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ΠΕΡΙΛΨ

Στην προύσ εργσί, ο σκοπός ήτν η νάπτξη μεθόδο γι τον προσδιορισμό των 

λιποδιλτών βιτμινών γι χρήση σε νλύσεις ροτίνς.Σκοπός της μεθόδο ήτν ν 

είνι κριβής,γρήγορη κι μικρού κόστος.γινε εφρμογή της σε πολύ σγκεκριμένη

μήτρ,τις βρεφικές κι πιδικές τροφές,πο ποτελούν πολύ σημντικό τρόφιμο γι τις 

είσθητες κτηγορίες κτνλωτών όπως τ βρέφη κι τ πιδιά μικρής ηλικίς.Τ 

δείγμτ πο επιλέγχθηκν πωλούντι στην ελληνική γορά πό την ετιρί ιώτης. γινε 

σύγκριση των νλτικών ποτελεσμάτων με τά  πο νγράφοντι στις ετικέτες των 

προιόντων γι τις βιτμίνες A,D,E κι K.Ο ποιοτικός κι ποσοτικός προσδιορισμός των 

βιτμινών πργμτοποιήθηκε με Υγροχρωμτογρφί Υψηλής Απόδοσης (HPLC) κι 

νιχνετή σστοιχίς διόδων (DAD). Πιο σγκεκριμέν, έγινε νάπτξη κι βελτιστοποίηση 

το στδίο σπωνοποίησης, εκχύλισης κι πομόνωσης των βιτμινών πό το δείγμ

όπο κι μελετήθηκν ενδεικτικά ο χρόνος σπωνοποίησης,η χρήση ντιοξειδωτικών κι 

ο ριθμός των εκχλίσεων σε σνδισμό με το χρόνο εκχύλισης. Η μέθοδος επικρώθηκε 

ως προς την νίχνεση κι ποσοτικοποίηση των βιτμινών Α κι Ε. Αποδείχθηκε ξιόπιστη 

με ποτελέσμτ εντός των επιτρεπόμενων ορίων κι πλησίον των νγρφόμενων τιμών 

στις ετικέτες των δειγμάτων. Πράλληλ προσιάζετι γρήγορη μέθοδος νίχνεσης των 

βιτμινών όπο επιτγχάνετι ο ποιοτικός προσδιορισμός τος πρλείποντς το στάδιο 

της σπωνοποίησης(screening μέθοδος). Μελλοντικά οι μέθοδοι μπορούν ν ερενηθούν

γι τον προσδιορισμός όλων των λιποδιλτών βιτμινών σε άλλο είδος τρόφιμ όπως

δημητρικά,κκάο,σοκολάτες.

ΕΜΑΤΙΚ ΠΕΡΙΟΧ: Λιποδιλτές βιτμίνες

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΙΑ: βιτμίνη Α, βιτμίνη Ε, πιδικές τροφές, HPLC, σπωνοποίηση
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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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ΕΥΧΑΙΣΤΙΕΣ

Η προύσ ερενητική μετπτχική εργσί εκπονήθηκε κτά τος μήνες Οκτώβριο 

2015 έως Ιούνιο 2016 στο Εργστήριο Χημείς Τροφίμων το Εθνικού κι Κποδιστρικού 

Πνεπιστημίο Αθηνών σε σνεργσί με το Εργστήριο Ενόργνης Ανάλσης το 

Ποιοτικού Ελέγχο της ετιρίς ΙΩΤΗΣ.

 ήθελ ν εχριστήσω με ιδιίτερη θέρμη τον επιβλέποντ κθηγητή μο κ. Προεστό 

Χράλμπο, Επίκορο Κθηγητή το Ε.Κ.Π.Α γι την νάθεση το θέμτος, την 

κθοδήγηση, την εμπιστοσύνη κι την ποστήριξή το κθ’ όλη τη διάρκει διεκπερίωσης 

της προύσς ερενητικής μετπτχικής μελέτης.

Ιδιίτερες εχριστίες θ ήθελ ν εκφράσω στο Δρ. Εστράτιο Κωμΐτη (ΙΩΤΗΣ) γι 

την πολύτιμη γνώση πο μο μετέδωσε, την μέριστη βοήθει κι ποστήριξή το, την 

προθμί το ν επιλύσει άμεσ τις όποιες πορίες είχ κι τον πολύτιμο χρόνο πο μο

φιέρωσε κτά την εκτέλεση τόσο το πειρμτικού μέρος όσο κι γι τη σγγρφή της 

προύσς ερενητικής μετπτχικής μελέτης.  

Επίσης, θ ήθελ ν εχριστήσω την ετιρί ΙΩΤΗΣ γι το εχάριστο κλίμ 

σνεργσίς κι την βοήθει τος γι την πργμτοποίηση της μετπτχικής μο 

εργσίς.  

Τέλος, θ ήτν πράληψη ν μην εχριστήσω τος γονείς μο γι την ενθάρρνση κι 

την στήριξή τος όλ τά τ χρόνι μέχρι την ολοκλήρωση των μετπτχικών σποδών 

μο.  
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ΠΡΟΛΟΟΣ

Τ τελετί χρόνι έχει πρτηρηθεί μι λμτώδης εξέλιξη στην νάπτξη των 

μεθόδων πργωγής & επεξεργσίς των τροφίμων κι στην πιστοποίηση των κνόνων 

σφλείς. Η Ε.Ε. έχει θεσμοθετήσει  κνόνες γι την δισφάλιση της σφάλεις σε 

πρσκεάσμτ γι βρέφη (infant formulae), πρσκεάσμτ δεύτερης βρεφικής ηλικίς 

(follow-on formulae) κι πιδικές τροφές γι βρέφη κι πιδιά μικρής ηλικίς (baby foods 

for infants and young children). 

Τ πρσκεάσμτ γι βρέφη  ποτελούν την κύρι πηγή τροφοδοσίς τος μετά το 

γάλ κι κτά σνέπει πρέπει ν είνι σε θέση ν πρέχον όλ τ πρίτητ δομικά 

στοιχεί γι την οικοδόμηση κι νάπτξη το σώμτος, την ντικτάστση των σνεχών 

πωλειών κι την πιτούμενη ενέργει. Σημντικό διτροφικό στοιχειό ποτελούν οι 

βιτμίνες, πρόσθετες θρεπτικές οσίες πρίτητες στη βρεφική διτροφή. Είνι νγκίες 

σε σχετικά μικρές ποσότητες γι τη διτήρηση της ζωής κι την κλή γεί κι

πρτετμένη έλλειψη τος μπορεί ν προκλέσει σημντικά προβλήμτ γείς.

Η βιτμίνη Α κι Ε είνι δύο πό πιο σημντικές λιποδιλτές βιτμίνες, οι οποίες πρέπει 

ν πρέχοντι με τη διτροφή, επειδή δεν μπορούν ν σντεθούν μέσ στο σώμ.  Η 

βιτμίνη Α είνι πρίτητη γι τη φσιολογική όρση, την νάπτξη, την κττρική 

διφοροποίηση κι την εύρθμη λειτοργί το δέρμτος κι των βλεννογόνων. Η βιτμίνη 

Ε χρησιμεύει ως έν ισχρό βιολογικό ντιοξειδωτικό πο προσττεύει τ πολύ-κόρεστ 

λιπρά οξέ πό τις ελεύθερες ρίζες Οι πιο σχνές μορφές της βιτμίνης Α κι Ε πο 

προστίθεντι στ βρεφικά πρσκεάσμτ είνι η οξική ή πλμιτική ρετινόλη κι η οξική 

a-τοκοφερόλη σε ποσότητες πο ν κλύπτον τις νάγκες των βρεφών κι των πιδιών 

μικρής ηλικίς.
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ΚΕΑΛΑΙΟ 1

1. ΕΙΣΑΩ- ΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΡΙΣΤΙΚΑ

1.1 Τί είνι οι βιτμίνες;

Η λέξη βιτμίνη προέρχετι πό τη λτινική λέξη vita, η οποί σημίνει ζωή κι τη 

λέξη μίνη η οποί είνι μί ένωση το ζώτο. Στην πργμτικότητ η λέξη βιτμίνη 

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

ενεργή χημικά ένωση πο ντιδρούσε μίνη. Αργότερ, διπιστώθηκε ότι οι περισσότερες 

βιτμίνες δεν είνι μίνες λλά η λέξη βιτμίνη διτηρήθηκε. 1

Οι βιτμίνες είνι οργνικές οσίες πο βρίσκοντι φσικά στις τροφές κι διφέρον ως 

προς τις ιδιότητες μετξύ τος. Το μόνο κοινό χρκτηριστικό τος είνι ότι είνι νγκίες 

σε σχετικά μικρές ποσότητες γι τη διτήρηση της ζωής κι την κλή γεί.2Δεν μπορούν 

ν πρχθούν πό τον ίδιο τον οργνισμό λλά είνι πρίτητες γι την νάπτξη, τη 

σντήρηση κι τον μετβολισμό. τν δεν προσλμβάνοντι σε επρκείς ποσότητες 

,διτράσσον τον μετβολισμό με ποτέλεσμ την εμφάνιση διφόρων σμπτωμάτων, 

σθενειών κι μερικές φορές μπορούν ν προκλέσον μέχρι κι το θάντο.3

1.1.1 Ο ρόλος των βιτμινών

Οι βιτμίνες ποτελούν ύψιστης σημσίς σσττικά των τροφίμων κι πίζον πολύ 

σημντικό ρόλο στην διτροφή το νθρώπο. Είνι πολύ είσθητες, στθείς κι 

ελλοίωτες ενώσεις πό ορισμένες σνθήκες επεξεργσίς κι ποθήκεσης, με 

ποτέλεσμ πολλές φορές οι τιμές τος μειώνοντι σημντικά. ι’ τό το λόγο πιτείτι 

ειδική μετχείριση  γι την διτήρηση τος στο τελικό προϊόν κι προστίθεντι οι σνθετικές 

βιτμίνες γι ν ντιστθμίσον τις τχών πώλειες.4 Οι βιτμίνες δεν είνι πηγή θερμίδων 

κι δεν σνεισφέρον οσιστικά στη μάζ το σώμτος, ρθμίζον όμως χημικές 

ντιδράσεις κτά τις οποίες τ βσικά διτροφικά στοιχεί (λίπη, δτάνθρκες, πρωτεΐνες) 

μεττρέποντι σε ενέργει κι ζωικούς ιστούς. τσι, οι κριότερες λειτοργίες των 

βιτμινών εντός το οργνισμού είνι ως:

• Σνένζμ

• Βιολογικά ντιοξειδωτικά
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• Σμπράγοντες μείωσης οξειδωτικών ντιδράσεων το μετβολισμού

• Ορμόνες5

Λειτοργούν ως ένζμ κτλύοντς βιοχημικές ντιδράσεις γι την κνονική λειτοργί 

των κττάρων κι των ιστών. λλειψη τος πό τον οργνισμό οδηγεί σε ποβιτμίνωση, 

μι κτάστση κτά την οποί τ επίπεδ των βιτμινών είνι νεπρκή γι τον 

μετβολισμό. Μπορεί ν είνι ποτέλεσμ μκροχρόνιο ποσιτισμού κι σνδέετι με 

σνθήκες κκοχίς, κθστέρηση της νάπτξης στ πιδιά .Η βιτμίνωση είνι κόμη 

πιο σοβρή κτάστση έλλειψης βιτμινών. Σήμερ στις δτικές κοινωνίες σπάνι 

σμβίνει, κόμη κι η ποβιτμίνωση με κλινικά σμπτώμτ έλλειψης.1

1.2 Κτάτξη βιτμινών

Σήμερ έχον βρεθεί 13 βιτμίνες: Α, C, D, Ε,Κ κι οκτώ βιτμίνες το σμπλέγμτος Β. 

Οι βιτμίνες τές χωρίζοντι σε δο κύριες κτηγορίες με βάση τη διλτότητά τος σε 

λίπος ή νερό. 

Στην πρώτη κτηγορί κττάσσοντι οι λιποδιλτές βιτμίνες Α, D, E κι Κ. 

Εκχλίζοντι πό τ τρόφιμ μζί με το λίπος πό το οποίο θ διχωριστούν πριν πό 

κάθε νάλση.

Στην δεύτερη κτηγορί κττάσσοντι οι δτοδιλτές βιτμίνες ,η βιτμίνη C κι οι 

βιτμίνες το σμπλέγμτος Β(B1,B2,B6,B12, νισίνη, βιοτίνη, πντοθενικό οξύ, φλλικό 

οξύ).6

1.2.1 Λιποδιλτές βιτμίνες

Οι λιποδιλτές βιτμίνες προσιάζον τ εξής χρκτηριστικά:

 Κτά την πέψη πορροφώντι μζί με το λίπος.

 Δεν πεκκρίνοντι με τ ούρ.

 Αποθηκεύοντι στο σώμ κι έτσι δεν είνι πρίτητη η κθημερινή πρόσληψη 

τος, οπότε κι η έλλειψη τος είνι δύσκολη.



21 

Η πορρόφηση τος στο έντερο εξρτάτι πό την πορρόφηση λιπιδίων, πιτώντς 

την  προσί της χολής κι το σχημτισμό μικκλίων . Ορισμένη ποσότητ το λίπος 

στη διτροφή είνι πρίτητη γι επρκή πορρόφηση των λιποδιλτών βιτμίνες. 1,2

Ο προσδιορισμός τος είνι δύσκολος λόγω της πολπλοκότητς των μητρών των 

τροφίμων κι της ξημένης εισθησίς τος στη θερμοκρσί, το φως, το οξγόνο κι 

το κρίο pH. 7 ι την ποφγή οξειδωτικής ποβάθμισης τος, πρέπει ν προστίθεντι 

στην ρχή των νλτικών διδικσιών ντιοξειδωτικά.8 Κτά την εκχύλιση 

χρησιμοποιούντι οργνικοί διλύτες σνήθως σε μεγάλες ποσότητες, οι οποίοι είνι 

επικίνδνοι γι την γεί κι γι το περιβάλλον.9

1.2.1.1 Βιτμίνη Α

Η βιτμίνη Α είνι λκοόλη πο πντάτι στη φύση κρίως στη μορφή των εστέρων 

λιπρών οξέων κρίως με πλμιτικό κι στετικό οξύ. χει τρεις κύριες μορφές: ρετινόλη, 

ρετινάλη κι το ρετινοϊκό οξύ. Η βσική χημική μορφή στ τρόφιμ είνι η ρετινόλη κι 

βρίσκετι μόνο σε τρόφιμ ζωικής προέλεσης. Ο σντκτικός τύπος το Σχήμτος 1 τον 

κόρεστο χρκτήρ της βιτμίνης Α. Η all-trans βιτμίνη Α είνι η πιο ενεργή βιολογικώς 

μορφή. Το 13-cis ισομερές είνι γνωστό ως νεοβιτμίνη Α. Η σνθετική βιτμίνη Α 

διτίθετι στο εμπόριο ως άλς το πλμιτικού κι το οξικού οξέος με μορφή διλμάτων 

ελίο ως στθεροποιημένες σκόνες ή δτικά γλκτώμτ.10

Εικόν 1:Δομή ρετινόλης

Ορισμέν κροτενοειδή, κι κρίως το β-κροτένιο βρίσκοντι σχεδόν σε όλ τ λχνικά 

κι κρίως στ πράσιν, κίτριν κι φλλώδη λχνικά(κρότ, σπνάκι, πιπεριές, 

πάπρικ, τομάτες),στ φρούτ, κι σε ορισμέν έλι κι μπορούν ν μεττρπούν στο 

σώμ σε κάποιο βθμό σε ρετινόλη. Το β-κροτένιο κλείτι κι προβιτμίνη Α κι έχει 

ψηλή δρστικότητ βιτμίνης Α. Μόνο έν μικρό μέρος το λμβνόμενο β-κροτένιο 

(πιθνώς λιγότερο πό έν έκτο) μπορεί ν μεττρπεί σε ρετινόλη κι γι το λόγο τό η 
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βιτμίνη Α εκφράζετι σν ισοδύνμο ρετινόλης(1  RE=1 μg ρετινόλης,6 μg β-κροτένιο κι 

12 μg άλλων κροτενοειδών).11 Ο οργνισμός το χρησιμοποιεί κι ως ντιοξειδωτικό. 1,12

λλες προβιτμίνες είνι το - κι το γ-κροτένιο κι η κρπτοξνθίνη.

Εικόν 2 :Δομή β-κροτενίο

Το β-κροτένιο κι άλλ μικροθρεπτικά στοιχεί σμμετέχον στην εξοδετέρωση

οξειδωτικών ντιδράσεων λμβάνοντς μέρος σε διάφορ στάδι της κρκινογένεσης. 

Αξημένη κτνάλωση φρούτων κι λχνικών πλούσιων σε κροτενοειδή μπορεί ν

μειώσει τος οροποιητικούς δείκτες των οξειδωμένων λιπιδίων κι το DNA σε γιής 

νθρώπος.13 Επιπλέον, το β- κροτένιο κι τ άλλ κροτενοειδή είνι εξιρετικοί in vitro 

κτστολείς το ελεύθερο οξγόνο κι μπορούν ν το δεσμεύσον προσττεύοντς έτσι 

τ λιπίδι πό την περοξείδωση ποδεικνύοντς τις ντιοξειδωτικές ιδιότητες το .14

Η βιτμίνη Α πίζει ρόλο στον οπτικό κύκλο. Η 11-cis ρετινάλη έχει ντιστρεπτή σχέση με 

την ρετινόλη γι την λειτοργί το οπτικού κύκλο. Ο μφιβληστροειδής χιτώνς περιέχει

δο κύττρ φωτοδέκτες. Τ κώνι πο είνι πεύθν γι την χρωμτική όρση 

περιέχον χρωστικές(κνοψίνη, ερθροψίνη) πο είνι σύμπλοκ ρετινλδεϋδης με 

κάποι οψίνη σε κι τ ρβδί πο είνι πεύθν γι την όρση σε χμηλό φωτισμό τ 

οποί περιέχον ροδοψίνη ,σύμπλοκο οψίνης με 11-cis ρετινάλη. Με την επίδρση 

φωτονίο στον μφιβληστροειδή χιτών η ροδοψίνη ισομερίζετι σε trans-ρεττινάλη κι 

οψίνη. Η trans-ρεττινάλη ισομερίζετι μερικώς σε 11-cis ρετινάλη ,επνσνδέετι με οψίνη 

γι το σχημτισμό της ροδοψίνης. Χρειάζετι στθερή προμήθει πό την διτροφή ώστε 

ν νγεννηθεί πλήρως η ροδοψίνη.

Είνι νγκί γι τη διτήρηση γιούς δέρμτος κι άλλων επιφνεικών ιστών κθώς 

κι γι την επρκή λειτοργί το νοσοποιητικού σστήμτος. Σμβάλλει στην σύνθεση 

γλκοπρωτεινών γι τη ρύθμιση της φσιολογικής νάπτξης το επιθηλίο κι την έκκριση 

βλέννς.8
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Η βιτμίνη Α ποθηκεύετι στο ήπρ σε σημντικές ποσότητες. Τροφές πλούσιες σε 

βιτμίνη Α είνι το σκώτι, τ νεφρά, τ ιχθέλι , ο κρόκος γού κι τ γλκτοκομικά 

προϊόντ. Το β-κροτένιο βρίσκετι κρίως στ κρότ κι στ σκούρ φλλώδη λχνικά. 

Επεξεργσμέν τρόφιμ όπως η μργρίνη μπορεί ν είνι ενισχμέν με τη βιτμίνη Α.
1,8,9

ι θερπετικούς σκοπούς χρησιμοποιούντι τ σνθετικά ρετινοειδή δεδομένο ότι η 

βιτμίνη Α είνι πολύ τοξική πό μόνη της. Τ σνθετικά ρετινοειδή είνι πράγωγ το 

ρετινοικού οξέος κι προσιάζον πολύ χμηλότερη τοξικότητ. Χρησιμοποιούντι γι την 

θερπεί της κμής ερέως ,γι την θερπεί της ψωρίσης κι άλλων νωμλιών.8

λλειψη της βιτμίνης μπορεί ν έχει ως σνέπει τη νκτλωπί κι άλλες σοβρές 

βλάβες στο μάτι ( π.χ. ξηροφθλμί) μέχρι κι πλήρη τύφλωση. Μπορεί ν οδηγήσει σε 

νιμί εξιτίς της δνμίς το σιδήρο ν μετκινηθεί στο ήπρ κθώς η βιτμίνη Α 

είνι νγκί γι την σύνθεση της τρνσφερίνης ,πρωτεΐνης-μετφορέ το σιδήρο.

Τέλος, η έλλειψη της έχει σν ποτέλεσμ μεγλύτερη εισθησί σε μολύνσεις κι 

κρκίνο. 1,8,9 Δεδομένο ότι η βιτμίνη Α ποθηκεύετι στο ήπρ, μπορεί ν χρειστούν 

έως κι 2 χρόνι γι ν εμφνιστούν τ σημάδι της νεπάρκεις. λλειψη της βιτμίνης 

Α είνι σπάνι. Εμφνίζετι πιο σχνά στις νπτσσόμενες χώρες κι σνήθως οφείλετι 

στον ποσιτισμό.15

Υπερβολική πρόσληψης βιτμίνης Α προκλεί περισσότερ προβλήμτ πό ότι η 

έλλειψη της. Είνι δύσκολο ν επιτεχθεί μόνο πό την κτνάλωση τροφίμων λλά είνι 

εφικτό με την χρήση πολβιτμινούχων σμπληρωμάτων πο περιέχον ψηλές δόσεις 

βιτμίνης A. Στις εγκμονούσες γνίκες μπορεί ν έχει τερτογόνες επιδράσεις στος 

πογόνος. Η τοξικότητ της προκλεί μη φσιολογική νάπτξη των οστών, φολιδωτή

ξηροδερμί κι προβλήμτ στ δόντι, πονοκέφλο, ντί κι πώλει της όρεξης.

Σημάδι σοβρής περβιτμίνωσης κτά τη διάρκει μις σύντομης χρονικής περιόδο 

προκλούν ζάλη, θολή όρση κι επιβρδύνον την νάπτξη. Πρόλ τά δεν 

πάρχον σημάδι τοξικότητς πό ψηλά επίπεδ πρόσληψης κροτενοειδών. 1,8,11 

1.2.1.2 Βιτμίνη D

Η βιτμίνη εμφνίζετι σε διάφορες μορφές. Οι πιο σημντικές είνι η βιτμίνη D2 

(εργοκλσιφερόλη) η βιτμίνη D3 (χοληκλσιφερόλη). Οι πρόδρομες ενώσεις των 
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βιτμινών D3 κι D2 ντίστοιχ είνι δύο στερόλες, η 7-δεδροχοληστερόλη κι η 

εργοστερόλη. Οι βιτμίνες τές πιτούν περιτέρω μετβολισμό γι ν μεττρπούν 

τελικά στην ενεργή τος μορφή, την κλσιτριόλη με κτινοβόληση με περιώδες φως.3

Η βιτμίνη D3 (χοληκλσιφερόλη) μπορεί ν σντεθεί στο δέρμ πό την  7-

δεδροκλσιφερόλη κτά την έκθεση το στο περιώδες φως UV (280 ± 310 nm) . Δέκ 

έως δεκπέντε λεπτά έκθεσης στον ήλιο χωρίς ντηλικό στ χέρι, κι το πρόσωπο, δύο 

φορές την εβδομάδ είνι ρκετά γι ν λάβει ικνοποιητική βιτμίνη D ο οργνισμός. Η 

βιτμίνη D3 είνι προύσ μόνο σε τρόφιμ ζωικής προέλεσης. Πλούσιες πηγές είνι τ 

ηπτέλι των ψριών κι σε μικρότερο βθμό την βρίσκομε στον κρόκο το γού, το 

σκώτι, το βούτρο κι το γάλ. Σε πολλές χώρες οι μργρίνες είνι ενισχμένες με 

βιτμίνη D.2 ,12

Η βιτμίνη D2 (εργοκλσιφερόλη) μπορεί ν ληφθεί με περιώδη κτινοβολί της 

εργοστερόλης σε ζμομύκητες κθώς δεν πάρχει έτοιμη στην φύση. Πλούσιες πηγές 

προβιτμίνης D2 ποτελούν οι ζύμες, ,το λάχνο, τ μνιτάρι, το σπνάκι κι το έλιο 

σιτριού.2,13

Στος νθρώπος οι βιτμίνες D2 κι D3 έχον πρόμοι βιολογική δρστηριότητ, ενώ 

οι προβιτμίνες τος δεν έχον κμί βιολογική δράση εκτός εάν κτινοβοληθούν κι 

μεττρπούν σε βιτμίνες.2 Στο σώμ, η βιτμίνη D φίσττι δο δροξλιώσεις: 

δροξλιώνετι στο ήπρ σε 25-δρόξχοληκλσιφερόλη κι στη σνέχει στ νεφρά σε 

1,25-δρόξχοληκλσιφερόλη,γνωστή κι ως κλσιτριόλη. Ατός ο μετβολίτης είνι η 

Εικόν 3 :Δομές βιτμινών D2 () κι D3 (β)
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βιολογικά δρστική μορφή της βιτμίνης D κι είνι στην πργμτικότητ μι ορμόνη. 

Πίζει πολύ σημντικό ρόλο στο μετβολισμό το σβεστίο κι στο νοσοποιητικό 

σύστημ, κθώς σμβάλει στην κττρική διφοροποίηση.1Η βιτμίνη D πίζει ρόλο κι 

στην ενπόθεση λάτων στ οστά κι τ δόντι διτηρώντς τις κτάλληλες 

σγκεντρώσεις σβεστίο κι ιόντων φωσφόρο στο ίμ, τ οποί εξσφλίζον την 

κνονική νοργνοποίηση των οστών κι των δοντιών.14

Η διτήρηση της ομοιοστσίς το σβεστίο επιτγχάνετι μέσω της 1,25- (OH) D μζί 

με της πρθρορμόνης (ΡΤΗ),πο ρθμίζον τ επίπεδ των ιόντων σβεστίο κι 

φωσφόρο στο πλάσμ το ίμτος. τν τ επίπεδ σβεστίο το ορού μειώνοντι, 

εκκρίνετι η πρθρορμόνη πό τον πρθρεοειδή δέν κι ενεργοποιεί το νεφρικό 

ένζμο 25-OH-D-1--δροξλάση προκειμένο ν πρχθούν μεγλύτερ ποσά της 

1,25-(ΟΗ)2 D. Η ύξηση της 1,25- (ΟΗ)2 D λόγω της ύξησης της πρθρορμόνη 

προκλεί την τχύτερη μετφορά σβεστίο στο έντερο, στ οστά κι στ νεφρά. Ο 

μηχνισμός τός είνι πεύθνος γι την επνφορά το σβεστίο το ίμτος εντός 

φσιολογικών ορίων, κι κτά σνέπει την νστολή της έκκρισης της πρθρορμόνης. 

τσι, η νεπάρκει της βιτμίνης D έχει ως ποτέλεσμ τη διτρχή της ομοιόστσης το 

σβεστίο κι ξημένες τιμές της πρθρορμόνης. Οι διτροφολόγοι θ πρέπει ν 

δίνον ιδιίτερη σημσί στις τιμές των 25 -(ΟΗ) D κι πρθρορμόνης προκειμένο ν 

γνωρίζον κτά πόσο η βιτμίνη D είνι επρκής στον οργνισμό. Ατό ισχύει λόγω το 

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

Κίνδνο εμφάνισης έλλειψης βιτμίνης D εμφνίζον τ άτομ με:

a. μη επρκή πρόσληψη ή πορρόφηση πό τον γστρεντερικό σωλήν,

b. ελττωμένη έκθεση σε περιώδη κτινοβολί,  

c. νεφρική ή ηπτική δσλειτοργί κι πχσρκί: εμφνίζον μειωμένη ικνότητ

ν πορροφούν ή κι ν χρησιμοποιούν την βιτμίνη D πό ποθήκες λίπος.

d. σκορόχρωμο δέρμ: σνθέτον λιγότερη βιτμίνη D κτά την έκθεση στο φως το 

ήλιο σε σχέση με τ άτομ με ελφρά χρώση το δέρμτος.

e. προχωρημένης ηλικί: έχον μειωμένη ικνότητ ν σνθέτον βιτμίνη D κτά την 

έκθεση τος στο φως το ήλιο, κι είνι επίσης πιο πιθνό ν πρμένον σε εσωτερικούς 

χώρος κι ν φοράνε ντηλικό το οποίο σύνθεση μπλοκ της βιτμίνης D κι

f. θηλάζοντ βρέφη: Οι πιτήσεις σε βιτμίνη D δεν μπορούν ν κλφτούν 

ποκλειστικά πό το μητρικό γάλ κθώς πρέχει μόνο περίπο 25 IU/L.12,16
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λλειψη βιτμίνης D οδηγεί σε χμηλές σγκεντρώσεις σβεστίο στο ίμ κι 

διτρχές των οστών, πο εκδηλώνοντι ως ρχίτιδ(δνμί οστέωσης των οστών)

στ πιδιά κι οστεομλάκνση(πσβέστωση των οστών), κι οστεοπόρωση (πώλει 

της οστικής μάζς) στος ενήλικες. Η νεπάρκει σε βιτμίνης D έχει σσχετιστεί με 

ξημένο κίνδνο σνηθισμένων κρκίνων, τοάνοσων νοσημάτων, πέρτσης, κι 

μολσμτικών σθενειών. Υψηλές πιτήσεις σε βιτμίνη D πάρχον κτά τη διάρκει 

των περιόδων νάπτξης των οστών κι κτά τη διάρκει της εγκμοσύνης κι γλοχίς. 

Επίσης, οι ηλικιωμένοι άνθρωποι μπορεί ν χρειάζοντι ψηλότερη πρόσληψη επίπεδ 

βιτμίνης D. 

Υπερβολική πρόσληψη της βιτμίνης D μπορεί ν προκλέσει τοξικότητ .Οι ψηλές 

δόσεις σμπληρωμάτων βιτμίνης D σε σνδσμό με μεγάλες ποσότητες 

εμπλοτισμένων τρόφιμων μπορεί ν προκλέσον σσσώρεση της βιτμίνης στο ήπρ 

με εμφνή σμπτώμτ δηλητηρίσης. Σημάδι τοξικότητς πό βιτμίνη D 

περιλμβάνον περίσσει σβεστίο στο ίμ, επιβράδνση σωμτικής νάπτξης, 

μειωμένη όρεξη, ντί κι έμετο.1,12

1.2.1.3 Βιτμίνη Ε

Η βιτμίνη Ε νγνωρίστηκε χημικά τη δεκετί το 1930 κι ονομάστηκε τοκοφερόλη πό 

το ελληνική λέξη τόκος (γέννηση) κι το φέρειν (φέρω). 17Δεν είνι έν ενιίο μόριο λλά

έν σύμπλεγμ 8 διφορετικών ενώσεων πο δικρίνοντι σε δύο βσικές κτηγορίες: τις 

τοκοφερόλες κι τις τοκοτριενόλες. τσι ,πάρχον οι -,β-, γ-, δ- τοκοφερόλες κι οι -, β-

, γ-, δ- τοκοτριενόλες όπως φίνετι κι στην πρκάτω εικόν.18Από τις τοκοφερόλες η 

πιο δρστική είνι η -τοκοφερόλη.
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Η κρίρχη λειτοργί της βιτμίνης Ε είνι ως φσικό ντιοξειδωτικό προσττεύοντς 

τις κττρικές μεμβράνες πό την οξείδωση. Η βιτμίνη Ε δεσμεύει τις ελεύθερες ρίζες 

εμποδίζοντς την οξείδωση κόρεστων λιπρών οξέων, κροτενοειδών κι το 

σκορβικού οξέος. Η βιτμίνη C σμπληρώνει τη δράση της βιτμίνης Ε κι δρώντς 

σνεργιστικά. λλ θρεπτικά σσττικά με ντιοξειδωτικές λειτοργίες είνι το σελήνιο κι 

διάφορ κροτενοειδή.1

Η βιτμίνη Ε μπορεί επίσης ν εμποδίσει τον σχημτισμό κρκινογόνων νιτροζμινών 

πο σχημτίζοντι στο στομάχι πό τ νιτρώδη των τροφίμων κι σμβάλλει στην 

προστσί κτά το κρκίνο ενισχύοντς  την νοσολογική λειτοργί το οργνισμού.19

Μί άλλη σημντική ιδιότητ της βιτμίνης Ε είνι ότι δεν σμβάλει μόνο στην 

στθεροποίηση των μεμβρνικών δομών, λλά στθεροποιεί κι άλλος ενεργούς 

πράγοντες (π.χ. βιτμίνη Α, ένζμ, ορμόνες) ενάντι στην οξείδωση.9 

Η πορρόφηση της βιτμίνης Ε λμβάνει χώρ στο λεπτό έντερο μέσω  πθητικής 

πορρόφησης  κι έτσι δεν πιτούντι πρωτεϊνικοί φορείς .Ο βθμός πορρόφησης 

εξρτάτι πό την ποσότητ το λίπος πο πορροφάτι. Το ποσοστό  της πορρόφηση 

της -τοκοφερόλης μειώνετι όσο ξάνετι η πρόσληψη βιτμίνης Ε. Σνήθως 

πορροφάτι  50%- 70% της βιτμίνης Ε πο κτνλώνετι πό τ τρόφιμ ενώ η 

πορρόφηση πό φρμκετικά σκεάσμτ φτάνει το 10%.20

Ο σνδσμός της ψηλής πρόσληψης PUFA κι τ χμηλά επίπεδ της βιτμίνης Ε 

σνέβλε στην νάπτξη ιμολτικής νιμίς, θρομβοκττάρωσης, οιδήμτος κι 

Εικόν 4 :Δομές της βιτμίνης Ε
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ερθροκττάρωσης. Δεδομένης τής της λληλεξάρτηση μετξύ της βιτμίνης Ε κι των 

φωσφολιπιδίων  των κττρικών μεμβρνών, διπιστώνετι  ότι η πίτηση γι -

τοκοφερόλη είνι νάλογη με την ποσότητ PUFA πο κτνλώνετι κθώς οι 

τοκοφερόλες (a, b, c κι d) είνι φσικά  ντιοξειδωτικά τ οποί νστέλλον ειδικά την 

οξείδωση των πολκόρεστων λιπρά οξέ (PUFA) όπως το λινελϊκό (LA, C18: 2,n-6), 

λινολενικό (ALA, C18: 3, n- 3), ρχιδονικό (ΑΑ,C20: 4, n- 6), το εικοσιπεντνοϊκό (ΕΡΑ, 

C20: 5, n- 3) κι εικοσεξνοϊκό οξέ (DHA, C22: 6, n-3).20,21

Η βιτμίνη Ε σχετίζετι επιπλέον με την θεωρί γι την ιτιολογί της θηροσκλήρωσης 

κι της κρδιγγεικής νόσο όπο η οξείδωση των σωμτιδίων LDL διδρμτίζει βσικό 

ρόλο. Τ σωμτίδι LDL δεν είνι πλούσι μόνο σε χοληστερόλη, λλά κι σε περίπο 

1300 μόρι της RH, τ οποί είνι πολύ είσθητ στην οξείδωση. χει βρεθεί ότι η 

βιτμίνη Ε ποτελεί το πιο ισχρό ντιοξειδωτικό ένντι της οξείδωσης των σωμτιδίων 

LDL: κάθε σωμτίδιο LDL προσττεύετι πό -τοκοφερόλη.18

Σημντικές διιτητικές πηγές της βιτμίνης Ε είνι τ φτικά έλι κι  ξηροί κρποί,

μργρίνη, πράσιν φλλώδη λχνικά, φύτρο σιτριού, ολικής άλεσης δημητρικά, 

προϊόντ δημητρικών κι ο κρόκος το γού. Σε περίπτωση ψηλής πρόσληψης 

πολκόρεστων λιπρών οξέων ξάνοντι οι πιτήσεις σε βιτμίνες Ε.3

Η Σνιστώμενη Ημερήσι Πρόσληψη (ΣΗΠ) γι τη βιτμίνη Ε βσίζετι στην -

τοκοφερόλη, όπο 1 mg -τοκοφερόλης ισούτι με 1.5 διεθνείς μονάδες (IU). Η 

κτνάλωση βιτμίνης Ε σε μεγλύτερες πό τις νδεδειγμένες ποσότητες δεν οδηγεί σε 

οποιδήποτε πρόσθετ οφέλη.12

Η νεπάρκει βιτμίνης Ε είνι σπάνι. Η πιο κοινή ιτί της έλλειψης βιτμίνης Ε είνι η 

μη σωστή πορρόφηση πο οφείλετι σε διτρχές της γστρεντερικής οδού ή το 

ήπτος κι σχετίζετι με την πέψη ή πορρόφηση των λιπιδίων. Επιπλέον εμφνίζετι

νεπάρκεις βιτμίνης Ε σε πρόωρ βρέφη διότι ο πλκούντς δεν μετβιβάζει την -

τοκοφερόλη στο έμβρο σε επρκείς ποσότητες. Ατή η εισθησί έχει σν ποτελέσμτ 

την εθρστότητ των ερθροκττάρων κι την εμφάνιση ιμολτικής νιμίς, η οποί 

είνι νστρέψιμη με χορήγηση βιτμίνης Ε ως θερπεί. Διιτητική έλλειψη βιτμίνης Ε 

σπάνι σμβίνει σε μεγλύτερ βρέφη, πιδιά ή ενήλικες στις νεπτγμένες κι στις 

περισσότερες νπτσσόμενες χώρες, λόγω της ερείς διάδοση της βιτμίνης στ 

τρόφιμ. 18
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Η βιτμίνη Ε πο λμβάνοντι πό τ τρόφιμ σνήθως δεν σνιστά κίνδνο τοξικότητς. 

Υπερβολικές δόσης βιτμίνης ίσως προκλέσον κεφλλγίες, κόπωση κι διάρροι. 22

1.2.1.4 Βιτμίνη Κ

Η βιτμίνη Κ εμφνίζετι με μι σειριά διφορετικών μορφών (Κ1, Κ2, Κ3). λες νήκον 

στις νφθοκινόνες πο διφέρον στις πλερικές τος λσίδες.2

Εικόν 5 :Δομές της βιτμίνης Κ

Η βιτμίνη Κ1 ονομάζετι φλλοκινόνη. Είνι η κύρι διιτητική πηγή της βιτμίνης κι την 

βρίσκομε  κρίως στ πράσιν φλλώδη λχνικά. 

Η βιτμίνη Κ2 ονομάζετι μενκινόνη. Μεγάλ ποσά της σχημτίζοντι στο πχύ έντερο 

πό τ βκτήρι πο βρίσκοντι εκεί. Την βρίσκομε σε μέτριες ποσότητες σε διάφορ 

ζωικά τρόφιμ πο βσίζοντι ποστεί ζύμωση.23

Η βιτμίνη Κ3 ονομάζετι μενδιόνη (2-μεθλο-1,4-νφθοκινόνη). Είνι έν σνθετικό 

προϊόν κι έχει περίπο διπλάσι δρστικότητ πό την φσικά πντώμενη Κ.3



30 

Πλούσιες πηγές βιτμίνης Κ ποτελούν το σπνάκι, το κονοπίδι, το λάχνο κι το 

μπρόκολο, τ μπιζέλι, τ δημητρικά κι ορισμέν έλι, σμπεριλμβνομένο το 

σογιέλιο, βμβκέλιο κι ελιόλδο. Οι ζωικές τροφές περιέχον περιορισμένες 

ποσότητες βιτμίνης Κ.12

Η βιτμίνη Κ είνι στθερή κτά την θέρμνση λλά οξειδώνετι εύκολ με προσί 

φωτός κι λκνίων.3Λειτοργεί ως σνένζμο γι βιτμίνη - κρβοξλάση ,έν ένζμο πο 

πιτείτι γι τη σύνθεση των πρωτεϊνών πο εμπλέκοντι στην πήξη το ίμτος κι στο 

μετβολισμό των οστών, κθώς κι άλλων ποικίλων φσιολογικών λειτοργιών. 12,23 

Η προθρομβίνη (πράγοντς πήξης II) είνι γλκοπρωτεΐνη πο εξρτάτι πό την 

βιτμίνη Κ στο πλάσμ κι εμπλέκετι άμεσ στην πήξη το ίμτος. Ορισμέν ντιπηκτικά 

πο χρησιμοποιούντι κρίως στην Ερώπη ντγωνίζοντι την δρστικότητ της 

βιτμίνης Κ, κι με τη σειρά τος, της προθρομβίνης.24 ι το λόγο τό, τ άτομ πο 

λμβάνον τ ντιπηκτικά πρέπει ν προσλμβάνον στθερή ποσότητ βιτμίνης Κ. Η 

οστεοκλσίνη είνι μι άλλη πρωτεΐνη εξρτώμενη πό βιτμίνη Κ πο είνι προύσ στ 

οστά κι μπορεί ν εμπλέκετι στην νοργνοποίηση των οστών.25

πως κι οι άλλες λιποδιλτές βιτμίνες, η βιτμίνη Κ ενσωμτώνετι στ μικκύλι 

νμειγνύετι μέσω της χολής κι των πγκρετικών ενζύμων. Απορροφάτι πό εντερικά 

κύττρ το λεπτού εντέρο. Από εκεί, η βιτμίνη Κ έχει ενσωμτώνετι στ χλομικρά κι 

μετφέρετι στο ήπρ.26 Η βιτμίνη Κ είνι προύσ στο ήπρ κι σε άλλος ιστούς το 

σώμτος, σμπεριλμβνομένο το εγκεφάλο, της κρδιάς, το πγκρέτος κι των 

οστών.27,28

Η έλλειψη βιτμίνης Κ σχετίζετι με την μειωμένη δρστικότητ της προθρομβίνης στο 

ίμ.28,29τσι, η ιμορργί είνι κλσικό σύμπτωμ της νεπάρκεις της βιτμίνης Κ, ν 

κι σμβίνει μόνο σε σοβρές περιπτώσεις. Επειδή η βιτμίνη Κ πιτείτι γι την 

κρβοξλίωση της οστεοκλσίνης στ οστά, έλλειψη της βιτμίνης Κ ενδέχετι επίσης ν 

μειώσει την νοργνοποίηση των οστών κι ν σμβάλλει στην οστεοπόρωση.30Σημντική 

έλλειψη βιτμίνης Κ σε ενήλικες είνι πολύ σπάνι κι σνήθως περιορίζετι σε άτομ με 

διτρχές κκής πορρόφησης ή πο λμβάνον φάρμκ πο πρεμβίνον στον 

μετβολισμό της βιτμίνης Κ. Σε γιείς νθρώπος πο κτνλώνον ποικιλί τροφίμων 

είνι σχεδόν δύντο.28,29

Η έλλειψη βιτμίνης Κ σε νεογέννητ βρέφη εγκμονεί τον κίνδνο της ιμορργικής 

νόσο το κι γι’ τό το τ νεογέννητ πρέπει ν λμβάνον σμπληρωμτική βιτμίνη 
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Κ. Τ νεογέννητ κι τ βρέφη λμβάνον φλλοκινόνη(βιτμίνη Κ1) μέσω το μητρικού 

γάλκτος  λλά σε περιορισμένη ποσότητ κθώς είνι φτωχό σε βιτμίνη Κ. Η χρήση των 

μενκινόνης(βιτμίνη Κ2) είνι δύντη επειδή τ εντερικά βκτήρι σε βρέφη πο 

θηλάζον δεν μπορούν ν την σνθέσον. Επομένως, τ βρέφη πρέπει ν την λμβάνον 

σμπληρωμτικά πό την διτροφή πό τον 5ο μήν κι μετά όπο το μητρικό γάλ δεν 

επρκεί γι ν κλύψει τις νάγκες το βρέφος.31

Αν κι δεν πάρχει νώτερο νεκτό επίπεδο πρόσληψης ,οι περβολικές ποσότητες 

μπορεί ν προκλέσον τη διάσπση των ερθρών ιμοσφιρίων κι ηπτική βλάβη. 

τομ πο λμβάνον ντιπηκτικά φάρμκ θ πρέπει ν μετριάσον την πρόσληψη 

τροφών με βιτμίνη Κ, επειδή η περίσσει της βιτμίνης Κ μπορεί ν λλάξει φορές την 

πήξη το ίμτος.12

1.2.2 Υδτοδιλτές βιτμίνες

Οι δτοδιλτές βιτμίνες προσιάζον τ εξής χρκτηριστικά:

 Απορροφόντι εύκολ.

 Οποιδήποτε περίσσει τος πεκκρίνετι με τ ούρ. 

 Δεν ποθηκεύοντι στο σώμ κι έτσι είνι πρίτητη η κθημερινή πρόσληψη 

τος κθώς η έλλειψη τος  δεν είνι δύσκολη.2

Ο προσδιορισμός τος είνι πιο εύκολος πό ότι των λιποδιλτών βιτμινών λλά 

προσιάζον κι τές εισθησί στη θερμοκρσί, το φως, το οξγόνο κι το κρίο pH. 

2

1.2.2.1 Βιτμίνη C

Η βιτμίνη C, επίσης γνωστή κι ως το L-σκορβικό οξύ, είνι μι δτοδιλτή βιτμίνη 

πο την βρίσκομε φσικά σε ορισμέν τρόφιμ ή προστίθετι σε άλλ. Είνι διθέσιμη 

κι ως διιτητικό σμπλήρωμ.32 Οι άνθρωποι κι οι πίθηκοι σε ντίθεση με τ 

περισσότερ ζώ (θηλστικά), δεν είνι σε θέση ν την σνθέσον στος ιστούς τος.1
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Η βιτμίνη C είνι πρίτητη γι τη βιοσύνθεση ορισμένων νεροδιβιβστών κι το 

κολλγόνο, έν βσικό σσττικό το σνδετικού ιστού, το οποίο πίζει ένν ζωτικό ρόλο 

στην επούλωση των πληγών. Σμμετέχει επίσης κι στο μετβολισμό των πρωτεϊνών, στη 

λειτοργί το νοσοποιητικού σστήμτος κι βελτιώνει την πορρόφηση το 

σιδήρο.32,33

Επιπλέον, ποτελεί έν σημντικό φσικό ντιοξειδωτικό κι ο ρόλος το είνι διπλός:

a. σμβάλλει άμεσ στην σλλογή ποπροϊόντων, ειδικά δρστικών στοιχείων 

οξγόνο (ROS) κι δροϋπεροξείδίων των λιπιδίων

b. διεκολύνει την νγέννηση των -τοκοφερολών (βιτμίνη Ε).34

Η πρόσληψη ντιοξειδωτικών σμπληρωμάτων με βιτμίνη C κι Ε μπορεί ν ενισχύσει 

τον ντιοξειδωτικό μηχνισμό κι ν μειώσει την ξημένη πργωγή ελεθέρων ριζών. 

Ατό σμβίνει επειδή τ ντιοξειδωτικά είνι ενώσεις πο μάχοντι ενάντι στην δράση 

των ελεθέρων ριζών κι της λσιδωτής οξειδωτικής βλάβης πο προκλούν.35ρενες 

εξετάζον εάν η βιτμίνη C, περιορίζει τις βλβερές σνέπειες των ελεθέρων ριζών κι 

κτά πόσο μπορεί ν βοηθήσει στην πρόληψη ή στην κθστέρηση της νάπτξης 

ορισμένων μορφών κρκίνο, των κρδιγγεικών πθήσεων, κι άλλων σθενειών.36

Ωστόσο, νφέροντι ορισμένες περιπτώσεις πο τ ντιοξειδωτικά σμπληρώμτ 

σκορβικού οξέος κι -τοκοφερόλης είτε προσλμβνόμεν ξεχωριστά είτε σε σνδσμό 

δεν δρον ενάντι στις ελεύθερες ρίζες λλά ντιθέτως εμφνίζον μι προοξειδωτική 

δρστηριότητ.35,37,38

Το σκορβικό οξύ χρησιμοποιείτι πό την βιομηχνί τροφίμων ως σσττικό με 

πολλπλές λειτοργικές ιδιότητες. Χρησιμοποιείτι ερέως γι την πρόληψη της ενζμικής 

μύρωσης στ φρούτ, την νστολή της διάβρωσης των κονσέρβων νψκτικών, την 

Εικόν 6:Δομή L-σκορβικού οξέος
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προστσί το χρώμτος κι της γεύσης, την βελτίωση της ζύμης στ ψημέν στο φούρνο 

τρόφιμ. Υπό μορφή εστέρ το πλμιτικού οξέος κι ποτελεί ποτελεσμτικό 

ντιοξειδωτικό σε σστήμτ λιπιδίων. Τέλος, νστέλλει την οξείδωση των φινολικών 

σσττικών σε κινόνες.3

Η σνολική περιεκτικότητ το σώμτος σε βιτμίνη C κμίνετι πό 300 mg (περιοχή 

κοντά σκορβούτο) έως περίπο 2 g. Υψηλά επίπεδ της βιτμίνης C διτηρούντι στ

κύττρ κι στος ιστούς λλά είνι ψηλότερ σε λεκά ιμοσφίρι, μάτι, επινεφρίδι, 

πόφση κι εγκέφλο .Σχετικά χμηλά επίπεδ της βιτμίνης C βρίσκοντι σε 

εξωκττρικά γρά, όπως το πλάσμ, τ ερθρά ιμοσφίρι κι το σάλιο.36 Πρκτικά δεν 

ποθηκεύετι στο οργνισμό λλά σε περιπτώσεις πολύ πλούσις διτροφής σε βιτμίνη 

C ποθηκεύοντι στο ήπρ μέχρι κι 1500 mg, τ οποί τ χρησιμοποιεί ο οργνισμός  σε 

περίπτωση έλλειψης με ημερήσι τχύτητ 3% γι ν κλύψει τις νάγκες το.8

ρούτ κι λχνικά είνι οι κλύτερες πηγές βιτμίνης C κι κολοθούν τ 

εσπεριδοειδή, οι τομάτες, ο χμός ντομάτς, οι πτάτες, οι κόκκινες κι οι πράσινες 

πιπεριές, τ κτινίδι, το μπρόκολο, οι φράολες, τ λχνάκι Βρξελλών, κι το πεπόνι. 

Η περιεκτικότητ σε βιτμίνη C των τροφίμων μπορεί ν μειωθεί με την πρτετμένη 

ποθήκεση κι το μγείρεμ επειδή το σκορβικό οξύ είνι πολύ είσθητο κι 

κτστρέφετι πό τη θερμότητ. Στον τμό ή στο φούρνο μικροκμάτων μπορεί ν 

μειωθούν οι πώλειες. Ετχώς, πολλές πό τις κλύτερες πηγές τροφίμων βιτμίνης C, 

όπως φρούτ κι λχνικά, σνήθως κτνλώνοντι ωμά.22,39,40

Οξεί νεπάρκει βιτμίνης C οδηγεί σε σκορβούτο. Η νάπτξη το σκορβούτο 

ποικίλλει, νάλογ με τις ποθήκες το οργνισμού στη βιτμίνη. Τ σημάδι μπορεί ν 

εμφνιστούν  μέσ σε 1 μήν πό την ελάχιστη ή μηδενική πρόσληψη βιτμίνης C (κάτω 

πό 10 mg / ημέρ).39,41,42,43 Τ ρχικά σμπτώμτ μπορεί ν περιλμβάνον κόπωση, 

διθεσί, κι φλεγμονή των ούλων.33,36 σο προχωράει η έλλειψη βιτμίνης C 

δημιοργούντι προβλήμτ όρσης, ποδνμώνοντι οι σνδετικοί ιστοί προκλώντς 

πόνος στις ρθρώσεις, κκή επούλωση των πληγών, περκεράτωση, κτάθλιψη, κθώς 

ιμορργί των ούλων, χλάρωση ή την πώλει των δοντιών πο οφείλετι στην 

εθρστότητ των τριχοειδών. Η σιδηροπενική νιμί μπορεί επίσης ν είνι 

ποτέλεσμ της ξημένης ιμορργίς κι της μειωμένης πορρόφησης το σιδήρο. 

Εάν δεν πάρξει θερπεί, το σκορβούτο είνι θντηφόρ σθένει.32,33,36,39,40,44
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Σήμερ, νεπάρκει βιτμίνης C κι σκορβούτο είνι σπάνιες στις νπτγμένες χώρες 

λλά μπορεί ν εξκολοθούν ν εμφνίζοντι σε άτομ με περιορισμένη ποικιλί 

τροφίμων.40

Η περβολική πρόσληψη βιτμίνης είνι δύσκολο ν προκλέσει τοξικές πρενέργειες 

κθώς η βιτμίνη πεκκρίνετι τχέως με τ ούρ.1 Τ πιο κοινά σμπτώμτ είνι 

διάρροι, ντί, κοιλικές κράμπες, κι άλλες γστρεντερικές διτρχές, λόγω της 

οσμωτικής επίδρσης της μη πορροφημένης βιτμίνης C στην γστρεντερική οδό.36,40

Σύμπλεγμ βιτμινών Β

Η ομάδ των βιτμινών Β ποτελείτι πό 8 βιτμίνες πο έχον πρπλήσι δράση. 

Κάποιες είνι περισσότερο διλτές στο νερό κι κάποιες άλλες λιγότερο. Σμβάλον στην 

πελεθέρωση ενέργεις πό τις τροφές. Σχνά πντώντι όλες μζί στ τρόφιμ. Κλές 

πηγές είνι τ προϊόντ δημητρικών, η μγιά, τ φσόλι, τ όσπρι, το κρές, το γάλ, 

τ γλκτοκομικά προϊόντ κι τ λχνικά.

Το σύμπλεγμ των βιτμινών Β ποτελείτι πό τις εξής βιτμίνες: Β1 (θειμίνη), 

Β2(ριβοφλβίνη),Β3(νισίνη),Β5 (πντοθενικό οξύ), Β6(πριδοξίνη), Β7(βιοτίνη), Β11(φολικό 

οξύ) κι Β12(κοβλμίνη).2

1.2.2.2 Βιτμίνη Β1 (θειμίνη)

Η θειμίνη είνι σσττικό μερικών τρόφιμών, προστίθετι σε ορισμέν τρόφιμ κι είνι 

διθέσιμη ως σμπλήρωμ διτροφής. Ατή η βιτμίνη πίζει κρίσιμο ρόλο στο 

μετβολισμό της ενέργεις, της ύξησης, της νάπτξης κι της λειτοργίς των κττάρων.

Απορροφάτι πό το λεπτό έντερο μέσω της ενεργού μετφοράς.45 Οι άνθρωποι την 

ποθηκεύον κρίως στο ήπρ, λλά σε πολύ μικρές ποσότητες. χει μικρό χρόνο 

Εικόν 7:Δομή θειμίνης
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ημιζωής κι γι’ τό είνι πρίτητο οι άνθρωποι ν την λμβάνον σνεχώς μέσω της

διτροφής. 46

Περίπο 80% των 25-30 mg θειμίνης στο νθρώπινο σώμ των ενηλίκων είνι πό 

μορφή διφωσφορικής θειμίνης (TPP- γνωστή κι ως προφωσφορική θειμίνη).Η TPP 

ποτελεί την κύρι δρστική μορφή της θειμίνης. Τ βκτήρι στο πχύ έντερο σνθέτον 

επίσης ελεύθερη θειμίνη κι TPP λλά η σμβολή τος είνι προς το πρόν άγνωστη.47

Είνι πρίτητη γι την ντίδρση τρνσκετολάσης στην πορεί των φωσφοπεντοζών 

κθώς είνι η μόνη πηγή ριβόζης γι την σύνθεση των νοκλεϊκών οξέων DNA κι RNA. 

Επιπλέον, η TPP χρησιμεύει ως σμπράγοντς σε ενζμτικές ντιδράσεις γι την 

βιοσύνθεση των λιπιδίων κι άλλων βιοσνθετικών πορειών.48 Τ επίπεδ της θειμίνης 

στο ίμ δεν είνι ξιόπιστοι δείκτες, γι’ τό γίνετι προσδιορισμό της δρστικότητς το 

ενζύμο τρνσκετολάση το οποίο εξρτάτι πό την TΡP. Τ ποτελέσμτ είνι σνήθως 

0% -15% σε γιή άτομ, 15% -25% σε εκείνος με ορική νεπάρκει, κι μεγλύτερο πό 

25% σε άτομ με νεπάρκει.46

Πλούσιες πηγές θειμίνης ποτελούν τ δημητρικά ολικής λέσεως, το κρές κι  το 

ψάρι .Τ ψωμιά ,τ δημητρικά κι τ πρσκεάσμτ γι βρέφη στις Ηνωμένες Πολιτείες 

κι σε πολλές άλλες χώρες είνι εμπλοτισμέν με θειμίνη.49Τ γλκτοκομικά προϊόντ 

κι τ περισσότερ φρούτ είνι φτωχά σε θειμίνη. Η θέρμνση κι το μγείρεμ των 

τροφίμων στο νερό μπορεί ν μειώσει την περιεκτικότητ των τροφίμων σε θειμίνη επειδή 

η θειμίνης διλύετι εύκολ στο νερό. Η επεξεργσί των τροφίμων λλάζει επίσης τ 

επίπεδ θειμίνης στ τρόφιμ όπως γι πράδειγμ το λεκό ρύζι πο είνι 

εμπλοτισμένο με θειμίνη λλά περιέχει το έν δέκτο της θειμίνης σε σχέση με το 

κστνό ρύζι.46,50

Σε πρώιμο στάδιο, έλλειψη θειμίνης μπορεί ν προκλέσει πώλει βάρος, νορεξί, 

σύγχση, βρχπρόθεσμη πώλει μνήμης, μϊκή δνμί κι κρδιγγεικά 

σμπτώμτ.50 Η πιο σχνή σθένει πό σοβρή έλλειψη θειμίνης είνι το beri-beri, το 

οποίο χρκτηρίζετι κρίως πό περιφερική νεροπάθει. χει ποδιιρεθεί σε ξηρό, 

γρό, εγκεφλικό ή γστρεντερικό, νάλογ με τ σστήμτ πο επηρεάζοντι.48 Το ξηρό 

beri-beri εμφνίζει προχωρημέν νερομικά σμπτώμτ κι δνμί κι τροφί των 

μών κι το γρό beri-beri εμφνίζει σνδσμό των σμπτωμάτων με πρήξιμο.8 To

εγκεφλικό beri-beri σνδέετι με το σύνδρομο Wernicke-Korsakoff κι το γστρεντερικό 

beri-beri σχετίζετι με την γλκτική οξέωση κι την σσσώρεση γλκτικού οξέος.51 Οι 
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άνθρωποι με τή την σθένει έχον μειωμένες ισθητικές, κινητικές κι ντνκλστικές 

λειτοργίες. Σε σπάνιες περιπτώσεις, το beri-beri προκλεί σμφορητική κρδική 

νεπάρκει πο οδηγεί σε οίδημ των κάτω άκρων κι σε περιστσικά θνάτο.45,46 Είνι 

σπάνιο στις νεπτγμένες χώρες, ωστόσο οι άνθρωποι στις χώρες τές δεν ποκλείετι 

ν νπτύξον την σθένει. Η χορήγηση σμπληρωμτικής θειμίνης γίνετι σχνά 

πρεντερικά.47

Μέτρι νεπάρκει θειμίνης προκλεί το σύνδρομο Wernicke-Korsakoff. Η διτρχή 

τή είνι περίπο 8-10 φορές πιο σχνή σε άτομ με χρόνιο λκοολισμό λλά μπορεί 

επίσης ν νπτχθεί σε σθενείς πο πάσχον πό σοβρές γστρεντερικές διτρχές, 

τχύττ εξελισσόμενες ιμτολογικές κκοήθειες, διτρχές πό τη χρήση νρκωτικών, 

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

στάδιο το χρκτηρίζει η οξεί κι πειλητική γι τη ζωή στάδιο, εγκεφλοπάθει το 

Wernicke, πο σνήθως τ άτομ πάσχον πό περιφερική νεροπάθει . 46,52 Χωρίς 

θερπεί, έως κι το 20% των νθρώπων πεθίνον με εγκεφλοπάθει το Wernicke, 

ενώ τοί  πο επιβιώνον νπτύσσον ψύχωση το Korsakoff, ν κι ορισμέν άτομ 

με ψύχωση το Korsakoff δεν έπσχν προηγομένως εγκεφλοπάθει το Wernicke.53,54

Η ψύχωση το Korsakoff σχετίζετι με σοβρή βρχπρόθεσμη πώλει μνήμης, 

ποπροσντολισμό, κι νικνότητ σνομιλίς (σύγχση νάμεσ στην πργμτικές κι 

φντστικές μνήμες).Ο Πγκόσμιος Οργνισμός Υγείς (WHO) σνιστά ημερησίως γι 

σοβρή νεπάρκει 25-30 mg ενδοφλεβίως σε βρέφη κι 50-100 mg σε ενήλικες γι μί 

εβδομάδ, κι 3-5mg / ημέρ γι τολάχιστον 6 εβδομάδες.45,46,49

Το σώμ εκκρίνει τ περβολικά ποσά θειμίνης μέσω των ούρων. Δεν εμφνίζει 

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

η περβολική πρόσληψη θειμίνης ενδοφλεβίως θ μπορούσε ν προκλέσει δσμενείς 

επιπτώσεις.49 

1.2.2.3 Βιτμίνη Β2(Ριβοφλβίνη)

Η ριβοφλβίνη ποτελείτι πό μι μονάδ d-ριβιτόλης προσκολλημένης σε έν δκτύλιο 

ισολλοξζίνης. Μι μικρή λλγή στο μόριο μπορεί ν οδηγήσει σε πώλει της 

δρστικότητς της βιτμίνης.3
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Είνι κίτρινο στερεό πο φθορίζει ότν εκτίθετι 

στο περιώδες φως.55 Επιπλέον, στο ορτό φως

μπορεί ν δρνοποιηθεί τχέως η ριβοφλβίνη κι 

τ πράγωγά της. Λόγω τής της εισθησίς, ο 

κίνδνος πώλεις ριβοφλβίνης πό την έκθεση 

στο φως είνι κι ο λόγος γι τον οποίο το γάλ δεν 

ποθηκεύοντι σνήθως σε γάλιν δοχεί κθώς 

η ριβοφλβίνη μεττρέπετι στη λομιφλβίνη 

οποί κτστρέφει το σκορβικό οξύ. 3,56

Αποτελεί βσικό σσττικό δύο μεγάλων σνενζύμων, το μονονοκλεοτιδίο της 

φλβίνης (FMN) κι το δικονετιδίο της δενίνης (FAD). Ατά τ σνένζμ 

διδρμτίζον σημντικό ρόλο στην πργωγή ενέργεις, την κττρική λειτοργί, την 

νάπτξη κι το μετβολισμό  λιπών, νρκωτικών, κι στεροειδών. Η μεττροπή το 

μινοξέος τρπτοφάνη σε νισίνη πιτεί το σνένζμο FAD.47,50 Προμοίως, η μεττροπή 

της βιτμίνης Β6 σε 5'-φωσφορική πριδοξάλη χρειάζετι το σνένζμο FMN. Βοηθά στη 

διτήρηση φσιολογικών επιπέδων ομοκστεΐνης κι μινοξέων στο ίμ.55 Περισσότερο 

πό το 90% της ριβοφλβίνης των τροφών είνι στη μορφή FAD κι FMN ενώ το πόλοιπο 

βρίσκετι στην ελεύθερη μορφή ως γλκοζίτες κι εστέρες.53 Η βιοδιθεσιμότητ της 

ελεύθερης ριβοφλβίνης είνι πρόμοι με εκείνη το FAD κι FMN.57,58

Απορροφάτι στο λεπτό έντερο κι ποθηκεύετι σε μικρές ποσότητες σε ήπρ, κρδιά 

κι νεφρά. τν κτνλώνοντι περβολικές ποσότητες τότε είτε δεν πορροφόντι είτε 

η ποσότητ πο πορροφάτι πεκκρίνετι στ ούρ.53

Ο προσδιορισμός της σγκέντρωσης της ριβοφλβίνης στον οργνισμό γίνετι μέσω της 

νγωγάσης της γλοτθειόνης των ερθροκττάρων, ένν σντελεστή δρστικότητς της 

νγωγάσης (EGRAC), η οποί βσίζετι στην νλογί μετξύ της in vitro δρστικότητς 

το ενζύμο με την προσί το FAD κι χωρίς την προσθήκη FAD. Τ κτώτερ όρι 

EGRAC είνι βέβι.8,50,59

Τ τρόφιμ πο είνι πλούσι σε ριβοφλβίνη είνι τ γά, κρές, τ νεφρά , το ήπρ, 

το άπχο κρές ,το γάλ, τ γλκτοκομικά, το ψωμί ,τ προϊόντ ρτοποιίς κι τ 

πράσιν λχνικά. Οι σπόροι κι τ δημητρικά είνι σνήθως εμπλοτισμέν με 

ριβοφλβίνη. Η ριβοφλβίνη στ περισσότερ τρόφιμ είνι πό την μορφή FAD, ν κι η 

Εικόν 8:Δομή ριβοφλβίνης
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κύρι μορφή στ γά κι το γάλ είνι η ελεύθερη ριβοφλβίνη. Επειδή η ριβοφλβίνη 

είνι διλτή στο νερό, μέρος της χάνετι στο μγείρεμ με τμό ή μικροκύμτ.53,57,60

Τ σμπτώμτ έλλειψης ριβοφλβίνης περιλμβάνον διτρχές το δέρμτος, 

περιμί (περίσσει ίμτος) κι οίδημ το στόμτος κι το λιμού, γωνική 

στομτίτιδ (βλάβες στις γωνίες το στόμτος), χειλίτιδ (πρησμέν, σκσμέν 

χείλη),γλωσσίτιδ, φολιδωτή δερμτίτιδ(κρίως γύρω πό τ ρινικά πτερύγι κι τις 

ρτίδες), πώλει μλλιών, προβλήμτ νπργωγής, πονόλιμο, φγούρ, κόκκιν 

μάτι κι εκφλισμό το ήπτος κι το νερικού σστήμτος. Τ άτομ πο πάσχον πό 

σοβρή νεπάρκει ριβοφλβίνης εμφνίζον έλλειψη κι άλλων θρεπτικών σσττικών 

με ποτέλεσμ κάποι πό τ σμπτώμτ τά ν ντικτοπτρίζον κι άλλες ελλείψεις, 

ειδικά των άλλων βιτμινών το σμπλέγμτος Β. Πρτετμένη έλλειψη μπορεί ν 

οδηγήσει σε νιμί κι κτρράκτης.53,55,60

Δσμενείς επιπτώσεις πό την περβολική πρόσληψη ριβοφλβίνης πό τ τρόφιμ ή τ 

σμπληρώμτ (400 mg / ημέρ γι τολάχιστον 3 μήνες) δεν έχον νφερθεί, πιθνώς 

λόγω της διλτότητς της κι της ικνότητς της ν πορροφάτι στην γστρεντερική

οδό.53

1.2.2.4 Νισίνη (Βιτμίνη ΡΡ)

Η νισίνη είνι γνωστή κι ως ντιπελργική βιτμίνη ή νικοτινικό οξύ ή βιτμίνη Β3. Δεν 

είνι βιτμίνη με την στηρή έννοι το όρο κθώς μπορεί ν την σνθέσει ο οργνισμός 

μς πό το μινοξύ θρπτοφάνη .Η μεττροπή της θρπτοφάνης σε νισίνη είνι 

νεπρκής δεδομένο ότι γίνετι μόνο ότν έχον ικνοποιηθεί όλες οι άλλες λειτοργίες 

το οργνισμού πο πιτούν θρπτοφάνη. Η μεττροπή τή πιτεί την προσί των 

βιτμινών Β1,Β2 κι Β6. Απντάτι στ τρόφιμ είτε ως νικοτινικό οξύ είτε ως νικοτινμίδιο

είτε ως σνένζμο.8

Εικόν 9:Δομές νικοτινικού οξέος κι νικοτιννιδίο
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Πριν νκλφθεί η βιτμίνη το νικοτινικό οξύ πρσκεζότν πό τη νικοτίνη. Ωστόσο 

το νικοτινικό οξύ των τροφίμων δεν σχετίζετι ούτε με την νικοτίνη ούτε με το κάπνισμ.2

Ο ρόλος το νικοτινμιδίο είνι πολύ σημντικό κθώς ποτελεί σμπράγοντ των 

σνενζύμων  . Πάνω πό 400 ένζμ πιτούν τ NAD κι NADP γι ν μετφέρον 

ηλεκτρόνι γι τις οξειδονγωγικές ντιδράσεις.61 Το NAD σμμετέχει σε ντιδράσεις πο 

πράγον ενέργει σμπεριλμβνομένο της ποικοδόμησης (κτβολισμό) των 

δτνθράκων, των λιπών, πρωτεϊνών, κι το λκοόλ. Το NADP σμμετέχει σε 

ντιδράσεις βιοσύνθεσης όπως η σύνθεση όλων των μκρομορίων, 

σμπεριλμβνομένο των λιπρών οξέων κι χοληστερόλης .62,63

Επίσης, χρησιμοποιείτι σε περιπτώσεις διβήτη λόγω της ικνότητάς της ν προσττεύει 

τ β-κύττρ με χμηλό ποσοστό πρενεργειών κι τοξικότητς.64,65 

Οι κλύτερες πηγές βιτμίνης Β3 είνι η μγιά μπύρς, το σκώτι, το βόειο κρές ,τ 

νεφρά, το ψάρι, ο σολομός, ο ξιφί, ο τόνος, οι ηλιόσποροι, τ μνιτάρι κι τ φιστίκι. Το 

ψωμί κι δημητρικά είνι σνήθως εμπλοτισμέν με νισίνη. Επιπλέον, τ τρόφιμ πο 

περιέχον τρπτοφάνη είνι πολερικά, το κόκκινο κρές, τ γά, κι τ γλκτοκομικά 

προϊόντ.66,67

λλειψή της οδηγεί σε πελλάγρ, μις σθένει πο σνδέετι με δνμί, 

γστρεντερικές διτρχές κι δερμτίτιδ. Τ ρχικά σμπτώμτ δεν είνι σγκεκριμέν.

Χρκτηρίζετι πό τ τρί D: Dementia,Dermatitis,Diarrhea.Το δέρμ επηρεάζετι 

ιδιίτερ ότν εκτίθετι στον ήλιο. Τ νερολογικά σμπτώμτ σνδάζοντι με τον 

εκφλισμό το νερικού ιστού. Εμφνίζετι στος λκοολικούς, σε σθενείς με σοβρά 

προβλήμτ κκής πορρόφησης κι σε ηλικιωμένος με στηρή δίιτ. ερπεύετι με 

σμπληρώμτ νικοτινμιδίο.8,68

1.2.2.5 Πντοθενικό οξύ

Το πντοθενικό οξύ είνι γνωστό κι ως βιτμίνη Β5. Είνι πρόδρομο μόριο γι τη 

σύνθεση το σνενζύμο Α κι είνι πρίτητο σε πολλές βιοχημικές ντιδράσεις κι

ντιδράσεις σχημτισμού ή μετφοράς κέτλο-ομάδς. Είνι ερύττ διδεδομένο 

κθώς βρίσκετι πντού σε τρόφιμ φτικής κι ζωικής προέλεσης. 2,8



40 

Τ βκτήρι πο ποικίζον στο πχύ έντερο είνι ικνά ν σνθέτον πντοθενικό οξύ. 

νς εξειδικεμένος μετφορές γι την πρόσληψη βιοτίνης κι πντοθενικού οξέος 

ττοποιήθηκε σε κλλιεργημέν κύττρ πο προέχοντν πό το κολόν το εντέρο, 

γεγονός πο ποδηλώνει ότι ο άνθρωπος μπορεί ν είνι σε θέση ν πορροφήσει το 

πντοθενικό οξύ κι τη βιοτίνη πράγετι πό τ εντερικά βκτήρι .69

Διδρμτίζει σημντικό ρόλο στο μετβολισμό των λιπρών οξέων κι στην 

πελεθέρωση ενέργεις πό το λίπος, τος δτάνθρκες, τις πρωτεΐνες κι τις λκοόλες. 

Σμβάλει στη διδικσί επούλωσης των πληγών το δέρμτος. ερπεί με πντεθίνη-

έν πράγωγο το πντοθενικού οξέος–έχει ποδειχθεί ότι μειώνει τη χοληστερόλη το 

ορού κι των λιπιδίων.70

Το πντοθενικό οξύ είνι διθέσιμο σε μι ποικιλί τροφίμων, σνήθως ως σσττικό το 

σνενζύμο Α (CoA).Τροφές πλούσιες σε πντοθενικό οξύ ποτελούν τ ζωικά όργν 

(ήπρ κι νεφρά), το χοιρινό, το κοτόπολο, τ ψάρι, τ οστρκοειδή, τ γλκτοκομικά 

προϊόντ, τ γά, το βοκάντο, τ όσπρι, τ  μνιτάρι κι οι γλκοπτάτες. Ολόκληροι 

κόκκοι είνι επίσης κλές πηγές το πντοθενικού οξέος. Η κτάψξη κι η 

κονσερβοποίηση των τροφίμων οδηγούν σε πώλειες της βιτμίνης σε ποσοστό 35%-

75%.χει πρτηρηθεί ότι επρκής ημερήσι πρόσληψη πντοθενικού οξέος  ποτελούν 

4-7 mg / ημέρ σε ενήλικες.50

Η διιτητική το νεπάρκει είνι πολύ σπάνι κι έχει πρτηρηθεί μόνο σε περιπτώσεις 

σοβρού ποσιτισμού.71 χει προκληθεί  στον άνθρωπο πειρμτικά με σν-χορήγηση 

ενός νστολέ της κινάσης το πντοθενικού. Οι σμμετέχοντες σε τό το πείρμ 

πρπονέθηκν γι πονοκέφλο, κόπωση, ϋπνί, γστρεντερικές διτρχές, κι 

μούδισμ κι μρμήγκισμ των χεριών κι των ποδιών τος. Η ποικιλομορφί των 

σμπτωμάτων πογρμμίζει τις πολάριθμες λειτοργίες το πντοθενικού οξέος ως 

σνένζμο.72

Εικόν 10:Δομή πντοθενικού οξέος
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Το πντοθενικό οξύ δεν είνι τοξικό γι τον άνθρωπο. Η μόνη ρνητική επίδρση πο 

έχει πρτηρηθεί είνι η διάρροι λόγω πολύ ψηλή πρόσληψη το 10 έως 20 g / 

ημέρ.73Ωστόσο, μερικές περιπτώσεις ερεθισμού το δέρμτος, δερμτίτιδς εξ επφής 

κι έκζεμ  έχον νφερθεί με τη χρήση λοιφών πο περιέχον δεξπνθενόλης.74,75

1.2.2.6 Βιτμίνη Β6(πριδοξίνη)

Η βιτμίνη Β6 είνι γνωστή με τις εξής 6 μορφές: πριδοξίνη, πριδοξάλη ,πριδοξμίνη 

κι τις φωσφοριλιωμένες μορφές τος ντίστοιχ. Η δρστική της μορφή είνι  οι 

ντίστοιχες εστέρες της 5'-φωσφορικής πριδοξάλης(PLP) κι της 5'-φωσφορικής 

πριδοξμίνης (ΡΜΡ). 76,77

Εικόν 11:Δομές πριδοξίνης

Η βιτμίνη Β6 ως σνένζμο σμμετέχει σε εύρος λειτοργιών, σε περισσότερες πό 100 

ενζμτικές ντιδράσεις πο ως επί το πλείστος σχολούντι με το μετβολισμό των 

πρωτεϊνών.50 Τόσο η PLP όσο κι η ΡΜΡ 16εμπλέκοντι στο μετβολισμό των μινοξέων. 

Η PLP εμπλέκετι επίσης κι στο μετβολισμό δτνθράκων κι λιπιδίων. Πίζει ρόλο 

στην  νάπτξη της γνωστικής ικνότητς μέσω της βιοσύνθεσης των νεροδιβιβστών 

κι στη διτήρηση φσιολογικών επιπέδων ομοκστεΐνης, ενός μινοξέος στο ίμ. Τέλος, 

σμμετέχει στη γλκονεογένεση ,στη γλκογονόλση κι στο σχημτισμό της 

ιμοσφιρίνης.78
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Το νθρώπινο σώμ πορροφά την βιτμίνη Β6 με πθητική διάχση, φού γίνει 

ποφωσφορλίωση των φωσφορλιωμένων μορφών της. Οι σγκεντρώσεις της μπορούν 

ν πολογιστούν άμεσ μέσω των σγκεντρώσεων των PLP ή της ολικής βιτμίνης στο 

πλάσμ, στ ερθροκύττρ κι στ ούρ.50,77

Βρίσκετι σε ερεί ποικιλί τροφίμων. Οι πλοσιότερες πηγές είνι τ ψάρι, το βοδινό 

σκώτι (κι άλλ εντόσθι), οι πτάτες κι άλλ μλούχ λχνικά κι φρούτ (εκτός πό 

τ εσπεριδοειδή). Οι ενήλικες μπορούν ν ποκτήσον το μεγλύτερο μέρος της διιτητικής 

βιτμίνης Β6 πό τ εμπλοτισμέν δημητρικά, το βόειο κρές, τ πολερικά, τ

μλούχ λχνικά, τ φρούτ κι μερικά μη-εσπεριδοειδή φρούτ. Περίπο το 75% της

βιτμίνης Β6 είνι βιοδιθέσιμο.50,77,78

Η νεπάρκει της βιτμίνης Β6 σνδέετι σνήθως με χμηλές σγκεντρώσεις άλλων 

βιτμινών το σμπλέγμτος Β, όπως η βιτμίνη Β12 κι το φολικό οξύ. Προκλεί 

βιοχημικές λλγές πο γίνοντι εμφνείς κθώς η νεπάρκει εξελίσσετι. Προκλεί 

μικροκττρική νιμί, δερμτίτιδ με χείλωση (κλιμκωτή στ χείλη κι ρωγμές στις 

γωνίες το στόμτος), γλωσσίτιδ (πρησμένη γλώσσ), κτάθλιψη , σύγχση, νεφρικές 

σθένειες τελικού στδίο, ομοκστινορί κι εξσθενημένο νοσοποιητικό λειτοργί. 

Τ άτομ με ορικές σγκεντρώσεις βιτμίνης Β6 ή ήπι νεπάρκει μπορεί ν μην έχον 

σημάδι ή σμπτώμτ νεπάρκεις γι μήνες ή κόμη κι χρόνι. Στ βρέφη, νεπάρκει 

βιτμίνης Β6 προκλεί εερεθιστότητ, σνήθιστ οξεί κοή, κι με σπσμούς. Τέλος, 

έλλειψη βιτμίνης Β6 μπορεί ν προκύψει πό διάφορ σύνδρομ δσπορρόφησης, 

όπως κοιλιοκάκη, νόσο το Crohn, κι κολίτιδ.50,77

Υψηλή πρόσληψη βιτμίνης Β6 δεν έχει νφερθεί ότι προκλεί δσμενείς επιπτώσεις.50 

Ωστόσο, η χρόνι χορήγηση στομτικής πριδοξίνης μπορεί ν προκλέσει σοβρή κι 

προοδετική νεροπάθει πο χρκτηρίζετι πό επώδν νερολογικά σμπτώμτ

όπως μούδισμ των άκρων, τξί (πώλει το ελέγχο των κινήσεων),δσκολί στο 

περπάτημ.79 Η σοβρότητ των σμπτωμάτων εξρτάτι πό τις δόσεις πο 

προσλμβάνει ο σθενής κι τ σμπτώμτ σνήθως στμτούν ότν ο σθενής 

δικόψει τ σμπληρώμτ πριδοξίνης .μόλις εμφνιστούν τ νερολογικά 

σμπτώμτ.50,77,80
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1.2.2.7 Βιοτίνη (Βιτμίνη Β7) 

Περιέχει θείο στο δκτύλιο της κι  είνι πράγωγο το ημιδζολίο. Είνι ερύττ 

διδεδομένο στην φύση κι είνι πρίτητο γι το μετβολισμό δτνθράκων, λιπρών 

οξέων κι το μινοξέος λεκίνη. Λειτοργεί ως σμπράγοντς γι τη βιολογική δράση 

γνωστών κρβοξλσών των θηλστικών .8,81

Η βιοτίνη σντίθετι πό την πλειοψηφί των 

βκτηρίων πο φσιολογικά ποικίζον το λεπτό κι 

πχύ έντερο (κόλον). Εάν η βιοτίνη πελεθερώνετι 

κι πορροφάτι πό τον άνθρωπο σε οσιστικές 

ποσότητες πρμένει άγνωστο. 82,83

Βρίσκετι σε πολλά τρόφιμ είτε σε ελεύθερη μορφή πο πρλμβάνετι άμεσ πό τ

εντεροκύττρ είτε σε δεσμεμένη μορφή πο σνδέετι με τις πρωτεΐνες. Κρόκος γού, 

ήπρ, νεφρά, γάλ, λχνικά, μνιτάρι κι μγιά είνι πλούσιες πηγές βιοτίνης. Οι 

εκτιμήσεις της μέσης ημερήσις πρόσληψης βιοτίνης πό διάφορες μελέτες πο 

διεξάχθηκν κμίνοντν μετξύ 40 κι 60 μικρογρμμάρι (μg) νά ημέρ γι τος 

ενήλικες.50

Η έλλειψη βιοτίνης είνι πολύ σπάνι κι οι πιτήσεις γι βιοτίνη προσιάζοντι σε 

περιπτώσεις όπως η κτνάλωση ωμών σπρδιών γού γι μι πρτετμένη περίοδο 

(πολλές εβδομάδες έως χρόνι). Το ωμό σπράδι περιέχει μι ντιμικροβική πρωτεΐνη 

γνωστή ως βιδίνη πο μπορεί ν δεσμεύει τη βιοτίνη κι ν κτστίσει δύντη την 

πορρόφησης της. Στο μγειρεμένο σπράδι ποδιτάσσετι η βιδίνη κι έτσι κθίσττι 

εφικτή η πέψη της κι σνεπώς η πορρόφηση της βιτμίνης.3 

Σμπτώμτ νεπάρκεις βιοτίνης περιλμβάνον πώλει μλλιών (λωπεκί) , 

φολιδωτό εξάνθημ γύρω πό τ μάτι, τη μύτη, το στόμ, κι την περιοχή των γεννητικών 

οργάνων. χον πρτηρηθεί νερολογικά σμπτώμτ σε ενήλικες 

σμπεριλμβνομένο κτάθλιψης, λήθργο, πρισθήσεων μοδιάσμτος, 

μρμηκίσης των άκρων, τξίς κι επιληπτικών κρίσεων. 3 

Εικόν 12: Δομή βιοτίνης
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Η βιοτίνη δεν είνι τοξική. Σε νθρώπος χωρίς διτρχές το μετβολισμού της, δόσεις 

μέχρι κι 5 mg / ημέρ γι δύο χρόνι δεν σσχετίστηκν με νεπιθύμητες 

ενέργειες.84Σμπληρώμτ βιοτίνης είνι νεκτά σε δόσεις μέχρι κι 200 mg / ημέρ σε 

νθρώπος με κληρονομικές διτρχές το μετβολισμού της.50

1.2.2.8 ολικό οξύ (Βιτμίνη Β9) 

Το φλλικό οξύ (φολικό οξύ ή φολσίνη) είνι ένωση ποτελούμενη πό τρί δικριτά 

τμήμτ: έν δροξ-μινο-πράγωγο της πτεριδίνης, π-μινοβενζοϊκό οξύ κι  L-

γλοτμικό οξύ.

Εικόν 13:Δομή φολικού οξέος

Μι χημική ονομσί το φλλικού οξέος είνι πτεροϋλο-L-γλοτμικό οξύ (pteroyl-L-

glutamic acid, PGA) .Το φλλικό οξύ είνι η πλέον οξειδωμένη μορφή της κτηγορίς των 

φλλικών (ή -σπνιότερ- φολικών) ενώσεων κι νήκει στο σύμπλεγμ των βιτμινών Β 

.Ονομάζετι επιπλέον κι βιτμίνη Β9 ή βιτμίνη Bc ή βιτμίνη Μ.85

Λειτοργεί ως σνένζμο ή σνπόστρωμ στις μετφορείς ενός άνθρκ στη σύνθεση 

των νοκλεϊκών οξέων (DNA κι RNA) κι στο μετβολισμό των μινοξέων. Σμβάλλει στη

μεττροπή της ομοκστείνης σε μεθειονίνη κι στη σύνθεση της δενοσλο-

μεθειονίνης.50,86,87

τν κτνλώνετι μέσω της τροφής δρολύετι στη μονογλοτμική μορφή το  στο 

έντερο πριν πορροφηθεί μέσω της ενεργούς μετφοράς κτά μήκος το εντερικού 

βλεννογόνο ενώ ότν κτνλώνετι μέσω φρμκολογικών σκεσμάτων πορροφάτι 

μέσω της πθητικής διάχσης Η κύρι μορφή το φλλικού οξέος στο πλάσμ είνι 5-

μεθλο- τετρϋδροφλλικό (ΤΗF).50
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Η σνολική περιεκτικότητ σε φλλικό οξύ πολογίζετι ν είνι 10 έως 30 mg, περίπο 

το ήμισ το ποσού τού είνι ποθηκεμένο στο ήπρ κι το πόλοιπο στο ίμ κι το 

σώμ τος ιστούς. νς σνδσμός ορού κι σγκέντρωσης ερθροκττάρων είνι οι 

δείκτες της μετβολικής λειτοργίς πο χρησιμοποιούντι γι ν ξιολογηθούν τ επίπεδ 

το φλλικού οξέος.86,87

Βρίσκετι σε μεγάλη ποικιλί τροφίμων, όπως λχνικά (ιδιίτερ σκούρ πράσιν 

φλλώδη λχνικά), φρούτ κι χμούς φρούτων, ξηρούς κρπούς, φσόλι, μπιζέλι, 

γλκτοκομικά προϊόντ, πολερικά ,κρές, γά, θλσσινά κι δημητρικά. Σπνάκι, 

σκώτι, μγιά, σπράγγι κι λχνάκι Βρξελλών είνι τ τρόφιμ με τ ψηλότερ 

επίπεδ φλλικού οξέος., 87,88

Τον Ινοάριο το 1998, η μερικνική Υπηρεσί Τροφίμων κι ρμάκων (FDA) άρχισε 

πιτεί πό τις βιομηχνίες τροφίμων ν εμπλοτίσον προϊόντ ερείς κτνάλωσης με 

φλλικό οξύ όπως το ψωμί, τ δημητρικά, τ λεύρι, τ ζμρικά, το ρύζι, κι άλλ 

προϊόντ δημητρικών. Η σνιστώμενη ύξηση ήτν κτά 100 mcg / ημέρ λλά εν τέλει 

η μέση πρόσληψη φλλικού οξέος ξήθηκε στις Ηνωμένες Πολιτείες  περίπο στ 190 

mcg / ημέρ.89,90,91

Η έλλειψη το σχετίζετι με την κκή διτροφή, τον λκοολισμό κι την κκή πορρόφηση 

θρεπτικών οσιών. λλειψη το προκλεί μεγλοβλστική νιμί, η οποί χρκτηρίζετι 

πό μεγάλ, σνήθιστ εμπύρην ερθροκύττρ. Αποτελεί πρωτρχικό κλινικό σημάδι 

της νεπάρκεις το φλλικού οξέος ή της έλλειψης βιτμίνης Β12.Τ σμπτώμτ της 

νιμίς περιλμβάνον δνμί, κόπωση, δσκολί σγκέντρωσης, εερεθιστότητ, 

κεφλλγί, ίσθημ πλμών της κρδιάς, κι δύσπνοι .Ανεπάρκει φλλικού οξέος 

μπορεί επίσης ν προκλέσει  πόνο κ έλκος στο βλεννογόνο το στόμτος, λλγές στο 

δέρμ, τ μλλιά, χρώση στ νύχι κι ξημένες σγκεντρώσεις της ομοκστεΐνης στο 

ίμ. 50,86,87

Σε μεγλύτερο κίνδνο νεπάρκει φλλικού οξέος βρίσκοντι οι κόλοθες ομάδες : 

 τομ με εξάρτηση πό το λκοόλ

Τ άτομ τά κάνον σχνά δίιτες χμηλής ποιότητς πο περιέχον νεπρκείς 
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ποσότητες φλλικού οξέος. Επιπλέον, το λκοόλ επηρεάζει την πορρόφηση το φλλικού 

οξέος κι το μετβολισμό των θρεπτικών σσττικών. Ακόμη κι η μέτρι κτνάλωση 

λκοόλ των 240 ml κόκκινο κρσί την ημέρ ή 80 ml βότκ νά ημέρ γι 2 εβδομάδες 

μπορεί ν μειώσει σημντικά τις σγκεντρώσεις φλλικού οξέος στον ορό κι στ  γιή 

άτομ. 86,87,92 

 νίκες σε νπργωγική ηλικί

λες οι γνίκες πο σκοπεύον ν μείνον έγκες θ πρέπει ν λμβάνον επρκείς 

ποσότητες φλλικού οξέος γι ν μειώσον τον κίνδνο γι  NTDs (σγγενείς νωμλίες 

το νωτιίο μελού) κι άλλες γενετικές νωμλίες. Δστχώς, μερικές γνίκες σε 

νπργωγική ηλικί λμβάνον νεπρκή φλλικό οξύ είτε μέσω της διτροφής είτε 

μέσω των σμπληρωμάτων διτροφής.93Επρκής ποσότητ φλλικού οξέος κμίνετι 

στ 400 mcg / ημέρ πό σμπληρώμτ διτροφής ή / κι εμπλοτισμέν τρόφιμ, εκτός 

πό την ποσότητ φλλικού οξέος πο λμβάνετι μέσω της κθημερινής διτροφής.50

 Εγκμονούσες γνίκες

Κτά τη διάρκει της εγκμοσύνης, οι πιτήσεις γι φλλικό οξύ ξάνοντι λόγω 

σύνθεσης νοκλεϊκών οξέων. τσι, επρκή ποσότητ φλλικού οξέος κτά την 

εγκμοσύνη θεωρούντι τ 600 mcg , το οποίο είνι δύσκολο ν επιτεχθεί μόνο μέσω της 

διτροφής . Οι γνίκες με νεπρκή πρόσληψη φλλικού οξέος βρίσκοντι σε ξημένο 

κίνδνο ν γεννήσον μωρά με νωμλίες το νωτιίο μελού (NTDS) κι κτά σνέπι 

εγκμονεί ο κίνδνος γέννησης ελλιποβρών βρεφών, πρόωρο τοκετού κι εμβρϊκής

κθστέρησης κι νάπτξης . 50,94

 τομ με διτρχές πορρόφησης 

τομ με διτρχές πορρόφησης σμπεριλμβνομένο των σθενειών στετόρροι, 

κοιλιοκάκη, κι φλεγμονώδες έντερο ενδέχετι ν πορροφούν χμηλότερ ποσά φλλικού 

οξέος σε σχέση με γιή άτομ.87 
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1.2.2.9 Βιτμίνη Β12 (Κνοκοβλμίνη)

χει την πιο περίπλοκη κι πιο μεγάλη δομή πό όλες τις βιτμίνες. Είνι η μονδική 

βιτμίνη πο περιέχει έν μετλλικό ιόν, το κοβάλτιο κι γι’ τό οι ενώσεις της ονομάζοντι 

κοβλμίνες.Η μεθλοκοβλμίνη κι η 5-δεοξδενοσλο-κοβλμίνη είνι οι μορφές 

πο δρστηριοποιούντι στον νθρώπινο μετβολισμό.95,96

Είνι σνδεδεμένη με πρωτεΐνη στ τρόφιμ 

κι πελεθερώνετι προσί δροχλωρικού 

οξέος κι γστρικών γρών στο στομάχι. τν 

η σνθετική βιτμίνη Β12 προστίθεντι σε 

εμπλοτισμέν τρόφιμ κι διιτητικά

σμπληρώμτ, είνι ήδη σε ελεύθερη μορφή 

κι δεν πιτείτι το στάδιο της 

ποδέσμεσης. Η ελεύθερη βιτμίνη 

σνδάζετι στη σνέχει με μι 

γλκοπρωτεΐνη πο εκκρίνετι πό τ 

τοιχώμτ των κύττρων το στομάχο, κι 

προκύπτει έν σύμπλοκο πο πορροφάτι 

πό τον ειλεό πό με ενδοκττάρωση.50,96

Βρίσκετι φτικά κι ζωικά προϊόντ, όπως ψάρι, κρές, πολερικά, γά, γάλ κι 

γλκτοκομικά προϊόντ. Τ εμπλοτισμέν δημητρικά κι τ προϊόντ με μγιά 

ποτελούν άμεσ διθέσιμη πηγή της βιτμίνης με ψηλή βιοδιθεσιμότητ γι τος 

χορτοφάγος. 96

Ανεπάρκει βιτμίνης Β12 προκλεί μεγλοβλστική νιμί, κόπωση, δνμί, 

δσκοιλιότητ, πώλει της όρεξης κι  βάρος. 97,98,99Ενδέχετι ν εμφνιστούν κι 

νερολογικά σμπτώμτ όπως μούδισμ κι μρμήγκισμ στ χέρι κι στ πόδι,

δσκολί στην διτήρηση της ισορροπίς, κτάθλιψη, σύγχση, άνοι, κκή μνήμη, κι 

πόνος το στόμτος ή της γλώσσς.50,100 Ποσότητες φλλικού οξέος μπορούν ν 

κλύψον τις βλβερές σνέπειες της έλλειψης βιτμίνης Β12 χωρίς ωστόσο ν ξεπερνούν 

τ 1000 mcg ημερησίως σε γιείς ενήλικες κθώς μπορεί ν επιφέρει ρνητικά 

ποτελέσμτ.76

Εικόν 14:Δομή κνοκοβλμίνης
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Σε μεγλύτερο κίνδνο νεπάρκει κνοκοβλμίνης βρίσκοντι οι κόλοθες ομάδες 

 Ηλικιωμένοι 

Πάσχον πό τροφική γστρίτιδ, μι κτάστση πο επηρεάζει 10% -30% των 

ηλικιωμένων κθώς μειώνει την έκκριση το δροχλωρικού οξέος στο στομάχι με 

ποτέλεσμ την μειωμένη πορρόφηση της βιτμίνης Β12 . 50,101

 τομ με γστρεντερικές διτρχές

Τ άτομ με εντερικές κι στομχικές  διτρχές, όπως η κοιλιοκάκη κι η νόσος το 

Crohn, δεν  είνι σε θέση ν πορροφήσον ρκετή βιτμίνη Β12.102

 τομ πο έχον ποβληθεί σε χειροργική επέμβση το γστρεντερικού

Χειροργικές επεμβάσεις στο γστρεντερικό σωλήν, όπως η χειροργική επέμβση 

πώλεις βάρος ή χειροργική επέμβση γι φίρεση μέρος το στομάχο, έχει σχνά 

ως ποτέλεσμ την πώλει των κττάρων πο εκκρίνον το δροχλωρικό οξύ κι τον 

ενδογενή πράγοντ. Ατό μειώνει την ποσότητ της βιτμίνης Β12, ιδιίτερ των τροφίμων 

πο είνι δεσμεμένη η βιτμίνη. 50,103

 Χορτοφάγοι

Αστηροί χορτοφάγοι κι vegans βρίσκοντι σε μεγλύτερο κίνδνο νάπτξης 

νεπάρκει βιτμίνης Β12, πό ό,τι οι γλκτο-ωο-χορτοφάγοι κι οι non vegetarians γιτί 

οι πηγές  βιτμίνης Β12 περιορίζοντι κρίως στ ζωικά τρόφιμ. Τ εμπλοτισμέν 

δημητρικά είνι μί πό τις λίγες πηγές βιτμίνης Β12 πο μπορούν ν χρησιμοποιηθούν 

ως διτροφική πηγή βιτμίνης Β12 γι τος στηρούς χορτοφάγος κι vegans. 50

 Εγκμονούσες κι θηλάζοσες γνίκες πο κολοθούν στηρή χορτοφγική 

διτροφή 

Η βιτμίνη Β12 διπερνά τον πλκούντ κτά τη διάρκει της εγκμοσύνης κι είνι 

προύσ στο μητρικό γάλ. Αποκλειστικά θηλάζοντ βρέφη πό γνίκες πο δεν 

κτνλώνον ζωικά προϊόντ μπορεί ν έχον πολύ περιορισμέν ποθέμτ βιτμίνης 

Β12 κι μπορεί ν νπτύξον νεπάρκει μέσ σε λίγος μήνες πό τη γέννηση πο ν 

οδηγήσει σε σοβρή κι μόνιμη νερολογική βλάβη. 50,104



49 

1.3 Προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών

Υπάρχον διάφορες μέθοδοι γι τον προσδιορισμό των λιποδιλτών βιτμινών νάλογ 

με την βιτμίνη πο θ μελετηθεί, κόμη κι επίσημες μέθοδοι όπως μεθόδος AOAC, 

CEN κι ISO. Οι πιο σνηθισμένες μέθοδοι είνι χρωμτογρφικές τεχνικές τόσο 

γροχρωμτογρφίς (LC) κι έριοχρωμτογρφίς (GC) όσο κι χρωμτογρφί 

λεπτής στιβάδς κθώς κι φσμτοφωτομετρικές τεχνικές. χει εξετστεί η 

ποτελεσμτικότητ των μεθόδων ως προς την εκχύλιση, την ποσότητ το δείγμτος πο 

εξετάζετι, τις χρωμτογρφικές τεχνικές (βθμονόμηση προτύπων νφοράς, εσωτερικά 

κι εξωτερικά πρότπ) κι την χρήση λικών νφοράς γι έλεγχο το δείγμτος κι 

επικύρωση της μεθόδο.105

Οι βιτμίνες είνι ενώσεις πολύ είσθητες κι στθείς στο φως, στον τμοσφιρικό 

έρ ,στη θερμοκρσί, στο pH κι σε άλλος χημικούς κι περιβλλοντικούς πράγοντες

με ποτέλεσμ ο προσδιορισμός τος ν κθίσττι δύσκολος, χρονοβόρος, ν πιτεί 

ψηλό κόστος κι τ ποτελέσμτ ν προσιάζον μεγάλες ποκλίσεις μετξύ τος όχι 

μόνο πό εργστήριο σε εργστήριο λλά κι πό μέρ σε μέρ νάλογ με τις 

εργστηρικές σνθήκες. ι‘ τό είνι πρίτητο ο νλτής ν λμβάνει όλ τ 

πρίτητ μέτρ γι την προστσί των δειγμάτων κι των πρότπων βιτμινών ώστε ν 

δισφλιστεί η εγκρότητ της μεθόδο. ν άλλο μειονέκτημ πο προσιάζετι είνι η 

έλλειψη πολλών πρότπων λικών (SRM-Standard Reference Material)γι την 

διπίστεση των μεθόδων. 106

Ο προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών είνι δύσκολος σε σχέση με τον 

προσδιορισμό των λιποδιλτών βιτμινών λόγω της διλτότητς τος στο λίπος. 

Κθοριστικό πράγοντ ποτελεί η εκχύλιση τος πό την μήτρ-δείγμ ώστε ν 

επιτεχθεί πομάκρνση το λίπος κρίως σε τρόφιμ πο είνι πλούσι σε λίπος όπως 

σοκολάτ ,κκάο, γάλ. Ανάλογ με το είδος το τροφίμο πο μελετάτι κι το είδος της 

βιτμίνης πο θέλομε ν εκχλιστεί εφρμόζετι κι νάλογη μέθοδος εκχύλισης.
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1.3.1 Είδη εκχύλισης 

Η επιλογή της κτάλληλης εκχύλισης γίνετι με βάση τ πρκάτω κριτήρι: 

i. τη φύση της μήτρς το τροφίμο, 

ii. τη μορφή πό την οποί η βιτμίνη εμφνίζετι φσικά ή προστίθετι στο τρόφιμο

iii. τις ποσότητες των οσιών πρεμβολής,

iv. τη στθερότητ της βιτμίνης στη θερμότητ κι τις  κρίες τιμές pH, 

v. την εκλεκτικότητ της νλτικής τεχνικής πο θ χρησιμοποιηθεί.107

Οι πιο κοινές μέθοδοι εκχύλισης βσίζοντι στην εκχύλιση με οργνικό διλύτη, στην 

εκχύλιση στερεάς φάσης κι στην εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού (SFE). Η 

σπωνοποίηση είνι η πιο ποδεκτή μέθοδος γι την εκχύλιση της βιτμίνης Α, τ 

κροτενοειδή, της βιτμίνη D κι της βιτμίνης Ε στ τρόφιμ. 106

Κτά την εκχύλιση είνι σημντικό ν ποφεχθούν οι πώλειες των βιτμινών λόγω 

οξείδωσης. ι’ τό το λόγο είνι πρέπει ν πίρνοντι όλ τ πρίτητ μέτρ γι την 

ποφγή σφλμάτων σε τό το στάδιο της νάλσης. Μί λύση ποτελεί η εγκτάστση 

κτάλληλο φωτισμού με φίλτρο UV πο ν ποκλείει μήκη κύμτος κτινοβολίς κάτω 

των 500 nm κι η χρήση σκορόχρωμων άλινων σκεών.108

1.3.1.1 Εκχύλιση με οργνικό διλύτη

a. Σπωνοποίηση

ν ποσοστό των λιποδιλτών βιτμινών (FSV) των τροφίμων είνι σνδεδεμένο με έν 

σύμπλοκο λιποπρωτεΐνης κ έτσι πρέπει ν δισπστεί ο δεσμός τός ώστε ν 

πελεθερωθούν οι εστεροποιημένες μορφές τος κι ν εκχλιστούν. 108

Η σπωνοποίηση ή λκλική δρόλση μπορούν ν χρησιμοποιηθεί γι τις βιτμίνες Α, 

D, κι Ε, λλά δεν είνι κτάλληλη γι βιτμίνη Κ βιτμίνη, η οποί ποσντίθεντι γρήγορ 

σε λκλικό περιβάλλον. Πολλά τρόφιμ μπορούν ν σπωνοποιηθούν πεθείς. 

Δείγμτ με ψηλή σγκέντρωση μύλο, όπως δημητρικά , πρέπει πρώτ  ν 

χωνεφθούν με το κτάλληλο ένζμο διστάσης πο δισπά το άμλο σε μλτόζη  πριν  

την σπωνοποίηση έτσι ώστε ν ποφεχθεί ο σχημτισμός θρόμβων κι 

σσσωμτομάτων.7
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H σπωνοποίηση είνι μι διδικσί πο κτστρέφει την μήτρ το δείγμτος, 

διεκολύνοντς έτσι την εκχύλιση των βιτμινών κθώς τις μεττρέπει στις ελεύθερες 

μορφές τος κι κτστρέφει άλλες ενώσεις όπως χλωροφύλλες πο μπορεί ν 

επηρεάσον τη χρωμτογρφί. Πργμτοποιείτι νρροή το κτλλήλως 

προετοιμσμένο δείγμτος με μίγμ ιθνόλης κι 60% w/v δτικού διλύμτος ΚΟΗ 

προσί κάποιο ντιοξειδωτικού (προγλλόλης, βοτλιωμένο δροξ-τολοόλιο 

(ΒΗΤ) ή βιτμίνης C) κι έριο ζώτο γι ν ποφεχθεί η οξείδωση στος 70οC γι 30 

λεπτά.

Μετά πό σπωνοποίηση, πιτείτι τχεί ψύξη το δείγμτος κι πργμτοποιούντι 

εκχλίσεις γρού-γρού (LLE) με μη πολικούς οργνικούς διλύτες. Το σπωνοποιημένο  

κλάσμ πο περιέχει τις λιποδιλτές βιτμίνες, τις στερόλες, τ κροτενοειδή, κι άλλ 

σσττικά εκχλίζετι με εξάνιο, διιθλιθέρ ή μίγμ εξνίο κι οξικού ιθλεστέρ, 

φήνοντς τ άλτ λιπρών οξέων κι  τ άλλ δτοδιλτά σσττικά στην δτική 

φάση. Τέλος, οι οργνικές φάσεις σνενώνοντι, εξτμίζοντι μέχρι ξηρού κι 

επνδιλτοποιούντι με τον διλύτη της κινητής φάσης. Ατή η διδικσί δημιοργεί 

σημντικές ποσότητες ποβλήτων κι είνι πολύ χρονοβόρ. Η χρήση το εξνίο δεν 

σνιστάτι σε ορισμένες χώρες κι η χρήση το μιγμάτων με ιθέρες μπορεί ν ποτελέσει 

πρόβλημ σφάλεις γι εργστηρικό περιβάλλον. 106, 108

Οι διάφορες διεθνείς μέθοδοι προτείνον διφοροποιήσεις στις σνθήκες 

σπωνοποίησης νάλογ με τη βιτμίνη πο θέλομε ν προσδιοριστεί, την μήτρ, την 

ποσότητ το δείγμτος πο νλύετι κι την περιεκτικότητ το τροφίμο σε λίπος109,110

ι τη βιτμίνη Α πιτούντι τολάχιστον 3 εκχλίσεις λλά κόμη κι τότε η βιτμίνη 

δεν μπορεί ν νκτηθεί πλήρως. νς τρόπος γι ν βελτιωθεί η κτάστση είνι ν 

χρησιμοποιήσετε στερεάς φάσης εκχύλισης (SPE).111 Η βιτμίνη D φίσττι ισομερίωση 

με την θερμή σπωνοποίηση κι γι’ τό πιτείτι κρύ σπωνοποίηση δηλδή

πρτετμένη λκλική δρόλση σε θερμοκρσί δωμτίο.112 Η βιτμίνη Ε κτά την 

σπωνοποίηση φίσττι μικρές πώλειες λλά είνι πρίτητη η προσί το 

σκορβικού οξέος ως ντιοξειδωτικό γι την προστσί της -τοκοφερόλη ένντι 

περοξείδωση.113
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b. Ενζμική δρόλση 

Αποτελεί μι ενλλκτική λύση ένντι της σπωνοποίησης γι την πομάκρνση των 

τριγλκεριδίων. Χρησιμοποιείτι γι τον προσδιορισμό της βιτμίνης Κ κθώς δεν είνι 

στθερή σε λκλικό περιβάλλον. Μελετήθηκε τόσο πό την CEN όσο κι πό τον AOAC

κι επιτεύχθηκε ττόχρονος προσδιορισμός των βιτμινών A, D, E, κι Κ σε βρεφικές 

τροφές ( γάλ κι πρσκεάσμτ βσισμέν στη σόγι).114,115

Μί ποσότητ δείγμτος πο περιέχει περίπο 3.5-4.0 g λίπος δρολύετι γι 1 ώρ 

στος 37 ° C σε pΗ 7.7 μζί με κτάλληλο ένζμο -λιπάση. Μέσω τής της επεξεργσίς 

δρολύοντι ποτελεσμτικά τ γλκερίδι, λλά μόνο έν μέρος το πλμιτικού εστέρ 

της ρετινόλης κι το οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης μεττρέπετι στις λκοολικές 

μορφές τος .Η βιτμίνη D κι η βιτμίνη Κ (φλλοκινόνη) μένον νεπηρέστες.116

c. Αλκοόλση

Η περιεκτικότητ σε λιπίδι ενός δείγμτος μπορεί ν πομκρνθεί με τη μεττροπή των 

μητρικών γλκερίδιων στος ντίστοιχος μεθλικούς εστέρες το μέσω μις ντίδρσης 

με  μεθνολικό διάλμ ΚΟΗ πό τέτοιες σνθήκες πο ν ενοούν την λκοόλση ένντι 

της σπωνοποίησης.117 Η λκοόλση βσίζετι στην ντίδρση ΚΟΗ κι μεθνόλης όπο 

κι  σχημτίζετι το μεθοξείδιο το κλίο , το οποίο με τη σειρά το, μεττρέπει τ 

γλκερίδι σε μεθλεστέρες κι σπούνι. Η ντίδρση ολοκληρώνετι μέσ σε 2 λεπτά 

σε θερμοκρσί περιβάλλοντος. ως εκ τούτο, η λκοόλση είνι μι πολύ γρήγορη κι 

πολύ πιο ήπι διδικσί σε σύγκριση με την σπωνοποίηση. Δεν δρολύει τος εστέρες 

της βιτμίνης Α κι κτά σνέπει πάρχει μικρότερος κίνδνος κτστροφής της. 107

d. μεση εκχύλιση με οργνικό διλύτη

Πολάριθμες δημοσιεύσεις περιγράφον τή την τεχνική γι τις λιποδιλτές βιτμίνες 

λλά δεν έχον κόμη πλήρως επικρωθεί κι εγκριθεί ως επίσημες διδικσίες. 108 Η 

μέθοδος τή ποφεύγει την σπωνοποίηση με άμεση εκχύλιση με τος οργνικούς 

διλύτες. Η εκχύλιση γρού-γρού χρησιμοποιείτι σχνά γι την εκχύλιση των βιτμινών 

πό γρά τρόφιμ. Ο εξοπλισμός πο πιτείτι είνι πλός κι σε πολλές περιπτώσεις οι 

οργνικές φάσεις είνι σμβτές με τις κινητές φάσεις το χρωμτογράφο. Ο 

προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών πό στερεά τρόφιμ περιλμβάνει έν 

προηγούμενο στάδιο έκπλσης-κθρισμού. Η νγκιότητ τού το στδίο εξρτάτι 



53 

πό την πρεμβολή άλλων οσιών μετξύ δείγμτος κι νλύτη κι πό την εισθησί 

κι την εκλέκτικότητ της μεθόδο HPLC πο χρησιμοποιείτι.

ι την εκχύλιση της βιτμίνης D, οι οργνικοί διλύτες πο χρησιμοποιούντι είνι 

κετονιτρίλιο, διιθλιθέρς κι μίγμτ όπως μεθνόλη-τολοόλιο, τετρϋδροφοράνιο 

(THF) -διιθλιθέρς. ι την εκχύλιση της βιτμίνης Ε χρησιμοποιούντι επτάνιο,

ξλόλιο, διιθλιθέρς κι εξάνιο. Η βιτμίνη Α εκχλίζετι ττόχρον με τη βιτμίνη Ε 

χρησιμοποιώντς εξάνιο, χλωροφόρμιο  κι μίγμ οξικού ιθλεστέρ-βοτνόλης. Οι 

βιτμίνες D κι Ε εκχλίζοντι μεμονωμέν, χρησιμοποιώντς διφορετικούς διλύτες 

όπως διχλωρομεθάνιο, διιθλιθέρ κι εξάνιο .107

1.3.1.2 Εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού (SFE)

Τ περκρίσιμ ρεστά βρίσκοντι πάνω πό την κρίσιμη θερμοκρσί κι πίεση τος 

έχον ενδιάμεσες ιδιότητες μετξύ γρών κι ερίων. Μετβάλλοντς τις σνθήκες, η 

πκνότητ, το ιξώδος κι η ικνότητ διλτοποίησης τος μπορεί ν λλάξει. Τ 

πλεονεκτήμτ τής της μεθόδο είνι ότι οι σνθήκες εκχύλισης είνι ηπιότερες κι 

μπορεί ν διεξχθεί σε χμηλότερες θερμοκρσίες πό ό,τι εκχύλιση γρού-γρού, 

μειώνοντς έτσι την ποβάθμιση το νλύτη κι κτά σνέπει των βιτμινών. Κτά τη 

διάρκει της εκχύλισης το δείγμ βρίσκετι επίσης σε δρνή τμόσφιρ κι 

προσττεύετι πό το φως.

Η εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού με διοξείδιο το άνθρκ είνι  κτάλληλη γι την 

εκχύλιση λιποδιλτών οσιών σε διάφορες μήτρες, κθώς το περκρίσιμο CO2 έχει ψηλή 

διλτική ικνότητ γι μη πολικές ενώσεις. 107 Ωστόσο, έν μειονέκτημ  τής της 

μεθόδο είνι η μικρή ποσότητ δείγμτος η οποί χρησιμοποιείτι (500 mg) με 

ποτέλεσμ μικρότερη κρίβει  στ ποτελέσμτ γι ετερογενή μήτρες τροφίμων, όπως 

οι πιδικές τροφές σε σκόνη.

Η μέθοδος τή έχει μελετηθεί σνεργτικά πό διάφορ εργστήρι κι τ προϊόντ πο 

έχον νλθεί είνι γάλ σε σκόνη, πρσκεάσμτ γι βρέφη, χοιρινό κρές κι κιμάς, 

κι πάστ σκωτιού ψηλής κι χμηλής περιεκτικότητς σε λιπρά. 118 Η φλλοκινόνη έχει 

προσδιοριστεί σε βρεφική τροφή σε σκόνη χρησιμοποιώντς περκρίσιμο διοξείδιο το 

άνθρκ πό πίεση8000 psi στος 60 °C γι 15 λεπτά.119 Μι πρόμοι τεχνική 
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εφρμόσθηκε γι την εκχύλιση το πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης πό προϊόντ 

σιτηρών. 120

1.3.1.3 Εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE)   

Είνι η ερέως χρησιμοποιούμενη τεχνική γι την προετοιμσί ,τον κθρισμό κι την 

εκχύλιση το δείγμτος τ τελετί χρόνι. Με την τεχνική  τή οι μέθοδοι είνι τχείες 

κι επιλεκτικές προσφέροντς κλές νκτήσεις κι χρησιμοποιώντς μικρότερες 

ποσότητες οργνικού διλύτη πό ό,τι άλλες τεχνικές όπως η εκχύλιση γρού-γρού. ν 

άλλο πλεονεκτήμτ της SPE είνι τ μειωμέν προβλήμτ μόλνσης κι η εύκολη

τομτοποίηση της διδικσίς, διεκολύνοντς την κτεργσί το δείγμτος με την 

χρήση κτάλληλων φσιγγίων SPE.121,122,123

Ο σνδσμός SPE κι HPLC ποτελεί έν ποτελεσμτικό εργλείο γι την

ποσοτικοποίηση των βιτμινών σε τρόφιμ. Διάφορες μη τομτοποιημένες μέθοδοι γι 

την ττόχρονη εκχύλιση των λιποδιλτών βιτμινών προτείνον τη χρήση C18 124 ή 

διοξείδιο το πριτίο 125 ως προσροφητικού λικού. Μι ενλλκτική λύση γι μικρού 

όγκο δείγμτ είνι η στερεάς φάσης μικροεκχύλιση (SPME).Η μέθοδος τή έχει 

μελετηθεί γι την εκχύλιση των βιτμινών Α ,D3 κι Ε χρησιμοποιώντς ως ίνες SPME 

πολμεθλοσιλοξάνης(PDMS) κι διλύτες δτικό κετονιτρίλιο, μεθνόλη κι 2-

προπνόλη. 126

Μι τέτοι μέθοδος κθρισμού κι προσγκέντρωσης σε σνδσμό με την HPLC έχει 

νπτχθεί γι τον προσδιορισμός των δρόξ μετβολιτών της βιτμίνης D3. χον γίνει 

βελτιστοποιήσεις της μεθόδο τή κι τώρ χρησιμοποιείτι γι νλύσεις ροτίνς σε 

κλινικές κι νοσοκομεί κθώς είνι εύκολη, τομτοποιημένη κι χμηλού κόστος .χει 

επεκτθεί κι εφρμόζετι κι γι τον προσδιορισμό των βιτμινών Α ,D2,D3,Ε,Κ1 κι Κ3 .
127

1.3.2 Χρωμτογρφικές τεχνικές

1.3.2.1 Υγροχρωμτογρφί (LC)

Η γροχρωμτογρφί  είνι ιδιίτερ χρήσιμη γι δείγμτ πο περιέχον μεγάλ μόρι 

ή ιονισμέν σωμτίδι με χμηλές τάσεις τμών κι γι θερμικά στθείς ενώσεις πο δε 

μπορούν ν εξερωθούν χωρίς ν δισπστούν. Στην γροχρωμτογρφί  η κινητή φάση 
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είνι γρή ενώ η σττική στερεά. Η διβίβση της γρής κινητής φάσης μέσ πό τη σττική 

φάση επιτγχάνετι με τη χρησιμοποίηση ντλιών ψηλής πίεσης, ότν η σττική φάση 

ποτελείτι πό πολύ μικρής διμέτρο (επομένως μεγάλης ντίστσης) σωμτίδι 

ψηλής διχωριστικής πόδοσης (Υγρή Χρωμτογρφί  Υψηλής Πίεσης ή Απόδοσης - 

HPLC). Η χρησιμοποίηση των λικών πλήρωσης σωμτιδίων μεγέθος 2-10 μm στη 

σύγχρονη γρή-χρωμτογρφί πιτεί την νάπτξη πιέσεων πό τις ντλίες της τάξης 

μερικών χιλιάδων psi γι ν γίνει δντή η επίτεξη ικνοποιητικών τχτήτων ροής το 

λικού έκλοσης.128

Ο  διχωρισμός των βιτμινών μπορεί ν επιτεχθεί είτε χρωμτογρφί κνονικής είτε 

ντίστροφης φάσης. Στη λειτοργί κνονικής φάσης, μι πολική (δρόφιλη) σττική φάση 

χρησιμοποιείτι σε σνδσμό με μι μη πολική κινητή φάση. Ο διχωρισμός βσίζετι 

στη σχετική πολικότητ των διλμένων οσιών κι σγγένει τος με τη σττική φάση. 

τσι, οι μη πολικές ενώσεις προτιμούν την κινητή φάση κι εκλούοντι πρώτες κι οι 

περισσότερο πολικές εκλούοντι ργότερ. Στη λειτοργί ντίστροφης φάσης, μι μη 

πολική σττική φάση χρησιμοποιείτι σε σνδσμό με μι πολική κινητή φάση κι έτσι οι 

πολικές ενώσεις εκλούοντι πριν πό τις μη πολικές. 107

ι τον προσδιορισμό των βιτμινών χρησιμοποιούντι κρίως οι πρκάτω νιχνετές:128

I. Ανινετές περιώδς (UV)

Τ φωτόμετρ φίλτρο με πηγή λχνί δρργύρο είνι, οι πλούσττοι νιχνετές 

πορρόφησης UV. Πιο σχνά, πομονώνετι πό τ φίλτρ η γρμμή έντσης στ 254 

nm. Σε ορισμέν όργν επιλέγοντι οι γρμμές 250, 334 κι 365 nm με επιλογή 

κτάλληλο φίλτρο. Είνι προφνές ότι τός ο τύπος νιχνετή περιορίζετι σε ενώσεις 

πο πορροφούν στ προνφερθέντ μήκη κύμτος. Χρκτηριστικές οργνικές ομάδες 

κι ένς ριθμός νόργνων οσιών προσιάζον ερείες περιοχές πορρόφησης πο 

περιλμβάνον έν ή περισσότερ πό τά τ μήκη κύμτος. Οι λχνίες δετερίο ή 

πράκτωσης βολφρμίο με φίλτρ σμβολής πρέχον επίσης ένν πλό τρόπο 

προσδιορισμού σσττικών πο πορροφούν κθώς εκλούοντι πό την στήλη. Οι 

διτάξεις τές είνι ιδιίτερ χρήσιμες γι επνλμβνόμενες ποσοτικές νλύσεις όπο 

η ποιοτική σύστση το δείγμτος είνι γνωστή έτσι ώστε ν μπορεί ν επιλεγεί μι 

λληλοχί κτάλληλών φίλτρων. 
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II. Ανινετής σστιίς διόδων (DAD)

Οι διτάξεις τές ποτελούν τος ποδοτικότερος φσμφωτομετρικούς νιχνετές 

περιώδος .Τέτοιες διτάξεις προσφέροντι γι σλλογή δεδομένων ενός πλήρος 

φάσμτος σε χρόνο περίπο ενός δετερολέπτο. Υπάρχον διάφορες επιλογές στην 

λειτοργί τος. Μπορεί ν επιλεγεί έν μόνο μήκος κύμτος ,ή ότν τ εκλοόμεν 

σσττικά διχωρίζοντι ικνοποιητικά, μπορούν ν επιλεγούν διφορετικά μήκη κύμτος 

γι κάθε κορφή  τσι σλλέγοντι κι ποθηκεύοντι φσμτικά δεδομέν γι κάθε 

χρωμτογρφική κορφή κτά την έξοδο πό την στήλη. νς τύπος προσίσης 

χρήσιμος γι την ττοποίηση σσττικών είνι έν τρισδιάσττο γράφημ. 

III. Ανινετής φθρισμύ  (FLD)

Ο φθορισμός πρτηρείτι με φωτοηλεκτρικό νιχνετή  τοποθετημένο σε γωνί 90° σε 

σχέση με τη δέσμη διέγερσης. Οι πιο πλοί νιχνετές χρησιμοποιούν πηγή λχνί Hg ή 

Xe με φίλτρ ή μονοχρωμάτορ. Προσιάζει μεγάλη εισθησί, η οποί είνι μεγλύτερη 

πό μι τάξη μεγέθος πό τις περισσότερες μεθόδος πορρόφησης. Το πλεονέκτημ 

τό εκμετλλεύετι η γροχρωμτογρφί γι τον διχωρισμό κι προσδιορισμό των 

σσττικών δειγμάτων πο φθορίζον. Σχνά ο ριθμός των φθοριζόντων σσττικών 

μπορεί ν ξηθεί με προκτρκτική επεξεργσί των δειγμάτων με ντιδρστήρι πο 

σχημτίζον φθορίζοντ πράγωγ.

Ο προσδιορισμό των βιτμινών στ τρόφιμ κι η ποσοτικοποίηση τος είνι σχνά 

δύντος χρησιμοποιώντς μι μόνο στήλη. Ατό σμβίνει επειδή οι χρωμτογρφικές 

τεχνικές κθρισμού ποτγχάνον ν φιρέσον ποτελεσμτικά τις λιποειδικές οσίες 

πο έχον πρόμοι πολικότητ με τις βιτμίνες με ποτέλεσμ οι οσίες τές ν 

πρεμβίνον στην χρωμτογρφί. Επομένως, σε τέτοιες περιπτώσεις κρίνετι νγκί

η χρήση HPLC με δύο σστήμτ, κνονικής κι ντίστροφης φάσης πρέχοντς κλύτερη 

εκλεκτικότητ πό ό,τι η χρήση δύο στηλών με την ίδι φάση. Οι στήλες πο 

χρησιμοποιούντι κρίως είνι C18 κι C30 γι διχωρισμό των cis-trans ισομερών.129

Αν η έρεν επικεντρώνετι γι το διχωρισμό των διφόρων ισομερών της βιτμίνης Α, 

τότε η μέθοδος πο επιλέγετι είνι η χρωμτογρφί προσρόφησης. Υλικά πλήρωσης 

των στηλών όπως η σίλικ πιτούν έν μη πολικό διλύτη έκλοσης (πχ ν-εξάνιο )κι σε 

μικρότερο ποσοστό έν περισσότερο πολικό διλύτη. Στήλες ντίστροφης φάσης(C18 κι 

C8) χρησιμοποιούντι γι τον διχωρισμό των εστέρων της ρετινόλης κι γι μίγμτ 
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ρετινόλης κι κροτενοειδών σε εκχλίσμτ τροφίμων κι κλινικά δείγμτ. Οι 

περισσότερες ημιδτικές κινητές φάσεις ποτελούντι πό μείγμτ μεθνόλης ή 

κετονιτριλίο κι νερό πιτούν 1 ώρ γι την έκλοση της βιτμίνης Α.Η βθμιί 

έκλοση επιτχύνει το  διχωρισμό των δο εστέρων της ρετινόλης. Σε σνθήκες 

ισοκρτικής μη δτικής ντίστροφης φάσης  (NARP) μίγμ κετονιτριλίο -

διχλωρομεθάνιο μπορεί ν διχωρίσει τος εστέρες της ρετινόλης εντός 15 λεπτά κθώς 

τές οι σνθήκες (NARP) σε ημιδτικά σστήμτ προσιάζον  ξημένη διλτότητ 

ένντι των λιπιδίων. Οι πιο ερέως χρησιμοποιούμενοι νιχνετές γι τον προσδιορισμό 

της βιτμίνης Α είνι οι νιχνετές πορρόφησης UV ,οι νιχνετές φθορισμού επειδή η 

ρετινόλη κι  οι εστέρες της έχον την ικνότητ ν φθορίζον κι οι νιχνετές 

φσμτομετρίς μζών.

σον φορά τ κροτενοειδή  τ σστήμτ κνονικής φάσης έχον το πλεονέκτημ ότι 

είνι σμβτά με εκχλίσμτ σε εξάνιο. Στήλες πληρωμένες με σίλικ κι λομίνιο είνι 

κτάλληλες γι τον διχωρισμό των γεωμετρικά ισομερών (cis-trans) κι 

διστερεοϊσομερών, λλά όχι των ισομερών θέσης (-,β-κροτένιο). Η πλειοψηφί των 

μεθόδων βσίζετι στη χρωμτογρφί νάστροφης φάσης. Χρησιμοποιούντι μίγμτ 

κετονιτριλίο-μεθνόλης πο περιέχον επίσης  διχλωρομεθάνιο, χλωροφόρμιο ή 

τετρδροφοράνη. λλες φορές εφρμόζετι βθμιδωτή έκλοση γι ν γεφρώσει τις 

μεγάλες διφορές πολικότητς μετξύ ξνθοφλλών κι δρογοννθράκων των 

κροτενίων κι άλλες φορές ισοκρτική έκλοση γι ερύτερο διχωρισμό των 

κροτενοιδών. Σε σύνθετ δείγμτ σχνά πιτείτι τη σμπληρωμτική χρήση στήλης 

ντίστροφης φάσης (C18) με ένν πολικό (κνο) προσροφητή. Με τον σύγχρονο 

εξοπλισμό, είνι δντόν ν επιτεχθεί κριβής κι επνλήψιμος διχωρισμός κι 

ποσοτικοποίηση  των κροτενοειδών,  των ρετινοειδών κι των τοκοφερολών μέσ σε 10 

λεπτά γι  εκχλίσμτ το πλάσμτος κι άλλ βιολογικά δείγμτ. Οι χρησιμοποιούμενοι 

νιχνετές είνι οι νιχνετές πορρόφησης UV κι οι νιχνετές  φσμτομετρίς μζών.

Ο διχωρισμός των μετβολιτών της βιτμίνης D εξρτάτι νάλογ με τον ριθμό κι τη 

θέση των δρόξ-ομάδων στο μόριο. Σνήθως χρησιμοποιείτι μίγμ δο ή τριών διλτών 

ως κινητή φάση,εξάνιο-2-προπνόλη-διχλωρομεθάνιο.Ωστόσο, οι D2 κι D3 μητρικές 

πρμένον διάλτες σε σύστημ κνονικής φάσης κι γι’ τό προτιμώντι σστήμτ 

ντίστροφης φάσης με κινητή φάση τ μίγμτ νερό-μεθνόλη ή νερό-κετονιτρίλιο .Η 

βιτμίνη D κι οι μετβολίτες το μπορεί ν νιχνεθεί με νιχνετή πορρόφησης UV (264 
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nm) .Ωστόσο, λόγω της φτωχής εκλεκτικότητ κι εισθησί τής της μεθόδο η 

ποσοτικοποίηση δεν είνι δντή κι πργμτοποιείτι με άλλες δοκιμσίες. Η βιτμίνη D2 

χρησιμοποιείτι σνήθως ως εσωτερικό πρότπο γι τη βιτμίνη D3. 

ι τον διχωρισμό των τοκοφερόλες κι των τοκοτριενόλες εφρμόζετι χρωμτογρφί 

κνονικής φάσης .Ατό επιτγχάνετι με χρήση στηλών πληρωμένων με σίλικ κι

μιγμάτων διλτών έκλοσης εξάνιο-διισοπροπλιθέρ ή εξάνιο-2-προπνόλη. τσι,  η 

μέθοδος τή είνι κτάλληλη γι δείγμτ φτικών ελίων , μετά πό πλή διλτοποίηση 

σε εξάνιο. Ο προσδιορισμός των -,γ- κι δ- τοκοφερολών βσίζετι στη χρωμτογρφί 

ντίστροφης φάσης με ισοκρτική έκλοση. Η κινητή φάση ποτελείτι πό μεθνόλη κι 

σε έν μικρό ποσοστό πό νερό. Η προσθήκη ηλεκτρολτών επιτρέπει την ηλεκτροχημική 

νίχνεση της βιτμίνης Ε. Υψηλή εισθησί κι εκλεκτικότητ επιτγχάνετι με τη χρήση  

νιχνετών φθορισμού ή με ηλεκτροχημικούς νιχνετές. Με τον νιχνετή φθορισμού σε 

χμηλό μήκος κύμτος (205 nm) βελτιώνοντι τ όρι νίχνεσης λλά εις βάρος της 

εκλεκτικότητς σε σύγκριση με τη χρήση των 295 nm. Με τον ηλεκτροχημικό νιχνετή σε 

κτάστση οξείδωσης (μπερομετρί ή κολομετρί) ξάνετι η εισθησί μέχρι κι 20 

φορές.

Στις νλύσεις ροτίνς, σνήθως χρησιμοποιούντι τ 292-295nm. Αν πργμτοποιείτι 

ττόχρονος προσδιορισμός ρετινόλης κι κροτενοειδών τότε προτιμάτι νιχνετής 

σστοιχίς διοδίων.

Η χρωμτογρφί προσρόφησης διεκολύνει τον διχωρισμό των cis- trans ισομερών 

της βιτμίνης Κ1 κι σμβάλει στο περιτέρω κθρισμό των κτέργστων εκχλισμάτων. 

Υπό κθορισμένες σνθήκες, η Κ1 διχωρίζετι πό διφορετικές τάξεις λιπιδίων λλά σν-

εκλούετι με το εσωτερικό πρότπο, το οποίο είνι έν ομόλογο της βιτμίνης Κ1 πο δεν 

πάρχει φσικά στο δείγμ κι γι’ τό το κλάσμ τό σμπκνώνετι μέχρι ξηρού κι 

πόκειντι σε έν περιτέρω νλτικό στάδιο. Τ σύγχρον χρωμτογρφικά σστήμτ 

μπορούν ν εξλείψον το στάδιο εξάτμισης ξάνοντς την εισθησί νίχνεσης. Με 

την χρωμτογρφί ντίστροφης φάσης μπορεί εύκολ  ν διχωριστεί η βιτμίνη Κ1 πό 

λιπίδι με σγγενή πολικότητ κι πό  νάλογ πο χρησιμοποιούντι ως εσωτερικό 

πρότπο. Οι νιχνετές πορρόφησης UV είνι κτάλληλοι μόνο γι την ποσοτικοποίηση 

ψηλών σγκεντρώσεων βιτμίνης Κ1. Οι ηλεκτροχημικοί νιχνετές πιτούν ημιδτική 

κινητή φάση κι σύστημ ντίστροφης φάσης διφορετικά είνι πρίτητη η προσθήκη 

ηλεκτρολύτη μετά τη στήλη με σνέπει μειωμένη εισθησί. Τέλος, οι νιχνετές 
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φθορισμού μπορούν ν χρησιμοποιηθούν γι την νίχνεση της βιτμίνης Κ1 λλά επειδή 

η Κ1 δεν φθορίζει πρέπει ν ποστεί μι τροποποίηση ώστε ν μεττρπεί σε φθορίζον 

μόριο.130,131

1.3.2.2 Χρωμτογρφί λεπτής στιβάδς (TLC) 

Είνι μέθοδος επίπεδης χρωμτογρφίς όπο χρησιμοποιείτι έν λεπτό επίπεδο 

στρώμ μις οσίς κι τοποθετείτι ως φύλλο σε μι επιφάνει άλο, πλστικού ή 

μετάλλο. Η κινητή φάση διέρχετι μέσ πό τη στθερή φάση με τριχοειδή φινόμεν πο 

μερικές φορές ποβοηθιόντι κι πό την βρύτητ ή πό έν ηλεκτρικό πεδίο. Αποτελεί 

έν γρήγορο κι οικονομικό οδηγό εύρεσης των βέλτιστων σνθηκών διχωρισμού των 

ενώσεων. 128

Χρησιμοποιείτι σπάνι γι την νάλση της βιτμίνης Α. Ενλλκτικά χρησιμοποιείτι 

Υγροχρωμτογρφί  λεπτής στιβάδς ψηλής πόδοσης (HPTLC) σε σνδσμό με 

πκνομετρική σάρωση. σον φορά τ κροτενοειδή σμβάλει στην προκλσμτοποίηση

κι την ττοποίηση τος κι όχι  στον ποσοτικό προσδιορισμό τος Ανιχνεύοντι με βάση 

το χρώμ μέσω πκνομετρικής σάρωσης στ 450 nm. Ερέως χρησιμοποιημένες

πορροφητικές οσίες είνι η σίλικ η οποί προσιάζει ψηλή εκλεκτικότητ ως προς τ 

ισομερή των κροτενοειδών. 

ι τον προσδιορισμό της βιτμίνης D χρησιμοποιείτι η HPTLC κθώς ποτελεί μι πιο 

οικονομική λύση γρής χρωμτογρφίς γι τον κθρισμό κι την προκλσμτοποίηση 

των λιπιδίων πριν πό την έρι  χρωμτογρφί. Στ τρόφιμ, η βιτμίνη D εφρμόζετι 

σε σνδσμό με φωτοπκνομετρί στ 266 nm ή μετά τον ψεκσμό με χρωμογόνο

ντιδρστήριο  σε ψηλότερ μήκη κύμτος. Ως τεχνική γι τον διχωρισμό των νλόγων 

της έχει ντικτστθεί πό την Υγροχρωμτογρφί  με εκχύλιση SPE. 

Η μέθοδος τή εφρμόζετι γι τον προσδιορισμό της βιτμίνη Ε ως έν στάδιο 

κθρισμού σε σχέση με την χρωμτομετρί ή την εριοχρωμτογρφί επειδή ποτελεί 

η μονδική τεχνική διχωρισμού των β- κι γ- τοκοφερολών. ι τον ποσοτικό 

προσδιορισμό της πργμτοποιείτι φωτοπκνομετρική σάρωση σε σνδσμό με 

HPTLC. 

Στον προσδιορισμό της βιτμίνη Κ1 μπορούν ν εφρμοστούν τρεις τύποι TLC: (1) 

χρωμτογρφί προσρόφησης σε πλάκες σίλικς επιτρέποντς έτσι το διχωρισμό των 
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cis-trans ισομερών,(2) χρωμτογρφί ργρώσεως γι τον διχωρισμό των  κορεσμένων 

κι των κόρεστων ομολόγων  της βιτμίνης Κ1 κι (3) χρωμτογρφί ντίστροφης φάσης 

επιτρέποντς τον διχωρισμό των μεθλιωμένων κι πομεθλιωμένων K-βιτμερών. 

Τώρ πι η μέθοδος τή έχει ντικτστθεί πό την γρή χρωμτογρφί. 130,131

1.3.2.3 Αεριοχρωμτογρφί (GC) 

Υπάρχον δο τύποι έρις χρωμτογρφίς νάλογ με την σττική φάση. Σε ντίθεση 

με τ άλλ είδη χρωμτογρφίς η κινητή φάση δεν λληλοεπιδρά με τ μόρι το νλύτη.

Η κινητή φάση είνι πάντ έρι ενώ η σττική φάση μπορεί ν είνι είτε στερεή (έρι-

στερεή χρωμτογρφί, GSC) είτε γρή (έρι-γρή χρωμτογρφί, GLS) . Στη GSC ο 

διχωρισμός οφείλετι στην προσρόφηση ή το μορικό ποκλεισμό των σσττικών το 

μίγμτος στη σττική φάση. Στην GLS ή πλώς εριοχρωμτογρφί (GC), ο διχωρισμός 

των σσττικών (έριων ή πτητικών) βσίζετι στην κτνομή το νλύτη μετξύ της 

έρις κινητής κι μις γρής φάσης, η οποί είνι κινητοποιημένη στην επιφάνει ενός 

δρνούς ερίο. Ο διχωρισμός οφείλετι στη διέλεση των σσττικών μέσ πό την 

στήλη με διφορετικές τχύτητες. Η τχύτητ διχωρισμού των σσττικών μέσ στην 

στήλη εξρτάτι πό τις τάσεις τμών των σσττικών κι τις λληλεπιδράσεις τος με την 

σττική φάση. 128,132

Είνι δύσκολος ο προσδιορισμός της βιτμίνης Α με χρήση έρις χρωμτογρφίς 

επειδή είνι πολύ στθής ένωση κι σε σνδσμό με χρήση στήλης πο δεν περιέχει 

δρνοποιημένο λικό πλήρωσης οι πώλειες είνι μεγάλες. Ωστόσο, πρτηρήθηκε πως 

οι τριχοειδείς στήλες ποσνθέτον σε μικρό βθμό τη ρετινόλη. τσι νοίγοντι νέες 

προοπτικές γι την εριοχρωμτογρφί μάζς (GC-MS) κι ειδικά γι την ττοποίηση 

των κροτενοειδών κθώς σε ντίθεση με την ρετινόλη είνι νθεκτικότερ στην 

θερμοκρσί.

Κτά την εριοχρωμτογρφί η βιτμίνης D κι οι μετβολίτες της πόκειντι σε 

ορισμέν δσμενή φινόμεν, όπως προσρόφηση στην στήλη φδάτωση των 25-δροξ 

πργώγων κι θερμική νδιάτξη. Ανίχνεση των πργώγων των τριμεθλοσιλάνιων 

με πρόσκροση ηλεκτρονίων ή φσμτομετρί μάζς-ιονισμού οδηγεί σε κλύτερη 

εκλεκτικότητ κι εισθησί, επιτρέποντς έτσι τον προσδιορισμό της βιτμίνης D, της 25-

δροξ-βιτμίνης D κι των διδροξλιωμένων μετβολιτών  της στο πλάσμ ή στ 

τρόφιμ. 
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Η εριοχρωμτογρφί είνι επιτχημένη γι την νάλση της βιτμίνης Ε ότν 

σνδάζετι με φσμτομετρί μάζς (MS). Στην λειτοργί SIM (selected ion monitoring) 

χρησιμοποιείτι έν δετεριωμένο εσωτερικό πρότπο GC-MS επιτρέποντς την κλύτερη 

ποσοτικοποίηση της -τοκοφερόλης μέσ σε  λίγ λεπτά. Με την χρήση τριχοειδών στηλών 

μπορεί ν επιτεχθεί διχωρισμός των β- κι γ-τοκοφερολών. ι νλύσεις ροτίνς σε 

βιολογικά δείγμτ ο προσδιορισμός της βιτμίνης Ε γινότν με GC με νιχνετή ιονισμού 

φλόγς λλά τώρ πι σε μεγάλο βθμό έχει ντικτστθεί πό το LC.

Λόγω των μεγάλων χρόνων κτκράτησης κι την ποικοδόμηση των Κ-βιτμερών πάνω 

στην στήλη, η εφρμογή το GC κθίσττι δύσκολη. Ωστόσο, μπορεί ν πργμτοποιηθεί 

με χρήση κτάλληλων στηλών κι νιχνετή ιοντισμού φλόγς επιτγχάνοντς έτσι 

κλύτερη εισθησί κι εκλεκτικότητ. 130,131

1.4  Προσδιορισμός των λιποδιλτών βιτμινών σε πιδικές τροφές με 
HPLC

Ο προσδιορισμός των βιτμινών ως επί το πλείστο πργμτοποιείτι με τεχνικές γρής 

χρωμτογρφίς. Υπάρχον πολλοί μέθοδοι προσδιορισμού των λιποδιλτών βιτμινών 

με χρήση γρής χρωμτογρφίς ψηλής πόδοση σε βρεφικές κι πιδικές τροφές 

Αρκετές είνι κι οι επίσημοι μέθοδοι(AOAC, CEN, ISO)πο έχον νπτχθεί κρίως γι 

των προσδιορισμό των βιτμινών Α, Ε κι D.Η βιτμίνη Κ δεν έχει πσχολήσει τόσο πολύ 

την επιστημονική κοινότητ τολάχιστον σε τό το είδος τροφίμων.

Τ τελετί έχει λλάξει η νομοθεσί σε πολλές χώρες γι ν ενισχύσει την σφάλει 

των τροφίμων εξσφλίζοντς ότι οι ποσότητες των λιποδιλτών βιτμινών είνι 

σύμφωνη με την νγρφόμενη των ετικετών των προϊόντων ποφεύγοντς έτσι πιθνούς 

κινδύνος γι την γεί πο σνδέοντι με περδοσολογί, ιδιίτερ της βιτμίνης D. τσι 

οι νλτικές μέθοδοι πο χρησιμοποιούντι πό τος φορείς πρέπει ν είνι κτάλληλες 

γι τον σκοπό τό πρέχοντς ορθότητ κι κρίβει. χον δημοσιετεί επίσημες

μέθοδοι πό οργνισμούς όπως AOAC INTERNATIONAL, European Committee for 

Standardization(CEN), International Dairy Federation(IDF), U.S. Pharmacopeia(USP) κι 

International Organization for Standardization(ISO).108

Η επιτροπή το AOAC ρχικά εγκρίνει μι μέθοδο ως επίσημη μέθοδο Πρώτη Δράση 

όπο χρκτηρίζετι έτσι γι 2 χρόνι. Κτά το διάστημ τό, η μέθοδος χρησιμοποιείτι 
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σε εργστήρι πο την ξιολογούν. Με το πέρσμ των 2 ετών η επιτροπή ξιολογεί ν η 

μέθοδος τή μπορεί ν ποτελέσει επίσημη μέθοδο Τελικής Δράσης. Μέσω της 

διδικσίς τής έχει νπτχθεί οι πρκάτω μέθοδοι γι των προσδιορισμό των 

βιτμινών Α κι Ε:133

 AOAC Επίσημη Μέθοδο 2011.07 :Βιτμίνη Α σε βρεφικές τροφές κι τροφές γι 

ενήλικες με UPLC-UV -Πρώτη Δράση 2011 133

 AOAC Επίσημη Μέθοδο 2.012.09:Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι σε 

πρσκεάσμτ γι βρέφη κι ενήλικες βρέφη με HPLC -UV κι νιχνετή φθορισμού-

Πρώτη Δράσης 2012 134

 AOAC Επίσημη Μέθοδο 2012.10 :Ττόχρονος προσδιορισμός το 13-cis κι all-

trans πλμιτικού εστέρ της βιτμίνης  Α (πλμιτικής ρετινόλης), το οξικού εστέρ της 

βιτμίνης Α ( οξικής ρετινόλη)κι της ολικής βιτμίνης Ε (dl--τοκοφερόλης κι οξικής dl--

τοκοφερόλης) σε πρσκεάσμτ γι βρέφη κι ενήλικες με κνονικής φάσης HPLC -

Πρώτη δράση 2012135

Μέθοδοι έχον νπτχθεί κι πό άλλος επίσημος φορείς όπως πό το Υποργείο 

Υγείς της Κίνς με την μέθοδο GB 5413.9 γι τον προσδιορισμό των βιτμινών A:,D κι Ε 

σε γάλ κι γλκτοκομικά προϊόντ γι βρέφη κι πιδί.136

Οι μέθοδοι τοί πλεονεκτούν ένντι όλων των άλλων μεθόδων στην κρίβει, στην 

επνληψιμότητ κι στη νπργωγισιμότητ λλά προσιάζον σημντικά 

μειονεκτήμτ. Είνι πολύ χρονοβόρες κι πιτούν πολύ χρόνο πό τον νλτή. Το 

κόστος  τος είνι ψηλό λόγω των πολλών ντιδρστηρίων κι νλώσιμων πο 

πιτούν με σνέπει ν μην είνι εφρμόσιμες σε ετιρίες–βιομηχνίες πο 

πργμτοποιούν κθημερινούς ελέγχο στ προϊόντ τος κι σε εξωτερικά εργστήρι

πο πργμτοποιούν όγκο νλύσεων. ι τος πρπάνω λόγος προτιμώντι άλλες 

μέθοδοι κόμη κι ότν δεν είνι επίσημες πο ν τιριάζον με τις νάγκες της ετιρίς 

(fit for purpose) ν είνι γρήγορες κι οικονομικές. Ανάλογ με τον εργστηρικό 

εξοπλισμό κι την μήτρ το τροφίμο μπορούν ν δοκιμστούν διάφορες μέθοδοι μέχρι 

ν βρεθεί μι πο ν ντποκρίνετι ποτελεσμτικά στην νάλση των βιτμινών.
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ΚΕΑΛΑΙΟ 2

2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ-ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΟΔΟΙ

2.1 Εισγωγή

στερ πό βιβλιογρφική έρεν , μελετήθηκν οι μέθοδοι κι εξετάστηκν οι 

χρωμτογρφικές σνθήκες(στήλες, νιχνετές, ροή, κινητή φάση κλπ.).Κτόπιν έγινν 

πργγελίες των πιο σμβτών νλώσιμων με τον εξοπλισμό κι τις νάγκες το 

εργστηρίο. Επιλέχθηκν ν δοκιμστούν οι πιο τιριστές μέθοδοι κι κρίως τές πο 

ντποκρίνοντν στην νάπτξη μεθόδο fit for purpose.

Ανάμεσ στις μεθόδος πο εξετάστηκν πήρχν πρπάνω επίσημες μέθοδοι AOAC

κι EN.Ωστόσο ήτν πολύπλοκες, χρονοβόρες κι δεν πήρχε ο κτάλληλος εξοπλισμός 

ώστε ν δοκιμστούν εξρχής. ι’ τό το λόγο ποφσίστηκε ν δοκιμστούν άλλες 

μεθόδος πιο πλές πο ν ντποκρίνοντι κλύτερ στο σκοπό μς.

τσι, ερενήθηκν κι νπτύχθηκν οι μέθοδοι των πρκάτω άρθρων:

I. ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  μέσω RP-

HPLC137

II. Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  μέσω HPLC-UV 138

γινν βελτιστοποιήσεις των μεθόδων τών ώστε ν μπορέσον ν ντποκριθούν στη 

μήτρ των πιδικών τροφών πο νλύθηκν.

2.2 Δείγμτ πο μελετήθηκν

ι τις νάγκες της εργσίς τής νλύθηκν οι πρκάτω πιδικές τροφές:

o Sanilac 1 & 2: Σκόνες γάλκτος 1ης κι 2ης βρεφικής ηλικίς

o Sanilac 3 : Σκόνες γάλκτος γι μικρά πιδιά μετά τος 12 μήνες

o ρίν Λκτέ: μετποιημένες τροφές με βάση τ δημητρικά πο προορίζοντι γι 

κτνάλωση πό βρέφη κτά την περίοδο το πογλκτισμού κι πό πιδιά μικρής 



64 

ηλικίς ως σμπλήρωμ το διιτολογίο τος ή κι γι την στδική προσρμογή τος 

στην κνονική διτροφή

o Λεκή ρίν Λκτέ (ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών) :Σν την προηγούμενη 

ρίν Λκτέ λλά δεν περιέχει βιτμίνες 

2.3 ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  
μέσω RP-HPLC137

2.3.1 Αρχή μεθόδο

O προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε βσίζετι στην πεθείς εκχύλιση το οξικού 

εστέρ της ρετινόλης κι της -τοκοφερόλης χωρίς ν έχει προηγηθεί σπωνοποίηση. Η 

εκχύλιση πργμτοποιείτι με μίγμ ιθνόλης-εξνίο κι στην σνέχει το εκχύλισμ 

Εικόν 15: Ανλθέντ δείγμτ
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φιλτράρετι κι εισάγετι στον χρωμτογράφο. Οι βιτμίνες προσδιορίζοντι στις 

εστεροποιημένες μορφές τος κι δεν χρειάζετι χρήση ντιοξειδωτικών γι την προστσί 

τος. ρήγορη, πλή κι κριβής μέθοδος γι νλύσεις ροτίνς ότν δεν χρειάζετι ν 

χρησιμοποιηθεί το λίπος το δείγμτος γι περιτέρω νλύσεις, ιδνική γι μεγάλο ριθμό 

δειγμάτων.

2.3.2  Πειρμτική πορεί

Η πειρμτική πορεί πο κολοθήθηκε είνι πλή κι γρήγορη. Δεν περιλμβάνει ούτε 

σπωνοποίηση ούτε εκχύλιση το λίπος όπως οι περισσότεροι μέθοδοι, όπως φίνετι 

κι πό το πρκάτω διάγρμμ.
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Σχήμ 1: Διάγρμμ πειρμτικής πορείς προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF

2.3.3 Σσκεές κι όργν

 Ανλτικός ζγός κριβείς Mettler Toledo AB204, 4 δεκδικών 0,1mg

 Σνήθη εργστηρικά άλιν σκεύη

 Ανδετήρς Vortex 

 γόκεντρος

 ίλτρ nylon 0.45 μm (pore size)

 HPLC, 1200 infinity series, Agilent Technologies  

 Ανιχνετής σστοιχίς διόδων Diode Array (DA

Σε πλστικό 
σωλήν των  15 

mL ζγίζετι  
1 g  IF

Προστίθετι 4 ml 
ιθνόλης

• νάδεση 
στο vortex
γι 2 min

Προστίθετι 400 μl
n-εξάνιο

• νάδεση
στο vortex
γι 1 min

γοκέντρηση στις 
3000 rpm γι 5 min 

ιλτράρισμ της 
οργνικής φάσης 
με 0.45 μm  nylon 

filter

νεση  20 μl το 
δείγμτος στην 

HPLC
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 Στήλη Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 250×4.6mm, διάμετρο πόρων 5 μm κι 

ντίστοιχη προστήλη

2.3.4 Αντιδρστήρι κι πρότπες οσίες

 Μεθνόλη, HPLC κθρότητς της Fischer

 Αιθνόλη ,HPLC κθρότητς της Fischer

 n-εξάνιο, HPLC κθρότητς το Carlo Erba

Πρότπ Βιτμινών

o Ρετινόλη (βιτμίνη Α), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της ρετινόλης, Sigma Aldrich

o dl-a-τοκοφερόλη (βιτμίνη Ε), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της dl-a-τοκοφερόλης, Sigma Aldrich

Τ πρότπ διλύοντι σε ιθνόλη ,φλάσσοντι στος -20οC κι προσττεύοντι πό 

το φως με εξωτερική επικάλψη λομινόχρτο κι πό πιθνή οξείδωση πό το 

τμοσφιρικό οξγόνο με έριο άζωτο.

Πρσκεάστηκν πκνά πρότπ όλων των βιτμινών (διλύμτ πρκτθήκης) κι 

στην σνέχει πό τά πρσκεάστηκν πρότπ εργσίς. Πιο  νλτικά 

πρτίθεντι στον μέθοδο ΙΙ (πράγρφος 2.3) τ χρωμτογρφήμτ κι οι χρόνοι 

έκλοσης των προτύπων των βιτμινών.

2.3.5 Χρωμτογρφικές σνθήκες

 Κινητή φάση: 100% μεθνόλη

 ερμοκρσί στήλης: 40 ο C  

 Ροή: 1,00 mL /min

 Λήψη σημάτων στ  325 nm γι  τον προσδιορισμό της βιτμίνης Α κι 292 nm γι 

της βιτμίνης Ε
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Οι χρωμτογρφικές σνθήκες με τις οποίες πργμτοποιήθηκν όλ τ πειράμτ 

βσίζοντι στην προτεινόμενη μέθοδο πο κολοθήθηκε εκτός πό την θερμοκρσί της 

στήλης η οποί προσρμόστηκε στος 40 ο C  ένντι των 50 ο C προτείνετι στην μέθοδο 

επειδή θεωρήθηκε πολύ ψηλή θερμοκρσί πο εγκμονεί τον κίνδνο κτστροφής των 

βιτμινών κι βάσει το εγχειριδίο χρήσης της στήλης η ενδεικνόμενη θερμοκρσί ήτν 

40 ο C.   

2.3.6 Βελτιστοποίηση της μεθόδο

2.3.6.1 Μάζ δείγμτος

Σύμφων με την προτεινόμενη στη δημοσίεση μέθοδο ζγίζετι 1 g IF (Infant Formula), 

τοποθετείτι σε δοκιμστικό σωλήν των 15 mL κι διλύετι σε 4 mL ιθνόλης. 

Δοκιμάστηκν ν διλθούν 2g IF σε ντίστοιχ 4 mL ιθνόλης ώστε ν πρσκεστεί 

πιο πκνό διάλμ. 

2.3.6.2 Επίδρση ριθμού εκχλίσεων

Ο ριθμός των εκχλίσεων πίζει πολύ σημντικό ρόλο  στο ποσοτικό προσδιορισμό των 

βιτμινών. χει σημειωθεί σε πολλές έρενες ότι μί εκχύλιση είνι νεπρκής γι την 

πρλβή των βιτμινών κι κρίως της βιτμίνης Α 111 κι τό διπιστώθηκε κι πό το 

δικό μς πείρμ. ι’ τό δοκιμάστηκν η μί εκχύλιση κι οι τρεις εκχλίσεις. 

2.4 Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές μέσω HPLC-

UV138

2.4.1 Αρχή μεθόδο

O προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε βσίζετι στο φινόμενο της σπωνοποίησης 

το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι της -τοκοφερόλης. πως φίνετι κι πό τ 

πρκάτω σχήμτ ο οξικός εστέρς της ρετινόλης μεττρέπετι σε ρετινόλη κι ο οξικός 

εστέρς της -τοκοφερόλης σε -τοκοφερόλη. Στην σνέχει πργμτοποιείτι εκχύλιση 

με πετρελϊκό ιθέρ. ίνετι χρήση ντιοξειδωτικών γι την προστσί των βιτμινών 
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τόσο στο στάδιο της σπωνοποίησης όσο κι στο στάδιο της εκχύλισης. ρήγορη κι 

οικονομική μέθοδος γι νλύσεις ροτίνς, ιδνική γι μεγάλο ριθμό δειγμάτων.

Σχήμ 2:Αντίδρση σπωνοποίησης το οξικού εστέρ της ρετινόλης

Σχήμ 3:Αντίδρση σπωνοποίησης το οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

2.4.2 Πειρμτική πορεί

Η πομόνωση των λιποδιλτών βιτμινών χωρίζετι σε 3 κρίως μέρη:

A. Προκτεργσί δείγμτος (στάδιο 1ο)

B. Σπωνοποίηση (στάδιο 2ο-5ο) 

C. Εκχύλιση (στάδιο 6ο-8ο)

Η πειρμτική πορεί προσιάζετι στο διάγρμμ το Σχήμτος 4. Σε τήν έγινν  

πρμετρικές βελτιστοποιήσεις. 



70 

Σχήμ 4: Διάγρμμ πειρμτικής πορείς προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF με 
σπωνοποίηση χωρίς χρήση - μλάσης

1

•Ζύγιση  1-5 g  IF  κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό 
(10% w/ ν)

• Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το 
δείγμτος

2

•Σε πλστικό σωλήν των 15 mL πρστίθεντι:
•1-5mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος
•1mL δτικού δ/τος KOH 50% w/v

3

•Προστσί με έριο άζωτο γι 20 sec, πότομο κλείσιμο πώμτος το σωλήν 
15mL

• Χειροκίνητη νκίνηση γι μερικά δετερόλεπτ

4

•Τοποθέτηση το πλστικού σωλήν  των 15mL σε  θερμοσττούμενο 
δρόλοτρο στος  80 οC γι 5-50 min

•Τοποθέτηση  το σε πγόλοτρο  γι ν κρώσει το δείγμ  

5

•γοκέντρηση στις  4000 rpm γι 4 min

•Πρλβή το περκείμενο σπωνοποιημένο δείγμτος (περίπο 4,5mL) 
πό τον σωλήν των 15 mL κι προσθήκη το σε κτάλληλο άλινο δοχείο

6

•Προσθήκη 300- 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 5-20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της 
περκείμενης οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6  μί ή δο φορές ( 2ή 3 εκχλίσεις)
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 100-150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC
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2.4.3 Σσκεές κι όργν

 Ανλτικός ζγός κριβείς Mettler Toledo AB204, 4 δεκδικών 0,1mg

 Σνήθη εργστηρικά άλιν σκεύη

 ερμόμετρο (κρίβει 1C) 

 Υδτόλοτρο Βuchi (το περιστροφικού εξτμιστήρ RII)

 Χρονόμετρο

 Gas tight Syringe 1mL της Supelco

 Ανδετήρς Vortex 

 γόκεντρος

 HPLC, 1200 infinity series, Agilent Technologies  

 Ανιχνετής σστοιχίς διόδων Diode Array (DA

 Στήλη Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 250×4.6mm, διμέτρο 5 μm κι ντίστοιχη 

προστήλη

2.4.4 Αντιδρστήρι κι πρότπες οσίες

 Υδροξείδιο το κλίο (KOH), Sigma Aldrich

 Ασκορβικό οξύ, Sigma Aldrich

 Μεθνόλη HPLC κθρότητς της Fischer

 Απόλτη, Αιθνόλη, HPLC κθρότητς της Fischer

 Πετρελϊκός ιθέρς

 Βοτλιωμένο δροξ -τολοόλιο (BHT), Sigma Aldrich

 a-μλάση, Sigma Aldrich

Πρότπ Βιτμινών

o Ρετινόλη (βιτμίνη Α), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της ρετινόλης, Sigma Aldrich

o Πλμιτικός εστέρς της ρετινόλης, Sigma Aldrich

o dl-a-τοκοφερόλη (βιτμίνη Ε), Sigma Aldrich

o Οξικός εστέρς της dl-a-τοκοφερόλης, Sigma Aldrich

o Χολεκλσιφερόλη (βιτμίνη D3), Sigma Aldrich

o Εργοκλσιφερόλη (βιτμίνη D3), Sigma Aldrich

o λλοκινόνη( βιτμίνη Κ1), Sigma Aldrich
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Τ πρότπ διλύοντι σε ιθνόλη ,φλάσσοντι στος -20οC κι προσττεύοντι πό 

το φως με εξωτερική επικάλψη λομινόχρτο κι πό πιθνή οξείδωση πό το 

τμοσφιρικό οξγόνο με έριο άζωτο Πρσκεάστηκν πκνά πρότπ όλων των 

βιτμινών (διάλμ πρκτθήκης) κι στην σνέχει πό τά πρσκεάστηκν 

ριότερ  πρότπ .

2.4.5 Χρωμτογρφικές σνθήκες

 Κινητή φάση: 100% μεθνόλη

 ερμοκρσί στήλης: 35 ο C 

 Ροή: 1,00 mL /min

 Mήκη κύμτος πο πιτούντι γι των προσδιορισμό των βιτμινών είνι:

 325 nm γι την βιτμίνη Α

 292 nm γι την βιτμίνη Ε

 264 nm γι την βιτμίνη D

 244 nm γι την βιτμίνη Κ

Οι χρωμτογρφικές σνθήκες με τις οποίες πργμτοποιήθηκν όλ τ πειράμτ 

βσίζοντι στην προτεινόμενη μέθοδο πο κολοθήθηκε. Η θερμοκρσί της στήλης 

διτηρήθηκε στος 35 ο C ,όπως προτείνετι κι σε άλλες έρενες 136,πρόλο πο βάσει 

το εγχειριδίο χρήσης της στήλης η ενδεικνόμενη θερμοκρσί ήτν 40 ο C γι κλύτερη 

προστσί των βιτμινών.

2.4.6 Βελτιστοποίηση της μεθόδο

I. Προκτεργσί δείγμτος

2.4.6.1 Μάζ δείγμτος

Πργμτοποιείτι διάλση της IF (Infant Formula) πό μορφή σκόνης σε θερμό (60
ο
C) 

περκάθρο νερό ώστε ν πρσκεστεί ομογενοποιημένο δείγμ 10% w/ν. ενικά το 

πρόβλημ πο προσιάζει η νάλση των στερεών δειγμάτων-σκονών-ιωρημάτων είνι 

η νομοιογενής κτνομή των νλτών. Το ίδιο πρόβλημ προσιάζετι κι στην 

νάλση των βιτμινών σε IF.139 Ατό σμβίνει όχι μόνο επειδή δεν πρόκειτι γι 

ομοιογενές χημικό μίγμ λλά κι γιτί η σνήθης πρκτική των βιομηχνιών πργωγής 
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IF είνι η προσθήκη μίγμτος βιτμινών πό μορφή σκόνης μετά την πργωγή το blank

λικού πό άμλο ,δημητρικά κ.λπ. τσι, στην βιβλιογρφί σνήθως προτείνετι ζύγιση 

μεγάλης σχετικά ποσότητς δείγμτός. ι’ τό το λόγο δοκιμάστηκν οι πρκάτω 

ποσότητες δείγμτος ώστε ν βρεθεί η βέλτιστη γι την μέθοδο μς. 

Σχήμ 5 : Μάζ δείγμτος

2.4.6.2 Όγκος προστιθέμενο θερμού νερού γι ομογενοποίηση IF

ι την διάλση της IF προστίθετι θερμό (60
ο
C) περκάθρο νερό. Πρσκεάζετι 

ομογενοποιημένο δείγμ 10% w/ν. Δοκιμάστηκε ν πρσκεστεί κι ομογενοποιημένο 

δείγμ 20% w/ν γι ν διπιστωθεί εάν  μπορεί ν πρσκεστεί πκνότερο δείγμ γι 

την νάλση.

II. Σπωνοποίηση

Η σπωνοποίηση ποτελεί το 2ο μέρος της πειρμτικής πορείς κι περιγράφετι στ 

στάδι 2 έως 5.Τονίζετι ότι κθ’ όλη την διάρκει της σπωνοποίησης οι σωλήνες των 15 

mL είνι κλμμένοι με λομινόχρτο ώστε ν μην έρχοντι σε επφή με το φως. 

Πρκάτω εξετάζοντι διάφορες πράμετροι πο επηρεάζον την πορεί της 

σπωνοποίησης όπως ο χρόνος σπωνοποίησης ,ο ληφθείς όγκος ομογενοποιημένο 

δείγμτος κι η προσί σκορβικού οξέος.

Ζύγη 
τη IF

1g 2g 25g
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2.4.6.3 Όγκος ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/v 

Σύμφων με την μέθοδο πο κολοθείτι προστίθετι 1 mL ομογενοποιημένο 

δείγμτος (10%w/v). Ωστόσο, κρίθηκε ότι η ποσότητ τή ήτν νεπρκής γι τον 

ποσοτικό προσδιορισμό των βιτμινών κι γι’ τό  το λόγο δοκιμάστηκν διφορετικοί 

όγκοι:

Σχήμ 6:Όγκος ομογενοποιημένο δείγμτος

2.4.6.4 Επίδρση προσθήκης σκορβικού οξέος

Το σκορβικό οξύ είνι γνωστό φσικό ντιοξειδωτικό κι σμβάλει στην προστσί των 

βιτμινών πό διάφορος πράγοντες όπως πό την οξείδωση πό τον τμοσφιρικό 

έρ, το φως κι τη θερμοκρσί δεδομένο πως οι βιτμίνες είνι μι ομάδ ενώσεων 

ιδιίτερ είσθητη. 35

Πρσκεάζετι ιθνολικό διάλμ 0.2% w/v σκορβικού οξέος κι προστίθεντι 2.5mL

τού κτά την σπωνοποίηση.Tο διάλμ φήνετι πό μγνητική νάδεση γι 10-15 

λεπτά επειδή είνι δύσκολη η διλτοποιήση το σκορβικού οξέος. γινν δοκιμές κι 

ποσί σκορβικού οξέος. Πιο νλτικά εξετάζετι ο ρόλος το στην πράγρφο 
2.4.6.7 σε σνάρτηση με τον ρόλο το BHT,ενός άλλο χημικού ντιοξειδωτικού πο 

χρησιμοποιείτι κτά την εκχύλιση.

Πρτηρήθηκε ότι είνι πρίτητη η πρσκεή το ιθνολικού διλύμτος σε 

κθημερινή βάση επειδή το σκορβικό οξύ είνι είσθητη ένωση κι οξειδώνετι εύκολ

σε άλλες μορφές.140
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Εικόν 16:Οξείδωση σκορβικού οξέος

2.4.6.5 Χρόνος σπωνοποίησης

Σύμφων με την  μέθοδο πο κολοθείτι στην δημοσίεση ο χρόνος σπωνοποίησης 

είνι μόλις 5 λεπτά στος 80
ο
C. Είνι σημντικό το δτόλοτρο ν είνι κλά 

θερμοσττημένο στος 80ο
C ,όπως προτείνετι πό την βιβλιογρφί.136 ι’ τό το λόγο 

χρησιμοποιήθηκε το δτόλοτρο (της Βuchi ,το περιστροφικού εξτμιστήρ RII ) κθώς 

η θερμοκρσί το είνι πολύ στθερή κι ττόχρον πργμτοποιούντν διρκής 

έλεγχος της θερμοκρσίς με θερμόμετρο Ηg,εμβπτιζόμενο στο δτόλοτρο.

Ο χρόνος σπωνοποίησης είνι πολύ μικρός κι σε μερικές περιπτώσεις δεν 

επιτγχάνετι πλήρης σπωνοποίηση των βιτμινών με ποτέλεσμ οι οξικοί εστέρες ν 

μεττρέποντι μερικώς στις ντίστοιχες βιτμίνες κι έν μέρος τος ν πρμένει 

σπωνοποίητο. ι’ τό το λόγο δοκιμάστηκν κι μεγλύτεροι χρόνοι σπωνοποίησης 

όπως φίνετι στο πρκάτω σχήμ.
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Σχήμ 7:Χρόνος σπωνοποίησης

III. Εκύλιση

Κτά την εκχύλιση επιλέχθηκε ν τοποθετείτι το σπωνοποιημένο δείγμ σε κτάλληλο 

γάλινο δοχείο κι στην σνέχει προστίθεντι 800μl πετρελϊκού ιθέρ -1% w/v BHT κι 

μγνητικός νδετήρς σγκεκριμένης διμέτρο. Τ γάλιν δοχεί κλύπτοντι με 

λομινόχρτο γι ν προσττεύοντι πό το φως κι φήνοντι πό μγνητική νάδεση 

γι 20 λεπτά. Κτόπιν, φήνετι το δείγμ γι 2-3 λεπτά σε ηρεμί ώστε ν διχωριστούν 

εκρινώς οι φάσεις. ίνετι πρλβή της περκείμενης οργνικής φάσης σε Εppendorf 

πλστικό δοχείο όγκο 1.5 mL κι προστίθεντι εκ νέο 800μl πετρελϊκού ιθέρ -1% w/v 

BHT (2η εκχύλιση) κι κολοθεί μγνητική νάδεση γι άλλ 20 λεπτά. Τέλος, 

σγκεντρώνοντι οι 2 οργνικές φάσεις κι εξτμίζοντι πλήρως με έριο άζωτο. 

Πργμτοποιείτι νσύστση με 150 μL μεθνόλης, γίνετι νάδεση στο vortex κι το 

δείγμ τό ενίετι στον χρωμτογράφο.

Πργμτοποιήθηκν βελτιστοποιήσεις κι σε τό το 3ο πειρμτικό μέρος στις εξής 

πρμέτρος.

 2.4.6.6 Επίδρση το ριθμού εκχλίσεων κι χρόνο μγνητικής νάδεσης

Ο ριθμός των εκχλίσεων πίζει πολύ σημντικό ρόλο στο ποσοτικό προσδιορισμό των 

βιτμινών. χει σημειωθεί σε έρενες ότι μί εκχύλιση είνι νεπρκής γι την πρλβή 

των βιτμινών 111 κι τό διπιστώθηκε κι πό το δικό μς πείρμ. ι’ τό κρίθηκε 

πρίτητη η δοκιμή δύο κι τριών εκχλίσεων, μι πάγι τκτική της Ανλτικής Χημείς.

Χρν 
απωνπηη

5 min 20 min 30 min 40 min 50 min
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Ττόχρον ερενήθηκε κι ο χρόνος εκχύλισης διότι σε μικρό χρονικό διάστημ 

εκχλίζετι μόνο έν μέρος των βιτμινών ενώ σε πολύ μεγάλο χρονικό διάστημ  

ελλοχεύει ο κίνδνος κτστροφής των βιτμινών.

τσι, έγινν ρκετές δοκιμές με διφόρος σνδσμούς πο φίνοντι στο πρκάτω 

σχήμ ώστε ν επιλεγούν οι βέλτιστες σνθήκες.

Σχήμ 8:Αριμός εκχλίσεων σε σσχέτιση με τον χρόνο εκχύλισης

2.4.6.7 Χρήση ντιοξειδωτικών-Διερεύνηση ρόλο BHT

Σύμφωμ με την μέθοδο πο κολοθήθηκε χρησιμοποιούντι δο ντιοξειδωτικά γι την 

προστσί των βιτμινών κθ’όλη την πειρμτική πορεί. Το μεν σκορβικό οξύ 

προστίθετι σε ιθνόλη (0.2 % w/v) κτά την σπωνοποίηση κι το δε BHT προστίθετι 

σε πετρελϊκό ιθέρ (1 % w/v) κτά την εκχύλιση των δειγμάτων.

Χρν 
εκχυλεων

Αρθμ 
εκχυλεων

Εκχυλε

1 20min

2

5min

10min

15min

20min

3
15min

20min
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Σχήμ 9:Χρήση ντιοξειδωτικών

ι ν διπιστωθεί η δράση τος έγινν τ εξής σγκριτικά πειράμτ:

a. Προσί BHT κι σκορβικού οξέος 

b. Προσί μόνο σκορβικού οξέος

c. Προσί μόνο BHT

d. λλειψη κι των δο 

2.4.6.8 Επίδρση της ποσότητς πετρελϊκού ιθέρ στην εκχύλιση

σον φορά τον πετρελϊκό ιθέρ έγινε βελτιστοποίηση στην ποσότητ πο 

προστίθετι κτά την εκχύλιση. Σύμφων με την προτεινόμενη μέθοδο προστίθεντι 300μl

λλά δοκιμάστηκν οι πρκάτω όγκοι:

Σχήμ 10:Όγκος πετρελϊκού ιθέρ

Aντιοξειδωτικά
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2.3.6.9 Σγκέντρωση BHT

Σχήμ 11:Σγκέντρωση δ/τος ΒΤ

Μελετήθηκε επίσης η σγκέντρωση το BHT πο προστέθηκε. Χρησιμοποιήθηκε διάλμ 

πετρελϊκού ιθέρ με 1% BHT σύμφων με την προτεινόμενη μέθοδο. Ωστόσο 

δοκιμάστηκν κι διλύμτ με 0.5 % κι 0.2% BHT γι ν διπιστωθεί ν μπορούν ν 

προσττεύσον ικνοποιητικά τις βιτμίνες. 

2.4.6.10 Όγκος διλύτη νσύστσης

Μετά το τέλος των εκχλίσεων σγκεντρώνοντι οι 2 οργνικές φάσεις σε Eppendorf

σωληνάκι των 1.5 mL κι εξτμίζοντι με έριο άζωτο. Στην  σνέχει γίνετι νσύστση 

το δείγμτος με μεθνόλη. Σύμφων με την προτεινόμενη στη δημοσίεση μέθοδο  

προστίθεντι 100μl μεθνόλης. Ωστόσο, ο όγκος τός είνι πολύ μικρός κι γι’ τό 

δοκιμάστηκν κι 150μl μεθνόλης.

2.4.6.11 Επιλογή κτάλληλων σκεών

Διάμετρς μγνητικών νδετήρων

Μί πράμετρος πο κόμη μελετήθηκε είνι το μέγεθος (διάμετρος) των μγνητικών 

νδετήρων. Χρησιμοποιήθηκν 2 είδη:  
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 μικροί (15 x 4.5 mm) κι 

 μεσίοι (20 x 6 mm) νδετήρες

Υάλιν σκεύη

Επιπλέον , μι σημντική πράμετρος-κλειδί γι την νάπτξη της μεθόδο πο 

επηρέσε την εκχύλιση των βιτμινών είνι τ γάλιν φιλίδι πο επιλέχθηκν κτά την 

εκχύλιση. Δοκιμάστηκν 3 είδη φιλιδίων πο προσιάζοντι στις πρκάτω εικόνες.

 Ογκομετρική φιάλη των 5mL

 Σκορόχρωμο άλινο δοχείο των 
       7 mL(PTFE) με πλστικό βιδωτό κπάκι
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 Διφνές άλινο δοχείο των 12mL με πλστικό  βιδωτό 
κπάκι

Πιπέτες Pasteur-Gas tight Syringe

Τέλος, γι το διχωρισμό των δύο φάσεων μετά πό κάθε εκχύλιση δοκιμάστηκν 

γάλινες πιπέτες pasteur ( μήκος 230 mm) κι σύριγγ gas tight το 1 mL.(SGE Syringe) 

2.4.7 Βέλτιστη πειρμτική πορεί

στερ πό όλες τις πρπάνω βελτιστοποιήσεις επιλέχθηκε η πρκάτω πειρμτική 

πορεί ως η βέλτιστη.
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Σχήμ 12: Επιλεχθείσ βελτιστοποιημένη πειρμτική πορεί προσδιορισμού λιποδιλτών 
βιτμινών σε IF με σπωνοποίηση χωρίς χρήση -μλάσης

1
•Ζύγιση  5 g  IF  κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό (10% w/ ν)
• Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το δείγμτος

2

•Σε πλστικό σωλήν των 15 mL πρστίθεντι:
•2mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος
•1mL δτικού δ/τος KOH 50% w/v

3

•Προστσί με έριο άζωτο γι 20 sec, πότομο κλείσιμο πώμτος το σωλήν 15mL

• Χειροκίνητη νκίνηση γι μερικά δετερόλεπτ

4

•Τοποθέτηση το  πλστικού σωλήν  των 15mL σε  θερμοσττούμενο δρόλοτρο 
στος  80 οC γι 10 min

•Τοποθέτηση  το σε πγόλοτρο  γι ν κρώσει το δείγμ  

5

•γοκέντρηση στις  4000 rpm γι 4 min

•Πρλβή το περκείμενο σπωνοποιημένο δείγμτος (περίπο 4,5mL) πό τον 
σωλήν των 15 mL κι προσθήκη το σε κτάλληλο άλινο δοχείο

6

•Προσθήκη 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της περκείμενης 
οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC



83 

2.4.8 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ

Πργμτοποιήθηκν 5 είδη προσθήκης σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών :

1. ρετινόλης, 

2. οξικού εστέρ της ρετινόλης, 

3. πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης, 

4. τοκοφερόλης κι 

5. οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 

γι 3 επίπεδ σγκεντρώσεων 50%, 100% κι 150%. Ως 100% επιλέγετι κάθε φορά η 

τιμή σγκέντρωσης πο νγράφετι γι την εκάστοτε βιτμίνη στην ετικέτ κάθε είδος 

IF. 

Στην ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών προστίθετι η εκάστοτε πρότπη οσί κι στην 

σνέχει κολοθείτι η πειρμτική πορεί όπως νγράφετι στο Σχήμ 12. 

2.5 Μέθοδος με χρήση -μλάσης 138

2.5.1 Πειρμτική πορεί

Κτά την ομογενοποίηση της βρεφικής τροφής πο περιέχει άμλο γίνετι σνήθως 

προσθήκη το ενζύμο -μλάσης γι ν διπιστωθεί ν βοηθάει στην πρλβή των 

βιτμινών.136 Προστίθετι 1 g μλάσης στ 5g IF, το μίγμ νκινείτι κλά κι 

κολοθείτι η ίδι πειρμτική πορεί πο περιγράφετι στο στάδιο της προκτεργσίς 

δείγμτος(στάδιο 1ο),όπως φίνετι κι στο πρκάτω σχήμ.
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Σχήμ 13: Πειρμτική πορεί προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF με σπωνοποίηση 
κι με χρήση -μλάσης

1

•Ζύγιση  5 g  IF  κι  προσθήκη 1g -μλάσης
•Ανάδεση κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό (10% w/ ν)
•Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το 
δείγμτος

2

•Σε πλστικό σωλήν των 15 mL πρστίθεντι:
•2mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος
•1mL δτικού δ/τος KOH 50% w/v

3
•Προστσί με έριο άζωτο γι 20 sec,πότομο κλείσιμο πώμτος το σωλήν 
15mL

• Χειροκίνητη νκίνηση γι μερικά δετερόλεπτ

4

•Τοποθέτηση το πλστικού σωλήν των  15mL σε  θερμοσττούμενο 
δρόλοτρο στος  80 οC γι 10 min

•Τοποθέτηση το σε πγόλοτρο  γι ν κρώσει το δείγμ  

5

•γοκέντρηση στις  4000 rpm γι 4 min

•Πρλβή το περκείμενο σπωνοποιημένο δείγμτος (περίπο 4,5mL) πό 
τον σωλήν των 15 mL κι προσθήκη το σε κτάλληλο άλινο δοχείο

6

•Προσθήκη 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της 
περκείμενης οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC
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2.5.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης στο δείγμ

Πργμτοποιήθηκν όπως κι προηγομένως (πράγρφος 2.4.8) πέντε είδη 

προσθήκης σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών :

1. ρετινόλης, 

2. οξικού εστέρ της ρετινόλης, 

3. πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης, 

4. τοκοφερόλης κι 

5. οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 

γι 3 επίπεδ σγκεντρώσεων 50%, 100% κι 150%. Ως 100% επιλέγετι κάθε φορά η 

τιμή σγκέντρωσης πο νγράφετι γι την εκάστοτε βιτμίνη στην ετικέτ κάθε είδος 

IF. 

Στην ρίν Λκτέ Ελέύθερη Βιτμινών προστίθετι 1g -μλάσης ,νκινείτι το δείγμ 

γι ομογενοποιηθεί κι στην σνέχει προστίθετι η εκάστοτε πρότπη οσί κι 

κολοθείτι η πειρμτική πορεί όπως νγράφετι στο Σχήμ 13. 

2.6 Μέθοδος σάρωσης (screening method)

Στην ετικέτ της ρίν Λκτέ νγράφοντι οι εξής λιποδιλτές βιτμίνες: βιτμίνη Α ως 

οξικό εστέρς της ρετινόλης , βιτμίνη Ε ως οξικό εστέρ της -τοκοφερόλη κι βιτμίνη 

D3. Στην ετικέτ της Sanilac (2 & 3) νγράφοντι : βιτμίνη Α ως οξικό εστέρς της 

ρετινόλης , βιτμίνη Ε ως οξικό εστέρ της -τοκοφερόλη, βιτμίνη D3 κι βιτμίνη Κ1. 

Με την σπωνοποίηση όλες οι μορφές των βιτμινών Α κι Ε (οξικοί κι πλμιτικοί 

εστέρες) μεττρέποντι σε κθρές βιτμίνες(ρετινόλη κι -τοκοφερόλη ντίστοιχ).Οι 

βιτμίνες D3 κι Κ1 δεν λλάζον μορφή. ρ στόχος ήτν ν βρεθεί μι μέθοδος πο ν 

μπορεί ν δικρίνει (νιχνεύσει ποιοτικά) ποι μορφή βιτμίνης πάρχει κριβώς στην 

IF,επιβεβιωτική της σύστσης της μορφής βιτμινών πο δηλώνοντι στις ετικέτες των IF.

τσι, νπτύχθηκε μι πλή screening μέθοδος στην οποί πρλείπετι το στάδιο της 

σπωνοποίησης κι οι βιτμίνες Α κι Ε εκλούοντι στις οξικές τος μορφές.
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2.6.1 Πειρμτική πορεί

Στη μέθοδο τή πρλείπετι το στάδιο της σπωνοποίησης κι πργμτοποιούντι 
μόνο τ στάδι της προκτεργσίς κι της εκχύλισης το δείγμτος όπως φίνετι κι 
πό το Σχήμ 14. 

Σχήμ 14: Πειρμτική πορεί προσδιορισμού λιποδιλτών βιτμινών σε IF χωρίς 
σπωνοποίηση

2.6.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ

Ελέγχθηκε επίσης κι κτά πόσο μπορεί ν χρησιμοποιηθεί η μέθοδος τή κι γι τον

ποσοτικό προσδιορισμό των οξικών μορφών των βιτμινών Α κι Ε, προσθέτοντς τις 

πρότπες βιτμίνες σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών.  

Πργμτοποιήθηκν όπως κι προηγομένως (πράγρφος 2.4.8) πέντε είδη 

προσθήκης σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών :

1
•Ζύγιση  5 g  IF  (κι  προσθήκη 1g -μλάσης)
•Ανάδεση κι διάλση σε  50 mL ζεστό (60 οC) περκάθρο νερό (10% w/ ν)
•Κλή νάδεση με το χέρι κι 1 min στο vortex μέχρι  ομογενοποίησης το δείγμτος

2

•Σε κτάλληλο άλινο δοχείο  πρστίθεντι:
•2mL ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/ ν
•2.5mL ιθνολικού δ/τος  0.2% w/v σκορβικού οξέος

6

•Προσθήκη 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% w/v BHT  σε τό                 
•Ανάδεση το  με μγνητικό νδετήρ γι 20 min

•Ανμονή 2-3 min γι διχωρισμό των φάσεων φάσεων κι πρλβή της περκείμενης 
οργνικής φάσης σε πλστικό δοχείο Eppendorf όγκο 1.5 mL

7

•Επνάληψη το στδίο 6
•Σλλογή  της 2ης  οργνικής φάσης στο ίδιο πλστικό δοχείο Eppendorf 

8

•Εξάτμιση με έριο  άζωτο 
•Ανσύστση με 150μl μεθνόλης
•Ανάδεση σε vortex 

9

• νεση  20 μl το νσστμένο δείγμτος στην HPLC
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1. ρετινόλης, 

2. οξικού εστέρ της ρετινόλης, 

3. πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης, 

4. τοκοφερόλης κι 

5. οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 

γι 3 επίπεδ σγκεντρώσεων 50%, 100% κι 150%. Ως 100% επιλέγετι κάθε φορά η 

τιμή σγκέντρωσης πο νγράφετι γι την εκάστοτε βιτμίνη στην ετικέτ κάθε είδος 

IF. 

Στη ρίν Λκτέ Ελέύθερη Βιτμινών προστίθετι η εκάστοτε πρότπη οσί κι στην 

σνέχει κολοθείτι η πειρμτική πορεί όπως νγράφετι στο Σχήμ 14. 

2.7 Eπικύρωση μεθόδο με πρότπο λικό νφοράς SRM 1849a141

To Πρότπο Υλικό Ανφοράς (SRM) προορίζετι κρίως γι την επικύρωση μεθόδων κι 

γι τον προσδιορισμό λιπρών οξέων, χοληστερόλης, βιτμινών, ιχνοστοιχείων, μινοξέων 

κι νοκλεοτιδίων σε θρεπτικά λικά γι βρέφη κι ενήλικες. Μπορεί επίσης ν 

χρησιμοποιηθεί γι τη δισφάλιση ποιότητς . Είνι λικό βσισμένο στο γάλ πό μορφή 

σκόνης κι πρσκεάζετι πό κτσκεστές βρεφικών κι πιδικών τροφών. Πρέπει 

ν ποθηκεύετι στος -80°C ή σε χμηλότερη θερμοκρσί.

Μπορούν ν προσδιοριστούν τόσο δτοδιλτές όσο κι λιποδιλτές βιτμίνες. Οι 

περιεχόμενες βιτμίνες στο λικό τό κι στις ντίστοιχες σγκεντρώσεις τος 

νφέροντι στον πρκάτω πίνκ.

Πίνκς 1: Περιεχόμενες βιτμίνες στο SRM

Βιτμίνες Σγκέντρωση(mg/Kg)

Ρετινόλη 7.68 ± 0.23

Πλμιτικός εστέρς της ρετινόλης 14.3 ± 0.20

Ολική -τοκοφερόλη 219± 16.0

Οξικός εστέρς της -τοκοφερόλης 158 ±18.0

Χολεκλσιφερόλη(D3) 0.11 ± 0.02

λλοκινόνη(Κ1) 1.06 ±0.17

Ασκορβικό οξύ 784 ± 65.0
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ειμίνη( Β1) 12.6 ± 0.98

Ριβοβλβίνη(Β2) 20.4 ± 0.52

Νικοτινμίδιο(Β3) 108 ± 10.0

Πντοθενικό οξύ(Β5) 68.2 ± 1.90

Πριδοξίνη(Β6) 13.5 ± 0.93

ολικό οξύ 2.29 ± 0.06

Βιοτίνη 1.99 ± 0.13

στερ πό την βελτιστοποίηση όλων των μεθόδων πο μελετήθηκν πρπάνω 

χρησιμοποιήθηκε το πρότπο τό λικό νφοράς γι ν διπιστωθεί η κρίβει κι η 

ποτελεσμτικότητ των μεθόδων .
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ΚΕΑΛΑΙΟ 3

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

3.1 ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  
μέσω RP-HPLC137

3.1.1 Αποτελέσμτ βελτιστοποίησης μεθόδο

3.1.1.1 Μάζ δείγμτος

Δοκιμάστηκν ν διλθούν 1g κι 2g IF σε ντίστοιχ 4 mL ιθνόλης . Επιλέχθηκν τ 

2g IF ώστε ν πρσκεστεί πιο πκνό διάλμ, διπλάσις περιεκτικότητς σε δείγμ 

πό τό πο νγρφότν στην μέθοδο. Ωστόσο, πρτηρήθηκε πως τό δεν είνι 

εφρμόσιμο σε όλ τ είδη των πιδικών τροφών. Πιο σγκεκριμέν , 2g Sanilac (1,2&3)

μπορούσν ν διλθούν σε 4 mL ιθνόλης ενώ 2g ρίν Λκτέ χρειζότν σχεδόν 

τριπλάσι ποσότητ ιθνόλης(10-12 mL) ώστε ν ομογενοποιηθεί το δείγμ ,οπότε δεν 

μπορούσε ν πρσκεσθεί πιο πκνό διάλμ. Πρόλ τά τ ποτελέσμτ δεν ήτν 

ικνοποιητικά ούτε κι γι την Sanilac γι τος εξής λόγος:

 Εκχλίζετι μόνο η βιτμίνη Α κι όχι κι η βιτμίνη Ε όπως νμενότν

 Τ σήμτ ήτν πάρ πολύ μικρά με ποτέλεσμ ν μην μπορεί ν γίνει 

ποσοτικοποίηση, όπως φίνετι κι πό τ πρκάτω χρωμτογρφήμτ (Εικόν 17 κι 
18).

3.1.1.2 Επίδρση ριθμού εκχλίσεων

Δοκιμάστηκν μί εκχύλιση κι οι τρεις διδοχικές εκχλίσεις. Τ ποτελέσμτ είνι 

πολύ πιο ικνοποιητικά με τις τρεις εκχλίσεις κθώς εκχλίστηκε κι η βιτμίνη Ε ,κάτι 

πο δεν σνέβινε με την μι εκχύλιση. Τ σήμτ πο πήρμε ήτν μεγλύτερ λλά όχι 

σε τέτοιο βθμό πο ν μπορεί ν πργμτοποιηθεί ποσοτικός προσδιορισμός των 

βιτμινών, όπως φίνετι κι πό τ πρκάτω χρωμτογρφήμτ (Εικόνες 17 κι 18).  
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Εικόν 17:Χρωμτογράφημ δείγμτος με μί εκχύλιση

Εικόν 18: Χρωμτογράφημ δείγμτος με τρεις εκχλίσεις

Η μέθοδος τή προσιάζει το πλεονέκτημ ότι είνι γρήγορη κι η προκτεργσί των 

δειγμάτων είνι πλή κι τός ήτν ο βσικός λόγος πο επιλέχθηκε ν ερενηθεί πρώτη. 

Πρόλ τά τ ποσοτικά ποτελέσμτ της δεν ήτν ικνοποιητικά φού μπορεί ν 

χρησιμοποιηθεί μόνο γι τον ποιοτικό προσδιορισμό των βιτμινών. Ατό μπορεί ν 

οφείλετι στο διφορετική μήτρ των πιδικών τροφών πο νλύσμε ένντι τών της 

μεθόδο. Στο μέλλον πρέπει ν επνεξετσθεί ώστε ν επιτεχθεί βελτιστοποίηση της 

μεθόδο. 



91 

3.2 Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές μέσω HPLC-

UV138

3.2.1 Πρότπ βιτμινών

Τ πρότπ των βιτμινών διλύοντι σε ιθνόλη κι στην σνέχει ριώνοντι κι 

πρσκεάζοντι διλύμτ διφορετικής σγκέντρωσης πο χρειάζοντι γι τις κμπύλες 

νφοράς τος κι τον ποσοτικό προσδιορισμό τος.

Ο χρόνος έκλοσης των βιτμινών με κινητή φάση μεθνόλη κι ροή 1.00 mL / min

προσιάζετι στον πρκάτω πίνκ:

Πίνκς 2:Χρόνος έκλοσης βιτμινών

Βιτμίνες Xρόνος έκλοσης (min)
Ρετινόλη 4.51

Οξικός εστέρς της ρετινόλης 6.13

Εργoκλσιφερόλη (D2) 9.95

Χολεκλσιφερόλη(D3) 10.40

dl-a-τοκοφερόλη 12.55

Οξικός εστέρς της dl-a-τοκοφερόλης 17.59

λλοκινόνη (Κ1) 24.50

Πλμιτικος εστέρς της ρετινόλης 52.05

Στις πρκάτω εικόνες προσιάζοντι τ χρωμτογρφήμτ των προτύπων βιτμινών  

στ ντίστοιχ μήκη κύμτος.

Εικόν 19:Πρότπο διάλμ ρετινόλης, οξικού εστέρ της ρετινόλης κι πλμιτικού εστέρ της 
ρετινόλης 100 ppm στ 325 nm
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Εικόν 21: Πρότπο διάλμ της χολεκλσιφερόλης κι της εργοκλσιφερόλης 2000ppm στ 

264 nm

Εικόν22: Πρότπο διάλμ της φλλοκινόνης 100ppm στ 244 nm

Εικόν 20:Πρότπο διάλμ της -τοκοφερόλης κι οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης 100ppm
στ 292 nm
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3.2.2 Αποτελέσμτ βελτιστοποίησης μεθόδο

IV. Προκτεργσί δείγμτος

3.2.2.1 Μάζ δείγμτος

Δοκιμάστηκν 1,2,5 κι 25 g κι η βέλτιστη ποσότητ δείγμτος ήτν τ 5g IF. Στ 25g IF

πάρχει δσκολί στην ομογενοποίηση το δείγμτος κθώς πιτείτι μεγάλος όγκος 

θερμού νερού γι την διάλση της ενώ ττόχρον πιτείτι κι έντονη νάδεση με 

χρήση μγνητικού νδετήρ. Το 1g είνι πολύ λίγο κι με βάση επίσημες μεθόδος δεν 

είνι ντιπροσωπετική ποσότητ κι γι’ τό προτιμάτι μεγλύτερη ποσότητ 

δείγμτος.108 Επίσης, η % σχετική πόκλιση γι n=3  ήτν μικρότερη  γι επεξεργσί 5g

IF κι γι τις δύο βιτμίνες Α κι Ε (13% κι 29% ντίστοιχ) κι γι’ τό το λόγο επιλέχθηκε 

η ποσότητ τή ως η βέλτιστη.

Πίνκς 3:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης της μάζς γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 
δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος 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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Πίνκς 4:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης της μάζς γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών,400μl πετρελϊκού ιθέρ,100μl μεθνόλης κι χρήση 
ογκομετρικών φιλών των 5 ml

3.2.2.2 Όγκος προστιθέμενο θερμού νερού γι ομογενοποίηση IF

Δοκιμάστηκε ν πρσκεστούν  ομογενοποιημέν δείγμτ με νερό 10% κι  20% w/ν. 

Ωστόσο ,πήρχε δσκολί ομογενοποίησης στην ρίν Λκτέ στο δείγμ με σγκέντρωση

20% w/ν κθώς η ποσότητ νερού ήτν νεπρκής γι ν διλτοποιηθεί πλήρως. ι τη 

Sanilac τ ποτελέσμτ δεν ήτν τόσο ικνοποιητικά όσο φορά την βιτμίνη Ε κθώς 

στο δείγμ με 20% w/ν πρλμβάνετι η μισή ποσότητ βιτμίνης κι η % RSD είνι η 

διπλάσι.(% 9,3% κι 19%) ι’ τούς τος λόγος επιλέχθηκε ν διτηρηθεί η 

προτεινόμενη περιεκτικότητ 10% w/ν.
Πίνκς 5:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο προστιθέμενο νερού γι την 

βιτμίνη A

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος 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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Πίνκς 6:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο προστιθέμενο νερού γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,10 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0,1% ΒΗΤ,150μl μεθνόλης κι 
χρήση διφνών φιλιδίων

V. Σπωνοποίηση

3.2.2.3 Όγκος ομογενοποιημένο δείγμτος 10% w/v  

Με βάση τ ποτελέσμτ των πειρμάτων διπιστώθηκε πως η ιδνική ποσότητ πο 

επιτρέπει τον ποιοτικό κι ποσοτικό προσδιορισμό των βιτμινών είνι τ 2mL

ομογενοποιημένο δείγμτος. Το 1 mL πορρίφθηκε επειδή τ ποσά των βιτμινών πο 

πρλμβάνομε είνι νεπρκή κι η % σχετική πόκλιση των δειγμάτων είνι μεγάλη 

τόσο γι την βιτμίνη Α (23,6% κι 15%) όσο κι γι την βιτμίνη Ε(24% κι 15%). Τ 5 

mL πορρίφθηκν φού δημιοργούν έν πολύ πκνό δείγμ όπο η εκχύλιση το κι ο 

διχωρισμός των φάσεων γίνετι δύσκολ με ποτέλεσμ είτε ν μην γίνετι πλήρης 

πρλβή της περκείμενης οργνικής φάσης είτε ν ξάνει τη δσκολί της 

πειρμτικής επεξεργσίς μις κι λμβνότν μέρος της νόργνης φάσης. 

Επιπροσθέτως, γι όγκο 2 mLπρτηρήθηκν κλύτερες % RSD είτε γι τη ρετινόλη (9,2% 

κι 7,2% γι n=3) είτε κι γι την -τοκοφερόλη (7,1% γι n=3).
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Πίνκς 7 :Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο δείγμτος γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος 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

Πίνκς 8 :Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο δείγμτος γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
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

Πειρμτικές σνθήκες:2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά σπωνοποίηση, 2 
εκχλίσεις των 20 λεπτών,400μl πετρελϊκού ιθέρ,100μl μεθνόλης κι χρήση ογκομετρικών φιλών των 
5 ml

3.2.2.4 Επίδρση προσθήκης σκορβικού οξέος

Κρίθηκε ότι είνι πρίτητη η πρσκεή το  ιθνολικού διλύμτος σε κθημερινή 

βάση επειδή το σκορβικό οξύ οξειδώνετι εύκολ σε άλλες μορφές με ποτέλεσμ ν 

ελλοχεύει ο κίνδνος ν περιοριστεί η ντιοξειδωτική το δράση. Στις πρκάτω εικόνες 

φίνετι η οξείδωση πο έχει ποστεί το σκορβικό οξύ με το πέρς μις μέρς.
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Εικόν 24: Χρωμτογράφημ με την χρήση πλιού ιθνολικού διλύμτος  με 0,2%w/v 
σκορβικό οξύ

Αποσί σκορβικού οξέος πρτηρείτι πώλει των βιτμινών επειδή τ δείγμτ 

πρμένον προστάτετ κτά την διάρκει της σπωνοποίησης. Πρλμβάνομε 

σχεδόν την μισή ποσότητ των βιτμινών Α κι Ε κι η % RSD των δειγμάτων είνι σχεδόν 

διπλάσι.( 26 κι 21 γι τις βιτμίνες Α κι Ε γι n=3)

Πίνκς 9:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σκορβικού οξέος γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   πρότπο 
δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 247

286 26
ποσί 

σκορβικού

584

653 20Sanilac2 370 802

Sanilac2 241 573

Sanilac2 384

466 16
προσί 

σκορβικού

827

972 14Sanilac2 529 1084

Sanilac2 484 1004

Εικόν 23: Χρωμτογράφημ με την χρήση ιθνολικού διλύμτος με 0,2%w/v σκορβικό οξύ 
ημέρς
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Πίνκς 10 :Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σκορβικού οξέος γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 4,08

4,09 21
ποσί 

σκορβικούSanilac2 4,94

Sanilac2 3,24

Sanilac2 7,44

8,9 15
προσί 

σκορβικούSanilac2 10,1

Sanilac2 9,18

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ, 5 λεπτά σπωνοποίησης ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών ,400μl πετρελϊκού ιθέρ με 1% BHT,100μl μεθνόλης κι χρήση ογκομετρικών φιλών 
των 5 ml.

3.2.2.5 Χρόνος σπωνοποίησης

Διπιστώθηκε ότι στ 5 λεπτά σπωνοποίησης δεν επιτγχάνετι  πάντ πλήρης 

σπωνοποίηση των βιτμινών με ποτέλεσμ  έν μέρος τος ν πρμένει 

σπωνοποίητο κι κτά σνέπει στο χρωμτογράφημ ν πρτηρούμε 2 κορφές ντί 

γι μί πο νμένμε, όπως φίνετι κι στο πρκάτω χρωμτογράφημ.

Εικόν 25:Χρωμτογράφημ δείγμτος πο πέστη μερική σπωνοποίηση

Εικόν 26: Χρωμτογράφημ δείγμτος πο πέστη πλήρη σπωνοποίηση
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ι’ τό το λόγο δοκιμάστηκν κι μεγλύτεροι χρόνοι σπωνοποίησης όπως 10, 20, 30, 

40, κι 50 min. Επιλέχθηκε ως βέλτιστος χρόνος τ 10 λεπτά , κθώς επιτγχάνετι πλήρης 

σπωνοποίηση χωρίς ν πάρχει κίνδνος ν κτστρφούν οι βιτμίνες όπως φίνετι 

κι στον πρκάτω πίνκ. ν κόμη κέρδος της ύξησης το χρόνο σπωνοποίησης 

(κτά 5 λεπτά μόνο) ήτν η νίχνεση της βιτμίνη D3 . Απορρίφθηκν μεγλύτεροι χρόνοι 

σπωνοποίησης γιτί κτστρέφετι έν μέρος των βιτμινών κι κρίως της βιτμίνης Ε, 

όπως φίνετι κι στος πρκάτω πίνκες.

Πίνκς 11:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης χρόνο σπωνοποίησης γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

ρίν Λκτέ 427

524 24 5 min

977

1147 19ρίν Λκτέ 482 1074

ρίν Λκτέ 662 1392

ρίν Λκτέ 692

591 15 10 min

1445

1267 13ρίν Λκτέ 560 1213

ρίν Λκτέ 520 1142

ρίν Λκτέ 542

531 4,5 20 min

1180

1161 3,7ρίν Λκτέ 548 1190

ρίν Λκτέ 503 1112

ρίν Λκτέ 825

710 15 30 min

1681

1477 13ρίν Λκτέ 691 1444

ρίν Λκτέ 613 1305

ρίν Λκτέ 696

690 9,3 40 min

1453

1442 7,9ρίν Λκτέ 623 1324

ρίν Λκτέ 751 1550

ρίν Λκτέ 711

706 6,6 50 min

1480

1470 5,6ρίν Λκτέ 657 1384

ρίν Λκτέ 750 1547
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Πίνκς 12:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης χρόνο σπωνοποίησης γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης 

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
ρίν Λκτέ 5,10

4,97 17 5 minρίν Λκτέ 5,72

ρίν Λκτέ 4,09

ρίν Λκτέ 6,87

6,35 8,2 10 minρίν Λκτέ 6,33

ρίν Λκτέ 5,83

ρίν Λκτέ 5,96

5,85 3,5 20 minρίν Λκτέ 5,96

ρίν Λκτέ 5,61

ρίν Λκτέ 5,59

4,56 20 30 minρίν Λκτέ 4,04

ρίν Λκτέ 4,06

ρίν Λκτέ 4,12

4,28 9,1 40 minρίν Λκτέ 4,00

ρίν Λκτέ 4,72

ρίν Λκτέ 4,42

4,35 1,5 50 minρίν Λκτέ 4,30

ρίν Λκτέ 4,32

Πειρμτικές σνθηκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών ,800μl

πετρελϊκού ιθέρ -0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση διφνών φιλιδίων

VI. Εκύλιση

3.2.2.6 Επίδρση το ριθμού εκχλίσεων κι το χρόνο μγνητικής νάδεσης

Σγκριτικά όλων των πτελεσμάτων , η μί εκχύλιση ήτν νεπρκής. Μετξύ των 2 

εκχλίσεων προτιμώντι  οι 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών η κθεμί δεδομένο ότι 

επιτγχάνετι κλύτερη πρλβή των βιτμινών. Μετξύ κι των 3 εκχλίσεων

προτιμώντι οι 3 εκχλίσεις των 15 λεπτών η κθεμί κθώς στις εκχλίσεις των 20 λεπτών 

ρχίζει ι κτστρέφετι έν μέρος των βιτμινών Α κι Ε. Ανάμεσ στις 2 εκχλίσεις των 

20 λεπτών κι στις 3 εκχλίσεις των 15 λεπτών προτιμώντι οι 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 

δεδομένο ότι τ ποτελέσμτ προσιάζον κλύτερη επνληψιμότητ ως προς την 
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βιτμίνη Α (%RSD =15%) ενώ ττόχρον εκχλίζετι ικνοποιητικά κι η βιτμίνη Ε σε 

σχέση με τις 3 εκχλίσεις των 15 λεπτών όπο πρτηρείτι σημντική μείωση της.(πό 

7,69 mg/100g στ 5,12mg/100g) Επιλέγοντς έτσι τις 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών μειώνετι 

ο χρόνος επεξεργσίς των δειγμάτων κι κτά σνέπει κι ο κίνδνος λλοίωσης των 

νλτών μέχρι ν γίνει η εισγωγή τος στον χρωμτογράφο.

Πίνκς 13:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ριθμού κι χρόνο εκχύλισης γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος 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 εκχλίσεις x 

5 min

542

661 20Sanilac2 372 806

Sanilac2 275 634

Sanilac2 323

342 5,4
2 εκχλίσεις x 

10 min

719

752 18Sanilac2 360 784

Sanilac2 343 754

Sanilac2 364

334 15
2 εκχλίσεις x 

15 min

791

738 12Sanilac2 276 636

Sanilac2 362 788

Sanilac2 442

483 14
2 εκχλίσεις x 

20 min

930

1002 12Sanilac2 559 939

Sanilac2 447 1136

Sanilac2 598

629 23
3 εκχλίσεις x 

15 min

1205

1259 20Sanilac2 501 1033

Sanilac2 787 1539

Sanilac2 580

523 39
3 εκχλίσεις x 

20 min

1173

1073 33Sanilac2 299 677

Sanilac2 690 1369
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Πίνκς 14:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ριθμού κι χρόνο εκχύλισης γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 1,49

1,00 42 1 εκχύλιση x20 minSanilac2 0,78

Sanilac2 0,74

Sanilac2 1,24

1,26 25 2 εκχλίσεις x 5 minSanilac2 1,58

Sanilac2 0,96

Sanilac2 2,69

2,51 6,4 2 εκχλίσεις x 10 minSanilac2 2,48

Sanilac2 2,37

Sanilac2 0,74

1,80 100 2 εκχλίσεις x 15 minSanilac2 3,89

Sanilac2 0,78

Sanilac2 4,89

7,69 32 2 εκχλίσεις x 20 minSanilac2 8,85

Sanilac2 9,32

Sanilac2 3,27

5,12 108 3 εκχλίσεις x 15 minSanilac2 0,74

Sanilac2 11,4

Sanilac2 2,04

4,60 93 3 εκχλίσεις x 20 minSanilac2 2,21

Sanilac2 9,54

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 400μl πετρελϊκού ιθέρ, 100μl μεθνόλης κι χρήση διφνών φιλιδίων.

3.2.2.7 Χρήση ντιοξειδωτικών-Διερεύνηση ρόλο BHT

Στην πράγρφο τή μελετήθηκε η δράση το σκορβικού οξέος κι το ΒΗΤ. 

Πρτηρήθηκε πως η προσί το ντιοξειδωτικού BHT προσφέρει επιπλέον 

προσττετική δράση σε σχέση με το σκορβικό οξύ κι σνεπώς κρίθηκε πρίτητη η 

προσι κι των δύο ντιοξειδωτικών.Απορρίφθηκε η περίπτωση της πλήρης έλλειψης 

ντιοξειδωτικών επειδή με το πέρς το χρόνο ξάνετι η πώλει βιτμινών .
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Η προσθήκη μόνο το BHT στο στάδιο της εκχύλισης δεν προσφέρει πλήρη προστσί 

λόγω της έλλειψης σκορβικού οξέος κτά την σπωνοποίηση με ποτέλεσμ ν 

κτστρέφετι μέρος των βιτμινών λόγω της πρμονής των βιτμινών στο δτόλοτρο 

των 80 οC. 

Η προσθήκη μόνο σκορβικού οξέος προσττεύει ικνοποιητικά μόνο την βιτμίνη Α ενώ 

δεν πρτηρήθηκε κάτι πρόμοιο γι την βιτμίνη Ε κι τό διπιστώθηκε κθώς με το 

πέρς το χρόνο η τιμή της βιτμίνης Ε ήτν στθής με κκή επνληψημοτητ κι με 

% RSD 46% ποσί ΒΗΤ ένντι 3,8% προσί ΒΗΤ.

Σμπερσμτικά, γι ν επιτεχθεί κλή επνληψιμότητ κι πλήρης προστσί των 

βιτμινών κρίθηκε πρίτητη η προσθήκη κι των δύο ντιοξειδωτικών, το μεν 

σκορβικού οξέος γι την προστσί της βιτμίνης Α κι το δε BHT κρίως γι την 

προστσί της βιτμίνης Ε.

Πίνκς 15:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ΒΤ γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

ρίν Λκτε 624

743 14
ποσί 

ΒΗΤ

1324

1535 12ρίν Λκτε 797 1631

ρίν Λκτε 808 1650

ρίν Λκτε 877

845 3,4
προσί 

ΒΗΤ

1772

1716 2,9ρίν Λκτε 837 1703

ρίν Λκτε 821 1674

Πίνκς 16:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης ΒΤ γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
ρίν Λκτε 2,85

5,81 46 ποσί ΒΗΤρίν Λκτε 7,98

ρίν Λκτε 6,60

ρίν Λκτε 6,43

6,21 3,8 προσί ΒΗΤρίν Λκτε 5,96

ρίν Λκτε 6,25
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Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 150μl μεθνόλης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ κι χρήση 
διφνών φιλιδιών.

3.2.2.8 Επίδρση της ποσότητς πετρελϊκού ιθέρ στην εκχύλιση

γινε βελτιστοποίηση της ποσότητς το πετρελϊκού ιθέρ γι 300,400,800 κι 1600 

μl. Τ 300μl είνι νεπρκής ποσότητ διλύτη κθώς δεν μπορεί ν διχωριστούν εύκολ 

οι δο φάσεις .Τ 1600μl είνι πολύ μεγάλος όγκος κι δεν δίνει νλογικά  μεγλύτερο 

σήμ λλά μερικές φορές βρέθηκε ν κτστρέφετι η βιτμίνη Α, όπως φίνετι κι στην 

Εικόν 27.

Τ 400μl είνι ικνοποιητική ποσότητ διλύτη γι το διχωρισμό των φάσεων λλά 

πρτηρήθηκε πως τ 800μl διλύτη δίνον κλύτερη επνληψιμοτητ κι σμβάλλον 

στην κλύτερη εκχύλιση των βιτμινών διπλσιάζοντς σχεδόν τ ποσά των βιτμινών πο 

πρλμβάνομε. (% RSD 9,0 κι 4,0 γι την βιτμίνη Α κι 5,8 γι την βιτμίνη Ε γι n=3)

Εικόν 27: Εκχύλιση δείγμτος με 1600μl πετρελϊκού ιθέρ
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Πίνκς 17:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο πετρελϊκού ιθέρ γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 442

453 22
400μl 

πετρελϊκού 
ιθέρ

930

949 19Sanilac2 559 1136

Sanilac2 359 782

Sanilac2 887

831 9,0
800μl 

πετρελϊκού 
ιθέρ

1717

1657 4,0Sanilac2 860 1669

Sanilac2 746 1585

Sanilac2 0

- -
1600μl 

πετρελϊκού 
ιθέρ

0

- -Sanilac2 0 0

Sanilac2 919 1773

Πίνκς 18:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο πετρελϊκού ιθέρ γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 4,89

7,69 32
400μl πετρελικού 

ιθέρSanilac2 8,85

Sanilac2 9,32

Sanilac2 11,7

12,00 5,8
800μl πετρελικού 

ιθέρSanilac2 12,8

Sanilac2 11,5

Sanilac2 3,56

8,46 52
1600μl πετρελικού 

ιθέρSanilac2 9,80

Sanilac2 12,0

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 100μl μεθνόλης κι χρήση διφνών μποκλιών
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3.2.2.9 Σγκέντρωση BHT

Δοκιμάστηκν διλύμτ με 1% ,0.5 % κι 0.2% BHT γι ν μελετηθεί η επίδρση στην 

προστσί των βιτμινών Με βάση τ ποτελέσμτ διπιστώθηκε ότι κι το διάλμ 0.2% 

BHT μπορεί ν χρησιμοποιηθεί ποτελεσμτικά. Επειδή όμως όλ τ πειράμτ είχν γίνει 

με 1% BHT λλά κι γι λόγος σγκρισιμότητς κι γι μεγλύτερη προστσί των 

βιτμινών διτηρήθηκε σε όλ τ πειράμτ το ποσοστό τό..

Πίνκς 19:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σγκέντρωσης ΒΤ γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

ρίν Λκτε 1121

1212 13 0.2 % BHT

2204

2365 12ρίν Λκτε 1396 2690

ρίν Λκτε 1119 2201

ρίν Λκτε 1216

1097 11 0.5% BHT

2373

2162 9,5ρίν Λκτε 983 1960

ρίν Λκτε 1093 2154

ρίν Λκτε 948

983 5,4 1% BHT

1898

1960 4,8ρίν Λκτε 1044 2069

ρίν Λκτε 957 1914

Πίνκς 20:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης σγκέντρωσης ΒΤ γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ 
της a-τοκοφερόλης 

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
ρίν Λκτε 8,74

8,70 1,6 0.2 % BHTρίν Λκτε 8,55

ρίν Λκτε 8,82

ρίν Λκτε 8,54

8,18 7,1 0.5% BHTρίν Λκτε 7,52

ρίν Λκτε 8,50

ρίν Λκτε 7,42

7,69 5,4 1% BHTρίν Λκτε 8,17

ρίν Λκτε 7,48

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ, 150μl μεθνόλης κι χρήση διφνών μποκλιών.
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3.2.2.10 Επίδρση το όγκο διλύτη νσύστσης

Σύμφων με την χρησιμοποιούμενη μέθοδο προστίθεντι 100μl μεθνόλης. Ωστόσο ,ο 

όγκος τός είνι πολύ μικρός κι πάρχει μεγάλη πόκλιση μετξύ των ίδιων 

δειγμάτων.(%RSD 22 % κι 19% γι την βιτμίνη Α κι 32% γι την βιτμίνη Ε γι n=3) ι’ 

τό δοκιμάστηκν 150μl μεθνόλης βελτιώνοντς έτσι σημντικά την επνληψιμότητ 

των δειγμάτων τόσο γι τη ρετινόλη (%RSD=1,8 % γι n=3) όσο κι την -

τοκοφερόλη.(%RSD=3,1 % γι n=3)

Πίνκς 21:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο διλύτη νσύστσης γι την 
βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 442

453 22
100μl 

μεθνόλης

930

949 19Sanilac2 559 1136

Sanilac2 359 782

Sanilac2 447

445 1,8
150μl 

μεθνόλης

675

672 1,4Sanilac2 450 679

Sanilac2 436 661

Πίνκς 22:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης όγκο διλύτη νσύστσης γι την 
βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού 
εστέρ της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac2 4,89

7,69 32 100μl μεθνόληςSanilac2 8,85

Sanilac2 9,32

Sanilac2 7,98

8,28 3,1 150μl μεθνόληςSanilac2 8,43

Sanilac2 8,43

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά 
σπωνοποίησης,2 εκχλίσεις των 20 λεπτών ,400μl πετρελϊκού ιθέρ κι χρήση διφνών μποκλιών.
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3.2.2.11 Επιλογή κτάλληλων σκεών

Διάμετρς μγνητικών νδετήρων

Το μέγεθος τος επηρεάζει την τχύτητ νάδεσης. Με την χρήση των μικρών

μγνητικών νδετήρων ξήθηκν οι στροφές νάδεσης κι επιτεύχθηκε πλήρης 

νάμιξη των δύο φάσεων, γεγονός πο δεν σνέβη με την χρήση των μεσίων 

νδετήρων, με ποτέλεσμ την κλύτερη εκχύλιση των βιτμινών.

Υάλιν σκεύη

Τ σκορόχρωμ κι τ διφνή μικρά μποκλάκι δίνον κλύτερ ποτελέσμτ σε 

σχέση με τις ογκομετρικές φιάλες λόγω της μεγλύτερης τχύτητς νάδεσης πο μπορεί 

ν εφρμοστεί κθώς κι της πιο στρωτής-ομλής περιστροφής το μγνητικού 

νδετήρ φού ο πάτος της ογκομετρικής φιάλης είνι στενός κι ο μγνήτης βρίσκει 

στ τοιχώμτά της προκλώντς σνέχειες στην νάδεση κι ίσως κι ντροπή της 

ογκομετρικής φιάλης. Σνεπώς η %RSD ν είνι πολύ μεγλύτερη γι τις ογκομετρικές 

φιάλες(21%  γι τη βιτμίνη Α) ένντι των διφνών (2,4 %γι τη βιτμίνη Α) κι των 

σκορόχρωμων μποκλιών.(10% γι τη βιτμίνη Α)Τ σκορόχρωμ μποκλάκι 

προσιάζον το πλεονέκτημ της επιπλέον προστσίς πό το φως (πέρν το 

λομινόχρτο πο χρησιμοποιείτι) λλά είνι πιο δύσκολη η πομάκρνση της

περκείμενης οργνικής φάσης κθώς δεν είνι εδιάκριτο το σημείο διχωρισμού των 

φάσεων με ποτέλεσμ ν λμβάνετι πολλές φορές κι έν μικρό μέρος της δτικής 

φάσης. ι’ τό τον πρκτικό λόγο τ διφνή μποκλάκι ποτέλεσν την κλύτερη 

επιλογή γι το στάδιο της εκχύλισης.
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Πίνκς 23:Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης άλινων σκεών γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού 
εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac2 427

433 2,4
διφνές
σκεύος

902

913 2Sanilac2 445 934

Sanilac2 427 903

Sanilac2 375

384 10
σκορόχρωμο

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

Πίνκς 24: Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης άλινων σκεών γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ  
της a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %SD Μετβλητή Πράμετρος
Sanilac2 6,49

5,99 9,9 διφνές σκεύοςSanilac2 6,13

Sanilac2 5,34

Sanilac2 5,84

6,21 5,2 σκορόχρωμο σκεύοςSanilac2 6,43

Sanilac2 6,36

Sanilac2 2,63

3,27 18,4 ογκομετρική φιάλη 5 mlSanilac2 3,83

Sanilac2 3,35

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ,5 λεπτά 
σπωνοποίηση,2 εκχλίσεις των 20 λεπτών, 400μl πετρελϊκού ιθέρ κι 100μl μεθνόλης

Πιπέτες Pasteur-Gas tight Syringe

Διπιστώθηκε ότι με την σύριγγ μπορεί ν γίνει κλύτερη πομάκρνση της άνω 

οργνικής φάσης φενός ξάνοντς το όγκο της οργνικής φάσης πο πρλμβάνομε 

κι φετέρο ποφεύγοντς την πρλβή μη οργνικής φάσης, γεγονός πο ήτν πάρ 

πολύ δύσκολο  με την χρήση των πιπετών pasteur κι γι’ τούς τος λόγος επιλέχθηκε  

ν χρησιμοποιείτι η σύριγγ. 
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Με το πέρς όλων των πρπάνω βελτιστοποιήσεων επιλέχθηκε η βέλτιστη 
πειρμτική πορεί πο νφέρετι στην πράγρφο 2.3.6.

3.2.3 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ

i. Προσθήκη ρετινόλης

Η ρετινόλη είνι η λκοολική μορφή της βιτμίνης Α κι η πιο είσθητη στις οξειδώσεις 

σε σχέση με τις εστεροποιημένες μορφές της.142 Με την σπωνοποίηση δεν λλάζει μορφή 

κι ο χρόνος έκλοσης της είτε με είτε χωρίς σπωνοποίηση όπως φίνετι κι στον 

Πίνκ 25 είνι στθερός στ 4.51 λεπτά. λες οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την 

πρκάτω κμπύλη νφοράς της πο δημιοργείτι πό τ πρότπ διλύμτ 

ρετινόλης σε 5 διφορετικές σγκεντρώσεις.

Πίνκς 25:Προσθήκη ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g %Recovery εωρητική τιμή (μg/100g)

50% 525 105 500

100% 951 95,1 1000

150% 1525 102 1500

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 5 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ, 100μl μεθνόλης κι χρήση διφνών 
φιλιδιών.
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-1000

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

0 20 40 60 80 100 120

Πρότπη κμπύλη ρετινόλης 



111 

πως φίνετι κι πό το πρπάνω πίνκ κι πό το ντίστοιχο διάγρμμ τ δείγμτ 

με προσθήκη ρετινόλης προσιάζον κλή επνληψιμότητ κι κλές νκτήσεις.( 

>95%)  

ii. Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης

Με την σπωνοποίηση ο οξικός εστέρς της ρετινόλης μεττρέπετι σε ρετινόλη κι εκλούετι 

τελικά στ 4.51 λεπτά.

O οξικός εστέρς της ρετινόλης εμφνίζει περίπο τριπλάσι εισθησί (τριπλάσιο σήμ) σε 

σχέση με την ρετινόλη στην ίδι σγκέντρωση, όπως φίνετι κι πό το πρκάτω πίνκ κι 

το ντίστοιχο χρωμτογράφημ. (Εικόν 28)

Πίνκς 26:Σγκριτικός πίνκς σήμτος γι πρότπο διάλμ βιτμίνης Α

Ένωση Σήμ
Ρετινόλη (100ppm) 5313
Οξικός εστέρς της ρετινόλης(100ppm) 15733

Εικόν 28: Πρότπο διάλμ ρετινόλης κι οξικού εστέρ της ρετινόλης 100 ppm

y = 667,02x - 0,15
R² = 0,9929
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Πργμτοποιήθηκν δο διφορετικά είδη προσθήκης στην ίδι σγκέντρωση σε ρίν 

Λκτέ Ελέύθερη Βιτμινών. Προστέθηκε :

a) Ρετινόλη κι 

b) Οξικός εστέρς της ρετινόλης

Τ δείγμτ τά κολούθησν την ίδι πειρμτική διδικσί με τον ίδιο χρόνο 

σπωνοποίησης. πως φίνετι κι στην Εικόν 29 κι στ δο (a) κι (b) εκλούστηκε 

ρετινόλη, όπως ήτν νμενόμενο φού ο εστέρς της ρετινόλης σπωνοποιήθηκε. Ατό 

όμως πο είνι χρκτηριστικό είνι ότι στο δείγμ (b) το σήμ πο κτγράφηκε ήτν

σχεδόν τριπλάσιο πό τό το (a).Ατό πιθνόττ εξηγείτι πό το ότι η οξική ομάδ 

προσττεύει κλτέρ την ρετινόλη κτά την διάρκει της πειρμτικής διδικσίς.

Πίνκς 27: Σγκριτικός πίνκς σήμτος προσθήκης γι την βιτμίνη Α

Προσθήκη πρότπης ένωσης Σήμ

Κορφή ρετινόλης 248

Κορφή ρετινόλης πό οξικό εστέρ της ρετινόλης 877

Εικόν 29:Χρωμτογράφημ προσθήκης ρετινόλης κι οξικού εστέρ της ρετινόλης ίδις 

σγκεντρώσης(5ppm)

τσι, όπως φίνετι κι στον πρκάτω πίνκ η ποσοτικοποίηση των δειγμάτων 
πρέπει ν γίνετι με την κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι 
όχι με την πρότπη κμπύλη της ρετινόλης λόγω της διφορετικής εισθησίς 
,ειδάλλως θ πολογίζομε έτσι την διπλάσι ποσότητ βιτμίνης.
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Πίνκς 28:Σγκεντρωτικός πίνκς προσθήκης με οξικό εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης 
το  οξικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g %Recovery
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g %Recovery

50% 315 126 προσθήκη 
οξικού

εστέρ της 
ρετινόλης

778 311

100% 583 117 1252 250

150% 799 107 1634 218

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων. 

Με βάση τ πρπάνω ποτελέσμτ διπιστώνετι ότι τ δείγμτ προσιάζον κλή 

επνληψιμότητ(>105%) κι κλή γρμμικότητ.

iii. Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης

Σν πρότπο διάλμ εκλούετι στ 52.05 λεπτά. Με την σπωνοποίηση μεττρέπετι 

κι τός (όπως ο οξικός εστέρς της ρετινόλης) σε ρετινόλη(λκοολική μορφή) κι 

εκλούετι τελικά στ 4.51 λεπτά. Κτά σνέπει η ποσοτικοποίηση το  γίνετι με βάση 

την πρότπη κμπύλη της ρετινόλης.

Πίνκς 29:Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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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Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίησης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Η προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης βσίστηκε σε πρότπο λικό -SRM 1849a 

κθώς οι βρεφικές τροφές πο μελετήθηκν δεν περιείχν πλμιτικό εστέρ της ρετινόλης. 

πως ήτν νμενόμενο, η μέθοδος δεν ντποκρίνετι πόλτ σε τού το είδος την

προσθήκη κι τό δικιολογεί κι τις χμηλές νκτήσεις.(<80%) 

iv. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Η -τοκοφερόλη είνι η λκοολική μορφή της βιτμίνης Ε κι η πιο είσθητη σε 

οξειδώσεις σε σχέση με την εστεροποιημένη μορφή της. Με  την σπωνοποίηση δεν 

λλάζει μορφή κι γι’ τό κι όλες οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την κμπύλη 

νφοράς της πο δημιοργείτι πό τ πρότπ διλύμτ -τοκοφερόλης σε 5 

διφορετικές σγκεντρώσεις.

y = 651x + 46
R² = 0,9989
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Πίνκς 30:Προσθήκη -τοκοφερόλης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίησης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

πως φίνετι κι πό το πρπάνω διάγρμμ τ δείγμτ προσιάζον κλή 

γρμμικότητ. Ωστόσο οι νκτήσεις τος δεν είνι τόσο ψηλές κι τό μπορεί ν 

οφείλετι σε τχόν ποβάθμιση των πρότπων διλμάτων πο χρησιμοποιήθηκν.

y = 9,6483x - 12,999
R² = 1
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v. Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Με την σπωνοποίηση ο οξικός εστέρς της -τοκοφερόλης μεττρέπετι σε -

τοκοφερόλη κι εκλούετι τελικά στ 12.55 λεπτά.

Πίνκς 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 5 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων. 

πως φίνετι κι πό το πρπάνω πίνκ τ δείγμτ προσιάζον κλή 

επνληψιμότητ κι κλές νκτήσεις.( >80%) 

3.3 Μέθοδος με χρήση -μλάσης (ενζμική δρόλση)

3.3.1 Αποτελέσμτ μεθόδο με χρήση -μλάσης

Διπιστώθηκε κι ήρθε σε σμφωνί με την διεθνή πρκτική πως η χρήση της -

μλάσης φενός βοηθάει πολύ στην προκτεργσί δείγμτος στον τομέ της 

ομογενοποίησης κι φετέρο βοηθάει στην χρωμτογρφί λόγω της κλύτερης 

ρεστοποίησης το εξετζόμενο δείγμτος μις κι το ένζμο κτλύει την δρόλση των 

1,4-γλκοζιτικών δεσμών το μύλο σπάζοντς το σε μικρότερ μόρι γλκόζης 

,μλτόζης κι μλτοτριόζης.143 τσι οι πιέσεις πρέμενν στθερές κθ’ όλη τη διάρκει 

y = 9,1841x + 52,967
R² = 0,9991
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της νάλσης δείγμτος κι πό δείγμ σε δείγμ στην HPLC, χωρίς ν πάρχει μικρή 

στδική ύξηση με το πέρς το χρόνο, όπως πρτηρήθηκε στ δείγμτ πο 

νλύθηκν  με μεθόδος πο δεν χρησιμοποίησν -μλάση.

Με το πέρς των πειρμάτων διπιστώθηκε πως η χρήση της -μλάσης δεν σμβάλει 

περιτέρω στην εκχύλιση των βιτμινών κθώς όπως φίνετι κι πό τος πρκάτω 

πίνκες τ ποτελέσμτ  είνι πνομοιότπ. Πργμτοποιήθηκε το ίδιο πείρμ κι γι 

τ δο είδη πιδικών τροφίμων (ρίν Λκτέ κι Sanilac 3).H Sanilac 3 δεν περιέχει άμλο 

, οπότε η χρήση της -μλάσης δεν άλλξε τ ποτελέσμτ μς.  Η χρήση -μλάσης 

στ ρίν Λκτέ  βοήθησε πολύ στην ομογενοποίηση της λλά δεν επηρέσε τον ποσοτικό 

προσδιορισμό των βιτμινών  πρόλο πο περιέχει μύλο.

Πίνκς 32: Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης -μλάσης γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού 
εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με   
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος μg/100g Average %RSD

Sanilac3 838

793 6,1
ποσί -
μλάσης

1704

1625 5,2Sanilac3 799 1635

Sanilac3 743 1535

Sanilac3 780

778 3,7
προσί 

-μλάσης

1601

1597 3,2Sanilac3 805 1646

Sanilac3 748 1544

ρίν Λκτέ 515

572 10
ποσί -
μλάσης

1133

1233 8,4ρίν Λκτέ 631 1338

ρίν Λκτέ 568 1227

ρίν Λκτέ 581

605 12
προσί 

-μλάσης

1250

1292 9,8ρίν Λκτέ 549 1193

ρίν Λκτέ 686 1434
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Πίνκς 33: Σγκριτικά ποτελέσμτ βελτιστοποποίησης -μλάσης γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %RSD
Μετβλητή 

Πράμετρος
Sanilac3 12,9

12,5 2,8 ποσί -μλάσηςSanilac3 12,4

Sanilac3 12,3

Sanilac3 12,8

13,1 4,7 προσί -μλάσηςSanilac3 13,8

Sanilac3 12,8

ρίν Λκτέ 5,32

5,80 7,8 ποσί -μλάσηςρίν Λκτέ 6,23

ρίν Λκτέ 5,85

ρίν Λκτέ 5,56

5,71 8,2 προσί -μλάσηςρίν Λκτέ 5,34

ρίν Λκτέ 6,24

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων. 

3.3.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ με -μλάση

i. Προσθήκη ρετινόλης

Οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την  κμπύλη νφοράς της ρετινόλης. 

(πράγρφος 3.2.3)

Πίνκς 34: .Προσθήκη ρετινόλης προσί -μλάσης

Πειρμτικές σνθήκες :2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-1% ΒΗΤ, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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 φίνετι κι πό το πρπάνω διάγρμμ οι προσθήκες της ρετινόλης

προσιάζον κλή επνληψιμότητ κι κλές νκτήσεις (>75%).Ανμένμε κλύτερες 

νκτήσεις λλά τό μπορεί ν οφείλετι στην εισθησί το πρότπο διλύμτος 

ρετινόλης πο χρησιμοποιήθηκε γι τος προσθήκηςς.

ii. Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης

Πργμτοποιείτι Προσθήκηοξικό εστέρ της ρετινόλης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 35: Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης προσί -μλάσης

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το  
οξικού εστέρ της ρετινόλης 

Ποσοτικοποίηση με 
πρότπο δ/μ ρετινόλης

Δείγμ μg/100g %Recovery
Μετβλητή 

Πράμετρος 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

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 5 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

y = 326,6x - 83,6
R² = 0,9976
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Με βάση τον πρπάνω πίνκ διπιστώνετι πως το 50% προσιάζει το μικρότερο 

ποσοστό νάκτησης σε σχέση με τ άλλ δο δείγμτ. Ατό μπορεί ν οφείλετι είτε σε 

κάποιο πειρμτικό σφάλμ είτε στο ότι προστέθηκε πολύ μικρή ποσότητ βιτμίνης.

iii. Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης

Η προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης βσίστηκε  κι πάλι στο πρότπο λικό -

SRM 1849a κι η ποσοτικοποιηση το έγινε με βάση την πρότπη κμπύλη της 

ρετινόλης.

Πίνκς 36: Προσθήκη πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης προσί -μλάσης

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών μποκλιών

y = 746,4x - 39,533
R² = 0,9851
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Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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 φίνετι πόν το πίνκ οι νκτήσεις δεν είνι πολύ ψηλές(>71%) λλά τό ίσως 

οφείλετι στο γεγονός ότι η βελτιστοποίηση της μεθόδο δεν πργμτοποιήθηκε με βάση 

τον πλμιτικο εστέρ της ρετινόλης λλά τον οξικό της εστέρ.

iv. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 37: Προσθήκη -τοκοφερόλης προσί -μλάσης

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες: 2ml δείγμτος, 2.5 ml ιθνολικό διάλμ με 0.2% w/v σκορβικό οξύ, 2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίησης, 800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1%BHT, 150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

y = 599,6x + 159,67
R² = 0,9864
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Βάσει των πρπάνω ποτελεσμάτων διπιστώνετι πως η γρμμικότητ των δειγμάτων 

είνι πολύ κλή ν κι οι νκτήσεις τος όχι πολύ ψηλές.(<70%) Πιθνόν ν σμβίνει 

τό σε λλοίωση το πρότπο διλύμτος -τοκοφερόλης κτά την σντήρηση το. 

v. Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 38: Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης προσί -μλάσης

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

πως φίνετι κι πό το πρπάνω πίνκ τ δείγμτ προσιάζον πολύ κλή 
γρμμικότητ κι οι νκτήσεις τος είνι ικνοποιητικές.(>82%) 

3.4 Μέθοδος σάρωσης(screening method) 

3.4.1 Αποτελέσμτ μεθόδο 

Είνι σημντικό ν τονιστεί ότι η σπωνοποίηση επηρεάζει τον χρόνο έκλοσης των 

βιτμινών κθώς μεττρέπει τος εστέρες τος στις ντίστοιχες  ελεύθερες μορφές .Ατό 

δεν σμβίνει με όλες τις βιτμίνες λλά με τος εστέρες των βιτμινών Α κι Ε ,ενώ οι 

y = 457x - 2,3333
R² = 1
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βιτμίνες D3 κι Κ1 πρμένον νεπηρέστες κτά την σπωνοποίηση. τσι στη 

screening μέθοδο  όπο πρλείπετι το στάδιο της σπωνοποίησης οι βιτμίνες Α κι Ε 

εκλούοντι στις οξικές τος μορφές Στον πρκάτω σγκριτικό πίνκ πρτηρούμε πιο 

σγκεκριμέν τος χρόνος έκλοσης των λιποδιλτών βιτμινών.

Πίνκς 39:Χρόνος έκλοσης βιτμινών με κι χωρίς σπωνοποίηση

Βιτμίνες Χρόνος έκλοσης χωρίς
σπωνοποίηση(min)

Χρόνος έκλοσης με
σπωνοποίηση(min)

Ρετινόλη 4.51
4.51

Οξικός εστέρς της ρετινόλης 6.13

Εργικλσιφερόλη (D2) 9.95 9.95

Χολεκλσιφερόλη(D3) 10.4 10.40

dl-a-τοκοφερόλη 12.55

12.55Οξικός εστέρς της dl-a-
τοκοφερόλης 17.59

λλοκινόνη (Κ1) 24.5 24.50

Πλμιτικος εστέρς της 
ρετινόλης 52.05 4.51

Στη screening μέθοδο πρλείπετι το στάδιο της σπωνοποίησης κι οι βιτμίνες Α κι 

Ε εκλούοντι στις οξικές τος μορφές όπως φίνετι κι στο χρωμτογράφημ της Εικόνς
30.

Εικόν 30:  Χρωμτογράφημ δείγμτος χωρίς σπωνοποίηση

Επιπροσθέτως, ελέγχθηκε κτά πόσο μπορεί η μέθοδος τή ν χρησιμοποιηθεί κι γι 

τον ποσοτικό προσδιορισμό των οξικών μορφών των βιτμινών Α κι Ε είτε προσθέτοντς 

τις βιτμίνες σε ρίν Λκτέ Ελεύθερη Βιτμινών είτε μέσω των δειγμάτων.T 

ποτελέσμτ πο προσιάζοντι στον πρκάτω πίνκ δείχνον ότι οι ποσότητες των 

βιτμινών πο εκχλίζοντι είνι νεπρκής(λιγότερο κι πό το 50%) κι σνεπώς η 
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μέθοδος τή δεν μπορεί ν χρησιμοποιηθεί γι τον ποσοτικό προσδιορισμό των βιτμινών 

πρά μόνο γι ποιοτικό έλεγχο των βιτμινών πο έχον προστεθεί.

Πίνκς 40:Αποτελέσμτ Screening μεθόδο

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ οξικού εστέρ της 
ρετινόλης 

Δείγμ μg/100g Average %SD

ρίν Λκτε 256

278 15ρίν Λκτε 254

ρίν Λκτε 325

Ποσοτικοποίηση με πρότπο δ/μ οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/100g Average %SD

ρίν Λκτε 2,52

1,64 46ρίν Λκτε 1,18

ρίν Λκτε 1,23

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

3.4.2 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ ποσί -μλάσης

γινε προσθήκη των πρότπων ενώσεων όπως νφέρετι στην πράγρφο 3.2.3. κι 

κολοθήθηκε η πειρμτική πορεί χωρίς το στάδιο της σπωνοποίησης. 

i. Προσθήκη ρετινόλης

Οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την κμπύλη νφοράς της ρετινόλης. (πράγρφος 
3.2.3)

Πίνκς 41:Προσθήκη ρετινόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλίδίων.
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Οι πρπάνω προσθήκες έγινν με βάση το πρότπο λικό νφοράς SRM

1849.(Πίνκς 1)Οι νκτήσεις δεν είνι πολύ ικνοποιητικές δεδομένο πως είνι 

μικρότερες το 66%.

ii. Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης όπως νφέρετι κι στην 
πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 42: Προσθήκη οξικού εστέρ της ρετινόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.
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Βάσει το πρπάνω πίνκ τ δείγμτ προσιάζον κλή επνληψιμότητ κι οι 

νκτήσεις τος είνι ικνοποιητικές με εξίρεση το 50%.(recovery<70%)Ατό μπορεί ν 

σμβίνει λόγω της μικρής ποσότητς βιτμίνης πο προστέθηκε.

iii. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 43:Προσθήκη -τοκοφερόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων

πως φίνετι πό τ ποτελέσμτ το  Πίνκ 43 το δείγμ 150% προσιάζει πολύ 
μικρότερη νάκτηση (44%)πό τ άλλ δο δείγμτ(66%) κι ποκλίνει πό την 
γρμμικότητ των άλλων δο σημείων. ι’ τό το λόγο εξιρείτι πό την πρπάνω 
κμπύλη.

iv. Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 
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Πίνκς 44:Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Με βάση τ ποτελέσμτ το πρπάνω πίνκ πρτηρούμε ότι η γρμμικότητ των 

δειγμάτων είνι ικνοποιητική λλά οι νκτήσεις είνι πρά πολύ χμηλές.(<25%) 

Βάσει όλων των ποτελεσμάτων των πρπάνω προσθηκών τής της μεθόδο

πρτηρούμε ότι οι νκτήσεις είνι πολύ χμηλές. Σγκρίνοντς τις τιμές με τ ντίστοιχ 

ποτελέσμτ προσθήκης της μεθόδο με σπωνοποίηση ποσί -μλάσης 

διπιστώνετι ότι οι νκτήσεις είνι ρκετά πιο χμηλές. ι’ τό το λόγο η 

ποσοτικοποίηση των βιτμινώνδεν μπορεί ν γίνετι με τος προσθήκηςς της screening

μεθόδο.

3.4.3 Προσθήκη πρότπης ένωσης σε δείγμ προσί -μλάσης

i. Προσθήκη ρετινόλης

Οι ποσοτικοποιήσεις γίνοντι με βάση την κμπύλη νφοράς της ρετινόλης 

.(πράγρφος 3.2.3

y = 36,7x + 36,9
R² = 0,9936
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Πίνκς 45: Προσθήκη ρετινόλης προσί -μλάσης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Τ δείγμτ προσιάζον κλή γρμμικότητ λλά οι νκτήσεις τος δεν είνι πολύ 

ψηλές.(<60%) 

ii. Προσθήκη -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3

Πίνκς 46: Προσθήκη -τοκοφερόλης προσί -μλάσης(screening μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.
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Με βάση τ πρπάνω ποτελέσμτ διπιστώνετι πως οι νκτήσεις είνι ιδιίτερ 

χμηλές κι ειδικά στο δείγμ 50% κι γι’ τό το λόγο εξιρείτι πό την πρπάνω 

κμπύλη.

iii.  Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης

Πργμτοποιείτι προσθήκη της πρότπης ένωσης όπως νφέρετι κι στην 

πράγρφο 3.2.3. 

Πίνκς 47: Προσθήκη οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης προσί -μλάσης(screening

μέθοδος)

Ποσοτικοποίηση με  πρότπο 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

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.
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Με βάση τ ποτελέσμτ διπιστώνετι ότι τ δείγμτ προσιάζον χμηλές 

νκτήσεις (<65%) κι ιδιίτερ το δείγμ 50%.

Σγκρίνοντς τις προσθήκες το οξικού εστέρ της -τοκοφερόλης τής της μεθόδο με 

την ντίστοιχη μέθοδο προσί -μλάσης σμπεριλμβνομένο το στδίο 

σπωνοποίησης διπιστώνετι πως οι νκτήσεις είνι ρκετά πιο χμηλές. ι’ τό το 

λόγο η ποσοτικοποίηση των βιτμινών δεν μπορεί ν γίνετι με την προσθήκη της

screening μεθόδο.

3.5 Αποτελέσμτ πρότπο λικού νφοράς SRM 1849a

To πρότπο λικό νφοράς χρησιμοποιήθηκε κι γι τις 4 προνφερθείσες μεθόδος 

γι ν διπιστωθεί η ορθότητ κι η ποτελεσμτικότητ της μεθόδο. Οι 

ποσοτικοποιήσεις δεν έγινν με βάση τις πρότπες κμπύλες νφοράς της ρετινόλης κι 

της -τοκοφερόλης λλά με βάση την κμπύλη προσθήκης της ρετινόλης.

Πργμτοποιήθηκν προσθήκες πλμιτικού εστέρ της ρετινόλης κι οξικού εστέρ της -

τοκοφερόλης στις ντίστοιχες σγκεντρώσεις το προτύπο νφοράς σε ρίν Λκτέ 

Ελεύθερη Βιτμινών. Με βάση τ ποτελέσμτ των πρκάτω πινάκων διπιστώνετι ότι 

η βιτμίνη Α είνι μεγλύτερη πό την θεωρητική τιμή ενώ η βιτμίνη Ε είνι εντός ορίων 

το προτύπο NIST. Η πόκλιση της βιτμίνης Α μπορεί ν οφείλετι στο γεγονός ότι η 

μέθοδος μς βσίστηκε στον προσδιορισμό το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι όχι στον 

πλμιτικό εστέρ πο περιέχει το λικό νφοράς. Ενδεχομένως ν χρειάζετι κάποι 

βελτιστοποίηση της μεθόδο γι τον προσδιορισμό το πλμιτικού εστέρς της ρετινόλης.

σον φορά την βιτμίνη Α πρτηρείτι μικρή διφορά μετξύ των δειγμάτων ποσί 

κι προσί -μλάσης. ι την βιτμίνη Ε η διφορά τή μεγλύτερη λλά εντός των 

νμενόμενων ορίων. Σγκρίνοντς τ ποτελέσμτ κι των δο βιτμινών 

διπιστώνετι ότι τ δείγμτ προσί -μλάσης προσιάζον μεγλύτερη πόκλιση 

γι n=3.(%RSD 2,2 κι 3,1 ντίστοιχ γι τις βιτμίνες Α κι Ε) σε σχέση με τ δείγμτ 

ποσί -μλάσης(%RSD 1,4 κι 2,4 ντίστοιχ γι τις βιτμίνες Α κι Ε)
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Πίνκς 48: Αποτελέσμτ SRM 1849 γι την βιτμίνη Α

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το πλμιτικού εστέρ 
της ρετινόλης

Δείγμ mg/kg Average %RSD
εωρητική 
τιμή(mg/kg)

ποσί -μλάσης
15,1

15,3 1,4

14.30 ± 0.20

15,4

15,5

προσί -μλάσης
15,1

15,2 2,215,5

14,9

Πίνκς 49:Αποτελέσμτ SRM 1849γι την βιτμίνη Ε

Ποσοτικοποίηση με κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της 
a-τοκοφερόλης

Δείγμ mg/kg Average %SD
εωρητική 
τιμή(mg/kg)

ποσί -μλάσης
156

161 2,4

158 ± 18

162

164

προσί -μλάσης
167

165 3,1169

159

Πειρμτικές σνθήκες:2ml δείγμτος,2.5 ml ιθνολικό διάλμ με  0.2% w/v σκορβικό οξύ ,2 εκχλίσεις 
των 20 λεπτών, 10 λεπτά σπωνοποίηση ,800μl πετρελϊκού ιθέρ-0.1% BHT,150μl μεθνόλης κι χρήση 
διφνών φιλιδίων.

Εικόν 31: Χρωμτογράφημ δείγμτος SRM 1849a

Η screening μέθοδος δεν μπορεί ν εφρμοστεί ποτελεσμτικά στο SRM 1849a είτε 

προσί είτε ποσί -μλάσης.  μπορούσε ν πργμτοποιηθεί  μόνο ποιοτικός 
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προσδιορισμός των βιτμινών λλά το ποσό των βιτμινών κι το είδος των βιτμινών πο 

εκχλίζετι κάθε φορά πό δείγμ σε δείγμ διφέρει ρκετά κθιστώντς με τον τρόπο 

τό την μέθοδο τή νκριβή κι γι’ τούς τος λόγος πορρίπτετι.

3.6 Σμπεράσμτ

3.6.1 ρήγορος προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές  
μέσω RP-HPLC137

Η μέθοδος τή χρκτηρίζετι γρήγορη κθώς δεν πιτεί μεγάλο χρόνο 

προκτεργσίς των δειγμάτων κι τός ήτν ο βσικός λόγος πο επιλέχθηκε ν 

ερενηθεί πρώτη. Ωστόσο, δεν έδωσε ικνοποιητικά ποτελέσμτ κθώς τ σήμτ είνι 

πολύ μικρά κι είνι δύσκολο ν επιτεχθεί ποσοτικός προσδιορισμός των βιτμινών Α κι 

Ε. Ατό μπορεί ν οφείλετι στο διφορετική μήτρ των πιδικών τροφών πο νλύσμε 

ένντι τών της μεθόδο.

Στο μέλλον μετά την εμπειρί πο ποκτήθηκε  μπορεί ν επνεξετστεί με διάφορες 

πρλλγές ώστε ν  επιτεχθεί βελτιστοποίηση της μεθόδο. 

3.6.2 Προσδιορισμός των βιτμινών Α κι Ε σε βρεφικές τροφές μέσω HPLC-

UV138

Με βάση όλ τ πρπάνω πειρμτικά ποτελέσμτ κτλήγομε στ εξής 

σμπεράσμτ σχετικά με τη βελτιστοποίηση της μεθόδο: 

• η μάζ το δείγμτος IF (5 g)πο ζγίζομε γι την ομογενοποίηση με κτάλληλο διλύτη

πίζει σημντικό ρόλο εξιτίς της νομοιογένεις των βιτμινών μέσ στο δείγμ

• ο όγκος το ομογενοποιημένο δείγμτος(2 ml)πο επιλέχθηκε ύξησε σημντικά τ ποσά 

των βιτμινών πο εκχλίζοντι

• ο ριθμός των εκχλίσεων σε σχέση με τον χρόνο μγνητικής νάδεσης το δείγμτος 

κθορίζον τις ποσότητες των βιτμινών πο εκχλίζοντι

• η χρήση φσικών κι τεχνητών ντιοξειδωτικών(σκορβικό οξύ κι ΒΗΤ ντίστοιχ) σε 

σνδσμό με την χρήση λομινόχρτο κθ’ όλη η την διάρκει το πειράμτος κι το 

μειωμένο φωτισμό σμβάλον ποτελεσμτικά στην προστσί των βιτμινών.

• η χρήση των άλινων φιλιδίων στθεροποίησε τις σνθήκες εκχύλισης των βιτμινών
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• η ύξηση το χρόνο σπωνοποίησης κτά μόλις 5 λεπτά στθεροποίησε την πλήρη 

μεττροπή των εστεροποιημένων μορφών των βιτμινών στις λκοολικές μορφές τος κι 

σνέβλε στην εκχύλιση της βιτμίνης D3

• η ύξηση το όγκο το διλύτη εκχύλισης (πετρελϊκός ιθέρς) κτά 0,5 ml σνέβλε 

στην κλύτερη εκχύλιση των βιτμινών

• η ύξηση το όγκο το διλύτη νσύστσης(μεθνόλη) κτά 50% ελχιστοποίησε την 

% σχετική πόκλιση (%RSD) των δειγμάτων 

• η χρήση της -μλάσης γι ενζμική δρόλση σνέβλε στην ομογενοποίηση των 

δειγμάτων βελτιώνοντς ττόχρον τις χρωμτογρφικές σνθήκες

Σχετικά με την επικύρωση της μεθόδο οι προσθήκες των βιτμινών σε ρίν Λκτέ 

Ελεύθερη Βιτμινών κι η χρήση το πρότπο λικού νφοράς SRM 1849a

επιβεβίωσν την  ορθότητ κι την κρίβεις της μεθόδο.

σον φορά την μέθοδο σάρωσης (screening method) ποτελεί χρήσιμη μέθοδο γι τον 

ποιοτικό έλεγχο των δειγμάτων ως προς τις μορφές των βιτμινών πο περιέχον.  

Τέλος, κθοριστικό ρόλο στον προσδιορισμό των βιτμινών έπιξε η επιλογή της 

πρότπης κμπύλης γι την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων όπο πρέπει ν γίνετι με 

βάση την κμπύλη προσθήκης το οξικού εστέρ της ρετινόλης κι όχι με την πρότπη 

κμπύλη νφοράς της ρετινόλης λόγω της διφορετικής εισθησίς ,ειδάλλως θ 

πολογίζετι διπλάσι ποσότητ βιτμίνης. 

Μελλοντικά προτείνετι ν δοκιμστούν τ πρκάτω πειράμτ: 

• λλγή των σνθηκών φωτισμού κτά την διάρκει το πειράμτος εκτός πό τον ελφρύ 

φωτισμό πο έχει εφρμοστεί, πλήρης φωτισμός κι πόλτο σκοτάδι

• λλγή στήλης

• λλγή το βρόγχο έκχσης δείγμτος πό 20 μl στ 100μl με στόχο τον προσδιορισμό 

των βιτμινών D3 κι K

• δοκιμή της μεθόδο κι σε άλλ τρόφιμ π.χ. δημητρικά ,σοκολάτ, κκάο κλπ.

• άλλες τεχνικές όπως HPLC-FLD,LC-MS/MS

• σμμετοχή σε διεργστηρικές δοκιμές (Ring tests)

• πειράμτ επικύρωσης
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4. ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΙΑΣ

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός Όρος

European Committee for Standardization Ερωπϊκή Επιτροπή Τποποίησης

Infant Formula βρεφικές τροφές

International Dairy Federation Διεθνής Ομοσπονδί 
λκτοκομικών Προϊόντων

International Organization for 
Standardization

Διεθνής Οργνισμός Τποποίησης

Standard Reference Material Πρότπο λικό νφοράς

U.S. Pharmacopeia ρμκοποιί των Η.Π.Α
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5. ΣΥΝΤΜΣΕΙΣ – ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ – ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ
Ακρωνύμι κι νάπτξή τος

ΑΑ ρχιδονικό οξύ

ALA λινολενικό οξύ

ΒΗΤ βοτλιωμένο δροξ-τολοόλιο 

CEN European Committee for Standardization

DHA εικοσεξνοϊκό οξύ

DNA δεσοξριβονοκλεϊκό οξύ

EGRAC σντελεστής δρστικότητς της νγωγάσης 

ΕΡΑ εικοσιπεντνοϊκό οξύ

FAD δικονετιδίο της δενίνης 

FDA Αμερικνική Υπηρεσί Τροφίμων κι ρμάκων 

FMN μονονοκλεοτιδίο της φλβίνης 

FSV λιποδιλτές βιτμίνες

GC έρις χρωμτογρφίς 

GC-MS Αεριοχρωμτογρφί μάζς 

GLS έρι-γρή χρωμτογρφί

GSC έρι-στερεή χρωμτογρφί

HPLC Υγροχρωμτογρφί ψηλής πόδοσης

HPTLC Υγροχρωμτογρφί λεπτής στιβάδς ψηλής πόδοσης 

IDF International Dairy Federation

IF Infant formula

ISO International Organization for Standardization

IU διεθνείς μονάδες
LA λινελϊκό οξύ 

LC γρή χρωμτογρφίς

LDL λιποπρωτεΐνη χμηλής πκνότητς

LLE εκχύλιση γρού-γρού 

NAD νικοτινμιδο-δενινο-δινοκλεοτίδιο

NADP φωσφορικό νικοτινμιδο-δενινο-δινοκλεοτίδιο

NARP μη δτικής ντίστροφης φάσης  

NTDs σγγενείς νωμλίες το νωτιίο μελού
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PDMS πολμεθλοσιλοξάνη

PGA πτεροϋλο-L-γλοτμικό οξύ

PLP εστέρς της 5'-φωσφορικής πριδοξάλης

ΡΜΡ εστέρς της 5'-φωσφορικής πριδοξμίνης 

ΡΤΗ πρθορμόνη

PUFA πολκόρεστ λιπρά οξέ

RE ισοδύνμο ρετινόλης

RNA ριβονοκλεϊκό οξύ

SFE εκχύλιση περκρίσιμο ρεστού 

SPE εκχύλιση στερεάς φάσης 

SPME στερεάς φάσης μικροεκχύλιση 

SRM Standard Reference Material

ΤΗF 5-μεθλο- τετρϋδροφλλικό οξύ

TLC χρωμτογρφί λεπτής στιβάδς 

TPP προφωσφορική θειμίνη

USP U.S. Pharmacopeia

WHO Πγκόσμιος Οργνισμός Υγείς

ΣΗΠ Σνιστώμενη Ημερήσι Πρόσληψη 
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6. ΠΑΡΑΡΤΜΑ Ι

y = 152,8x + 23,049
R² = 1
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7. ΠΑΡΑΡΤΜΑ ΙΙ

Χρωμτογράφημ δείγμτος  χωρίς την χρήση ντιοξειδωτικών

Χρωμτογράφημ δείγμτος μόνο με χρήση BHT

Χρωμτογράφημ δείγμτος με την χρήση των δύο ντιοξειδωτικών
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Χρωμτογράφημ δείγμτος  με την χρήση μόνο σκορβικού οξέος

Χρωμτογράφημ δείγμτος 2 εκχλίσεων των 20 λεπτών η κθεμί

Εκχύλιση δείγμτος με 800μl πετρελϊκού ιθέρ
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