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ΠΕΡΙΛΨ

Στην προύσ εργσί, ο σκοπός ήτν η νάπτξη μεθόδο γι τον προσδιορισμό των 

λιποδιλτών βιτμινών γι χρήση σε νλύσεις ροτίνς.Σκοπός της μεθόδο ήτν ν 

είνι κριβής,γρήγορη κι μικρού κόστος.γινε εφρμογή της σε πολύ σγκεκριμένη

μήτρ,τις βρεφικές κι πιδικές τροφές,πο ποτελούν πολύ σημντικό τρόφιμο γι τις 

είσθητες κτηγορίες κτνλωτών όπως τ βρέφη κι τ πιδιά μικρής ηλικίς.Τ 

δείγμτ πο επιλέγχθηκν πωλούντι στην ελληνική γορά πό την ετιρί ιώτης. γινε 

σύγκριση των νλτικών ποτελεσμάτων με τά  πο νγράφοντι στις ετικέτες των 

προιόντων γι τις βιτμίνες A,D,E κι K.Ο ποιοτικός κι ποσοτικός προσδιορισμός των 

βιτμινών πργμτοποιήθηκε με Υγροχρωμτογρφί Υψηλής Απόδοσης (HPLC) κι 

νιχνετή σστοιχίς διόδων (DAD). Πιο σγκεκριμέν, έγινε νάπτξη κι βελτιστοποίηση 

το στδίο σπωνοποίησης, εκχύλισης κι πομόνωσης των βιτμινών πό το δείγμ

όπο κι μελετήθηκν ενδεικτικά ο χρόνος σπωνοποίησης,η χρήση ντιοξειδωτικών κι 

ο ριθμός των εκχλίσεων σε σνδισμό με το χρόνο εκχύλισης. Η μέθοδος επικρώθηκε 

ως προς την νίχνεση κι ποσοτικοποίηση των βιτμινών Α κι Ε. Αποδείχθηκε ξιόπιστη 

με ποτελέσμτ εντός των επιτρεπόμενων ορίων κι πλησίον των νγρφόμενων τιμών 

στις ετικέτες των δειγμάτων. Πράλληλ προσιάζετι γρήγορη μέθοδος νίχνεσης των 

βιτμινών όπο επιτγχάνετι ο ποιοτικός προσδιορισμός τος πρλείποντς το στάδιο 

της σπωνοποίησης(screening μέθοδος). Μελλοντικά οι μέθοδοι μπορούν ν ερενηθούν

γι τον προσδιορισμός όλων των λιποδιλτών βιτμινών σε άλλο είδος τρόφιμ όπως

δημητρικά,κκάο,σοκολάτες.

ΕΜΑΤΙΚ ΠΕΡΙΟΧ: Λιποδιλτές βιτμίνες

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΙΑ: βιτμίνη Α, βιτμίνη Ε, πιδικές τροφές, HPLC, σπωνοποίηση
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ABSTRACT 

This study  aimed at developing a method for the determination of fat-soluble vitamins  to 

be used in routine analytical work. The purpose of the method was to be accurate, fast and 

inexpensive. It was applied in a very specific matrix and that was the infant formulas and 

baby foods which are very important for sensitive categories of consumers such as infants 

and young children. The samples selected were products sold commercially by the  Yiotis 

company on the Greek market. A comparison was conducted between the analytical results 

of this method and those indicated on the labels of the products for vitamins A, D, E and K. 

The qualitative and quantitative determination of vitamins was performed by High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) and diode array detector (DAD).More 

specifically, a development and optimization of the saponification step, extraction step and 

the isolation of the vitamins from the samples were realized and indicatively was studied 

the time saponification, the use of antioxidants and the number of extractions combined 

with the extraction time. The proposed method was validated as far as the detection and 

quantification of vitamins A and E are concerned. It was proved reliable with results into the 

permitted limits and close to the indications of sample’s labels. At the same time is in this 

study a fast method for the qualitative determination of vitamins is presented omitting the 

step of saponification (screening method). In the future, these methods may be further 

researched towards the determination of all the fat-soluble vitamins on other foods such as 

cereals, cocoa, chocolate 

SUBJECT AREA: Fat soluble vitamins 

KEY WORDS: vitamin A, vitamin E, infant formulas, HPLC, saponification
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ΕΥΧΑΙΣΤΙΕΣ

Η προύσ ερενητική μετπτχική εργσί εκπονήθηκε κτά τος μήνες Οκτώβριο 

2015 έως Ιούνιο 2016 στο Εργστήριο Χημείς Τροφίμων το Εθνικού κι Κποδιστρικού 

Πνεπιστημίο Αθηνών σε σνεργσί με το Εργστήριο Ενόργνης Ανάλσης το 

Ποιοτικού Ελέγχο της ετιρίς ΙΩΤΗΣ.

 ήθελ ν εχριστήσω με ιδιίτερη θέρμη τον επιβλέποντ κθηγητή μο κ. Προεστό 

Χράλμπο, Επίκορο Κθηγητή το Ε.Κ.Π.Α γι την νάθεση το θέμτος, την 

κθοδήγηση, την εμπιστοσύνη κι την ποστήριξή το κθ’ όλη τη διάρκει διεκπερίωσης 

της προύσς ερενητικής μετπτχικής μελέτης.

Ιδιίτερες εχριστίες θ ήθελ ν εκφράσω στο Δρ. Εστράτιο Κωμΐτη (ΙΩΤΗΣ) γι 

την πολύτιμη γνώση πο μο μετέδωσε, την μέριστη βοήθει κι ποστήριξή το, την 

προθμί το ν επιλύσει άμεσ τις όποιες πορίες είχ κι τον πολύτιμο χρόνο πο μο

φιέρωσε κτά την εκτέλεση τόσο το πειρμτικού μέρος όσο κι γι τη σγγρφή της 

προύσς ερενητικής μετπτχικής μελέτης.  

Επίσης, θ ήθελ ν εχριστήσω την ετιρί ΙΩΤΗΣ γι το εχάριστο κλίμ 

σνεργσίς κι την βοήθει τος γι την πργμτοποίηση της μετπτχικής μο 

εργσίς.  

Τέλος, θ ήτν πράληψη ν μην εχριστήσω τος γονείς μο γι την ενθάρρνση κι 

την στήριξή τος όλ τά τ χρόνι μέχρι την ολοκλήρωση των μετπτχικών σποδών 

μο.  
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ΠΡΟΛΟΟΣ

Τ τελετί χρόνι έχει πρτηρηθεί μι λμτώδης εξέλιξη στην νάπτξη των 

μεθόδων πργωγής & επεξεργσίς των τροφίμων κι στην πιστοποίηση των κνόνων 

σφλείς. Η Ε.Ε. έχει θεσμοθετήσει  κνόνες γι την δισφάλιση της σφάλεις σε 

πρσκεάσμτ γι βρέφη (infant formulae), πρσκεάσμτ δεύτερης βρεφικής ηλικίς 

(follow-on formulae) κι πιδικές τροφές γι βρέφη κι πιδιά μικρής ηλικίς (baby foods 

for infants and young children). 

Τ πρσκεάσμτ γι βρέφη  ποτελούν την κύρι πηγή τροφοδοσίς τος μετά το 

γάλ κι κτά σνέπει πρέπει ν είνι σε θέση ν πρέχον όλ τ πρίτητ δομικά 

στοιχεί γι την οικοδόμηση κι νάπτξη το σώμτος, την ντικτάστση των σνεχών 

πωλειών κι την πιτούμενη ενέργει. Σημντικό διτροφικό στοιχειό ποτελούν οι 

βιτμίνες, πρόσθετες θρεπτικές οσίες πρίτητες στη βρεφική διτροφή. Είνι νγκίες 

σε σχετικά μικρές ποσότητες γι τη διτήρηση της ζωής κι την κλή γεί κι

πρτετμένη έλλειψη τος μπορεί ν προκλέσει σημντικά προβλήμτ γείς.

Η βιτμίνη Α κι Ε είνι δύο πό πιο σημντικές λιποδιλτές βιτμίνες, οι οποίες πρέπει 

ν πρέχοντι με τη διτροφή, επειδή δεν μπορούν ν σντεθούν μέσ στο σώμ.  Η 

βιτμίνη Α είνι πρίτητη γι τη φσιολογική όρση, την νάπτξη, την κττρική 

διφοροποίηση κι την εύρθμη λειτοργί το δέρμτος κι των βλεννογόνων. Η βιτμίνη 

Ε χρησιμεύει ως έν ισχρό βιολογικό ντιοξειδωτικό πο προσττεύει τ πολύ-κόρεστ 

λιπρά οξέ πό τις ελεύθερες ρίζες Οι πιο σχνές μορφές της βιτμίνης Α κι Ε πο 

προστίθεντι στ βρεφικά πρσκεάσμτ είνι η οξική ή πλμιτική ρετινόλη κι η οξική 

a-τοκοφερόλη σε ποσότητες πο ν κλύπτον τις νάγκες των βρεφών κι των πιδιών 

μικρής ηλικίς.
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ΚΕΑΛΑΙΟ 1

1. ΕΙΣΑΩ- ΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΡΙΣΤΙΚΑ

1.1 Τί είνι οι βιτμίνες;

Η λέξη βιτμίνη προέρχετι πό τη λτινική λέξη vita, η οποί σημίνει ζωή κι τη 

λέξη μίνη η οποί είνι μί ένωση το ζώτο. Στην πργμτικότητ η λέξη βιτμίνη 

εισήχθη πό τον πολωνό βιοχημικό Casimir Funk το 1912, ο οποίος πομόνωσε μι  

ενεργή χημικά ένωση πο ντιδρούσε μίνη. Αργότερ, διπιστώθηκε ότι οι περισσότερες 

βιτμίνες δεν είνι μίνες λλά η λέξη βιτμίνη διτηρήθηκε. 1

Οι βιτμίνες είνι οργνικές οσίες πο βρίσκοντι φσικά στις τροφές κι διφέρον ως 

προς τις ιδιότητες μετξύ τος. Το μόνο κοινό χρκτηριστικό τος είνι ότι είνι νγκίες 

σε σχετικά μικρές ποσότητες γι τη διτήρηση της ζωής κι την κλή γεί.2Δεν μπορούν 

ν πρχθούν πό τον ίδιο τον οργνισμό λλά είνι πρίτητες γι την νάπτξη, τη 

σντήρηση κι τον μετβολισμό. τν δεν προσλμβάνοντι σε επρκείς ποσότητες 

,διτράσσον τον μετβολισμό με ποτέλεσμ την εμφάνιση διφόρων σμπτωμάτων, 

σθενειών κι μερικές φορές μπορούν ν προκλέσον μέχρι κι το θάντο.3

1.1.1 Ο ρόλος των βιτμινών

Οι βιτμίνες ποτελούν ύψιστης σημσίς σσττικά των τροφίμων κι πίζον πολύ 

σημντικό ρόλο στην διτροφή το νθρώπο. Είνι πολύ είσθητες, στθείς κι 

ελλοίωτες ενώσεις πό ορισμένες σνθήκες επεξεργσίς κι ποθήκεσης, με 

ποτέλεσμ πολλές φορές οι τιμές τος μειώνοντι σημντικά. ι’ τό το λόγο πιτείτι 

ειδική μετχείριση  γι την διτήρηση τος στο τελικό προϊόν κι προστίθεντι οι σνθετικές 

βιτμίνες γι ν ντιστθμίσον τις τχών πώλειες.4 Οι βιτμίνες δεν είνι πηγή θερμίδων 

κι δεν σνεισφέρον οσιστικά στη μάζ το σώμτος, ρθμίζον όμως χημικές 

ντιδράσεις κτά τις οποίες τ βσικά διτροφικά στοιχεί (λίπη, δτάνθρκες, πρωτεΐνες) 

μεττρέποντι σε ενέργει κι ζωικούς ιστούς. τσι, οι κριότερες λειτοργίες των 

βιτμινών εντός το οργνισμού είνι ως:

• Σνένζμ

• Βιολογικά ντιοξειδωτικά
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• Σμπράγοντες μείωσης οξειδωτικών ντιδράσεων το μετβολισμού

• Ορμόνες5

Λειτοργούν ως ένζμ κτλύοντς βιοχημικές ντιδράσεις γι την κνονική λειτοργί 

των κττάρων κι των ιστών. λλειψη τος πό τον οργνισμό οδηγεί σε ποβιτμίνωση, 

μι κτάστση κτά την οποί τ επίπεδ των βιτμινών είνι νεπρκή γι τον 

μετβολισμό. Μπορεί ν είνι ποτέλεσμ μκροχρόνιο ποσιτισμού κι σνδέετι με 

σνθήκες κκοχίς, κθστέρηση της νάπτξης στ πιδιά .Η βιτμίνωση είνι κόμη 

πιο σοβρή κτάστση έλλειψης βιτμινών. Σήμερ στις δτικές κοινωνίες σπάνι 

σμβίνει, κόμη κι η ποβιτμίνωση με κλινικά σμπτώμτ έλλειψης.1

1.2 Κτάτξη βιτμινών

Σήμερ έχον βρεθεί 13 βιτμίνες: Α, C, D, Ε,Κ κι οκτώ βιτμίνες το σμπλέγμτος Β. 

Οι βιτμίνες τές χωρίζοντι σε δο κύριες κτηγορίες με βάση τη διλτότητά τος σε 

λίπος ή νερό. 

Στην πρώτη κτηγορί κττάσσοντι οι λιποδιλτές βιτμίνες Α, D, E κι Κ. 

Εκχλίζοντι πό τ τρόφιμ μζί με το λίπος πό το οποίο θ διχωριστούν πριν πό 

κάθε νάλση.

Στην δεύτερη κτηγορί κττάσσοντι οι δτοδιλτές βιτμίνες ,η βιτμίνη C κι οι 

βιτμίνες το σμπλέγμτος Β(B1,B2,B6,B12, νισίνη, βιοτίνη, πντοθενικό οξύ, φλλικό 

οξύ).6

1.2.1 Λιποδιλτές βιτμίνες

Οι λιποδιλτές βιτμίνες προσιάζον τ εξής χρκτηριστικά:

 Κτά την πέψη πορροφώντι μζί με το λίπος.

 Δεν πεκκρίνοντι με τ ούρ.

 Αποθηκεύοντι στο σώμ κι έτσι δεν είνι πρίτητη η κθημερινή πρόσληψη 

τος, οπότε κι η έλλειψη τος είνι δύσκολη.
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Η πορρόφηση τος στο έντερο εξρτάτι πό την πορρόφηση λιπιδίων, πιτώντς 

την  προσί της χολής κι το σχημτισμό μικκλίων . Ορισμένη ποσότητ το λίπος 

στη διτροφή είνι πρίτητη γι επρκή πορρόφηση των λιποδιλτών βιτμίνες. 1,2

Ο προσδιορισμός τος είνι δύσκολος λόγω της πολπλοκότητς των μητρών των 

τροφίμων κι της ξημένης εισθησίς τος στη θερμοκρσί, το φως, το οξγόνο κι 

το κρίο pH. 7 ι την ποφγή οξειδωτικής ποβάθμισης τος, πρέπει ν προστίθεντι 

στην ρχή των νλτικών διδικσιών ντιοξειδωτικά.8 Κτά την εκχύλιση 

χρησιμοποιούντι οργνικοί διλύτες σνήθως σε μεγάλες ποσότητες, οι οποίοι είνι 

επικίνδνοι γι την γεί κι γι το περιβάλλον.9

1.2.1.1 Βιτμίνη Α

Η βιτμίνη Α είνι λκοόλη πο πντάτι στη φύση κρίως στη μορφή των εστέρων 

λιπρών οξέων κρίως με πλμιτικό κι στετικό οξύ. χει τρεις κύριες μορφές: ρετινόλη, 

ρετινάλη κι το ρετινοϊκό οξύ. Η βσική χημική μορφή στ τρόφιμ είνι η ρετινόλη κι 

βρίσκετι μόνο σε τρόφιμ ζωικής προέλεσης. Ο σντκτικός τύπος το Σχήμτος 1 τον 

κόρεστο χρκτήρ της βιτμίνης Α. Η all-trans βιτμίνη Α είνι η πιο ενεργή βιολογικώς 

μορφή. Το 13-cis ισομερές είνι γνωστό ως νεοβιτμίνη Α. Η σνθετική βιτμίνη Α 

διτίθετι στο εμπόριο ως άλς το πλμιτικού κι το οξικού οξέος με μορφή διλμάτων 

ελίο ως στθεροποιημένες σκόνες ή δτικά γλκτώμτ.10

Εικόν 1:Δομή ρετινόλης

Ορισμέν κροτενοειδή, κι κρίως το β-κροτένιο βρίσκοντι σχεδόν σε όλ τ λχνικά 

κι κρίως στ πράσιν, κίτριν κι φλλώδη λχνικά(κρότ, σπνάκι, πιπεριές, 

πάπρικ, τομάτες),στ φρούτ, κι σε ορισμέν έλι κι μπορούν ν μεττρπούν στο 

σώμ σε κάποιο βθμό σε ρετινόλη. Το β-κροτένιο κλείτι κι προβιτμίνη Α κι έχει 

ψηλή δρστικότητ βιτμίνης Α. Μόνο έν μικρό μέρος το λμβνόμενο β-κροτένιο 

(πιθνώς λιγότερο πό έν έκτο) μπορεί ν μεττρπεί σε ρετινόλη κι γι το λόγο τό η 
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βιτμίνη Α εκφράζετι σν ισοδύνμο ρετινόλης(1  RE=1 μg ρετινόλης,6 μg β-κροτένιο κι 

12 μg άλλων κροτενοειδών).11 Ο οργνισμός το χρησιμοποιεί κι ως ντιοξειδωτικό. 1,12

λλες προβιτμίνες είνι το - κι το γ-κροτένιο κι η κρπτοξνθίνη.

Εικόν 2 :Δομή β-κροτενίο

Το β-κροτένιο κι άλλ μικροθρεπτικά στοιχεί σμμετέχον στην εξοδετέρωση

οξειδωτικών ντιδράσεων λμβάνοντς μέρος σε διάφορ στάδι της κρκινογένεσης. 

Αξημένη κτνάλωση φρούτων κι λχνικών πλούσιων σε κροτενοειδή μπορεί ν

μειώσει τος οροποιητικούς δείκτες των οξειδωμένων λιπιδίων κι το DNA σε γιής 

νθρώπος.13 Επιπλέον, το β- κροτένιο κι τ άλλ κροτενοειδή είνι εξιρετικοί in vitro 

κτστολείς το ελεύθερο οξγόνο κι μπορούν ν το δεσμεύσον προσττεύοντς έτσι 

τ λιπίδι πό την περοξείδωση ποδεικνύοντς τις ντιοξειδωτικές ιδιότητες το .14

Η βιτμίνη Α πίζει ρόλο στον οπτικό κύκλο. Η 11-cis ρετινάλη έχει ντιστρεπτή σχέση με 

την ρετινόλη γι την λειτοργί το οπτικού κύκλο. Ο μφιβληστροειδής χιτώνς περιέχει

δο κύττρ φωτοδέκτες. Τ κώνι πο είνι πεύθν γι την χρωμτική όρση 

περιέχον χρωστικές(κνοψίνη, ερθροψίνη) πο είνι σύμπλοκ ρετινλδεϋδης με 

κάποι οψίνη σε κι τ ρβδί πο είνι πεύθν γι την όρση σε χμηλό φωτισμό τ 

οποί περιέχον ροδοψίνη ,σύμπλοκο οψίνης με 11-cis ρετινάλη. Με την επίδρση 

φωτονίο στον μφιβληστροειδή χιτών η ροδοψίνη ισομερίζετι σε trans-ρεττινάλη κι 

οψίνη. Η trans-ρεττινάλη ισομερίζετι μερικώς σε 11-cis ρετινάλη ,επνσνδέετι με οψίνη 

γι το σχημτισμό της ροδοψίνης. Χρειάζετι στθερή προμήθει πό την διτροφή ώστε 

ν νγεννηθεί πλήρως η ροδοψίνη.

Είνι νγκί γι τη διτήρηση γιούς δέρμτος κι άλλων επιφνεικών ιστών κθώς 

κι γι την επρκή λειτοργί το νοσοποιητικού σστήμτος. Σμβάλλει στην σύνθεση 

γλκοπρωτεινών γι τη ρύθμιση της φσιολογικής νάπτξης το επιθηλίο κι την έκκριση 

βλέννς.8
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Η βιτμίνη Α ποθηκεύετι στο ήπρ σε σημντικές ποσότητες. Τροφές πλούσιες σε 

βιτμίνη Α είνι το σκώτι, τ νεφρά, τ ιχθέλι , ο κρόκος γού κι τ γλκτοκομικά 

προϊόντ. Το β-κροτένιο βρίσκετι κρίως στ κρότ κι στ σκούρ φλλώδη λχνικά. 

Επεξεργσμέν τρόφιμ όπως η μργρίνη μπορεί ν είνι ενισχμέν με τη βιτμίνη Α.
1,8,9

ι θερπετικούς σκοπούς χρησιμοποιούντι τ σνθετικά ρετινοειδή δεδομένο ότι η 

βιτμίνη Α είνι πολύ τοξική πό μόνη της. Τ σνθετικά ρετινοειδή είνι πράγωγ το 

ρετινοικού οξέος κι προσιάζον πολύ χμηλότερη τοξικότητ. Χρησιμοποιούντι γι την 

θερπεί της κμής ερέως ,γι την θερπεί της ψωρίσης κι άλλων νωμλιών.8

λλειψη της βιτμίνης μπορεί ν έχει ως σνέπει τη νκτλωπί κι άλλες σοβρές 

βλάβες στο μάτι ( π.χ. ξηροφθλμί) μέχρι κι πλήρη τύφλωση. Μπορεί ν οδηγήσει σε 

νιμί εξιτίς της δνμίς το σιδήρο ν μετκινηθεί στο ήπρ κθώς η βιτμίνη Α 

είνι νγκί γι την σύνθεση της τρνσφερίνης ,πρωτεΐνης-μετφορέ το σιδήρο.

Τέλος, η έλλειψη της έχει σν ποτέλεσμ μεγλύτερη εισθησί σε μολύνσεις κι 

κρκίνο. 1,8,9 Δεδομένο ότι η βιτμίνη Α ποθηκεύετι στο ήπρ, μπορεί ν χρειστούν 

έως κι 2 χρόνι γι ν εμφνιστούν τ σημάδι της νεπάρκεις. λλειψη της βιτμίνης 

Α είνι σπάνι. Εμφνίζετι πιο σχνά στις νπτσσόμενες χώρες κι σνήθως οφείλετι 

στον ποσιτισμό.15

Υπερβολική πρόσληψης βιτμίνης Α προκλεί περισσότερ προβλήμτ πό ότι η 

έλλειψη της. Είνι δύσκολο ν επιτεχθεί μόνο πό την κτνάλωση τροφίμων λλά είνι 

εφικτό με την χρήση πολβιτμινούχων σμπληρωμάτων πο περιέχον ψηλές δόσεις 

βιτμίνης A. Στις εγκμονούσες γνίκες μπορεί ν έχει τερτογόνες επιδράσεις στος 

πογόνος. Η τοξικότητ της προκλεί μη φσιολογική νάπτξη των οστών, φολιδωτή

ξηροδερμί κι προβλήμτ στ δόντι, πονοκέφλο, ντί κι πώλει της όρεξης.

Σημάδι σοβρής περβιτμίνωσης κτά τη διάρκει μις σύντομης χρονικής περιόδο 

προκλούν ζάλη, θολή όρση κι επιβρδύνον την νάπτξη. Πρόλ τά δεν 

πάρχον σημάδι τοξικότητς πό ψηλά επίπεδ πρόσληψης κροτενοειδών. 1,8,11 

1.2.1.2 Βιτμίνη D

Η βιτμίνη εμφνίζετι σε διάφορες μορφές. Οι πιο σημντικές είνι η βιτμίνη D2 

(εργοκλσιφερόλη) η βιτμίνη D3 (χοληκλσιφερόλη). Οι πρόδρομες ενώσεις των 
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βιτμινών D3 κι D2 ντίστοιχ είνι δύο στερόλες, η 7-δεδροχοληστερόλη κι η 

εργοστερόλη. Οι βιτμίνες τές πιτούν περιτέρω μετβολισμό γι ν μεττρπούν 

τελικά στην ενεργή τος μορφή, την κλσιτριόλη με κτινοβόληση με περιώδες φως.3

Η βιτμίνη D3 (χοληκλσιφερόλη) μπορεί ν σντεθεί στο δέρμ πό την  7-

δεδροκλσιφερόλη κτά την έκθεση το στο περιώδες φως UV (280 ± 310 nm) . Δέκ 

έως δεκπέντε λεπτά έκθεσης στον ήλιο χωρίς ντηλικό στ χέρι, κι το πρόσωπο, δύο 

φορές την εβδομάδ είνι ρκετά γι ν λάβει ικνοποιητική βιτμίνη D ο οργνισμός. Η 

βιτμίνη D3 είνι προύσ μόνο σε τρόφιμ ζωικής προέλεσης. Πλούσιες πηγές είνι τ 

ηπτέλι των ψριών κι σε μικρότερο βθμό την βρίσκομε στον κρόκο το γού, το 

σκώτι, το βούτρο κι το γάλ. Σε πολλές χώρες οι μργρίνες είνι ενισχμένες με 

βιτμίνη D.2 ,12

Η βιτμίνη D2 (εργοκλσιφερόλη) μπορεί ν ληφθεί με περιώδη κτινοβολί της 

εργοστερόλης σε ζμομύκητες κθώς δεν πάρχει έτοιμη στην φύση. Πλούσιες πηγές 

προβιτμίνης D2 ποτελούν οι ζύμες, ,το λάχνο, τ μνιτάρι, το σπνάκι κι το έλιο 

σιτριού.2,13

Στος νθρώπος οι βιτμίνες D2 κι D3 έχον πρόμοι βιολογική δρστηριότητ, ενώ 

οι προβιτμίνες τος δεν έχον κμί βιολογική δράση εκτός εάν κτινοβοληθούν κι 

μεττρπούν σε βιτμίνες.2 Στο σώμ, η βιτμίνη D φίσττι δο δροξλιώσεις: 

δροξλιώνετι στο ήπρ σε 25-δρόξχοληκλσιφερόλη κι στη σνέχει στ νεφρά σε 

1,25-δρόξχοληκλσιφερόλη,γνωστή κι ως κλσιτριόλη. Ατός ο μετβολίτης είνι η 

Εικόν 3 :Δομές βιτμινών D2 () κι D3 (β)
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βιολογικά δρστική μορφή της βιτμίνης D κι είνι στην πργμτικότητ μι ορμόνη. 

Πίζει πολύ σημντικό ρόλο στο μετβολισμό το σβεστίο κι στο νοσοποιητικό 

σύστημ, κθώς σμβάλει στην κττρική διφοροποίηση.1Η βιτμίνη D πίζει ρόλο κι 

στην ενπόθεση λάτων στ οστά κι τ δόντι διτηρώντς τις κτάλληλες 

σγκεντρώσεις σβεστίο κι ιόντων φωσφόρο στο ίμ, τ οποί εξσφλίζον την 

κνονική νοργνοποίηση των οστών κι των δοντιών.14

Η διτήρηση της ομοιοστσίς το σβεστίο επιτγχάνετι μέσω της 1,25- (OH) D μζί 

με της πρθρορμόνης (ΡΤΗ),πο ρθμίζον τ επίπεδ των ιόντων σβεστίο κι 

φωσφόρο στο πλάσμ το ίμτος. τν τ επίπεδ σβεστίο το ορού μειώνοντι, 

εκκρίνετι η πρθρορμόνη πό τον πρθρεοειδή δέν κι ενεργοποιεί το νεφρικό 

ένζμο 25-OH-D-1--δροξλάση προκειμένο ν πρχθούν μεγλύτερ ποσά της 

1,25-(ΟΗ)2 D. Η ύξηση της 1,25- (ΟΗ)2 D λόγω της ύξησης της πρθρορμόνη 

προκλεί την τχύτερη μετφορά σβεστίο στο έντερο, στ οστά κι στ νεφρά. Ο 

μηχνισμός τός είνι πεύθνος γι την επνφορά το σβεστίο το ίμτος εντός 

φσιολογικών ορίων, κι κτά σνέπει την νστολή της έκκρισης της πρθρορμόνης. 

τσι, η νεπάρκει της βιτμίνης D έχει ως ποτέλεσμ τη διτρχή της ομοιόστσης το 

σβεστίο κι ξημένες τιμές της πρθρορμόνης. Οι διτροφολόγοι θ πρέπει ν 

δίνον ιδιίτερη σημσί στις τιμές των 25 -(ΟΗ) D κι πρθρορμόνης προκειμένο ν 

γνωρίζον κτά πόσο η βιτμίνη D είνι επρκής στον οργνισμό. Ατό ισχύει λόγω το 

ότι η 25-(OH)D ποτελεί πρόδρομο της 1,25- (ΟΗ)2 D. 15

Κίνδνο εμφάνισης έλλειψης βιτμίνης D εμφνίζον τ άτομ με:

a. μη επρκή πρόσληψη ή πορρόφηση πό τον γστρεντερικό σωλήν,

b. ελττωμένη έκθεση σε περιώδη κτινοβολί,  

c. νεφρική ή ηπτική δσλειτοργί κι πχσρκί: εμφνίζον μειωμένη ικνότητ

ν πορροφούν ή κι ν χρησιμοποιούν την βιτμίνη D πό ποθήκες λίπος.

d. σκορόχρωμο δέρμ: σνθέτον λιγότερη βιτμίνη D κτά την έκθεση στο φως το 

ήλιο σε σχέση με τ άτομ με ελφρά χρώση το δέρμτος.

e. προχωρημένης ηλικί: έχον μειωμένη ικνότητ ν σνθέτον βιτμίνη D κτά την 

έκθεση τος στο φως το ήλιο, κι είνι επίσης πιο πιθνό ν πρμένον σε εσωτερικούς 

χώρος κι ν φοράνε ντηλικό το οποίο σύνθεση μπλοκ της βιτμίνης D κι

f. θηλάζοντ βρέφη: Οι πιτήσεις σε βιτμίνη D δεν μπορούν ν κλφτούν 

ποκλειστικά πό το μητρικό γάλ κθώς πρέχει μόνο περίπο 25 IU/L.12,16
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λλειψη βιτμίνης D οδηγεί σε χμηλές σγκεντρώσεις σβεστίο στο ίμ κι 

διτρχές των οστών, πο εκδηλώνοντι ως ρχίτιδ(δνμί οστέωσης των οστών)

στ πιδιά κι οστεομλάκνση(πσβέστωση των οστών), κι οστεοπόρωση (πώλει 

της οστικής μάζς) στος ενήλικες. Η νεπάρκει σε βιτμίνης D έχει σσχετιστεί με 

ξημένο κίνδνο σνηθισμένων κρκίνων, τοάνοσων νοσημάτων, πέρτσης, κι 

μολσμτικών σθενειών. Υψηλές πιτήσεις σε βιτμίνη D πάρχον κτά τη διάρκει 

των περιόδων νάπτξης των οστών κι κτά τη διάρκει της εγκμοσύνης κι γλοχίς. 

Επίσης, οι ηλικιωμένοι άνθρωποι μπορεί ν χρειάζοντι ψηλότερη πρόσληψη επίπεδ 

βιτμίνης D. 

Υπερβολική πρόσληψη της βιτμίνης D μπορεί ν προκλέσει τοξικότητ .Οι ψηλές 

δόσεις σμπληρωμάτων βιτμίνης D σε σνδσμό με μεγάλες ποσότητες 

εμπλοτισμένων τρόφιμων μπορεί ν προκλέσον σσσώρεση της βιτμίνης στο ήπρ 

με εμφνή σμπτώμτ δηλητηρίσης. Σημάδι τοξικότητς πό βιτμίνη D 

περιλμβάνον περίσσει σβεστίο στο ίμ, επιβράδνση σωμτικής νάπτξης, 

μειωμένη όρεξη, ντί κι έμετο.1,12

1.2.1.3 Βιτμίνη Ε

Η βιτμίνη Ε νγνωρίστηκε χημικά τη δεκετί το 1930 κι ονομάστηκε τοκοφερόλη πό 

το ελληνική λέξη τόκος (γέννηση) κι το φέρειν (φέρω). 17Δεν είνι έν ενιίο μόριο λλά

έν σύμπλεγμ 8 διφορετικών ενώσεων πο δικρίνοντι σε δύο βσικές κτηγορίες: τις 

τοκοφερόλες κι τις τοκοτριενόλες. τσι ,πάρχον οι -,β-, γ-, δ- τοκοφερόλες κι οι -, β-

, γ-, δ- τοκοτριενόλες όπως φίνετι κι στην πρκάτω εικόν.18Από τις τοκοφερόλες η 

πιο δρστική είνι η -τοκοφερόλη.
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Η κρίρχη λειτοργί της βιτμίνης Ε είνι ως φσικό ντιοξειδωτικό προσττεύοντς 

τις κττρικές μεμβράνες πό την οξείδωση. Η βιτμίνη Ε δεσμεύει τις ελεύθερες ρίζες 

εμποδίζοντς την οξείδωση κόρεστων λιπρών οξέων, κροτενοειδών κι το 

σκορβικού οξέος. Η βιτμίνη C σμπληρώνει τη δράση της βιτμίνης Ε κι δρώντς 

σνεργιστικά. λλ θρεπτικά σσττικά με ντιοξειδωτικές λειτοργίες είνι το σελήνιο κι 

διάφορ κροτενοειδή.1

Η βιτμίνη Ε μπορεί επίσης ν εμποδίσει τον σχημτισμό κρκινογόνων νιτροζμινών 

πο σχημτίζοντι στο στομάχι πό τ νιτρώδη των τροφίμων κι σμβάλλει στην 

προστσί κτά το κρκίνο ενισχύοντς  την νοσολογική λειτοργί το οργνισμού.19

Μί άλλη σημντική ιδιότητ της βιτμίνης Ε είνι ότι δεν σμβάλει μόνο στην 

στθεροποίηση των μεμβρνικών δομών, λλά στθεροποιεί κι άλλος ενεργούς 

πράγοντες (π.χ. βιτμίνη Α, ένζμ, ορμόνες) ενάντι στην οξείδωση.9 

Η πορρόφηση της βιτμίνης Ε λμβάνει χώρ στο λεπτό έντερο μέσω  πθητικής 

πορρόφησης  κι έτσι δεν πιτούντι πρωτεϊνικοί φορείς .Ο βθμός πορρόφησης 

εξρτάτι πό την ποσότητ το λίπος πο πορροφάτι. Το ποσοστό  της πορρόφηση 

της -τοκοφερόλης μειώνετι όσο ξάνετι η πρόσληψη βιτμίνης Ε. Σνήθως 

πορροφάτι  50%- 70% της βιτμίνης Ε πο κτνλώνετι πό τ τρόφιμ ενώ η 

πορρόφηση πό φρμκετικά σκεάσμτ φτάνει το 10%.20

Ο σνδσμός της ψηλής πρόσληψης PUFA κι τ χμηλά επίπεδ της βιτμίνης Ε 

σνέβλε στην νάπτξη ιμολτικής νιμίς, θρομβοκττάρωσης, οιδήμτος κι 

Εικόν 4 :Δομές της βιτμίνης Ε
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ερθροκττάρωσης. Δεδομένης τής της λληλεξάρτηση μετξύ της βιτμίνης Ε κι των 

φωσφολιπιδίων  των κττρικών μεμβρνών, διπιστώνετι  ότι η πίτηση γι -

τοκοφερόλη είνι νάλογη με την ποσότητ PUFA πο κτνλώνετι κθώς οι 

τοκοφερόλες (a, b, c κι d) είνι φσικά  ντιοξειδωτικά τ οποί νστέλλον ειδικά την 

οξείδωση των πολκόρεστων λιπρά οξέ (PUFA) όπως το λινελϊκό (LA, C18: 2,n-6), 

λινολενικό (ALA, C18: 3, n- 3), ρχιδονικό (ΑΑ,C20: 4, n- 6), το εικοσιπεντνοϊκό (ΕΡΑ, 

C20: 5, n- 3) κι εικοσεξνοϊκό οξέ (DHA, C22: 6, n-3).20,21

Η βιτμίνη Ε σχετίζετι επιπλέον με την θεωρί γι την ιτιολογί της θηροσκλήρωσης 

κι της κρδιγγεικής νόσο όπο η οξείδωση των σωμτιδίων LDL διδρμτίζει βσικό 

ρόλο. Τ σωμτίδι LDL δεν είνι πλούσι μόνο σε χοληστερόλη, λλά κι σε περίπο 

1300 μόρι της RH, τ οποί είνι πολύ είσθητ στην οξείδωση. χει βρεθεί ότι η 

βιτμίνη Ε ποτελεί το πιο ισχρό ντιοξειδωτικό ένντι της οξείδωσης των σωμτιδίων 

LDL: κάθε σωμτίδιο LDL προσττεύετι πό -τοκοφερόλη.18

Σημντικές διιτητικές πηγές της βιτμίνης Ε είνι τ φτικά έλι κι  ξηροί κρποί,

μργρίνη, πράσιν φλλώδη λχνικά, φύτρο σιτριού, ολικής άλεσης δημητρικά, 

προϊόντ δημητρικών κι ο κρόκος το γού. Σε περίπτωση ψηλής πρόσληψης 

πολκόρεστων λιπρών οξέων ξάνοντι οι πιτήσεις σε βιτμίνες Ε.3

Η Σνιστώμενη Ημερήσι Πρόσληψη (ΣΗΠ) γι τη βιτμίνη Ε βσίζετι στην -

τοκοφερόλη, όπο 1 mg -τοκοφερόλης ισούτι με 1.5 διεθνείς μονάδες (IU). Η 

κτνάλωση βιτμίνης Ε σε μεγλύτερες πό τις νδεδειγμένες ποσότητες δεν οδηγεί σε 

οποιδήποτε πρόσθετ οφέλη.12

Η νεπάρκει βιτμίνης Ε είνι σπάνι. Η πιο κοινή ιτί της έλλειψης βιτμίνης Ε είνι η 

μη σωστή πορρόφηση πο οφείλετι σε διτρχές της γστρεντερικής οδού ή το 

ήπτος κι σχετίζετι με την πέψη ή πορρόφηση των λιπιδίων. Επιπλέον εμφνίζετι

νεπάρκεις βιτμίνης Ε σε πρόωρ βρέφη διότι ο πλκούντς δεν μετβιβάζει την -

τοκοφερόλη στο έμβρο σε επρκείς ποσότητες. Ατή η εισθησί έχει σν ποτελέσμτ 

την εθρστότητ των ερθροκττάρων κι την εμφάνιση ιμολτικής νιμίς, η οποί 

είνι νστρέψιμη με χορήγηση βιτμίνης Ε ως θερπεί. Διιτητική έλλειψη βιτμίνης Ε 

σπάνι σμβίνει σε μεγλύτερ βρέφη, πιδιά ή ενήλικες στις νεπτγμένες κι στις 

περισσότερες νπτσσόμενες χώρες, λόγω της ερείς διάδοση της βιτμίνης στ 

τρόφιμ. 18
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Η βιτμίνη Ε πο λμβάνοντι πό τ τρόφιμ σνήθως δεν σνιστά κίνδνο τοξικότητς. 

Υπερβολικές δόσης βιτμίνης ίσως προκλέσον κεφλλγίες, κόπωση κι διάρροι. 22

1.2.1.4 Βιτμίνη Κ

Η βιτμίνη Κ εμφνίζετι με μι σειριά διφορετικών μορφών (Κ1, Κ2, Κ3). λες νήκον 

στις νφθοκινόνες πο διφέρον στις πλερικές τος λσίδες.2

Εικόν 5 :Δομές της βιτμίνης Κ

Η βιτμίνη Κ1 ονομάζετι φλλοκινόνη. Είνι η κύρι διιτητική πηγή της βιτμίνης κι την 

βρίσκομε  κρίως στ πράσιν φλλώδη λχνικά. 

Η βιτμίνη Κ2 ονομάζετι μενκινόνη. Μεγάλ ποσά της σχημτίζοντι στο πχύ έντερο 

πό τ βκτήρι πο βρίσκοντι εκεί. Την βρίσκομε σε μέτριες ποσότητες σε διάφορ 

ζωικά τρόφιμ πο βσίζοντι ποστεί ζύμωση.23

Η βιτμίνη Κ3 ονομάζετι μενδιόνη (2-μεθλο-1,4-νφθοκινόνη). Είνι έν σνθετικό 

προϊόν κι έχει περίπο διπλάσι δρστικότητ πό την φσικά πντώμενη Κ.3
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Πλούσιες πηγές βιτμίνης Κ ποτελούν το σπνάκι, το κονοπίδι, το λάχνο κι το 

μπρόκολο, τ μπιζέλι, τ δημητρικά κι ορισμέν έλι, σμπεριλμβνομένο το 

σογιέλιο, βμβκέλιο κι ελιόλδο. Οι ζωικές τροφές περιέχον περιορισμένες 

ποσότητες βιτμίνης Κ.12

Η βιτμίνη Κ είνι στθερή κτά την θέρμνση λλά οξειδώνετι εύκολ με προσί 

φωτός κι λκνίων.3Λειτοργεί ως σνένζμο γι βιτμίνη - κρβοξλάση ,έν ένζμο πο 

πιτείτι γι τη σύνθεση των πρωτεϊνών πο εμπλέκοντι στην πήξη το ίμτος κι στο 

μετβολισμό των οστών, κθώς κι άλλων ποικίλων φσιολογικών λειτοργιών. 12,23 

Η προθρομβίνη (πράγοντς πήξης II) είνι γλκοπρωτεΐνη πο εξρτάτι πό την 

βιτμίνη Κ στο πλάσμ κι εμπλέκετι άμεσ στην πήξη το ίμτος. Ορισμέν ντιπηκτικά 

πο χρησιμοποιούντι κρίως στην Ερώπη ντγωνίζοντι την δρστικότητ της 

βιτμίνης Κ, κι με τη σειρά τος, της προθρομβίνης.24 ι το λόγο τό, τ άτομ πο 

λμβάνον τ ντιπηκτικά πρέπει ν προσλμβάνον στθερή ποσότητ βιτμίνης Κ. Η 

οστεοκλσίνη είνι μι άλλη πρωτεΐνη εξρτώμενη πό βιτμίνη Κ πο είνι προύσ στ 

οστά κι μπορεί ν εμπλέκετι στην νοργνοποίηση των οστών.25

πως κι οι άλλες λιποδιλτές βιτμίνες, η βιτμίνη Κ ενσωμτώνετι στ μικκύλι 

νμειγνύετι μέσω της χολής κι των πγκρετικών ενζύμων. Απορροφάτι πό εντερικά 

κύττρ το λεπτού εντέρο. Από εκεί, η βιτμίνη Κ έχει ενσωμτώνετι στ χλομικρά κι 

μετφέρετι στο ήπρ.26 Η βιτμίνη Κ είνι προύσ στο ήπρ κι σε άλλος ιστούς το 

σώμτος, σμπεριλμβνομένο το εγκεφάλο, της κρδιάς, το πγκρέτος κι των 

οστών.27,28

Η έλλειψη βιτμίνης Κ σχετίζετι με την μειωμένη δρστικότητ της προθρομβίνης στο 

ίμ.28,29τσι, η ιμορργί είνι κλσικό σύμπτωμ της νεπάρκεις της βιτμίνης Κ, ν 

κι σμβίνει μόνο σε σοβρές περιπτώσεις. Επειδή η βιτμίνη Κ πιτείτι γι την 

κρβοξλίωση της οστεοκλσίνης στ οστά, έλλειψη της βιτμίνης Κ ενδέχετι επίσης ν 

μειώσει την νοργνοποίηση των οστών κι ν σμβάλλει στην οστεοπόρωση.30Σημντική 

έλλειψη βιτμίνης Κ σε ενήλικες είνι πολύ σπάνι κι σνήθως περιορίζετι σε άτομ με 

διτρχές κκής πορρόφησης ή πο λμβάνον φάρμκ πο πρεμβίνον στον 

μετβολισμό της βιτμίνης Κ. Σε γιείς νθρώπος πο κτνλώνον ποικιλί τροφίμων 

είνι σχεδόν δύντο.28,29

Η έλλειψη βιτμίνης Κ σε νεογέννητ βρέφη εγκμονεί τον κίνδνο της ιμορργικής 

νόσο το κι γι’ τό το τ νεογέννητ πρέπει ν λμβάνον σμπληρωμτική βιτμίνη 
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Κ. Τ νεογέννητ κι τ βρέφη λμβάνον φλλοκινόνη(βιτμίνη Κ1) μέσω το μητρικού 

γάλκτος  λλά σε περιορισμένη ποσότητ κθώς είνι φτωχό σε βιτμίνη Κ. Η χρήση των 

μενκινόνης(βιτμίνη Κ2) είνι δύντη επειδή τ εντερικά βκτήρι σε βρέφη πο 

θηλάζον δεν μπορούν ν την σνθέσον. Επομένως, τ βρέφη πρέπει ν την λμβάνον 

σμπληρωμτικά πό την διτροφή πό τον 5ο μήν κι μετά όπο το μητρικό γάλ δεν 

επρκεί γι ν κλύψει τις νάγκες το βρέφος.31

Αν κι δεν πάρχει νώτερο νεκτό επίπεδο πρόσληψης ,οι περβολικές ποσότητες 

μπορεί ν προκλέσον τη διάσπση των ερθρών ιμοσφιρίων κι ηπτική βλάβη. 

τομ πο λμβάνον ντιπηκτικά φάρμκ θ πρέπει ν μετριάσον την πρόσληψη 

τροφών με βιτμίνη Κ, επειδή η περίσσει της βιτμίνης Κ μπορεί ν λλάξει φορές την 

πήξη το ίμτος.12

1.2.2 Υδτοδιλτές βιτμίνες

Οι δτοδιλτές βιτμίνες προσιάζον τ εξής χρκτηριστικά:

 Απορροφόντι εύκολ.

 Οποιδήποτε περίσσει τος πεκκρίνετι με τ ούρ. 

 Δεν ποθηκεύοντι στο σώμ κι έτσι είνι πρίτητη η κθημερινή πρόσληψη 

τος κθώς η έλλειψη τος  δεν είνι δύσκολη.2

Ο προσδιορισμός τος είνι πιο εύκολος πό ότι των λιποδιλτών βιτμινών λλά 

προσιάζον κι τές εισθησί στη θερμοκρσί, το φως, το οξγόνο κι το κρίο pH. 

2

1.2.2.1 Βιτμίνη C

Η βιτμίνη C, επίσης γνωστή κι ως το L-σκορβικό οξύ, είνι μι δτοδιλτή βιτμίνη 

πο την βρίσκομε φσικά σε ορισμέν τρόφιμ ή προστίθετι σε άλλ. Είνι διθέσιμη 

κι ως διιτητικό σμπλήρωμ.32 Οι άνθρωποι κι οι πίθηκοι σε ντίθεση με τ 

περισσότερ ζώ (θηλστικά), δεν είνι σε θέση ν την σνθέσον στος ιστούς τος.1
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Η βιτμίνη C είνι πρίτητη γι τη βιοσύνθεση ορισμένων νεροδιβιβστών κι το 

κολλγόνο, έν βσικό σσττικό το σνδετικού ιστού, το οποίο πίζει ένν ζωτικό ρόλο 

στην επούλωση των πληγών. Σμμετέχει επίσης κι στο μετβολισμό των πρωτεϊνών, στη 

λειτοργί το νοσοποιητικού σστήμτος κι βελτιώνει την πορρόφηση το 

σιδήρο.32,33

Επιπλέον, ποτελεί έν σημντικό φσικό ντιοξειδωτικό κι ο ρόλος το είνι διπλός:

a. σμβάλλει άμεσ στην σλλογή ποπροϊόντων, ειδικά δρστικών στοιχείων 

οξγόνο (ROS) κι δροϋπεροξείδίων των λιπιδίων

b. διεκολύνει την νγέννηση των -τοκοφερολών (βιτμίνη Ε).34

Η πρόσληψη ντιοξειδωτικών σμπληρωμάτων με βιτμίνη C κι Ε μπορεί ν ενισχύσει 

τον ντιοξειδωτικό μηχνισμό κι ν μειώσει την ξημένη πργωγή ελεθέρων ριζών. 

Ατό σμβίνει επειδή τ ντιοξειδωτικά είνι ενώσεις πο μάχοντι ενάντι στην δράση 

των ελεθέρων ριζών κι της λσιδωτής οξειδωτικής βλάβης πο προκλούν.35ρενες 

εξετάζον εάν η βιτμίνη C, περιορίζει τις βλβερές σνέπειες των ελεθέρων ριζών κι 

κτά πόσο μπορεί ν βοηθήσει στην πρόληψη ή στην κθστέρηση της νάπτξης 

ορισμένων μορφών κρκίνο, των κρδιγγεικών πθήσεων, κι άλλων σθενειών.36

Ωστόσο, νφέροντι ορισμένες περιπτώσεις πο τ ντιοξειδωτικά σμπληρώμτ 

σκορβικού οξέος κι -τοκοφερόλης είτε προσλμβνόμεν ξεχωριστά είτε σε σνδσμό 

δεν δρον ενάντι στις ελεύθερες ρίζες λλά ντιθέτως εμφνίζον μι προοξειδωτική 

δρστηριότητ.35,37,38

Το σκορβικό οξύ χρησιμοποιείτι πό την βιομηχνί τροφίμων ως σσττικό με 

πολλπλές λειτοργικές ιδιότητες. Χρησιμοποιείτι ερέως γι την πρόληψη της ενζμικής 

μύρωσης στ φρούτ, την νστολή της διάβρωσης των κονσέρβων νψκτικών, την 

Εικόν 6:Δομή L-σκορβικού οξέος
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προστσί το χρώμτος κι της γεύσης, την βελτίωση της ζύμης στ ψημέν στο φούρνο 

τρόφιμ. Υπό μορφή εστέρ το πλμιτικού οξέος κι ποτελεί ποτελεσμτικό 

ντιοξειδωτικό σε σστήμτ λιπιδίων. Τέλος, νστέλλει την οξείδωση των φινολικών 

σσττικών σε κινόνες.3

Η σνολική περιεκτικότητ το σώμτος σε βιτμίνη C κμίνετι πό 300 mg (περιοχή 

κοντά σκορβούτο) έως περίπο 2 g. Υψηλά επίπεδ της βιτμίνης C διτηρούντι στ

κύττρ κι στος ιστούς λλά είνι ψηλότερ σε λεκά ιμοσφίρι, μάτι, επινεφρίδι, 

πόφση κι εγκέφλο .Σχετικά χμηλά επίπεδ της βιτμίνης C βρίσκοντι σε 

εξωκττρικά γρά, όπως το πλάσμ, τ ερθρά ιμοσφίρι κι το σάλιο.36 Πρκτικά δεν 

ποθηκεύετι στο οργνισμό λλά σε περιπτώσεις πολύ πλούσις διτροφής σε βιτμίνη 

C ποθηκεύοντι στο ήπρ μέχρι κι 1500 mg, τ οποί τ χρησιμοποιεί ο οργνισμός  σε 

περίπτωση έλλειψης με ημερήσι τχύτητ 3% γι ν κλύψει τις νάγκες το.8

ρούτ κι λχνικά είνι οι κλύτερες πηγές βιτμίνης C κι κολοθούν τ 

εσπεριδοειδή, οι τομάτες, ο χμός ντομάτς, οι πτάτες, οι κόκκινες κι οι πράσινες 

πιπεριές, τ κτινίδι, το μπρόκολο, οι φράολες, τ λχνάκι Βρξελλών, κι το πεπόνι. 

Η περιεκτικότητ σε βιτμίνη C των τροφίμων μπορεί ν μειωθεί με την πρτετμένη 

ποθήκεση κι το μγείρεμ επειδή το σκορβικό οξύ είνι πολύ είσθητο κι 

κτστρέφετι πό τη θερμότητ. Στον τμό ή στο φούρνο μικροκμάτων μπορεί ν 

μειωθούν οι πώλειες. Ετχώς, πολλές πό τις κλύτερες πηγές τροφίμων βιτμίνης C, 

όπως φρούτ κι λχνικά, σνήθως κτνλώνοντι ωμά.22,39,40

Οξεί νεπάρκει βιτμίνης C οδηγεί σε σκορβούτο. Η νάπτξη το σκορβούτο 

ποικίλλει, νάλογ με τις ποθήκες το οργνισμού στη βιτμίνη. Τ σημάδι μπορεί ν 

εμφνιστούν  μέσ σε 1 μήν πό την ελάχιστη ή μηδενική πρόσληψη βιτμίνης C (κάτω 

πό 10 mg / ημέρ).39,41,42,43 Τ ρχικά σμπτώμτ μπορεί ν περιλμβάνον κόπωση, 

διθεσί, κι φλεγμονή των ούλων.33,36 σο προχωράει η έλλειψη βιτμίνης C 

δημιοργούντι προβλήμτ όρσης, ποδνμώνοντι οι σνδετικοί ιστοί προκλώντς 

πόνος στις ρθρώσεις, κκή επούλωση των πληγών, περκεράτωση, κτάθλιψη, κθώς 

ιμορργί των ούλων, χλάρωση ή την πώλει των δοντιών πο οφείλετι στην 

εθρστότητ των τριχοειδών. Η σιδηροπενική νιμί μπορεί επίσης ν είνι 

ποτέλεσμ της ξημένης ιμορργίς κι της μειωμένης πορρόφησης το σιδήρο. 

Εάν δεν πάρξει θερπεί, το σκορβούτο είνι θντηφόρ σθένει.32,33,36,39,40,44
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Σήμερ, νεπάρκει βιτμίνης C κι σκορβούτο είνι σπάνιες στις νπτγμένες χώρες 

λλά μπορεί ν εξκολοθούν ν εμφνίζοντι σε άτομ με περιορισμένη ποικιλί 

τροφίμων.40

Η περβολική πρόσληψη βιτμίνης είνι δύσκολο ν προκλέσει τοξικές πρενέργειες 

κθώς η βιτμίνη πεκκρίνετι τχέως με τ ούρ.1 Τ πιο κοινά σμπτώμτ είνι 

διάρροι, ντί, κοιλικές κράμπες, κι άλλες γστρεντερικές διτρχές, λόγω της 

οσμωτικής επίδρσης της μη πορροφημένης βιτμίνης C στην γστρεντερική οδό.36,40

Σύμπλεγμ βιτμινών Β

Η ομάδ των βιτμινών Β ποτελείτι πό 8 βιτμίνες πο έχον πρπλήσι δράση. 

Κάποιες είνι περισσότερο διλτές στο νερό κι κάποιες άλλες λιγότερο. Σμβάλον στην 

πελεθέρωση ενέργεις πό τις τροφές. Σχνά πντώντι όλες μζί στ τρόφιμ. Κλές 

πηγές είνι τ προϊόντ δημητρικών, η μγιά, τ φσόλι, τ όσπρι, το κρές, το γάλ, 

τ γλκτοκομικά προϊόντ κι τ λχνικά.

Το σύμπλεγμ των βιτμινών Β ποτελείτι πό τις εξής βιτμίνες: Β1 (θειμίνη), 

Β2(ριβοφλβίνη),Β3(νισίνη),Β5 (πντοθενικό οξύ), Β6(πριδοξίνη), Β7(βιοτίνη), Β11(φολικό 

οξύ) κι Β12(κοβλμίνη).2

1.2.2.2 Βιτμίνη Β1 (θειμίνη)

Η θειμίνη είνι σσττικό μερικών τρόφιμών, προστίθετι σε ορισμέν τρόφιμ κι είνι 

διθέσιμη ως σμπλήρωμ διτροφής. Ατή η βιτμίνη πίζει κρίσιμο ρόλο στο 

μετβολισμό της ενέργεις, της ύξησης, της νάπτξης κι της λειτοργίς των κττάρων.

Απορροφάτι πό το λεπτό έντερο μέσω της ενεργού μετφοράς.45 Οι άνθρωποι την 

ποθηκεύον κρίως στο ήπρ, λλά σε πολύ μικρές ποσότητες. χει μικρό χρόνο 

Εικόν 7:Δομή θειμίνης
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ημιζωής κι γι’ τό είνι πρίτητο οι άνθρωποι ν την λμβάνον σνεχώς μέσω της

διτροφής. 46

Περίπο 80% των 25-30 mg θειμίνης στο νθρώπινο σώμ των ενηλίκων είνι πό 

μορφή διφωσφορικής θειμίνης (TPP- γνωστή κι ως προφωσφορική θειμίνη).Η TPP 

ποτελεί την κύρι δρστική μορφή της θειμίνης. Τ βκτήρι στο πχύ έντερο σνθέτον 

επίσης ελεύθερη θειμίνη κι TPP λλά η σμβολή τος είνι προς το πρόν άγνωστη.47

Είνι πρίτητη γι την ντίδρση τρνσκετολάσης στην πορεί των φωσφοπεντοζών 

κθώς είνι η μόνη πηγή ριβόζης γι την σύνθεση των νοκλεϊκών οξέων DNA κι RNA. 

Επιπλέον, η TPP χρησιμεύει ως σμπράγοντς σε ενζμτικές ντιδράσεις γι την 

βιοσύνθεση των λιπιδίων κι άλλων βιοσνθετικών πορειών.48 Τ επίπεδ της θειμίνης 

στο ίμ δεν είνι ξιόπιστοι δείκτες, γι’ τό γίνετι προσδιορισμό της δρστικότητς το 

ενζύμο τρνσκετολάση το οποίο εξρτάτι πό την TΡP. Τ ποτελέσμτ είνι σνήθως 

0% -15% σε γιή άτομ, 15% -25% σε εκείνος με ορική νεπάρκει, κι μεγλύτερο πό 

25% σε άτομ με νεπάρκει.46

Πλούσιες πηγές θειμίνης ποτελούν τ δημητρικά ολικής λέσεως, το κρές κι  το 

ψάρι .Τ ψωμιά ,τ δημητρικά κι τ πρσκεάσμτ γι βρέφη στις Ηνωμένες Πολιτείες 

κι σε πολλές άλλες χώρες είνι εμπλοτισμέν με θειμίνη.49Τ γλκτοκομικά προϊόντ 

κι τ περισσότερ φρούτ είνι φτωχά σε θειμίνη. Η θέρμνση κι το μγείρεμ των 

τροφίμων στο νερό μπορεί ν μειώσει την περιεκτικότητ των τροφίμων σε θειμίνη επειδή 

η θειμίνης διλύετι εύκολ στο νερό. Η επεξεργσί των τροφίμων λλάζει επίσης τ 

επίπεδ θειμίνης στ τρόφιμ όπως γι πράδειγμ το λεκό ρύζι πο είνι 

εμπλοτισμένο με θειμίνη λλά περιέχει το έν δέκτο της θειμίνης σε σχέση με το 

κστνό ρύζι.46,50

Σε πρώιμο στάδιο, έλλειψη θειμίνης μπορεί ν προκλέσει πώλει βάρος, νορεξί, 

σύγχση, βρχπρόθεσμη πώλει μνήμης, μϊκή δνμί κι κρδιγγεικά 

σμπτώμτ.50 Η πιο σχνή σθένει πό σοβρή έλλειψη θειμίνης είνι το beri-beri, το 

οποίο χρκτηρίζετι κρίως πό περιφερική νεροπάθει. χει ποδιιρεθεί σε ξηρό, 

γρό, εγκεφλικό ή γστρεντερικό, νάλογ με τ σστήμτ πο επηρεάζοντι.48 Το ξηρό 

beri-beri εμφνίζει προχωρημέν νερομικά σμπτώμτ κι δνμί κι τροφί των 

μών κι το γρό beri-beri εμφνίζει σνδσμό των σμπτωμάτων με πρήξιμο.8 To

εγκεφλικό beri-beri σνδέετι με το σύνδρομο Wernicke-Korsakoff κι το γστρεντερικό 

beri-beri σχετίζετι με την γλκτική οξέωση κι την σσσώρεση γλκτικού οξέος.51 Οι 
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άνθρωποι με τή την σθένει έχον μειωμένες ισθητικές, κινητικές κι ντνκλστικές 

λειτοργίες. Σε σπάνιες περιπτώσεις, το beri-beri προκλεί σμφορητική κρδική 

νεπάρκει πο οδηγεί σε οίδημ των κάτω άκρων κι σε περιστσικά θνάτο.45,46 Είνι 

σπάνιο στις νεπτγμένες χώρες, ωστόσο οι άνθρωποι στις χώρες τές δεν ποκλείετι 

ν νπτύξον την σθένει. Η χορήγηση σμπληρωμτικής θειμίνης γίνετι σχνά 

πρεντερικά.47

Μέτρι νεπάρκει θειμίνης προκλεί το σύνδρομο Wernicke-Korsakoff. Η διτρχή 

τή είνι περίπο 8-10 φορές πιο σχνή σε άτομ με χρόνιο λκοολισμό λλά μπορεί 

επίσης ν νπτχθεί σε σθενείς πο πάσχον πό σοβρές γστρεντερικές διτρχές, 

τχύττ εξελισσόμενες ιμτολογικές κκοήθειες, διτρχές πό τη χρήση νρκωτικών, 

ή AIDS.51 Σε πολλούς σθενείς, σύνδρομο Wernicke-Korsakoff έχει δύο φάσεις. Το πρώτο 

στάδιο το χρκτηρίζει η οξεί κι πειλητική γι τη ζωή στάδιο, εγκεφλοπάθει το 

Wernicke, πο σνήθως τ άτομ πάσχον πό περιφερική νεροπάθει . 46,52 Χωρίς 

θερπεί, έως κι το 20% των νθρώπων πεθίνον με εγκεφλοπάθει το Wernicke, 

ενώ τοί  πο επιβιώνον νπτύσσον ψύχωση το Korsakoff, ν κι ορισμέν άτομ 

με ψύχωση το Korsakoff δεν έπσχν προηγομένως εγκεφλοπάθει το Wernicke.53,54

Η ψύχωση το Korsakoff σχετίζετι με σοβρή βρχπρόθεσμη πώλει μνήμης, 

ποπροσντολισμό, κι νικνότητ σνομιλίς (σύγχση νάμεσ στην πργμτικές κι 

φντστικές μνήμες).Ο Πγκόσμιος Οργνισμός Υγείς (WHO) σνιστά ημερησίως γι 

σοβρή νεπάρκει 25-30 mg ενδοφλεβίως σε βρέφη κι 50-100 mg σε ενήλικες γι μί 

εβδομάδ, κι 3-5mg / ημέρ γι τολάχιστον 6 εβδομάδες.45,46,49

Το σώμ εκκρίνει τ περβολικά ποσά θειμίνης μέσω των ούρων. Δεν εμφνίζει 

τοξικότητ λόγω της μειωμένης πορρόφηση της σε προσλήψεις άνω των 5 mg. Ωστόσο, 

η περβολική πρόσληψη θειμίνης ενδοφλεβίως θ μπορούσε ν προκλέσει δσμενείς 

επιπτώσεις.49 

1.2.2.3 Βιτμίνη Β2(Ριβοφλβίνη)

Η ριβοφλβίνη ποτελείτι πό μι μονάδ d-ριβιτόλης προσκολλημένης σε έν δκτύλιο 

ισολλοξζίνης. Μι μικρή λλγή στο μόριο μπορεί ν οδηγήσει σε πώλει της 

δρστικότητς της βιτμίνης.3
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Είνι κίτρινο στερεό πο φθορίζει ότν εκτίθετι 

στο περιώδες φως.55 Επιπλέον, στο ορτό φως

μπορεί ν δρνοποιηθεί τχέως η ριβοφλβίνη κι 

τ πράγωγά της. Λόγω τής της εισθησίς, ο 

κίνδνος πώλεις ριβοφλβίνης πό την έκθεση 

στο φως είνι κι ο λόγος γι τον οποίο το γάλ δεν 

ποθηκεύοντι σνήθως σε γάλιν δοχεί κθώς 

η ριβοφλβίνη μεττρέπετι στη λομιφλβίνη 

οποί κτστρέφει το σκορβικό οξύ. 3,56

Αποτελεί βσικό σσττικό δύο μεγάλων σνενζύμων, το μονονοκλεοτιδίο της 

φλβίνης (FMN) κι το δικονετιδίο της δενίνης (FAD). Ατά τ σνένζμ 

διδρμτίζον σημντικό ρόλο στην πργωγή ενέργεις, την κττρική λειτοργί, την 

νάπτξη κι το μετβολισμό  λιπών, νρκωτικών, κι στεροειδών. Η μεττροπή το 

μινοξέος τρπτοφάνη σε νισίνη πιτεί το σνένζμο FAD.47,50 Προμοίως, η μεττροπή 

της βιτμίνης Β6 σε 5'-φωσφορική πριδοξάλη χρειάζετι το σνένζμο FMN. Βοηθά στη 

διτήρηση φσιολογικών επιπέδων ομοκστεΐνης κι μινοξέων στο ίμ.55 Περισσότερο 

πό το 90% της ριβοφλβίνης των τροφών είνι στη μορφή FAD κι FMN ενώ το πόλοιπο 

βρίσκετι στην ελεύθερη μορφή ως γλκοζίτες κι εστέρες.53 Η βιοδιθεσιμότητ της 

ελεύθερης ριβοφλβίνης είνι πρόμοι με εκείνη το FAD κι FMN.57,58

Απορροφάτι στο λεπτό έντερο κι ποθηκεύετι σε μικρές ποσότητες σε ήπρ, κρδιά 

κι νεφρά. τν κτνλώνοντι περβολικές ποσότητες τότε είτε δεν πορροφόντι είτε 

η ποσότητ πο πορροφάτι πεκκρίνετι στ ούρ.53

Ο προσδιορισμός της σγκέντρωσης της ριβοφλβίνης στον οργνισμό γίνετι μέσω της 

νγωγάσης της γλοτθειόνης των ερθροκττάρων, ένν σντελεστή δρστικότητς της 

νγωγάσης (EGRAC), η οποί βσίζετι στην νλογί μετξύ της in vitro δρστικότητς 

το ενζύμο με την προσί το FAD κι χωρίς την προσθήκη FAD. Τ κτώτερ όρι 

EGRAC είνι βέβι.8,50,59

Τ τρόφιμ πο είνι πλούσι σε ριβοφλβίνη είνι τ γά, κρές, τ νεφρά , το ήπρ, 

το άπχο κρές ,το γάλ, τ γλκτοκομικά, το ψωμί ,τ προϊόντ ρτοποιίς κι τ 

πράσιν λχνικά. Οι σπόροι κι τ δημητρικά είνι σνήθως εμπλοτισμέν με 

ριβοφλβίνη. Η ριβοφλβίνη στ περισσότερ τρόφιμ είνι πό την μορφή FAD, ν κι η 

Εικόν 8:Δομή ριβοφλβίνης
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κύρι μορφή στ γά κι το γάλ είνι η ελεύθερη ριβοφλβίνη. Επειδή η ριβοφλβίνη 

είνι διλτή στο νερό, μέρος της χάνετι στο μγείρεμ με τμό ή μικροκύμτ.53,57,60

Τ σμπτώμτ έλλειψης ριβοφλβίνης περιλμβάνον διτρχές το δέρμτος, 

περιμί (περίσσει ίμτος) κι οίδημ το στόμτος κι το λιμού, γωνική 

στομτίτιδ (βλάβες στις γωνίες το στόμτος), χειλίτιδ (πρησμέν, σκσμέν 

χείλη),γλωσσίτιδ, φολιδωτή δερμτίτιδ(κρίως γύρω πό τ ρινικά πτερύγι κι τις 

ρτίδες), πώλει μλλιών, προβλήμτ νπργωγής, πονόλιμο, φγούρ, κόκκιν 

μάτι κι εκφλισμό το ήπτος κι το νερικού σστήμτος. Τ άτομ πο πάσχον πό 

σοβρή νεπάρκει ριβοφλβίνης εμφνίζον έλλειψη κι άλλων θρεπτικών σσττικών 

με ποτέλεσμ κάποι πό τ σμπτώμτ τά ν ντικτοπτρίζον κι άλλες ελλείψεις, 

ειδικά των άλλων βιτμινών το σμπλέγμτος Β. Πρτετμένη έλλειψη μπορεί ν 

οδηγήσει σε νιμί κι κτρράκτης.53,55,60

Δσμενείς επιπτώσεις πό την περβολική πρόσληψη ριβοφλβίνης πό τ τρόφιμ ή τ 

σμπληρώμτ (400 mg / ημέρ γι τολάχιστον 3 μήνες) δεν έχον νφερθεί, πιθνώς 

λόγω της διλτότητς της κι της ικνότητς της ν πορροφάτι στην γστρεντερική

οδό.53

1.2.2.4 Νισίνη (Βιτμίνη ΡΡ)

Η νισίνη είνι γνωστή κι ως ντιπελργική βιτμίνη ή νικοτινικό οξύ ή βιτμίνη Β3. Δεν 

είνι βιτμίνη με την στηρή έννοι το όρο κθώς μπορεί ν την σνθέσει ο οργνισμός 

μς πό το μινοξύ θρπτοφάνη .Η μεττροπή της θρπτοφάνης σε νισίνη είνι 

νεπρκής δεδομένο ότι γίνετι μόνο ότν έχον ικνοποιηθεί όλες οι άλλες λειτοργίες 

το οργνισμού πο πιτούν θρπτοφάνη. Η μεττροπή τή πιτεί την προσί των 

βιτμινών Β1,Β2 κι Β6. Απντάτι στ τρόφιμ είτε ως νικοτινικό οξύ είτε ως νικοτινμίδιο

είτε ως σνένζμο.8

Εικόν 9:Δομές νικοτινικού οξέος κι νικοτιννιδίο
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Πριν νκλφθεί η βιτμίνη το νικοτινικό οξύ πρσκεζότν πό τη νικοτίνη. Ωστόσο 

το νικοτινικό οξύ των τροφίμων δεν σχετίζετι ούτε με την νικοτίνη ούτε με το κάπνισμ.2

Ο ρόλος το νικοτινμιδίο είνι πολύ σημντικό κθώς ποτελεί σμπράγοντ των 

σνενζύμων  . Πάνω πό 400 ένζμ πιτούν τ NAD κι NADP γι ν μετφέρον 

ηλεκτρόνι γι τις οξειδονγωγικές ντιδράσεις.61 Το NAD σμμετέχει σε ντιδράσεις πο 

πράγον ενέργει σμπεριλμβνομένο της ποικοδόμησης (κτβολισμό) των 

δτνθράκων, των λιπών, πρωτεϊνών, κι το λκοόλ. Το NADP σμμετέχει σε 

ντιδράσεις βιοσύνθεσης όπως η σύνθεση όλων των μκρομορίων, 

σμπεριλμβνομένο των λιπρών οξέων κι χοληστερόλης .62,63

Επίσης, χρησιμοποιείτι σε περιπτώσεις διβήτη λόγω της ικνότητάς της ν προσττεύει 

τ β-κύττρ με χμηλό ποσοστό πρενεργειών κι τοξικότητς.64,65 

Οι κλύτερες πηγές βιτμίνης Β3 είνι η μγιά μπύρς, το σκώτι, το βόειο κρές ,τ 

νεφρά, το ψάρι, ο σολομός, ο ξιφί, ο τόνος, οι ηλιόσποροι, τ μνιτάρι κι τ φιστίκι. Το 

ψωμί κι δημητρικά είνι σνήθως εμπλοτισμέν με νισίνη. Επιπλέον, τ τρόφιμ πο 

περιέχον τρπτοφάνη είνι πολερικά, το κόκκινο κρές, τ γά, κι τ γλκτοκομικά 

προϊόντ.66,67

λλειψή της οδηγεί σε πελλάγρ, μις σθένει πο σνδέετι με δνμί, 

γστρεντερικές διτρχές κι δερμτίτιδ. Τ ρχικά σμπτώμτ δεν είνι σγκεκριμέν.

Χρκτηρίζετι πό τ τρί D: Dementia,Dermatitis,Diarrhea.Το δέρμ επηρεάζετι 

ιδιίτερ ότν εκτίθετι στον ήλιο. Τ νερολογικά σμπτώμτ σνδάζοντι με τον 

εκφλισμό το νερικού ιστού. Εμφνίζετι στος λκοολικούς, σε σθενείς με σοβρά 

προβλήμτ κκής πορρόφησης κι σε ηλικιωμένος με στηρή δίιτ. ερπεύετι με 

σμπληρώμτ νικοτινμιδίο.8,68

1.2.2.5 Πντοθενικό οξύ

Το πντοθενικό οξύ είνι γνωστό κι ως βιτμίνη Β5. Είνι πρόδρομο μόριο γι τη 

σύνθεση το σνενζύμο Α κι είνι πρίτητο σε πολλές βιοχημικές ντιδράσεις κι

ντιδράσεις σχημτισμού ή μετφοράς κέτλο-ομάδς. Είνι ερύττ διδεδομένο 

κθώς βρίσκετι πντού σε τρόφιμ φτικής κι ζωικής προέλεσης. 2,8
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Τ βκτήρι πο ποικίζον στο πχύ έντερο είνι ικνά ν σνθέτον πντοθενικό οξύ. 

νς εξειδικεμένος μετφορές γι την πρόσληψη βιοτίνης κι πντοθενικού οξέος 

ττοποιήθηκε σε κλλιεργημέν κύττρ πο προέχοντν πό το κολόν το εντέρο, 

γεγονός πο ποδηλώνει ότι ο άνθρωπος μπορεί ν είνι σε θέση ν πορροφήσει το 

πντοθενικό οξύ κι τη βιοτίνη πράγετι πό τ εντερικά βκτήρι .69

Διδρμτίζει σημντικό ρόλο στο μετβολισμό των λιπρών οξέων κι στην 

πελεθέρωση ενέργεις πό το λίπος, τος δτάνθρκες, τις πρωτεΐνες κι τις λκοόλες. 

Σμβάλει στη διδικσί επούλωσης των πληγών το δέρμτος. ερπεί με πντεθίνη-

έν πράγωγο το πντοθενικού οξέος–έχει ποδειχθεί ότι μειώνει τη χοληστερόλη το 

ορού κι των λιπιδίων.70

Το πντοθενικό οξύ είνι διθέσιμο σε μι ποικιλί τροφίμων, σνήθως ως σσττικό το 

σνενζύμο Α (CoA).Τροφές πλούσιες σε πντοθενικό οξύ ποτελούν τ ζωικά όργν 

(ήπρ κι νεφρά), το χοιρινό, το κοτόπολο, τ ψάρι, τ οστρκοειδή, τ γλκτοκομικά 

προϊόντ, τ γά, το βοκάντο, τ όσπρι, τ  μνιτάρι κι οι γλκοπτάτες. Ολόκληροι 

κόκκοι είνι επίσης κλές πηγές το πντοθενικού οξέος. Η κτάψξη κι η 

κονσερβοποίηση των τροφίμων οδηγούν σε πώλειες της βιτμίνης σε ποσοστό 35%-

75%.χει πρτηρηθεί ότι επρκής ημερήσι πρόσληψη πντοθενικού οξέος  ποτελούν 

4-7 mg / ημέρ σε ενήλικες.50

Η διιτητική το νεπάρκει είνι πολύ σπάνι κι έχει πρτηρηθεί μόνο σε περιπτώσεις 

σοβρού ποσιτισμού.71 χει προκληθεί  στον άνθρωπο πειρμτικά με σν-χορήγηση 

ενός νστολέ της κινάσης το πντοθενικού. Οι σμμετέχοντες σε τό το πείρμ 

πρπονέθηκν γι πονοκέφλο, κόπωση, ϋπνί, γστρεντερικές διτρχές, κι 

μούδισμ κι μρμήγκισμ των χεριών κι των ποδιών τος. Η ποικιλομορφί των 

σμπτωμάτων πογρμμίζει τις πολάριθμες λειτοργίες το πντοθενικού οξέος ως 

σνένζμο.72

Εικόν 10:Δομή πντοθενικού οξέος
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Το πντοθενικό οξύ δεν είνι τοξικό γι τον άνθρωπο. Η μόνη ρνητική επίδρση πο 

έχει πρτηρηθεί είνι η διάρροι λόγω πολύ ψηλή πρόσληψη το 10 έως 20 g / 

ημέρ.73Ωστόσο, μερικές περιπτώσεις ερεθισμού το δέρμτος, δερμτίτιδς εξ επφής 

κι έκζεμ  έχον νφερθεί με τη χρήση λοιφών πο περιέχον δεξπνθενόλης.74,75

1.2.2.6 Βιτμίνη Β6(πριδοξίνη)

Η βιτμίνη Β6 είνι γνωστή με τις εξής 6 μορφές: πριδοξίνη, πριδοξάλη ,πριδοξμίνη 

κι τις φωσφοριλιωμένες μορφές τος ντίστοιχ. Η δρστική της μορφή είνι  οι 

ντίστοιχες εστέρες της 5'-φωσφορικής πριδοξάλης(PLP) κι της 5'-φωσφορικής 

πριδοξμίνης (ΡΜΡ). 76,77

Εικόν 11:Δομές πριδοξίνης

Η βιτμίνη Β6 ως σνένζμο σμμετέχει σε εύρος λειτοργιών, σε περισσότερες πό 100 

ενζμτικές ντιδράσεις πο ως επί το πλείστος σχολούντι με το μετβολισμό των 

πρωτεϊνών.50 Τόσο η PLP όσο κι η ΡΜΡ 16εμπλέκοντι στο μετβολισμό των μινοξέων. 

Η PLP εμπλέκετι επίσης κι στο μετβολισμό δτνθράκων κι λιπιδίων. Πίζει ρόλο 

στην  νάπτξη της γνωστικής ικνότητς μέσω της βιοσύνθεσης των νεροδιβιβστών 

κι στη διτήρηση φσιολογικών επιπέδων ομοκστεΐνης, ενός μινοξέος στο ίμ. Τέλος, 

σμμετέχει στη γλκονεογένεση ,στη γλκογονόλση κι στο σχημτισμό της 

ιμοσφιρίνης.78
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Το νθρώπινο σώμ πορροφά την βιτμίνη Β6 με πθητική διάχση, φού γίνει 

ποφωσφορλίωση των φωσφορλιωμένων μορφών της. Οι σγκεντρώσεις της μπορούν 

ν πολογιστούν άμεσ μέσω των σγκεντρώσεων των PLP ή της ολικής βιτμίνης στο 

πλάσμ, στ ερθροκύττρ κι στ ούρ.50,77

Βρίσκετι σε ερεί ποικιλί τροφίμων. Οι πλοσιότερες πηγές είνι τ ψάρι, το βοδινό 

σκώτι (κι άλλ εντόσθι), οι πτάτες κι άλλ μλούχ λχνικά κι φρούτ (εκτός πό 

τ εσπεριδοειδή). Οι ενήλικες μπορούν ν ποκτήσον το μεγλύτερο μέρος της διιτητικής 

βιτμίνης Β6 πό τ εμπλοτισμέν δημητρικά, το βόειο κρές, τ πολερικά, τ

μλούχ λχνικά, τ φρούτ κι μερικά μη-εσπεριδοειδή φρούτ. Περίπο το 75% της

βιτμίνης Β6 είνι βιοδιθέσιμο.50,77,78

Η νεπάρκει της βιτμίνης Β6 σνδέετι σνήθως με χμηλές σγκεντρώσεις άλλων 

βιτμινών το σμπλέγμτος Β, όπως η βιτμίνη Β12 κι το φολικό οξύ. Προκλεί 

βιοχημικές λλγές πο γίνοντι εμφνείς κθώς η νεπάρκει εξελίσσετι. Προκλεί 

μικροκττρική νιμί, δερμτίτιδ με χείλωση (κλιμκωτή στ χείλη κι ρωγμές στις 

γωνίες το στόμτος), γλωσσίτιδ (πρησμένη γλώσσ), κτάθλιψη , σύγχση, νεφρικές 

σθένειες τελικού στδίο, ομοκστινορί κι εξσθενημένο νοσοποιητικό λειτοργί. 

Τ άτομ με ορικές σγκεντρώσεις βιτμίνης Β6 ή ήπι νεπάρκει μπορεί ν μην έχον 

σημάδι ή σμπτώμτ νεπάρκεις γι μήνες ή κόμη κι χρόνι. Στ βρέφη, νεπάρκει 

βιτμίνης Β6 προκλεί εερεθιστότητ, σνήθιστ οξεί κοή, κι με σπσμούς. Τέλος, 

έλλειψη βιτμίνης Β6 μπορεί ν προκύψει πό διάφορ σύνδρομ δσπορρόφησης, 

όπως κοιλιοκάκη, νόσο το Crohn, κι κολίτιδ.50,77

Υψηλή πρόσληψη βιτμίνης Β6 δεν έχει νφερθεί ότι προκλεί δσμενείς επιπτώσεις.50 

Ωστόσο, η χρόνι χορήγηση στομτικής πριδοξίνης μπορεί ν προκλέσει σοβρή κι 

προοδετική νεροπάθει πο χρκτηρίζετι πό επώδν νερολογικά σμπτώμτ

όπως μούδισμ των άκρων, τξί (πώλει το ελέγχο των κινήσεων),δσκολί στο 

περπάτημ.79 Η σοβρότητ των σμπτωμάτων εξρτάτι πό τις δόσεις πο 

προσλμβάνει ο σθενής κι τ σμπτώμτ σνήθως στμτούν ότν ο σθενής 

δικόψει τ σμπληρώμτ πριδοξίνης .μόλις εμφνιστούν τ νερολογικά 

σμπτώμτ.50,77,80
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1.2.2.7 Βιοτίνη (Βιτμίνη Β7) 

Περιέχει θείο στο δκτύλιο της κι  είνι πράγωγο το ημιδζολίο. Είνι ερύττ 

διδεδομένο στην φύση κι είνι πρίτητο γι το μετβολισμό δτνθράκων, λιπρών 

οξέων κι το μινοξέος λεκίνη. Λειτοργεί ως σμπράγοντς γι τη βιολογική δράση 

γνωστών κρβοξλσών των θηλστικών .8,81

Η βιοτίνη σντίθετι πό την πλειοψηφί των 

βκτηρίων πο φσιολογικά ποικίζον το λεπτό κι 

πχύ έντερο (κόλον). Εάν η βιοτίνη πελεθερώνετι 

κι πορροφάτι πό τον άνθρωπο σε οσιστικές 

ποσότητες πρμένει άγνωστο. 82,83

Βρίσκετι σε πολλά τρόφιμ είτε σε ελεύθερη μορφή πο πρλμβάνετι άμεσ πό τ

εντεροκύττρ είτε σε δεσμεμένη μορφή πο σνδέετι με τις πρωτεΐνες. Κρόκος γού, 

ήπρ, νεφρά, γάλ, λχνικά, μνιτάρι κι μγιά είνι πλούσιες πηγές βιοτίνης. Οι 

εκτιμήσεις της μέσης ημερήσις πρόσληψης βιοτίνης πό διάφορες μελέτες πο 

διεξάχθηκν κμίνοντν μετξύ 40 κι 60 μικρογρμμάρι (μg) νά ημέρ γι τος 

ενήλικες.50

Η έλλειψη βιοτίνης είνι πολύ σπάνι κι οι πιτήσεις γι βιοτίνη προσιάζοντι σε 

περιπτώσεις όπως η κτνάλωση ωμών σπρδιών γού γι μι πρτετμένη περίοδο 

(πολλές εβδομάδες έως χρόνι). Το ωμό σπράδι περιέχει μι ντιμικροβική πρωτεΐνη 

γνωστή ως βιδίνη πο μπορεί ν δεσμεύει τη βιοτίνη κι ν κτστίσει δύντη την 

πορρόφησης της. Στο μγειρεμένο σπράδι ποδιτάσσετι η βιδίνη κι έτσι κθίσττι 

εφικτή η πέψη της κι σνεπώς η πορρόφηση της βιτμίνης.3 

Σμπτώμτ νεπάρκεις βιοτίνης περιλμβάνον πώλει μλλιών (λωπεκί) , 

φολιδωτό εξάνθημ γύρω πό τ μάτι, τη μύτη, το στόμ, κι την περιοχή των γεννητικών 

οργάνων. χον πρτηρηθεί νερολογικά σμπτώμτ σε ενήλικες 

σμπεριλμβνομένο κτάθλιψης, λήθργο, πρισθήσεων μοδιάσμτος, 

μρμηκίσης των άκρων, τξίς κι επιληπτικών κρίσεων. 3 

Εικόν 12: Δομή βιοτίνης
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Η βιοτίνη δεν είνι τοξική. Σε νθρώπος χωρίς διτρχές το μετβολισμού της, δόσεις 

μέχρι κι 5 mg / ημέρ γι δύο χρόνι δεν σσχετίστηκν με νεπιθύμητες 

ενέργειες.84Σμπληρώμτ βιοτίνης είνι νεκτά σε δόσεις μέχρι κι 200 mg / ημέρ σε 

νθρώπος με κληρονομικές διτρχές το μετβολισμού της.50

1.2.2.8 ολικό οξύ (Βιτμίνη Β9) 

Το φλλικό οξύ (φολικό οξύ ή φολσίνη) είνι ένωση ποτελούμενη πό τρί δικριτά 

τμήμτ: έν δροξ-μινο-πράγωγο της πτεριδίνης, π-μινοβενζοϊκό οξύ κι  L-

γλοτμικό οξύ.

Εικόν 13:Δομή φολικού οξέος

Μι χημική ονομσί το φλλικού οξέος είνι πτεροϋλο-L-γλοτμικό οξύ (pteroyl-L-

glutamic acid, PGA) .Το φλλικό οξύ είνι η πλέον οξειδωμένη μορφή της κτηγορίς των 

φλλικών (ή -σπνιότερ- φολικών) ενώσεων κι νήκει στο σύμπλεγμ των βιτμινών Β 

.Ονομάζετι επιπλέον κι βιτμίνη Β9 ή βιτμίνη Bc ή βιτμίνη Μ.85

Λειτοργεί ως σνένζμο ή σνπόστρωμ στις μετφορείς ενός άνθρκ στη σύνθεση 

των νοκλεϊκών οξέων (DNA κι RNA) κι στο μετβολισμό των μινοξέων. Σμβάλλει στη

μεττροπή της ομοκστείνης σε μεθειονίνη κι στη σύνθεση της δενοσλο-

μεθειονίνης.50,86,87

τν κτνλώνετι μέσω της τροφής δρολύετι στη μονογλοτμική μορφή το  στο 

έντερο πριν πορροφηθεί μέσω της ενεργούς μετφοράς κτά μήκος το εντερικού 

βλεννογόνο ενώ ότν κτνλώνετι μέσω φρμκολογικών σκεσμάτων πορροφάτι 

μέσω της πθητικής διάχσης Η κύρι μορφή το φλλικού οξέος στο πλάσμ είνι 5-

μεθλο- τετρϋδροφλλικό (ΤΗF).50
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Η σνολική περιεκτικότητ σε φλλικό οξύ πολογίζετι ν είνι 10 έως 30 mg, περίπο 

το ήμισ το ποσού τού είνι ποθηκεμένο στο ήπρ κι το πόλοιπο στο ίμ κι το 

σώμ τος ιστούς. νς σνδσμός ορού κι σγκέντρωσης ερθροκττάρων είνι οι 

δείκτες της μετβολικής λειτοργίς πο χρησιμοποιούντι γι ν ξιολογηθούν τ επίπεδ 

το φλλικού οξέος.86,87

Βρίσκετι σε μεγάλη ποικιλί τροφίμων, όπως λχνικά (ιδιίτερ σκούρ πράσιν 

φλλώδη λχνικά), φρούτ κι χμούς φρούτων, ξηρούς κρπούς, φσόλι, μπιζέλι, 

γλκτοκομικά προϊόντ, πολερικά ,κρές, γά, θλσσινά κι δημητρικά. Σπνάκι, 

σκώτι, μγιά, σπράγγι κι λχνάκι Βρξελλών είνι τ τρόφιμ με τ ψηλότερ 

επίπεδ φλλικού οξέος., 87,88

Τον Ινοάριο το 1998, η μερικνική Υπηρεσί Τροφίμων κι ρμάκων (FDA) άρχισε 

πιτεί πό τις βιομηχνίες τροφίμων ν εμπλοτίσον προϊόντ ερείς κτνάλωσης με 

φλλικό οξύ όπως το ψωμί, τ δημητρικά, τ λεύρι, τ ζμρικά, το ρύζι, κι άλλ 

προϊόντ δημητρικών. Η σνιστώμενη ύξηση ήτν κτά 100 mcg / ημέρ λλά εν τέλει 

η μέση πρόσληψη φλλικού οξέος ξήθηκε στις Ηνωμένες Πολιτείες  περίπο στ 190 

mcg / ημέρ.89,90,91

Η έλλειψη το σχετίζετι με την κκή διτροφή, τον λκοολισμό κι την κκή πορρόφηση 

θρεπτικών οσιών. λλειψη το προκλεί μεγλοβλστική νιμί, η οποί χρκτηρίζετι 

πό μεγάλ, σνήθιστ εμπύρην ερθροκύττρ. Αποτελεί πρωτρχικό κλινικό σημάδι 

της νεπάρκεις το φλλικού οξέος ή της έλλειψης βιτμίνης Β12.Τ σμπτώμτ της 

νιμίς περιλμβάνον δνμί, κόπωση, δσκολί σγκέντρωσης, εερεθιστότητ, 

κεφλλγί, ίσθημ πλμών της κρδιάς, κι δύσπνοι .Ανεπάρκει φλλικού οξέος 

μπορεί επίσης ν προκλέσει  πόνο κ έλκος στο βλεννογόνο το στόμτος, λλγές στο 

δέρμ, τ μλλιά, χρώση στ νύχι κι ξημένες σγκεντρώσεις της ομοκστεΐνης στο 

ίμ. 50,86,87

Σε μεγλύτερο κίνδνο νεπάρκει φλλικού οξέος βρίσκοντι οι κόλοθες ομάδες : 

 τομ με εξάρτηση πό το λκοόλ

Τ άτομ τά κάνον σχνά δίιτες χμηλής ποιότητς πο περιέχον νεπρκείς 
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ποσότητες φλλικού οξέος. Επιπλέον, το λκοόλ επηρεάζει την πορρόφηση το φλλικού 

οξέος κι το μετβολισμό των θρεπτικών σσττικών. Ακόμη κι η μέτρι κτνάλωση 

λκοόλ των 240 ml κόκκινο κρσί την ημέρ ή 80 ml βότκ νά ημέρ γι 2 εβδομάδες 

μπορεί ν μειώσει σημντικά τις σγκεντρώσεις φλλικού οξέος στον ορό κι στ  γιή 

άτομ. 86,87,92 

 νίκες σε νπργωγική ηλικί

λες οι γνίκες πο σκοπεύον ν μείνον έγκες θ πρέπει ν λμβάνον επρκείς 

ποσότητες φλλικού οξέος γι ν μειώσον τον κίνδνο γι  NTDs (σγγενείς νωμλίες 

το νωτιίο μελού) κι άλλες γενετικές νωμλίες. Δστχώς, μερικές γνίκες σε 

νπργωγική ηλικί λμβάνον νεπρκή φλλικό οξύ είτε μέσω της διτροφής είτε 

μέσω των σμπληρωμάτων διτροφής.93Επρκής ποσότητ φλλικού οξέος κμίνετι 

στ 400 mcg / ημέρ πό σμπληρώμτ διτροφής ή / κι εμπλοτισμέν τρόφιμ, εκτός 

πό την ποσότητ φλλικού οξέος πο λμβάνετι μέσω της κθημερινής διτροφής.50

 Εγκμονούσες γνίκες

Κτά τη διάρκει της εγκμοσύνης, οι πιτήσεις γι φλλικό οξύ ξάνοντι λόγω 

σύνθεσης νοκλεϊκών οξέων. τσι, επρκή ποσότητ φλλικού οξέος κτά την 

εγκμοσύνη θεωρούντι τ 600 mcg , το οποίο είνι δύσκολο ν επιτεχθεί μόνο μέσω της 

διτροφής . Οι γνίκες με νεπρκή πρόσληψη φλλικού οξέος βρίσκοντι σε ξημένο 

κίνδνο ν γεννήσον μωρά με νωμλίες το νωτιίο μελού (NTDS) κι κτά σνέπι 

εγκμονεί ο κίνδνος γέννησης ελλιποβρών βρεφών, πρόωρο τοκετού κι εμβρϊκής

κθστέρησης κι νάπτξης . 50,94

 τομ με διτρχές πορρόφησης 

τομ με διτρχές πορρόφησης σμπεριλμβνομένο των σθενειών στετόρροι, 

κοιλιοκάκη, κι φλεγμονώδες έντερο ενδέχετι ν πορροφούν χμηλότερ ποσά φλλικού 

οξέος σε σχέση με γιή άτομ.87 
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1.2.2.9 Βιτμίνη Β12 (Κνοκοβλμίνη)

χει την πιο περίπλοκη κι πιο μεγάλη δομή πό όλες τις βιτμίνες. Είνι η μονδική 

βιτμίνη πο περιέχει έν μετλλικό ιόν, το κοβάλτιο κι γι’ τό οι ενώσεις της ονομάζοντι 

κοβλμίνες.Η μεθλοκοβλμίνη κι η 5-δεοξδενοσλο-κοβλμίνη είνι οι μορφές 

πο δρστηριοποιούντι στον νθρώπινο μετβολισμό.95,96

Είνι σνδεδεμένη με πρωτεΐνη στ τρόφιμ 

κι πελεθερώνετι προσί δροχλωρικού 

οξέος κι γστρικών γρών στο στομάχι. τν 

η σνθετική βιτμίνη Β12 προστίθεντι σε 

εμπλοτισμέν τρόφιμ κι διιτητικά

σμπληρώμτ, είνι ήδη σε ελεύθερη μορφή 

κι δεν πιτείτι το στάδιο της 

ποδέσμεσης. Η ελεύθερη βιτμίνη 

σνδάζετι στη σνέχει με μι 

γλκοπρωτεΐνη πο εκκρίνετι πό τ 

τοιχώμτ των κύττρων το στομάχο, κι 

προκύπτει έν σύμπλοκο πο πορροφάτι 

πό τον ειλεό πό με ενδοκττάρωση.50,96

Βρίσκετι φτικά κι ζωικά προϊόντ, όπως ψάρι, κρές, πολερικά, γά, γάλ κι 

γλκτοκομικά προϊόντ. Τ εμπλοτισμέν δημητρικά κι τ προϊόντ με μγιά 

ποτελούν άμεσ διθέσιμη πηγή της βιτμίνης με ψηλή βιοδιθεσιμότητ γι τος 

χορτοφάγος. 96

Ανεπάρκει βιτμίνης Β12 προκλεί μεγλοβλστική νιμί, κόπωση, δνμί, 

δσκοιλιότητ, πώλει της όρεξης κι  βάρος. 97,98,99Ενδέχετι ν εμφνιστούν κι 

νερολογικά σμπτώμτ όπως μούδισμ κι μρμήγκισμ στ χέρι κι στ πόδι,

δσκολί στην διτήρηση της ισορροπίς, κτάθλιψη, σύγχση, άνοι, κκή μνήμη, κι 

πόνος το στόμτος ή της γλώσσς.50,100 Ποσότητες φλλικού οξέος μπορούν ν 

κλύψον τις βλβερές σνέπειες της έλλειψης βιτμίνης Β12 χωρίς ωστόσο ν ξεπερνούν 

τ 1000 mcg ημερησίως σε γιείς ενήλικες κθώς μπορεί ν επιφέρει ρνητικά 

ποτελέσμτ.76

Εικόν 14:Δομή κνοκοβλμίνης
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Σε μεγλύτερο κίνδνο νεπάρκει κνοκοβλμίνης βρίσκοντι οι κόλοθες ομάδες 

 Ηλικιωμένοι 

Πάσχον πό τροφική γστρίτιδ, μι κτάστση πο επηρεάζει 10% -30% των 

ηλικιωμένων κθώς μειώνει την έκκριση το δροχλωρικού οξέος στο στομάχι με 

ποτέλεσμ την μειωμένη πορρόφηση της βιτμίνης Β12 . 50,101

 τομ με γστρεντερικές διτρχές

Τ άτομ με εντερικές κι στομχικές  διτρχές, όπως η κοιλιοκάκη κι η νόσος το 

Crohn, δεν  είνι σε θέση ν πορροφήσον ρκετή βιτμίνη Β12.102

 τομ πο έχον ποβληθεί σε χειροργική επέμβση το γστρεντερικού

Χειροργικές επεμβάσεις στο γστρεντερικό σωλήν, όπως η χειροργική επέμβση 

πώλεις βάρος ή χειροργική επέμβση γι φίρεση μέρος το στομάχο, έχει σχνά 

ως ποτέλεσμ την πώλει των κττάρων πο εκκρίνον το δροχλωρικό οξύ κι τον 

ενδογενή πράγοντ. Ατό μειώνει την ποσότητ της βιτμίνης Β12, ιδιίτερ των τροφίμων 

πο είνι δεσμεμένη η βιτμίνη. 50,103

 Χορτοφάγοι

Αστηροί χορτοφάγοι κι vegans βρίσκοντι σε μεγλύτερο κίνδνο νάπτξης 

νεπάρκει βιτμίνης Β12, πό ό,τι οι γλκτο-ωο-χορτοφάγοι κι οι non vegetarians γιτί 

οι πηγές  βιτμίνης Β12 περιορίζοντι κρίως στ ζωικά τρόφιμ. Τ εμπλοτισμέν 

δημητρικά είνι μί πό τις λίγες πηγές βιτμίνης Β12 πο μπορούν ν χρησιμοποιηθούν 

ως διτροφική πηγή βιτμίνης Β12 γι τος στηρούς χορτοφάγος κι vegans. 50

 Εγκμονούσες κι θηλάζοσες γνίκες πο κολοθούν στηρή χορτοφγική 

διτροφή 

Η βιτμίνη Β12 διπερνά τον πλκούντ κτά τη διάρκει της εγκμοσύνης κι είνι 

προύσ στο μητρικό γάλ. Αποκλειστικά θηλάζοντ βρέφη πό γνίκες πο δεν 

κτνλώνον ζωικά προϊόντ μπορεί ν έχον πολύ περιορισμέν ποθέμτ βιτμίνης 

Β12 κι μπορεί ν νπτύξον νεπάρκει μέσ σε λίγος μήνες πό τη γέννηση πο ν 

οδηγήσει σε σοβρή κι μόνιμη νερολογική βλάβη. 50,104
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1.3 Προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών

Υπάρχον διάφορες μέθοδοι γι τον προσδιορισμό των λιποδιλτών βιτμινών νάλογ 

με την βιτμίνη πο θ μελετηθεί, κόμη κι επίσημες μέθοδοι όπως μεθόδος AOAC, 

CEN κι ISO. Οι πιο σνηθισμένες μέθοδοι είνι χρωμτογρφικές τεχνικές τόσο 

γροχρωμτογρφίς (LC) κι έριοχρωμτογρφίς (GC) όσο κι χρωμτογρφί 

λεπτής στιβάδς κθώς κι φσμτοφωτομετρικές τεχνικές. χει εξετστεί η 

ποτελεσμτικότητ των μεθόδων ως προς την εκχύλιση, την ποσότητ το δείγμτος πο 

εξετάζετι, τις χρωμτογρφικές τεχνικές (βθμονόμηση προτύπων νφοράς, εσωτερικά 

κι εξωτερικά πρότπ) κι την χρήση λικών νφοράς γι έλεγχο το δείγμτος κι 

επικύρωση της μεθόδο.105

Οι βιτμίνες είνι ενώσεις πολύ είσθητες κι στθείς στο φως, στον τμοσφιρικό 

έρ ,στη θερμοκρσί, στο pH κι σε άλλος χημικούς κι περιβλλοντικούς πράγοντες

με ποτέλεσμ ο προσδιορισμός τος ν κθίσττι δύσκολος, χρονοβόρος, ν πιτεί 

ψηλό κόστος κι τ ποτελέσμτ ν προσιάζον μεγάλες ποκλίσεις μετξύ τος όχι 

μόνο πό εργστήριο σε εργστήριο λλά κι πό μέρ σε μέρ νάλογ με τις 

εργστηρικές σνθήκες. ι‘ τό είνι πρίτητο ο νλτής ν λμβάνει όλ τ 

πρίτητ μέτρ γι την προστσί των δειγμάτων κι των πρότπων βιτμινών ώστε ν 

δισφλιστεί η εγκρότητ της μεθόδο. ν άλλο μειονέκτημ πο προσιάζετι είνι η 

έλλειψη πολλών πρότπων λικών (SRM-Standard Reference Material)γι την 

διπίστεση των μεθόδων. 106

Ο προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών είνι δύσκολος σε σχέση με τον 

προσδιορισμό των λιποδιλτών βιτμινών λόγω της διλτότητς τος στο λίπος. 

Κθοριστικό πράγοντ ποτελεί η εκχύλιση τος πό την μήτρ-δείγμ ώστε ν 

επιτεχθεί πομάκρνση το λίπος κρίως σε τρόφιμ πο είνι πλούσι σε λίπος όπως 

σοκολάτ ,κκάο, γάλ. Ανάλογ με το είδος το τροφίμο πο μελετάτι κι το είδος της 

βιτμίνης πο θέλομε ν εκχλιστεί εφρμόζετι κι νάλογη μέθοδος εκχύλισης.
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1.3.1 Είδη εκχύλισης 

Η επιλογή της κτάλληλης εκχύλισης γίνετι με βάση τ πρκάτω κριτήρι: 

i. τη φύση της μήτρς το τροφίμο, 

ii. τη μορφή πό την οποί η βιτμίνη εμφνίζετι φσικά ή προστίθετι στο τρόφιμο

iii. τις ποσότητες των οσιών πρεμβολής,

iv. τη στθερότητ της βιτμίνης στη θερμότητ κι τις  κρίες τιμές pH, 

v. την εκλεκτικότητ της νλτικής τεχνικής πο θ χρησιμοποιηθεί.107

Οι πιο κοινές μέθοδοι εκχύλισης βσίζοντι στην εκχύλιση με οργνικό διλύτη, στην 

εκχύλιση στερεάς φάσης κι στην εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού (SFE). Η 

σπωνοποίηση είνι η πιο ποδεκτή μέθοδος γι την εκχύλιση της βιτμίνης Α, τ 

κροτενοειδή, της βιτμίνη D κι της βιτμίνης Ε στ τρόφιμ. 106

Κτά την εκχύλιση είνι σημντικό ν ποφεχθούν οι πώλειες των βιτμινών λόγω 

οξείδωσης. ι’ τό το λόγο είνι πρέπει ν πίρνοντι όλ τ πρίτητ μέτρ γι την 

ποφγή σφλμάτων σε τό το στάδιο της νάλσης. Μί λύση ποτελεί η εγκτάστση 

κτάλληλο φωτισμού με φίλτρο UV πο ν ποκλείει μήκη κύμτος κτινοβολίς κάτω 

των 500 nm κι η χρήση σκορόχρωμων άλινων σκεών.108

1.3.1.1 Εκχύλιση με οργνικό διλύτη

a. Σπωνοποίηση

ν ποσοστό των λιποδιλτών βιτμινών (FSV) των τροφίμων είνι σνδεδεμένο με έν 

σύμπλοκο λιποπρωτεΐνης κ έτσι πρέπει ν δισπστεί ο δεσμός τός ώστε ν 

πελεθερωθούν οι εστεροποιημένες μορφές τος κι ν εκχλιστούν. 108

Η σπωνοποίηση ή λκλική δρόλση μπορούν ν χρησιμοποιηθεί γι τις βιτμίνες Α, 

D, κι Ε, λλά δεν είνι κτάλληλη γι βιτμίνη Κ βιτμίνη, η οποί ποσντίθεντι γρήγορ 

σε λκλικό περιβάλλον. Πολλά τρόφιμ μπορούν ν σπωνοποιηθούν πεθείς. 

Δείγμτ με ψηλή σγκέντρωση μύλο, όπως δημητρικά , πρέπει πρώτ  ν 

χωνεφθούν με το κτάλληλο ένζμο διστάσης πο δισπά το άμλο σε μλτόζη  πριν  

την σπωνοποίηση έτσι ώστε ν ποφεχθεί ο σχημτισμός θρόμβων κι 

σσσωμτομάτων.7
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H σπωνοποίηση είνι μι διδικσί πο κτστρέφει την μήτρ το δείγμτος, 

διεκολύνοντς έτσι την εκχύλιση των βιτμινών κθώς τις μεττρέπει στις ελεύθερες 

μορφές τος κι κτστρέφει άλλες ενώσεις όπως χλωροφύλλες πο μπορεί ν 

επηρεάσον τη χρωμτογρφί. Πργμτοποιείτι νρροή το κτλλήλως 

προετοιμσμένο δείγμτος με μίγμ ιθνόλης κι 60% w/v δτικού διλύμτος ΚΟΗ 

προσί κάποιο ντιοξειδωτικού (προγλλόλης, βοτλιωμένο δροξ-τολοόλιο 

(ΒΗΤ) ή βιτμίνης C) κι έριο ζώτο γι ν ποφεχθεί η οξείδωση στος 70οC γι 30 

λεπτά.

Μετά πό σπωνοποίηση, πιτείτι τχεί ψύξη το δείγμτος κι πργμτοποιούντι 

εκχλίσεις γρού-γρού (LLE) με μη πολικούς οργνικούς διλύτες. Το σπωνοποιημένο  

κλάσμ πο περιέχει τις λιποδιλτές βιτμίνες, τις στερόλες, τ κροτενοειδή, κι άλλ 

σσττικά εκχλίζετι με εξάνιο, διιθλιθέρ ή μίγμ εξνίο κι οξικού ιθλεστέρ, 

φήνοντς τ άλτ λιπρών οξέων κι  τ άλλ δτοδιλτά σσττικά στην δτική 

φάση. Τέλος, οι οργνικές φάσεις σνενώνοντι, εξτμίζοντι μέχρι ξηρού κι 

επνδιλτοποιούντι με τον διλύτη της κινητής φάσης. Ατή η διδικσί δημιοργεί 

σημντικές ποσότητες ποβλήτων κι είνι πολύ χρονοβόρ. Η χρήση το εξνίο δεν 

σνιστάτι σε ορισμένες χώρες κι η χρήση το μιγμάτων με ιθέρες μπορεί ν ποτελέσει 

πρόβλημ σφάλεις γι εργστηρικό περιβάλλον. 106, 108

Οι διάφορες διεθνείς μέθοδοι προτείνον διφοροποιήσεις στις σνθήκες 

σπωνοποίησης νάλογ με τη βιτμίνη πο θέλομε ν προσδιοριστεί, την μήτρ, την 

ποσότητ το δείγμτος πο νλύετι κι την περιεκτικότητ το τροφίμο σε λίπος109,110

ι τη βιτμίνη Α πιτούντι τολάχιστον 3 εκχλίσεις λλά κόμη κι τότε η βιτμίνη 

δεν μπορεί ν νκτηθεί πλήρως. νς τρόπος γι ν βελτιωθεί η κτάστση είνι ν 

χρησιμοποιήσετε στερεάς φάσης εκχύλισης (SPE).111 Η βιτμίνη D φίσττι ισομερίωση 

με την θερμή σπωνοποίηση κι γι’ τό πιτείτι κρύ σπωνοποίηση δηλδή

πρτετμένη λκλική δρόλση σε θερμοκρσί δωμτίο.112 Η βιτμίνη Ε κτά την 

σπωνοποίηση φίσττι μικρές πώλειες λλά είνι πρίτητη η προσί το 

σκορβικού οξέος ως ντιοξειδωτικό γι την προστσί της -τοκοφερόλη ένντι 

περοξείδωση.113
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b. Ενζμική δρόλση 

Αποτελεί μι ενλλκτική λύση ένντι της σπωνοποίησης γι την πομάκρνση των 

τριγλκεριδίων. Χρησιμοποιείτι γι τον προσδιορισμό της βιτμίνης Κ κθώς δεν είνι 

στθερή σε λκλικό περιβάλλον. Μελετήθηκε τόσο πό την CEN όσο κι πό τον AOAC

κι επιτεύχθηκε ττόχρονος προσδιορισμός των βιτμινών A, D, E, κι Κ σε βρεφικές 

τροφές ( γάλ κι πρσκεάσμτ βσισμέν στη σόγι).114,115

Μί ποσότητ δείγμτος πο περιέχει περίπο 3.5-4.0 g λίπος δρολύετι γι 1 ώρ 

στος 37 ° C σε pΗ 7.7 μζί με κτάλληλο ένζμο -λιπάση. Μέσω τής της επεξεργσίς 

δρολύοντι ποτελεσμτικά τ γλκερίδι, λλά μόνο έν μέρος το πλμιτικού εστέρ 

της ρετινόλης κι το οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης μεττρέπετι στις λκοολικές 

μορφές τος .Η βιτμίνη D κι η βιτμίνη Κ (φλλοκινόνη) μένον νεπηρέστες.116

c. Αλκοόλση

Η περιεκτικότητ σε λιπίδι ενός δείγμτος μπορεί ν πομκρνθεί με τη μεττροπή των 

μητρικών γλκερίδιων στος ντίστοιχος μεθλικούς εστέρες το μέσω μις ντίδρσης 

με  μεθνολικό διάλμ ΚΟΗ πό τέτοιες σνθήκες πο ν ενοούν την λκοόλση ένντι 

της σπωνοποίησης.117 Η λκοόλση βσίζετι στην ντίδρση ΚΟΗ κι μεθνόλης όπο 

κι  σχημτίζετι το μεθοξείδιο το κλίο , το οποίο με τη σειρά το, μεττρέπει τ 

γλκερίδι σε μεθλεστέρες κι σπούνι. Η ντίδρση ολοκληρώνετι μέσ σε 2 λεπτά 

σε θερμοκρσί περιβάλλοντος. ως εκ τούτο, η λκοόλση είνι μι πολύ γρήγορη κι 

πολύ πιο ήπι διδικσί σε σύγκριση με την σπωνοποίηση. Δεν δρολύει τος εστέρες 

της βιτμίνης Α κι κτά σνέπει πάρχει μικρότερος κίνδνος κτστροφής της. 107

d. μεση εκχύλιση με οργνικό διλύτη

Πολάριθμες δημοσιεύσεις περιγράφον τή την τεχνική γι τις λιποδιλτές βιτμίνες 

λλά δεν έχον κόμη πλήρως επικρωθεί κι εγκριθεί ως επίσημες διδικσίες. 108 Η 

μέθοδος τή ποφεύγει την σπωνοποίηση με άμεση εκχύλιση με τος οργνικούς 

διλύτες. Η εκχύλιση γρού-γρού χρησιμοποιείτι σχνά γι την εκχύλιση των βιτμινών 

πό γρά τρόφιμ. Ο εξοπλισμός πο πιτείτι είνι πλός κι σε πολλές περιπτώσεις οι 

οργνικές φάσεις είνι σμβτές με τις κινητές φάσεις το χρωμτογράφο. Ο 

προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών πό στερεά τρόφιμ περιλμβάνει έν 

προηγούμενο στάδιο έκπλσης-κθρισμού. Η νγκιότητ τού το στδίο εξρτάτι 
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πό την πρεμβολή άλλων οσιών μετξύ δείγμτος κι νλύτη κι πό την εισθησί 

κι την εκλέκτικότητ της μεθόδο HPLC πο χρησιμοποιείτι.

ι την εκχύλιση της βιτμίνης D, οι οργνικοί διλύτες πο χρησιμοποιούντι είνι 

κετονιτρίλιο, διιθλιθέρς κι μίγμτ όπως μεθνόλη-τολοόλιο, τετρϋδροφοράνιο 

(THF) -διιθλιθέρς. ι την εκχύλιση της βιτμίνης Ε χρησιμοποιούντι επτάνιο,

ξλόλιο, διιθλιθέρς κι εξάνιο. Η βιτμίνη Α εκχλίζετι ττόχρον με τη βιτμίνη Ε 

χρησιμοποιώντς εξάνιο, χλωροφόρμιο  κι μίγμ οξικού ιθλεστέρ-βοτνόλης. Οι 

βιτμίνες D κι Ε εκχλίζοντι μεμονωμέν, χρησιμοποιώντς διφορετικούς διλύτες 

όπως διχλωρομεθάνιο, διιθλιθέρ κι εξάνιο .107

1.3.1.2 Εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού (SFE)

Τ περκρίσιμ ρεστά βρίσκοντι πάνω πό την κρίσιμη θερμοκρσί κι πίεση τος 

έχον ενδιάμεσες ιδιότητες μετξύ γρών κι ερίων. Μετβάλλοντς τις σνθήκες, η 

πκνότητ, το ιξώδος κι η ικνότητ διλτοποίησης τος μπορεί ν λλάξει. Τ 

πλεονεκτήμτ τής της μεθόδο είνι ότι οι σνθήκες εκχύλισης είνι ηπιότερες κι 

μπορεί ν διεξχθεί σε χμηλότερες θερμοκρσίες πό ό,τι εκχύλιση γρού-γρού, 

μειώνοντς έτσι την ποβάθμιση το νλύτη κι κτά σνέπει των βιτμινών. Κτά τη 

διάρκει της εκχύλισης το δείγμ βρίσκετι επίσης σε δρνή τμόσφιρ κι 

προσττεύετι πό το φως.

Η εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού με διοξείδιο το άνθρκ είνι  κτάλληλη γι την 

εκχύλιση λιποδιλτών οσιών σε διάφορες μήτρες, κθώς το περκρίσιμο CO2 έχει ψηλή 

διλτική ικνότητ γι μη πολικές ενώσεις. 107 Ωστόσο, έν μειονέκτημ  τής της 

μεθόδο είνι η μικρή ποσότητ δείγμτος η οποί χρησιμοποιείτι (500 mg) με 

ποτέλεσμ μικρότερη κρίβει  στ ποτελέσμτ γι ετερογενή μήτρες τροφίμων, όπως 

οι πιδικές τροφές σε σκόνη.

Η μέθοδος τή έχει μελετηθεί σνεργτικά πό διάφορ εργστήρι κι τ προϊόντ πο 

έχον νλθεί είνι γάλ σε σκόνη, πρσκεάσμτ γι βρέφη, χοιρινό κρές κι κιμάς, 

κι πάστ σκωτιού ψηλής κι χμηλής περιεκτικότητς σε λιπρά. 118 Η φλλοκινόνη έχει 

προσδιοριστεί σε βρεφική τροφή σε σκόνη χρησιμοποιώντς περκρίσιμο διοξείδιο το 

άνθρκ πό πίεση8000 psi στος 60 °C γι 15 λεπτά.119 Μι πρόμοι τεχνική 
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εφρμόσθηκε γι την εκχύλιση το πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης πό προϊόντ 

σιτηρών. 120

1.3.1.3 Εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE)   

Είνι η ερέως χρησιμοποιούμενη τεχνική γι την προετοιμσί ,τον κθρισμό κι την 

εκχύλιση το δείγμτος τ τελετί χρόνι. Με την τεχνική  τή οι μέθοδοι είνι τχείες 

κι επιλεκτικές προσφέροντς κλές νκτήσεις κι χρησιμοποιώντς μικρότερες 

ποσότητες οργνικού διλύτη πό ό,τι άλλες τεχνικές όπως η εκχύλιση γρού-γρού. ν 

άλλο πλεονεκτήμτ της SPE είνι τ μειωμέν προβλήμτ μόλνσης κι η εύκολη

τομτοποίηση της διδικσίς, διεκολύνοντς την κτεργσί το δείγμτος με την 

χρήση κτάλληλων φσιγγίων SPE.121,122,123

Ο σνδσμός SPE κι HPLC ποτελεί έν ποτελεσμτικό εργλείο γι την

ποσοτικοποίηση των βιτμινών σε τρόφιμ. Διάφορες μη τομτοποιημένες μέθοδοι γι 

την ττόχρονη εκχύλιση των λιποδιλτών βιτμινών προτείνον τη χρήση C18 124 ή 

διοξείδιο το πριτίο 125 ως προσροφητικού λικού. Μι ενλλκτική λύση γι μικρού 

όγκο δείγμτ είνι η στερεάς φάσης μικροεκχύλιση (SPME).Η μέθοδος τή έχει 

μελετηθεί γι την εκχύλιση των βιτμινών Α ,D3 κι Ε χρησιμοποιώντς ως ίνες SPME 

πολμεθλοσιλοξάνης(PDMS) κι διλύτες δτικό κετονιτρίλιο, μεθνόλη κι 2-

προπνόλη. 126

Μι τέτοι μέθοδος κθρισμού κι προσγκέντρωσης σε σνδσμό με την HPLC έχει 

νπτχθεί γι τον προσδιορισμός των δρόξ μετβολιτών της βιτμίνης D3. χον γίνει 

βελτιστοποιήσεις της μεθόδο τή κι τώρ χρησιμοποιείτι γι νλύσεις ροτίνς σε 

κλινικές κι νοσοκομεί κθώς είνι εύκολη, τομτοποιημένη κι χμηλού κόστος .χει 

επεκτθεί κι εφρμόζετι κι γι τον προσδιορισμό των βιτμινών Α ,D2,D3,Ε,Κ1 κι Κ3 .
127

1.3.2 Χρωμτογρφικές τεχνικές

1.3.2.1 Υγροχρωμτογρφί (LC)

Η γροχρωμτογρφί  είνι ιδιίτερ χρήσιμη γι δείγμτ πο περιέχον μεγάλ μόρι 

ή ιονισμέν σωμτίδι με χμηλές τάσεις τμών κι γι θερμικά στθείς ενώσεις πο δε 

μπορούν ν εξερωθούν χωρίς ν δισπστούν. Στην γροχρωμτογρφί  η κινητή φάση 
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είνι γρή ενώ η σττική στερεά. Η διβίβση της γρής κινητής φάσης μέσ πό τη σττική 

φάση επιτγχάνετι με τη χρησιμοποίηση ντλιών ψηλής πίεσης, ότν η σττική φάση 

ποτελείτι πό πολύ μικρής διμέτρο (επομένως μεγάλης ντίστσης) σωμτίδι 

ψηλής διχωριστικής πόδοσης (Υγρή Χρωμτογρφί  Υψηλής Πίεσης ή Απόδοσης - 

HPLC). Η χρησιμοποίηση των λικών πλήρωσης σωμτιδίων μεγέθος 2-10 μm στη 

σύγχρονη γρή-χρωμτογρφί πιτεί την νάπτξη πιέσεων πό τις ντλίες της τάξης 

μερικών χιλιάδων psi γι ν γίνει δντή η επίτεξη ικνοποιητικών τχτήτων ροής το 

λικού έκλοσης.128

Ο  διχωρισμός των βιτμινών μπορεί ν επιτεχθεί είτε χρωμτογρφί κνονικής είτε 

ντίστροφης φάσης. Στη λειτοργί κνονικής φάσης, μι πολική (δρόφιλη) σττική φάση 

χρησιμοποιείτι σε σνδσμό με μι μη πολική κινητή φάση. Ο διχωρισμός βσίζετι 

στη σχετική πολικότητ των διλμένων οσιών κι σγγένει τος με τη σττική φάση. 

τσι, οι μη πολικές ενώσεις προτιμούν την κινητή φάση κι εκλούοντι πρώτες κι οι 

περισσότερο πολικές εκλούοντι ργότερ. Στη λειτοργί ντίστροφης φάσης, μι μη 

πολική σττική φάση χρησιμοποιείτι σε σνδσμό με μι πολική κινητή φάση κι έτσι οι 

πολικές ενώσεις εκλούοντι πριν πό τις μη πολικές. 107

ι τον προσδιορισμό των βιτμινών χρησιμοποιούντι κρίως οι πρκάτω νιχνετές:128

I. Ανινετές περιώδς (UV)

Τ φωτόμετρ φίλτρο με πηγή λχνί δρργύρο είνι, οι πλούσττοι νιχνετές 

πορρόφησης UV. Πιο σχνά, πομονώνετι πό τ φίλτρ η γρμμή έντσης στ 254 

nm. Σε ορισμέν όργν επιλέγοντι οι γρμμές 250, 334 κι 365 nm με επιλογή 

κτάλληλο φίλτρο. Είνι προφνές ότι τός ο τύπος νιχνετή περιορίζετι σε ενώσεις 

πο πορροφούν στ προνφερθέντ μήκη κύμτος. Χρκτηριστικές οργνικές ομάδες 

κι ένς ριθμός νόργνων οσιών προσιάζον ερείες περιοχές πορρόφησης πο 

περιλμβάνον έν ή περισσότερ πό τά τ μήκη κύμτος. Οι λχνίες δετερίο ή 

πράκτωσης βολφρμίο με φίλτρ σμβολής πρέχον επίσης ένν πλό τρόπο 

προσδιορισμού σσττικών πο πορροφούν κθώς εκλούοντι πό την στήλη. Οι 

διτάξεις τές είνι ιδιίτερ χρήσιμες γι επνλμβνόμενες ποσοτικές νλύσεις όπο 

η ποιοτική σύστση το δείγμτος είνι γνωστή έτσι ώστε ν μπορεί ν επιλεγεί μι 

λληλοχί κτάλληλών φίλτρων. 



56 

II. Ανινετής σστιίς διόδων (DAD)

Οι διτάξεις τές ποτελούν τος ποδοτικότερος φσμφωτομετρικούς νιχνετές 

περιώδος .Τέτοιες διτάξεις προσφέροντι γι σλλογή δεδομένων ενός πλήρος 

φάσμτος σε χρόνο περίπο ενός δετερολέπτο. Υπάρχον διάφορες επιλογές στην 

λειτοργί τος. Μπορεί ν επιλεγεί έν μόνο μήκος κύμτος ,ή ότν τ εκλοόμεν 

σσττικά διχωρίζοντι ικνοποιητικά, μπορούν ν επιλεγούν διφορετικά μήκη κύμτος 

γι κάθε κορφή  τσι σλλέγοντι κι ποθηκεύοντι φσμτικά δεδομέν γι κάθε 

χρωμτογρφική κορφή κτά την έξοδο πό την στήλη. νς τύπος προσίσης 

χρήσιμος γι την ττοποίηση σσττικών είνι έν τρισδιάσττο γράφημ. 

III. Ανινετής φθρισμύ  (FLD)

Ο φθορισμός πρτηρείτι με φωτοηλεκτρικό νιχνετή  τοποθετημένο σε γωνί 90° σε 

σχέση με τη δέσμη διέγερσης. Οι πιο πλοί νιχνετές χρησιμοποιούν πηγή λχνί Hg ή 

Xe με φίλτρ ή μονοχρωμάτορ. Προσιάζει μεγάλη εισθησί, η οποί είνι μεγλύτερη 

πό μι τάξη μεγέθος πό τις περισσότερες μεθόδος πορρόφησης. Το πλεονέκτημ 

τό εκμετλλεύετι η γροχρωμτογρφί γι τον διχωρισμό κι προσδιορισμό των 

σσττικών δειγμάτων πο φθορίζον. Σχνά ο ριθμός των φθοριζόντων σσττικών 

μπορεί ν ξηθεί με προκτρκτική επεξεργσί των δειγμάτων με ντιδρστήρι πο 

σχημτίζον φθορίζοντ πράγωγ.

Ο προσδιορισμό των βιτμινών στ τρόφιμ κι η ποσοτικοποίηση τος είνι σχνά 

δύντος χρησιμοποιώντς μι μόνο στήλη. Ατό σμβίνει επειδή οι χρωμτογρφικές 

τεχνικές κθρισμού ποτγχάνον ν φιρέσον ποτελεσμτικά τις λιποειδικές οσίες 

πο έχον πρόμοι πολικότητ με τις βιτμίνες με ποτέλεσμ οι οσίες τές ν 

πρεμβίνον στην χρωμτογρφί. Επομένως, σε τέτοιες περιπτώσεις κρίνετι νγκί

η χρήση HPLC με δύο σστήμτ, κνονικής κι ντίστροφης φάσης πρέχοντς κλύτερη 

εκλεκτικότητ πό ό,τι η χρήση δύο στηλών με την ίδι φάση. Οι στήλες πο 

χρησιμοποιούντι κρίως είνι C18 κι C30 γι διχωρισμό των cis-trans ισομερών.129

Αν η έρεν επικεντρώνετι γι το διχωρισμό των διφόρων ισομερών της βιτμίνης Α, 

τότε η μέθοδος πο επιλέγετι είνι η χρωμτογρφί προσρόφησης. Υλικά πλήρωσης 

των στηλών όπως η σίλικ πιτούν έν μη πολικό διλύτη έκλοσης (πχ ν-εξάνιο )κι σε 

μικρότερο ποσοστό έν περισσότερο πολικό διλύτη. Στήλες ντίστροφης φάσης(C18 κι 

C8) χρησιμοποιούντι γι τον διχωρισμό των εστέρων της ρετινόλης κι γι μίγμτ 
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ρετινόλης κι κροτενοειδών σε εκχλίσμτ τροφίμων κι κλινικά δείγμτ. Οι 

περισσότερες ημιδτικές κινητές φάσεις ποτελούντι πό μείγμτ μεθνόλης ή 

κετονιτριλίο κι νερό πιτούν 1 ώρ γι την έκλοση της βιτμίνης Α.Η βθμιί 

έκλοση επιτχύνει το  διχωρισμό των δο εστέρων της ρετινόλης. Σε σνθήκες 

ισοκρτικής μη δτικής ντίστροφης φάσης  (NARP) μίγμ κετονιτριλίο -

διχλωρομεθάνιο μπορεί ν διχωρίσει τος εστέρες της ρετινόλης εντός 15 λεπτά κθώς 

τές οι σνθήκες (NARP) σε ημιδτικά σστήμτ προσιάζον  ξημένη διλτότητ 

ένντι των λιπιδίων. Οι πιο ερέως χρησιμοποιούμενοι νιχνετές γι τον προσδιορισμό 

της βιτμίνης Α είνι οι νιχνετές πορρόφησης UV ,οι νιχνετές φθορισμού επειδή η 

ρετινόλη κι  οι εστέρες της έχον την ικνότητ ν φθορίζον κι οι νιχνετές 

φσμτομετρίς μζών.

σον φορά τ κροτενοειδή  τ σστήμτ κνονικής φάσης έχον το πλεονέκτημ ότι 

είνι σμβτά με εκχλίσμτ σε εξάνιο. Στήλες πληρωμένες με σίλικ κι λομίνιο είνι 

κτάλληλες γι τον διχωρισμό των γεωμετρικά ισομερών (cis-trans) κι 

διστερεοϊσομερών, λλά όχι των ισομερών θέσης (-,β-κροτένιο). Η πλειοψηφί των 

μεθόδων βσίζετι στη χρωμτογρφί νάστροφης φάσης. Χρησιμοποιούντι μίγμτ 

κετονιτριλίο-μεθνόλης πο περιέχον επίσης  διχλωρομεθάνιο, χλωροφόρμιο ή 

τετρδροφοράνη. λλες φορές εφρμόζετι βθμιδωτή έκλοση γι ν γεφρώσει τις 

μεγάλες διφορές πολικότητς μετξύ ξνθοφλλών κι δρογοννθράκων των 

κροτενίων κι άλλες φορές ισοκρτική έκλοση γι ερύτερο διχωρισμό των 

κροτενοιδών. Σε σύνθετ δείγμτ σχνά πιτείτι τη σμπληρωμτική χρήση στήλης 

ντίστροφης φάσης (C18) με ένν πολικό (κνο) προσροφητή. Με τον σύγχρονο 

εξοπλισμό, είνι δντόν ν επιτεχθεί κριβής κι επνλήψιμος διχωρισμός κι 

ποσοτικοποίηση  των κροτενοειδών,  των ρετινοειδών κι των τοκοφερολών μέσ σε 10 

λεπτά γι  εκχλίσμτ το πλάσμτος κι άλλ βιολογικά δείγμτ. Οι χρησιμοποιούμενοι 

νιχνετές είνι οι νιχνετές πορρόφησης UV κι οι νιχνετές  φσμτομετρίς μζών.

Ο διχωρισμός των μετβολιτών της βιτμίνης D εξρτάτι νάλογ με τον ριθμό κι τη 

θέση των δρόξ-ομάδων στο μόριο. Σνήθως χρησιμοποιείτι μίγμ δο ή τριών διλτών 

ως κινητή φάση,εξάνιο-2-προπνόλη-διχλωρομεθάνιο.Ωστόσο, οι D2 κι D3 μητρικές 

πρμένον διάλτες σε σύστημ κνονικής φάσης κι γι’ τό προτιμώντι σστήμτ 

ντίστροφης φάσης με κινητή φάση τ μίγμτ νερό-μεθνόλη ή νερό-κετονιτρίλιο .Η 

βιτμίνη D κι οι μετβολίτες το μπορεί ν νιχνεθεί με νιχνετή πορρόφησης UV (264 
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nm) .Ωστόσο, λόγω της φτωχής εκλεκτικότητ κι εισθησί τής της μεθόδο η 

ποσοτικοποίηση δεν είνι δντή κι πργμτοποιείτι με άλλες δοκιμσίες. Η βιτμίνη D2 

χρησιμοποιείτι σνήθως ως εσωτερικό πρότπο γι τη βιτμίνη D3. 

ι τον διχωρισμό των τοκοφερόλες κι των τοκοτριενόλες εφρμόζετι χρωμτογρφί 

κνονικής φάσης .Ατό επιτγχάνετι με χρήση στηλών πληρωμένων με σίλικ κι

μιγμάτων διλτών έκλοσης εξάνιο-διισοπροπλιθέρ ή εξάνιο-2-προπνόλη. τσι,  η 

μέθοδος τή είνι κτάλληλη γι δείγμτ φτικών ελίων , μετά πό πλή διλτοποίηση 

σε εξάνιο. Ο προσδιορισμός των -,γ- κι δ- τοκοφερολών βσίζετι στη χρωμτογρφί 

ντίστροφης φάσης με ισοκρτική έκλοση. Η κινητή φάση ποτελείτι πό μεθνόλη κι 

σε έν μικρό ποσοστό πό νερό. Η προσθήκη ηλεκτρολτών επιτρέπει την ηλεκτροχημική 

νίχνεση της βιτμίνης Ε. Υψηλή εισθησί κι εκλεκτικότητ επιτγχάνετι με τη χρήση  

νιχνετών φθορισμού ή με ηλεκτροχημικούς νιχνετές. Με τον νιχνετή φθορισμού σε 

χμηλό μήκος κύμτος (205 nm) βελτιώνοντι τ όρι νίχνεσης λλά εις βάρος της 

εκλεκτικότητς σε σύγκριση με τη χρήση των 295 nm. Με τον ηλεκτροχημικό νιχνετή σε 

κτάστση οξείδωσης (μπερομετρί ή κολομετρί) ξάνετι η εισθησί μέχρι κι 20 

φορές.

Στις νλύσεις ροτίνς, σνήθως χρησιμοποιούντι τ 292-295nm. Αν πργμτοποιείτι 

ττόχρονος προσδιορισμός ρετινόλης κι κροτενοειδών τότε προτιμάτι νιχνετής 

σστοιχίς διοδίων.

Η χρωμτογρφί προσρόφησης διεκολύνει τον διχωρισμό των cis- trans ισομερών 

της βιτμίνης Κ1 κι σμβάλει στο περιτέρω κθρισμό των κτέργστων εκχλισμάτων. 

Υπό κθορισμένες σνθήκες, η Κ1 διχωρίζετι πό διφορετικές τάξεις λιπιδίων λλά σν-

εκλούετι με το εσωτερικό πρότπο, το οποίο είνι έν ομόλογο της βιτμίνης Κ1 πο δεν 

πάρχει φσικά στο δείγμ κι γι’ τό το κλάσμ τό σμπκνώνετι μέχρι ξηρού κι 

πόκειντι σε έν περιτέρω νλτικό στάδιο. Τ σύγχρον χρωμτογρφικά σστήμτ 

μπορούν ν εξλείψον το στάδιο εξάτμισης ξάνοντς την εισθησί νίχνεσης. Με 

την χρωμτογρφί ντίστροφης φάσης μπορεί εύκολ  ν διχωριστεί η βιτμίνη Κ1 πό 

λιπίδι με σγγενή πολικότητ κι πό  νάλογ πο χρησιμοποιούντι ως εσωτερικό 

πρότπο. Οι νιχνετές πορρόφησης UV είνι κτάλληλοι μόνο γι την ποσοτικοποίηση 

ψηλών σγκεντρώσεων βιτμίνης Κ1. Οι ηλεκτροχημικοί νιχνετές πιτούν ημιδτική 

κινητή φάση κι σύστημ ντίστροφης φάσης διφορετικά είνι πρίτητη η προσθήκη 

ηλεκτρολύτη μετά τη στήλη με σνέπει μειωμένη εισθησί. Τέλος, οι νιχνετές 
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φθορισμού μπορούν ν χρησιμοποιηθούν γι την νίχνεση της βιτμίνης Κ1 λλά επειδή 

η Κ1 δεν φθορίζει πρέπει ν ποστεί μι τροποποίηση ώστε ν μεττρπεί σε φθορίζον 

μόριο.130,131

1.3.2.2 Χρωμτογρφί λεπτής στιβάδς (TLC) 

Είνι μέθοδος επίπεδης χρωμτογρφίς όπο χρησιμοποιείτι έν λεπτό επίπεδο 

στρώμ μις οσίς κι τοποθετείτι ως φύλλο σε μι επιφάνει άλο, πλστικού ή 

μετάλλο. Η κινητή φάση διέρχετι μέσ πό τη στθερή φάση με τριχοειδή φινόμεν πο 

μερικές φορές ποβοηθιόντι κι πό την βρύτητ ή πό έν ηλεκτρικό πεδίο. Αποτελεί 

έν γρήγορο κι οικονομικό οδηγό εύρεσης των βέλτιστων σνθηκών διχωρισμού των 

ενώσεων. 128

Χρησιμοποιείτι σπάνι γι την νάλση της βιτμίνης Α. Ενλλκτικά χρησιμοποιείτι 

Υγροχρωμτογρφί  λεπτής στιβάδς ψηλής πόδοσης (HPTLC) σε σνδσμό με 

πκνομετρική σάρωση. σον φορά τ κροτενοειδή σμβάλει στην προκλσμτοποίηση

κι την ττοποίηση τος κι όχι  στον ποσοτικό προσδιορισμό τος Ανιχνεύοντι με βάση 

το χρώμ μέσω πκνομετρικής σάρωσης στ 450 nm. Ερέως χρησιμοποιημένες

πορροφητικές οσίες είνι η σίλικ η οποί προσιάζει ψηλή εκλεκτικότητ ως προς τ 

ισομερή των κροτενοειδών. 

ι τον προσδιορισμό της βιτμίνης D χρησιμοποιείτι η HPTLC κθώς ποτελεί μι πιο 

οικονομική λύση γρής χρωμτογρφίς γι τον κθρισμό κι την προκλσμτοποίηση 

των λιπιδίων πριν πό την έρι  χρωμτογρφί. Στ τρόφιμ, η βιτμίνη D εφρμόζετι 

σε σνδσμό με φωτοπκνομετρί στ 266 nm ή μετά τον ψεκσμό με χρωμογόνο

ντιδρστήριο  σε ψηλότερ μήκη κύμτος. Ως τεχνική γι τον διχωρισμό των νλόγων 

της έχει ντικτστθεί πό την Υγροχρωμτογρφί  με εκχύλιση SPE. 

Η μέθοδος τή εφρμόζετι γι τον προσδιορισμό της βιτμίνη Ε ως έν στάδιο 

κθρισμού σε σχέση με την χρωμτομετρί ή την εριοχρωμτογρφί επειδή ποτελεί 

η μονδική τεχνική διχωρισμού των β- κι γ- τοκοφερολών. ι τον ποσοτικό 

προσδιορισμό της πργμτοποιείτι φωτοπκνομετρική σάρωση σε σνδσμό με 

HPTLC. 

Στον προσδιορισμό της βιτμίνη Κ1 μπορούν ν εφρμοστούν τρεις τύποι TLC: (1) 

χρωμτογρφί προσρόφησης σε πλάκες σίλικς επιτρέποντς έτσι το διχωρισμό των 
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cis-trans ισομερών,(2) χρωμτογρφί ργρώσεως γι τον διχωρισμό των  κορεσμένων 

κι των κόρεστων ομολόγων  της βιτμίνης Κ1 κι (3) χρωμτογρφί ντίστροφης φάσης 

επιτρέποντς τον διχωρισμό των μεθλιωμένων κι πομεθλιωμένων K-βιτμερών. 

Τώρ πι η μέθοδος τή έχει ντικτστθεί πό την γρή χρωμτογρφί. 130,131

1.3.2.3 Αεριοχρωμτογρφί (GC) 

Υπάρχον δο τύποι έρις χρωμτογρφίς νάλογ με την σττική φάση. Σε ντίθεση 

με τ άλλ είδη χρωμτογρφίς η κινητή φάση δεν λληλοεπιδρά με τ μόρι το νλύτη.

Η κινητή φάση είνι πάντ έρι ενώ η σττική φάση μπορεί ν είνι είτε στερεή (έρι-

στερεή χρωμτογρφί, GSC) είτε γρή (έρι-γρή χρωμτογρφί, GLS) . Στη GSC ο 

διχωρισμός οφείλετι στην προσρόφηση ή το μορικό ποκλεισμό των σσττικών το 

μίγμτος στη σττική φάση. Στην GLS ή πλώς εριοχρωμτογρφί (GC), ο διχωρισμός 

των σσττικών (έριων ή πτητικών) βσίζετι στην κτνομή το νλύτη μετξύ της 

έρις κινητής κι μις γρής φάσης, η οποί είνι κινητοποιημένη στην επιφάνει ενός 

δρνούς ερίο. Ο διχωρισμός οφείλετι στη διέλεση των σσττικών μέσ πό την 

στήλη με διφορετικές τχύτητες. Η τχύτητ διχωρισμού των σσττικών μέσ στην 

στήλη εξρτάτι πό τις τάσεις τμών των σσττικών κι τις λληλεπιδράσεις τος με την 

σττική φάση. 128,132

Είνι δύσκολος ο προσδιορισμός της βιτμίνης Α με χρήση έρις χρωμτογρφίς 

επειδή είνι πολύ στθής ένωση κι σε σνδσμό με χρήση στήλης πο δεν περιέχει 

δρνοποιημένο λικό πλήρωσης οι πώλειες είνι μεγάλες. Ωστόσο, πρτηρήθηκε πως 

οι τριχοειδείς στήλες ποσνθέτον σε μικρό βθμό τη ρετινόλη. τσι νοίγοντι νέες 

προοπτικές γι την εριοχρωμτογρφί μάζς (GC-MS) κι ειδικά γι την ττοποίηση 

των κροτενοειδών κθώς σε ντίθεση με την ρετινόλη είνι νθεκτικότερ στην 

θερμοκρσί.

Κτά την εριοχρωμτογρφί η βιτμίνης D κι οι μετβολίτες της πόκειντι σε 

ορισμέν δσμενή φινόμεν, όπως προσρόφηση στην στήλη φδάτωση των 25-δροξ 

πργώγων κι θερμική νδιάτξη. Ανίχνεση των πργώγων των τριμεθλοσιλάνιων 

με πρόσκροση ηλεκτρονίων ή φσμτομετρί μάζς-ιονισμού οδηγεί σε κλύτερη 

εκλεκτικότητ κι εισθησί, επιτρέποντς έτσι τον προσδιορισμό της βιτμίνης D, της 25-

δροξ-βιτμίνης D κι των διδροξλιωμένων μετβολιτών  της στο πλάσμ ή στ 

τρόφιμ. 
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Η εριοχρωμτογρφί είνι επιτχημένη γι την νάλση της βιτμίνης Ε ότν 

σνδάζετι με φσμτομετρί μάζς (MS). Στην λειτοργί SIM (selected ion monitoring) 

χρησιμοποιείτι έν δετεριωμένο εσωτερικό πρότπο GC-MS επιτρέποντς την κλύτερη 

ποσοτικοποίηση της -τοκοφερόλης μέσ σε  λίγ λεπτά. Με την χρήση τριχοειδών στηλών 

μπορεί ν επιτεχθεί διχωρισμός των β- κι γ-τοκοφερολών. ι νλύσεις ροτίνς σε 

βιολογικά δείγμτ ο προσδιορισμός της βιτμίνης Ε γινότν με GC με νιχνετή ιονισμού 

φλόγς λλά τώρ πι σε μεγάλο βθμό έχει ντικτστθεί πό το LC.

Λόγω των μεγάλων χρόνων κτκράτησης κι την ποικοδόμηση των Κ-βιτμερών πάνω 

στην στήλη, η εφρμογή το GC κθίσττι δύσκολη. Ωστόσο, μπορεί ν πργμτοποιηθεί 

με χρήση κτάλληλων στηλών κι νιχνετή ιοντισμού φλόγς επιτγχάνοντς έτσι 

κλύτερη εισθησί κι εκλεκτικότητ. 130,131

1.4  Προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών σε πιδικές τροφές με 
HPLC

Ο προσδιορισμός των βιτμινών ως επί το πλείστο πργμτοποιείτι με τεχνικές γρής 

χρωμτογρφίς. Υπάρχον πολλοί μέθοδοι προσδιορισμού των λιποδιλτών βιτμινών 

με χρήση γρής χρωμτογρφίς ψηλής πόδοση σε βρεφικές κι πιδικές τροφές 

Αρκετές είνι κι οι επίσημοι μέθοδοι(AOAC, CEN, ISO)πο έχον νπτχθεί κρίως γι 

των προσδιορισμό των βιτμινών Α, Ε κι D.Η βιτμίνη Κ δεν έχει πσχολήσει τόσο πολύ 

την επιστημονική κοινότητ τολάχιστον σε τό το είδος τροφίμων.

Τ τελετί έχει λλάξει η νομοθεσί σε πολλές χώρες γι ν ενισχύσει την σφάλει 

των τροφίμων εξσφλίζοντς ότι οι ποσότητες των λιποδιλτών βιτμινών είνι 

σύμφωνη με την νγρφόμενη των ετικετών των προϊόντων ποφεύγοντς έτσι πιθνούς 

κινδύνος γι την γεί πο σνδέοντι με περδοσολογί, ιδιίτερ της βιτμίνης D. τσι 

οι νλτικές μέθοδοι πο χρησιμοποιούντι πό τος φορείς πρέπει ν είνι κτάλληλες 

γι τον σκοπό τό πρέχοντς ορθότητ κι κρίβει. χον δημοσιετεί επίσημες

μέθοδοι πό οργνισμούς όπως AOAC INTERNATIONAL, European Committee for 

Standardization(CEN), International Dairy Federation(IDF), U.S. Pharmacopeia(USP) κι 

International Organization for Standardization(ISO).108

Η επιτροπή το AOAC ρχικά εγκρίνει μι μέθοδο ως επίσημη μέθοδο Πρώτη Δράση 

όπο χρκτηρίζετι έτσι γι 2 χρόνι. Κτά το διάστημ τό, η μέθοδος χρησιμοποιείτι 
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σε εργστήρι πο την ξιολογούν. Με το πέρσμ των 2 ετών η επιτροπή ξιολογεί ν η 

μέθοδος τή μπορεί ν ποτελέσει επίσημη μέθοδο Τελικής Δράσης. Μέσω της 

διδικσίς τής έχει νπτχθεί οι πρκάτω μέθοδοι γι των προσδιορισμό των 

βιτμινών Α κι Ε:133

 AOAC Επίσημη Μέθοδο 2011.07 :Βιτμίνη Α σε βρεφικές τροφές κι τροφές γι 

ενήλικες με UPLC-UV -Πρώτη Δράση 2011 133

 AOAC Επίσημη Μέθοδο 2.012.09:Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι σε 

πρσκεάσμτ γι βρέφη κι ενήλικες βρέφη με HPLC -UV κι νιχνετή φθορισμού-

Πρώτη Δράσης 2012 134

 AOAC Επίσημη Μέθοδο 2012.10 :Ττόχρονος προσδιορισμός το 13-cis κι all-

trans πλμιτικού εστέρ της βιτμίνης  Α (πλμιτικής ρετινόλης), το οξικού εστέρ της 

βιτμίνης Α ( οξικής ρετινόλη)κι της ολικής βιτμίνης Ε (dl--τοκοφερόλης κι οξικής dl--

τοκοφερόλης) σε πρσκεάσμτ γι βρέφη κι ενήλικες με κνονικής φάσης HPLC -

Πρώτη δράση 2012135

Μέθοδοι έχον νπτχθεί κι πό άλλος επίσημος φορείς όπως πό το Υποργείο 

Υγείς της Κίνς με την μέθοδο GB 5413.9 γι τον προσδιορισμό των βιτμινών A:,D κι Ε 

σε γάλ κι γλκτοκομικά προϊόντ γι βρέφη κι πιδί.136

Οι μέθοδοι τοί πλεονεκτούν ένντι όλων των άλλων μεθόδων στην κρίβει, στην 

επνληψιμότητ κι στη νπργωγισιμότητ λλά προσιάζον σημντικά 

μειονεκτήμτ. Είνι πολύ χρονοβόρες κι πιτούν πολύ χρόνο πό τον νλτή. Το 

κόστος  τος είνι ψηλό λόγω των πολλών ντιδρστηρίων κι νλώσιμων πο 

πιτούν με σνέπει ν μην είνι εφρμόσιμες σε ετιρίες–βιομηχνίες πο 

πργμτοποιούν κθημερινούς ελέγχο στ προϊόντ τος κι σε εξωτερικά εργστήρι

πο πργμτοποιούν όγκο νλύσεων. ι τος πρπάνω λόγος προτιμώντι άλλες 

μέθοδοι κόμη κι ότν δεν είνι επίσημες πο ν τιριάζον με τις νάγκες της ετιρίς 

(fit for purpose) ν είνι γρήγορες κι οικονομικές. Ανάλογ με τον εργστηρικό 

εξοπλισμό κι την μήτρ το τροφίμο μπορούν ν δοκιμστούν διάφορες μέθοδοι μέχρι 

ν βρεθεί μι πο ν ντποκρίνετι ποτελεσμτικά στην νάλση των βιτμινών.
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ΚΕΑΛΑΙΟ 2

2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ-ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΟΔΟΙ

2.1 Εισγωγή

στερ πό βιβλιογρφική έρεν , μελετήθηκν οι μέθοδοι κι εξετάστηκν οι 

χρωμτογρφικές σνθήκες(στήλες, νιχνετές, ροή, κινητή φάση κλπ.).Κτόπιν έγινν 

πργγελίες των πιο σμβτών νλώσιμων με τον εξοπλισμό κι τις νάγκες το 

εργστηρίο. Επιλέχθηκν ν δοκιμστούν οι πιο τιριστές μέθοδοι κι κρίως τές πο 

ντποκρίνοντν στην νάπτξη μεθόδο fit for purpose.

Ανάμεσ στις μεθόδος πο εξετάστηκν πήρχν πρπάνω επίσημες μέθοδοι AOAC

κι EN.Ωστόσο ήτν πολύπλοκες, χρονοβόρες κι δεν πήρχε ο κτάλληλος εξοπλισμός 

ώστε ν δοκιμστούν εξρχής. ι’ τό το λόγο ποφσίστηκε ν δοκιμστούν άλλες 

μεθόδος πιο πλές πο ν ντποκρίνοντι κλύτερ στο σκοπό μς.

τσι, ερενήθηκν κι νπτύχθηκν οι μέθοδοι των πρκάτω άρθρων:

I. ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  μέσω RP-

HPLC137

II. Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  μέσω HPLC-UV 138

γινν βελτιστοποιήσεις των μεθόδων τών ώστε ν μπορέσον ν ντποκριθούν στη 

μήτρ των πιδικών τροφών πο νλύθηκν.

2.2 Δείγμτ πο μελετήθηκν

ι τις νάγκες της εργσίς τής νλύθηκν οι πρκάτω πιδικές τροφές:

o Sanilac 1 & 2: Σκόνες γάλκτος 1ης κι 2ης βρεφικής ηλικίς

o Sanilac 3 : Σκόνες γάλκτος γι μικρά πιδιά μετά τος 12 μήνες

o ρίν Λκτέ: μετποιημένες τροφές με βάση τ δημητρικά πο προορίζοντι γι 

κτνάλωση πό βρέφη κτά την περίοδο το πογλκτισμού κι πό πιδιά μικρής 
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ηλικίς ως σμπλήρωμ το διιτολογίο τος ή κι γι την στδική προσρμογή τος 

στην κνονική διτροφή

o Λεκή ρίν Λκτέ (ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών) :Σν την προηγούμενη 

ρίν Λκτέ λλά δεν περιέχει βιτμίνες 

2.3 ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  
μέσω RP-HPLC137

2.3.1 Αρχή μεθόδο

O προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε βσίζετι στην πεθείς εκχύλιση το οξικού 

εστέρ της ρετινόλης κι της -τοκοφερόλης χωρίς ν έχει προηγηθεί σπωνοποίηση. Η 

εκχύλιση πργμτοποιείτι με μίγμ ιθνόλης-εξνίο κι στην σνέχει το εκχύλισμ 

Εικόν 15: Ανλθέντ δείγμτ
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φιλτράρετι κι εισάγετι στον χρωμτογράφο. Οι βιτμίνες προσδιορίζοντι στις 

εστεροποιημένες μορφές τος κι δεν χρειάζετι χρήση ντιοξειδωτικών γι την προστσί 

τος. ρήγορη, πλή κι κριβής μέθοδος γι νλύσεις ροτίνς ότν δεν χρειάζετι ν 

χρησιμοποιηθεί το λίπος το δείγμτος γι περιτέρω νλύσεις, ιδνική γι μεγάλο ριθμό 

δειγμάτων.

2.3.2  Πειρμτική πορεί

Η πειρμτική πορεί πο κολοθήθηκε είνι πλή κι γρήγορη. Δεν περιλμβάνει ούτε 

σπωνοποίηση ούτε εκχύλιση το λίπος όπως οι περισσότεροι μέθοδοι, όπως φίνετι 

κι πό το πρκάτω διάγρμμ.
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Σχήμ 1: Διάγρμμ πειρμτικής πορείς προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF

2.3.3 Σσκεές κι όργν

 Ανλτικός ζγός κριβείς Mettler Toledo AB204, 4 δεκδικών 0,1mg

 Σνήθη εργστηρικά άλιν σκεύη

 Ανδετήρς Vortex 

 γόκεντρος

 ίλτρ nylon 0.45 μm (pore size)

 HPLC, 1200 infinity series, Agilent Technologies  

 Ανιχνετής σστοιχίς διόδων Diode Array (DA

Σε πλστικό 
σωλήν των  15 

mL ζγίζετι  
1 g  IF

Προστίθετι 4 ml 
ιθνόλης

• νάδεση 
στο vortex
γι 2 min

Προστίθετι 400 μl
n-εξάνιο

• νάδεση
στο vortex
γι 1 min

γοκέντρηση στις 
3000 rpm γι 5 min 

ιλτράρισμ της 
οργνικής φάσης 
με 0.45 μm  nylon 

filter

νεση  20 μl το 
δείγμτος στην 

HPLC
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 Στήλη Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 250×4.6mm, διάμετρο πόρων 5 μm κι 

ντίστοιχη προστήλη

2.3.4 Αντιδρστήρι κι πρότπες οσίες

 Μεθνόλη, HPLC κθρότητς της Fischer

 Αιθνόλη ,HPLC κθρότητς της Fischer

 n-εξάνιο, HPLC κθρότητς το Carlo Erba

Πρότπ Βιτμινών

o Ρετινόλη (βιτμίνη Α), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της ρετινόλης, Sigma Aldrich

o dl-a-τοκοφερόλη (βιτμίνη Ε), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της dl-a-τοκοφερόλης, Sigma Aldrich

Τ πρότπ διλύοντι σε ιθνόλη ,φλάσσοντι στος -20οC κι προσττεύοντι πό 

το φως με εξωτερική επικάλψη λομινόχρτο κι πό πιθνή οξείδωση πό το 

τμοσφιρικό οξγόνο με έριο άζωτο.

Πρσκεάστηκν πκνά πρότπ όλων των βιτμινών (διλύμτ πρκτθήκης) κι 

στην σνέχει πό τά πρσκεάστηκν πρότπ εργσίς. Πιο  νλτικά 

πρτίθεντι στον μέθοδο ΙΙ (πράγρφος 2.3) τ χρωμτογρφήμτ κι οι χρόνοι 

έκλοσης των προτύπων των βιτμινών.

2.3.5 Χρωμτογρφικές σνθήκες

 Κινητή φάση: 100% μεθνόλη

 ερμοκρσί στήλης: 40 ο C  

 Ροή: 1,00 mL /min

 Λήψη σημάτων στ  325 nm γι  τον προσδιορισμό της βιτμίνης Α κι 292 nm γι 

της βιτμίνης Ε
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Οι χρωμτογρφικές σνθήκες με τις οποίες πργμτοποιήθηκν όλ τ πειράμτ 

βσίζοντι στην προτεινόμενη μέθοδο πο κολοθήθηκε εκτός πό την θερμοκρσί της 

στήλης η οποί προσρμόστηκε στος 40 ο C  ένντι των 50 ο C προτείνετι στην μέθοδο 

επειδή θεωρήθηκε πολύ ψηλή θερμοκρσί πο εγκμονεί τον κίνδνο κτστροφής των 

βιτμινών κι βάσει το εγχειριδίο χρήσης της στήλης η ενδεικνόμενη θερμοκρσί ήτν 

40 ο C.   

2.3.6 Βελτιστοποίηση της μεθόδο

2.3.6.1 Μάζ δείγμτος

Σύμφων με την προτεινόμενη στη δημοσίεση μέθοδο ζγίζετι 1 g IF (Infant Formula), 

τοποθετείτι σε δοκιμστικό σωλήν των 15 mL κι διλύετι σε 4 mL ιθνόλης. 

Δοκιμάστηκν ν διλθούν 2g IF σε ντίστοιχ 4 mL ιθνόλης ώστε ν πρσκεστεί 

πιο πκνό διάλμ. 

2.3.6.2 Επίδρση ριθμού εκχλίσεων

Ο ριθμός των εκχλίσεων πίζει πολύ σημντικό ρόλο  στο ποσοτικό προσδιορισμό των 

βιτμινών. χει σημειωθεί σε πολλές έρενες ότι μί εκχύλιση είνι νεπρκής γι την 

πρλβή των βιτμινών κι κρίως της βιτμίνης Α 111 κι τό διπιστώθηκε κι πό το 

δικό μς πείρμ. ι’ τό δοκιμάστηκν η μί εκχύλιση κι οι τρεις εκχλίσεις. 

2.4 Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές μέσω HPLC-

UV138

2.4.1 Αρχή μεθόδο

O προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε βσίζετι στο φινόμενο της σπωνοποίησης 

το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι της -τοκοφερόλης. πως φίνετι κι πό τ 

πρκάτω σχήμτ ο οξικός εστέρς της ρετινόλης μεττρέπετι σε ρετινόλη κι ο οξικός 

εστέρς της -τοκοφερόλης σε -τοκοφερόλη. Στην σνέχει πργμτοποιείτι εκχύλιση 

με πετρελϊκό ιθέρ. ίνετι χρήση ντιοξειδωτικών γι την προστσί των βιτμινών 
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τόσο στο στάδιο της σπωνοποίησης όσο κι στο στάδιο της εκχύλισης. ρήγορη κι 

οικονομική μέθοδος γι νλύσεις ροτίνς, ιδνική γι μεγάλο ριθμό δειγμάτων.

Σχήμ 2:Αντίδρση σπωνοποίησης το οξικού εστέρ της ρετινόλης

Σχήμ 3:Αντίδρση σπωνοποίησης το οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

2.4.2 Πειρμτική πορεί

Η πομόνωση των λιποδιλτών βιτμινών χωρίζετι σε 3 κρίως μέρη:

A. Προκτεργσί δείγμτος (στάδιο 1ο)

B. Σπωνοποίηση (στάδιο 2ο-5ο) 

C. Εκχύλιση (στάδιο 6ο-8ο)

Η πειρμτική πορεί προσιάζετι στο διάγρμμ το Σχήμτος 4. Σε τήν έγινν  

πρμετρικές βελτιστοποιήσεις. 
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Σχήμ 4: Διάγρμμ πειρμτικής πορείς προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF με 
σπωνοποίηση χωρίς χρήση - μλάσης

1

•Ζύγιση  1-5 g  IF  κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό 
(10% w/ ν)

• Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το 
δείγμτος

2

•Σε πλστικό σωλήν των 15 mL πρστίθεντι:
•1-5mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος
•1mL δτικού δ/τος KOH 50% w/v

3

•Προστσί με έριο άζωτο γι 20 sec, πότομο κλείσιμο πώμτος το σωλήν 
15mL

• Χειροκίνητη νκίνηση γι μερικά δετερόλεπτ

4

•Τοποθέτηση το πλστικού σωλήν  των 15mL σε  θερμοσττούμενο 
δρόλοτρο στος  80 οC γι 5-50 min

•Τοποθέτηση  το σε πγόλοτρο  γι ν κρώσει το δείγμ  

5

•γοκέντρηση στις  4000 rpm γι 4 min

•Πρλβή το περκείμενο σπωνοποιημένο δείγμτος (περίπο 4,5mL) 
πό τον σωλήν των 15 mL κι προσθήκη το σε κτάλληλο άλινο δοχείο

6

•Προσθήκη 300- 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 5-20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της 
περκείμενης οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6  μί ή δο φορές ( 2ή 3 εκχλίσεις)
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 100-150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC
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2.4.3 Σσκεές κι όργν

 Ανλτικός ζγός κριβείς Mettler Toledo AB204, 4 δεκδικών 0,1mg

 Σνήθη εργστηρικά άλιν σκεύη

 ερμόμετρο (κρίβει 1C) 

 Υδτόλοτρο Βuchi (το περιστροφικού εξτμιστήρ RII)

 Χρονόμετρο

 Gas tight Syringe 1mL της Supelco

 Ανδετήρς Vortex 

 γόκεντρος

 HPLC, 1200 infinity series, Agilent Technologies  

 Ανιχνετής σστοιχίς διόδων Diode Array (DA

 Στήλη Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 250×4.6mm, διμέτρο 5 μm κι ντίστοιχη 

προστήλη

2.4.4 Αντιδρστήρι κι πρότπες οσίες

 Υδροξείδιο το κλίο (KOH), Sigma Aldrich

 Ασκορβικό οξύ, Sigma Aldrich

 Μεθνόλη HPLC κθρότητς της Fischer

 Απόλτη, Αιθνόλη, HPLC κθρότητς της Fischer

 Πετρελϊκός ιθέρς

 Βοτλιωμένο δροξ -τολοόλιο (BHT), Sigma Aldrich

 a-μλάση, Sigma Aldrich

Πρότπ Βιτμινών

o Ρετινόλη (βιτμίνη Α), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της ρετινόλης, Sigma Aldrich

o Πλμιτικός εστέρς της ρετινόλης, Sigma Aldrich

o dl-a-τοκοφερόλη (βιτμίνη Ε), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της dl-a-τοκοφερόλης, Sigma Aldrich

o Χολεκλσιφερόλη (βιτμίνη D3), Sigma Aldrich

o Εργοκλσιφερόλη (βιτμίνη D3), Sigma Aldrich

o λλοκινόνη( βιτμίνη Κ1), Sigma Aldrich
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Τ πρότπ διλύοντι σε ιθνόλη ,φλάσσοντι στος -20οC κι προσττεύοντι πό 

το φως με εξωτερική επικάλψη λομινόχρτο κι πό πιθνή οξείδωση πό το 

τμοσφιρικό οξγόνο με έριο άζωτο Πρσκεάστηκν πκνά πρότπ όλων των 

βιτμινών (διάλμ πρκτθήκης) κι στην σνέχει πό τά πρσκεάστηκν 

ριότερ  πρότπ .

2.4.5 Χρωμτογρφικές σνθήκες

 Κινητή φάση: 100% μεθνόλη

 ερμοκρσί στήλης: 35 ο C 

 Ροή: 1,00 mL /min

 Mήκη κύμτος πο πιτούντι γι των προσδιορισμό των βιτμινών είνι:

 325 nm γι την βιτμίνη Α

 292 nm γι την βιτμίνη Ε

 264 nm γι την βιτμίνη D

 244 nm γι την βιτμίνη Κ

Οι χρωμτογρφικές σνθήκες με τις οποίες πργμτοποιήθηκν όλ τ πειράμτ 

βσίζοντι στην προτεινόμενη μέθοδο πο κολοθήθηκε. Η θερμοκρσί της στήλης 

διτηρήθηκε στος 35 ο C ,όπως προτείνετι κι σε άλλες έρενες 136,πρόλο πο βάσει 

το εγχειριδίο χρήσης της στήλης η ενδεικνόμενη θερμοκρσί ήτν 40 ο C γι κλύτερη 

προστσί των βιτμινών.

2.4.6 Βελτιστοποίηση της μεθόδο

I. Προκτεργσί δείγμτος

2.4.6.1 Μάζ δείγμτος

Πργμτοποιείτι διάλση της IF (Infant Formula) πό μορφή σκόνης σε θερμό (60
ο
C) 

περκάθρο νερό ώστε ν πρσκεστεί ομογενοποιημένο δείγμ 10% w/ν. ενικά το 

πρόβλημ πο προσιάζει η νάλση των στερεών δειγμάτων-σκονών-ιωρημάτων είνι 

η νομοιογενής κτνομή των νλτών. Το ίδιο πρόβλημ προσιάζετι κι στην 

νάλση των βιτμινών σε IF.139 Ατό σμβίνει όχι μόνο επειδή δεν πρόκειτι γι 

ομοιογενές χημικό μίγμ λλά κι γιτί η σνήθης πρκτική των βιομηχνιών πργωγής 
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IF είνι η προσθήκη μίγμτος βιτμινών πό μορφή σκόνης μετά την πργωγή το blank

λικού πό άμλο ,δημητρικά κ.λπ. τσι, στην βιβλιογρφί σνήθως προτείνετι ζύγιση 

μεγάλης σχετικά ποσότητς δείγμτός. ι’ τό το λόγο δοκιμάστηκν οι πρκάτω 

ποσότητες δείγμτος ώστε ν βρεθεί η βέλτιστη γι την μέθοδο μς. 

Σχήμ 5 : Μάζ δείγμτος

2.4.6.2 Όγκος προστιθέμενο θερμού νερού γι ομογενοποίηση IF

ι την διάλση της IF προστίθετι θερμό (60
ο
C) περκάθρο νερό. Πρσκεάζετι 

ομογενοποιημένο δείγμ 10% w/ν. Δοκιμάστηκε ν πρσκεστεί κι ομογενοποιημένο 

δείγμ 20% w/ν γι ν διπιστωθεί εάν  μπορεί ν πρσκεστεί πκνότερο δείγμ γι 

την νάλση.

II. Σπωνοποίηση

Η σπωνοποίηση ποτελεί το 2ο μέρος της πειρμτικής πορείς κι περιγράφετι στ 

στάδι 2 έως 5.Τονίζετι ότι κθ’ όλη την διάρκει της σπωνοποίησης οι σωλήνες των 15 

mL είνι κλμμένοι με λομινόχρτο ώστε ν μην έρχοντι σε επφή με το φως. 

Πρκάτω εξετάζοντι διάφορες πράμετροι πο επηρεάζον την πορεί της 

σπωνοποίησης όπως ο χρόνος σπωνοποίησης ,ο ληφθείς όγκος ομογενοποιημένο 

δείγμτος κι η προσί σκορβικού οξέος.

Ζύγη 
τη IF

1g 2g 25g
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2.4.6.3 Όγκος ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/v 

Σύμφων με την μέθοδο πο κολοθείτι προστίθετι 1 mL ομογενοποιημένο 

δείγμτος (10%w/v). Ωστόσο, κρίθηκε ότι η ποσότητ τή ήτν νεπρκής γι τον 

ποσοτικό προσδιορισμό των βιτμινών κι γι’ τό  το λόγο δοκιμάστηκν διφορετικοί 

όγκοι:

Σχήμ 6:Όγκος ομογενοποιημένο δείγμτος

2.4.6.4 Επίδρση προσθήκης σκορβικού οξέος

Το σκορβικό οξύ είνι γνωστό φσικό ντιοξειδωτικό κι σμβάλει στην προστσί των 

βιτμινών πό διάφορος πράγοντες όπως πό την οξείδωση πό τον τμοσφιρικό 

έρ, το φως κι τη θερμοκρσί δεδομένο πως οι βιτμίνες είνι μι ομάδ ενώσεων 

ιδιίτερ είσθητη. 35

Πρσκεάζετι ιθνολικό διάλμ 0.2% w/v σκορβικού οξέος κι προστίθεντι 2.5mL

τού κτά την σπωνοποίηση.Tο διάλμ φήνετι πό μγνητική νάδεση γι 10-15 

λεπτά επειδή είνι δύσκολη η διλτοποιήση το σκορβικού οξέος. γινν δοκιμές κι 

ποσί σκορβικού οξέος. Πιο νλτικά εξετάζετι ο ρόλος το στην πράγρφο 
2.4.6.7 σε σνάρτηση με τον ρόλο το BHT,ενός άλλο χημικού ντιοξειδωτικού πο 

χρησιμοποιείτι κτά την εκχύλιση.

Πρτηρήθηκε ότι είνι πρίτητη η πρσκεή το ιθνολικού διλύμτος σε 

κθημερινή βάση επειδή το σκορβικό οξύ είνι είσθητη ένωση κι οξειδώνετι εύκολ

σε άλλες μορφές.140
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Εικόν 16:Οξείδωση σκορβικού οξέος

2.4.6.5 Χρόνος σπωνοποίησης

Σύμφων με την  μέθοδο πο κολοθείτι στην δημοσίεση ο χρόνος σπωνοποίησης 

είνι μόλις 5 λεπτά στος 80
ο
C. Είνι σημντικό το δτόλοτρο ν είνι κλά 

θερμοσττημένο στος 80ο
C ,όπως προτείνετι πό την βιβλιογρφί.136 ι’ τό το λόγο 

χρησιμοποιήθηκε το δτόλοτρο (της Βuchi ,το περιστροφικού εξτμιστήρ RII ) κθώς 

η θερμοκρσί το είνι πολύ στθερή κι ττόχρον πργμτοποιούντν διρκής 

έλεγχος της θερμοκρσίς με θερμόμετρο Ηg,εμβπτιζόμενο στο δτόλοτρο.

Ο χρόνος σπωνοποίησης είνι πολύ μικρός κι σε μερικές περιπτώσεις δεν 

επιτγχάνετι πλήρης σπωνοποίηση των βιτμινών με ποτέλεσμ οι οξικοί εστέρες ν 

μεττρέποντι μερικώς στις ντίστοιχες βιτμίνες κι έν μέρος τος ν πρμένει 

σπωνοποίητο. ι’ τό το λόγο δοκιμάστηκν κι μεγλύτεροι χρόνοι σπωνοποίησης 

όπως φίνετι στο πρκάτω σχήμ.
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Σχήμ 7:Χρόνος σπωνοποίησης

III. Εκύλιση

Κτά την εκχύλιση επιλέχθηκε ν τοποθετείτι το σπωνοποιημένο δείγμ σε κτάλληλο 

γάλινο δοχείο κι στην σνέχει προστίθεντι 800μl πετρελϊκού ιθέρ -1% w/v BHT κι 

μγνητικός νδετήρς σγκεκριμένης διμέτρο. Τ γάλιν δοχεί κλύπτοντι με 

λομινόχρτο γι ν προσττεύοντι πό το φως κι φήνοντι πό μγνητική νάδεση 

γι 20 λεπτά. Κτόπιν, φήνετι το δείγμ γι 2-3 λεπτά σε ηρεμί ώστε ν διχωριστούν 

εκρινώς οι φάσεις. ίνετι πρλβή της περκείμενης οργνικής φάσης σε Εppendorf 

πλστικό δοχείο όγκο 1.5 mL κι προστίθεντι εκ νέο 800μl πετρελϊκού ιθέρ -1% w/v 

BHT (2η εκχύλιση) κι κολοθεί μγνητική νάδεση γι άλλ 20 λεπτά. Τέλος, 

σγκεντρώνοντι οι 2 οργνικές φάσεις κι εξτμίζοντι πλήρως με έριο άζωτο. 

Πργμτοποιείτι νσύστση με 150 μL μεθνόλης, γίνετι νάδεση στο vortex κι το 

δείγμ τό ενίετι στον χρωμτογράφο.

Πργμτοποιήθηκν βελτιστοποιήσεις κι σε τό το 3ο πειρμτικό μέρος στις εξής 

πρμέτρος.

 2.4.6.6 Επίδρση το ριθμού εκχλίσεων κι χρόνο μγνητικής νάδεσης

Ο ριθμός των εκχλίσεων πίζει πολύ σημντικό ρόλο στο ποσοτικό προσδιορισμό των 

βιτμινών. χει σημειωθεί σε έρενες ότι μί εκχύλιση είνι νεπρκής γι την πρλβή 

των βιτμινών 111 κι τό διπιστώθηκε κι πό το δικό μς πείρμ. ι’ τό κρίθηκε 

πρίτητη η δοκιμή δύο κι τριών εκχλίσεων, μι πάγι τκτική της Ανλτικής Χημείς.

Χρν 
απωνπηη

5 min 20 min 30 min 40 min 50 min
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Ττόχρον ερενήθηκε κι ο χρόνος εκχύλισης διότι σε μικρό χρονικό διάστημ 

εκχλίζετι μόνο έν μέρος των βιτμινών ενώ σε πολύ μεγάλο χρονικό διάστημ  

ελλοχεύει ο κίνδνος κτστροφής των βιτμινών.

τσι, έγινν ρκετές δοκιμές με διφόρος σνδσμούς πο φίνοντι στο πρκάτω 

σχήμ ώστε ν επιλεγούν οι βέλτιστες σνθήκες.

Σχήμ 8:Αριμός εκχλίσεων σε σσχέτιση με τον χρόνο εκχύλισης

2.4.6.7 Χρήση ντιοξειδωτικών-Διερεύνηση ρόλο BHT

Σύμφωμ με την μέθοδο πο κολοθήθηκε χρησιμοποιούντι δο ντιοξειδωτικά γι την 

προστσί των βιτμινών κθ’όλη την πειρμτική πορεί. Το μεν σκορβικό οξύ 

προστίθετι σε ιθνόλη (0.2 % w/v) κτά την σπωνοποίηση κι το δε BHT προστίθετι 

σε πετρελϊκό ιθέρ (1 % w/v) κτά την εκχύλιση των δειγμάτων.

Χρν 
εκχυλεων

Αρθμ 
εκχυλεων

Εκχυλε

1 20min

2

5min

10min

15min

20min

3
15min

20min
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Σχήμ 9:Χρήση ντιοξειδωτικών

ι ν διπιστωθεί η δράση τος έγινν τ εξής σγκριτικά πειράμτ:

a. Προσί BHT κι σκορβικού οξέος 

b. Προσί μόνο σκορβικού οξέος

c. Προσί μόνο BHT

d. λλειψη κι των δο 

2.4.6.8 Επίδρση της ποσότητς πετρελϊκού ιθέρ στην εκχύλιση

σον φορά τον πετρελϊκό ιθέρ έγινε βελτιστοποίηση στην ποσότητ πο 

προστίθετι κτά την εκχύλιση. Σύμφων με την προτεινόμενη μέθοδο προστίθεντι 300μl

λλά δοκιμάστηκν οι πρκάτω όγκοι:

Σχήμ 10:Όγκος πετρελϊκού ιθέρ

Aντιοξειδωτικά
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2.3.6.9 Σγκέντρωση BHT

Σχήμ 11:Σγκέντρωση δ/τος ΒΤ

Μελετήθηκε επίσης η σγκέντρωση το BHT πο προστέθηκε. Χρησιμοποιήθηκε διάλμ 

πετρελϊκού ιθέρ με 1% BHT σύμφων με την προτεινόμενη μέθοδο. Ωστόσο 

δοκιμάστηκν κι διλύμτ με 0.5 % κι 0.2% BHT γι ν διπιστωθεί ν μπορούν ν 

προσττεύσον ικνοποιητικά τις βιτμίνες. 

2.4.6.10 Όγκος διλύτη νσύστσης

Μετά το τέλος των εκχλίσεων σγκεντρώνοντι οι 2 οργνικές φάσεις σε Eppendorf

σωληνάκι των 1.5 mL κι εξτμίζοντι με έριο άζωτο. Στην  σνέχει γίνετι νσύστση 

το δείγμτος με μεθνόλη. Σύμφων με την προτεινόμενη στη δημοσίεση μέθοδο  

προστίθεντι 100μl μεθνόλης. Ωστόσο, ο όγκος τός είνι πολύ μικρός κι γι’ τό 

δοκιμάστηκν κι 150μl μεθνόλης.

2.4.6.11 Επιλογή κτάλληλων σκεών

Διάμετρς μγνητικών νδετήρων

Μί πράμετρος πο κόμη μελετήθηκε είνι το μέγεθος (διάμετρος) των μγνητικών 

νδετήρων. Χρησιμοποιήθηκν 2 είδη:  
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 μικροί (15 x 4.5 mm) κι 

 μεσίοι (20 x 6 mm) νδετήρες

Υάλιν σκεύη

Επιπλέον , μι σημντική πράμετρος-κλειδί γι την νάπτξη της μεθόδο πο 

επηρέσε την εκχύλιση των βιτμινών είνι τ γάλιν φιλίδι πο επιλέχθηκν κτά την 

εκχύλιση. Δοκιμάστηκν 3 είδη φιλιδίων πο προσιάζοντι στις πρκάτω εικόνες.

 Ογκομετρική φιάλη των 5mL

 Σκορόχρωμο άλινο δοχείο των 
       7 mL(PTFE) με πλστικό βιδωτό κπάκι
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 Διφνές άλινο δοχείο των 12mL με πλστικό  βιδωτό 
κπάκι

Πιπέτες Pasteur-Gas tight Syringe

Τέλος, γι το διχωρισμό των δύο φάσεων μετά πό κάθε εκχύλιση δοκιμάστηκν 

γάλινες πιπέτες pasteur ( μήκος 230 mm) κι σύριγγ gas tight το 1 mL.(SGE Syringe) 

2.4.7 Βέλτιστη πειρμτική πορεί

στερ πό όλες τις πρπάνω βελτιστοποιήσεις επιλέχθηκε η πρκάτω πειρμτική 

πορεί ως η βέλτιστη.
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Σχήμ 12: Επιλεχθείσ βελτιστοποιημένη πειρμτική πορεί προσδιορισμού λιποδιλτών 
βιτμινών σε IF με σπωνοποίηση χωρίς χρήση -μλάσης

1
•Ζύγιση  5 g  IF  κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό (10% w/ ν)
• Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το δείγμτος

2

•Σε πλστικό σωλήν των 15 mL πρστίθεντι:
•2mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος
•1mL δτικού δ/τος KOH 50% w/v

3

•Προστσί με έριο άζωτο γι 20 sec, πότομο κλείσιμο πώμτος το σωλήν 15mL

• Χειροκίνητη νκίνηση γι μερικά δετερόλεπτ

4

•Τοποθέτηση το  πλστικού σωλήν  των 15mL σε  θερμοσττούμενο δρόλοτρο 
στος  80 οC γι 10 min

•Τοποθέτηση  το σε πγόλοτρο  γι ν κρώσει το δείγμ  

5

•γοκέντρηση στις  4000 rpm γι 4 min

•Πρλβή το περκείμενο σπωνοποιημένο δείγμτος (περίπο 4,5mL) πό τον 
σωλήν των 15 mL κι προσθήκη το σε κτάλληλο άλινο δοχείο

6

•Προσθήκη 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της περκείμενης 
οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC
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2.4.8 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ

Πργμτοποιήθηκν 5 είδη προσθήκης σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών :

1. ρετινόλης, 

2. οξικού εστέρ της ρετινόλης, 

3. πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης, 

4. τοκοφερόλης κι 

5. οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 

γι 3 επίπεδ σγκεντρώσεων 50%, 100% κι 150%. Ως 100% επιλέγετι κάθε φορά η 

τιμή σγκέντρωσης πο νγράφετι γι την εκάστοτε βιτμίνη στην ετικέτ κάθε είδος 

IF. 

Στην ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών προστίθετι η εκάστοτε πρότπη οσί κι στην 

σνέχει κολοθείτι η πειρμτική πορεί όπως νγράφετι στο Σχήμ 12. 

2.5 Μέθοδος με χρήση -μλάσης 138

2.5.1 Πειρμτική πορεί

Κτά την ομογενοποίηση της βρεφικής τροφής πο περιέχει άμλο γίνετι σνήθως 

προσθήκη το ενζύμο -μλάσης γι ν διπιστωθεί ν βοηθάει στην πρλβή των 

βιτμινών.136 Προστίθετι 1 g μλάσης στ 5g IF, το μίγμ νκινείτι κλά κι 

κολοθείτι η ίδι πειρμτική πορεί πο περιγράφετι στο στάδιο της προκτεργσίς 

δείγμτος(στάδιο 1ο),όπως φίνετι κι στο πρκάτω σχήμ.
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Σχήμ 13: Πειρμτική πορεί προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF με σπωνοποίηση 
κι με χρήση -μλάσης

1

•Ζύγιση  5 g  IF  κι  προσθήκη 1g -μλάσης
•Ανάδεση κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό (10% w/ ν)
•Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το 
δείγμτος

2

•Σε πλστικό σωλήν των 15 mL πρστίθεντι:
•2mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος
•1mL δτικού δ/τος KOH 50% w/v

3
•Προστσί με έριο άζωτο γι 20 sec,πότομο κλείσιμο πώμτος το σωλήν 
15mL

• Χειροκίνητη νκίνηση γι μερικά δετερόλεπτ

4

•Τοποθέτηση το πλστικού σωλήν των  15mL σε  θερμοσττούμενο 
δρόλοτρο στος  80 οC γι 10 min

•Τοποθέτηση το σε πγόλοτρο  γι ν κρώσει το δείγμ  

5

•γοκέντρηση στις  4000 rpm γι 4 min

•Πρλβή το περκείμενο σπωνοποιημένο δείγμτος (περίπο 4,5mL) πό 
τον σωλήν των 15 mL κι προσθήκη το σε κτάλληλο άλινο δοχείο

6

•Προσθήκη 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της 
περκείμενης οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC



85 

2.5.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης στο δείγμ

Πργμτοποιήθηκν όπως κι προηγομένως (πράγρφος 2.4.8) πέντε είδη 

προσθήκης σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών :

1. ρετινόλης, 

2. οξικού εστέρ της ρετινόλης, 

3. πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης, 

4. τοκοφερόλης κι 

5. οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 

γι 3 επίπεδ σγκεντρώσεων 50%, 100% κι 150%. Ως 100% επιλέγετι κάθε φορά η 

τιμή σγκέντρωσης πο νγράφετι γι την εκάστοτε βιτμίνη στην ετικέτ κάθε είδος 

IF. 

Στην ρίν Λκτέ Ελέύθερη Βιτμινών προστίθετι 1g -μλάσης ,νκινείτι το δείγμ 

γι ομογενοποιηθεί κι στην σνέχει προστίθετι η εκάστοτε πρότπη οσί κι 

κολοθείτι η πειρμτική πορεί όπως νγράφετι στο Σχήμ 13. 

2.6 Μέθοδος σάρωσης (screening method)

Στην ετικέτ της ρίν Λκτέ νγράφοντι οι εξής λιποδιλτές βιτμίνες: βιτμίνη Α ως 

οξικό εστέρς της ρετινόλης , βιτμίνη Ε ως οξικό εστέρ της -τοκοφερόλη κι βιτμίνη 

D3. Στην ετικέτ της Sanilac (2 & 3) νγράφοντι : βιτμίνη Α ως οξικό εστέρς της 

ρετινόλης , βιτμίνη Ε ως οξικό εστέρ της -τοκοφερόλη, βιτμίνη D3 κι βιτμίνη Κ1. 

Με την σπωνοποίηση όλες οι μορφές των βιτμινών Α κι Ε (οξικοί κι πλμιτικοί 

εστέρες) μεττρέποντι σε κθρές βιτμίνες(ρετινόλη κι -τοκοφερόλη ντίστοιχ).Οι 

βιτμίνες D3 κι Κ1 δεν λλάζον μορφή. ρ στόχος ήτν ν βρεθεί μι μέθοδος πο ν 

μπορεί ν δικρίνει (νιχνεύσει ποιοτικά) ποι μορφή βιτμίνης πάρχει κριβώς στην 

IF,επιβεβιωτική της σύστσης της μορφής βιτμινών πο δηλώνοντι στις ετικέτες των IF.

τσι, νπτύχθηκε μι πλή screening μέθοδος στην οποί πρλείπετι το στάδιο της 

σπωνοποίησης κι οι βιτμίνες Α κι Ε εκλούοντι στις οξικές τος μορφές.
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2.6.1 Πειρμτική πορεί

Στη μέθοδο τή πρλείπετι το στάδιο της σπωνοποίησης κι πργμτοποιούντι 
μόνο τ στάδι της προκτεργσίς κι της εκχύλισης το δείγμτος όπως φίνετι κι 
πό το Σχήμ 14. 

Σχήμ 14: Πειρμτική πορεί προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF χωρίς 
σπωνοποίηση

2.6.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ

Ελέγχθηκε επίσης κι κτά πόσο μπορεί ν χρησιμοποιηθεί η μέθοδος τή κι γι τον

ποσοτικό προσδιορισμό των οξικών μορφών των βιτμινών Α κι Ε, προσθέτοντς τις 

πρότπες βιτμίνες σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών.  

Πργμτοποιήθηκν όπως κι προηγομένως (πράγρφος 2.4.8) πέντε είδη 

προσθήκης σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών :

1
•Ζύγιση  5 g  IF  (κι  προσθήκη 1g -μλάσης)
•Ανάδεση κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό (10% w/ ν)
•Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το δείγμτος

2

•Σε κτάλληλο άλινο δοχείο  πρστίθεντι:
•2mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος

6

•Προσθήκη 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT  σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της περκείμενης 
οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC
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1. ρετινόλης, 

2. οξικού εστέρ της ρετινόλης, 

3. πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης, 

4. τοκοφερόλης κι 

5. οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 

γι 3 επίπεδ σγκεντρώσεων 50%, 100% κι 150%. Ως 100% επιλέγετι κάθε φορά η 

τιμή σγκέντρωσης πο νγράφετι γι την εκάστοτε βιτμίνη στην ετικέτ κάθε είδος 

IF. 

Στη ρίν Λκτέ Ελέύθερη Βιτμινών προστίθετι η εκάστοτε πρότπη οσί κι στην 

σνέχει κολοθείτι η πειρμτική πορεί όπως νγράφετι στο Σχήμ 14. 

2.7 Eπικύρωση μεθόδο με πρότπο λικό νφοράς SRM 1849a141

To Πρότπο Υλικό Ανφοράς (SRM) προορίζετι κρίως γι την επικύρωση μεθόδων κι 

γι τον προσδιορισμό λιπρών οξέων, χοληστερόλης, βιτμινών, ιχνοστοιχείων, μινοξέων 

κι νοκλεοτιδίων σε θρεπτικά λικά γι βρέφη κι ενήλικες. Μπορεί επίσης ν 

χρησιμοποιηθεί γι τη δισφάλιση ποιότητς . Είνι λικό βσισμένο στο γάλ πό μορφή 

σκόνης κι πρσκεάζετι πό κτσκεστές βρεφικών κι πιδικών τροφών. Πρέπει 

ν ποθηκεύετι στος -80°C ή σε χμηλότερη θερμοκρσί.

Μπορούν ν προσδιοριστούν τόσο δτοδιλτές όσο κι λιποδιλτές βιτμίνες. Οι 

περιεχόμενες βιτμίνες στο λικό τό κι στις ντίστοιχες σγκεντρώσεις τος 

νφέροντι στον πρκάτω πίνκ.

Πίνκς 1: Περιεχόμενες βιτμίνες στο SRM

Βιτμίνες Σγκέντρωση(mg/Kg)

Ρετινόλη 7.68 ± 0.23

Πλμιτικός εστέρς της ρετινόλης 14.3 ± 0.20

Ολική -τοκοφερόλη 219± 16.0

Οξικός εστέρς της -τοκοφερόλης 158 ±18.0

Χολεκλσιφερόλη(D3) 0.11 ± 0.02

λλοκινόνη(Κ1) 1.06 ±0.17

Ασκορβικό οξύ 784 ± 65.0



88 

ειμίνη( Β1) 12.6 ± 0.98

Ριβοβλβίνη(Β2) 20.4 ± 0.52

Νικοτινμίδιο(Β3) 108 ± 10.0

Πντοθενικό οξύ(Β5) 68.2 ± 1.90

Πριδοξίνη(Β6) 13.5 ± 0.93

ολικό οξύ 2.29 ± 0.06

Βιοτίνη 1.99 ± 0.13

στερ πό την βελτιστοποίηση όλων των μεθόδων πο μελετήθηκν πρπάνω 

χρησιμοποιήθηκε το πρότπο τό λικό νφοράς γι ν διπιστωθεί η κρίβει κι η 

ποτελεσμτικότητ των μεθόδων .
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ΚΕΑΛΑΙΟ 3

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

3.1 ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  
μέσω RP-HPLC137

3.1.1 Αποτελέσμτ βελτιστοποίησης μεθόδο

3.1.1.1 Μάζ δείγμτος

Δοκιμάστηκν ν διλθούν 1g κι 2g IF σε ντίστοιχ 4 mL ιθνόλης . Επιλέχθηκν τ 

2g IF ώστε ν πρσκεστεί πιο πκνό διάλμ, διπλάσις περιεκτικότητς σε δείγμ 

πό τό πο νγρφότν στην μέθοδο. Ωστόσο, πρτηρήθηκε πως τό δεν είνι 

εφρμόσιμο σε όλ τ είδη των πιδικών τροφών. Πιο σγκεκριμέν , 2g Sanilac (1,2&3)

μπορούσν ν διλθούν σε 4 mL ιθνόλης ενώ 2g ρίν Λκτέ χρειζότν σχεδόν 

τριπλάσι ποσότητ ιθνόλης(10-12 mL) ώστε ν ομογενοποιηθεί το δείγμ ,οπότε δεν 

μπορούσε ν πρσκεσθεί πιο πκνό διάλμ. Πρόλ τά τ ποτελέσμτ δεν ήτν 

ικνοποιητικά ούτε κι γι την Sanilac γι τος εξής λόγος:

 Εκχλίζετι μόνο η βιτμίνη Α κι όχι κι η βιτμίνη Ε όπως νμενότν

 Τ σήμτ ήτν πάρ πολύ μικρά με ποτέλεσμ ν μην μπορεί ν γίνει 

ποσοτικοποίηση, όπως φίνετι κι πό τ πρκάτω χρωμτογρφήμτ (Εικόν 17 κι 
18).

3.1.1.2 Επίδρση ριθμού εκχλίσεων

Δοκιμάστηκν μί εκχύλιση κι οι τρεις διδοχικές εκχλίσεις. Τ ποτελέσμτ είνι 

πολύ πιο ικνοποιητικά με τις τρεις εκχλίσεις κθώς εκχλίστηκε κι η βιτμίνη Ε ,κάτι 

πο δεν σνέβινε με την μι εκχύλιση. Τ σήμτ πο πήρμε ήτν μεγλύτερ λλά όχι 

σε τέτοιο βθμό πο ν μπορεί ν πργμτοποιηθεί ποσοτικός προσδιορισμός των 

βιτμινών, όπως φίνετι κι πό τ πρκάτω χρωμτογρφήμτ (Εικόνες 17 κι 18).  
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Εικόν 17:Χρωμτογράφημ δείγμτος με μί εκχύλιση

Εικόν 18: Χρωμτογράφημ δείγμτος με τρεις εκχλίσεις

Η μέθοδος τή προσιάζει το πλεονέκτημ ότι είνι γρήγορη κι η προκτεργσί των 

δειγμάτων είνι πλή κι τός ήτν ο βσικός λόγος πο επιλέχθηκε ν ερενηθεί πρώτη. 

Πρόλ τά τ ποσοτικά ποτελέσμτ της δεν ήτν ικνοποιητικά φού μπορεί ν 

χρησιμοποιηθεί μόνο γι τον ποιοτικό προσδιορισμό των βιτμινών. Ατό μπορεί ν 

οφείλετι στο διφορετική μήτρ των πιδικών τροφών πο νλύσμε ένντι τών της 

μεθόδο. Στο μέλλον πρέπει ν επνεξετσθεί ώστε ν επιτεχθεί βελτιστοποίηση της 

μεθόδο. 
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3.2 Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές μέσω HPLC-

UV138

3.2.1 Πρότπ βιτμινών

Τ πρότπ των βιτμινών διλύοντι σε ιθνόλη κι στην σνέχει ριώνοντι κι 

πρσκεάζοντι διλύμτ διφορετικής σγκέντρωσης πο χρειάζοντι γι τις κμπύλες 

νφοράς τος κι τον ποσοτικό προσδιορισμό τος.

Ο χρόνος έκλοσης των βιτμινών με κινητή φάση μεθνόλη κι ροή 1.00 mL / min

προσιάζετι στον πρκάτω πίνκ:

Πίνκς 2:Χρόνος έκλοσης βιτμινών

Βιτμίνες Xρόνος έκλοσης (min)
Ρετινόλη 4.51

Οξικός εστέρς της ρετινόλης 6.13

Εργoκλσιφερόλη (D2) 9.95

Χολεκλσιφερόλη(D3) 10.40

dl-a-τοκοφερόλη 12.55

Οξικός εστέρς της dl-a-τοκοφερόλης 17.59

λλοκινόνη (Κ1) 24.50

Πλμιτικος εστέρς της ρετινόλης 52.05

Στις πρκάτω εικόνες προσιάζοντι τ χρωμτογρφήμτ των προτύπων βιτμινών  

στ ντίστοιχ μήκη κύμτος.

Εικόν 19:Πρότπο διάλμ ρετινόλης, οξικού εστέρ της ρετινόλης κι πλμιτικού εστέρ της 
ρετινόλης 100 ppm στ 325 nm
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Εικόν 21: Πρότπο διάλμ της χολεκλσιφερόλης κι της εργοκλσιφερόλης 2000ppm στ 

264 nm

Εικόν22: Πρότπο διάλμ της φλλοκινόνης 100ppm στ 244 nm

Εικόν 20:Πρότπο διάλμ της -τοκοφερόλης κι οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 100ppm
στ 292 nm
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3.2.2 Αποτελέσμτ βελτιστοποίησης μεθόδο

IV. Προκτεργσί δείγμτος

3.2.2.1 Μάζ δείγμτος

Δοκιμάστηκν 1,2,5 κι 25 g κι η βέλτιστη ποσότητ δείγμτος ήτν τ 5g IF. Στ 25g IF

πάρχει δσκολί στην ομογενοποίηση το δείγμτος κθώς πιτείτι μεγάλος όγκος 

θερμού νερού γι την διάλση της ενώ ττόχρον πιτείτι κι έντονη νάδεση με 

χρήση μγνητικού νδετήρ. Το 1g είνι πολύ λίγο κι με βάση επίσημες μεθόδος δεν 

είνι ντιπροσωπετική ποσότητ κι γι’ τό προτιμάτι μεγλύτερη ποσότητ 

δείγμτος.108 Επίσης, η % σχετική πόκλιση γι n=3  ήτν μικρότερη  γι επεξεργσί 5g

IF κι γι τις δύο βιτμίνες Α κι Ε (13% κι 29% ντίστοιχ) κι γι’ τό το λόγο επιλέχθηκε 

η ποσότητ τή ως η βέλτιστη.

Πίνκς 3:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης της μάζς γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 
δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 320

268 30 2g IF

169

141 30Sanilac2 308 162

Sanilac2 176 93

Sanilac2 467

420 13 5g IF

246

221 13Sanilac2 433 228

Sanilac2 361 188

Sanilac2 554

540 21 25g IF

292

280 30Sanilac2 645 339

Sanilac2 420 221
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Πίνκς 4:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης της μάζς γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 1,10

0,81 54 2g IFSanilac2 1,03

Sanilac2 0,31

Sanilac2 4,54

3,57 29 5g IFSanilac2 3,70

Sanilac2 2,46

Sanilac2 2,17

3,87 46 25g IFSanilac2 5,72

Sanilac2 3,73

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών,400μl πετρελϊκού ιθέρ,100μl μεθνόλης κι χρήση 
ογκομετρικών φιλών των 5 ml

3.2.2.2 Όγκος προστιθέμενο θερμού νερού γι ομογενοποίηση IF

Δοκιμάστηκε ν πρσκεστούν  ομογενοποιημέν δείγμτ με νερό 10% κι  20% w/ν. 

Ωστόσο ,πήρχε δσκολί ομογενοποίησης στην ρίν Λκτέ στο δείγμ με σγκέντρωση

20% w/ν κθώς η ποσότητ νερού ήτν νεπρκής γι ν διλτοποιηθεί πλήρως. ι τη 

Sanilac τ ποτελέσμτ δεν ήτν τόσο ικνοποιητικά όσο φορά την βιτμίνη Ε κθώς 

στο δείγμ με 20% w/ν πρλμβάνετι η μισή ποσότητ βιτμίνης κι η % RSD είνι η 

διπλάσι.(% 9,3% κι 19%) ι’ τούς τος λόγος επιλέχθηκε ν διτηρηθεί η 

προτεινόμενη περιεκτικότητ 10% w/ν.
Πίνκς 5:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο προστιθέμενο νερού γι την 

βιτμίνη A

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac3 831

870 4,5 10% w/v IF

1691

1760 3,9Sanilac3 870 1760

Sanilac3 909 1830

Sanilac3 740

725 4,5 20% w/v IF

1419

1392 4,2Sanilac3 687 1326

Sanilac3 748 1433
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Πίνκς 6:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο προστιθέμενο νερού γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac3 12,4

13,7 9,3 10% w/v IFSanilac3 13,6

Sanilac3 15,0

Sanilac3 8,33

7,21 18,6 20% w/v IFSanilac3 7,58

Sanilac3 5,72

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,10 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0,1% ΒΗΤ,150μl μεθνόλης κι 
χρήση διφνών φιλιδίων

V. Σπωνοποίηση

3.2.2.3 Όγκος ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/v  

Με βάση τ ποτελέσμτ των πειρμάτων διπιστώθηκε πως η ιδνική ποσότητ πο 

επιτρέπει τον ποιοτικό κι ποσοτικό προσδιορισμό των βιτμινών είνι τ 2mL

ομογενοποιημένο δείγμτος. Το 1 mL πορρίφθηκε επειδή τ ποσά των βιτμινών πο 

πρλμβάνομε είνι νεπρκή κι η % σχετική πόκλιση των δειγμάτων είνι μεγάλη 

τόσο γι την βιτμίνη Α (23,6% κι 15%) όσο κι γι την βιτμίνη Ε(24% κι 15%). Τ 5 

mL πορρίφθηκν φού δημιοργούν έν πολύ πκνό δείγμ όπο η εκχύλιση το κι ο 

διχωρισμός των φάσεων γίνετι δύσκολ με ποτέλεσμ είτε ν μην γίνετι πλήρης 

πρλβή της περκείμενης οργνικής φάσης είτε ν ξάνει τη δσκολί της 

πειρμτικής επεξεργσίς μις κι λμβνότν μέρος της νόργνης φάσης. 

Επιπροσθέτως, γι όγκο 2 mLπρτηρήθηκν κλύτερες % RSD είτε γι τη ρετινόλη (9,2% 

κι 7,2% γι n=3) είτε κι γι την -τοκοφερόλη (7,1% γι n=3).
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Πίνκς 7 :Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο δείγμτος γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 153

208 24 1 mL

656

786 15Sanilac2 247 879

Sanilac2 224 823

Sanilac2 268

296 9,2 2 mL

779

846 7,6Sanilac2 322 907

Sanilac2 299 852

Sanilac2 86

113 21 5 mL

263

326 17Sanilac2 122 346

Sanilac2 132 370

Πίνκς 8 :Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο δείγμτος γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 0,84

1,21 39 1 mLSanilac2 1,73

Sanilac2 1,05

Sanilac2 4,61

4,63 7,1 2 mLSanilac2 4,32

Sanilac2 4,97

Sanilac2 1,82

1,63 11 5 mLSanilac2 1,50

Sanilac2 1,58

Πειρμτικές σνθήκες:2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά σπωνοποίηση, 2 
εκχλίσεις των 20 λεπτών,400μl πετρελϊκού ιθέρ,100μl μεθνόλης κι χρήση ογκομετρικών φιλών των 
5 ml

3.2.2.4 Επίδρση προσθήκης σκορβικού οξέος

Κρίθηκε ότι είνι πρίτητη η πρσκεή το  ιθνολικού διλύμτος σε κθημερινή 

βάση επειδή το σκορβικό οξύ οξειδώνετι εύκολ σε άλλες μορφές με ποτέλεσμ ν 

ελλοχεύει ο κίνδνος ν περιοριστεί η ντιοξειδωτική το δράση. Στις πρκάτω εικόνες 

φίνετι η οξείδωση πο έχει ποστεί το σκορβικό οξύ με το πέρς μις μέρς.
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Εικόν 24: Χρωμτογράφημ με την χρήση πλιού ιθνολικού διλύμτος  με 0,2%w/v 
σκορβικό οξύ

Αποσί σκορβικού οξέος πρτηρείτι πώλει των βιτμινών επειδή τ δείγμτ 

πρμένον προστάτετ κτά την διάρκει της σπωνοποίησης. Πρλμβάνομε 

σχεδόν την μισή ποσότητ των βιτμινών Α κι Ε κι η % RSD των δειγμάτων είνι σχεδόν 

διπλάσι.( 26 κι 21 γι τις βιτμίνες Α κι Ε γι n=3)

Πίνκς 9:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σκορβικού οξέος γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   πρότπο 
δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 247

286 26
ποσί 

σκορβικού

584

653 20Sanilac2 370 802

Sanilac2 241 573

Sanilac2 384

466 16
προσί 

σκορβικού

827

972 14Sanilac2 529 1084

Sanilac2 484 1004

Εικόν 23: Χρωμτογράφημ με την χρήση ιθνολικού διλύμτος με 0,2%w/v σκορβικό οξύ 
ημέρς
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Πίνκς 10 :Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σκορβικού οξέος γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 4,08

4,09 21
ποσί 

σκορβικούSanilac2 4,94

Sanilac2 3,24

Sanilac2 7,44

8,9 15
προσί 

σκορβικούSanilac2 10,1

Sanilac2 9,18

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ, 5 λεπτά σπωνοποίησης ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών ,400μl πετρελϊκού ιθέρ με 1% BHT,100μl μεθνόλης κι χρήση ογκομετρικών φιλών 
των 5 ml.

3.2.2.5 Χρόνος σπωνοποίησης

Διπιστώθηκε ότι στ 5 λεπτά σπωνοποίησης δεν επιτγχάνετι  πάντ πλήρης 

σπωνοποίηση των βιτμινών με ποτέλεσμ  έν μέρος τος ν πρμένει 

σπωνοποίητο κι κτά σνέπει στο χρωμτογράφημ ν πρτηρούμε 2 κορφές ντί 

γι μί πο νμένμε, όπως φίνετι κι στο πρκάτω χρωμτογράφημ.

Εικόν 25:Χρωμτογράφημ δείγμτος πο πέστη μερική σπωνοποίηση

Εικόν 26: Χρωμτογράφημ δείγμτος πο πέστη πλήρη σπωνοποίηση
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ι’ τό το λόγο δοκιμάστηκν κι μεγλύτεροι χρόνοι σπωνοποίησης όπως 10, 20, 30, 

40, κι 50 min. Επιλέχθηκε ως βέλτιστος χρόνος τ 10 λεπτά , κθώς επιτγχάνετι πλήρης 

σπωνοποίηση χωρίς ν πάρχει κίνδνος ν κτστρφούν οι βιτμίνες όπως φίνετι 

κι στον πρκάτω πίνκ. ν κόμη κέρδος της ύξησης το χρόνο σπωνοποίησης 

(κτά 5 λεπτά μόνο) ήτν η νίχνεση της βιτμίνη D3 . Απορρίφθηκν μεγλύτεροι χρόνοι 

σπωνοποίησης γιτί κτστρέφετι έν μέρος των βιτμινών κι κρίως της βιτμίνης Ε, 

όπως φίνετι κι στος πρκάτω πίνκες.

Πίνκς 11:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης χρόνο σπωνοποίησης γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

ρίν Λκτέ 427

524 24 5 min

977

1147 19ρίν Λκτέ 482 1074

ρίν Λκτέ 662 1392

ρίν Λκτέ 692

591 15 10 min

1445

1267 13ρίν Λκτέ 560 1213

ρίν Λκτέ 520 1142

ρίν Λκτέ 542

531 4,5 20 min

1180

1161 3,7ρίν Λκτέ 548 1190

ρίν Λκτέ 503 1112

ρίν Λκτέ 825

710 15 30 min

1681

1477 13ρίν Λκτέ 691 1444

ρίν Λκτέ 613 1305

ρίν Λκτέ 696

690 9,3 40 min

1453

1442 7,9ρίν Λκτέ 623 1324

ρίν Λκτέ 751 1550

ρίν Λκτέ 711

706 6,6 50 min

1480

1470 5,6ρίν Λκτέ 657 1384

ρίν Λκτέ 750 1547
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Πίνκς 12:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης χρόνο σπωνοποίησης γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης 

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
ρίν Λκτέ 5,10

4,97 17 5 minρίν Λκτέ 5,72

ρίν Λκτέ 4,09

ρίν Λκτέ 6,87

6,35 8,2 10 minρίν Λκτέ 6,33

ρίν Λκτέ 5,83

ρίν Λκτέ 5,96

5,85 3,5 20 minρίν Λκτέ 5,96

ρίν Λκτέ 5,61

ρίν Λκτέ 5,59

4,56 20 30 minρίν Λκτέ 4,04

ρίν Λκτέ 4,06

ρίν Λκτέ 4,12

4,28 9,1 40 minρίν Λκτέ 4,00

ρίν Λκτέ 4,72

ρίν Λκτέ 4,42

4,35 1,5 50 minρίν Λκτέ 4,30

ρίν Λκτέ 4,32

Πειρμτικές σνθηκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών ,800μl

πετρελϊκού ιθέρ -0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση διφνών φιλιδίων

VI. Εκύλιση

3.2.2.6 Επίδρση το ριθμού εκχλίσεων κι το χρόνο μγνητικής νάδεσης

Σγκριτικά όλων των πτελεσμάτων , η μί εκχύλιση ήτν νεπρκής. Μετξύ των 2 

εκχλίσεων προτιμώντι  οι 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών η κθεμί δεδομένο ότι 

επιτγχάνετι κλύτερη πρλβή των βιτμινών. Μετξύ κι των 3 εκχλίσεων

προτιμώντι οι 3 εκχλίσεις των 15 λεπτών η κθεμί κθώς στις εκχλίσεις των 20 λεπτών 

ρχίζει ι κτστρέφετι έν μέρος των βιτμινών Α κι Ε. Ανάμεσ στις 2 εκχλίσεις των 

20 λεπτών κι στις 3 εκχλίσεις των 15 λεπτών προτιμώντι οι 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 

δεδομένο ότι τ ποτελέσμτ προσιάζον κλύτερη επνληψιμότητ ως προς την 
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βιτμίνη Α (%RSD =15%) ενώ ττόχρον εκχλίζετι ικνοποιητικά κι η βιτμίνη Ε σε 

σχέση με τις 3 εκχλίσεις των 15 λεπτών όπο πρτηρείτι σημντική μείωση της.(πό 

7,69 mg/100g στ 5,12mg/100g) Επιλέγοντς έτσι τις 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών μειώνετι 

ο χρόνος επεξεργσίς των δειγμάτων κι κτά σνέπει κι ο κίνδνος λλοίωσης των 

νλτών μέχρι ν γίνει η εισγωγή τος στον χρωμτογράφο.

Πίνκς 13:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ριθμού κι χρόνο εκχύλισης γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 141

200 26
1 εκχύλιση x 

20 min

397

501 18Sanilac2 219 536

Sanilac2 239 571

Sanilac2 223

290 26
2 εκχλίσεις x 

5 min

542

661 20Sanilac2 372 806

Sanilac2 275 634

Sanilac2 323

342 5,4
2 εκχλίσεις x 

10 min

719

752 18Sanilac2 360 784

Sanilac2 343 754

Sanilac2 364

334 15
2 εκχλίσεις x 

15 min

791

738 12Sanilac2 276 636

Sanilac2 362 788

Sanilac2 442

483 14
2 εκχλίσεις x 

20 min

930

1002 12Sanilac2 559 939

Sanilac2 447 1136

Sanilac2 598

629 23
3 εκχλίσεις x 

15 min

1205

1259 20Sanilac2 501 1033

Sanilac2 787 1539

Sanilac2 580

523 39
3 εκχλίσεις x 

20 min

1173

1073 33Sanilac2 299 677

Sanilac2 690 1369
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Πίνκς 14:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ριθμού κι χρόνο εκχύλισης γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 1,49

1,00 42 1 εκχύλιση x20 minSanilac2 0,78

Sanilac2 0,74

Sanilac2 1,24

1,26 25 2 εκχλίσεις x 5 minSanilac2 1,58

Sanilac2 0,96

Sanilac2 2,69

2,51 6,4 2 εκχλίσεις x 10 minSanilac2 2,48

Sanilac2 2,37

Sanilac2 0,74

1,80 100 2 εκχλίσεις x 15 minSanilac2 3,89

Sanilac2 0,78

Sanilac2 4,89

7,69 32 2 εκχλίσεις x 20 minSanilac2 8,85

Sanilac2 9,32

Sanilac2 3,27

5,12 108 3 εκχλίσεις x 15 minSanilac2 0,74

Sanilac2 11,4

Sanilac2 2,04

4,60 93 3 εκχλίσεις x 20 minSanilac2 2,21

Sanilac2 9,54

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 400μl πετρελϊκού ιθέρ, 100μl μεθνόλης κι χρήση διφνών φιλιδίων.

3.2.2.7 Χρήση ντιοξειδωτικών-Διερεύνηση ρόλο BHT

Στην πράγρφο τή μελετήθηκε η δράση το σκορβικού οξέος κι το ΒΗΤ. 

Πρτηρήθηκε πως η προσί το ντιοξειδωτικού BHT προσφέρει επιπλέον 

προσττετική δράση σε σχέση με το σκορβικό οξύ κι σνεπώς κρίθηκε πρίτητη η 

προσι κι των δύο ντιοξειδωτικών.Απορρίφθηκε η περίπτωση της πλήρης έλλειψης 

ντιοξειδωτικών επειδή με το πέρς το χρόνο ξάνετι η πώλει βιτμινών .
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Η προσθήκη μόνο το BHT στο στάδιο της εκχύλισης δεν προσφέρει πλήρη προστσί 

λόγω της έλλειψης σκορβικού οξέος κτά την σπωνοποίηση με ποτέλεσμ ν 

κτστρέφετι μέρος των βιτμινών λόγω της πρμονής των βιτμινών στο δτόλοτρο 

των 80 οC. 

Η προσθήκη μόνο σκορβικού οξέος προσττεύει ικνοποιητικά μόνο την βιτμίνη Α ενώ 

δεν πρτηρήθηκε κάτι πρόμοιο γι την βιτμίνη Ε κι τό διπιστώθηκε κθώς με το 

πέρς το χρόνο η τιμή της βιτμίνης Ε ήτν στθής με κκή επνληψημοτητ κι με 

% RSD 46% ποσί ΒΗΤ ένντι 3,8% προσί ΒΗΤ.

Σμπερσμτικά, γι ν επιτεχθεί κλή επνληψιμότητ κι πλήρης προστσί των 

βιτμινών κρίθηκε πρίτητη η προσθήκη κι των δύο ντιοξειδωτικών, το μεν 

σκορβικού οξέος γι την προστσί της βιτμίνης Α κι το δε BHT κρίως γι την 

προστσί της βιτμίνης Ε.

Πίνκς 15:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ΒΤ γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

ρίν Λκτε 624

743 14
ποσί 

ΒΗΤ

1324

1535 12ρίν Λκτε 797 1631

ρίν Λκτε 808 1650

ρίν Λκτε 877

845 3,4
προσί 

ΒΗΤ

1772

1716 2,9ρίν Λκτε 837 1703

ρίν Λκτε 821 1674

Πίνκς 16:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ΒΤ γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
ρίν Λκτε 2,85

5,81 46 ποσί ΒΗΤρίν Λκτε 7,98

ρίν Λκτε 6,60

ρίν Λκτε 6,43

6,21 3,8 προσί ΒΗΤρίν Λκτε 5,96

ρίν Λκτε 6,25
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Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 150μl μεθνόλης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ κι χρήση 
διφνών φιλιδιών.

3.2.2.8 Επίδρση της ποσότητς πετρελϊκού ιθέρ στην εκχύλιση

γινε βελτιστοποίηση της ποσότητς το πετρελϊκού ιθέρ γι 300,400,800 κι 1600 

μl. Τ 300μl είνι νεπρκής ποσότητ διλύτη κθώς δεν μπορεί ν διχωριστούν εύκολ 

οι δο φάσεις .Τ 1600μl είνι πολύ μεγάλος όγκος κι δεν δίνει νλογικά  μεγλύτερο 

σήμ λλά μερικές φορές βρέθηκε ν κτστρέφετι η βιτμίνη Α, όπως φίνετι κι στην 

Εικόν 27.

Τ 400μl είνι ικνοποιητική ποσότητ διλύτη γι το διχωρισμό των φάσεων λλά 

πρτηρήθηκε πως τ 800μl διλύτη δίνον κλύτερη επνληψιμοτητ κι σμβάλλον 

στην κλύτερη εκχύλιση των βιτμινών διπλσιάζοντς σχεδόν τ ποσά των βιτμινών πο 

πρλμβάνομε. (% RSD 9,0 κι 4,0 γι την βιτμίνη Α κι 5,8 γι την βιτμίνη Ε γι n=3)

Εικόν 27: Εκχύλιση δείγμτος με 1600μl πετρελϊκού ιθέρ
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Πίνκς 17:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο πετρελϊκού ιθέρ γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 442

453 22
400μl 

πετρελϊκού 
ιθέρ

930

949 19Sanilac2 559 1136

Sanilac2 359 782

Sanilac2 887

831 9,0
800μl 

πετρελϊκού 
ιθέρ

1717

1657 4,0Sanilac2 860 1669

Sanilac2 746 1585

Sanilac2 0

- -
1600μl 

πετρελϊκού 
ιθέρ

0

- -Sanilac2 0 0

Sanilac2 919 1773

Πίνκς 18:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο πετρελϊκού ιθέρ γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 4,89

7,69 32
400μl πετρελικού 

ιθέρSanilac2 8,85

Sanilac2 9,32

Sanilac2 11,7

12,00 5,8
800μl πετρελικού 

ιθέρSanilac2 12,8

Sanilac2 11,5

Sanilac2 3,56

8,46 52
1600μl πετρελικού 

ιθέρSanilac2 9,80

Sanilac2 12,0

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 100μl μεθνόλης κι χρήση διφνών μποκλιών
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3.2.2.9 Σγκέντρωση BHT

Δοκιμάστηκν διλύμτ με 1% ,0.5 % κι 0.2% BHT γι ν μελετηθεί η επίδρση στην 

προστσί των βιτμινών Με βάση τ ποτελέσμτ διπιστώθηκε ότι κι το διάλμ 0.2% 

BHT μπορεί ν χρησιμοποιηθεί ποτελεσμτικά. Επειδή όμως όλ τ πειράμτ είχν γίνει 

με 1% BHT λλά κι γι λόγος σγκρισιμότητς κι γι μεγλύτερη προστσί των 

βιτμινών διτηρήθηκε σε όλ τ πειράμτ το ποσοστό τό..

Πίνκς 19:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σγκέντρωσης ΒΤ γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

ρίν Λκτε 1121

1212 13 0.2 % BHT

2204

2365 12ρίν Λκτε 1396 2690

ρίν Λκτε 1119 2201

ρίν Λκτε 1216

1097 11 0.5% BHT

2373

2162 9,5ρίν Λκτε 983 1960

ρίν Λκτε 1093 2154

ρίν Λκτε 948

983 5,4 1% BHT

1898

1960 4,8ρίν Λκτε 1044 2069

ρίν Λκτε 957 1914

Πίνκς 20:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σγκέντρωσης ΒΤ γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης 

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
ρίν Λκτε 8,74

8,70 1,6 0.2 % BHTρίν Λκτε 8,55

ρίν Λκτε 8,82

ρίν Λκτε 8,54

8,18 7,1 0.5% BHTρίν Λκτε 7,52

ρίν Λκτε 8,50

ρίν Λκτε 7,42

7,69 5,4 1% BHTρίν Λκτε 8,17

ρίν Λκτε 7,48

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ, 150μl μεθνόλης κι χρήση διφνών μποκλιών.
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3.2.2.10 Επίδρση το όγκο διλύτη νσύστσης

Σύμφων με την χρησιμοποιούμενη μέθοδο προστίθεντι 100μl μεθνόλης. Ωστόσο ,ο 

όγκος τός είνι πολύ μικρός κι πάρχει μεγάλη πόκλιση μετξύ των ίδιων 

δειγμάτων.(%RSD 22 % κι 19% γι την βιτμίνη Α κι 32% γι την βιτμίνη Ε γι n=3) ι’ 

τό δοκιμάστηκν 150μl μεθνόλης βελτιώνοντς έτσι σημντικά την επνληψιμότητ 

των δειγμάτων τόσο γι τη ρετινόλη (%RSD=1,8 % γι n=3) όσο κι την -

τοκοφερόλη.(%RSD=3,1 % γι n=3)

Πίνκς 21:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο διλύτη νσύστσης γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 442

453 22
100μl 

μεθνόλης

930

949 19Sanilac2 559 1136

Sanilac2 359 782

Sanilac2 447

445 1,8
150μl 

μεθνόλης

675

672 1,4Sanilac2 450 679

Sanilac2 436 661

Πίνκς 22:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο διλύτη νσύστσης γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 4,89

7,69 32 100μl μεθνόληςSanilac2 8,85

Sanilac2 9,32

Sanilac2 7,98

8,28 3,1 150μl μεθνόληςSanilac2 8,43

Sanilac2 8,43

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά 
σπωνοποίησης,2 εκχλίσεις των 20 λεπτών ,400μl πετρελϊκού ιθέρ κι χρήση διφνών μποκλιών.
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3.2.2.11 Επιλογή κτάλληλων σκεών

Διάμετρς μγνητικών νδετήρων

Το μέγεθος τος επηρεάζει την τχύτητ νάδεσης. Με την χρήση των μικρών

μγνητικών νδετήρων ξήθηκν οι στροφές νάδεσης κι επιτεύχθηκε πλήρης 

νάμιξη των δύο φάσεων, γεγονός πο δεν σνέβη με την χρήση των μεσίων 

νδετήρων, με ποτέλεσμ την κλύτερη εκχύλιση των βιτμινών.

Υάλιν σκεύη

Τ σκορόχρωμ κι τ διφνή μικρά μποκλάκι δίνον κλύτερ ποτελέσμτ σε 

σχέση με τις ογκομετρικές φιάλες λόγω της μεγλύτερης τχύτητς νάδεσης πο μπορεί 

ν εφρμοστεί κθώς κι της πιο στρωτής-ομλής περιστροφής το μγνητικού 

νδετήρ φού ο πάτος της ογκομετρικής φιάλης είνι στενός κι ο μγνήτης βρίσκει 

στ τοιχώμτά της προκλώντς σνέχειες στην νάδεση κι ίσως κι ντροπή της 

ογκομετρικής φιάλης. Σνεπώς η %RSD ν είνι πολύ μεγλύτερη γι τις ογκομετρικές 

φιάλες(21%  γι τη βιτμίνη Α) ένντι των διφνών (2,4 %γι τη βιτμίνη Α) κι των 

σκορόχρωμων μποκλιών.(10% γι τη βιτμίνη Α)Τ σκορόχρωμ μποκλάκι 

προσιάζον το πλεονέκτημ της επιπλέον προστσίς πό το φως (πέρν το 

λομινόχρτο πο χρησιμοποιείτι) λλά είνι πιο δύσκολη η πομάκρνση της

περκείμενης οργνικής φάσης κθώς δεν είνι εδιάκριτο το σημείο διχωρισμού των 

φάσεων με ποτέλεσμ ν λμβάνετι πολλές φορές κι έν μικρό μέρος της δτικής 

φάσης. ι’ τό τον πρκτικό λόγο τ διφνή μποκλάκι ποτέλεσν την κλύτερη 

επιλογή γι το στάδιο της εκχύλισης.
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Πίνκς 23:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης άλινων σκεών γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού 
εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 427

433 2,4
διφνές
σκεύος

902

913 2Sanilac2 445 934

Sanilac2 427 903

Sanilac2 375

384 10
σκορόχρωμο

σκεύος

811

826 8,5Sanilac2 349 765

Sanilac2 427 903

Sanilac2 390

317 21
ογκομετρική 
φιάλη 5 ml

837

708 16Sanilac2 295 669

Sanilac2 266 618

Πίνκς 24: Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης άλινων σκεών γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ  
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %SD Μετβλητή Πράμετρος
Sanilac2 6,49

5,99 9,9 διφνές σκεύοςSanilac2 6,13

Sanilac2 5,34

Sanilac2 5,84

6,21 5,2 σκορόχρωμο σκεύοςSanilac2 6,43

Sanilac2 6,36

Sanilac2 2,63

3,27 18,4 ογκομετρική φιάλη 5 mlSanilac2 3,83

Sanilac2 3,35

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση,2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 400μl πετρελϊκού ιθέρ κι 100μl μεθνόλης

Πιπέτες Pasteur-Gas tight Syringe

Διπιστώθηκε ότι με την σύριγγ μπορεί ν γίνει κλύτερη πομάκρνση της άνω 

οργνικής φάσης φενός ξάνοντς το όγκο της οργνικής φάσης πο πρλμβάνομε 

κι φετέρο ποφεύγοντς την πρλβή μη οργνικής φάσης, γεγονός πο ήτν πάρ 

πολύ δύσκολο  με την χρήση των πιπετών pasteur κι γι’ τούς τος λόγος επιλέχθηκε  

ν χρησιμοποιείτι η σύριγγ. 
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Με το πέρς όλων των πρπάνω βελτιστοποιήσεων επιλέχθηκε η βέλτιστη 
πειρμτική πορεί πο νφέρετι στην πράγρφο 2.3.6.

3.2.3 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ

i. Προσθήκη ρετινόλης

Η ρετινόλη είνι η λκοολική μορφή της βιτμίνης Α κι η πιο είσθητη στις οξειδώσεις 

σε σχέση με τις εστεροποιημένες μορφές της.142 Με την σπωνοποίηση δεν λλάζει μορφή 

κι ο χρόνος έκλοσης της είτε με είτε χωρίς σπωνοποίηση όπως φίνετι κι στον 

Πίνκ 25 είνι στθερός στ 4.51 λεπτά. λες οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την 

πρκάτω κμπύλη νφοράς της πο δημιοργείτι πό τ πρότπ διλύμτ 

ρετινόλης σε 5 διφορετικές σγκεντρώσεις.

Πίνκς 25:Προσθήκη ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g %Recovery εωρητική τιμή (μg/100g)

50% 525 105 500

100% 951 95,1 1000

150% 1525 102 1500

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 5 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ, 100μl μεθνόλης κι χρήση διφνών 
φιλιδιών.

y = 53,839x - 17,436
R² = 1
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πως φίνετι κι πό το πρπάνω πίνκ κι πό το ντίστοιχο διάγρμμ τ δείγμτ 

με προσθήκη ρετινόλης προσιάζον κλή επνληψιμότητ κι κλές νκτήσεις.( 

>95%)  

ii. Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης

Με την σπωνοποίηση ο οξικός εστέρς της ρετινόλης μεττρέπετι σε ρετινόλη κι εκλούετι 

τελικά στ 4.51 λεπτά.

O οξικός εστέρς της ρετινόλης εμφνίζει περίπο τριπλάσι εισθησί (τριπλάσιο σήμ) σε 

σχέση με την ρετινόλη στην ίδι σγκέντρωση, όπως φίνετι κι πό το πρκάτω πίνκ κι 

το ντίστοιχο χρωμτογράφημ. (Εικόν 28)

Πίνκς 26:Σγκριτικός πίνκς σήμτος γι πρότπο διάλμ βιτμίνης Α

Ένωση Σήμ
Ρετινόλη (100ppm) 5313
Οξικός εστέρς της ρετινόλης(100ppm) 15733

Εικόν 28: Πρότπο διάλμ ρετινόλης κι οξικού εστέρ της ρετινόλης 100 ppm

y = 667,02x - 0,15
R² = 0,9929
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Πργμτοποιήθηκν δο διφορετικά είδη προσθήκης στην ίδι σγκέντρωση σε ρίν 

Λκτέ Ελέύθερη Βιτμινών. Προστέθηκε :

a) Ρετινόλη κι 

b) Οξικός εστέρς της ρετινόλης

Τ δείγμτ τά κολούθησν την ίδι πειρμτική διδικσί με τον ίδιο χρόνο 

σπωνοποίησης. πως φίνετι κι στην Εικόν 29 κι στ δο (a) κι (b) εκλούστηκε 

ρετινόλη, όπως ήτν νμενόμενο φού ο εστέρς της ρετινόλης σπωνοποιήθηκε. Ατό 

όμως πο είνι χρκτηριστικό είνι ότι στο δείγμ (b) το σήμ πο κτγράφηκε ήτν

σχεδόν τριπλάσιο πό τό το (a).Ατό πιθνόττ εξηγείτι πό το ότι η οξική ομάδ 

προσττεύει κλτέρ την ρετινόλη κτά την διάρκει της πειρμτικής διδικσίς.

Πίνκς 27: Σγκριτικός πίνκς σήμτος προσθήκης γι την βιτμίνη Α

Προσθήκη πρότπης ένωσης Σήμ

Κορφή ρετινόλης 248

Κορφή ρετινόλης πό οξικό εστέρ της ρετινόλης 877

Εικόν 29:Χρωμτογράφημ προσθήκης ρετινόλης κι οξικού εστέρ της ρετινόλης ίδις 

σγκεντρώσης(5ppm)

τσι, όπως φίνετι κι στον πρκάτω πίνκ η ποσοτικοποίηση των δειγμάτων 
πρέπει ν γίνετι με την κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι 
όχι με την πρότπη κμπύλη της ρετινόλης λόγω της διφορετικής εισθησίς 
,ειδάλλως θ πολογίζομε έτσι την διπλάσι ποσότητ βιτμίνης.



113 

Πίνκς 28:Σγκεντρωτικός πίνκς προσθήκης με οξικό εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης 
το  οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g %Recovery
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g %Recovery

50% 315 126 προσθήκη 
οξικού

εστέρ της 
ρετινόλης

778 311

100% 583 117 1252 250

150% 799 107 1634 218

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων. 

Με βάση τ πρπάνω ποτελέσμτ διπιστώνετι ότι τ δείγμτ προσιάζον κλή 

επνληψιμότητ(>105%) κι κλή γρμμικότητ.

iii. Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης

Σν πρότπο διάλμ εκλούετι στ 52.05 λεπτά. Με την σπωνοποίηση μεττρέπετι 

κι τός (όπως ο οξικός εστέρς της ρετινόλης) σε ρετινόλη(λκοολική μορφή) κι 

εκλούετι τελικά στ 4.51 λεπτά. Κτά σνέπει η ποσοτικοποίηση το  γίνετι με βάση 

την πρότπη κμπύλη της ρετινόλης.

Πίνκς 29:Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g %Recovery
εωρητική τιμή 

(μg/100g)
50% 559 78,1 715

100% 985 68,9 1430

150% 1463 68,2 2145

y = 616,5x + 238,37
R² = 0,9962
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Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίησης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Η προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης βσίστηκε σε πρότπο λικό -SRM 1849a 

κθώς οι βρεφικές τροφές πο μελετήθηκν δεν περιείχν πλμιτικό εστέρ της ρετινόλης. 

πως ήτν νμενόμενο, η μέθοδος δεν ντποκρίνετι πόλτ σε τού το είδος την

προσθήκη κι τό δικιολογεί κι τις χμηλές νκτήσεις.(<80%) 

iv. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Η -τοκοφερόλη είνι η λκοολική μορφή της βιτμίνης Ε κι η πιο είσθητη σε 

οξειδώσεις σε σχέση με την εστεροποιημένη μορφή της. Με  την σπωνοποίηση δεν 

λλάζει μορφή κι γι’ τό κι όλες οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την κμπύλη 

νφοράς της πο δημιοργείτι πό τ πρότπ διλύμτ -τοκοφερόλης σε 5 

διφορετικές σγκεντρώσεις.

y = 651x + 46
R² = 0,9989
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Πίνκς 30:Προσθήκη -τοκοφερόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ -τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g %Recovery
εωρητική τιμή 

(mg/100g)

50% 3,20 81,1 4,00

100% 5,70 70,7 8,00

150% 7,80 65,2 12,0

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίησης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

πως φίνετι κι πό το πρπάνω διάγρμμ τ δείγμτ προσιάζον κλή 

γρμμικότητ. Ωστόσο οι νκτήσεις τος δεν είνι τόσο ψηλές κι τό μπορεί ν 

οφείλετι σε τχόν ποβάθμιση των πρότπων διλμάτων πο χρησιμοποιήθηκν.

y = 9,6483x - 12,999
R² = 1
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v. Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Με την σπωνοποίηση ο οξικός εστέρς της -τοκοφερόλης μεττρέπετι σε -

τοκοφερόλη κι εκλούετι τελικά στ 12.55 λεπτά.

Πίνκς 31:Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Ποσοτικοποίηση με πρύτο δ/μ -τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g %Recovery εωρητική τιμή (mg/100g)

50% 2,10 97,5 2,20

100% 3,80 86,3 4,40

150% 5,30 80,0 6,60

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 5 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων. 

πως φίνετι κι πό το πρπάνω πίνκ τ δείγμτ προσιάζον κλή 

επνληψιμότητ κι κλές νκτήσεις.( >80%) 

3.3 Μέθοδος με χρήση -μλάσης (ενζμική δρόλση)

3.3.1 Αποτελέσμτ μεθόδο με χρήση -μλάσης

Διπιστώθηκε κι ήρθε σε σμφωνί με την διεθνή πρκτική πως η χρήση της -

μλάσης φενός βοηθάει πολύ στην προκτεργσί δείγμτος στον τομέ της 

ομογενοποίησης κι φετέρο βοηθάει στην χρωμτογρφί λόγω της κλύτερης 

ρεστοποίησης το εξετζόμενο δείγμτος μις κι το ένζμο κτλύει την δρόλση των 

1,4-γλκοζιτικών δεσμών το μύλο σπάζοντς το σε μικρότερ μόρι γλκόζης 

,μλτόζης κι μλτοτριόζης.143 τσι οι πιέσεις πρέμενν στθερές κθ’ όλη τη διάρκει 

y = 9,1841x + 52,967
R² = 0,9991
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της νάλσης δείγμτος κι πό δείγμ σε δείγμ στην HPLC, χωρίς ν πάρχει μικρή 

στδική ύξηση με το πέρς το χρόνο, όπως πρτηρήθηκε στ δείγμτ πο 

νλύθηκν  με μεθόδος πο δεν χρησιμοποίησν -μλάση.

Με το πέρς των πειρμάτων διπιστώθηκε πως η χρήση της -μλάσης δεν σμβάλει 

περιτέρω στην εκχύλιση των βιτμινών κθώς όπως φίνετι κι πό τος πρκάτω 

πίνκες τ ποτελέσμτ  είνι πνομοιότπ. Πργμτοποιήθηκε το ίδιο πείρμ κι γι 

τ δο είδη πιδικών τροφίμων (ρίν Λκτέ κι Sanilac 3).H Sanilac 3 δεν περιέχει άμλο 

, οπότε η χρήση της -μλάσης δεν άλλξε τ ποτελέσμτ μς.  Η χρήση -μλάσης 

στ ρίν Λκτέ  βοήθησε πολύ στην ομογενοποίηση της λλά δεν επηρέσε τον ποσοτικό 

προσδιορισμό των βιτμινών  πρόλο πο περιέχει μύλο.

Πίνκς 32: Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης -μλάσης γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού 
εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac3 838

793 6,1
ποσί -
μλάσης

1704

1625 5,2Sanilac3 799 1635

Sanilac3 743 1535

Sanilac3 780

778 3,7
προσί 

-μλάσης

1601

1597 3,2Sanilac3 805 1646

Sanilac3 748 1544

ρίν Λκτέ 515

572 10
ποσί -
μλάσης

1133

1233 8,4ρίν Λκτέ 631 1338

ρίν Λκτέ 568 1227

ρίν Λκτέ 581

605 12
προσί 

-μλάσης

1250

1292 9,8ρίν Λκτέ 549 1193

ρίν Λκτέ 686 1434
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Πίνκς 33: Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης -μλάσης γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac3 12,9

12,5 2,8 ποσί -μλάσηςSanilac3 12,4

Sanilac3 12,3

Sanilac3 12,8

13,1 4,7 προσί -μλάσηςSanilac3 13,8

Sanilac3 12,8

ρίν Λκτέ 5,32

5,80 7,8 ποσί -μλάσηςρίν Λκτέ 6,23

ρίν Λκτέ 5,85

ρίν Λκτέ 5,56

5,71 8,2 προσί -μλάσηςρίν Λκτέ 5,34

ρίν Λκτέ 6,24

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων. 

3.3.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ με -μλάση

i. Προσθήκη ρετινόλης

Οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την  κμπύλη νφοράς της ρετινόλης. 

(πράγρφος 3.2.3)

Πίνκς 34: .Προσθήκη ρετινόλης προσί -μλάσης

Πειρμτικές σνθήκες :2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% ΒΗΤ, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g %Recovery
εωρητική τιμή

(μg/100g)
100% 248 75,6 500

150% 397 78,1 750

200% 574 83,1 1000
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πως φίνετι κι πό το πρπάνω διάγρμμ οι προσθήκες της ρετινόλης

προσιάζον κλή επνληψιμότητ κι κλές νκτήσεις (>75%).Ανμένμε κλύτερες 

νκτήσεις λλά τό μπορεί ν οφείλετι στην εισθησί το πρότπο διλύμτος 

ρετινόλης πο χρησιμοποιήθηκε γι τος προσθήκηςς.

ii. Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης

Πργμτοποιείτι Προσθήκηοξικό εστέρ της ρετινόλης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 35: Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης προσί -μλάσης

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g %Recovery
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g %Recovery

50% 177 70,7 προσθήκη
οξικού εστέρ 
της ρετινόλης

526 210

100% 407 81,5 935 187

150% 763 102 1566 209

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 5 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

y = 326,6x - 83,6
R² = 0,9976
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Με βάση τον πρπάνω πίνκ διπιστώνετι πως το 50% προσιάζει το μικρότερο 

ποσοστό νάκτησης σε σχέση με τ άλλ δο δείγμτ. Ατό μπορεί ν οφείλετι είτε σε 

κάποιο πειρμτικό σφάλμ είτε στο ότι προστέθηκε πολύ μικρή ποσότητ βιτμίνης.

iii. Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης

Η προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης βσίστηκε  κι πάλι στο πρότπο λικό -

SRM 1849a κι η ποσοτικοποιηση το έγινε με βάση την πρότπη κμπύλη της 

ρετινόλης.

Πίνκς 36: Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης προσί -μλάσης

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών μποκλιών

y = 746,4x - 39,533
R² = 0,9851
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Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης 
Δείγμ μg/100g %Recovery εωρητική τιμή (μg/100g)

50% 692,7 96,9 715

100% 1025 71,7 1430

150% 1528 71,2 2145
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πως φίνετι πόν το πίνκ οι νκτήσεις δεν είνι πολύ ψηλές(>71%) λλά τό ίσως 

οφείλετι στο γεγονός ότι η βελτιστοποίηση της μεθόδο δεν πργμτοποιήθηκε με βάση 

τον πλμιτικο εστέρ της ρετινόλης λλά τον οξικό της εστέρ.

iv. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 37: Προσθήκη -τοκοφερόλης προσί -μλάσης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ -τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g %Recovery
εωρητική τιμή 

(mg/100g)

100% 2,90 66,0 4,40

150% 4,50 68,3 6,60

200% 5,90 67,4 8,80

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίησης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

y = 599,6x + 159,67
R² = 0,9864
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Βάσει των πρπάνω ποτελεσμάτων διπιστώνετι πως η γρμμικότητ των δειγμάτων 

είνι πολύ κλή ν κι οι νκτήσεις τος όχι πολύ ψηλές.(<70%) Πιθνόν ν σμβίνει 

τό σε λλοίωση το πρότπο διλύμτος -τοκοφερόλης κτά την σντήρηση το. 

v. Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 38: Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης προσί -μλάσης

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο δ/μ -τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g %Recovery
εωρητική τιμή 

(mg/100g)

50% 1,90 84,8 2,20

100% 3,60 82,3 4,40

150% 5,40 82,1 6,60

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

πως φίνετι κι πό το πρπάνω πίνκ τ δείγμτ προσιάζον πολύ κλή 
γρμμικότητ κι οι νκτήσεις τος είνι ικνοποιητικές.(>82%) 

3.4 Μέθοδος σάρωσης(screening method) 

3.4.1 Αποτελέσμτ μεθόδο 

Είνι σημντικό ν τονιστεί ότι η σπωνοποίηση επηρεάζει τον χρόνο έκλοσης των 

βιτμινών κθώς μεττρέπει τος εστέρες τος στις ντίστοιχες  ελεύθερες μορφές .Ατό 

δεν σμβίνει με όλες τις βιτμίνες λλά με τος εστέρες των βιτμινών Α κι Ε ,ενώ οι 

y = 457x - 2,3333
R² = 1
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βιτμίνες D3 κι Κ1 πρμένον νεπηρέστες κτά την σπωνοποίηση. τσι στη 

screening μέθοδο  όπο πρλείπετι το στάδιο της σπωνοποίησης οι βιτμίνες Α κι Ε 

εκλούοντι στις οξικές τος μορφές Στον πρκάτω σγκριτικό πίνκ πρτηρούμε πιο 

σγκεκριμέν τος χρόνος έκλοσης των λιποδιλτών βιτμινών.

Πίνκς 39:Χρόνος έκλοσης βιτμινών με κι χωρίς σπωνοποίηση

Βιτμίνες Χρόνος έκλοσης χωρίς
σπωνοποίηση(min)

Χρόνος έκλοσης με
σπωνοποίηση(min)

Ρετινόλη 4.51
4.51

Οξικός εστέρς της ρετινόλης 6.13

Εργικλσιφερόλη (D2) 9.95 9.95

Χολεκλσιφερόλη(D3) 10.4 10.40

dl-a-τοκοφερόλη 12.55

12.55Οξικός εστέρς της dl-a-
τοκοφερόλης 17.59

λλοκινόνη (Κ1) 24.5 24.50

Πλμιτικος εστέρς της 
ρετινόλης 52.05 4.51

Στη screening μέθοδο πρλείπετι το στάδιο της σπωνοποίησης κι οι βιτμίνες Α κι 

Ε εκλούοντι στις οξικές τος μορφές όπως φίνετι κι στο χρωμτογράφημ της Εικόνς
30.

Εικόν 30:  Χρωμτογράφημ δείγμτος χωρίς σπωνοποίηση

Επιπροσθέτως, ελέγχθηκε κτά πόσο μπορεί η μέθοδος τή ν χρησιμοποιηθεί κι γι 

τον ποσοτικό προσδιορισμό των οξικών μορφών των βιτμινών Α κι Ε είτε προσθέτοντς 

τις βιτμίνες σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών είτε μέσω των δειγμάτων.T 

ποτελέσμτ πο προσιάζοντι στον πρκάτω πίνκ δείχνον ότι οι ποσότητες των 

βιτμινών πο εκχλίζοντι είνι νεπρκής(λιγότερο κι πό το 50%) κι σνεπώς η 
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μέθοδος τή δεν μπορεί ν χρησιμοποιηθεί γι τον ποσοτικό προσδιορισμό των βιτμινών 

πρά μόνο γι ποιοτικό έλεγχο των βιτμινών πο έχον προστεθεί.

Πίνκς 40:Αποτελέσμτ Screening μεθόδο

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ οξικού εστέρ της 
ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g Average %SD

ρίν Λκτε 256

278 15ρίν Λκτε 254

ρίν Λκτε 325

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %SD

ρίν Λκτε 2,52

1,64 46ρίν Λκτε 1,18

ρίν Λκτε 1,23

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

3.4.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ ποσί -μλάσης

γινε προσθήκη των πρότπων ενώσεων όπως νφέρετι στην πράγρφο 3.2.3. κι 

κολοθήθηκε η πειρμτική πορεί χωρίς το στάδιο της σπωνοποίησης. 

i. Προσθήκη ρετινόλης

Οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την κμπύλη νφοράς της ρετινόλης. (πράγρφος 
3.2.3)

Πίνκς 41:Προσθήκη ρετινόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης 
Δείγμ μg/100g %Recovery εωρητική τιμή (μg/100g)

50% 251 65,2 384

100% 438 57,1 768

150% 563 48,8 1152

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλίδίων.
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Οι πρπάνω προσθήκες έγινν με βάση το πρότπο λικό νφοράς SRM

1849.(Πίνκς 1)Οι νκτήσεις δεν είνι πολύ ικνοποιητικές δεδομένο πως είνι 

μικρότερες το 66%.

ii. Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης όπως νφέρετι κι στην 
πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 42: Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g %Recovery εωρητική τιμή (μg/100g)
50% 172 69,0 250

100% 422 84,4 500

150% 602 80,3 750

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.
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Βάσει το πρπάνω πίνκ τ δείγμτ προσιάζον κλή επνληψιμότητ κι οι 

νκτήσεις τος είνι ικνοποιητικές με εξίρεση το 50%.(recovery<70%)Ατό μπορεί ν 

σμβίνει λόγω της μικρής ποσότητς βιτμίνης πο προστέθηκε.

iii. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 43:Προσθήκη -τοκοφερόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο δ/μ -τοκοφερόλης
Δείγμ mg/100g %Recovery εωρητική τιμή (mg/100g)

50% 5,33 67,5 7,90

100% 10,3 65,1 15,8

150% 10,4 44,0 23,7

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων

πως φίνετι πό τ ποτελέσμτ το  Πίνκ 43 το δείγμ 150% προσιάζει πολύ 
μικρότερη νάκτηση (44%)πό τ άλλ δο δείγμτ(66%) κι ποκλίνει πό την 
γρμμικότητ των άλλων δο σημείων. ι’ τό το λόγο εξιρείτι πό την πρπάνω 
κμπύλη.

iv. Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 
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Πίνκς 44:Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g %Recovery εωρητική τιμή (mg/100g)

50% 0,50 22,9 2,20

100% 0,68 15,4 4,40

150% 0,91 13,8 6,60

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Με βάση τ ποτελέσμτ το πρπάνω πίνκ πρτηρούμε ότι η γρμμικότητ των 

δειγμάτων είνι ικνοποιητική λλά οι νκτήσεις είνι πρά πολύ χμηλές.(<25%) 

Βάσει όλων των ποτελεσμάτων των πρπάνω προσθηκών τής της μεθόδο

πρτηρούμε ότι οι νκτήσεις είνι πολύ χμηλές. Σγκρίνοντς τις τιμές με τ ντίστοιχ 

ποτελέσμτ προσθήκης της μεθόδο με σπωνοποίηση ποσί -μλάσης 

διπιστώνετι ότι οι νκτήσεις είνι ρκετά πιο χμηλές. ι’ τό το λόγο η 

ποσοτικοποίηση των βιτμινώνδεν μπορεί ν γίνετι με τος προσθήκηςς της screening

μεθόδο.

3.4.3 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ προσί -μλάσης

i. Προσθήκη ρετινόλης

Οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την κμπύλη νφοράς της ρετινόλης 

.(πράγρφος 3.2.3

y = 36,7x + 36,9
R² = 0,9936
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Πίνκς 45: Προσθήκη ρετινόλης προσί -μλάσης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης 
Δείγμ μg/100g %Recovery εωρητική τιμή (μg/100g)

50% 229 59,6 384

100% 364 47,4 768

150% 538 46,8 1152

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Τ δείγμτ προσιάζον κλή γρμμικότητ λλά οι νκτήσεις τος δεν είνι πολύ 

ψηλές.(<60%) 

ii. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3

Πίνκς 46: Προσθήκη -τοκοφερόλης προσί -μλάσης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο δ/μ -τοκοφερόλης
Δείγμ mg/100g %Recovery εωρητική τιμή (mg/100g)

50% 0,16 2,00 7,90

100% 4,00 25,3 15,8

150% 13,1 55,3 23,7

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

y = 222,4x + 30,933
R² = 0,9947
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Με βάση τ πρπάνω ποτελέσμτ διπιστώνετι πως οι νκτήσεις είνι ιδιίτερ 

χμηλές κι ειδικά στο δείγμ 50% κι γι’ τό το λόγο εξιρείτι πό την πρπάνω 

κμπύλη.

iii.  Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 47: Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης προσί -μλάσης(screening

μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο δ/μ -τοκοφερόλης
Δείγμ mg/100g %Recovery εωρητική τιμή (mg/100g)

50% 5,11 46,7 10,9

100% 11,2 51,3 21,9

150% 21,2 64,4 32,8

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.
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Με βάση τ ποτελέσμτ διπιστώνετι ότι τ δείγμτ προσιάζον χμηλές 

νκτήσεις (<65%) κι ιδιίτερ το δείγμ 50%.

Σγκρίνοντς τις προσθήκες το οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης τής της μεθόδο με 

την ντίστοιχη μέθοδο προσί -μλάσης σμπεριλμβνομένο το στδίο 

σπωνοποίησης διπιστώνετι πως οι νκτήσεις είνι ρκετά πιο χμηλές. ι’ τό το 

λόγο η ποσοτικοποίηση των βιτμινών δεν μπορεί ν γίνετι με την προσθήκη της

screening μεθόδο.

3.5 Αποτελέσμτ πρότπο λικού νφοράς SRM 1849a

To πρότπο λικό νφοράς χρησιμοποιήθηκε κι γι τις 4 προνφερθείσες μεθόδος 

γι ν διπιστωθεί η ορθότητ κι η ποτελεσμτικότητ της μεθόδο. Οι 

ποσοτικοποιήσεις δεν έγινν με βάση τις πρότπες κμπύλες νφοράς της ρετινόλης κι 

της -τοκοφερόλης λλά με βάση την κμπύλη προσθήκης της ρετινόλης.

Πργμτοποιήθηκν προσθήκες πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης κι οξικού εστέρ της -

τοκοφερόλης στις ντίστοιχες σγκεντρώσεις το προτύπο νφοράς σε ρίν Λκτέ 

Ελεύθερη Βιτμινών. Με βάση τ ποτελέσμτ των πρκάτω πινάκων διπιστώνετι ότι 

η βιτμίνη Α είνι μεγλύτερη πό την θεωρητική τιμή ενώ η βιτμίνη Ε είνι εντός ορίων 

το προτύπο NIST. Η πόκλιση της βιτμίνης Α μπορεί ν οφείλετι στο γεγονός ότι η 

μέθοδος μς βσίστηκε στον προσδιορισμό το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι όχι στον 

πλμιτικό εστέρ πο περιέχει το λικό νφοράς. Ενδεχομένως ν χρειάζετι κάποι 

βελτιστοποίηση της μεθόδο γι τον προσδιορισμό το πλμιτικού εστέρς της ρετινόλης.

σον φορά την βιτμίνη Α πρτηρείτι μικρή διφορά μετξύ των δειγμάτων ποσί 

κι προσί -μλάσης. ι την βιτμίνη Ε η διφορά τή μεγλύτερη λλά εντός των 

νμενόμενων ορίων. Σγκρίνοντς τ ποτελέσμτ κι των δο βιτμινών 

διπιστώνετι ότι τ δείγμτ προσί -μλάσης προσιάζον μεγλύτερη πόκλιση 

γι n=3.(%RSD 2,2 κι 3,1 ντίστοιχ γι τις βιτμίνες Α κι Ε) σε σχέση με τ δείγμτ 

ποσί -μλάσης(%RSD 1,4 κι 2,4 ντίστοιχ γι τις βιτμίνες Α κι Ε)
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Πίνκς 48: Αποτελέσμτ SRM 1849 γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το πλμιτικού εστέρ 
της ρετινόλης

Δείγμ mg/kg Average %RSD
εωρητική 
τιμή(mg/kg)

ποσί -μλάσης
15,1

15,3 1,4

14.30 ± 0.20

15,4

15,5

προσί -μλάσης
15,1

15,2 2,215,5

14,9

Πίνκς 49:Αποτελέσμτ SRM 1849γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/kg Average %SD
εωρητική 
τιμή(mg/kg)

ποσί -μλάσης
156

161 2,4

158 ± 18

162

164

προσί -μλάσης
167

165 3,1169

159

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Εικόν 31: Χρωμτογράφημ δείγμτος SRM 1849a

Η screening μέθοδος δεν μπορεί ν εφρμοστεί ποτελεσμτικά στο SRM 1849a είτε 

προσί είτε ποσί -μλάσης.  μπορούσε ν πργμτοποιηθεί  μόνο ποιοτικός 
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προσδιορισμός των βιτμινών λλά το ποσό των βιτμινών κι το είδος των βιτμινών πο 

εκχλίζετι κάθε φορά πό δείγμ σε δείγμ διφέρει ρκετά κθιστώντς με τον τρόπο 

τό την μέθοδο τή νκριβή κι γι’ τούς τος λόγος πορρίπτετι.

3.6 Σμπεράσμτ

3.6.1 ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  
μέσω RP-HPLC137

Η μέθοδος τή χρκτηρίζετι γρήγορη κθώς δεν πιτεί μεγάλο χρόνο 

προκτεργσίς των δειγμάτων κι τός ήτν ο βσικός λόγος πο επιλέχθηκε ν 

ερενηθεί πρώτη. Ωστόσο, δεν έδωσε ικνοποιητικά ποτελέσμτ κθώς τ σήμτ είνι 

πολύ μικρά κι είνι δύσκολο ν επιτεχθεί ποσοτικός προσδιορισμός των βιτμινών Α κι 

Ε. Ατό μπορεί ν οφείλετι στο διφορετική μήτρ των πιδικών τροφών πο νλύσμε 

ένντι τών της μεθόδο.

Στο μέλλον μετά την εμπειρί πο ποκτήθηκε  μπορεί ν επνεξετστεί με διάφορες 

πρλλγές ώστε ν  επιτεχθεί βελτιστοποίηση της μεθόδο. 

3.6.2 Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές μέσω HPLC-

UV138

Με βάση όλ τ πρπάνω πειρμτικά ποτελέσμτ κτλήγομε στ εξής 

σμπεράσμτ σχετικά με τη βελτιστοποίηση της μεθόδο: 

• η μάζ το δείγμτος IF (5 g)πο ζγίζομε γι την ομογενοποίηση με κτάλληλο διλύτη

πίζει σημντικό ρόλο εξιτίς της νομοιογένεις των βιτμινών μέσ στο δείγμ

• ο όγκος το ομογενοποιημένο δείγμτος(2 ml)πο επιλέχθηκε ύξησε σημντικά τ ποσά 

των βιτμινών πο εκχλίζοντι

• ο ριθμός των εκχλίσεων σε σχέση με τον χρόνο μγνητικής νάδεσης το δείγμτος 

κθορίζον τις ποσότητες των βιτμινών πο εκχλίζοντι

• η χρήση φσικών κι τεχνητών ντιοξειδωτικών(σκορβικό οξύ κι ΒΗΤ ντίστοιχ) σε 

σνδσμό με την χρήση λομινόχρτο κθ’ όλη η την διάρκει το πειράμτος κι το 

μειωμένο φωτισμό σμβάλον ποτελεσμτικά στην προστσί των βιτμινών.

• η χρήση των άλινων φιλιδίων στθεροποίησε τις σνθήκες εκχύλισης των βιτμινών
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• η ύξηση το χρόνο σπωνοποίησης κτά μόλις 5 λεπτά στθεροποίησε την πλήρη 

μεττροπή των εστεροποιημένων μορφών των βιτμινών στις λκοολικές μορφές τος κι 

σνέβλε στην εκχύλιση της βιτμίνης D3

• η ύξηση το όγκο το διλύτη εκχύλισης (πετρελϊκός ιθέρς) κτά 0,5 ml σνέβλε 

στην κλύτερη εκχύλιση των βιτμινών

• η ύξηση το όγκο το διλύτη νσύστσης(μεθνόλη) κτά 50% ελχιστοποίησε την 

% σχετική πόκλιση (%RSD) των δειγμάτων 

• η χρήση της -μλάσης γι ενζμική δρόλση σνέβλε στην ομογενοποίηση των 

δειγμάτων βελτιώνοντς ττόχρον τις χρωμτογρφικές σνθήκες

Σχετικά με την επικύρωση της μεθόδο οι προσθήκες των βιτμινών σε ρίν Λκτέ 

Ελεύθερη Βιτμινών κι η χρήση το πρότπο λικού νφοράς SRM 1849a

επιβεβίωσν την  ορθότητ κι την κρίβεις της μεθόδο.

σον φορά την μέθοδο σάρωσης (screening method) ποτελεί χρήσιμη μέθοδο γι τον 

ποιοτικό έλεγχο των δειγμάτων ως προς τις μορφές των βιτμινών πο περιέχον.  

Τέλος, κθοριστικό ρόλο στον προσδιορισμό των βιτμινών έπιξε η επιλογή της 

πρότπης κμπύλης γι την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων όπο πρέπει ν γίνετι με 

βάση την κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι όχι με την πρότπη 

κμπύλη νφοράς της ρετινόλης λόγω της διφορετικής εισθησίς ,ειδάλλως θ 

πολογίζετι διπλάσι ποσότητ βιτμίνης. 

Μελλοντικά προτείνετι ν δοκιμστούν τ πρκάτω πειράμτ: 

• λλγή των σνθηκών φωτισμού κτά την διάρκει το πειράμτος εκτός πό τον ελφρύ 

φωτισμό πο έχει εφρμοστεί, πλήρης φωτισμός κι πόλτο σκοτάδι

• λλγή στήλης

• λλγή το βρόγχο έκχσης δείγμτος πό 20 μl στ 100μl με στόχο τον προσδιορισμό 

των βιτμινών D3 κι K

• δοκιμή της μεθόδο κι σε άλλ τρόφιμ π.χ. δημητρικά ,σοκολάτ, κκάο κλπ.

• άλλες τεχνικές όπως HPLC-FLD,LC-MS/MS

• σμμετοχή σε διεργστηρικές δοκιμές (Ring tests)

• πειράμτ επικύρωσης
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4. ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΙΑΣ

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός Όρος

European Committee for Standardization Ερωπϊκή Επιτροπή Τποποίησης

Infant Formula βρεφικές τροφές

International Dairy Federation Διεθνής Ομοσπονδί 
λκτοκομικών Προϊόντων

International Organization for 
Standardization

Διεθνής Οργνισμός Τποποίησης

Standard Reference Material Πρότπο λικό νφοράς

U.S. Pharmacopeia ρμκοποιί των Η.Π.Α
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5. ΣΥΝΤΜΣΕΙΣ – ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ – ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ
Ακρωνύμι κι νάπτξή τος

ΑΑ ρχιδονικό οξύ

ALA λινολενικό οξύ

ΒΗΤ βοτλιωμένο δροξ-τολοόλιο 

CEN European Committee for Standardization

DHA εικοσεξνοϊκό οξύ

DNA δεσοξριβονοκλεϊκό οξύ

EGRAC σντελεστής δρστικότητς της νγωγάσης 

ΕΡΑ εικοσιπεντνοϊκό οξύ

FAD δικονετιδίο της δενίνης 

FDA Αμερικνική Υπηρεσί Τροφίμων κι ρμάκων 

FMN μονονοκλεοτιδίο της φλβίνης 

FSV λιποδιλτές βιτμίνες

GC έρις χρωμτογρφίς 

GC-MS Αεριοχρωμτογρφί μάζς 

GLS έρι-γρή χρωμτογρφί

GSC έρι-στερεή χρωμτογρφί

HPLC Υγροχρωμτογρφί ψηλής πόδοσης

HPTLC Υγροχρωμτογρφί λεπτής στιβάδς ψηλής πόδοσης 

IDF International Dairy Federation

IF Infant formula

ISO International Organization for Standardization

IU διεθνείς μονάδες
LA λινελϊκό οξύ 

LC γρή χρωμτογρφίς

LDL λιποπρωτεΐνη χμηλής πκνότητς

LLE εκχύλιση γρού-γρού 

NAD νικοτινμιδο-δενινο-δινοκλεοτίδιο

NADP φωσφορικό νικοτινμιδο-δενινο-δινοκλεοτίδιο

NARP μη δτικής ντίστροφης φάσης  

NTDs σγγενείς νωμλίες το νωτιίο μελού
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PDMS πολμεθλοσιλοξάνη

PGA πτεροϋλο-L-γλοτμικό οξύ

PLP εστέρς της 5'-φωσφορικής πριδοξάλης

ΡΜΡ εστέρς της 5'-φωσφορικής πριδοξμίνης 

ΡΤΗ πρθορμόνη

PUFA πολκόρεστ λιπρά οξέ

RE ισοδύνμο ρετινόλης

RNA ριβονοκλεϊκό οξύ

SFE εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού 

SPE εκχύλιση στερεάς φάσης 

SPME στερεάς φάσης μικροεκχύλιση 

SRM Standard Reference Material

ΤΗF 5-μεθλο- τετρϋδροφλλικό οξύ

TLC χρωμτογρφί λεπτής στιβάδς 

TPP προφωσφορική θειμίνη

USP U.S. Pharmacopeia

WHO Πγκόσμιος Οργνισμός Υγείς

ΣΗΠ Σνιστώμενη Ημερήσι Πρόσληψη 
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6. ΠΑΡΑΡΤΜΑ Ι
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7. ΠΑΡΑΡΤΜΑ ΙΙ

Χρωμτογράφημ δείγμτος  χωρίς την χρήση ντιοξειδωτικών

Χρωμτογράφημ δείγμτος μόνο με χρήση BHT

Χρωμτογράφημ δείγμτος με την χρήση των δύο ντιοξειδωτικών
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Χρωμτογράφημ δείγμτος  με την χρήση μόνο σκορβικού οξέος

Χρωμτογράφημ δείγμτος 2 εκχλίσεων των 20 λεπτών η κθεμί

Εκχύλιση δείγμτος με 800μl πετρελϊκού ιθέρ
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