έως 33% (από 4.94 µg/g σε 3.40 µg/g). Το γεγονός 

αυτό αιτιολογείται πιθανότατα από την αποτελεσµατικότερη διείσδυση του όζοντος στους 

ιστούς και την ευκολότερη αντίδραση του µε τα µόρια του ΟΑ. Από τα αποτελέσµατα 

φαίνεται ότι παρατηρήθηκε µεγαλύτερη µείωση στους εστέρες του ΟΑ από ότι στο 

ελεύθερο ΟΑ τόσο στα ολόκληρα αποκελυφωµένα µύδια όσο και στα οµογενοποιηµένα. 

Αυτό συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα της έρευνας των Reboreda et al. (2010), στην οποία 

παρατηρήθηκε µείωση της DTX-3 (εστέρες του ΟΑ) κατόπιν οζονισµού. 
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Σχήµα 29. Μέση ποσοστιαία µείωση DSP τοξινών µετά την επίδραση αερίου όζοντος (15 ppm / 

6 h) σε ολόκληρα αποκελυφωµένα µύδια και οµογενοποιηµένο ολικό ιστό µυδιών. 

 

∆ύο από τα αρνητικά δείγµατα, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν ως δείγµατα ελέγχου, 

παρέµειναν αρνητικά µε βάση την ΜΒΑ και µετά τον οζονισµό µε συγκεντρώσεις ΟΑ µη 

ανιχνεύσιµες, ενώ υπήρχε και ένα δείγµα που από αρνητικό (πέθανε ένα ποντίκι στην 

ΜΒΑ) κατέστη θετικό µετά τη κατεργασία (δείγµα 19). Αυτό µπορεί να οφείλεται είτε α) 

στην ανοµοιογένεια του δείγµατος αφού τα δείγµατα της αγοράς περιλαµβάνουν µύδια 

από διαφορετικές τοποθεσίες δειγµατοληψίας είτε β) στη πιθανή µεταφορά τοξινών από 

άλλα µέρη του µυδιού (Reboreda et al., 2010).  

Πιθανή εξήγηση του µηχανισµού δράσης του όζοντος στις τοξίνες της οµάδας του 

ΟΑ στα µύδια είναι η δέσµευση του όζοντος στους διπλούς δεσµούς του µορίου τόσο στην 

ελεύθερη όσο και στην εστεροποιηµένη µορφή του (Soriano et al., 2003). Το όζον είναι 

γνωστό ότι αντιδρά στους διπλούς δεσµούς σχηµατίζοντας γέφυρες (οζονίδια) (Σχήµα 30) 

που στην συνέχεια διασπώνται (Smith, 2004) µε αποτέλεσµα να µην ανιχνεύεται µε LC-

MS/MS. Είναι δε πιθανόν, τα προϊόντα διάσπασης του ΟΑ να είναι λιγότερα τοξικά για τα 

ποντίκια. Βέβαια, υπάρχει η πιθανότητα οι εστέρες του ΟΑ να µετατρέπονται σε ελεύθερη 
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µορφή κατά τη κατεργασία των δειγµά

µικρότερη µείωση της ελεύθερης µορφής του ΟΑ.

α

               

              β 

Σχήµα 30. α) ∆ιπλοί δεσµοί του οκαδαϊκού οξέος στους οποίους 

β) αντίδραση όζοντος στο διπλό δεσµό

 

Σε έρευνα που πραγµατοποιήθηκε στην Αργεντινή το 2011 µελετήθηκε η 

επίδραση του αέριου όζοντος στη ποιότητα του βοδινού κρέατος σε θερµοκρ

Σε έκθεση αέριου όζοντος 1ppm

πληθυσµός των µικροοργανισµών (ολική µεσόφιλη χλωρίδα και 

µεταβληθεί το χρώµα ή να αυξηθεί η οξείδωση του προϊόντος (

Σε µια άλλη έρευνα για το βοδινό κρέας οι 

την επίδραση του όζοντος σε διάλυµα (1%) σε συνδυασµό µε άλλες ενώσεις όπως το 

διοξείδιο του χλωρίου, η χλωριούχος ακετυλπυριδίνη, το οξικό οξύ και το φωσφορικό 

νάτριο. Μελέτησαν τους µικροοργανισµούς

µεσόφιλη χλωρίδα) καθώς και το χρώµα και την οσµή του κρέατος. Συµπέραναν ότι 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί οποιοσδήποτε συνδυασµός του όζοντος µε τις παραπάνω 

ενώσεις για την προστασία του κρέατος από τους µικροοργανισµούς καθώς παρατήρησαν 

ελάχιστη αλλοίωση στο χρώµα και στην οσµή του προϊόντος.
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µορφή κατά τη κατεργασία των δειγµάτων µε όζον µε αποτέλεσµα να παρατηρείται

µικρότερη µείωση της ελεύθερης µορφής του ΟΑ. 

 

∆ιπλοί δεσµοί του οκαδαϊκού οξέος στους οποίους το όζον µπορεί 

β) αντίδραση όζοντος στο διπλό δεσµό.   

Σε έρευνα που πραγµατοποιήθηκε στην Αργεντινή το 2011 µελετήθηκε η 

επίδραση του αέριου όζοντος στη ποιότητα του βοδινού κρέατος σε θερµοκρ

ppm για 3 ώρες σε θερµοκρασίες 0-4°C µειώθηκε σηµαντικά ο 

των µικροοργανισµών (ολική µεσόφιλη χλωρίδα και E.

µεταβληθεί το χρώµα ή να αυξηθεί η οξείδωση του προϊόντος (Coll Cardenas

Σε µια άλλη έρευνα για το βοδινό κρέας οι Polhman et al., το 2002 στις ΗΠΑ, µελέτησαν 

την επίδραση του όζοντος σε διάλυµα (1%) σε συνδυασµό µε άλλες ενώσεις όπως το 

διοξείδιο του χλωρίου, η χλωριούχος ακετυλπυριδίνη, το οξικό οξύ και το φωσφορικό 

µικροοργανισµούς (Ε.coli., Salmonella typhimurium

µεσόφιλη χλωρίδα) καθώς και το χρώµα και την οσµή του κρέατος. Συµπέραναν ότι 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί οποιοσδήποτε συνδυασµός του όζοντος µε τις παραπάνω 

προστασία του κρέατος από τους µικροοργανισµούς καθώς παρατήρησαν 

ελάχιστη αλλοίωση στο χρώµα και στην οσµή του προϊόντος.  

των µε όζον µε αποτέλεσµα να παρατηρείται 

 

το όζον µπορεί να δεσµευτεί, 

Σε έρευνα που πραγµατοποιήθηκε στην Αργεντινή το 2011 µελετήθηκε η 

επίδραση του αέριου όζοντος στη ποιότητα του βοδινού κρέατος σε θερµοκρασία ψυγείου. 

µειώθηκε σηµαντικά ο 

.coli) χωρίς να 

Cardenas et al., 2011). 

, το 2002 στις ΗΠΑ, µελέτησαν 

την επίδραση του όζοντος σε διάλυµα (1%) σε συνδυασµό µε άλλες ενώσεις όπως το 

διοξείδιο του χλωρίου, η χλωριούχος ακετυλπυριδίνη, το οξικό οξύ και το φωσφορικό 

typhimurium και ολική 

µεσόφιλη χλωρίδα) καθώς και το χρώµα και την οσµή του κρέατος. Συµπέραναν ότι 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί οποιοσδήποτε συνδυασµός του όζοντος µε τις παραπάνω 

προστασία του κρέατος από τους µικροοργανισµούς καθώς παρατήρησαν 
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Ο οζονισµός έχει χρησιµοποιηθεί για την εξυγίανση των σιτηρών από 

µυκοτοξίνες. Οι Protocor et al., το 2004 µελέτησαν την επίδραση του οζονισµού στις 

µυκοτοξίνες σε φυστίκια και αλεύρι. Παρατηρήθηκε ότι υπήρξε διάσπαση µέχρι 60% της 

αφλατοξίνης Β1 µετά από έκθεση σε αέριο όζον συγκέντρωσης 25 mg/ml, για χρόνο 

έκθεσης 15 min, σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Άλλη έρευνα επικεντρώθηκε στην αποµάκρυνση του φυτοφάρµακου fenitrothion 

µε χρήση διαλύµατος όζοντος. Οι δόσεις όζοντος που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 1 και 2 ppm 

σε δείγµατα µαρουλιού, τοµατών και φραουλών. Το fenitrothion διασπάστηκε πλήρως 

στην περίπτωση του µαρουλιού σε δόση όζοντος 1 ppm ενώ στην περίπτωση της τοµάτας 

και των φραουλών το φυτοφάρµακο διασπάστηκε πλήρως σε δόση όζοντος 2 ppm (Ikeura 

et al., 2011). 

 

Μεταβολές στο βαθµό οξείδωσης. 

Οι τιµές του ΤΒΑ στα δείγµατα µυδιών πριν και µετά τον οζονισµό ήταν 0.10 mg 

και 0.21 mg µηλονικής διαλδεύδης (MDA) /kg. Μολονότι η διαφορά των τιµών στο ΤΒΑ 

είναι διπλάσια, η οποία ήταν αναµενόµενη αφού το όζον επιδρά στους ακόρεστους 

δεσµούς των λιπαρών οξέων (Gottshalk et al., 2010) προκαλώντας οξείδωση των 

τελευταίων, ήταν πολύ χαµηλότερες από το προτεινόµενο όριο του ΤΒΑ, 2 mg MDA/kg 

(Connell, 1995) πέραν του οποίου το προϊόν θεωρείται οξειδωµένο (οργανοληπτικά). Αυτό 

είναι ενδεικτικό ότι ήταν αµελητέα η επίδραση του οζονισµού στην οξείδωση των λιπαρών 

στα δείγµατα µυδιών. Σε συµφωνία µε την παρούσα έρευνα, οι Manousaridis et al., (2005) 

δεν παρατήρησαν σηµαντικές διαφορές στο βαθµό οξείδωσης (ΤΒΑ) στο δείγµα ελέγχου 

και σε οζονισµένα δείγµατα. 

 

Οργανοληπτική αξιολόγηση. 

∆εν υπήρχε εµφανής αλλαγή της εµφάνισης ή της δοµής στα δείγµατα µετά τον 

οζονισµό. Οι τιµές στην δοµή των µυδιών πριν και µετά τον οζονισµό ήταν παρόµοιες, 

10.0 και 9.8 αντίστοιχα. Από την άλλη πλευρά, οι τιµές για την οσµή µειώθηκαν µετά τον 

οζονισµό σε σύγκριση µε τα δείγµατα ελέγχου, από 10.0 σε 8.1, παραµένοντας ωστόσο 
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υψηλά πάνω από το αποδεκτό όριο (τιµή 7) (Chang et al., 1998). Παρόµοια αποτελέσµατα 

παρατηρήθηκαν και στην εργασία των Manousaridis et al., (2005) οι οποίοι µελέτησαν 

οζονισµένα µύδια την επίδραση του όζοντος στο χρόνο ζωής, στη δοµή, στη γεύση και 

στην οσµή µυδιών. 
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6. Συµ̟εράσµατα 

 

Οι περισσότερες έρευνες επιβεβαιώνουν ότι το οκαδαϊκό οξύ προέρχεται από τα 

δινοµαστιγωτά του είδους Dinophysis.  Στην Ιρλανδία, η DTX-2, ισοµερές του ΟΑ, 

αποµονώθηκε από µύδια και η DTX-3 βρέθηκε σε πλαγκτόν και σε οστρακοειδή. Όλες οι 

λιπόφιλες τοξίνες µπορούν να εκχυλιστούν από το πλαγκτόν και τα οστρακοειδή µε 

οργανικούς διαλύτες όπως η ακετόνη, η µεθανόλη και το ακετονιτρίλιο. Η χρήση της 

ακετόνης απαιτείται στην βιολογική δοκιµή για τον προσδιορισµό του ΟΑ, DTXs, PTXs  

και YTXs. Ωστόσο, η χρήση 80% υδατικής µεθανόλης είναι ο πιο αποτελεσµατικός 

διαλύτης εκχύλισης των παραπάνω τοξινών για µεθόδους όπως η HPLC µε 

φθορισµοµετρικό ανιχνευτή και η LC-MS/MS. Μετά την προσθήκη µίγµατος 

µεθανόλης/νερού, οι τοξίνες µπορούν να περάσουν στην χλωροφορµική φάση και µετά 

από συλλογή και εξάτµιση να επαναδιαλυθούν στη συνέχεια σε µεθανόλη και να εγχυθούν 

στο όργανο της υγρής χρωµατογραφίας. Όµως οι εστέρες (DTX-3) πρέπει να υδρολυθούν 

στις µητρικές τοξίνες µε χρήση υδατικής µεθανόλης µε ΝaΟΗ 0.25Μ. Η δινοφυσιστοξίνη-

1 (DTX-1) ήταν υπεύθυνη για τη διαρροϊκή δηλητηρίαση από οστρακοειδή στην Ιαπωνία 

προερχόµενη από το δινοµαστιγωτό Dinophysis fortii. Η DTX-1 απαντάται σπάνια στην 

Ευρώπη παρόλο που ήταν η κύρια τοξίνη σε οστρακοειδή στη Νορβηγία. Στην παρούσα 

εργασία η κύρια τοξίνη που προσδιορίστηκε ήταν το ΟΑ σε συγκεντρώσεις 0.56 έως 62.07 

µg/g HΠ. Βέβαια προσδιορίστηκαν και εστεροποιηµένες µορφές του ΟΑ σε 

συγκεντρώσεις από 0.20 έως 34.40 µg/g HΠ. Οι συγκεντρώσεις που υπολογίστηκαν ήταν 

υψηλές κάτι το οποίο οι αρχές πρέπει να λάβουν σοβαρά υπόψη τους. Είναι επικίνδυνο για 

τη δηµόσια υγεία να διοχετευτούν στην αγορά τέτοια προϊόντα χωρίς να ελεγχθούν. 

Επειδή τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης της µεθόδου ήταν χαµηλά 

(LOD:0.015µg/g HΠ, LOQ:0.050 µg/g ΗΠ) σε πιθανή µείωση των αποδεκτών ορίων είτε 

από την ΕΕ είτε από τον Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας µπορεί να χρησιµοποιηθεί είτε η 

µέθοδος LC-MS/MS είτε η HPLC-FLD όπου η ΜΒΑ δεν θα µπορεί να χρησιµοποιηθεί. 

Επιπρόσθετα, η πολύ καλή συµφωνία της ΜΒΑ τόσο µε την HPLC-FLD όσο και µε την 

LC-MS/MS ενισχύει το παραπάνω συµπέρασµα για χρήση της υγρής χρωµατογραφίας για 

επίσηµο έλεγχο των πιθανά επιβαρυµένων µυδιών. Πρώτη φορά χρησιµοποιείται 

ποσοτικός προσδιορισµός των ΟΑ, DTX-1 και των εστέρων τους µε LC-MS/MS στην 
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Ελλάδα όπως και για πρώτη φορά γίνεται έρευνα δειγµάτων από την περιοχή του 

Μαλιακού Κόλπου. 

Στη βιβλιογραφία υπάρχουν λίγες αναφορές για την εξυγίανση επβαρυµένων 

µυδιών από τοξίνες. ∆εν υπάρχουν καθόλου έρευνες για εξυγίανση επιβαρυµένων µυδιών 

µε DSP τοξίνες µε χρήση ακτινοβόλησης και αερίου όζοντος. Το προϊόν ήταν 

αποκελυφωµένο-κατεψυγµένο και σ’ αυτό επιτεύχθηκε µείωση 29% σε δόση ακτινοβολίας 

6kGy και 34.5% για χρήση όζοντος 15 ppm για χρόνο έκθεσης 6 ώρες. Ο οζονισµός είναι 

µία υποσχόµενη µέθοδος επεξεργασίας δειγµάτων για την διάσπαση ρυπαντών στα 

τρόφιµα µε µικρή µείωση των οργανοληπτικών τους χαρακτηριστικών. Βέβαια, απαιτείται 

βελτιστοποίηση της µεθόδου µε αέριο όζον όσον αφορά τη δόση όσο και το χρόνο 

έκθεσης των δειγµάτων. Μεγαλύτερος αριθµός δειγµάτων, χρήση όζοντος και για άλλες 

κατηγορίες βιοτοξινών στα µύδια θα µπορούσαν στο µέλλον να χρησιµοποιηθούν για 

καλύτερα αποτελέσµατα.   

 Στις ΗΠΑ, υπολογίστηκε ότι το κόστος στην οικονοµία της χώρας ήταν 75 

εκατοµµύρια δολάρια το χρόνο από την παρουσία των HABs για την περίοδο 1987-2000. 

Το κόστος αφορούσε σε ζηµιές στην δηµόσια υγεία, στην εµπορική αλιεία, στην 

επαναλειτουργία των µονάδων, στο τουρισµό, στον έλεγχο και στη διαχείριση των τοξικών 

επεισοδίων (Hinder et al., 2011). Στην Ελλάδα το 2006 καλλιεργούνταν 15242 κιλά 

κυδώνια, 28299240 κιλά µύδια και 3270 κιλά στρείδια µε αξία 76241€, 11986435€ και 

15405€ αντίστοιχα (Ελληνική Στατιστική Αρχή). Σύµφωνα µε τα παραπάνω στατιστικά 

στοιχεία παρατηρείται ότι είναι µεγάλος ο όγκος των µυδιών που παράγονται στην Ελλάδα 

αλλά και υψηλή η αξία τους. Σε περιπτώσεις τοξικών επεισοδίων που συνήθως διαρκούν 

µήνες, τα οικονοµικά των αλιέων αλλά και της χώρας αντιµετωπίζουν σοβαρό πρόβληµα 

όπως υπολογίστηκε και στις ΗΠΑ. Τα τοξικά επεισόδια δεν είναι γνωστό ούτε που 

µπορούν να συµβούν ούτε πότε δυσχεραίνοντας την κατάσταση. Σε κάθε περίπτωση είναι 

επιτακτική η λύση της εξυγίανσης των τοξικών µυδιών µε µεθόδους γρήγορες, ασφαλείς 

και όσο το δυνατόν οικονοµικά συµφέρουσες. Η µέθοδος του οζονισµού θα µπορούσε να 

αποτελέσει µια από αυτές διότι ικανοποιεί όλα τα παραπάνω κριτήρια. 
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7. Περίληψη 

 

 Στη παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε α) ο προσδιορισµός των τοξινών της 

οµάδας του οκαδαϊκού οξέος (ΟΑ) σε µύδια από τον Ελλαδικό χώρο, τα οποία 

επιλέχθηκαν µε κριτήριο το θετικό αποτέλεσµα στη βιολογική δοκιµή στα τοξικά 

επεισόδια της περιόδου 2006-2007, µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε 

φθορισµοµετρικό ανιχνευτή (HPLC-FLD), µε υγρή χρωµατογραφία-φασµατογραφία 

µαζών (LC-MS/MS) και πραγµατοποιήθηκε η σύγκριση αυτών µε την µέθοδο αναφοράς, 

τη βιολογική δοκιµή (ΜΒΑ) και β) προσπάθεια εξυγίανσης των επιβαρυµένων 

οστρακοειδών µε τις τεχνικές της ακτινοβόλησης και του οζονισµού. Το ελεύθερο ΟΑ και 

DTX-1 προσδιορίστηκαν µε HPLC-FLD και LC-MS/MS, ενώ οι εστέρες τους 

προσδιορίστηκαν µε LC-MS/MS µετά την αλκαλική υδρόλυση των δειγµάτων. Το όριο 

ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης ήταν 0.015 µg/g ηπατοπαγκέατος (ΗP) και 0.050 µg/g 

HP αντίστοιχα για την HPLC-FLD και 0.045 µg/g HP και 0.135 µg/g ΗP αντίστοιχα για 

την LC-MS/MS. Η σύγκριση µεταξύ των δύο αναλυτικών τεχνικών έδειξε άριστη 

αυµφωνία (100%), ενώ η σύγκριση και των δύο µε τη βιολογική δοκιµή έδειξε συµφωνία 

97.1%.  Με την ακτινοβόληση παρατηρήθηκε µείωση 12-36% για το ελεύθερο ΟΑ, 8-53% 

για τους εστέρες του ΟΑ και 10-41% για το συνολικό ΟΑ. Με τον οζονισµό 

παρατηρήθηκε µείωση 6-100% για το ελεύθερο ΟΑ, 25-83% για τους εστέρες του ΟΑ και 

21-66% για το συνολικό ΟΑ. Μεγαλύτερη µείωση του ΟΑ παρατηρήθηκε στον 

οµογενοποιηµένο ιστό µυδιού σε σχέση µε τα ολόκληρα αποκελυφωµένα µύδια. 

Σηµαντικές διαφορές δεν παρατηρήθηκαν µεταξύ οζονισµένων και µη οζονισµένων 

µυδιών τόσο οργανοληπτικά όσο και στο ΤΒΑ.  
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8. Abstract 

 

An approach involving both chemical and biological methods was undertaken for 

the detection and quantification of the marine toxins okadaic acid (OA), dinophysistoxin-1 

(DTX-1) and their respective esters in mussels from different sampling sites in Greece 

during the period 2006–2007. Samples were analyzed by means of a) high performance 

liquid chromatography with fluorometric detection (HPLC-FLD), using 9-

athryldiazomethane (ADAM), as a pre-column derivatization reagent, b) liquid 

chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and c) the mouse 

bioassay. Free OA and DTX-1 were determined by both HPLC-FLD and LC-MS/MS, 

while their respective esters were determined only by LC-MS/MS after alkaline hydrolysis 

of the samples. The detection limit (L.O.D.) and quantification limit (L.O.Q.) of the 

HPLC-FLD method were 0.015 µg/g HP and 0.050 µg/g HP, respectively, for OA. The 

detection limit (L.O.D.) and quantification limit (L.O.Q.) of the LC-MS/MS method were 

0.045 µg/g HP and 0.135 µg/g HP, respectively, for OA. Comparison of results between 

the two analytical methods showed excellent agreement (100%), while both HPLC-FLD 

and LC-MS/MS methods showed an agreement of 97.1% compared to the mouse bioassay. 

In the present study, both ozonation (15 mg kg-1 for 6 h) and γ-irradiation (6 kGy) have 

been utilized in order to reduce toxin content of contaminated shucked mussels, collected 

during the DSP episodes of 2007 and 2009 in Greece. DSP toxicity was detected using the 

mouse bioassay (MBA) while determination of toxin content of the okadaic acid (OA) 

group (both free and esterified forms) was conducted by LC/MS/MS analysis. Toxin 

reduction using γ-irradiation was in the range of 12-36%, 8-53% and 10-41% for free OA, 

OA esters and total OA respectively. Appearance and texture of irradiated mussels 

deteriorated, pointing to a low potential for commercial use of this method. Ozonation of 

mussels resulted in toxin reduction in the range of 6-100%, 25-83% and 21-66% for free 

OA, OA esters and total OA, respectively. Reduction of OA content was substantially 

higher in homogenized mussel tissue, compared to that of whole shucked mussels. In 

addition, differences detected with regard to quality parameters (TBA, sensory attributes) 

between ozonated and control mussels were not considerable. Present results indicate that 

upon optimization, ozonation may have the potential for post-harvest commercial DSP 

detoxification purposes in shucked mussels. 
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