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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Οι βιταμίνες είναι από τα βασικότερα θρεπτικά στοιχεία των τροφίμων λόγω της υψηλής 

διατροφικής τους αξίας. Με την αυξημένη ανάγκη για πρόσληψη πολυβιταμινούχων προϊό-

ντων έχουν προκύψει ιδιαίτερες ανησυχίες στον τομέα της αναλυτικής χημείας. Οι ερευνη-

τές έχουν καταβάλει ιδιαίτερες προσπάθειες για να βελτιώσουν την ακρίβεια, την επιλεκτι-

κότητα, την ταχύτητα και την ευαισθησία της ανάλυσης των βιταμινών για διαφορετικές 

μήτρες τροφίμων. Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε βιβλιογραφική ανασκόπηση 

των υπαρχόντων μεθοδολογιών για την ανάλυση και τον προσδιορισμό των υδατοδιαλυτών 

και των λιποδιαλυτών βιταμινών στα τρόφιμα. Πιο συγκεκριμένα, γίνεται αναφορά στις με-

λέτες που έχουν γίνει την τελευταία δεκαετία παρέχοντας μια επισκόπηση των προσφάτων 

εξελίξεων των βασικών τεχνικών ανάλυσης σε συνδυασμό με διαφορετικές τεχνικές ανί-

χνευσης για την ανάλυση των βιταμινών. Μεταξύ των αναλυτικών τεχνικών, οι μέθοδοι της 

υγρής χρωματογραφίας (HPLC) και της τριχοειδούς ηλεκτροφόρρησης (CE)  είναι  από  τις  

πιο  κοινές  τεχνικές  διαχωρισμού  βιταμινών  σε ποικιλία τροφίμων λόγω της υψηλής επι-

λεκτικότητας και της ευαισθησίας. Ωστόσο, οι μέθοδοι υγρής χρωματογραφίας – φασματο-

μετρία μάζας (LC-MS) αποτελούν τις πιο κλασικές και αξιόπιστες μεθόδους, οι οποίες μπο-

ρούν να χρησιμοποιηθούν για την επαλήθευση της αξιοπιστίας και άλλων μεθόδων ανίχνευ-

σης. Ιδιαίτερα, η ανάπτυξη της φασματομετρίας μάζας υψηλής ανάλυσης (Orbitrap, QqTOF 

κ.λπ.) και η προημένη χρωματογραφική τεχνική, όπως η υγρή χρωματογραφία υδρόφιλης 

αλληλεπίδρασης (HILIC) έχουν προωθήσει την εφαρμογή των μεθόδων φασματομετρίας 

μάζας για την ανίχνευση και την μελέτη των βιταμινών. Τέλος, γίνεται μια σύντομη ανα-

φορά σχετικά με τις τρέχουσες τάσεις και τις μελλοντικές προοπτικές της ανάλυσης των 

βιταμινών στα τρόφιμα.   

 

 

Λέξεις – Κλειδιά  

Βιταμίνες, τρόφιμα, αναλυτικές μέθοδοι, χρωματογραφικός διαχωρισμός, υγρή χρωματο-

γραφία, τριχοειδής ηλεκτροφόρηση 
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ABSTRACT  

 

Vitamins are one of the most basic nutritional elements of food due to their high nutritional 

value. With the increased need for prevention of multivitamin products have arisen particular 

concerns in the field of analytical chemistry. Researchers have made special efforts to im-

prove the accuracy, selectivity, speed and sensitivity of vitamin analysis for different food 

matrices. In this thesis, a literature review of existing methodologies for the analysis and 

determination of water-soluble and fat-soluble vitamins in food was carried out. Specifically, 

reference is made to the studies that have been done in the last decade providing an overview 

of recent developments in basic analytical techniques combined with different detection 

techniques for vitamin analysis. Among the analytical techniques, liquid chromatography 

(HPLC) and capillary electrophoresis (CE) methods are among the most common techniques 

for the separation of vitamins in a variety of food due to their high selectivity and sensitivity. 

However, liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) methods are the most classi-

cal and reliable methods, which can be used to verify the reliability of other detection meth-

ods. In particular, the development of high-resolution mass spectrometry (Orbitrap, QqTOF, 

etc.) and advanced chromatographic techniques such as hydrophilic interaction liquid chro-

matography (HILIC) have promoted the application of mass spectrometry methods for the 

detection and study of vitamins. Finally, current trends and future prospects of vitamin anal-

ysis in food are presented. 

 

 

Keywords 

Vitamins, food, analytical methods, chromatographic separation, liquid chromatography, ca-

pillary electrophoresis 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο. ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ  

 

1.1. Γενικά  

 

Τα θρεπτικά στοιχεία των τροφίμων χωρίζονται σε 6 μεγάλες κατηγορίες: πρωτεΐνες, λιπί-

δια, υδατάνθρακες, βιταμίνες, ανόργανα στοιχεία και νερό.  

Οι βιταμίνες είναι οργανικά μόρια που λειτουργούν ως συστατικά συνενζύμων ή 

ενζύμων με διάφορες χημικές αντιδράσεις οι οποίες λαμβάνουν χώρα στον ανθρώπινο ορ-

γανισμό. Ως κοινό χαρακτηριστικό των βιταμινών αποτελεί το γεγονός ότι απαιτούνται σε 

πολύ μικρές ποσότητες (της τάξεως του mg ή μg ανά ημέρα, micronutrients) καθώς και ότι 

εμπλέκονται σε βασικές λειτουργίες του οργανισμού, όπως η ανάπτυξη, η λειτουργία και ο 

μεταβολισμός. Επίσης, οι βιταμίνες παρέχονται στον ανθρώπινο οργανισμό, καθ΄ ολοκλη-

ρίαν ή μερικώς, από την τροφή που καταναλώνει. Ανάλογα με τη διαλυτότητά τους διακρί-

νονται σε δύο μεγάλες κατηγορίες, τις υδατοδιαλυτές βιταμίνες και τις λιποδιαλυτές βιταμί-

νες. Προς ευκολία της επιστήμης των τροφίμων, οι βιταμίνες έχουν εμπειρικά ονόματα αλλά 

συμβολίζονται και με γράμματα του λατινικού αλφαβήτου. Στις υδατοδιαλυτές βιταμίνες 

περιλαμβάνονται οι βιταμίνες του συμπλέγματος Β και η βιταμίνη C, ενώ στις λιποδιαλυτές 

βιταμίνες περιλαμβάνονται οι A, D, E και Κ βιταμίνες.  

Αναλυτικότερα, οι βιταμίνες δεν είναι δομικά συστατικά των ιστών, ούτε προμη-

θεύουν με ενέργεια τον οργανισμό, αλλά δρουν ως συνένζυμα διαφόρων ενζυμικών συστη-

μάτων. Είναι δηλαδή βιολογικά οργανικά σύμπλοκα, απαραίτητα στον άνθρωπο και τη φυ-

σιολογική σωματική και ψυχική ανάπτυξή του. Οι κυριότερες λειτουργίες που επιτελούν οι 

βιταμίνες στον οργανισμό είναι οι εξής: 1) δρουν ως συνένζυμα, 2) είναι βιολογικά αντιο-

ξειδωτικά, 3) αποτελούν συμπαράγοντες μείωσης οξειδωτικών αντιδράσεων του μεταβολι-

σμού και 4) δρουν σαν ορμόνες. Ουσιαστικά, οι βιταμίνες αποτελούν τον ακρογωνιαίο λίθο 

για τις περισσότερες διαδικασίες του μεταβολισμού.  

Πολλές βιοχημικές αντιδράσεις δεν θα μπορούσαν να διεξαχθούν χωρίς την παρου-

σία των βιταμινών, ενώ άλλες πάλι θα γίνονταν πολύ αργά και ακανόνιστα. Είναι αναγκαίες, 

λοιπόν, για την αφομοίωση των πρωτεϊνών, των υδατανθράκων και των λιπών. Συντελούν 

στη σύνθεση των ορμονών και των ενζύμων. Ενισχύουν το αμυντικό σύστημα του οργανι-

σμού και διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη λειτουργία του νευρικού συστήματος. Γενι-

κότερα, οι βιταμίνες δρουν ως καταλύτες και συνδυάζονται με πρωτεΐνες δημιουργώντας 
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μεταβολικά ενεργά ένζυμα, ώστε να λαμβάνουν χώρα πολλές αντιδράσεις στον οργανισμό. 

Πλήρης ή μερική στέρηση μίας ή περισσοτέρων βιταμινών από τον οργανισμό, προκαλεί 

διάφορες παθολογικές καταστάσεις (αβιταμίνωση ή υποβιταμίνωση), που υποχωρούν ταχύ-

τατα με την πρόσληψη των βιταμινών που λείπουν. Η ανεπάρκειά τους στη διατροφή του 

ανθρώπου, ελαττώνει την αντίσταση του οργανισμού και τον καθιστά ευπρόσβλητο στις 

μολύνσεις και τις ασθένειες. Οι βιταμίνες εμπλέκονται σε συγκεκριμένες ζωτικές λειτουρ-

γίες στο μεταβολισμό και η έλλειψη ή η περίσσεια τους μπορεί να προκαλέσει σημαντικά 

προβλήματα υγείας. Κύριες αιτίες έλλειψης βιταμινών είναι ο τρόπος μαγειρέματος τροφί-

μων, το κάπνισμα, το αλκοόλ, οι κακές διατροφικές συνήθειες μαζί με αυστηρές δίαιτες 

αδυνατίσματος, το άγχος, η χρήση αντισυλληπτικών, τα αντιβιοτικά και η κακώς εννοού-

μενη χορτοφαγία. Με εξαίρεση τη βιταμίνη D, οι βιταμίνες δεν μπορούν να παραχθούν μέσα 

στο σώμα και θα πρέπει να λαμβάνονται από τον διαιτολόγο μέσω φαρμακευτικών προϊό-

ντων. Επομένως, τα προϊόντα υγειονομικής περίθαλψης με βιταμίνες είναι πολύ κοινά στη 

σύγχρονη βιομηχανία τροφίμων και φαρμάκων. Ορισμένες βιταμίνες μπορούν επίσης να 

χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες για ορισμένες ασθένειες. Για παράδειγμα, μια ανεπάρκεια 

λιποδιαλυτής βιταμίνης είναι χαρακτηριστική για παιδιά με κυστική ίνωση. Ως εκ τούτου, 

μια αξιόπιστη ανάλυση βιταμινών σε διαφορετικές μήτρες δειγμάτων κρίνεται απαραίτητη 

για τη βιομηχανία υγειονομικής περίθαλψης και τον έλεγχο των ασθενειών (Wang et al., 

2018). 

Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται πολλαπλασιασμός στην κατανάλωση φαρμα-

κευτικών βιταμινούχων σκευασμάτων με τη μορφή δισκίων ή σκόνης, πιστεύοντας ότι βελ-

τιώνουν την υγεία. Μια καλή και ισορροπημένη διατροφή παρέχει στον ανθρώπινο οργανι-

σμό όλες τις απαραίτητες βιταμίνες και επομένως, σπάνια αποτελεί αναγκαία η καταφυγή 

στην πρόσληψή τους μέσω συμπληρωμάτων διατροφής (Δρακοπούλου, 2021). 

Ο ανθρώπινος οργανισμός διαχειρίζεται τις υδατοδιαλυτές βιταμίνες με διαφορε-

τικό τρόπο από τις λιποδιαλυτές. Πιο συγκεκριμένα, οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες απορρο-

φούνται στο αίμα και με εξαίρεση τη  βιταμίνη Β12, δεν διατηρούνται για μεγάλες περιόδους 

στον οργανισμό. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητος ο ημερήσιος εφοδιασμός του οργανι-

σμού με τις βιταμίνες αυτές μέσω της διατροφής. Η τυχόν αποθήκευσή τους οφείλεται σε 

σύνδεση αυτών με ένζυμα ή μεταφορικές πρωτεΐνες. Όταν η ημερήσια πρόσληψη κάποιας 

υδατοδιαλυτής βιταμίνης υπερκαλύπτει τις ανάγκες του οργανισμού, το πλεόνασμα απεκ-

κρίνεται με τα ούρα. Από την άλλη πλευρά, η απορρόφηση και η μεταφορά των λιποδιαλυ-

τών βιταμινών σχετίζεται άμεσα με την απορρόφηση και την μεταφορά των λιπιδίων. Για 

την απορρόφηση των λιποδιαλυτών βιταμινών απαιτείται η παρουσία χολικών αλάτων και 
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η μεταφορά τους γίνεται αρχικά από τα χυλομικρά. Σε αντίθεση με τις υδατοδιαλυτές βιτα-

μίνες, οι λιποδιαλυτές αποθηκεύονται στον οργανισμό. Βέβαια κάθε μία από αυτές αποθη-

κεύονται σε διαφορετικό ποσοστό.  

 

1.1. Υδατοδιαλυτές βιταμίνες 

 

Οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες περιλαμβάνουν το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) και τις βιταμίνες 

του συμπλέγματος Β και συγκεκριμένα τη θειαμίνη (βιταμίνη Β1), τη ριβοφλαβίνη i(βιτα-

μίνη iΒ2), το νικοτινικό οξύ ή νιασίνη (βιταμίνη Β3), το φολικό οξύ (βιταμίνη Β9), τη πυ-

ριδοξίνη (βιταμίνη Β6), τη κυανοκοβαλαμίνη (βιταμίνη Β12), τη βιοτίνη (βιταμίνη Β7) και 

το παντοθενικό οξύ (βιταμίνη Β5). Η βιοτίνη αναφέρεται επίσης ως βιταμίνη Β8 και παλαι-

ότερα γνωστή ως βιταμίνη Η/ συνένζυμο R.  

Ορισμένες βιταμίνες του συμπλέγματος Β όπως η Β1, Β2, Β6 και Β9, περιλαμβά-

νουν πολλά βιταμερή. Ως βιταμερή θεωρούνται οι ενώσεις που αλληλομετατρέπονται ή υ-

ποκαθιστούν τη λειτουργική μορφή της βιταμίνης. Οι βιταμίνες αυτές εμφανίζουν διαφορε-

τική χημική φύση, πολυπλοκότητα δομής, σταθερότητα και φυσικές ιδιότητες. Όλες οι υδα-

τοδιαλυτές βιταμίνες παρουσιάζουν υδρόφιλη φύση, ωστόσο, η διαλυτότητά τους στο νερό 

ποικίλλει σημαντικά από λιγότερη διαλυτή (ριβοφλαβίνη Β2) έως εξαιρετικά διαλυτή (α-

σκορβικό οξύ). Ο Πίνακας 1. παραθέτει τα κύρια παράγωγα και τα βιταμερή των υδατοδια-

λυτών βιταμινών (Fatima et al., 2019).  

Πίνακας  1. Κύριες χημικές ιδιότητες των υδατοδιαλυτών βιταμινών (Fatima et al., 2019). 
  

Όνομα 
Παράγωγα/ 

iΒιταμερή 
Δομή 

Μοριακό 

iβάρος i 

(g/ imol) 

Συ-

ντελε-

στής 

κατα-

νομής  

(log 

P) 

Βιταμίνη iC Ασκορβικό iοξύ 

i(ΑΑ) 

 

     176.12 -1.88 
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 Δεϋδροασκορβικό 

iοξύ i(DΗA) 

 

174.108 -1.0 

Θειαμίνη i(Β1) Θειαμίνη i 

 

265.355 1 

 Μονοφωσφορική 

iθειαμίνη i(ΤΜΡ) 

 

343.32 -5.70 

 Πυροφωσφορική 

iθειαμίνη i(διφω-

σφορική iθειαμίνη, 

iTDP) 

 

425.3 -5.80 

Ριβοφλαβίνη 

i(Β2) 

Ριβοφλαβίνη i 

 

376.37 -1.46 

 Μονονουκλεοτίδιο 

iφλαβίνης i(FMN, 

iριβοφλαβίνη-5’-

φωσφορική) 

 

456.348 -2.6 

 Δινουκλεοτίδιο 

iφλαβίνης iαδενί-

νης i(FAD) 

 

785.557 -5 

Νιασίνη i(Β3) Νικοτινικό iοξύ i 

 

123.111 0.4 
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 Νιασιναμίδη i 

 

122.27 -0.4 

Παντοθενικό 

iοξύ i(Β5) 

 

 

219.237 -1.1 

Πυριδοξίνη 

i(Β6) i 

Πυριδοξάλη i(PL) 

 

167.164 0 

 Πυριδοξίνη i 

(πυριδοξόλη, iPN) 

 

169.18 -0.8 

 Πυριδοξαμίνη 

i(PM) 
 

168.197 -1 

 4-πυριδοξικό iοξύ 

i(4-ΡΑ) 

 

183.167 0.1 

 Φωσφορική  

iπυριδοξάλη i(PLP) 
 

247.143 -1.1 

 Φωσφορική i 

πυριδοξίνη i(PNP) 
 

249.159 -1.9 

 Φωσφορική  

iπυριδοξαμίνη 

i(PMP) 
 

248.175 -4.4 

Βιοτίνη i(Β7)  

 

244.309 0.3 

Βιταμίνη iΒ9 Φολικό iοξύ i(Pte 

iGlu) 

 

441.404 -1.1 

 Τετραϋδροφυλλικό 

i(THF, iH4folate) 

 

445.436 -0.6 
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 Διϋδροφολικό iοξύ 

i(DHF, iH2FA) 

 

443.42 -0.9 

 5-methyl-THF i(5-

CH3-H4folate) 
 

459.463 -0.5 

 10-formyl-THF 

i(10-HCO-H4fo-

late)  

473.446 -1.2 

 5,10 imethenyl-

THF i(5,10- iCH+-

H4folate)  

456.439 -1.7 

Κοβαλαμίνες 

i(Β12) 

Μεθυλοκοβαλα-

μίνη i(MeCbl) 

Αδενοσυλοκοβαλα-

μίνη i(AdoCbl) 

Υδροξυκοβαλαμίνη 

i(OHCbl) 

Κυανοκοβαλαμίνη 

i(CNCbl) 
 

R i= iCN i(CNCbl), i 

OH i(OHCbl), iCH3 

i(MeCbl), i-C12H10N5O3 

i(AdoCbl) 

1355.388 1.897 

     

 

Οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες είναι ευρέως γνωστές για τον ιδιαίτερο ρόλο τους στον 

μεταβιολισμό ενέργειας, καθώς και στη διατήρηση υγιών μυών, δέρματος, ματιών, μαλλιών 

και ήπατος. (Πίνακας 2). Δρουν ως πρόδρομοι συνενζύμων και ενζυμικών συμπαραγόντων 

σε διάφορες μεταβολικές αντιδράσεις που συμβαίνουν στον οργανισμό, όπως λιπίδια, υδα-

τάνθρακες και μεταβολισμό πρωτεϊνών (Fatima et al., 2019). Η ανεπάρκεια των βιταμινών 

αυτών στο ανθρώπινο σώμα μπορεί να προκαλέσει διάφορα μεταβολικά κι άλλα προβλή-

ματα υγείας, όπως μπέρι-μπέρι, αναιμία, νευρολογικές παθήσεις, στοματικές βλάβες και 

πελλάγρα.  
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Πιο συγκεκριμένα, η βιταμίνη C παίζει ευεργετικό ρόλο σε ορισμένες επιδράσεις 

που προάγουν την υγεία, όπως η βιοσύνθεση κολλαγόνου, καρνιτίνης και ορμονών, η ανο-

σολογική απόκριση, η απορρόφηση σιδήρου και η ανεπαρκής πρόσληψή της μπορεί να προ-

καλέσει τη θανατηφόρο νόσο του σκορβούτου. Ορισμένες υδατοδιαλυτές βιταμίνες, επίσης, 

παρουσιάζουν αντιοξειδωτική δράση, ειδικά το ασκορβικό οξύ, είναι ένα πολύ γνωστό πρό-

σθετο των τροφίμων λόγω της ιδιότητας αυτής. Στον Πίνακα 1.2 που ακολουθεί περιγράφο-

νται βασικές λειτουργίες και διατροφικές πηγές των υδατοδιαλυτών βιταμινών (Yuan Zhang 

et al., 2018). Εκτός από τη βιταμίνη Β12, η αποθήκευση και η σύνθεση άλλων υδατοδιαλυ-

τών βιταμινών δεν είναι δυνατή από τον ανθρώπινο οργανισμό, επομένως η συνεχής ημε-

ρήσια πρόσληψή τους είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της καλής υγείας (Fatima et al., 

2019). Επιπλέον γνωρίζουμε ότι οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες απορροφώνται απ’ ευθείας στο 

αίμα σε υψηλά ποσοστά. Αξίζει επομένως να σημειωθεί ότι δεν εγκυμονεί κίνδυνος για το-

ξικότητα από την υπερβολική πρόσληψη των συγκεκριμένων βιταμινών διότι πλεονάζουσες 

ποσότητες απομακρύνονται μέσω των ούρων. Ωστόσο, έχει διαπιστωθεί ότι καταστρέφο-

νται με το μαγείρεμα, την αποθήκευση (κονσερβοποίηση, κατάψυξη) και είναι ιδιαίτερα 

ευαίσθητες στη θερμότητα και στο φως (κυρίως η βιταμίνη C). 

 

Πίνακας  2. Βασικές λειτουργίες και διατροφικές διιότητες των υδατοδιαλυτών βιταμινών 

(Yuang Zhang et al., 2018). 
 

Βιταμίνη Λειτουργία Διατροφικές iΠηγές 

Ασκορβικό iοξύ i 

(Βιταμίνη iC) 

Έχει iαντιοξειδωτική 

δράση iκαι iαποτελεί iμέ-

ρος iενός iενζύμου iπου α-

παιτείται iγια iτον iμετα-

βολισμό iτων iπρωτεϊνών. 

Επίσης iβοηθά iστην iα-

πορρόφηση iτου iσιδήρου 

και iείναι iσημαντικό iγια 

την iομαλή iλειτουργία 

του iανοσοποιητικού iσυ-

στήματος i 

 

Βρίσκεται iσε iλαχανικά iκαι 

φρούτα, iιδιαίτερα: iακτινί-

δια, iμάνγκο, iπαπάγια, iμα-

ρούλι, iπατάτες, iντομάτες, 

πιπεριές, iφράουλες, iπεπόνι 

κλπ. 

Θειαμίνη 

(Βιταμίνη iΒ1) 

Αποτελεί μέρος ενός ενζύ-

μου που απαιτείται για τον 

μεταβολισμό της ενέρ-

γειας και είναι σημαντικό 

για τη λειτουργία του νευ-

ρικού συστήματος 

 

Βρίσκεται σε μέτριες ποσό-

τητες σε όλα τα θρεπτικά 

τρόφιμα, όπως ξηροί καρποί, 

σπόροι, όσπρια, δημητριακά 

ολικής άλεσης και ψωμιά, 

κρέας χοιρινό.  
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Ριβοφλαβίνη 

(Βιταμίνη iΒ2) 

Αποτελεί μέρος ενός ενζύ-

μου που απαιτείται για τον 

μεταβολισμό της ενέρ-

γειας. Είναι επίσης σημα-

ντικό για την υγεία του 

δέρματος και τη φυσιολο-

γική όραση  

 

Εμπλουτισμένα δημητριακά 

ολικής άλεσης και ψωμιά, 

πράσινα φυλλώδη λαχανικά, 

γαλακτοκομικά προϊόντα 

Νικοτινικό iοξύ 

(Βιταμίνη iΒ3) 

Αποτελεί μέρος ενός ενζύ-

μου που απαιτείται για τον 

μεταβολισμό της ενέρ-

γειας. Είναι επίσης σημα-

ντικό για την υγεία του 

δέρματος και την ομαλή 

λειτουργία του νευρικού 

και πεπτικού συστήματος 

 

Φυστικοβούτυρο, λαχανικά 

(ιδιαίτερα, πράσινα φυλ-

λώδη λαχανικά, σπαράγγια, 

μανιτάρια), εμπλουτισμένα 

ή ολικής άλεσης δημητριακά 

και ψωμιά, πουλερικά και 

κρέας 

Παντοθενικό iοξύ i(Βιτα-

μίνη iΒ5) 

Αποτελεί iμέρος iενός iεν-

ζύμου iπου iαπαιτείται 

iγια iτον iενεργειακό iμε-

ταβολισμό 

 

Είναι iευρέως iδιαδεδομένο 

iστα iτρόφιμα 

Πυριδοξίνη 

(Βιταμίνη iΒ6) 

Αποτελεί iενός iενζύμου 

iπου iαπαιτείται iγια iτον 

iμεταβολισμό iπρωτεϊνών. 

iΒοηθάει iεπίσης iστην 

iπαραγωγή iτων iερυθρών 

iαιμοσφαιρίων 

 

Φρούτα, iλαχανικά, iπουλε-

ρικά, iψάρια iκαι iκρέας 

Φολικό iοξύ 

(Βιταμίνη iΒ9) 

Αποτελεί μέρος ενός ενζύ-

μου που απαιτείται για τη 

δημιουργία νέων κυττά-

ρων και DNA 

 

Συκώτι, χυμός πορτοκαλιού, 

σπόροι, όσπρια, πράσινα 

φύλλα  

Κοβαλαμίνη 

(Βιταμίνη iΒ12) 

Αποτελεί μέρος ενός ενζύ-

μου που απαιτείται για τη 

δημιουργία νέων κυττά-

ρων και είναι σημαντικό 

για την ομαλή λειτουργία 

του νευρικού συστήματος 

 

Γάλα, γαλακτοκομικά προϊ-

όντα, αυγά, θαλασσινά, ψά-

ρια, πουλερικά, κρέας. Δεν 

υπάρχει σε φυτικές τροφές 

Βιοτίνη 

(Βιταμίνη iΒ7) 

Αποτελεί iμέρος iοποιου-

δήποτε iενζύμου iπου iα-

παιτείται iγια iτον iμετα-

βολισμό iτης iενέργειας 

Είναι iευρέως iδιαδεδομένο 

iστα iτρόφιμα iκαι iμπορεί 

iνα iπαραχθεί iαπό iβακτή-

ρια iστον iεντερικό iσωλήνα 

 

1.1.1. Βιταμίνη C 
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Η βιταμίνη C ή το ασκορβικό οξύ είναι μια από τις πιο σημαντικές βιταμίνες για τον ανθρώ-

πινο οργανισμό, επομένως αξιόπιστες πληροφορίες σχετικά με την περιεκτικότητά της στα 

τρόφιμα αποτελεί ιδιαίτερη ανησυχία τόσο για τους καταναλωτές όσο και για τους φορείς 

ποιοτικού ελέγχου. Ωστόσο, η ετερογένεια των τροφίμων και η πιθανή αποικοδόμηση της 

iβιταμίνης iκατά iτην iανάλυσή iτης iδημιουργούν iτεράστιες τροποποιήσεις i(Spinola et al., 

2014). 

Η iiβιταμίνη iiC iiαναφέρεται iiσε iiόλες iiτις iiενώσεις iiπου iiεμφανίζουν ισοδύ-

ναμη iiβιολογική iiδράση iiμε iiτο iiL-ασκορβικό iiοξύ ii(L-AA), συμπεριλαμβανομένων 

των iiπροϊόντων iiοξείδωσής iiτου ii(δεϋδροασκορβικό iiοξύ, DHAA), iiτων iiισομερών (ι-

σοασκορβικό iiοξύ, iiΙΑΑ), iiτων iiεστέρων ii(παλμιτικός ασκορβυλεστέρας) iiκαι iiτων 

συνθετικών iiμορφών ii(6-δεοξυ-L-ΑΑ, ii2-φωσφορικο-L-AA). Είναι iiμια iiαπό iiτις iiπιο 

σημαντικές iiυδατοδιαλυτές iiβιταμίνες iiγια iiτην ανθρώπινη iiυγεία, iiγνωστή iiγια iiτην 

υψηλή iiαντιοξειδωτική iiτης iiδράση.  Συμμετέχειiiσε iiπολλές iiβιοχημικές iiλειτουργίες, 

όπως iiη iiαπορρόφηση iiτου σιδήρου, η iiσύνθεση iiκολλαγόνου iiκαι iiορμονών (ενζυμικός 

συμπαράγοντας) iiκαι iiη εξουδετέρωση iiτων iiελεύθερων iiριζών iiπου iiπροκύπτουν iiαπό 

τον iiκυτταρικό μεταβολισμό ii(αντιοξειδωτικό). Αποτρέπει iiτην iiεμφάνιση iiτης γήραν-

σης, iiτον σχηματισμό iiκαταρράκτη, iiτην iiαρτηριοσκλήρωση, iiτον iiκαρκίνο iiκαι iiτις 

καρδιαγγειακές iiπαθήσεις. Ii\Εφαρμόζεται iiεπίσης iiαπό iiτη iiβιομηχανία iiτροφίμων iiως 

πρόσθετο, iiαποτρέποντας iiτην iiοξείδωση iiτων iiπροϊόντων iiδιατροφής (Spinola et al., 

2014). 

Το iL-ασκορβικό iοξύ iυπάρχει iφυσικά iστα iπερισσότερα iφρούτα iκαι iλαχανικά, 

αλλά iο iανθρώπινος iοργανισμός iδεν iείναι iσε iθέση iνα iσυνθέσει iμόνος iτου. Η  Συνι-

στώμενη Ημερήσια Πρόσληψη (ΣΗΠ) iείναι i75 iκαι i90 mg/ημέρα iγια iενήλικες γυναίκες 

και iάνδρες, iαντίστοιχα. Το iL-AA iοξειδώνεται iγρήγορα iσε iDHAA iκαι οξείδωσή iτου 

μπορεί iνα iπροκληθεί iαπό iέκθεση iσε iυψηλές iθερμοκρασίες iκαι ipH, φως, iπαρουσία 

οξυγόνου iή iμετάλλων i(Fe3+, iAg+, iCu2+) iκαι iενζυμική iδράση. Το DHAA παρουσιάζει 

ισοδύναμη iβιολογική iδραστηριότητα iμε iτο iL-AA, iεπομένως είναι σημαντικό iνα μετρη-

θούν iκαι iτα iδύο iμόρια iγια iνα iγνωρίζουμε iτη iσυνολική περιεκτικότητα iσε iασκορβικό 

οξύ i(ΤΑΑ) iή iτη iσυνολική iπεριεκτικότητα iσε iβιταμίνη C iστα iτρόφιμα. Η  ισορροπία 

μεταξύ iiL-AA iiκαι iiDHAA iiεξαρτάται iiαπό iiτις συνθήκες iiπριν iiαπό iiτη iiσυγκομιδή 

του iiδείγματος (προέλευση, iiπρακτικές καλλιέργεια, iiστάδιο iiωρίμανσης) iiκαι iiτις συν-

θήκες iiμετά iiτη iiσυγκομιδή i(χειρισμός και iiαποθήκευση iiδείγματος). Το iiDHAA αντι-

προσωπεύει iiλιγότερο iiαπό iiτο ii10% του iiσυνολικού iiασκορβικού iiοξέος iiστα iφρέσκα 

κηπευτικά iiπροϊόντα, iiαλλά iiη περιεκτικότητά iiτου iiτείνει iiνα iiαυξάνεται iiκατά iiτην 
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αποθήκευση. iΟ iiκύριος στόχος μιας αναλυτικής μεθόδου είναι να μετρήσει το iπραγματικό 

περιεχόμενο του δείγματος iiχωρίς iiνα iiμετατοπίσει iiτεχνητά iiτην iiισορροπία iiτων iiδύο 

μορίων. Επομένως, πρέπει να δίνεται προσοχή καθ’ όλη τη διάρκεια της εκχύλισης και της 

ανάλυσης για να αποτραπεί η αποδόμηση και η απώλεια του L-ασκορβικού οξέος. Η μη 

αναστρέψιμη υδρόλυση του δεϋδροασκορβικού οξέος παράγει το βιολογικά ανενεργό 2,3-

δικετο-Ι-γουλονικό οξύ (DKGA), που ακολουθείται από την αποικοδόμησή του σε άλλα 

παραπροϊόντα, συμπεριλαμβανομένου του οξαλικού οξέος, του Ι-θρεονικού οξέος, του διο-

ξειδίου του άνθρακα, του Ι-ξυλονικού οξέος και Ι-ξυλόζη. Ορισμένοι iαναγωγικοί παράγο-

ντες iμπορούν iνα iμετατρέψουν iτο iDHAA iπίσω iσε iL-AA iin ivivo (αφυδρογονάση 

γλουταθειόνης) iκαι iin ivitro iσυστήματα (ομοκυστίνη, idl-1,4-διθειοθρεϊτόλη, iDTT, δι-

μερκαπτοπροπανόλη, iBAL iκαι iτρις-(2-   καρβοξυαιθυλο)φωσφίνη, iTCEP). iΕπομένως, 

λαμβάνοντας iυπόψη iτη iπιθανή αποικοδόμηση iτου iL-AA iανάλογα iμε iτις iσυνθήκες 

αποθήκευσης, iπροετοιμασίας δειγμάτων iκαι iεκχύλισης, iείναι iσημαντικό iνα αναπτυ-

χθούν iπροσεκτικά iκαι iνα επικυρωθούν iοι iαναλυτικές iμέθοδοι iπου iχρησιμοποιούνται 

για iτον iπροσδιορισμό iτης βιταμίνης iC iσε iδείγματα iτροφίμων, iώστε iτα iαποτελέσματα 

που iλαμβάνονται iνα είναι iαξιόπιστα (Spinola et al., 2014). 

 

1.1.2. Βιταμίνη Β 

 

Η βιταμίνη Β είναι ένα συνένζυμο που καταλύει τη μετατροπή των υδατανθράκων σε ενέρ-

γεια και τη βιοσύνθεση του DNΑ και των λιπαρών οξέων στον οργανισμό. Η έλλειψη πρόσ-

ληψης βιταμίνης Β μπορεί να προκαλέσει ασθένεια ανεπάρκειας, οπότε η πρόσληψη βιτα-

μίνης Β είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της υγείας. Το σύμπλεγμα βιταμινών Β είναι 

υδατοδιαλυτό και περιλαμβάνει οκτώ βιταμίνες, τη θειαμίνη (Β1), ριβοφλαβίνη (Β2), πυρι-

δοξίνη (Β6), κοβαλαμίνη (Β12), νιασίνη (Β3, ΡΡ και νικοτινικό οξύ), παντοθενικό οξύ (Β5), 

φολικό οξύ (Β9) και βιοτίνη (Β7). Το σύμπλεγμα Β υπάρχει σε διάφορες δομές στους οργα-

νισμούς και τα τρόφιμα. 

 

1.2. Λιποδιαλυτές βιταμίνες 

 

Οι λιποδιαλυτές βιταμίνες αποτελούν μια μεγάλη οικογένεια βασικών μικροθρεπτικών συ-

στατικών με ποικιλία κρίσιμων λειτουργιών για τον ανθρώπινο οργανισμό. Σε σύγκριση με 

τα μακροθρεπτικά συστατικά, η φυσική τους κατανομή είναι πλέον πιο γνωστή λόγω της 

σημαντικής αναλυτικής πολυπλοκότητας (Fanali et al., 2017). Οι λιποδιαλυτές βιταμίνες 
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ταξινομούνται στις ομάδες A, D, E και K, καθεμία από τις οποίες περιλαμβάνει μεγάλο 

αριθμό ομολόγων (βιταμερών) και μεταβολιτών, με διαφορετική βιοδιαθεσιμότητα, βιολο-

γική δραστικότητα και/ή φυσιολογικό ρόλο. Πολλές λιποδιαλυτές βιταμίνες ταξιδεύουν στο 

σώμα με την συνοδεία πρωτεϊνών, οι οποίες λειτουργούν ως μεταφορείς. Λιποδιαλυτές ο-

νομάζονται οι βιταμίνες που διασπώνται στο λίπος, επομένως τα λιπαρά τρόφιμα και τα 

έλαια αποτελούν κύριες αποθήκες αυτών των βιταμινών. Σε αντίθεση με τις υδατοδιαλυτές, 

ο οργανισμός αποθηκεύει την περίσσεια και απελευθερώνει σταδιακά τις απαραίτητες πο-

σότητες για να καλυφθούν οι εκάστοτε ανάγκες. Ακριβώς επειδή αποθηκεύονται για μεγά-

λες χρονικές περιόδους, μπορούν εύκολα να εμφανιστούν τοξικά επίπεδα. Ο Πίνακας 3  πα-

ραθέτει βασικές λειτουργίες και πηγές των λιποδιαλυτών βιταμινών (Yuan Zhang et al., 

2018; Tyskiewicz et al., 2018). 

 

1.2.1. Βιταμίνη Α 

 

Η βιταμίνη Α είναι ένας γενικός όρος που περιλαμβάνει δύο κατηγορίες ενώσεων, 

τα ρετινοειδή (ρετινόλη, ρετινάλη, ρετινοϊκό οξύ, εστέρες ρετινυλίου), οι οποίες βρίσκονται 

σε τρόφιμα ζωϊκής προέλευσης και τα καροτενοειδή προβιταμίνη Α που υπάρχουν στα 

φρούτα και λαχανικά. Κατά συνέπεια, ο αριθμός και η ποικιλία των βιταμερών της βιταμίνης 

Α που απαντώνται στα τρόφιμα, μπορεί να είναι αρκετά υψηλά. Έλλειψη αυθεντικών προ-

τύπων και χημικής ετερογένειας αποτελούν τις κύριες δυσκολίες στον εντοπισμό, τον δια-

χωρισμό και τον ποσοτικό προσδιορισμό των ενώσεων αυτών, ιδιαίτερα εστέρες ρετινυλίου. 

Για το λόγο αυτό, η βιβλιογραφία επί του θέματος είναι περιορισμένη, ενώ αρκετές είναι οι 

μέθοδοι που αφορούν τον προσδιορισμό της συνολικής βιταμίνης Α μέσω της υδρόλυσης 

όλων των μορφών. Τα πρακτικά πλεονεκτήματα που προκύπτουν από την ανάλυση της ολι-

κής βιταμίνης Α αφορούν την απλοποίηση του χρωματογραφικού διαχωρισμού, την αυξη-

μένη ευαισθησία (ολόκληροiτοiσήμα συγκεντρώνεταιiμόνο σε ένα ομόλογο) και τέ-

λος,iτηνiμείωση τουiκόστους ανάλυσηςi(μόνο ένα αυθεντικό πρότυπο είναι απαραίτητο). 

Από την άλλη πλευρά, το βασικό μειονέκτημα μιας τέτοιας προσέγγισης είναι το γεγονός 

ότι οι πληροφορίες σχετικά με τη φυσική κατανομή των εστέρων ρετινυλίου χάνονται 

(Fanali et al., 2017). 
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1.2.2. Βιταμίνη D 

 

Η βιταμίνη D υπάρχει φυσικά σε πολύ λίγα τρόφιμα, όπως τα ψάρια αλμυρού νερού 

(σολομός, σαρδέλα, τόνος), αυγά, συκώτι και γαλακτοκομικά προϊόντα. Οι πιο κοινές μορ-

φές είναι η εργοκαλσιφερόλη (βιταμίνη D2) και η χοληκαλσιφερόλη (βιταμίνη D3), αλλά 

παράγεται επίσης και ενδογενώς όταν οι υπεριώδες ακτίνες από το ηλιακό φως πέφτουν στο 

δέρμα και ενεργοποιούν τη σύνθεση της 7-δεϋδροχοληστερόλης. Επιπλέον, η βιταμίνη D2 

είναι η λιγότερη κοινή μορφή της βιταμίνης D και έχει δυνητικά χαμηλότερη βιοδιαθεσιμό-

τητα από τη βιταμίνη D3.  Βασικές λειτουργίες της βιταμίνης D είναι η απορρόφηση του 

ασβεστίου, η ρύθμιση στην ανάπτυξη των οστών και η συμβολή της στη λειτουργία του 

ανοσοποιητικού (Fanali et al., 2017). 

Λόγω της φυσικής χαμηλής αφθονίας των τροφίμων που περιέχουν βιταμίνη D, 

συχνά εμπλουτίζεται σε τρόφιμα όπως τα δημητριακά και το γάλα. Εκτός από τα συμπλη-

ρώματα, η διαιτητική πρόσληψη της βιταμίνης D συμβάλλει ελάχιστα στα επίπεδα της βι-

ταμίνης. Η κύρια φυσική πηγή βιταμίνης D είναι η μετατροπή της στο δέρμα από το στερε-

οειδές 7-δεϋδροχοληστερόλη με το φως του ήλιου. Κατά προσέγγιση το 90% της βιταμίνης 

D λαμβάνεται μέσω της μετατροπής της 7-δεϋδροχοληστερόλης, που βρίσκεται στα επιδερ-

μικά κύτταρα του δέρματος, σε προβιταμίνη D, η οποία στη συνέχεια ισομερίζεται σε βιτα-

μίνη D3. Αυτό συμβαίνει με την έκθεση του δέρματος σε ακτινοβολία UV σε μήκος κύματος 

290-315 nm. Και οι δύο βιταμίνες D2 και D3 είναι μεταβολικά ανενεργές εντός του σώματος 

και απαιτούν πολλά στάδια υδροξυλίωσης πριν μπορέσουν να ασκήσουν τη λειτουργία τους 

(Tuddenham et al., 2021). Συνολικά, μέχρι σήμερα, περισσότεροι από 50 φυσικοί μεταβο-

λίτες της βιταμίνης D είναι γνωστοί και ορισμένοι από αυτούς μπορούν να παρεμβαίνουν 

σε αναλυτικές μετρήσεις με άλλους μεταβολίτες ενδιαφέροντος (Kattner et al., 2016).  

 

1.2.3. Βιταμίνη Ε 

 

Η βιταμίνη Ε αποτελείται από τις τοκοχρωμανόλες, όλες φυτικής προέλευσης: τέσ-

σερις τοκοφερόλες (Ts), που έχουν μια κορεσμένη ισοπρενοειδή πλευρική αλυσίδα και τέσ-

σερις τοκοτριενόλες (T3s), με πλευρική αλυσίδα ανάλογη με τις τοκοφερόλες αλλά που πε-

ριέχει τρεις trans-διπλούς δεσμούς. Οι τοκοφερόλες και οι τοκοτριενόλες ορίζονται ως   α-, 

β-, γ- και δ- σύμφωνα με τον αριθμό και τη θέση των μεθυλικών υποκαταστατών. Δυσκολίες 

που εμποδίζουν την ειδογένεση των ομόλογων της βιταμίνης Ε αφορούσαν κυρίως τον χρω-

ματογραφικό διαχωρισμό των β- και γ- ισομερών, που έχουν προσδιοριστεί παγκοσμίως. 
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1.2.4. Βιταμίνη Κ  

 

Η βιταμίνη Κ αντιπροσωπεύεται από δύο οικογένειες με έναν κοινό πυρήνα ναφ-

θοκινόνης και μια διαφορετική πλευρική αλυσίδα: την βιταμίνη Κ1 ή φυλλοκινόνη (Κ1), η 

οποία έχει αλυσίδα φυτιλίου, από φυτικά τρόφιμα και την βιταμίνη Κ2, συμπεριλαμβανο-

μένης της ομάδας των μετακινονών (ΜΚ-n, με n ο αριθμός των μονάδων ακόρεστου ισο-

πρενίου που κυμαίνεται από 4 έως 13), από βακτηριακές πηγές. Τα σημαντικότερα εμπόδια 

που, μέχρι στιγμής, εμπόδιζαν την ανάλυση των ΜΚ-n σε τρόφιμα ζωϊκής προέλευσης ήταν 

οι πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις, η συνεκχύλιση λιπιδίων παρεμβάλοντας στον προσδιορι-

σμό της μετακινόνης-4 (ΜΚ-4) και την περιορισμένη διαθεσιμότητα ή/ και το υψηλό κόστος 

των αυθεντικών προτύπων τους (Fanali et al., 2017). 

 

Πίνακας  3. Λιποδιαλυτές βιταμίνες (Yuang Zhang et al., 2018; Tyskiewicz et al., 2018). 
 

Βιταμίνη Δομή  Λειτουργία Διατροφικές Πη-

γές 

Βιταμίνη 

Α 

 

Υγιείς βλεννο-

γόνους μεμβρά-

νες, υγιή δέρμα, 

όραση, δόντια 

και ανάπτυξη 

των οστών, ενι-

σχύει το ανοσο-

ποιητικό σύ-

στημα  

Από ζωϊκές πηγές 

(ρετινόλη): συκώτι, 

αυγά, μαργαρίνη, 

βούτυρο, κρέμα γά-

λακτος, τυρί, ε-

μπλουτισμένο γάλα  

Από φυτικές πηγές 

(β-καροτίνη): λαχα-

νικά, όπως κολο-

κύθα, γλυκοπατά-

τες, καρότα, 

φρούτα, όπως πε-

πόνι και βερίκοκα, 

πράσινα φυλλώδη 

λαχανικά 
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Βιταμίνη 

D 

 
 

Απαιτείται για 

τη σωστή απορ-

ρόφηση του α-

σβεστίου  

Εμπλουτισμένη 

μαργαρίνη και 

γάλα, λιπαρά ψά-

ρια, συκώτι, κρόκοι 

αυγών. Το δέρμα 

μπορεί επίσης να 

παράγει βιταμίνη D 

όταν εκτίθεται στο 

ηλιακό φως 

Βιταμίνη 

K 

 

Απαιτείται για 

τη σωστή πήξη 

του αίματος 

Λαχανικά, όπως το 

λάχανο και τα πρά-

σινα φυλλώδη λα-

χανικά, και το γάλα. 

Παράγεται επίσης 

στον εντερικό σω-

λήνα από τα βακτή-

ρια 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2ο. ΑΝΑΛΥΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1. Γενικά 

 

Η αναλυτική χημεία περιγράφεται συχνά ως ο κλάδος της χημείας που ασχολείται με τον 

χαρακτηρισμό της σύνθεσης ενός δείγματος. Πιο αναλυτικά, ο κλάδος αυτός εστιάζει στην 

αναγνώριση των συστατικών σε ένα μείγμα ή/ και τον ποσοτικό προσδιορισμό τους. Ω-

στόσο, ο ορισμός αυτός δεν μπορεί να θεωρηθεί πλήρης, αφού όλοι οι ερευνητές πραγμα-

τοποιούν ποσοτικές ή ποιοτικές μετρήσεις στον τομέα της αναλυτικής χημείας. Επομένως, 

ο πραγματικός στόχος δεν είναι η απλή εκτέλεση μιας τεχνικής ανάλυσης, αλλά η ανάπτυξη 

νέων αναλυτικών μεθόδων κατάλληλων για συγκεκριμένες εφαρμογές, η βελτίωση των υ-

φιστάμενων μεθόδων ή η επέκταση των ήδη καθιερωμένων μεθόδων σε διαφορετικά είδη 

δειγμάτων. Για τους λόγους αυτούς, η αναλυτική χημεία χρησιμοποιείται σε όλα σχεδόν τα 
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επιστημονικά πεδία, που κυμαίνονται από τη μηχανική έως την ιατρική, τη φυσική έως τη 

γεωλογία και ούτω καθεξής. Ιδιαίτερα όμως σημαντικός είναι ο ρόλος της αναλυτικής χη-

μείας στον κλάδο της επιστήμης των τροφίμων. Επιπλέον, ορίζεται ως μια «κεντρική επι-

στήμη» ικανή να χρησιμεύει ως γέφυρα μεταξύ της βιομηχανίας και της ακαδημαϊκής έρευ-

νας.  

Η αναλυτική χημεία έχει θεμελιώδη ρόλο στην επιστήμη των τροφίμων, επειδή τα 

τρόφιμα αντιπροσωπεύουν περίπλοκα και ετερογενή μείγματα πολλών βιοχημικών συστα-

τικών. Για τον λόγο αυτό, η ανάπτυξη κατάλληλων αναλυτικών τεχνικών έχει καθοριστικό 

ρόλο για τον καθορισμό των χημικών, φυσικών και βιολογικών ιδιοτήτων των προϊόντων 

διατροφής και για τις αλλαγές που μπορούν να υποστούν κατά την επεξεργασία και την 

αποθήκευσή τους. Όπως είναι γνωστό, οι αναλυτικές μεθοδολογίες έχουν εξελιχθεί σημα-

ντικά με την πάροδο των χρόνων, από βασικές χημικές αναλύσεις έως προηγμένες ενόργα-

νες τεχνικές. Η σημαντική πρόοδος στην ανάλυση των τροφίμων σχετίζεται σημαντικά με 

την τεχνολογική ανάπτυξη, η οποία οδήγησε στον σχεδιασμό εξαιρετικά εξελιγμένων ανα-

λυτικών οργάνων και λογισμικών, αλλά και στην προσπάθεια κάλυψης των αυξημένων α-

ναγκών των καταναλωτών. Για παράδειγμα, διάφορες αναλυτικές προσεγγίσεις εφαρμόζο-

νται ευρέως στην μελέτη τροφίμων, με στόχο την αξιολόγηση της θρεπτικής αξίας, της ποι-

ότητας, της γνησιμότητας, της ασφάλειας και της σταθερότητας κάθε προϊόντος. Σήμερα, οι 

συνδυασμένες αναλυτικές τεχνικές χρησιμοποιούνται εύκολα για τη μελέτη της χημικής 

σύνθεσης σε μοριακό επίπεδο πολλών τροφίμων, λαμβάνοντας έτσι πληροφορίες σχετικά 

με ολόκληρο το προφίλ των συστατικών στα τρόφιμα. Οι προσεγγίσεις αυτές παρέχουν ένα 

χρήσιμο δακτυλικό αποτύπωμα για κάθε μήτρα τροφίμων και αντιπροσωπεύουν πολύτιμα 

εργαλεία για την αξιολόγηση της γνησιότητας και της ποιότητας των τροφίμων. Τέλος, η 

αναλυτική χημεία συμβάλλει σημαντικά και ουσιαστικά στην παροχή πληροφοριών σχετικά 

με τα τρόφιμα και στην εφαρμογή νόμων και κανονισμών στον τομέα των τροφίμων.  

Η ανάλυση των τροφίμων είναι πρωταρχικής σημασίας για την αξιολόγηση τόσο 

της διατροφικής ποιότητας όσο και της ασφάλειας των προϊόντων. Έχουν καθοριστεί νομικά 

όρια που καθορίζουν αποδεκτά επίπεδα για μεμονωμένα χημικά πρόσθετα, υπολείμματα και 

ρύπους σε προϊόντα. Η τροφοδοσία είναι πρωταρχικός στόχος για την ανάλυση, καθώς βρί-

σκεται στην αρχή της τροφικής αλυσίδας και η κακή ποιότητα των α’ υλών μπορεί να επη-

ρεάσει σημαντικά την παραγωγή των τροφίμων. Όλοι οι ενδιαφερόμενοι που εμπλέκονται 

στην αλυσίδα των τροφίμων πρέπει να είναι σε θέση να αξιολογήσουν την ποιότητα και την 

ασφάλεια των προϊόντων. Επομένως, είναι επιτακτική ανάγκη η αξιολόγηση και ο προσδιο-

ρισμός να βασίζεται σε τεχνικές που πληρούν πολλές αναλυτικές παραμέτρους απόδοσης.  
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Σήμερα, η μελέτη και η έρευνα για τις βιταμίνες έχει προσελκύσει ευρύ ενδιαφέρον 

στον τομέα των τροφίμων. Ο αριθμός των δημοσιεύσεων για τις βιταμίνες έχει αυξηθεί ση-

μαντικά, γεγονός που δηλώνει ότι τα ζητήματα αυτά γίνονται όλο και περισσότερο δημο-

φιλή. Από το 2010 και έπειτα, έχουν αναπτυχθεί πολλές μέθοδοι προσδιορισμού βιταμινών 

στα τρόφιμα που περιλαμβάνουν μεθόδους χρωματογραφίας, ηλεκτροφορητικές μεθόδους 

και άλλες. Όπως γνωρίζουμε, έχει σημειωθεί μεγάλη πρόοδος στην αναλυτική χημεία των 

τροφίμων, με αποτέλεσμα την ανάπτυξη νέων αναλυτικών μεθόδων για τον προσδιορισμό 

των βιταμινών.  

Οι διεθνώς αποδεκτές συμβατικές μέθοδοι ανάλυσης των βιταμινών βασίζονται κυ-

ρίως στην μικροβιολογική ανάλυση και στην ανοσοδοκιμασία. Ωστόσο, οι μέθοδοι αυτές 

είναι συνήθως χρονοβόρες και απαιτούν αρκετή μελέτη και εργασία, ενώ επί το πλείστον 

δεν επιτρέπουν τον ταυτόχρονο προσδιορισμό πολυβιταμινών. Η μέθοδος της Υγρής Χρω-

ματογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) είναι μια από τις πιο κοινές τεχνικές για τον δια-

χωρισμό των βιταμινών σε ποικιλία τροφίμων λόγω της υψηλής επιλεκτικότητας και ευαι-

σθησίας της. Η τεχνική της υγρής χρωματογραφίας και της τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης 

βρίσκει μεγάλη εφαρμογή στο πεδίο της επιστήμης των τροφίμων. Η μεγάλη ποικιλία των 

υλικών διαχωρισμού  σε συνδυασμό με τους διάφορους εμπορικούς ανιχνευτές καθιστούν 

τις τεχνικές αυτές ιδιαίτερα ελκυστικές. Μεγάλο πλεονέκτημα των τεχνικών αυτών είναι 

ακριβώς η φύση τους ως διαχωριστικές τεχνικές και η μεγάλη ικανότητα διαχωρισμού που 

παρέχουν. Σημαντική είναι η συμβολή των τεχνικών αυτών στην επιστήμη των τροφίμων, 

ιδιαίτερα στον κλάδο ανάπτυξης και στον έλεγχο ποιότητας νέων τροφίμων. Στον έλεγχο 

ποιότητας των τροφίμων, η τριχοειδής ηλεκτροφόρηση παίζει πρωταγωνιστικό ρόλο, αφού 

η αξιοπιστία, η ακρίβεια και η ταχύτητα στην ανάλυση των δειγμάτων είναι τα κύρια χαρα-

κτηριστικά της. Πιο συγκεκριμένα, η τριχοειδής ηλεκτροφόρηση (Capillary Electrophoresis, 

CE) μπορεί να θεωρηθεί ως η ενόργανη προσέγγιση της συμβατικής ηλεκτροφόρησης και 

είναι μια διαχωριστική τεχνική υψηλής απόδοσης, στην οποία η ηλεκτροφόρηση διεξάγεται 

σε στενούς τριχοειδείς σωλήνες, μικρής εσωτερικής διαμέτρου, συνήθως 25 έως 100 μm, οι 

οποίοι έχουν πληρωθεί με ρυθμιστικό διάλυμα και πραγματοποιούνται διαχωρισμοί τόσο 

μικρών όσο και μεγάλων μορίων. Οι διαχωρισμοί αυτοί διευκολύνονται από τη χρήση υψη-

λών τάσεων, οι οποίες δημιουργούν ηλεκτροωσμωτική ροή (electroosmotic flow, EOF) και 

ηλεκτροφορητική ροή των ρυθμιστικών διαλυμάτων και των φορτισμένων συστατικών, α-

ντίστοιχα, μέσα στον τριχοειδή. Η παράμετρος ευαισθησία, θα μπορούσε να αποτελεί ένα 

μειονέκτημα για την μέθοδο CE στην ανάλυση βιταμινών λόγω της μικρής διαδρομής του 

φωτός. Οι μέθοδοι ανάλυσης των βιταμινών με την τεχνική της CE έχουν εφαρμοστεί σε 
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τρόφιμα, φαρμακευτικά και βιολογικά δείγματα. Οι περισσότερες από τις αναπτυγμένες με-

θόδους που βασίζονται στην τριχοειδή ηλεκτροφόρηση με ανιχνευτή UV αφορούν κυρίως 

την αξιολόγηση βιταμινών σε φαρμακευτικά προϊόντα και τρόφιμα λόγω της σχετικά υψη-

λής συγκέντρωσης αναλυόμενης ουσίας. Ο ανιχνευτής UV αποτελεί επίσης μια καλή επι-

λογή για τον ταυτόχρονο προσδιορισμό πολλών βιταμινών. Ωστόσο, η εφαρμογή της μεθό-

δου CE-UV ήταν αρκετά περιορισμένη λόγω της σχετικά χαμηλής ευαισθησίας ανίχνευσης 

με κύρια αίτια την μικρή διαδρομή του φωτός και του μικρού όγκου δειγμάτων, ειδικά στην 

περίπτωση των βιολογικών δειγμάτων. Για τη βελτίωση της ευαισθησίας στην ανάλυση με 

την μέθοδο CE συνήθως εφαρμόζονται ευαίσθητοι ανιχνευτές ή/ και μέθοδοι on-line προ-

συγκέντρωσης (Wang et al., 2018).  

Από το 2010 έχουν εφαρμοστεί διαφορετικές μέθοδοι για τον προσδιορισμό των 

βιταμινών σε διάφορους τύπους δειγμάτων. Οι επί του παρόντος προτεινόμενες αναλυτικές 

προσεγγίσεις για την ανίχνευση βιταμινών βασίζονται κυρίως στις μεθόδους HPLC-MS ή 

HPLC-MS/ MS. Η μεγάλη πρόοδος στην μέθοδο HPLC-MS/ MS την καθιστά βασική τε-

χνική για τον προσδιορισμό όχι μόνο των βιταμινών αλλά και άλλων βασικών συστατικών. 

Η κύρια τάση στον τομέα αυτό είναι ο συνδυασμός ανιχνευτών φασματομετρίας μάζας με 

σύγχρονες χρωματογραφικές προσεγγίσεις όπως την μέθοδο UHPLC και την εφαρμογή των 

ισχυρών οργάνων QqTOF και Orbitrap. Οι υβριδικές αυτές προσεγγίσεις έχουν συμβάλει 

σημαντικά στην ανάλυση οργανικών συστατικών, συμπεριλαμβανομένων των βιταμινών, 

και έχουν συμβάλλει στην ανάπτυξη τεχνικών πολυαναλυτών για την ανίχνευση ενός ευρέος 

φάσματος ουσιών σε μια ενιαία αναλυτική σειρά. Οι αναλυτικές αυτές μέθοδοι φαίνεται να 

είναι οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες τεχνικές για αναλυτικούς σκοπούς στο μέλλον. Ω-

στόσο, τα κύρια μειονεκτήματά τους είναι ο πολύπλοκος εξοπλισμός και το υψηλό κόστος.  

Ιδιαίτερα μεγάλο ενδιαφέρον υπάρχει για την ανάπτυξη μεθόδων προσυμπτωματι-

κού ελέγχου που βασίζονται σε μικροβιολογικές, ανοσοδοκιμασίες και βιοαισθητήρες, οι 

οποίες έχουν το κύριο πλεονέκτημα του χαμηλού κόστους, του σύντομου χρόνου ανάλυσης 

και τη δυνατότητα άμεσης χρήσης τους. Η σαφής τάση στον τομέα αυτό είναι η σμίκρυνση 

των συστημάτων διαλογής (τσιπ, μικροσυστοιχίες, μικρότιτλοι, πλάκες) καθώς και τον αυ-

τοματισμό τους. Στο εγγύς μέλλον πιστεύεται ότι τα χαρακτηριστικά αυτά θα διατηρήσουν 

τη βιώσιμη πρόοδο από τις παραπάνω μεθόδους (Zhang et al., 2018). 

 

2.2. Μέθοδοι ανάλυσης υδατοδιαλυτών βιταμινών  
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Η ανάπτυξη και η επικύρωση των αναλυτικών μεθόδων αποτελούν συνεχείς και στενές δια-

δικασίες που διεξάγονται σε όλη την ανάλυση των τροφίμων. Η εφαρμογή μιας αναλυτικής 

μεθόδου στο εργαστήριο υφίσταται πολλές στενά συνδεδεμένες φάσεις με τελικό στόχο τη 

διασφάλιση των παραγόμενων δεδομένων. Η iεπιλογή iτης iαναλυτικής iμεθόδου iθα 

iπρέπει iνα iλαμβάνει iυπόψη, iτα iχαρακτηριστικά iτης iαναλυόμενης iουσίας, iτη iμήτρα, 

iτον iσκοπό iτης iανάλυσης iκαι iτους iδιαθέσιμους iαναλυτικούς iπόρους. Τα iτρία iκύρια 

iσυστατικά iμιας iμεθόδου iHPLC iείναι iη iπροετοιμασία iτου iδείγματος, iοι iσυνθήκες 

iανάλυσης iHPLC iκαι iη iτυποποίηση (Spinola et al., 2014). 

Σήμερα, iοι iεπίσημες iαναλυτικές iμέθοδοι iπου iχρησιμοποιούνται iγια iτην 

iεκτίμηση iτης iβιταμίνης iΒ iπεριλαμβάνουν iμικροβιολογικές, χρωματογραφικές μεθό-

δουςiiκαι iφασματοφωτομετρικές iμεθόδους. Οι iμικροβιολογικές iμέθοδοι iβασίζονται iστη 

δραστηριότητα iτης iαναλυόμενης iουσίας iγια iμικροοργανισμούς, iεπομένως, παρουσιά-

ζουν iέλλειψη iειδικότητας iκαι iεπιλεκτικότητας iγια iτα iβιταμερή (Fatima et al., 2019). 

Επιπλέον, iείναι iχρονοβόρες, iπερίπλοκες iκαι iπαρουσιάζουν iχαμηλή iακρίβεια. Οι περισ-

σότερες iσύγχρονες iμέθοδοι iπου iχρησιμοποιούνται iγια iτις iυδατοδιαλυτές iβιταμίνες βα-

σίζονται iσε iτεχνικές iυγρής iχρωματογραφίας (LC) iσε iσυνδυασμό iμε ανιχνευτές υπε-

ριώδους i(UV), iφθορισμού, και ηλεκτροχημικούς  ανιχνευτές. Η iυγρή iχρωματογραφία 

φασματομετρία iμάζας i(LC-MS) iείναι iπολύ iευαίσθητη iκαι iειδική iγια iτον προσδιορι-

σμό iτων iβιταμινών, iειδικά iσε iσύνθετα iτρόφιμα, iεπιτρέποντας iτην iανάλυση πολυβι-

ταμινών. Ένα iακόμη iπλεονέκτημα iτης i iμεθόδου iLC-MS iαποτελεί iο iεντοπισμός iπολύ 

χαμηλών iσυγκεντρώσεων iδιαφορετικών ομόλογων βιταμινών iγια iτην iδιαμόρφωση iτου 

προφίλ iθρεπτικών iσυστατικών iσε iδείγματα iτροφίμων. Για iτους iλόγους iαυτούς, iοι ε-

φαρμογές iτων iμεθόδων iLC-MS iγια iτην iανάλυση iβιταμινών iέχουν iαυξηθεί iσημαντικά 

την iτελευταία iδεκαετία. Η τεχνική της τριχοειδούς iηλεκτροφόρησης (CE) iμπορεί να χρη-

σιμοποιηθεί iγια iτην iανάλυση iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών iλόγω iτης ειδικής ηλε-

κτροχημικής iσυμπεριφοράς iτους. Μεταξύ iτων iμεθόδων iπου iβασίζονται iστην τριχοειδή 

ηλεκτροφόρηση, iη iμικκυλιακή ηλεκτροκινητική iχρωματογραφία (MEKC) iέχει χρησιμο-

ποιηθεί iκυρίως iγια iτον ταυτόχρονο διαχωρισμό πολλών υδατοδιαλυτών iβιταμινών, iλόγω 

της iβελτιωμένης iεπιλεκτικότητας iκαι iκαταλληλότητας. Λαμβάνοντας υπόψη τον μεγάλο 

αριθμό τεχνικών που σχετίζονται με τις διαδικασίες iπροεπεξεργασίας δειγμάτων και τον 

αναλυτικό προσδιορισμό των φυσικών δειγμάτων των υδατοδιαλυτών βιταμινών, η ανασκό-

πηση iαυτή iστοχεύει iνα απαριθμήσει iτις iτελευταίες τάσεις και προβλήματα που σχετίζο-

νται με τον προσδιορισμό αυτής της σημαντικής κατηγορίας ενώσεων. 
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2.2.1. Μέθοδοι προσδιορισμού της βιταμίνης C 

 

Πολλές αναλυτικές μέθοδοι, συμπεριλαμβανομένης της χρωματογραφίας, έχουν αναφερθεί 

για τη μέτρηση της περιεκτικότητας σε βιταμίνη C στα τρόφιμα. Παρά τους περιορισμούς 

τους, οι κλασικές μέθοδοι εξακολουθούν να είναι κοινές στην ανάλυση των τροφίμων. Η 

επίσημη μέθοδος τιτλοδότησης AOAC εφαρμόζεται συστηματικά για την ανάλυση φρού-

των και χυμών, λόγω της απλότητας και του χαμηλού κόστους της. Έχουν αναφερθεί συ-

γκρίσεις μεταξύ HPLC και παραδοσιακών μεθόδων (Spinola et al., 2013; Hernandez et al., 

2006). Παρόλο iπου iπαρατηρήθηκαν iπαρόμοια iαποτελέσματα iγια iπολλά iδείγματα, iοι 

iμέθοδοι iHPLC iείναι iαπαραίτητες iγια iτην iανάλυση iπολλών iδειγμάτων iτροφίμων 

iλόγω iτης iυψηλής iπολυπλοκότητάς iτους, iη iοποία iαπαιτεί iυψηλή iεπιλεκτικότητα iκαι 

iευαισθησία. Επιπλέον, iμόνο το L-ασκορβικό iοξύ μπορεί να προσδιοριστεί με την 

iκλασική iιωδομετρία, iενώ iτο iL-ασκορβικό iοξύ iκαι iτο iδεϋδροασκορβικό iοξύ iμπορούν 

iνα ποσοτικοποιηθούν με κατάλληλες μεθόδους HPLC.  
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Εικόνα 1. (Α) Αντιπροσωπευτικά χρωματογραφήματα του L-AA σε πρότυπο διάλυμα, σε εκ-

χύλισμα χυμού πορτοκαλιού και σε εκχύλισμα κλημεντινών. (Β) Φάσματα απορρόφησης UV 

για L-AA σε χρωματογράφημα (λmax=243nm): (Α) 100% φυσικό εκχύλισμα χυμού πορτοκα-

λιού (Β) Πρότυπο διάλυμα L-AA (C) Φάσμα μάζας L-AA [M-H] – (m/z)=175 (Spinola et al., 

2014). 

 

Ένα iτυπικό iπαράδειγμα iεπιλεκτικότητας iμπορεί iνα iπαρατηρηθεί iστην iΕικόνα 

1. Πιο iσυγκεκριμένα, iστο iσχήμα i(Α), η iκορυφή iπου iαντιστοιχεί iστο iL-ασκορβικό οξύ 

iδιακρίνεται iεύκολα iαπό iτις iυπόλοιπες iκορυφές iστο iχρωματογράφημα. Η iεπίδειξη και 

η τεκμηρίωση της επιλεκτικότητας της μεθόδου ανάλυσης μπορεί iνα iπραγματοποιηθεί με 

διάφορες προσεγγίσεις. Για iπαράδειγμα, iστην iμέθοδο iHPLC iμπορούμε iνα iκάνουμε 

διάκριση iμεταξύ iτης iεπιλεκτικότητας iανίχνευσης (τεχνική iανίχνευσης) και της επιλεκτι-

κότητας iδιαχωρισμού (συνθήκες iχρωματογραφικού iδιαχωρισμού). Η πιο κοινή τεχνική 

ανίχνευσης για τον προσδιορισμό του L-AA είναι η ανίχνευση στο UV. Σε πολλές μεθόδους, 

η καθαρότητα της κορυφής του L-AA επιβεβαιώνεται από τη σύγκριση του χρόνου κατα-

κράτησης (tR) και του φάσματος UV με εκείνα ενός καθαρού προτύπου, όπως φαίνεται στο 

σχήμα (Β). Η χρήση ανιχνευτών μάζας μπορεί να βελτιώσει την επιβεβαίωση της καθαρό-

τητας της κορυφής μετρώντας επίσης την αναλογία μάζας προς το φορτίο του, συνήθως, του 

αποπρωτονισμένου μορίου [σε λειτουργία αρνητικού ESI ως [M-H] – (m/z)=175, Σχήμα 

(C)]. Ο iφθορισμός iέχει iεπίσης iχρησιμοποιηθεί iγια iσκοπούς iταυτοποίησης. Ωστόσο, 

απαιτείται iμια iαντίδραση iπαραγωγοποίησης iγια iτο iL-AA, iη iοποία iαπαιτεί iτη iχρήση 

πρόσθετων iαντιδραστηρίων iκαι iπερισσότερο iχρονοβόρες iδιαδικασίες (Spinola et al., 

2014). 

Διαφορετικές iμέθοδοι iHPLC iπαρουσιάζονται iστον Πίνακα 4. για τον προσδιορι-

σμό iτης iβιταμίνης iC, iδημοσιευμένες iμεταξύ i2000 iκαι i2014 iστον iτομέα iτης επιστή-

μης iκαι iχημείας iτροφίμων. Λόγω iτης iμη iπτητικής iκαι iυδρόφιλης iφύσης iτης βιταμίνης 

iC, iη iμέθοδος υγρής χρωματογραφίας iαντίστροφης iφάσης (RP)-HPLC iiείναι iη πιο 

iκοινή iπροσέγγιση. Η iυγρή iχρωματογραφία iεξαιρετικά iυψηλής iαπόδοσης (UHPLC) έ-

χει iπρόσφατα iεφαρμοστεί iστην iανάλυση iτης iβιταμίνης iC iστα iτρόφιμα, iμε iβασικό 

πλεονέκτημα iτον iμικρότερο iχρόνο iανάλυσης iκαι iτη iχαμηλότερη iκατανάλωση διαλύτη 

σε iσύγκριση iμε iάλλες iαναλυτικές iπροσεγγίσεις. Το 𝑝𝐻 της κινητής φάσης συνήθως ρυ 

μίζεται κάτω από το 𝑝𝐾𝑎 του L-ασκορβικού οξέος, για να αποτραπεί η υποβάθμισή του. 

Το L-ασκορβικό οξύ παρουσιάζει ισχυρή απορρόφηση στην περιοχή υπεριώδους α-

κτινοβολίας (245-270 nm), καθιστώντας την απορρόφηση στο UV την πιο δημοφιλή τεχνική 

ανίχνευσης. Ωστόσο, η απορρόφηση αυτή εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το pH και θα 
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πρέπει να λαμβάνεται υπόψη. Λιγότερες συχνές είναι οι εφαρμογές για τον προσδιορισμό 

βιταμίνης C με τις μεθόδους ανίχνευσης φθορισμού (FD) και ηλεκτροχημικής ανίχνευσης 

(ECD), καθώς και η φασματομετρία μάζας (MS). Τα όρια ανίχνευσης (LODs) κυμαίνονται 

μεταξύ 0,02 και 0,16 g/mL για την ECD και μεταξύ 1,2× 10−3 και 7,2g/mL για την ανί-

χνευση φθορισμού (Πίνακας 4.). Συνήθως, ο ηλεκτροχημικός ανιχνευτής είναι πιο ευαίσθη-

τος από τον ανιχνευτή υπεριώδους ακτινοβολίας, αν και το ευρύ φάσμα των LOD καθιστά 

δύσκολη την πραγματοποίηση ακριβούς σύγκρισης (Spinola et al., 2014). 

Αξίζει iνα iαναφερθεί iότι iτα iχαμηλά iεπίπεδα iδεϋδροασκορβικού iοξέος iστα πε-

ρισσότερα iδείγματα iδυσκολεύουν iτην iποσοτική iανάλυση iμε iοποιονδήποτε iανιχνευτή 

HPLC. Επομένως, iτο iδεϋδροασκορβικό iοξύ iσυχνά iανάγεται iσε iL-ασκορβικό iοξύ iπριν 

από iτον iχρωματογραφικό iδιαχωρισμό iκαι iμετριέται iως iσυνολικό iασκορβικό iοξύ, δη-

λαδή iτο iάθροισμα iτων iπεριεχομένων iL-AA iκαι iDHAA (Spinola et al., 2014). 

 

Πίνακας  4. Επισκόπηση επικυρωμένων χρωματογραφικών μεθόδων για τον προσδιορισμό 

της βιταμίνης C σε τρόφιμα (Spinola et al., 2014). 

Προσδιορι-

ζόμενη ουσία  
Δείγμα 

Προετοιμα-

σία δείγμα-

τος 

Συνθήκες 

HPLC 
Επικύρωση μεθόδου Πηγή 

L-AA, 

DHAA, TAA 

(reduction 

with DTT) 

Πράσινα 

φασόλια 

SLE με 4,5% 

MPA, διή-

θηση  

Sphereclone 

ODS 

(250mm×4,5mm, 

5μm)  

1,8mM H2SO4 

(pH 2.6)  

UV (245nm) 

Επιλεκτικότητα: Σύ-

γκριση φασμάτων tR και 

UV 

𝑅2>0,9993,  

5-20g/mL (ES) 

LOD: 0,097g/mL 

LOQ:32,3g/mL(S/N) 

Επανάληψη:             

6.4% L-AA,  

7.1% TAA  

Ακρίβεια:  

93.3% L-AA,  

89.4% TAA 

Sanchez-

Mata et 

al., 2000 

L-AA, 

DHAA (re-

duction with 

DTT) 

Φρούτα και 

λαχανικά  

SLE με νερό, 

διήθηση 

HiChrom C18 

(250mm×4,0mm, 

5μm) 

M KH2PO4  

(pH 2.4) 

UV (254nm) 

𝑅2=0,9992,  

10-100g/mL (ES)  

Lnt. Ακρίβεια<1% (tR) 

Ακρίβεια:81.7-

105.9%.(δοκιμές ανά-

κτησης) 

 

Gokmen 

et al., 

2000 

TAA (reduc-

tion with 

DTT) 

Χυμοί 

φρούτων  

Αραίωση με 

νερό και φυ-

γοκέντρηση 

JÕsphereÒ ODS-

H80  

(250mm×4.6mm, 

4μm)  

Επιλεκτικότητα: Σύ-

γκριση φασμάτων tR και 

UV 

𝑅2=0,9998 

Fu-

rusawa 

et al., 

2001 
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2% (v/v) acetic 

acid (pH 2.5) 

UV (243nm) 

20–2000g/mL (ES) 

LOD: 0,5g/mL (S/N) 

Επανάληψη: 1% 

 

L-AA και άλ-

λες 6 υδατο-

διαλυτές βιτα-

μίνες  

Μέλι  Αραίωση με 

νερό  

Bondapack C18 

(150mm×3.9mm, 

10μm) 

0,01% H2SO4 

0,01M CTAB  

0,022% (v/v) 

MeOH (pH 2.8) 

UV (254nm) 

𝑅2=0,9981 

0,11-276,7g/mL (ES) 

LOD: 0,64g/mL  

LOQ: 2,13g/mL (S/N) 

Επανάληψη: 0,35% 

Ακρίβεια: 3,76% 

Ανθεκτικότητα: 

%MeOH, 𝑝𝐻 κινητής 

φάσης, θερμοκρασία 

στήλης 

Leon-

Ruiz et 

al., 2013 

L-AA και άλ-

λες 3 υδατο-

διαλυτές βιτα-

μίνες  

Μέλι  Αραίωση με 

ρυθμιστικό 

διάλυμα φω-

σφορικών 

1Μ (pH 5.5) 

Alltima C18 

(250mm×4.6mm, 

5μm) A: 0,025% 

TFA, B: ACN 

(βαθμιδωτή έ-

κλουση)  

UV (254nm) 

Επιλεκτικότητα: Σύ-

γκριση φασμάτων tR και 

UV  

𝑅2=0,9989 

0,05-500g/mL (ES) 

LOD: 0,10g/g  

LOQ: 0,30g/g (ULA) 

Επανάληψη: 7,3% 

Ακρίβεια: 104% 

(δοκιμές ανάκτησης) 

Ciulu et 

al., 2011 

L-AA, TAA 

(reduction 

with TCEP) 

Εξωτικά 

φρούτα, χυ-

μοί και πολ-

τοί φρού-

των 

Αραίωση με 

10% PCA-

1% MPA + 

TCEP, διή-

θηση 

Synergi Hydro-

RP 

(150mm×4.6mm, 

4μm) 

20mM 

NH4H2PO4 (pH 

3.5) +0,015% 

(w/v) MPA  

PDA (246nm) 

Επιλεκτικότητα: Σύ-

γκριση φασμάτων tR και 

UV  

𝑅2=0,9995 

1-100g/mL (ES) 

LOD: 0,035g/mL  

LOQ: 0,09g/mL  (S/N) 

Επανάληψη: 0,43-0,70% 

Ακρίβεια: 3,67% 

Αναπαραγωγιμότητα <2 

Ακρίβεια: 96,6-97,3% 

(δοκιμές ανάκτησης)  

Ανθεκτικότητα: pH και 

ροή κινητής φάσης, θερ-

μοκρασία  

Σταθερότητα: θερμοκρα-

σία  

 

Valente 

et al., 

2014 
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L-AA, TAA 

(reduction 

with DTT) 

CRMs 

(γάλα, θρε-

πτικές φόρ-

μουλες, δη-

μητριακά) 

USLE με 

40% ΜΡΑ, 

φυγοκέ-

ντρηση 

YMC C18 Pro 

(250mm×4.6mm, 

5μm) 

A: 0,02Μ ρυθμι-

στικό διάλυμα 

KH2PO4 (pH 

3.1) 

Β: ACN (βαθμι-

δωτή έκλουση) 

UV (243nm) 

Επιλεκτικότητα: CRMs 

𝑅2=0,9986 

1000-4000g/g (IS) 

LOD: 0,05g/g (S/N)  

LOQ: 0,7g/G  (S/N) 

Επανάληψη: 2,7-6,5% 

Ακρίβεια: 3,8-4,5% 

(CRMs) 

Ακρίβεια: 93,7-106,4% 

(CRMs) 

 

Thomas 

et al., 

2013 

L-AA, 

DHAA, TAA, 

άλλα οργα-

νικά οξέα (re-

duction with  

L-cystein) 

Λαχανικά  SLE με 4,5% 

ΜΡΑ 

Sphereclone 

ODS 

(250mm×4.6mm, 

5μm)  

1,8mM H2SO4 

(pH 2.6)  

UV (245nm) 

𝑅2=0,9980 

100-2000g/g (ES) 

LOD: 0,8g/g (S/N)  

Ακρίβεια <5,3% 

(AOAC) 

Ακρίβεια: 90,1-94,6% 

(δοκιμές ανάκτησης) 

Sanchez-

Mata et 

al., 2012 

 

2.2.2. Νέες τάσεις στην ανάλυση της βιταμίνης C 

 

Σήμερα, η βιταμίνη C προστίθεται στις εμπορικές τροφές και στα βρεφικά παρασκευά-

σματα, με σκοπό τη χορήγηση της ημερήσιας διατροφικής πρόσληψης και την μείωση του 

κινδύνου σκορβούτου.Επομένως, η παρακολούθηση των επιπέδων της βιταμίνης C κατά την 

παραγωγή και αποθήκευση των τροφίμων αποτελεί κρίσιμη ανησυχία τόσο για τις βιομηχα-

νίες παραγωγής όσο και για τους καταναλωτές και απαιτεί τη χρήση μεθόδων ταχείας εξέ-

τασης για τον έλεγχο της περιεκτικότητας της. Μια νέα ηλεκτροαναλυτική προσέγγιση υ-

ψηλής ευαισθησίας για τον προσδιορισμό της βιταμίνης C έχει αναπτυχθεί σε σύνθετες μή-

τρες τροφίμων. Πιο αναλυτικά, ένα νέο υβριδικό νανοσύνθετο που σχηματίζεται από μειω-

μένες νιφάδες οξειδίου του γραφενίου (Reduced Graphene Oxide, RGO), επιφάνεια διακο-

σμημένη με 3,4-διμεθυλβενζολοθειόλη (DMBT)–κολλοειδή νανοσωματίδια Au (Au NPs), 

έχει κατασκευαστεί για να συνδυάσει τις ανώτερες ιδιότητες των δύο συστατικών σε ένα 

πρωτότυπο σύνθετο (Bettazzi et al., 2021). 

Σε iπρόσφατη iμελέτη iτων iIngrosso et al. (2019), iη iνέα iνανοδομημένη 

iπλατφόρμα iέχει iδοκιμαστεί iκαι iεπικυρωθεί iμε iεπιτυχία iως iάμεση iκαι iγρήγορη 

iαναλυτική iμέθοδος iποσοτικού iπροσδιορισμού της βιταμίνης C, με αμπερομετρία, iσε 

iδιάφορα εμπλουτισμέναiδείγματα γάλακτος και βρεφικά παρασκευάσματα. Η iκαινοτόμος 

iαυτή iμέθοδος iπαρουσιάζει iόριο iανίχνευσης iχαμηλότερο iαπό iάλλους iτροποποιητές 

iηλεκτροδίων iγραφενίου/ iAu iNPs iπου iαναφέρονται iστη iβιβλιογραφία iκαι iχαμηλότερο 
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iαπό iαυτό iενός iσυνηθισμένου iφασματοφωτόμετρου iπου iβασίζεται iσε iενζυμικές 

iμεθόδους. Ειδικότερα, iδείχνει iμια iκαλή iγραμμική iαπόκριση iμε iεύρος iσυγκέντρωσης 

i50-500μΜ i iμε iLOD i17μΜ iκαι iLOQ i57μΜ, iμε iRSD i8% i(n=5), iκατά iτην iανάλυση 

iδειγμάτων iαγελαδινού iγάλακτος. 

Κάποια κρίσιμα πλεονεκτήματα, όπως το χαμηλό κόστος, η εύκολη προετοιμασία 

δειγμάτων, η γρήγορη απόκριση και αναπαραγωγικότητα, καθώς και η δυνατότητα χρήσης 

του αισθητήρα μετά την χρήση, ενθαρρύνουν την εφαρμογή της καινοτόμου μεθόδου σε 

εργαστήρια ποιοτικού ελέγχου, ως εναλλακτική των φασματοφωτομετρικών μεθόδων που 

βασίζονται σε ενζυμικές μεθόδους για τον προσδιορισμό της βιταμίνης C σε σύνθετες μή-

τρες τροφίμων. Η μέθοδος που αναπτύχθηκε είναι κατάλληλη για τον προσδιορισμό της 

βιταμίνης C σε τρόφιμα στα οποία υπάρχει φυσικά, ιδιαίτερα σε φρούτα και λαχανικά, και 

σε τρόφιμα στα οποία χρησιμοποιείται ως πρόσθετο τροφίμων, ως σταθεροποιητικό ή/ και 

ως αντιοξειδωτικό. 

Τέλος, iη iεφαρμογή iτης iπροτεινόμενης iμεθόδου iμπορεί iνα iεξεταστεί iγια iτον 

iπροσδιορισμό iάλλων iενώσεων, iκαι iως iεκ iτούτου, iμπορεί iνα iχρησιμοποιηθεί iσε 

iποικίλες iεφαρμογές iστη iχημεία iτροφίμων iκαι iστις iδιαδικασίες iπαραγωγής iτροφίμων 

(Bettazzi et al.,2021). 

 

2.2.2. Μέθοδοι προσδιορισμού της βιταμίνης Β 

 

 

Η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης αντίστροφης φάσης (RP-HPLC) με μη πολική 

στατική φάση και πολική κινητή φάση είναι η πιο δημοφιλής τεχνική για τον διαχωρισμό 

των υδατοδιαλυτών βιταμινών λόγω πολλών πλεονεκτημάτων σε σχέση με την χρωματο-

γραφία κανονικής φάσης. Για παράδειγμα, η συμβατότητά της με ανίχνευση φασματομε-

τρίας μάζας, η γρήγορη ισορροπία, η εμφάνιση καλύτερης κορυφής και η ευρωστία των 

χρωματογραφικών στηλών αποτελούν βασικά πλεονεκτήματα της τεχνικής RP-HPLC 

(Fatima et al., 2019). Μεταξύ των διαφορετικών τύπων στατικών φάσεων που χρησιμοποι-

ούνται στην τεχνική RP-HPLC, η στατική φάση με βάση τη στήλη C18 έχει χρησιμοποιηθεί 

ευρέως για τον διαχωρισμό των υδατοδιαλυτών βιταμινών με έκλουση μείγματος νερού και 

οργανικών διαλυτών (μεθανόλη, αιθανόλη, ACN) και μικρό ποσοστό οξέων (FA, TFA 

κ.λπ.). Oι στατικές φάσεις που βασίζονται στη στήλη C18 έχουν χρησιμοποιηθεί με επιτυχία 

για την ταυτόχρονη διαφοροποίηση των δραστικών ενώσεων ορισμένων υδατοδιαλυτών βι-

ταμινών συμπεριλαμβανομένων ενώσεων φλαβίνης, νικοτιναμίδης, νικοτινικού οξέος, πυ-

ριδοξάλης, πυριδοξαμίνης, πυριδοξίνης, τεσσάρων κοβαλαμινών και ορισμένων φολικών 
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βιταμερών από σύνθετα δείγματα τροφίμων. Οι iκοινώς iχρησιμοποιούμενες iτεχνικές ανί-

χνευσης iπου iσυνδέονται iμε iτην iτεχνική iRP-HPLC iπεριλαμβάνουν iDAD, iFLD, iECD 

και iMS (Fatima et al., 2019). 

Σε μια μελέτη (Gliszczynska-Swigło et al., 2015), δώδεκα υδατοδιαλυτές βιταμίνες 

διαχωρίστηκαν σε στήλη C18 χρησιμοποιώντας σύστημα ανίχνευσης FLD για τις βιταμίνες 

Β2 και Β6, λόγω της επιλεκτικότητας της FLD για αυτές τις βιταμίνες και το σύστημα ανί-

χνευσης DAD για τις άλλες βιταμίνες που μελετήθηκαν. Η βιταμίνη Β2 αναλύθηκε με τη 

μορφή FMN και ριβοφλαβίνης και η βιταμίνη Β6 με τη μορφή πυριδοξάλης (PL), πυριδο-

ξαμίνης (PM) και πυριδοξίνης (PN).  Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη (Lebiedzinska et al., 

2018), ο διαχωρισμός τριών βιταμερών της βιταμίνης Β6 συμπεριλαμβανομένων των PM, 

PL και PN πραγματοποιήθηκε σε στήλη C18 με ηλεκτροχημική ανίχνευση (ECD). Μεγα-

λύτερες διαφορές στην κατανομή ηλεκτροστατικού δυναμικού των βιταμινών Β6 έχουν ως 

αποτέλεσμα ένα καλά διαχωρισμένο προφίλ έκλουσης που καθιστά αυτή την τεχνική κα-

τάλληλη για τις υδατοδιαλυτές βιταμίνες. 

Η iποσοτικοποίηση iτης iβιταμίνης iΒ12 iπραγματοποιήθηκε iμετατρέποντας iόλες 

iτις iενεργές iμορφές iσε iμια iσταθερή iμορφή iCN-Cbl iχρησιμοποιώντας iτο iKCN. Το 

iLC-ICP-MS iενεργοποιεί iτην iεπιλεκτική iανίχνευση iτης iβιταμίνης iΒ12 iμε iελάχιστη 

iπαρεμβολή iτης iμήτρας, iαλλά iπαρουσιάζει iπρόβλημα iχαμηλότερης iαπόδοσης 

iιονισμού iτου iοργανικού iκοβαλτίου iσε iσύγκριση iμε iτο iανόργανο. Επιπλέον, iη 

iτεχνική iαυτή iδεν iείναι iεντελώς iεπιλεκτική iγια iτη iδιαφοροποίηση iβιταμερών iεπειδή 

iαπαιτεί iπλήρη iχρωματογραφική iανάλυση iόλων iτων iομόλογων iβιταμινών iκαι 

iχαρακτηρίζονται iμόνο iαπό iτους iχρόνους iκατακράτησης. Ωστόσο, iη iυγρή 

iχρωματογραφία iσε iσυνδυασμό iμε iτην iανίχνευση iMS iπαρέχει iκαλύτερη 

iεπιλεκτικότητα iαπό iτο iLC-ICP-MS iγια iτην iανάλυση iτων iβιταμερών iτης iβιταμίνης 

iΒ12. Για iπαράδειγμα, iτέσσερα iομόλογα iτης iβιταμίνη iΒ12 (CNCbl, iOHCbl, iMeCbl 

iκαι iAdoCbl) σε iδείγματα iαγελαδινού iγάλακτος iποσοτικοποιήθηκαν iχρησιμοποιώντας 

iτο iσύστημα iανίχνευσης iC18 iSP iκαι iESI-MS με όριο ανίχνευσης που iκυμαίνεται iαπό 

i0.36-1.62 ig/L (Pérez-Fernández et al., 2016). iΟ iπροσδιορισμός iτων i14 iυδατοδιαλυτών 

iβιατμινών iσυμπεριλαμβανομένων iδύο iβιταμερών iτης iβιταμίνης iΒ3 και iπέντε βιταμε-

ρών της iβιταμίνης iΒ6 iπραγματοποιήθηκε iσε iμία iμόνο iχρωματογραφία iσε iστήλη iC18 

iσε iσυνδυασμό iμε iσύστημα iανίχνευσης iMS (Gentili et al., 2008). Η iυψηλότερη 

iευαισθησία iκαι iεπιλεκτικότητα iαυτής iτης iμεθόδου iαπλοποιεί iτον iσυνολικό iκύκλο 

iανάλυσης iεπειδή iδεν iαπαιτήθηκε iπροσυγκέντρωση iτου iεκχυλίσματος. Επιπλέον, iτα 

iχαμηλότερα iLOQs i(ng/g) iξεπερνούν iτο iπρόβλημα iπου iσχετίζεται iμε iτις iβιταμίνες 
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iΒ9 iκαι iΒ12 iλόγω iτης iπολύ iχαμηλής iσυγκέντρωσής iτους iστα iτρόφιμα. Ενώ, 

iαξιοσημείωτο iαποτελεί iτο iγεγονός iότι iτο iσύστημα iανάλυσης iESI iμπορεί iνα iιονίσει 

iαποτελεσματικά iπολικές iκαι iυψηλού iμοριακού iβάρους iενώσεις, iόπως iκοβαλαμίνες 

iπου iπαράγουν iπολυφορτισμένα iψευδομοριακά ιόντα. Το χαρακτηριστικό αυτό iείναι 

iαπαραίτητο iγια iτην iανίχνευση iενεργών iμορφών iτης iβιταμίνης iΒ12 iπου iδίνουν 

iέντονα iμονο- iκαι iδιπλο- iφορτισμένα iψευδομοριακά iιόντα.  

Έχουν διεξαχθεί αρκετές μελέτες για τον ταυτόχρονο προσδιορισμό των υδατοδια-

λυτών βιταμινών που χρησιμοποιούν στατική φάση C18. Για παράδειγμα, η στήλη C18 

bonded χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό τεσσάρων υδατοδιαλυτών βιταμινών από 

ανθρώπινο ορό με τη μέθοδο LC-MS/MS. Η καθιερωμένη μέθοδος LC-MS/MS βρέθηκε ότι 

σχετίζεται στενά με τη συνήθη ηλεκτροχημική μέθοδο (EC) για τις βιταμίνες στον κλινικό 

τομέα. Οι βιταμίνες C, B2, B3, B5 και Β9 έχουν ποσοτικοποιηθεί ταυτόχρονα από δείγματα 

μελιού σε C18 SP χρησιμοποιώντας TFA και ACN ως διαλύτες κινητής φάσης (Ciulua et 

al., 2011). Σε iμια iπρόσφατη iμελέτη, iη iστήλη iC18 iμε iσύστημα iανίχνευσης iDAD iκαι 

MS iχρησιμοποιήθηκε iγια iτην iανάπτυξη iμιας iαναλυτικής iπροσέγγισης iγια iταυτόχρονο 

και iακριβή iποσοτικό iπροσδιορισμό iοκτώ iβιταμινών iτου iσυμπλέγματος iΒ iαπό συ-

μπληρώματα iδιατροφής iχωρίς iτη iχρήση iεσωτερικού iπροτύπου (Hee-Jung et al., 2016). 

Επιπλέον, άλλες στατικές φάσεις αντίστροφης φάσης όπως iC8, iC30 iκαι iοι iφθοριωμένες 

φάσεις iείναι iλιγότερο iσυχνές iγια iτον iδιαχωρισμό iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών. 

Οι iκινητές iφάσεις iπου iχρησιμοποιούνται iστην υγρή χρωματογραφία κανονικής 

φάσης (NP-LC) iδεν iείναι iσυμβατές iμε iτην iτεχνική iανίχνευσης iφασματομετρίας μάζας. 

Ωστόσο, iείναι iδιαθέσιμοι iπαράγοντες iδιάσπασης iπτητικών iιόντων iγια iανάλυση iμε 

RP-LC-MS. Επιπλέον, iη iιοντική iκαταστολή iRP-LC iείναι iεπίσης iσυμβατή iμε iτην iMS 

χρησιμοποιώντας iπτητικά iοξέα iως iπρόσθετα iστις iκινητές iφάσεις. Από iτην iάλλη 

πλευρά, iη iμέθοδος iLC-MS iυπόκειται iεπίσης iσε iορισμένα iπροβλήματα, iόπως συνέ-

κλουση, iβασικές iκαι iχρονικές iμετατοπίσεις, iχαμηλός iλόγος iS/N iκαι iπερίπλοκα φα-

σματικά iυπόβαθρα. 

Σε πρόσφατη μελέτη των Sasaki et al. (2020) αναπτύχθηκε μια υγρή χρωματογρα-

φική μέθοδος υψηλής απόδοσης για τον διαχωρισμό και τον προσδιορισμό 13 βιταμινών της 

ομάδας Β, όπως θειαμίνη, ριβοφλαβίνη, 5’-μονοφωσφορική ριβοφλαβίνη, πυριδοξίνη, υ-

δροξοκοβαλαμίνη, κυανοκοβαλαμίνη, αδενοσυλοκοβαλαμίνη, νιασίνη, νιασιναμίδη, παντο-

θενικό οξύ, φολικό οξύ και βιοτίνη. Η μέθοδος συνίσταται από μια στήλη ODS, μια βαθμι-

δωτή έκλουση χρησιμοποιώντας ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με pH 3.0 – ακετονιτρί-

λιο, αντιδραστήριο ζευγαρώματος ιόντων ως κινητή φάση σε 1.0 𝑚𝐿 𝑖. 𝑚𝑖𝑛−1 και ανίχνευση 
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UV στα 210 nm. Ως αποτέλεσμα ο διαχωρισμός των ενώσεων της βιταμίνης Β σε 60 λεπτά 

με τη γραμμικότητα, το όριο ανίχνευσης, το όριο ποσοτικοποίησης, την ακρίβεια, το εύρος 

και την ανάκτηση σε ικανοποιητικά επίπεδα. Το όριο ανίχνευσης κυμαινόταν από 0.03 έως 

0.41 𝜇𝑔 𝑖𝑖𝑚𝐿−1, ενώ η ακρίβεια της περιοχής της κορυφής, εκφρασμένη σε RSD, ήταν 

0.542-6.367%. Η ίδια μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για την αξιολόγηση των ενώσεων της βι-

ταμίνης Β σε ενεργειακά ποτά και πολυβιταμινούχα χάπια. Στην περίπτωση ανάλυσης των 

ενεργειακών ποτών, η μέθοδος εντόπισε και αξιολόγησε όχι μόνο τις ενώσεις της βιταμίνης 

Β, αλλά και κύρια συστατικά των ενεργειακών ποτών, όπως καφεΐνη, βανιλίνη και το βεν-

ζοϊκό οξύ. Οι ενώσεις της βιταμίνης Β στα δείγματα προσδιορίστηκαν επίσης ποσοτικά και 

συγκρίθηκαν με τις τιμές που αναγράφονται στην ετικέτα κάθε προϊόντος. Κάθε ποσοτική 

τιμή πλησίαζε κοντά με τις τιμές της ετικέτας, υποδηλώνοντας υψηλή ποσοτική ικανότητα 

της μεθόδου που αναπτύχθηκε (Sasaki et al., 2020). 

 

 

2.2.1 . Υγρή χρωματογραφία υδρόφιλης αλληλεπίδρασης (HILIC) 

 

 

  Η υγρή χρωματογραφία υδρόφιλης αλληλεπίδρασης (HILIC) είναι η καλύτερη εναλλα-

κτική λύση της μεθόδου iRP-LC για iπολικούς αναλυτές συμπεριλαμβανομένων iτων υδα-

τοδιαλυτών iβιταμινών. Η μέθοδος υδρόφιλης αλληλεπίδραση υγρής χρωματογραφίας χρη-

σιμοποιεί iπολική iστατική iφάση (π.χ. bare silica ή πολική δεσμευμένη φάση) για να δια-

τηρήσει iτις iαναλυόμενες iουσίες, αλλά η κινητή φάση παραμένει iίδια με αυτή στη iμέθοδο 

RP-LC. Ωστόσο, iη iβαθμιδωτή iέκλουση iξεκινά iμε iυψηλότερο iποσοστό iοργανικού δια-

λύτη iπου iευνοεί iτην iευαισθησία iκαι iτην iκαλύτερη iσυγκράτηση iτων iυδατοδιαλυτών 

βιταμινών iσε iσύγκριση iμε iτην iμέθοδο iRP-LC. Επιπλέον, iη iκινητή iφάση iπεριέχει 

σχετικά iυψηλή iπεριεκτικότητα iνερού i(5-50% iυδατική) iσε iαντίθεση iμε iαυτά iπου χρη-

σιμοποιούνται iστη iλειτουργία iαντίστροφης iφάσης. Το iυψηλό iυδατικό iπεριβάλλον iστη 

HILIC iαποτελεί iιδιαίτερο iπλεονέκτημα iγια iτις iυδατοδιαλυτές iβιταμίνες iεπειδή iέχουν 

μεγαλύτερη iδιαλυτότητα iστο iπεριβάλλον iαυτό. Τα χαρακτηριστικά iτης iτεχνικής iHILIC 

καθιστούν iτην iμέθοδο iπερισσότερο iσυμβατή iμε iτην iανιχνευτή iφασματομετρίας iμάζας 

και επίσης εξαλείφουν το πρόβλημα iτης iχαμηλής iυδατοδιαλυτότητας και την ανάγκη του 

παράγοντα iσύζευξης iιόντων iπου iχρησιμοποιείται iστη iκινητή iφάση. Οι περισσότερες 

στατικές φάσεις που χρησιμοποιούνται στην υδρόφιλη αλληλεπίδραση υγρής χρωματογρα-

φίας βασίζονται σε πυρίτιο και πολυμερή.  Η στατική φάση του γυμνού πυριτίου είναι μια 
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ευρέως χρησιμοποιούμενη φάση και κατάλληλη λόγω της σταθερότητας και της συμβατό-

τητάς της με την ανίχνευση MS.  Μεταξύ σταθερών φάσεων HILIC που βασίζονται σε πο-

λυμερή, οι στατικές φάσεις Zwitterionic πολυμερούς έχουν προσελκύσει σημαντική προ-

σοχή από τους ερευνητές. Η στήλη Zwitterionic χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό 

των βιταμινών Β και άλλων βιοδραστικών ενώσεων σε χυμό παντζαριών με υψηλότερη 

ευαισθησία σε σύγκριση με τη λειτουργία αντίστροφης φάσης. Στη μελέτη αυτή, προέκυψε 

τιμές LOD για τις βιταμίνες Β, 0.03mg/L σε Zwitterionic στατική φάση με υψηλότερη πε-

ριεκτικότητα σε ACN σε κινητή φάση μέσω της τεχνικής ανίχνευσης φασματομετρίας μάζας 

(Fatima et al., 2019). 

Ο μηχανισμός συγκράτησης iτης τεχνικής HILIC είναι αρκετά περίπλοκος 

iανάλογα iμε iτις iδιαφορετικές iπειραματικές iσυνθήκες iκαι iτους iπαράγοντες. Στην 

iΕικόνα 2. απεικονίζονται iοι iκύριες iαλληλεπιδράσεις iπου iεμπλέκονται iστον iμηχανισμό 

iσυγκράτησης iτης iτεχνικής iHILIC. Λόγω iτης iχημικής iετερογένειας, iοι iυδατοδιαλυτές 

iβιταμίνες iεμφανίζουν iδιαφορετική iσυμπεριφορά iσυγκράτησης iκαι iέκλουσης iσε 

iδιαφορετικές iστατικές iφάσεις iκαι iμε iτην iαλλαγή iστη iσύνθεση iτης iκινητής iφάσης. 

Για iπαράδειγμα, iστην iπερίπτωση iμιας iπιο iυδρόφιλης iκαι iθετικά iφορτισμένης 

iθειαμίνης, iη iοποία iδιατηρείται iπιο iέντονα iστη iστήλη iδιόλης iσε iσύγκριση iμε iάλλες 

iυδατοδιαλυτές iβιταμίνες iκαι iστη iστήλη iπυριτίου, iμπορούν iνα iεμφανιστούν iισχυρές 

iαλληλεπιδράσεις iανταλλαγής iκατιόντων. Η iσυμπεριφορά iκατακράτησης iτου 

iτολουολίου iκαι iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών iέχουν iμελετηθεί iσε iστήλη iπυριτίου, 

iδιόλης iκαι iαμινο-στηλών iμε iίδιες iδιαστάσεις. iΣτη iμελέτη iαυτή, iη iεπιφανειακή 

iπροσρόφηση iήταν iο iκυρίαρχος iμηχανισμός iσυγκράτησης iγια iτις iβιταμίνες iπου 

iέχουν iηλεκτροστατικές iαλληλεπιδράσεις iκαι iο iμηχανισμός iκατακράτησης iγια iτις 

iουδέτερες iυδατοδιαλυτές iβιταμίνες, iσυμπεριλαμβανομένων iτων iμηχανισμών 

iκατακράτησης iνικοτιναμίδης, iριβοφλαβίνης iκαι iπυριδοξίνης iαλλάζει iαπό 

iκαταμερισμό iσε iεπιφανειακή iπροσρόφηση iμε iαύξηση iτης iπεριεκτικότητας iσε iACN 

iστην iκινητή iφάση. Η iστήλη iδιόλης iέχει αποδειχθεί iκαταλληλότερη iγια iτον 

iδιαχωρισμό iπολικών iενώσεων iλόγω iλιγότερων iπιθανοτήτων iσύνδεσης iυδρογόνου iσε 

iσύγκριση iμε iτο iγυμνό iπυρίτιο iμε iαποτέλεσμα iμειωμένη iαλληλεπίδραση iμε iτη 

iστατική iφάση. Η iτεχνική iHILIC iαποτελεί iτην iπιο iκατάλληλη iγια iτον iπροσδιορισμό 

iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών, iωστόσο iέχει iεπίσης iορισμένα iμειονεκτήματα, iόπως 

iλιγότερη iευαισθησία iκαι iακρίβεια iγια iτον iπροσδιορισμό iτου iδεϋδροασκορβικού 

iοξέος iστα iφρούτα.  Επιπλέον, iτο iπιο iκατάλληλο iκαι iευρέως iχρησιμοποιούμενο iMPA 
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iως iσταθεροποιητής iγια iτις iβιταμίνες iC, iδεν iείναι iσυμβατό iμε iτη iλειτουργία iHILIC 

iλόγω iτης iμικρότερης iδιαλυτότητας iστην iκινητή iφάση iACN. 

Επτά υδατοδιαλυτές βιταμίνες (θειαμίνη, ριβοφλαβίνη, νικοτινικό οξύ, νικοτινα-

μίδη, πυριδοξάλη, φολικό οξύ και ασκορβικό οξύ) αναλύθηκαν με τη HILIC και η σύγκριση 

του ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων (DAD), του ανιχνευτή φθορισμού (FLR) και της κου-

λομετρικής ανίχνευσης έχει αξιολογηθεί. Οι βιταμίνες Β2 και Β6 μπορούν να ανιχνευθούν 

καλά με ανίχνευση FLR επειδή εμφανίζουν ιδιότητες φυσικού φθορισμού. Από την άλλη 

πλευρά, οι βιταμίνες Β6, Β9 και C είναι οξειδοαναγωγικές δραστικές ενώσεις και μπορούν 

να ανιχνευθούν καλύτερα με κουλομετρική ανίχνευση, ενώ ο ανιχνευτής DAD μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για άλλες βιταμίνες του συπλέγματος Β. Η προσέγγιση HILIC-ID-MS βρέ-

θηκε να είναι πιο πλεονεκτική για τις υδρόφιλες βιταμίνες Β, συμπεριλαμβανομένης της 

νιασιναμίδης, θειαμίνης και πυριδοξίνης, εξαλείφοντας τα προβλήματα που σχετίζονται με 

τη μέθοδο RP-LC (Fatima et al., 2019). 

 

 
Εικόνα 2. Μηχανισμός συγκράτησης της HILIC (Fatima et al., 2019). 

 

2.2.2.  Υγρή Χρωματογραφία Εξαιρετικά Yψηλής Απόδοσης (UHPLC) 

 

 

Η υγρή χρωματογραφία εξαιρετικά υψηλής απόδοσης (UHPLC), που χρησιμοποιεί στήλη 

διαχωρισμού αποτελούμενη από σωματίδια κάτω των 2μm και πίεση μεγαλύτερη από 

20.000 psi, έχει αυξήσει την ευαισθησία και την ανάλυση της χρωματογραφικής ανάλυσης. 
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Η iγρήγορη iταχύτητα iανάλυσης, η iσυμβατότητα iμε iόλους τους iκοινούς iτρόπους iανί-

χνευσης iτης iυψηλής iαπόδοσης iυγρής iχρωματογραφίας iκαι iτις iστήλεςiiυγρής iχρωμα-

τογραφίας iυψηλής iθερμοκρασίας iή i2D-LC iκαι iη iχρήση iμικρότερης iποσότητας iδια-

λύτη iκαι iδείγματος iκαθιστούν iτην iτεχνική iανάλυσης iπιο iευαίσθητη, iπροηγμένη iκαι 

αποδοτική. iΗ iχρήση iστηλών iμικροδιατρήσεων iστην iτεχνική iUHPLC iμπορεί iνα iμειώ-

σει iτην iεπιζήμια iεπίδραση iστη iφασματομετρία iμάζας iπου iπροκαλείται iαπό iτον iυ-

ψηλό iρυθμό iροής iοργανικού iδιαλύτη iστη iRP-HPLC. iΕπιπλέον, iη iενισχυμένη iανά-

λυση iκαι iτα iχαμηλότερα iLODs iείναι iχρήσιμα iγια iτον iδιαχωρισμό iτων iομόλογων 

βιταμινών iκαι iτην iαποτελεσματική iανίχνευση iχαμηλών iσυγκεντρώσεων διαφορετικών 

δευτερευουσών iμορφών i(Fatima et al., 2019). 

Μέχρι iστιγμής, iοι iπερισσότεροι iδιαχωρισμοί iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών 

iέχουν iπραγματοποιηθεί iσε iστήλες iUPLC iHSS iT3 i(υψηλής iαντοχής iπυρίτιο iμε iτρι-

λειτουργική iαλκαλική iφάση) iκαι iBEH i(υβριδική iγέφυρα iαιθυλενίου) iC18. iΗ iστήλη 

HSS iT3 iμε iδεσμευμένη iφάση iC18 iμε iβάση iτο iπυρίτιο iείναι iκατάλληλη iγια iτον 

διαχωρισμό iπολικών iυδρόφιλων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών iσε iυψηλότερες iπιέσεις iκα-

θώς iκαι iπιο iσυμβατή iμε iτην iυδατική iκινητή iφάση. iΕπιπλέον, iπιο iέντονη iκαι iστενή 

κορυφή iτου iCNCbl iμε iυψηλότερη iανάλυση iέχει iληφθεί iστη iστήλη iHSS iT3 iC18 iσε 

σύγκριση iμε iτη iστήλη iBEH iC18 iπιθανόν iλόγω iτου iμεγαλύτερου iαριθμού iθεωρητι-

κών iπλακών. iΤαυτόχρονος iπροσδιορισμός iτων iβιταμερών iτης iβιταμίνης iB6 iπυρι-

δξάλη, iπυριδοξίνη, iπυριδοξαμίνη, iμονοφωσφορικοί iεστέρες iτους iκαι iτο i4-πυριδοξικό 

οξύ iκαθώς iκαι iη iβιταμίνη iΒ12 iως iριβοφλαβίνη iκαι iη i5-φωσφορική iεστεριβοφλαβίνη 

του iφωσφόρου iσε iγάλα iέχουν iπροσδιοριστεί iεπιτυχώς iμε iχρήση iτης iτεχνικής UHPLC 

εντός i6 iλεπτών i(Schmidt et al., 2017). 

Η υγρή χρωματογραφία εξαιρετικά υψηλής απόδοσης είναι μια εξαιρετική τεχνική 

διαχωρισμού των υδατοδιαλυτών βιταμινών, ειδικά για τον προσδιορισμό βιταμερών/ ενερ-

γών μορφών βιταμινών. Μέχρι σήμερα, υπάρχουν περιορισμένες εφαρμογές της ανάλυσης 

των βιταμινών με την τεχνική UΗPLC, πιθανόν λόγω του υψηλού κόστους του εργαστηρια-

κού εξοπλισμού της (Fatima et al., 2019). Στον πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζονται ορι-

σμένες πρόσφατες εφαρμογές των μεθόδων υγρής χρωματογραφίας iμε στόχο τον ταυτό-

χρονο προσδιορισμό των υδατοδιαλυτών βιταμινών και των ενεργών βιταμερών τους 

(Fatima et al., 2019). 
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Πίνακας  5. Σύνοψη των μεθόδων LC για την ανάλυση των υδατοδιαλυτών βιταμινών από το 

2014-2018 (με επίκεντρο τον ταυτόχρονο προσδιορισμό των υδατοδιαλυτών βιταμινών και 

των ενεργών μορφών τους) (Fatima et al., 2019). 

Προσδιοριζόμενη ου-

σίαi 
Μήτρα Συνθήκες LC Ανίχνευση 

Επικύρωση με-

θόδου  
Πηγή  

Καφεΐνη, ασκορβικό 

οξύ, θειαμίνη, ριβο-

φλαβίνη, 5-φωσφο-

ρικό (FMN) και ριβο-

φλαβίνη (Β2), νικοτι-

νικό οξύ, νικοτιναμίδη 

(Β3), παντοθενικό οξύ 

(Β5), πυριδοξάλη, πυ-

ριδοξαμίνη, πυριδο-

ξίνη (Β6), φολικό οξύ 

(Β9), κυανοκοβαλα-

μίνη (Β12) 

Ενεργειακά 

ποτά 

Στήλη Nova-Pak 

C18 

(150mm×3.9mm, 

5μm) 

Κινητή φάση: 

Α=MeOH, B=0,05M 

NaH2PO4 που πε-

ριέχει 0,005Μ εξα-

νοδουλφονικό οξύ 

DAD και 

FLD 

LOD: 13 – 121 ng 

mL – 1 (LC-PDA) 

8 και 61 ng mL – 1 

(LC-FL)  

RSD: 1.87 – 1.73% 

(LC-PDA) 

1.44 – 1.83% (LC-

FL) 

 

 

Gliszczyn-

ska´Swigł

o et al., 

2015 

Βιταμίνη Β1 (θεια-

μίνη, TMP, TDP) 

Βοδινό γάλα Στήλη UPLC (HSS 

T3, 100mm×2.1mm, 

1.7μm) 

Κινητή φάση:  

Α= Οξικό νάτριο σε 

UP νερό,  

Β= Μεθανόλη 

FLD LOD:  

0.99 – 1.56nmol/L 

LOQ:  

3.29 – 5.52nmol/L 

Schmidt et 

al, 2017 

Βιταμίνες C, B1, B2, 

B9, B3, B6, ρετινόλη, 

γ-τοκοφερόλη, φυλλο-

κινόνη, λυκοπένιο, β-

καροτένιο 

Ντομάτες και 

φαρμακευτικά 

σκευάσματα 

Στήλη C18 Kinetex 

(100mm×4.6mm, 

2.6μm) 

Κινητή φάση:  

Α=0,1% FA σε νερό, 

Β=ACN, C=ACN/ 

μεθανόλη/ HEX 

(90/8/2, v/v/v) που 

περιέχει 0,1% οξικό 

οξύ  

UV LOD: 0.6-200 μg/L 

LOQ: 2-700 μg/L 

Melfi et 

al., 2018 

L-AA, B1, B2, B3, B6 

και Β9 

Δημητριακά  Zorbax HILIC Plus 

(100mm×4.6mm, 

3.5μm) 

Κινητή φάση:  

Α=10mM 

CH3COONH4 σε 

H2O:ACN (95:5) 

Β=10mM 

CH3COONH4 σε 

ACN:H2O (95:5)  

ECD 

(30mV) 

LOD: 0.16  μg/mL 

LOQ: 0.55  μg/mL 

Langer et 

al., 2014 
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B6, B9, B12 Φυτά  

(S. aegyptiaca 

και S. vera) 

Στήλη MZ ODS-C18 

(250×4.6 mm, 5μm) 

Κινητή φάση: Meth-

anol–phosphate 

buffer solution 

DAD LOQ:  

LOD: 1.8-4.8 

mg/kg 𝑅2: 0.999 

Recoveries: 91–

102% 

Chamkour 

et al., 

2015 

Ριβοφλαβίνη (Β2), νι-

κοτιναμίδη (Β3), πυρι-

δοξίνη (Β6) 

Χυμοί φρού-

των  

Στήλη Agilent C18 

(4.6mm×250mm, 

5μm)  

Κινητή φάση: 

water-methanol-ace-

tic acid 

(72%:27%:1%, v/v) 

UV LOQ: 4.0–18.4μg 

L − 1  

LOD: 1.2–5.5μg L 

− 1 

Ostovan et 

al., 2018 

Θειαμίνη, ριβοφλα-

βίνη, νικοτιναμίδη, νι-

κοτινικό οξύ, πυριδο-

ξίνη, πυριδοξάλη, βιο-

τίνη, παντοθενικό οξύ, 

FAD 

Ανθρώπινο 

γάλα 

Στήλη UPLC HSS 

T3 (2.1×100MM, 

1.8μm) 

Κινητή φάση: 

Α=ACN, 

B=Μυρμηκικό αμ-

μώνιο σε νερό 

ESI-MS  LOQ: 0.5-45 ng/ml 

LOD: 0.15-13.6 

ng/ml 

Luo et al., 

2017 

      

Θειαμίνη, ριβοφλα-

βίνη, νικοτιναμίδη και 

νικοτινικό οξύ, παντο-

θενικό οξύ, πυριδο-

ξίνη, βιοτίνη, φολικό 

οξύ 

 Waters Acquity 

BEH C18 (2.1×100 

mm, 1.7μm) 

Κινητή φάση: 

A = 20 mM μυρμη-

κικό αμμώνιο, B = 

μεθανόλη 

ESI 

MS/MS 

LOQ: 0.627-100 

mg/kg  

LOD: nr  

RSD: 3.4 ± 2.6% 

Recovery: 100.2 ± 

2.4% (n = 160). 

Le-

biedzinska 

et al., 

2018 

 

 

2.2.2. Τριχοειδής ηλεκτροφόρηση (CE) 

 

Οι χρωματογραφικές τεχνικές είναι πιο ευαίσθητες για τον προσδιορισμό των υδατοδιαλυ-

τών βιταμινών σε σύγκριση με τις τεχνικές της  CΕ. Από την άλλη πλευρά, οι μέθοδοι που 

βασίζονται στη τριχοειδή ηλεκτροφόρηση παρουσιάζουν μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα 

σε σύγκριση με τις μεθόδους που βασίζονται στην υγρή χρωματογραφία. Το βασικό μειονέ-

κτημα της μεθόδου CE είναι το πρόβλημα της μικρότερης ευαισθησίας, το οποίο μπορεί να 

λυθεί με τη χρήση κατάλληλων ανιχνευτών, όπως ο φθορισμός (LIF) και με χρήση κατάλ-

ληλης μεθόδου εξαγωγής για τον εμπλουτισμό των αναλυτών. Οι κοινώς χρησιμοποιούμε-

νες μέθοδοι που βασίζονται στη τεχνική CE για τις υδατοδιαλυτές βιταμίνες περιλαμβάνουν 

την ηλεκτροφόρηση τριχοειδών ζωνών (CZE), τη μικκυλιακή ηλεκτOKTOKροκινητική 

χρωματογραφία (MEKC) και την τριχοειδή ηλεκτροχρωματογραφία (CEC).  
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Στην μικκυλιακή ηλεκτροκινητική χρωματογραφία (MEKC) συμβαίνουν υδρόφο-

βες και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με τον αναλύτη επειδή τα μικκύλια επιφανειο-

δραστικών ουσιών στο υπόβαθρο του ηλεκτρολύτη (BGE) δρουν ως ψευδοστάσιμη φάση. 

Οκτώ υδατοδιαλυτές βιταμίνες έχουν αναλυθεί από τη MEKC χρησιμοποιώντας σύστημα 

HP3D CE με DAD σε ενεργειακά και αθλητικά ποτά. Στη μελέτη αυτή, το δωδεκυλοθειϊκό 

νάτριο (SDS) μπόρεσε να διαχωρίσει το ζεύγος βιταμινών Β5-C και έδωσε τον καλύτερο 

διαχωρισμό σε σύγκριση με άλλα ελεγμένα επιφανειοδραστικά όπως το χολικό νάτριο (SC) 

και το δεοξυ-χολικό νάτριο (SDC). Ωστόσο, η μέθοδος της MEKC δεν ήταν κατάλληλη για 

τον προσδιορισμό των βιταμινών Β12 λόγω της πολύ χαμηλής συγκέντρωσής του κάτω από 

το LOQ. Η βελτιστοποίηση του υποβάθρου ηλεκτρολύτη CE είναι σημαντική για την ελα-

χιστοποίηση τυχόν παρεμβολών (Mazina et al., 2010). Ταυτόχρονη ανάλυση των συμπλη-

ρωμάτων διατροφής και των εκχυλισμάτων αγκινάρας σε πολυβιταμίνες βιταμίνης C και 

τεσσάρων βιταμινών Β έχει πραγματοποιηθεί από την μικκυλιακή ηλεκτροκινητική χρωμα-

τογραφία χρησιμοποιώντας βορικό ρυθμιστικό διάλυμα σε pH 8.2, SDS ως επιφανειοδρα-

στικό και 2-χλωρονικοτινικό οξύ ως εσωτερικό πρότυπο (Serni et al., 2013). Ο ταυτόχρονος 

διαχωρισμός δέκα υδατοδιαλυτών βιταμινών έχει πραγματοποιηθεί σε συντηγμένο πυριτικό 

τριχοειδές από λειτουργία MEKC με ανίχνευση UV. Το ρυθμιστικό διάλυμα βορικού που 

περιέχει αιθανόλη έχει χρησιμοποιηθεί για τη βελτίωση της επιλεκτικότητας και της αποτε-

λεσματικότητας του διαχωρισμού (Da Silva et al., 2013).   

Η τριχοειδής ηλεκτροχρωματογραφία (CEC) είναι ένας συνδυασμός των τεχνικών 

HPLC και CE, όπου οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες διαχωρίζονται συνήθως σε λειτουργία τρι-

χοειδούς ηλεκτροφόρρησης, ενώ οι λιποδιαλυτές βιταμίνες μπορούν να διαχωριστούν κυ-

ρίως από την αλληλεπίδρασή τους με μια στατική φάση. Ο ταυτόχρονος διαχωρισμός των 

υδατοδιαλυτών και των λιποδιαλυτών βιταμινών έχει επιτευχθεί χρησιμοποιώντας την μέ-

θοδο CEC υποβοηθούμενη από πίεση με τριχοειδή μονολιθική στήλη με βάση το μεθακρυ-

λικό. Η τριχοειδής ηλεκτροφόρηση σε συνδυασμό με την μέθοδο ICP-MS (Επαγωγικά Συ-

ζευγμένο Πλάσμα- Φασματομετρία Μάζας) έχει χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για ανάλυση δια-

φορετικών μορφών κοβαλαμινών της βιταμίνης Β12 σε σχετικά απλά δείγματα, όπως συ-

μπληρώματα διατροφής και δείγμα χλωρέλλας (Chen et al., 2008). Σε μια πρόσφατη μελέτη 

(Ni et al., 2014), εφαρμόστηκε ηλεκτροκινητική χρωματογραφία (EKC) για το διαχωρισμό 

υδατοδιαλυτών και λιποδιαλυτών βιταμινών σε συντηγμένο πυριτικό τριχοειδές, με χρήση 

πολυμερούς μικκυλίου, που σχηματίζεται από τυχαίο συμπολυμερές (stearyl methacrylate-

co-methacrylic acid) ως ψευδοστατική φάση και ρυθμιστικό διάλυμα 25 mM Tris που πε-

ριέχει 125 mM SDS ως ηλεκτροφορητικό διάλυμα.  
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2.3. Μέθοδοι προσδιορισμού λιποδιαλυτών βιταμινών  

 

Κυρίως, λόγω του μεγάλου αριθμού των μορφών βιταμινών που εμφανίζονται φυσικά στα 

τρόφιμα, η υγρή χρωματογραφία (LC) σε όλες τις παραλλαγές της [υγρή χρωματογραφία 

υψηλής απόδοσης (HPLC), υγρή χρωματογραφία εξαιρετικά υψηλής απόδοσης (HILIC), 

νανο-υγρή χρωματογραφία (nano-LC), δισδιάστατη υγρή χρωματογραφία (2DLC)] είναι η 

καταλληλότερη τεχνική για την ανάλυση των λιποδιαλυτών βιταμινών. Επίσης, κομβικό εί-

ναι η ευελιξία που σχετίζεται με την ποικιλία των χρωματογραφικών μοντέλων [κανονική 

φάση (NP), αντίστροφη φάση (RP), μη υδατική αντίστροφη φάση (NARP), στατικές φάσεις 

(SPs)] και συσκευασίες στηλών (πορώδη σωματίδια 2-5μm, σωματίδια κάτω των 2mm, σω-

ματίδια με πυρήνα κέλυφους και μονόλιθοι). Επομένως, η υγρή χρωματογραφία σε συνδυα-

σμό με μια μεγάλη ποικιλία από ανιχνευτές (υπεριώδους/ ορατού (UV/Vis), φθορισμού 

(FL), ηλεκτροχημικοί (EL), φασματομετρίας μάζας (MS)], προσφέρει μια σειρά τεχνικών 

για τον διαχωρισμό και τον προσδιορισμό των βιταμινών σε σύνθετες μήτρες όπως τα τρό-

φιμα. Πιο συγκεκριμένα, η μέθοδος LC-MS παρέχει τόσο επιλεκτικότητα όσο και ευαισθη-

σία για τον εντοπισμό και την μελέτη των πολύ χαμηλών συγκεντρώσεων ορισμένων μορ-

φών/ μεταβολιτών βιταμινων.  

2.3.1. Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

 

Οι μέθοδοι υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης κανονικής φάσης (NP), αντίστροφης 

φάσης (RP) και μη υδατικής αντίστροφης φάσης (NARP) είναι οι πιο συνηθισμένοι μέθοδοι 

HPLC που έχουν χρησιμοποιηθεί για τον διαχωρισμό των λιποδιαλυτών βιταμινών. Το είδος 

της μήτρας του τροφίμου, οι μορφές βιταμινών και η δειγματοληψία είναι οι κρίσιμοι παρά-

γοντες για την επιλογή της μεθόδου χρωματογραφίας που πρέπει να χρησιμοποιηθεί (Fanali 

et al., 2017). 

2.3.1.1. Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης κανονικής φάσης (NP HPLC) 

 

Η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης κανονικής φάσης (NP HPLC) έχει εφαρμοστεί 

με επιτυχία για τον διαχωρισμό των cis- και trans- ισομερών της ρετινόλης καθώς και των 

οκτώ ομοειδών της βιταμίνης Ε, επιτρέποντας την ατομική ποσοτικοποίηση των β- και γ- 

ισομερών. Ένα ακόμη πλεονέκτημα των στηλών κανονικής φάσης συνίσταται στην ανοχή 

σχετικά υψηλών φορτίων λιπιδικού υλικού, το οποίο δεν απορροφάται έντονα και μπορούν 
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εύκολα να αφαιρεθούν από την στήλη λόγω μη πολικής κινητής φάσης. Επειδή η σαπωνο-

ποίηση δεν είναι απαραίτητη για την απομόνωση της αναλυόμενης ουσίας, η ικανότητα αυτή 

μπορεί να αξιοποιηθεί για την άμεση έγχυση εκχυλισμάτων από λιπαρά τρόφιμα, όπως μαρ-

γαρίνη, λάδι και γάλα, με εκχύλιση/ αραίωση δείγματος με εξάνιο. Στην περίπτωση αυτή, η 

ανίχνευση φθορισμού προτιμάται από την ανίχνευση απορρόφησης δεδομένου ότι επηρεά-

ζεται λιγότερο από τα παρεμβαλλόμενα λιπίδια που συνεκχυλίζονται από την στήλη. Ω-

στόσο, ένας ουσιαστικός περιορισμός της Normal Phase HPLC αποτελεί η μη πλήρης κα-

ταλληλότητα για τον ανιχνευτή φασματομετρίας μάζας. Στην πραγματικότητα, οι περισσό-

τερες κινητές φάσεις που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση λιποδιαλυτών βιταμινών χρη-

σιμοποιούν ένα δυαδικό σύστημα διαλυτών με βάση το εξάνιο σε συνδυασμό με πολικούς 

οργανικούς τροποποιητές, συμπεριλαμβανομένων των αιθέρων ή αλκοολών σε χαμηλό πο-

σοστό, το οποίο δεν ευνοεί ούτε τον ηλεκτροψεκασμό (EC) ούτε τον χημικό ιονισμό ατμο-

σφαιρικής πίεσης (APCI). Παρ’ όλα αυτά, ο Strobel et al. (2013) εφάρμοσε ανάλυση χρω-

ματογραφίας με ανίχνευση παγίδας ιόντων APCI για την διάκριση και τον προσδιορισμό 

της βιταμίνης D2, D3, 25-OHD2 και 25-OHD3 στο κρέας. Ωστόσο, η NP-HPLC σε συν-

δυασμό με τις μεθόδους ανίχνευσης UV-Vis, φθορισμού και ηλεκτροχημικής ανίχνευσης, 

έχει χρησιμοποιηθεί για την ανάλυση των τοκοφερόλων και ειδικότερα των τοκοτριενολών, 

των οποίων η ταυτοποίηση επιβεβαιώνεται και από τη σειρά έκλουσης:  α-Τ < α-Τ3 < β-Τ 

< γ-Τ < β-Τ3 < γ-Τ3 < δ-Τ < δ-Τ3 (Gee et al., 2016). 

Η αναλυτική μέθοδος για τον προσδιορισμό των βιταμινών στα τρόφιμα και τις 

ζωοτροφές, είναι η υγρή χρωματογραφία (HPLC ή UPLC), λόγω της επιλεκτικότητας, του 

μικρού χρόνου ανάλυσης και της υψηλής απόδοσης. Οι μέθοδοι που βασίζονται στη χρω-

ματογραφία μπορούν εύκολα να αυτοματοποιηθούν και να προσδιορίσουν πολλές ενώσεις 

την ίδια ώρα. Οι μέθοδοι κυμαίνονται από τη χρήση χρωματογραφίας κανονικής φάσης με 

στήλες πυριτίου έως τη χρήση χρωματογραφίας αντίστροφης φάσης με στήλες C8, C18 και 

C30. Οι Lee et al. (2011) μελέτησαν τρεις διαφορετικές στήλες για τον διαχωρισμό της βι-

ταμίνης Α και Ε: μία στήλη 𝛮𝛨2, 𝐶30 και 𝐶18 (Εικόνα 3). Στο τέλος της ανάλυσης, παρα-

τήρησαν ότι η τοκοφερόλη και οι κορυφές της τοκοφερόλης της βιταμίνης Ε δεν διαχωρί-

στηκαν και εμφανίστηκαν ως μια ενιαία επικαλυπτόμενη κορυφή όταν χρησιμοποιείται η 

στήλη C18, αλλά θα μπορούσε να διαχωριστεί χρησιμοποιώντας τη στήλη 𝛮𝛨2. Όσον α-

φορά τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης, η στήλη 𝛮𝛨2 παρουσίασε χαμηλότερες τι-

μές από τη στήλη C8 αλλά υψηλότερες από τη C18. 
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Εικόνα 3. Χρωματογραφίες LC/MS ESI+ μονού τετραπολικού (Α) χρωματογράφημα ολικού 

ιόντος α-τοκοφερόλη (διάλυμα 1 mg L σε βουτανόλη) το σήμα αναγνωρίστηκε θετικά στα 

11,75 λεπτά (Β) Φασματογράφημα μάζας για α-τοκοφερόλη (διάλυμα 1 mg L σε βουτανόλη) 

χρησιμοποιώντας ενέργεια κώνου 120V που εξάγεται από ένα σήμα με χρόνο κατακράτησης 

11,71 λεπτά (C) α-τοκοφερόλη (χρόνος κατακράτησης 11,77 λεπτά) που προσδιορίζεται σε 

δείγμα πλάσματος κοτόπουλου μετά την εκχύλιση με χλωροφόρμιο και βουτανόλη (D) α-το-

κοφερόλη σε επιλεγμένο ιόν λειτουργία παρακολούθησης (SIM) χρησιμοποιώντας ενέργεια 

κώνου 120V που εξάγεται από το σήμα με χρόνο συγκράτησης 11,82 λεπτά (E) α-οξική τοκο-

φερόλη σε ενέσιμο διάλυμα βιταμίνης Ε για κτηνιατρική χρήση χρησιμοποιώντας μια προσέγ-

γιση «αραιωμένο και βολή» (16,32 λεπτά) και (F) α-οξική τοκοφερόλη σε λειτουργία SIM 

χρησιμοποιώντας ενέργεια κώνου 60V που εξάγονται από το σήμα με χρόνο συγκράτησης 

16,34 λεπτά (Lee et al., 2011). 
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Τα συστήματα διαλυτών που χρησιμοποιούνται ως κινητή φάση ποικίλλουν ανά-

λογα με την επιλεγμένη προσέγγιση. Στην περίπτωση της χρωματογραφίας κανονικής φά-

σης, ως συστήματα διαλυτών χρησιμοποιούνται κυρίως η 2-προπανόλη/ εξάνιο σε διαφορε-

τική αναλογία, καθώς επίσης και η μεθανόλη/εξάνιο/ΤHF (97.25:2.5:0.25) ή εξάνιο/ΜΤΒΕ 

(96:4). Σε αντίστροφη φάση, οι πιο κοινές είναι οι MeOH-𝐻2𝑂, MeOH-CAN, και οι δύο 

τεχνικές μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε βαθμωτή ή ισοκρατική λειτουργία.   

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η τεχνική υγρής χρωματογραφίας έχει μεγάλη 

ποικιλία από τεχνικές παρακολούθησης, η οποία περιλαμβάνει PDA, FLD, ECD, ELSD ή 

MSD. Ο πιο συχνά χρησιμοποιούμενος ανιχνευτής για τις βιταμίνες είναι o φθορισμομετρι-

κός , ο  οποίος είναι πολύ ευαίσθητος και εκλεκτικός σε σχέση με τον ανιχνευτή υπεριώδους 

ακτινοβολίας. Επομένως, είναι δυνατή η διεξαγωγή ταυτόχρονου προσδιορισμού της βιτα-

μίνης Α και Ε, για την οποία προγραμματίζεται ο απαιτούμενος εξοπλισμός έτσι ώστε σε 

ορισμένα χρονικά διαστήματα να χρησιμοποιείται το μήκος κύματος διέγερσης (λex) και το 

μήκος κύματος εκπομπής (λem) που καθορίζεται για κάθε βιταμίνη. Πιο συγκεκριμένα, για 

τη βιταμίνη Ε, λex=285nm και λem=470nm και για τη βιταμίνη Α, λex=325nm και 

λem=470nm, ενώ δεν μπόρεσαν να ανιχνευθούν άλλες βιταμίνες όπως η Κ ή D. Εναλλα-

κτικά, ο ανιχνευτής PDA μπορεί να λειτουργήσει σε πολλαπλά μήκη κύματος UV και να 

καθορίσει τέσσερις βιταμίνες την ίδια στιγμή. Η συζευγμένη χρωματογραφία φασματομε-

τρίας μάζας είναι συνήθως η πιο ευέλικτη επιλογή για τον προσδιορισμό των βιταμινών. 

Ωστόσο, το εργαστήριο μελέτης απαιτεί να έχει τους απαραίτητους πόρους για την από-

κτησή του. Με επιτυχία έχει εφαρμοστεί φασματομετρία μάζας για την αξιολόγηση των 

τοκοφερολών σε συμπληρώματα ζωοτροφών και σε βιολογικά δείγματα ζώων. 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, οι πρώτες μέθοδοι που αναπτύχθηκαν στην ανάλυση 

της βιταμίνης D βασίστηκαν σε ανταγωνιστικές μεθόδους δέσμευσης συνδετή για ορό/ πλά-

σμα. Πιο πρόσφατα, αυτοματοποιημένες και ημιαυτόματες ανοσοδοκιμασίες έχουν αναπτυ-

χθεί για την ανάλυση υψηλής απόδοσης της 25-υδροξυβιταμίνης (25-OHD). Σε πρόσφατες 

έρευνες χρησιμοποιήθηκε συνδυασμός λεπτής στρώσης χρωματογραφίας και φασματοφω-

τομετρικές τεχνικές για τη διερεύνηση της περιεκτικότητας σε βιταμίνη D στο μητρικό γάλα.  

Αργότερα, έγινε εφαρμογή ενός συνδυασμού HPLC και  δοκιμασιών δέσμευσης προσδέμα-

τος/ ανταγωνιστικής δέσμευσης πρωτεϊνών για το διαχωρισμό και την εκτίμηση των μετα-

βολιτών της βιταμίνης D στο μητρικό γάλα. Τα μειονεκτήματα της ανάλυσης είναι η περιο-

ρισμένη ευαισθησία και διασταυρούμενη αντιδραστικότητα μεταξύ των διαφορετικών με-

ταβολιτών της βιταμίνης D. Ως εκ τούτου, η χρήση της φασματομετρίας μάζας κερδίζει 
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δημοτικότητα για τη μέτρηση των μεταβολιτών της βιταμίνης D και θεωρείται ιδανική μέ-

θοδος λόγω της αυξημένης ευαισθησίας και ειδικότητάς της στην ανίχνευση (Tuddenham et 

al., 2021).  

Η μέθοδος LC-MS/MS της βιταμίνης D στο μητρικό γάλα βασίζεται σε τρεις κύριες 

διαδικασίες εκχύλισης, χρωματογραφικός διαχωρισμός, φασματομετρία μάζας διαχωρισμού 

και ανίχνευσης. Παρόμοια με τις μεθόδους που βασίζονται στο αίμα, τυπικά η ανάλυση LC-

MS/MS της βιταμίνης D στο μητρικό γάλα περιλαμβάνει χρωματογραφία αντίστροφης φά-

σης, ένα πρόγραμμα βαθμίδωσης διαλύτη νερού και μεθανόλης (MeOH) και τη χρήση κα-

τάλληλου εσωτερικού προτύπου (ISTD) για τη διόρθωση τυχόν απώλειας δείγματος κατά 

την εξαγωγή, και συνέπειες της καταστολής ιόντων. Η τεχνική LC-MS/MS είναι λιγότερο 

ευαίσθητη μέθοδος ως προς τα αποτελέσματα της μήτρας σε σύγκριση με την ανοσοδοκι-

μασία. Έχει επίσης το πλεονέκτημα να διακρίνει διαφορετικούς μεταβολίτες της βιταμίνης 

D μεταξύ τους, καθιστώντας τη μέθοδο αυτή ιδιαίτερα ευαίσθητη και ως εκ τούτου ιδανική 

για την ανίχνευση μεταβολιτών της βιταμίνης D στο μητρικό γάλα. Ωστόσο, αξίζει να ανα-

φερθεί ότι δεν διαχωρίζουν όλες οι μέθοδοι την 25-υδροξυβιταμίνη D3 από το επιμερές του, 

με αποτέλεσμα να υπάρχουν δυναμικές ανακρίβειες (Tuddenham et al., 2021). Στον Πίνακα 

6 γίνεται σύγκριση τεχνικών προετοιμασίας δειγμάτων και μεθόδων ανάλυσης που χρησι-

μοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό των μεταβολιτών της βιταμίνης D σε μητρικό γάλα ή 

άλλα γαλακτοκομικά προϊόντα.  

 

Πίνακας 6. Τεχνικές προετοιμασόιες δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση των 

μεταβολιτών της βιταμίνης D σε ανθρώπινο μητρικό γάλα ή σε γαλακτοκομικό γάλα ή προϊό-

ντα (Tuddenham et al., 2021). 

Δείγμα 
Μεταβολίτες βιταμί-

νης D 
Τεχνική εξαγωγής 

Μέθοδος α-

νάλυσης 

Ποσοστό εύ-

ρεσης 

Μητρικό γάλα, 

5-10mL 

 

25-OHD2,  

25-OHD3,  

Βιταμίνη D2, D3  

SPE –  

0,5g silica column  

LC-MS/ MS -  

Μητρικό γάλα, 

10mL 

 

25-OHD2,  

25-OHD3,  

Βιταμίνη D2, D3 

LLE – εξάνιο   LC-MS/ MS  90,9-105% 

Μητρικό γάλα 

 

 

25-OHD2,  

25-OHD3,  

Βιταμίνη D2, D3 

LLE – επτάνιο  LC-MS/ MS -  
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Αγελαδινό 

γάλα, 4mL 

 

 

25-OHD2,  

25-OHD3,      

3-epi25-OHD3,  

Βιταμίνη D2, D3 

LLE – εξάνιο  LC-MS/ MS 88,2-105% 

Αγελαδινό 

γάλα, 10mL 

 

Βιταμίνη D3 LLE – εξάνιο  LC-MS/ MS 78% 

Εμπλουτι-

σμένο και μη 

αγελαδινό 

γάλα, 50mL 

 

Βιταμίνη D2, D3 LLE – εξάνιο  HPLC/ UV 88-99% 

Διάλυμα μη-

τρικού γάλα-

κτος,  

0.5g αραιω-

μένα σε 10mL 

νερό 

 

Βιταμίνη D3 SPE LC-MS/ MS  93,1-110,6% 

Διάλυμα μη-

τρικού γάλα-

κτος,  

10g αραιωμένα 

σε 40mL αιθα-

νόλη 

Βιταμίνη D3 LLE – εξάνιο  UFLC-DAD 89,5-105,1% 

 

Πολλές μέθοδοι έχουν χρησιμοποιηθεί συστηματικά στην ποσοτικοποίηση της βι-

ταμίνης D, συμπεριλαμβανομένης της δοκιμασίας της ανταγωνιστικής πρωτεϊνικής δέσμευ-

σης (CPB), τις ραδιοανοσοδοκιμασίες (RIA), τις ανοσοδοκιμασίες χημειοφωταύγειας 

(CLIA), τη υγρή χρωματογραφία (LC) με ανίχνευση UV, και υγρή χρωματογραφία-φασμα-

τομετρία μάζας (LC-MS) ή διαδοχική φασματομετρία μάζας (LC-MS/MS). Σε κλινική 

πράξη, οι δοκιμασίες CPB, RIA και CLIA παραμένουν οι πιο ευρέως εφαρμοσμένες δοκι-

μασίες. Διατίθεται σε μορφή κιτ και μπορούν να αυτοματοποιηθούν εύκολα σε υψηλή από-

δοση, επιτρέποντας εκατοντάδες δείγματα να μετρούνται ανά ώρα (Volmer et al., 2013). 

Οι μέθοδοι υγρής χρωματογραφίας συχνά εφαρμόζονταν στο παρελθόν χρησιμο-

ποιώντας κυρίως ανιχνευτή UV. Η αναλυτική προδιαγραφή της ανίχνευσης UV είναι περιο-

ρισμένη, αλλά το κύριο πλεονέκτημα των μεθόδων που βασίζονται σε LC είναι η ικανότητα 

να διαχωρίζουν τα διαφορετικά είδη της βιταμίνης D, επιτρέποντας την ατομική ποσοτικο-

ποίηση και αφαίρεση των ειδών που παρεμβάλλονται. Ένα απλό παράδειγμα είναι η ειδική 

αξιολόγηση της συμπλήρωσης βιταμίνης D2 σε ασθενείς μετά από διαχωρισμό της 25-υ-

δροξυβιταμίνης D2 και της 25-υδροξυβιταμίνης D3 (Volmer et al., 2013). 
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Η μέθοδος LC-MS προσφέρει πρόσθετα πλεονεκτήματα μετρώντας τις αναλογίες 

μάζας (m/z) ως χαρακτηριστικό ανίχνευσης, ιδιαίτερα σε συνδυασμό με τη διαδοχική φα-

σματομετρία μάζας (MS/MS). Το χαρακτηριστικό αυτό παρέχει πληροφορίες για συγκεκρι-

μένα στοιχεία της δομής των μορίων μετά τη διάσπαση των ιονισμένων μορίων σε θραύ-

σματα κατά τη διάρκεια MS/MS. Ένα ακόμη εγγενές πλεονέκτημα της τεχνικής που βασί-

ζονται στην MS είναι ότι μπορούν να αντιπροσωπεύουν τη δέσμευση πρωτεΐνης με την ε-

φαρμογή προτύπων ισοτόπων των ειδών της βιταμίνης D ως εσωτερικά πρότυπα (Volmer 

et al., 2013). 

Σε μια πρόσφατη μελέτη σχετικά με τις τεχνικές LC-MS/MS για την ανάλυση της 

βιταμίνης D, έγινε αναφορά ότι ιδανικά, ένα καθολικό χρυσό πρότυπο προσδιορισμού θα 

επέτρεπε την ποσοτικοποίηση σε επίπεδα υψηλής απόδοσης, με εξαιρετική αναπαραγωγι-

κότητα και ακρίβεια σε διαφορετικά εργαστήρια. Ταυτόχρονα, θα έπρεπε να είναι απλή στην 

εκτέλεση και την εφαρμογή της. Το συμπέρασμα είναι ότι, δυστυχώς, επί του παρόντος δεν 

υπάρχει τέτοιος προσδιορισμός. Παρ’ όλα αυτά, η τεχνική LC-MS/MS περιγράφεται συχνά 

ως ένα τέτοιο χρυσό πρότυπο στη βιβλιογραφία. Επομένως, είναι σημαντικό να επισημά-

νουμε ότι η φασματομετρία μάζας εμφανίζει εγγενείς πηγές διακύμανσης και σφαλμάτων, 

οι οποίες θα πρέπει να αποκαλυφθούν και να διορθωθούν. Αυτά περιλαμβάνουν επιδράσεις 

μήτρας, χημικά επιμέρη, ζητήματα επιλεκτικότητας φασματικής μάζας από ισομερή και ι-

σοβαρή παρεμβολές, επιρροή διαφορετικών πηγών ιονισμού [πρακτικά, χημικός ιονισμός 

ατμοσφαιρικής πίεσης (APCI) έναντι ιονισμού ηλεκτροψεκασμού (ESI)], γενική ευαισθη-

σία και περιορισμοί λόγω της περιορισμένης απόδοσης ιονισμού (Volmer et al., 2013). 

Αξίζει να αναφέρουμε στο σημείο αυτό, ωστόσο, τους περιορισμούς της μεθόδου 

LC-MS/MS που σχετίζονται με παρεμβολές και μπορεί να προκαλέσει μεταβλητότητα που 

σχετίζεται με τη μέθοδο στα αποτελέσματα της 2,5-υδροξυβιταμίνης D3. Ιδιαίτερη ανησυ-

χία προκαλεί η επιζήμια συνεισφορά άλλων χημικών ενώσεων στη μετρούμενη συγκέ-

ντρωση της 2,5-υδροξυβιταμίνης D3, οι οποίες προέρχονται κυρίως από συν-ιονισμένα συ-

στατικά, προερχόμενα από το εκχύλισμα του δείγματος, συνέκλουση ισοβαρικών μορίων 

από ενδογενείς και εξωγενείς πηγές καθώς και ισομερή όπως το C-3 επιμερές. Παρεμβολές 

από συνεκλουόμενα συστατικά από το εκχύλισμα του δείγματος μπορεί να προκαλέσει ένα 

φαινόμενο που ονομάζεται καταστολή ιόντων. Η διαδικασία αυτή περιγράφει τη μείωση 

(σπάνια ενίσχυση) του μετρούμενου σήματος της αναλυόμενης ουσία από άλλα συστατικά 

που τυχαίνει να εισέρχονται ταυτόχρονα στην πηγή ιόντων και που στη συνέχεια ιονίζεται 

κατά προτίμηση έναντι της ένωσης που μελετάται. Σταθερά πρότυπα ισοτόπων της 2,5-υ-

δροξυβιταμίνης D3 χρησιμοποιούνται για διόρθωση τυχόν συστηματικών σφαλμάτων από 
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την καταστολή ιόντων, καθώς η πρωτεϊνική δέσμευση του ισοτοπικά επισημασμένου ανά-

λογου είναι παρόμοια με αυτή της 2,5-υδροξυβιταμίνης D3 (Volmer et al., 2013). 

 

2.3.1.2. Υγρή χρωματογαρφία υψηλής απόδοσης αντίστροφης φάσης (RP HPLC)  

 

 

Σε σύγκριση με την HPLC κανονικής φάσης, η υγρή χρωματογραφία αντίστροφης φάσης 

RP HPLC προσφέρει μια σειρά από πλεονεκτήματα που περιλαμβάνουν τη χρήση κατάλ-

ληλης κινητής φάσης για πιο ευαίσθητη ανίχνευση φασματομετρίας μάζας, μεγαλύτερη αν-

θεκτικότητα των χρωματογραφικών στηλών, αναπαραγωγικότητα των χρόνων συγκράτη-

σης, της γρήγορης εξισορρόπησης και του σχηματισμού της βέλτιστης κορυφής. Για τους 

λόγους αυτούς, η πλειοψηφία των λιποδιαλυτών βιταμινών έχει διαχωριστεί με HPLC σε 

στήλες C18. Για παράδειγμα, ο Jakobsen et al (2009) εφάρμοσε τη στήλη C18 με υψηλό 

φορτίο άνθρακα για την διάκριση της βιταμίνης D2 από τη D3 σε βοοειδές γάλα και βού-

τυρο.  

Εναλλακτικά, οι στήλες C30 (τριακοντύλιο) και PFP (πενταφθοροφαινύλιο) επι-

τρέπουν στα όργανα της HPLC την ανίχνευση και τον διαχωρισμό λιποδιαλυτών βιταμινών. 

Έπειτα από μελέτες έχει αποδειχθεί ότι η στήλη C30 αποτελεί το «χρυσό πρότυπο» στο 

χρωματογραφικό διαχωρισμό των καροτενοειδών, ενώ έχει χρησιμοποιηθεί λιγότερο για τις 

λιποδιαλυτές βιταμίνες. Το κύριο πλεονέκτημα της στήλης C30 είναι η επιλεκτικότητα σχή-

ματος που επιτρέπει τη μερική ή πλήρη ανάλυση των γεωμετρικών ισομερών και των ισο-

μερών θέσης. Ο βαθμός διαχωρισμού εξαρτάται κυρίως από την σύνθεση της κινητής φάσης 

καθώς και από τη θερμοκρασία της στήλης C30. Καλύτερα αποτελέσματα διαχωρισμού πα-

ρατηρούνται σε θερμοκρασία υποπεριβάλλοντος λόγω φαινομένου ευθυγράμμισης της αλυ-

σίδας. Επιπλέον, μια στήλη C30, σε σύγκριση με τη στήλη C18, είναι λιγότερο αποτελεσμα-

τική και εμφανίζει ευρύτερες χρωματογραφικές κορυφές. Αυτό συνεπάγεται υψηλότερα ό-

ρια ανίχνευσης (LODs) και μικρότερη ικανότητα για ανίχνευση και ποσοτικοποίηση δευτε-

ρευόντων μικροθρεπτικών συστατικών σε ένα τρόφιμο. Ειδικότερα, η φάση του δεσμού 

PRP, εκτός από την ευνοϊκή κατακράτηση πολικών και ιοντικών ενώσεων, παρουσιάζει μια 

σχετική ακαμψία που παρέχει ανώτερη επιλεκτικότητα σχήματος των παρόμοιων αναλυτών 

για διαχωρισμό, αλλά διαφέρουν ως προς το μέγεθος και τη χωροδιάταξη. Η πρόσφατη, 

λοιπόν, εμπορική διαθεσιμότητα των PFP επέτρεψε τον διαχωρισμό των β- και γ- τοκοφε-

ρόλων με μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα απ’ αυτή των συμβατικών στηλών πυριτίου 

(Gornas et al., 2015). 
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Η χρωματογραφία μη υδατικής αντίστροφης φάσης (Non-Aqueous Reversed 

Phase, NARP) είναι ένα είδος υγρής χρωματογραφίας αντίστροφης φάσης, η οποία έχει σχε-

διαστεί για τον διαχωρισμό ενώσεων χαμηλής πολικότητας και έχει χρησιμοποιηθεί επιτυ-

χώς για τον διαχωρισμό των λιποδιαλυτών βιταμινών και των καροτενοειδών. Η χρωματο-

γραφία αυτή κάνει χρήση και των δύο χαμηλών πολικών εκλουστικών για τη βελτίωση της 

διαλυτότητας της αναλυόμενης ουσίας και της υψηλής συγκράτησης της στερεής φάσης 

(π.χ. C18 με υψηλό φορτίο άνθρακα 20%-ποσότητα συνδεδεμένης φάσης στο υλικό βάσης, 

εκφρασμένη ως % C-ή C30) για να εξισορροπηθεί η αυξημένη συγγένεια αναλυόμενης ου-

σίας για την κινητή φάση της NARP. Περισσότερο πολικός διαλύτης είναι συνήθως η με-

θανόλη ή το ακετονιτρίλιο, ενώ ο τροποποιητής είναι ένας ισχυρότερος διαλύτης, όπως το 

διχλωρομεθάνιο ή/και ένα μείγμα διαλυτών, όπως το 2-προπανόλη:εξάνιο 50:50 (v/v). Αξί-

ζει να σημειωθεί ότι η επιλεκτικότητα αυξάνεται όσο η διαφορά πολικότητας μεταξύ κινη-

τής και στερεής φάσης γίνεται μικρότερη (Fanali et al., 2017). 

Ωστόσο, η κινητή φάση NARP δεν είναι συμβατή με το χημικό ιονισμό ατμοσφαι-

ρικής πίεσης, APCI για τον ιοντισμό των λιποδιαλυτών βιταμινών. Σε σχετικά πρόσφατη 

μελέτη, οι Gentili et al. (2007) μελέτησαν τη σύνθεση της NARP-MP για να προσδιορίσουν 

τόσο χρωματογραφικές όσο και φασματομετρικές απαιτήσεις μάζας για το προφίλ των λι-

ποδιαλυτών μικροθρεπτικών συστατικών σε διάφορα τρόφιμα. Ως πολικός διαλύτης επιλέ-

χθηκε μεθανόλη, ενώ το μείγμα 2-προπανόλη:εξάνιο (50:50, v/v) επιλέχθηκε ως τροποποι-

ητής, όπου το εξάνιο χρησιμοποιήθηκε για τη μείωση του χρόνου κατακράτησης των καρο-

τενίων και την αποφυγή της διεύρυνσης της κορυφής λόγω διάχυσης. Η μεθανόλη και η 2-

προπανόλη ήταν αποτελεσματικοί στην υποστήριξη της APCI λόγω της συμμετοχής τους 

στις βασικές αντιδράσεις οξέος στην αέρια φάση. Η σύνθεση της κινητής φάσης εγγυάται 

τη διαλυτότητα των αναλυτών καθώς και την πλήρη διάλυση των εκχυλισμάτων που λαμ-

βάνονται από ιδιαίτερα λιπαρά τρόφιμα.  

Είναι περισσότερο από μία δεκαετία όπου η τεχνολογία της UHPLC είναι πλέον 

διαθέσιμη και επιτρέπει τη χρήση στηλών πληρωμένων με σωματίδια κάτω των 2mm. Σε 

σύγκριση με τις τυπικές στήλες HPLC συνήθως πληρωμένων με σωματίδια 2×5mm, η 

χρήση των στηλών UHPLC οδηγεί σε μικρά πλάτη κορυφών που ευθύνονται για μια βελ-

τιωμένη ανάλυση, δυνητικά χρήσιμη για: 

1. αποτελεσματικό διαχωρισμό ομόλογων βιταμινών 

2. χαμηλότερα όρια αναγνώρισης, τα οποία είναι χρήσιμα για ανίχνευση μικρών ενδογενών 

συγκεντρώσεων δευτερευόντων μορφών  

3. μικρότερους χρόνους λειτουργίας 
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Παρά τα πλεονεκτήματα αυτά, ο αριθμός των εφαρμογών UHPLC για την ανάλυση 

των λιποδιαλυτών μικροθρεπτικών συστατικών στα τρόφιμα είναι ακόμα περιορισμένος. Οι 

κύριοι λόγοι σχετίζονται με το υψηλό κόστος των οργάνων και την τρέχουσα εμπορική μη 

διαθεσιμότητα των στηλών UHPLC που περιέχουν στερεή φάση. Ειδικότερα, ο Bijttebier et 

al. (2014) σύγκρινε ένα σύνολο έξι στηλών UHPLC ACQUITY  (BEH C18, HSS T3, HSS 

C18 SB, CSH C18, BEH Shield RP C18, BEH Phenyl, 2.1×100 mm, 1.7 ή 1.8mm,  from 

Waters, Milford, MA) με ένα HPLC YMC C30 (2.0×250mm, 3mm from YMC, Dinslaken, 

Germany) για να μελετήσει τον διαχωρισμό 15 καροτενοειδών προτύπων. Ολοκληρώνοντας 

τις αναλύσεις, επιβεβαιώθηκε ανώτερη επιλεκτικότητα από τη στήλη HPLC C30 για cis- 

και trans- ισομερή και μια συνολικά καλύτερη απόδοση στον διαχωρισμό των καροτενοει-

δών (Εικόνα 4.). 

 

 

Εικόνα 4. Χρωματογραφήματα εκχυλίσεων ιόντων ενός τυπικού μίγματος καροτενοειδών σε 

στήλη HPLC C30 (a) και σε δύο στήλες C18 UHPLC (b και c). Καροτενοειδή: 1. Βιολαξαν-

θίνη, 2. Ασταξανθίνη, 3. Ανθραξανθίνη, 4. Ζεαξανθόινη, 5. Λουτεϊνη, 6. Τουναξανθίνη, 7. 

Κανθαξανθίνη, 8. Λυκοπένιο, 9. Α-καροτίνη, 10. Β-καροτίνη, 11. Φυτοφλουόλιο, 12. Φυτο-

ενθίνη, 13. Ασταξανθίνη διπαλμιτικό. Στατικές φάσεις: (a) HPLC YMC C30 (2,0×250mm, 

3mm), (b) ACQUITY UPLC HSS T3 (2,1×, (c) 100mm, 1,8mm), ACQUITY UPLC HSS C18 

SB (2,1×, C: 100mm, 1,8mm). 
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Από την άλλη πλευρά, η μέγιστη χωρητικότητα της στήλης HPLC ήταν περίπου 

ένα τρίτο χαμηλότερη σε σύγκριση με αυτή από τις στήλες της UHPLC. Επιπλέον, υπό συν-

θήκες αντίστροφης φάσης, η ανάλυση στην στήλη HPLC C30 χρειάστηκε περισσότερο 

χρόνο σε σχέση με τη στήλη UHPLC (100 λεπτά έναντι 23 λεπτών, αντίστοιχα). Ωστόσο, 

έχουν πραγματοποιηθεί συντομότερες αναλύσεις σε στήλες HPLC C30 χρησιμοποιώντας 

κινητές φάσεις NARP  που συντέθηκαν για τον έλεγχο APCI-MS των καροτενοειδών στα 

τρόφιμα. Ένα ακόμη μειονέκτημα των στηλών UHPLC είναι η περιορισμένη στιβαρότητα 

που απαιτεί εξαντλητική προετοιμασία του δείγματος για την αποφυγή προβλημάτων που 

προκύπτουν από αφόρητα υψηλή αντίθλιψη και/ ή απόφραξη στήλης. 

Είναι σημαντικό να αναφέρουμε ότι πολλές από τις εφαρμογές UHPLC για τον 

διαχωρισμό των λιποδιαλυτών βιταμινών που έχουν πραγματοποιηθεί, περιελάμβαναν τη 

χρήση στηλών που βασίζονται στην τεχνολογία Fused-Core ή Core-Shell. Οι ιδιαιτερότητες 

της τεχνολογίας αυτής, καθιστούν ιδιαίτερα επωφελή τη δυνατότητα χρήσης συμβατικών 

συστημάτων HPLC που υπάρχουν ήδη στο εργαστήριο, χωρίς την ανάγκη επένδυσης σε νέο 

ακριβό εξοπλισμό. Στην πραγματικότητα, τα σωματίδια πυρήνα-κελύφους αποτελούνται 

από ένα συμπαγή εσωτερικό πυρήνα (πυρίτιο, αλουμίνιο, χρυσός, άνθρακας ή συμπολυμε-

ρές) καλυμμένο από επιφανειακό πορώδες κέλυφος. Διατίθεται σε διαφορετικές συνολικές 

διαμέτρους: 1,3 mm και 1,7 mm (κατάλληλο μόνο για στήλες UHPLC), 2,6 mm (ιδανικό 

για UHPLC και HPLC στήλες) και 5,0 mm (κατάλληλο για στήλες HPLC). Οι στατικές 

φάσεις (ειδικά εκείνες με σωματίδια πυρήνα-κέλυφος 2,6 mm) έχουν εφαρμοστεί επιτυχώς 

στον τομέα της ανάλυσης βιταμινών. Τέτοιες στήλες χαρακτηρίζονται από μικρότερους συ-

ντελεστές Van Deemter, όπου ο όρος είναι λιγότερος από 40% σε σύγκριση με πλήρως πο-

ρώδη σωματίδια, μειώνεται κατά 20% και επίσης μειώνεται η τιμή. Ωστόσο, οι στήλες αυτές 

παρέχουν ταχύτητα και απόδοση σε σύγκριση με τα σωματίδια κάτω των 2 mm, αλλά περί-

που στο ήμισυ της αντίθλιψης για το ίδιο μήκος στήλης. Η χαμηλότερη αυτή πίεση είναι ο 

λόγος για τον οποίο οι 5 mm και 2,6 mm στήλες πυρήνα – κελύφους μπορούν να αξιοποιη-

θούν σε όργανα  HPLC, ειδικά όταν η θερμοκρασία της στήλης διατηρείται μεταξύ 30 και 

40°C ή/ και ο ρυθμός ροής είναι 0,5 mL/ min. Tόσο οι στήλες C18 όσο και οι PFP SP, όλες 

με σωματίδια πυρήνα 2,6 mm, έχουν επιτυχώς εφαρμοστεί στον τομές της ανάλυσης βιτα-

μινών. Η συνολική επιλεκτικότητα είναι παρόμοια με αυτή των πλήρως πορώδων σωματι-

δίων, αλλά η αξιοσημείωτη αύξηση της απόδοσης οφείλεται στην υποστήριξη σωματιδίων 

Fused-Core. Σε μελέτη του 2015, οι Knecht et al. σύγκριναν τις στήλες PFP και C30 που 

βασίζονται σε core-shell σε ανιχνευτή HPLC-FL για τον διαχωρισμό των τοκοφερολών και 
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τοκοτριενολών που παραλαμβάνονται από ωμά και μαγειρεμένα λαχανικά μέσω άμεσης εκ-

χύλισης ακετόνης. Στη στήλη PFP, η σειρά έκλουσης ήταν δ-, β-, γ- και α-, ενώ στη στήλη 

C30 ήταν δ-, γ-, β- και α- χρησιμοποιώντας μεθανόλη:νερό (85:15, v/v για PFP και 91:1, v/v 

για C30 ως φάση Α) και μεθυλο-τριτο-βουτυλαιθέρας:μεθανόλη: νερό (80:18:2, v/v/v ως 

φάση Β). Κύριο συμπέρασμα της μελέτης έδειξε ότι καλύτερη ανάλυση και μικρότερος χρό-

νος λειτουργίας λαμβάνεται χρησιμοποιώντας τη στήλη PFP καθώς και ότι ο διαχωρισμός 

των γ- και β- ισομερών στη στήλη C30 ήταν δυνατός μόνο όταν ψύχεται και διατηρείται 

στους 18°C. 

 

2.3.2. Τεχνικές νανοκλίμακας στην ανάλυση λιποδιαλυτών βιταμινών  

 

 

Οι τεχνικές νανοκλίμακας έχουν εισαχθεί στην επιστήμη του διαχωρισμού θρεπτικών συ-

στατικών στα τρόφιμα με κύριους στόχους την επίτευξη γρήγορων διαχωρισμών, τη βελτί-

ωση της απόδοσης  της  χρωματογραφίας, τη  μείωση του κόστους καθώς και τη μείωση του  

χώρου που καταλαμβάνειiο εργαστηριακός εξοπλισμός. Πολλές τεχνικές νανοκλίμακας, ό-

πως  nano-LC ή τριχοειδής ηλεκτροχρωματογραφία (CEC), έχουν μελετηθεί και με επιτυχία 

εφαρμόζονται στην ανάλυση πολλών ενώσεων συμπεριλαμβανομένων των φαρμάκων, ενα-

ντιομερών, πρωτεΐνών, πεπτιδίων, βιταμινών κ.λπ. Οι τεχνικές νανοκλίμακας που αναφέρ-

θηκαν χρησιμοποιούν λεπτά τριχοειδή αγγεία με εσωτερική διάμετρος (I.D.) <100 mm που 

περιέχουν τη στατική φάση, ενώ η κινητή φάση παραδίδεται στους χαμηλούς ρυθμούς ροής 

(nL/min). Πιο αναλυτικά, στην τεχνική αυτή, η ροή ελέγχεται από μια αποκλειστική αντλία 

και έχει προφίλ παραβολής, ενώ στην τεχνική CEC η κίνηση της κινητής φάσης δημιουρ-

γείται από ηλεκτροωσμωτική ροή (EOF) ως αποτέλεσμα εφαρμογής υψηλού ηλεκτρικού 

πεδίου. Το προφίλ της ροής έχει ένα επίπεδο σχήμα, επομένως υψηλότερη απόδοση αναμέ-

νεται στην τριχοειδή ηλεκτροχρωματογραφία. Η ηλεκτροωσμωτική ροή επηρεάζεται από 

ορισμένες παραμέτρους, όπως το διπλό στρώμα στη φορτισμένη επιφάνεια (τριχοειδές τοί-

χωμα ή σωματίδια ή πολυμερικό υλικό – μονόλιθος) καθώς και τη σύνθεση της κινητής 

φάσης (𝑝𝐻, τύπος και συγκέντρωση ρυθμιστικού διαλύματος, οργανικό πρόσθετο κ.λπ.). 

Ένα σημαντικό χαρακτηριστικό των δύο τεχνικών είναι ο χαμηλός ρυθμός ροής (10-800 nL/ 

min). Στην περίπτωση της χαμηλής ροής, οι τεχνικές  nano-LC και CEC μπορούν να προ-

σφέρουν ορισμένα πλεονεκτήματα σε σχέση με τις συμβατικές τεχνικές, όπως υψηλή ευαι-
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σθησία μάζας, χαμηλότερο κόστος λειτουργίας καθώς και καλύτερη συμβατότητα με τη φα-

σματομετρία μάζας.  Επομένως, λόγω  των χαρακτηριστικών τους, οι τεχνικές νανοκλίμακας 

εφαρμόζονται επιτυχώς για τον διαχωρισμό και την ανάλυση των βιταμινών. 

Οι μονολιθικές τριχοειδείς στήλες έχουν χρησιμοποιηθεί σε τεχνικές nano-Liquid 

Chromatography και σε τριχοειδή υγρή χρωματογραφία, Capillary Liquid Chromatography 

για τον διαχωρισμό πολλών κατηγοριών ενώσεων που περιλαμβάνουν και τις βιταμίνες. Οι 

στήλες αυτές παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω χαμηλότερης αντίθλιψης και, επο-

μένως, μπορούν να λειτουργούν με υψηλότερο ρυθμό ροής. Επίσης, μπορεί να είναι από 

πυρίτιο με βάση πολυμερών, όπως μεθακρυλικά.  

Σε μελέτη των Zhang et al. (2010) μία στήλη μονολιθικού πυριτίου C18 με Ι.D. 0,2 

mm χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό της βιταμίνης D2,  της α-τοκοφερόλης και της 

φυτοναδιόνης, με έκλουση μεθανόλης και σχετικά υψηλό ρυθμό ροής 50-100 mL/ min. Η 

επικυρωμένη μέθοδος (LOD 0,9 ng/ mL με σχετικές τυπικές αποκλίσεις του χρόνου κατα-

κράτησης στο εύρος 1,2-1,4% και ανάκτηση 55-84%) εφαρμόστηκε για τον διαχωρισμό και 

την ανάλυση των βιταμινών σε χυμό φρούτων και γάλα μετά από εξαγωγή με μαγνητικά 

σωματίδια C18.  

Παρά την μελέτη που έγινε από τους Cerretani et al. (2010) στην προσπάθεια για 

τον διαχωρισμό των τοκοφερολών και των τοκοτριενολών σε δείγμα φυτικών ελαίων με 

χρήση νάνο-LC στην ίδια εκτέλεση, ο διαχωρισμός των β- και γ- τοκοφερολών απέτυχε 

χρησιμοποιώντας ένα μεθακρυλικό λαυρυλεστέρα με βάση μια στήλη μονολιθικού πυριτίου 

με I.D. 100 mm.  

Παρά τα εξαιρετικά αποτελέσματα που λαμβάνονται με τη χρήση μονολιθικού υ-

λικού, ειδικές στήλες από πυρίτιο ή τιτάνιο, χρησιμοποιούνται όχι μόνο στην HPLC αλλά 

και σε άλλες τεχνικές μικροσκοπικής LC. Πιο συγκεκριμένα, η τριχοειδής υγρή χρωματο-

γραφία έχει εφαρμοστεί με επιτυχία για την ανάλυση των λιποδιαλυτών βιταμινών σε βιο-

λογικά δείγματα και καλλυντικά προϊόντα (Vinas et al., 2014), ενώ περιορισμένες είναι οι 

εφαρμογές που σχετίζονται με τα τρόφιμα.  

 

2.3.2.2. Διαχωρισμός βιταμινών με τεχνικές τριχοειδούς ηλεκτροχρωματογραφίας  

 

Στατικές φάσεις με βάση το πυρίτιο που περιέχουν είτε πολυμερικό είτε μονομερές C30 

χρησιμοποιήθηκαν για την τριχοειδή ηλεκτροχρωματογραφία των τοκοφερολών. Η μελέτη 

έγινε για τη σύνθεση της κινητής φάσης και προέκυψε αρκετά καλή επιλεκτικότητα για ό-

λους τους αναλύτες που μελετήθηκαν συμπεριλαμβανομένων των β- και γ- ισομερών. Η 
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βελτιστοποιημένη μέθοδος που εφαρμόστηκε σε συνδυασμό με τη χρήση μεθανόλης και την 

προσθήκη μικρής ποσότητας νερού επέτρεψε και βοήθησε στην ανάλυση του συμπληρώμα-

τος της βιταμίνης Ε.  

Μια αμφίφιλη μονολιθική τριχοειδής στήλη με πενταερυθριτόλη – διακρυλικό μο-

νοστεατικό ως μονομερές (PEDAS) χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό των τοκοφερό-

λων (Εικόνα 5.). Η στατική φάση, που περιέχει τα υδρόφιλα υδροξύλια και τις υδρόφοβες 

C17 ομάδες, θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί στην τεχνική CEC για τον διαχωρισμό των 

τεσσάρων τοκοφερολών και της οξικής α-τοκοφερόλης. Η τεχνική CEC ήταν ικανή να δια-

χωρίσει τις τοκοφερόλες και τις τοκοτριενόλες, συμπεριλαμβανομένων και των ζευγών β-

τοκοφερόλη/ γ-τοκοφερόλη και β-οκοτριενόλη/ γ-τοκοτριενόλη, χρησιμοποιώντας μία στα-

τική φάση με βάση το πυρίτιο PFP σε υδατική μεθανόλη. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε 

στην ανάλυση ελαίων από πίτουρο ρυζιού και σογιέλαιου.  

 

 

 
Εικόνα 5. Διαχωρισμός του ΒΗΤ, τοκοφερολών και οξικής α-τοκοφερόλης στη μονολιθική 

στήλη. Tριχοειδής στήλη, 23,5mm, ενεργό μήκος, 32m, συνολικό μήκος, 100mm και με μήκος 

κύματος ανίχνευσης, λ=200nm. 
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Ενδιαφέροντα αποτελέσματα, συνδυάζοντας τον διαχωρισμό των ίδιων αναλυτών, 

έχουν αναφερθεί από τους Carabias-Martinez et al. (2006) χρησιμοποιώντας την τεχνική 

CEC.  Τριχοειδείς στήλες με 100 mm I.D. ήταν γεμάτες με τρεις διαφορετικές στατικές 

φάσεις με βάση το πυρίτιο: C18, C30 και πολική ενσωματωμένη φάση (ULTIMA C18). Υπό 

καθορισμένες συνθήκες, η ανάλυση των τεσσάρων τοκοφερολών πραγματοποιήθηκε με τη 

χρήση C30 και ULTIMA C18. Ωστόσο, παρατηρήθηκε  ότι οι δύο στατικές φάσεις αλληλο-

επιδρούσαν με διαφορετικό τρόπο με τη β- και γ- τοκοφερόλη, ενώ χρησιμοποιήθηκαν ίδιες 

πειραματικές συνθήκες (100% μεθανόλη και 5m MTRIS) καθώς και ότι επιτεύχθηκε αντι-

στροφή του χρόνου διατήρησης. 

 

2.3.3. Χρωματογραφία Υπερκρίσιμου Ρευστού  

 

Η χρωματογραφία υπερκρίσιμου ρευστού (Supercritical Fluid Chromatography) είναι μια 

τεχνική διαχωρισμού η οποία, ενσωματώνοντας χαρακτηριστικά της αέριας χρωματογρα-

φίας (GC) και της υγρής χρωματογραφίας (LC), παρουσιάζει εξαιρετική εκλεκτικότητα για 

τον διαχωρισμό μη πολικών και μέτρια πολικών ενώσεων όπως λιποδιαλυτά μικροθρεπτικά 

συστατικά. Με το πέρας των χρόνων και των αναλύσεων, λόγω του συμπληρωματικού χα-

ρακτήρα, έχει επίσης οριστεί χρωματογραφία υπερκρίσιμου υγρού ως υψηλής πίεσης GC, 

πυκνή GC ή χρωματογραφία σύγκλισης (CC). Αξίζει να αναφέρουμε ότι συνδυάζοντας τα 

πλεονεκτήματα της τεχνικής SFC με εκείνα των τεχνικών HPLC/ UPLC προέκυψε ένα υ-

βριδικό σύστημα LC/SFC και ένα ολιστικό σύστημα SFC. Στην τελευταία περίπτωση, η 

τεχνική έχει ονομαστεί χρωματογραφία σύγκλισης υπερ-απόδοσης (UPCC ή 𝑈𝑃𝐶2) και έχει 

δοκιμαστεί με επιτυχία σε διάφορους τομείς εφαρμογής (Nováková et al., 2014).  

Πιο αναλυτικά, στη χρωματογραφία σύγκλισης η κύρια κινητή φάση είναι το διο-

ξείδιο του άνθρακα (𝐶𝑂2) είτε σε υπερκρίσιμη κατάσταση (οι αέριες και υγρές φάσεις δεν 

διακρίνονται) είτε σε υποκρίσιμη κατάσταση (υγρή κατάσταση). Παρά το χαμηλό κρίσιμο 

σημείο του 𝐶𝑂2 (74 bar και 31°C), οι περισσότεροι διαχωρισμοί που ορίζονται ως SFC, 

έχουν πραγματοποιηθεί, εν μέρει ή εντελώς, σε υποκρίσιμες συνθήκες (Lesellier et al., 

2015). 

Η κατακράτηση της αναλυόμενης ουσίας εξαρτάται κυρίως από τη σύνθεση της 

κινητής φάσης, αλλά επηρεάζεται επίσης και από την  πυκνότητά της, δηλαδή από την πίεση 

και τη θερμοκρασία. Η χρωματογραφία σύγκλισης μπορεί να αντικαταστήσει τις τεχνικές 

NP LC και NARP LC για να αποκτήσει γρήγορους διαχωρισμούς με ποικίλη σύνθεση και 
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πυκνότητα της δυαδικής κινητής φάσης (σε αντίθεση με την τεχνική LC, όπου η αύξηση της 

θερμοκρασίας συνεπάγεται αύξηση του χρόνου συγκράτησης αφού μειώνεται η πυκνότητα 

της κινητής φάσης). Επιπλέον, η χρωματογραφία σύγκλισης είναι συμβατή με βαθμίδες έ-

κλουσης που επιτρέπουν τη χρήση ανιχνευτών, όπως υπεριώδους ακτινοβολίας UV, ανι-

χνευτή συστοιχίας διόδων (DAD) και ανιχνευτή φασματομετρίας μάζας. Η ανίχνευση APCI 

επηρεάζεται επίσης από τον ρυθμό ροής/ πίεση της κινητής φάσης και τον λόγο διαχωρισμού 

καθώς πρόκειται για τεχνική ιοντισμού ευαίσθητη στη μάζα.  

Στη συγκεκριμένη περίπτωση, οι συνθήκες της τεχνικής CC βελτιστοποιήθηκαν 

για τον διαχωρισμό των εννέα μεταβολιτών της βιταμίνης D μέσα σε 8 λεπτά. Η χρωματο-

γραφία σύγκλισης εμφανίζει αυξημένη εκλεκτικότητα για το διαχωρισμό των ενώσεων με 

δομική ομοιότητα (εναντιομερή, ισομερή θέσης και δομικά ανάλογα και συζυγή). Αφού ό-

λες οι ενώσεις με τιμές logP που κυμαίνονται μεταξύ 2 και 9 είναι κατάλληλες για CC, τα 

καροτενοειδή (logP > 8) και οι λιποδιαλυτές βιταμίνες (logP από 6 έως 9) κρίνονται ιδανικοί 

υποψήφιοι. Ένα άμεσο πλεονέκτημα της τεχνικής UPC 2 𝑖αποτελεί η μείωση του χρόνου 

ανάλυσης από 30s έως 5,5min για τον πλήρη διαχωρισμό των τοκοφερολών, σε σύγκριση 

με τους τυπικούς χρόνους ανάλυσης περίπου 20 λεπτών με την τεχνική NPLC και περίπου 

10 λεπτών με τη χρωματογραφία NARP (Gee et al., 2016). 

 

 
Εικόνα 6. 𝑈𝑃𝐶2-MS χρωματογράφημα πρότυπου διαλύματος που περιέχει τις τοκοφερόλες 

και τις τοκοτριενόλες (Gee et al., 2016). 
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2.3.4. Μικκυλιακή ηλεκτροκινητική χρωματογραφία  

 

Η μικκυλιακή ηλεκτροκινητική χρωματογραφία  (Micellar electrokinetic chromatography, 

MEKC) έχει χρησιμοποιηθεί για τον διαχωρισμό τόσο των ιοντικών όσο και των ουδέτερων 

αναλυτών που είναι δύσκολο να διαχωριστούν από το CZE. Η ανίχνευση UV αποτελεί μια 

από τις πιο χρησιμοποιούμενες τεχνικές ανίχνευσης στη μέθοδο MEKC. Έχει αναπτυχθεί 

μέθοδος MEKC με ανιχνευτή υπεριώδους ακτινοβολίας για τον ταυτόχρονο προσδιορισμό 

τριών λιποδιαλυτών βιταμινών συμπεριλαμβανομένων της εργοκαλσιφερόλης (βιταμίνη 

D2), της α-τοκοφερόλης (βιταμίνη Ε) και της παλμιτικής ανδρετινόλης (βιταμίνη Α) σε δι-

σκία πολυβιταμινών και σε κάψουλες βιταμίνης Ε. Στην μελέτη των Liu et al. (2010), χρη-

σιμοποιήθηκαν τρεις μέθοδοι on-line συγκέντρωσης, συγκεκριμένα η σάρωση, η έγχυση 

δείγματος ενισχυμένης στο πεδίο και η έγχυση δείγματος ενισχυμένης με πίεση (PA-FESI) 

για τη βελτίωση των ευαισθησιών ανίχνευσης των αναλυτών. Το PA-FESI εφάρμοσε θετική 

πίεση για να εξισορροπήσει τον αντίστροφο EOF στην τριχοειδή στήλη κατά τη διάρκεια 

της έγχυσης του δείγματος, η οποία παρείχε μια μικρή πρόοδο στην απόδοση συγκέντρωσης 

για τις βιταμίνες σε σύγκριση με τις άλλες δύο μεθόδους.  

 

2.3.5. Ηλεκτροκινητική χρωματογραφία μικρογαλακτώματος 

 

Η ηλεκτροκινητική χρωματογραφία μικρογαλακτώματος (Microemulsion electrokinetic 

chromatography, MEEKC) αποτελεί μια τεχνική διαχωρισμού με ηλεκτροκίνηση, που χρη-

σιμοποιεί ρυθμιστικό μικρογαλακτώματος, για τον διαχωρισμό φορτισμένων ή ουδέτερων 

αναλυτών με βάση τόσο την υδροφοβικότητά τους όσο και την ηλεκτροφορητική κινητικό-

τητά τους. Τα μικρογαλακτώματα περιέχουν διασκορπισμένα σταγονίδια λαδιού σε νερό ή 

νερό σε λάδι, μεγέθους νανομέτρων, σταθεροποιημένα από επιφανειοδραστική αλκοόλη 

βραχείας αλυσίδας που χρησιμοποιείται ως συν-τασιενεργό (1-βουτανόλη και 2-προπανόλη) 

(Wang et al., 2018). 

Σε σύγκριση με τη μέθοδο MEKC, η ηλεκτροκινητική χρωματογραφία μικρογαλα-

κτώματος έχει αυξημένη ικανότητα επιλεκτικότητας για μη πολικές ενώσεις και μπορεί να 

δώσει καλύτερα αποτελέσματα ανάλυσης για τις λιποδιαλυτές βιταμίνες. Το κύριο μειονέ-

κτημα της τεχνικής MEEKC είναι οι σχετικά μεγάλοι χρόνοι ανάλυσης (περίπου μία ώρα) 

για τον διαχωρισμό των λιποδιαλυτών βιταμινών. Ωστόσο, αρκετές μελέτες έχουν αναπτυ-

χθεί με στόχο τη βελτίωση του μειονεκτήματος. Σε μελέτη των Yin et al. (2008), πραγματο-

ποιήθηκε ταυτόχρονος προσδιορισμός 10 υδατοδιαλυτών και 3 λιποδιαλυτών βιταμινών με 
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την τεχνική ΜEEKC εντός 30 λεπτών, με στόχο τη μείωση του απαιτούμενου χρόνου (Ει-

κόνα 7).  

 

 

Εικόνα 7. Διάγραμμα ηλεκτροφόρρησης μικτού προτύπου διαλύματος (α) και δισκίου βιταμί-

νης εμπορίου (β) (Yin et al., 2008). 

 

2.3.6. Τριχοειδής ηλεκτροχρωματογραφία 

 

Η τριχοειδής ηλεκτροχρωματογραφία (Capillary electrochromatography, CE) είναι μια τε-

χνική διαχωρισμού που συνδυάζει τις μεθόδους HPLC και CE, οι οποίες δρουν ταυτόχρονα 

στον διαχωρισμό των αναλυτών. Στην τριχοειδή ηλεκτροχρωματογραφία, οι υδατοδιαλυτές 

βιταμίνες μπορούν να διαχωριστούν κυρίως με την μέθοδο CE, ενώ οι λιποδιαλυτές μπο-

ρούν να διαχωριστούν κυρίως από την αλληλεπίδρασή τους με μια στατική φάση (Wang et 

al., 2018). 

Μια μέθοδος για τον ταυτόχρονο προσδιορισμό υδατοδιαλυτών και λιποδιαλυτών 

βιταμινών επιτεύχθηκε χρησιμοποιώντας την τεχνική CEC υποβοηθούμενη από πίεση με 

τριχοειδή μονολιθική στήλη με βάση το μεθακρυλικό. Ένα μείγμα έξι υδατοδιαλυτών και 

λιποδιαλυτών βιταμινών διαχωρίστηκε ταυτόχρονα μέσα σε 20 λεπτά χρησιμοποιώντας ι-

σοκρατική έκλουση μαζί με 1Μ μυρμηκικό οξύ (𝑝𝐻 1.9)/ ακετονιτρίλιο (30:70, v/v) που 

περιέχει 10mM μυρμηκικό αμμώνιο ως κινητή φάση. Η ευαισθησία της μεθόδου δεν ήταν 

επαρκής για την ανάλυση όλων των βιταμινών σε ένα εμπορικό δισκίο πολυβιταμινών. Ένα 



- 70 - 
 

πτητικό ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιήθηκε στη βελτιστοποιημένη κινητή φάση, καθι-

στώντας το συμβατό με τη μέθοδο MS, για ευαίσθητη ανίχνευση στο μέλλον (Yamada et 

al., 2013). 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο. ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΒΙΤΑΜΙΝΩΝ 

 

3.1. Σύγχρονες μελέτες ανάλυσης υδατοδιαλυτών βιταμινών  

 

Τα τελευταία δέκα χρόνια, υπάρχει μια σημαντική αύξηση στον αριθμό των δημοσιεύσεων 

σχετικά με την ταυτόχρονη ανάλυση πολυβιταμινούχων συμπληρωμάτων και τον προσδιο-

ρισμό των ενεργών μορφών των βιταμινών. Ωστόσο, λόγω iτου iευρέος iφάσματος iλειτουρ-

γικότητας iκαι iτης iεξαιρετικά iπερίπλοκης iφύσης iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών, iοι iεφαρμο-

γές iπροηγμένων iτεχνικών iπροεπεξεργασίας iκαι iεξαγωγής iδειγμάτων iείναι iαρκετά iπεριορι-

σμένες. iΠιο iακριβή iαποτελέσματα iέχουν iληφθεί iγια iενδογενείς iκαι εξωγενείς iμορφές iβιτα-

μινών iχρησιμοποιώντας iμεθόδους iπου iβασίζονται iστην iυγρή iχρωματογραφία. Η ποσοτικο-

ποίηση και η ανίχνευση των φυσικών μικροθρεπτικών συστατικών συμπεριλαμβανομένων 

των υδατοδιαλυτών βιταμινών και των βιολογικά ενεργών μορφών τους στα τρόφιμα είναι 

η τρέχουσα ερευνητική τάση στη επιστήμη της διατροφής και την ανάλυση της ποιότητας 

των τροφίμων.    

Η ταυτόχρονη ανάλυση πολυβιταμινών απαιτεί πιο εξελιγμένες αναλυτικές μέθοδοι, 

βασισμένες σε συστήματα διαχωρισμού ή/ και βελτιωμένης ανίχνευσης υψηλής ανάλυσης. 

Ο πολυδιάστατος χρωματογραφικός διαχωρισμός (π.χ. ολοκληρωμένος 2D-LC) και η ανί-

χνευση φασματομετρίας μάζας με διπλή πηγή ιονισμού που συνδυάζει ESI και APCI απο-

τελεί μια πολλά υποσχόμενη τεχνολογική λύση στην επιστήμη των τροφίμων. Σε μια πρό-

σφατη μελέτη, έχει εκτελεστεί μια ολοκληρωμένη on-line μέθοδος 2D CF-ESI-MS για τον 

ποσοτικό προσδιορισμό ενώσεων με μεγάλο εύρος πολικότητας, αλλάζοντας τη σύνθεση 

της κινητής φάσης σε ίνες άνθρακα και ίνες ενεργού άνθρακα, η οποία μπορεί να εφαρμο-

στεί για την ταυτόχρονη ανάλυση πολυβιταμινών σε μιγαδικούς πίνακες. Η ενοποιημένη 

χρωματογραφία με συνδυασμό περισσότερων από μιας χρωματογραφικής ανάλυσης, για 

παράδειγμα χρωματογραφία υπερκρίσιμου υγρού και RPLC χρησιμοποιείται επιτυχώς για 

τον προσδιορισμό όλων των βιταμινών με πολικό χαρακτήρα.  

Η χρήση της μεθόδου UHPLC με ανιχνευτή UV παρέχει ικανοποιητικά αποτελέ-

σματα για ενεργές ομόλογες μορφές των βιταμινών του συμπλέγματος Β. Για λεπτομερή και 

ταυτόχρονη ομόλογη διαλογή των υδατοδιαλυτών βιταμινών, η εισαγωγή του συστήματος 
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ανίχνευσης UHPLC πριν από τον συνδυασμό, όπως το σύστημα DAD και MS, μπορεί να 

αποτελεί ένα χρήσιμο εργαλείο στο μέλλον. Επιπλέον, η χρήση στήλης χωρίς μέταλλο μπο-

ρεί να ακυρώσει το πρόβλημα της αλληλεπίδρασης μετάλλων που σχετίζεται με στήλες ODS 

για τον διαχωρισμό φωσφορυλιωμένων μορφών της βιταμίνης Β (π.χ. πυροφωσφορική θεια-

μίνη, 5-φωσφορική ριβοφλαβίνη (FMN), 5-αδενοσυλοδιφωσφορική ριβοφλαβίνη (FAD), 5-

φωσφορική πυριδοξάλη, 5-φωσφορική πυριδοξαμίνη) (Fatima et al., 2019).  

 Επιπρόσθετα, τα ενεργειακά ποτά αποτελούν καταναλωτικά προϊόντα τα οποία δια-

φημίζονται για την μείωση του λήθαργου και την αύξηση των επιπέδων ενέργειας κατά την 

κατανάλωσή τους. Η κατανάλωση των ενεργειακών ποτών έχει αυξηθεί σημαντικά τα τε-

λευταία χρόνια καθώς αποτελούν κοινό στοιχείο στη διατροφή διαφορετικών κοινωνικών 

τάξεων και ηλικιακών ομάδων. Τα κύρια ενεργά συστατικά των ενεργειακών ποτών περι-

λαμβάνουν σε ποικίλες ποσότητες, καφεΐνη, ταυρίνη, εκχύλισμα γκουαράνα και τζίνσενγκ. 

Πρόσθετα αμινοξέα, υδατάνθρακες, ηλεκτρολύτες και βιταμίνες του συμπλέγματος Β συ-

νήθως συνθέτουν τα ευεργετικά συστατικά των ενεργειακών ποτών. Τα ενεργειακά ποτά 

οφείλουν να παρέχουν συντήρηση και βελτίωση της συγκέντρωσης, της αντοχής και της 

απόδοσης. Αντίστοιχα, τα ποτά αυτά θα πρέπει να υποστηρίζονται από εκτενή επιστημονική 

βάση και διατροφική έρευνα για την διασφάλιση της ποιότητας και της ασφάλειας προς το 

καταναλωτικό κοινό. Επομένως, ιδιαίτερα σημαντικό αποτελεί η πλήρης περιγραφή των ε-

μπλεκόμενων συστατικών τους. Πιο αναλυτικά, οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες περιλαμβάνο-

νται συνήθως στα ενεργειακά ποτά για τη ζωτική βιολογική τους λειτουργία ως συνένζυμα 

και το «κλειδί» που απαιτείται για να δρα όλη η ενέργεια που παρέχεται από τα απλά σάκ-

χαρα στα ενεργειακά ποτά. Επιπλέον, υποστηρίζεται ότι η κατανάλωση των βιταμινών τους 

συμπλέγματος Β βελτιώνει την πνευματική συγκέντρωση και την εγρήγορση, καθώς ανεβά-

ζει και τη διάθεση. Επομένως, οι βιταμίνες του συμπλέγματος Β συμπεριλαμβανομένων της 

θειαμίνης, ριβοφλαβίνης, νικοτινικό οξύ, νικοτιναμίδιο, παντοθενικό οξύ, πυριδοξίνη, βιο-

τίνη, φολικό οξύ και κυανοκοβαλαμίνη συχνά ενσωματώνονται στα ενεργειακά ποτά (Hu et 

al., 2018). 

 Ο προσδιορισμός των υδατοδιαλυτών βιταμινών σε τρόφιμα, όπως τα ενεργειακά 

ποτά, συμπληρώματα διατροφής, μέλι και δημητριακά, αποτελεί ιδιαίτερα δύσκολο έργο 

λόγω της αστάθειάς τους, της φωτοευαισθησίας των βιταμινών της ομάδας Β με ποικίλες 

χημικές δομές και ιδιότητες καθώς και της πολυπλοκότητας των δειγμάτων. Οι κλασικές 

μέθοδοι για την ανάλυση των υδατοδιαλυτών βιταμινών είναι αρκετά χρονοβόρες και χωρίς 

να παρέχουν πλήρης μικροβιολογική ανάλυση. Έτσι, κατά τη διάρκεια της τελευταίας δε-

καετίας, υπάρχει αυξανόμενο ενδιαφέρον για την ανάπτυξη μεθόδων χρωματογραφίας για 



- 72 - 
 

τον προσδιορισμό των υδατοδιαλυτών βιταμινών, όπως η μικκυλιακή ηλεκτροκινητική χρω-

ματογραφία, η μικκυλιακή υγρή χρωματογραφία και η υγρή χρωματογραφία (LC). Ωστόσο, 

οι περισσότερες μέθοδοι είναι σχεδιασμένοι για περιορισμένο αριθμό αναλυτών επειδή ο 

πλήρης διαχωρισμός των υδατοδιαλυτών βιταμινών απαιτεί ειδικές συνθήκες χρωματογρα-

φίας. Η υγρή χρωματογραφία που συνδέεται με διάταξη διόδων (DAD) ή/ και ανίχνευση 

φθορισμού (FLD) χρησιμοποιούνται ευρέως για τον προσδιορισμό των υδατοδιαλυτών βι-

ταμινών σε φαρμακευτικά παρασκευάσματα και σε μήτρες τροφίμων. Υπάρχουν, επίσης, 

ορισμένες αναλυτικές προσεγγίσεις για τον προσδιορισμό των υδατοδιαλυτών βιταμινών με 

σύζευξη LC με φασματομετρία μάζας (MS) ή διαδοχικά MS (MS/MS) σε μήτρες τροφίμων. 

Εν iόψει iτων χημικών ιδιοτήτων iκαι iτων iπληροφοριών iτου iπεριεχόμενου iφάσματος 

iμάζας, iη iμέθοδος iLC-MS i(/MS) iέχει iθεωρηθεί iως iμια iπολλά iυποσχόμενη iμέθοδος 

iγια iτον iταυτόχρονο iπροσδιορισμό iπολλαπλών iβιταμινών. iΣτις iπεριπτώσεις iαυτές, iω-

στόσο, iη iμέθοδος iLC-MS iυπόκειται iσε iορισμένα iπροβλήματα iόπως iη iσυνένωση i(ε-

πικαλυπτόμενες iκαι/ iή iενσωματωμένες iκορυφές), iγραμμή iβάσης iή/ iκαι iχρονικές iμε-

τακινήσεις, iχαμηλός iλόγος iσήματος iπρος iθόρυβο i(S/N) iκαι iπερίπλοκα iφασματικά iυ-

πόβαθρα. iΤο iκύριο iπρόβλημα iστην iανάλυση iτων iυδατοδιαλυτών iβιταμινών iστα iε-

νεργειακά iποτά iαποτελεί iη iυψηλή iπολικότητά iτους iπου iοδηγεί iσε iσύντομο iχρόνο 

iδιατήρησης iκαι iεπομένως iείναι iδύσκολο iνα iεπιτευχθεί iπλήρης iχρωματογραφικός 

iδιαχωρισμός iτων iαναλυτών iαπό iτον iεαυτό iτους iκαι iτις iσύνθετες iμήτρες iτροφίμων 

(Hu et al., 2018). 

Στόχος της μελέτης των  Hu et al. (2018) ήταν να αναπτύξει και να επικυρώσει έναν 

αλγόριθμο βαθμονόμησης δεύτερης τάξης με τη βοήθεια της μεθόδου LC-MS για τον ταυ-

τόχρονο προσδιορισμό εννέα βιταμινών της ομάδας Β σε πέντε εμπορικά ενεργειακά ποτά. 

Η iπροτεινόμενη iμέθοδος iLC-MS iεπέτρεψε iτην iέκλουση iτων iεννέα iαναλυτών iσε i4,5 

iλεπτά, iανεξαρτήτως iσενέκλουσης iκαι iισχυρής iπαρεμβολής iμήτρας, iκαθώς iκαι iικα-

νοποιητικός i«μαθηματικός iδιαχωρισμός» πραγματοποιήθηκε με iτη iβοήθεια iμεθόδων 

βαθμονόμησης iδεύτερης iτάξης iπου iβασίζονται iσε iATLD iκαι iAPTLD. iΤα iποσοτικά 

αποτελέσματα iπου iπροέκυψαν iαπό iτις iπροτεινόμενες iμεθόδους iήταν iσύμφωνα iμε 

αυτά iπου iπροέκυψαν iαπό iτην iμέθοδο iLC-MS/MS. iΕπιπλέον, iοι iαναπτυγμένες iμέθο-

δοι iπέτυχαν iσχεδόν iισοδύναμες iή/ iκαι iπροτιμώμενες iικανότητες iαπό iαυτές iτης iμε-

θόδου iLC-MS/MS, iενώ iπροέκυψαν iμικρές iδιαφορές iστην iαπόδοση iτης iμεθόδου 

ATLD iLC-MS iκαι iτης iAPTLD iLC-MS iόσον iαφορά iτην iευρωστία iκαι iτην iευελιξία, 

που iπαρέχει iκαθοδήγηση iγια iτην iεπιλογή iτων iμεθόδων iσε iορισμένες iσυνθήκες. Επο-

μένως, iη i«πράσινη iκαι iέξυπνη» iστρατηγική iδεν iξεπερνά iμόνο iτις iκύριες iδυσκολίες 
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που iαναφέρθηκαν iπαραπάνω iγια iτην iταυτόχρονη iανάλυση iβιταμινών, iαλλά iαπλοποιεί 

την iπροετοιμασία iτων iδειγμάτων iκαι iτις iδιαδικασίες iβελτιστοποίησης iπαραμέτρων, 

μειώνει iσημαντικά iτον iχρόνο iέκλουσης iκαι iτην iκατανάλωση iτοξικών iοργανικών iδια-

λυτών iκαθώς iκαι iτο iκόστος iανά iανάλυση. 

Οι De Assis et al. (2020) δημοσίευσαν μελέτη η οποία είχε σκοπό την ανάλυση των 

βιταμινών του συμπλέγματος B, το ασκορβικό οξύ και τα καροτενοειδή σε τροπικά φρούτα 

από την αγροβιοποικιλότητα της βορειοανατολικής Βραζιλίας. Οι βιταμίνες προσδιορίστη-

καν ποσοτικά χρησιμοποιώντας την αναλυτική μέθοδο της Υγρής Χρωματογραφίας Υψη-

λής Απόδοδσης (HPLC). Τα επίπεδα του συμπλέγματος Β διέφεραν από 0,003±0,01mg/ 

100g έως 6,107±0,06mg/ 100g. Η βιταμίνη C κυμαίνονταν από 0,36±0,06mg/100g έως 

253,92±9,02mg/100g, ενώ οι τιμές των καροτενοειδών κυμαίνονταν από 0,12±0,02μg/ 100g 

έως 395,63±113,69μg/100g. Επομένως το προφίλ των υδατοδιαλυτών βιταμινών και των 

καρτοτενοειδών που αναλύθηκαν ποσοτικοποιήθηκαν και προέκυψε το συμπέρασμα ότι τα 

φρούτα αυτά παρέχουν ποικίλες ποσότητες βιταμινών που είναι σημαντικές για την  ανθρώ-

πινη υγεία.  

Σε  πρόσφατη μελέτη των Porter et al. (2021), μια εμπορικά διαθέσιμη σούπα λαχα-

νικών επιλέχθηκε ως δείγμα για την ανάπτυξη μιας αποτελεσματικής διαδικασίας εκχύλισης 

για τις υδατοδιαλυτές βιταμίνες. Πιο αναλυτικά, οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες εκχυλίστηκαν 

χρησιμοποιώντας μεταφωσφορικό οξύ σε συνδυασμό με έναν αναγωγικό παράγοντα, DL-

διθειοθρεϊτόλη (DTT) για την παραγωγή της μητρικής ένωσης. Στη συνέχεια ακολούθησε 

ανάλυση στις εκχυλισμένες βιταμίνες χρησιμοποιώντας ένα σύστημα LC-MS με ηλεκτρο-

ψεκασμό-πηγή ιοντισμού ατμοσφαιρικής πίεσης (ES-API) σε λειτουργία παρακολούθησης 

θετικού μονού ιόντος (SIM). Η φασματομετρία μάζας παρείχε καλή γραμμικότητα στο πλαί-

σιο της έρευνας που κυμαίνεται από 5 έως 400 ng/mL με συντελεστή προσδιορισμού 𝑅2 να 

κυμαίνεται από 0,98 έως 0,99. Οι χρόνοι διατήρησης (0,65-9,04 λεπτά) ήταν αναπαραγώγι-

μοι και δεν παρατηρήθηκε συνένωση μεταξύ βιταμινών. το όριο ανίχνευσης (LODs) κυμαί-

νοταν από 2,4 έως 9,0 ng/mL και το όριο ποσοτικοποίησης (LOQ) ήταν από 8 έως 30 ng/mL, 

συγκρίσιμο με προηγούμενες δημοσιευμένες μελέτες. Ο συνολικός χρόνος εκτέλεσης της 

μεθόδου αυτής ήταν περίπου 19 λεπτά, συμπεριλαμβανομένης της εξισορρόπησης της στή-

λης. Συμπερασματικά, η ομάδα των Porter et al., ανέπτυξε μια γρήγορη και αξιόπιστη μέ-

θοδος HILIC-single quad MS που χρησιμοποιεί SIM για το χαμηλό επίπεδο ποσοτικοποίη-

σης τεσσάρων βιταμινών του συμπλέγματος Β σε μια μήτρα σούπας λαχανικών σε λιγότερο 

από 20 λεπτά. Η μέθοδος αυτή έδειξε εξαιρετική γραμμικότητα, αναπαραγωγιμότητα και 

μπορεί να εφαρμοστεί άμεσα και σε άλλα τρόφιμα φυτικής προέλευσης.  
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Μια μέθοδος HPLC-DAD που δείχνει σταθερότητα για τον προσδιορισμό και των 

εννέα κύριων υδατοδιαλυτών βιταμινών, εκτός από δύο συνήθως χρησιμοποιούμενα βιτα-

μερή, αναπτύχθηκε και επικυρώθηκε πλήρως σε αναλυτικές περιοχές, προσαρμοσμένες στις 

συνιστώμενες διατροφικές τιμές. Μια στήλη XSelect CSH C18 με βαθμιδωτή έκλουση χρη-

σιμοποιώντας ως ρυθμιστικό διάλυμα ιόντα φωσφορικών και μεθανόλη, χρησιμοποιήθηκε 

για τον βέλτιστο διαχωρισμό των βιταμινών σε πολυβιταμίνες. Αξίζει να αναφέρουμε ότι η 

ταυτόχρονη αυτή ανάλυση των υδατοδιαλυτών αυτών βιταμινών συνδέεται με πολλά ζητή-

ματα, συμπεριλαμβανομένων παραγόντων, όπως το ευρύ φάσμα συγκέντρωσης (από πολύ 

χαμηλή Β12, Β7 και Β9 έως υψηλή C και Β3), την έλλειψη χρωμοφόρων (Β5 και Β7), την 

περιορισμένη υδατοδιαλυτότητα (βιταμίνες Β2 και Β9), την παρουσία FMN (μίγμα διάφο-

ρων ενώσεων), τα ζητήματα σταθερότητας (ειδικά για βιταμίνες C και Β9) καθώς και την 

παρουσία πολλών προϊόντων υποβάθμισης, υποδεικνύοντας έτσι την ανάγκη για ολοκλη-

ρωμένη και συστηματική προσέγγιση στην αξιολόγησή τους. Η προτεινόμενη αυτή μέθοδος 

ξεπερνά τους τρέχοντες περιορισμούς στην ανάλυση των υδατοδιαλυτών βιταμινών χρησι-

μοποιώντας κοινά όργανα ανάλυσης (HPLC-DAD), παρέχοντας ταυτόχρονη ανάλυση όλων 

των κύριων υδατοδιαλυτών βιταμινών, συμπεριλαμβανομένου του μονονουκλεοτιδίου φλα-

βίνης, το οποίο από μόνο του αποδίδει έως και 14 χρωματογραφικές κορυφές. Η ανεπτυγ-

μένη αυτή μέθοδος είναι εφαρμόσιμη για τη δοκιμή σταθερότητας, τον προσδιορισμό της 

διάρκειας ζωής των προϊόντων πολυβιταμινών καθώς και για τη συνήθη ανάλυση όλων των 

υδατοδιαλυτών βιταμινών στις πιο κοινές μορφές τους, όπως αποδεικνύεται σε 13 εμπορικά 

σκευάσματα σε διαφορετικές δοσολογικές μορφές (δίσκια, αναβράζοντα δισκία, κάψουλες, 

σιρόπια και συμπυκνωμένα για έγχυση). Ωστόσο, η χαμηλή ποσότητα Β12 στα περισσότερα 

παρασκευάσματα αποτελεί ένα γενικό πρόβλημα για τον ανιχνευτή υπεριώδοιυς ακτινοβο-

λίας UV και συνιστά έναν περιορισμό της μεθόδου σε παρασκευάσματα με Β12 κάτω από 

το RDA. Η ολοκληρωμένη προσέγγιση στην ταυτόχρονη ανάλυση υδατοδιαλυτών βιταμι-

νών, μεταξύ και της καινοτόμου ιδέας RDA που επιτρέπει την ανάλυση όλων των βιταμινών 

με προετοιμασία ενός δείγματος, μαζί με τη σταθερότητα της μεθόδου – ενδεικτική φύση 

και δυνατότητα εφαρμογής τόσο για συνήθεις αναλύσεις, όσο και για μελέτες σταθερότητας, 

είναι τα σημαντικότερα πλεονεκτήματα, τα οποία προκρίνουν την εν λόγω μέθοδο σε σχέση 

με επίσημες μεθόδους (Rakusa et al., 2021). 

 Με την αυξανόμενη σημασία της ριβοφλαβίνης στα τρόφιμα, σε βιολογικά και φαρ-

μακευτικά πεδία, η ακριβής ανίχνευσή της στα τρόφιμα έχει μεγάλη σημασία για την καθο-

δήγηση της διατροφικής υγείας, της διάγνωσης/θεραπείας σχετικών ασθενειών, της φαρμα-
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κολογικής έρευνας της ριβοφλαβίνης και της επίβλεψης της ποιότητας/ φαρμάκων. Σε με-

λέτη των Zhou et al. (2021) καθιερώθηκαν πρόσφατες μέθοδοι ανίχνευσης για τη ριβοφλα-

βίνη σε τρόφιμα και φαρμακευτικά προϊόντα, συμπεριλαμβανομένης της φασματομετρίας 

μάζας, της ανίχνευσης φθορισμού, της ηλεκτροχημικής ανίχνευσης και της ανοσοδοκιμα-

σίας. Στον Πίνακα 7 καταγράφονται σύγχρονες μελέτες προεπεξεργασίας δειγμάτων, χρω-

ματογραφικού διαχωρισμού για την ανίχνευση ριβοφλαβίνης σε διάφορα τρόφιμα. 

 

Πίνακας 7. Σύγχρονες μελέτες προεπεξεργασίας δειγμάτων, χρωματογραφικού διαχωρισμού 

για την ανίχνευση της ριβοφλαβίνης σε διάφορα τρόφιμα (Zhou et al., 2021). 

Δείγμα 
Μέθοδος ανάλυ-

σης  

Χρωματογραφικές 

συνθήκες 
LODs 𝑹𝟐 Re% RSD% 

Χυμός 

πορτοκαλιού 

LC-UV Agilent 1100 LC-

UV στα 270nm, Ag-

ilent C18, 

4.6×250nm, 5mm), 

1mL 𝑚𝑖𝑛−1, 20mL, 

25°C, κινητή φάση: 

H2O-μεθανόλη-

οξικό οξύ 

2.8 

μg 𝐿−1 

0.01-3.0 μg 

𝐿−1 

75,8 – 

92,7 

≤4,2 

Αγελαδινό 

γάλα 

LC-FD Σύστημα Water Ac-

quity LC με FD 

Στήλη HSS T3 

(100mm×2.1mm, 

1.7mm) 0.35 μg 

𝑚𝑖𝑛−1 , 1.4mL και 

30°C. Κινητή φάση: 

10mM μυρμηκικό 

αμμώνιο με 0,006% 

μυρμηκικό οξύ (pH 

4,4) (A) και 10mM 

μυρμηκικό αμμώνιο 

με 0,7% μυρμηκικό 

οξύ (Β) 

15.0 nM 0.05-20μΜ 

0.999 

94,6 – 

95,4 

1,3 – 

3,2 

Γάλα LC-FD Σύστημα Water Ac-

quity με 450nm για 

διέγερση και 520nm 

για εκπομπή. Στήλη 

Waters Acquity 

UPLC HSS T3 

(150mm×2.1mm, 

1.8mm) 0.3 mL 

𝑚𝑖𝑛−1, 15mL και 

30°C. κινητή φάση: 

(Α) 10 mM μυρμη-

κικό αμμώνιο, 0.1% 

μυρμηκικό οξύ σε 

0.049 

μg 𝐿−1 

0.30 – 1.52 

μg 𝑚𝐿−1 

- 

87 - 

107 

- 
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νερό, (Β) 10 Mm 

μυρμηκικό αμμώ-

νιο, 0.1% μυρμη-

κικό οξύ σε μεθα-

νόλη 

       

Σαφράν  Laser nduced FD  Τριχοειδής Agilent 

FD 100 επαγόμενος 

με λέιζερ εξοπλι-

σμένο σύστημα ηλε-

κτροφόρησης με λέ-

ιζερ ZETALIF 2000 

FD (εκπομπή στα 

520nm). Το τριχοει-

δές πυρίτιο ήταν 

75mm D με συνο-

λικό μήκος 65cm. 

 

4,15nM 0.01-1μΜ - <4,7 

 

Δείγματα τσα-

γιού 

Laser nduced FD Εξοπλισμένο σύ-

στημα τριχοειδούς 

ηλεκτροφόρησης με 

ZETALIF. Ανιχνευ-

τής LIF 2000 με διέ-

γερση στα 488nm 

και εκπομπή στα 

520nm. Το τριχοει-

δές πυρίτιο ήταν 

50mm D με συνο-

λικό μήκος 67cm. 

1.08 ng 𝑚𝐿−1 0.01-5μΜ 99.7-

106 

<4.58 

Γάλα και δι-

σκία βιταμίνη 

Β2 

- Απευθείας φυγοκέ-

ντρηση, ή διάλυση 

και φυγοκέντρήθηκε 

για να κερδίσει το υ-

περκείμενο. Βασι-

σμένο σε αναλογικό 

αισθητήρα FRET 

στο g-CNQDs@Zn-

MOF 

15nM 0.005-1.0μΜ 

0.998 

98.8-

106.0 

0.4-1.0 

Γάλα και ποτά - Καθίζηση καιαραί-

ωση λίπους για ά-

μεση ανίχνευση 

FRET για αναλογία 

ανίχνευσης φθορι-

σμού 

0.4-10μΜ 98-101.3 -  

Πολυβιταμι-

νούχο δισκίο  

Διασπορές γρα-

φενίου σε πο-

λυαιθυλενογλυ-

κόλη 

- 0.03 μg 𝑚𝐿−1 0-30 mg 𝐿−1 96,5 1.5-3.1 
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Κρόκος αυ-

γού, γάλα, 

σκόνη και δι-

σκία συμπλέγ-

ματος Β 

CV Τροποποιημένα να-

νοσωματίδια CuO-

Γραφίτης εμπλουτι-

σμένος με ηλεκτρό-

διο παραφίνης 

1.04nM - 99-99.8 0.43-

1.66 

 

 

 

3.1.1. Μελέτες ανάλυσης βιταμινών Β και C στα πολυβιταμινούχα προϊόντα 

 

Η ανάγκη για καλύτερη ποιότητα ζωής και υγεία, οι σύγχρονοι ρυθμοί ζωής, και η ανεπαρ-

κής ποιότητα διατροφής έχουν οδηγήσει στην ανάγκη πρόσληψης συμπληρωμάτων διατρο-

φής και συγκεκριμένα πολυβιταμινούχων. Λόγω των πολυάριθμων λειτουργιών των υδατο-

διαλυτών βιταμινών, οι ελλείψεις αυτών μπορούν να προκαλέσουν προβλήματα υγείας και 

ασθένειες, όπως αναιμία, μπέρι-μπέρι και πελλάγρα. Μια καλά ισορροπημένη διατροφή πα-

ρέχει συνήθως τις απαραίτητες βιταμίνες που χρειάζεται ο ανθρώπινος οργανισμός. Ωστόσο 

σε περίπτωση ανεπαρκούς ή αυξημένης πρόσληψης απαιτείται η απαραίτητη συμπλήρωση 

(Kennedy, 2016). Για τους σκοπούς αυτούς, τα πολυβιταμινούχα συμπληρώματα διατροφής 

που πλέον είναι πολυχρησιμοποιούμενα, διατίθενται ως φάρμακα ή συμπληρώματα διατρο-

φής σε διάφορες δοσολογικές μορφές. Οι περισσότερες βιταμίνες είναι αρκετά ασταθείς και 

μπορούν να χαθούν κατά την παρασκευή και αποθήκευσή τους. Έτσι οι κατασκευαστές συ-

χνά προσθέτουν μια «υπέρβαση» βιταμινών που είναι ευαίσθητες στην υποβάθμιση για την 

παραγωγή εμπορικών προϊόντων με την επιθυμητή διάρκεια ζωής. Επομένως, ο ποιοτικός 

έλεγχος πολυβιταμινούχων προϊόντων από άποψη περιεχομένου και σταθερότητας βιταμι-

νών είναι απαραίτητη. Ωστόσο, κάθε υδατοδιαλυτή βιταμίνη έχει μια μοναδική δομή και η 

ταυτόχρονη ανάλυσή της αποτελεί πρόκληση για τον προσδιορισμό και την ποσοτικοποίησή 

της. Είναι επίσης σημαντικό να αναφέρουμε ότι οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες υπάρχουν σε 

διαφορετικές μορφές (βιταμερή) και ενώ κάποιες χρησιμοποιούνται αποκλειστικά (πχ. πυ-

ριδοξίνη για τη βιταμίνη Β6), υπάρχουν και άλλες οι οποίες μπορούν να βρεθούν σε διαφο-

ρετικές μορφές σε πολυβιταμινούχα συμπληρώματα (πχ. ριβοφλαβίνη και μονονουκλεοτί-

διο φλαβίνης (FMN) για τη βιταμίνη Β2). 

   Σε πρόσφατη iμελέτη iτων Temova Rakuša et al. (2021), iο iκύριος iστόχος iήταν iη 

iανάπτυξη iμιας iαπλής iκαι iσταθερής iμεθόδου iHPLC-DAD iγια iτον iδιαχωρισμό iκαι 

την iακριβή iποσοτικοποίηση iτων iεννέα iυδατοδιαλυτών iβιταμινών, iεκτός iαπό iτα iδύο 

βιταμερή, iσε iπολυβιταμινούχα iπροϊόντα. iΗ iανάπτυξη iτης iμεθόδου iείχε iαρκετές iπρο-
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κλήσεις iκυρίως iλόγω iτων iδιαφορετικών iφυσικοχημικών iιδιοτήτων iτων iεπιμέρους iβι-

ταμινών iκαθώς iκαι λόγω του ευρέος φάσματος της συγκέντρωσής iτους iστα πολυβιταμι-

νούχα iσυμπληρώματα. iΓια iπαράδειγμα, iη iπεριεκτικότητα iτων iβιταμινών iΒ7, iΒ9 iκαι 

Β12 iσε iεμπορικά iπολυβιταμινούχα iπροϊόντα iείναι iπολύ iχαμηλότερη i(έως iκαι i20.000 

φορές) iσε iσύγκριση iμε iάλλες iυδατοδιαλυτές iβιταμίνες, iόπως iη iβιταμίνη iC, iΒ3 iκαι 

Β5. iΕπιπλέον, iη iυψηλή iπολικότητα iκαι iη iποικιλομορφία iτων iδομών iτων iυδατοδια-

λυτών iβιταμινών, iη iχαμηλή iυδατοδιαλυτότητα iκαι iη iαστάθεια iορισμένων iβιταμινών 

καθώς iκαι iη iπολυπλοκότητα iτων iμητρών iαπό iεμπορικά iπαρασκευάσματα iπου iαπο-

τελούνται iαπό iάλλα iσυστατικά iκαι iβιταμίνες, περιέπλεξαν iπερισσότερο iτην iανάπτυξη 

της iμεθόδου. iΣύμφωνα iμε iτην iχρωματογραφική iσυμπεριφορά, iμερικές iυδατοδιαλυτές 

βιταμίνες, iόπως iη iβιταμίνη iC, iB1, iB3 iκαι iΒ6 iείναι iπιο iπολικές, iενώ iάλλες iβιταμί-

νες, iόπως iη iΒ2, iΒ7, iΒ9 iκαι iΒ12, iείναι iλιγότερο iπολικές. Παρ’ iόλο iπου iη iυγρή 

χρωματογραφία iυδρόφιλης iαλληλεπίδρασης i(HILIC) iαναγνωρίζεται iως iένας iπλεονε-

κτικός iχρωματογραφικός iτρόπος iγια iτην iκατακράτηση iτων iπολικών iαναλυτών, iταυ-

τόχρονα iσυνδέεται iμε iαρκετά προβλήματα, iόπως iη iεπαναληψιμότητα,  η  ακρίβεια  και 

η σταθερότητα. iΓια iτον iλόγο iαυτό, iέγινε iη iεπιλογή iλειτουργίας iτης iχρωματογραφίας 

αντίστροφης iφάσης i(RP-HPLC). iΣτα iαρχικά iστάδια iτης iμεθόδου, iη iχαμηλή iκατα-

κράτηση iτων iπιο iπολικών iβιταμινών i(κυρίως iτων iβιταμινών iC, iΒ1 iκαι iΒ6) iαντιμε-

τωπίστηκε iμε iτην iεπιλογή iμιας iκατάλληλης iστήλης iαντίστροφης iφάσης. iΔιάφορες 

στατικές iφάσεις iσε iδιαφορετικές iδιαστάσεις i(50×2.1 i– i250×4.6mm) iμε iδιάφορα iμε-

γέθη iσωματιδίων i(1.6 i– i5μm) iμε iαναμενόμενες iδιαφορές iστην iεπιλεκτικότητά iτους. 

Δοκιμάστηκαν: iZorbax iEclipse iplus iC18 iRRHD iκαι iZorbax i300SB-C3 i(Agilent Tech-

nologies, iSanta iClara, iCA, iUSA), iLuna iOmega iPS iC18, iLuna iOmega iPolar iC18, 

Luna iC18, iSynergi iFusion-RP i(Phenomenex, iTorrance, iCA, iUSA), iTitan iC18 

(Supelco iBellefonte, iPA, iUSA), iXBridge iC18 iκαι iXSelect iCSH iC18 i(Water Corpo-

ration, iMilford, iMA, iUSA). iΜεταξύ iαυτών, iη iστήλη iHPLC iXSelect iCSH iC18 

(150×4.6mm, i3.5μm) iεπιλέχθηκε iως iη iβέλτιστη iστήλη iγια iτη iσυγκράτηση iκαι iτον 

διαχωρισμό iτων iπερισσότερο iπολικών iυδατοδιαλυτών iβιταμινών i(βιταμίνη iC, iΒ1 iκαι 

Β6). iΛόγω iτης iτεχνολογίας iCharged iSurface iHybrid i(CSH), iοι iβελτιστοποιημένες 

χρωματογραφικές iσυνθήκες iκατέληξαν iσε iσυμμετρικές iκορυφές, iοι iοποίες iήταν iσω-

στά iδιαχωρισμένες iαπό iτη iγραμμή iβάσης , παρά iτην iπαρουσία iπιθανής iυποβάθμισης 

iπροϊόντων iκαι iάλλων iσυστατικών, iμε iπολύ iαποδεκτό iχρόνο iλειτουργίας i30 iλεπτά 

i(Εικόνα 8). 
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Εικόνα 8. Χρωματογράφημα τυπικού μίγματος έντεκα υδατοδιαλυτών βιταμινών στα 210nm  

που αντιπροσωπεύει τον χρωματογραφικό διαχωρισμό τους (Temova Rakuša et al., 2021). 

 

Σε μελέτη του Karatapanis et al. (2009) χρησιμοποιήθηκαν στήλες UPLC  τόσο σε 

λειτουργία HILIC όσο και σε λειτουργία RPLC για τον διαχωρισμό των υδατοδιαλυτών 

βιταμινών (Εικόνα 9). 

 

Εικόνα 9. Ανάλυση UPLC-MS/MS (λειτουργία RP και HILIC) των ενεργών  μορφών της βι-

ταμίνης C σε δείγματα φρούτων (Taujenis et al., 2016). 
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3.2. Σύγχρονες μελέτες ανάλυσης λιποδιαλυτών βιταμινών 

 

Η ενότητα αυτή εστιάζει στην απεικόνιση και συζήτηση ορισμένων εφαρμογών που σχετί-

ζονται με την ανάλυση λιποδιαλυτών βιταμινών σε τρόφιμα, που αναφέρονται στη βιβλιο-

γραφία μεταξύ 2006 και 2016, τα οποία έχουν επιλεγεί είτε για την καινοτόμο προσέγγιση, 

είτε για τη χρήση προηγμένων τεχνικών εξαγωγής, διαχωρισμού ή/ και ανίχνευσης. Πρό-

σθετες πληροφορίες όσον αφορά την τεχνική παραλαβής, την τεχνική της υγρής χρωματο-

γραφίας, τις πειραματικές συνθήκες, τις στατικές και κινητές φάσεις καθώς και τους ανι-

χνευτές, καταγράφονται στον Πίνακα 8.  

Είναι αξιοσημείωτο να συζητήσουμε τους λόγους για την ανάλυση των ρετινοειδών 

(παράγωγα της βιταμίνης Α) στο γάλα και τις πρόσφατες μελέτες που πραγματοποιήθηκαν 

στο πλαίσιο αυτό. Η κύρια δυσκολία σχετίζεται με το περίπλοκο προφίλ των λιπαρών οξέων, 

και ως εκ τούτου, τον υψηλό αριθμό των ρετινυλεστέρων που προκύπτουν και που απαντώ-

νται στα τρόφιμα ζωικής προέλευσης. Το κύριο μειονέκτημα της μεθόδου LC-UV είναι η 

παρεμβολή των συνεκχυλισμένων λιπιδίων με την αναγνώριση των ρετινοειδών στα 325 

nm, σε συνδυασμό με τη χρωματογραφία, γεγονός που εμποδίζει την αναγνώριση μεγάλων 

ποικιλιών. Πρόσφατα, ο συνδυασμός μεθόδων HPLC-DAD-APCI-MS/MS χρησιμοποιή-

θηκε για να ταυτοποιήσει τα ρετινοειδή και να αποσαφηνίσει τη σύνθεση του αγελαδινού, 

κατσικίσιου, βουβαλίσιου και προβατίσιου γάλακτος. Η φασματομετρία μάζας αποτελεί ένα 

επιλεκτικό σύστημα ανίχνευσης και αποτελεί ένα ισχυρό μέσο αναγνώρισης. Ωστόσο, οι 

συγγραφείς τόνισαν τα ελαττώματα της μεθόδου φασματομετρίας μάζας για την ανίχνευση 

των εστέρων ρετινυλίου, οι οποίοι στην APCI καθώς και σε άλλες πηγές ιονισμού, υφίστα-

νται εκτεταμένο κατακερματισμό/ υποβάθμιση που ευθύνεται για την απώλεια πληροφο-

ριών για τη μοριακή μάζα. Για κάθε ρετινυλεστέρα, το πιο άφθονο ανιχνευμένο ιόν ήταν το 

[MH − fat acid − H20]+ δηλαδή πρωτονιωμένη δεϋδρορετινόλη, ενώ περισσότερα δια-

γνωστικά ιόντα, όπως το [Μ] +και το [Μ+Η]  +, παρατηρήθηκαν με μειωμένη έκταση. Για 

τους λόγους αυτούς, ο μοναδικός τρόπος παρακολούθησης των ενδογενών συγκεντρώσεων 

του ρετινυλεστέρα σε πραγματικά δείγματα ήταν η απασχόληση των μεταβάσεων παρακο-

λούθησης πολλαπλών αντοδράσεων (MRM) από κοινού με ρετινόλη, δηλαδή m/z 269/119 

και m/z 269/199. Λόγω της  μερικής επιλεκτικότητας της ανίχνευσης APCI, ο πλήρης χρω-

ματογραφικός διαχωρισμός ήταν η μοναδική λύση για τον εντοπισμό και τον ποσοτικό 

προσδιορισμό των ρετινοειδών (ρετινοϊκό οξύ, ρετινάλη, ρετινόλη και δεκατέσσερις εστέ-

ρες ρετινυλίου). Ο στόχος αυτός επιτυγχάνεται χρησιμοποιώντας το σύστημα διαδοχικών 

στηλών C18/ C30 σε συνδυασμό με την κινητή φάση NARP. Σε όλα τα είδη γάλακτος, 
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βρέθηκε ότι το παλμιτικό ρετινύλιο αποτελεί το πιο άφθονο βιταμερές της βιταμίνης Α, αλλά 

το ελαϊκό ρετινύλιο ήταν η επικρατούσα μορφή στο αιγοπρόβειο γάλα. Επιπλέον, η σύνθεση 

ρετινοειδούς στο πρόβειο και βουβαλίσιο γάλα χαρακτηρίστηκε για πρώτη φορά. 

Πίνακας  8.  Υγροχρωματογραφικές μέθοδοι για ανάλυση των λιποδιαλυτών βιταμινών σε 

τρόφιμα. 

 

Αναλυτής  Δείγμα  Τεχνική 

ανάλυσης 

Διαχωρι-

σμός  

Ανίχνευση  Όρια ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης  

D2, D3, 

25-OHD2 

25-OHD3 

Κρέας  HPLC NP APCI-MS  _ 

α-, β-, γ-, δ- 

τοκοφερόλες 

και τοκοτριε-

νόλες  

Ελαιόλαδο HPLC  NP FL και 

DAD 

UV 

Evaporative 

light 

scattering 

(ELSD) 

LOD: 0.0001-0.0072 

mg/mL (fluores-

cence/DAD): 

0.13-0.94 mg/mL (UV): 

0.35-5.40 mg/mL 

(ELSD) 

Βιταμίνες 

D2, D3, K1, 

K2 και K3 

Βρεφικές τρο-

φές και πρά-

σινα  

λαχανικά 

HPLC RP  DAD και 

APCI-MS  

LOD: 0.6 (vit. D2) and 

0.4 (vit. D3) ng/mL 

LOQ: 2.0 (vit. D2) and  

1.3 (vit. D3)ng/mL 

Βιταμίνη Κ Φρέσκα και α-

ποξηραμένα 

βότανα,  

iμπαχαρικά και 

σπόρους, κα-

ρυκεύματα και 

άλλα ενισχυ-

τικά γεύσης  

HPLC RP FL  LOD: 0.47-0.75 and 0.27 

-0.76 mg/mL for stand-

ard 

and spiked cereal 

samples 

LOQ: 1.42-2.26 

and 0.82-2.32 mg/mL for 

standard and spiked 

cereal samples 

15  

iκαροτενοειδή  

Καρότα  UHPLC Έξι στήλες 

(BEH C18, 

HSS T3, 

HSS C18 

SB, CSH 

C18, 

BEH Shield 

RP C18, 

BEH 

Phenyl) 

APCI-MS _ 
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Βιταμίνη D3 Ψάρια και  

Οστρακοειδή  

HPLC RP UV και επι-

λεγμένο ιόν 

παρακολού-

θησης MS 

(SIM-MS)  

LOD: 1.22 mg/100 g 

LOQ: 5.30 mg/100 g 

Εννέα λιπο-

διαλυτές βιτα-

μίνες και τα 

παράγωγά 

τους  

Βρεφικά μείγ-

ματα 

και συμπληρώ- 

ματα διατρο-

φής  

UFLC RP (C30 sil-

ica SP) 

DAD και 

APCI-MS/ 

MS  

LOD: 0.001-0.063 

mg/mL 

LOQ: 0.003-0.210 

mg/mL 

Πέντε καροτε-

νοειδή, τέσσε-

ρις χλωροφύλ-

λες και μία το-

κοφερόλη 

Μπρόκολο  UPLC RP (two 

C18 sub 

two 

micron par-

ticle core-

shell SP) 

DAD LOD: 05-8.0 ng/5mL 

LOQ: 2-16  

ng/5 mL 

α-, β-, γ- και 

δ- τοκοφερό-

λες 

Δημητριακά  HPLC RP ESI-MS 91-109% 

Καροτενοειδή, 

βιταμίνη A και 

E 

Ζωοτροφές και 

γάλα  

UPLC RP (tandem 

C18 column 

system) 

DAD LOD: 1.0-3.0 ng 

LOQ: 7.0-13.3 ng 

α-, β-, γ- και 

δ- τοκοφερό-

λες και τοκο-

τριενόλες 

Φρούτα και 

λαχανικά 

(σπανάκι, κα-

λαμπόκι, κράν-

μπερι, ρόδι και 

χυμός μάνγκο) 

HPLC RP HPLC-FL 

και  

APCI-MS 

90-108% 

      

Οξικός ρετινυ-

λεστέρας, α-, 

δ- και (β+γ)- 

τοκοφερόλη 

Παρασκευά-

σματα για 

βρέφη 

HPLC RP Ηλεκτροχη-

μική ανί-

χνευση 

(ELD) σε α-

μπερομε- 

τρική λει-

τουργία 

92-106% 
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trans- β- καρο-

τένιοι, trans-

λουτείνη, 

trans-

ζεαξανθίνη, 

trans-β-

κρυπτοξαν-

θίνη και tans-

λυκοπένιο 

Τομάτα HPLC RP HPLC-

DAD και 

APCI-

MS/MS 

     _ 

trans-

λουτείνη, 

trans-

ζεαξανθίνη, 

trans-b- κρυ-

πτοξανθίνη, 

trans-β-

καροτένιο, 

trans-

ρετινόλη, α-, 

γ- και δ- τοκο-

φερόλη, D2, 

D3, K1, and 

MK-4 

Γάλα από δια-

φορετικά είδη 

ζώων 

HPLC RP HPLC-

DAD και 

APCI-

MS/MS 

55-100% 

D2, D3, K1, 

MK-4 μενα-

διόνη (Κ3) 

Σπανάκι, μα-

ρούλι και βρε-

φικά δημη-

τριακά 

HPLC RP HPLC-

DAD και 

HPLC-MS 

88-105% 

 

 

Μεταξύ των διαφορετικών τεχνικών χρωματογραφίας, η χρωματογραφία σύγκλι-

σης είναι  ιδιαίτερα αποτελεσματική διότι προσφέρει γρήγορους, καθαρούς και καλά επιλυ-

μένους διαχωρισμούς σε ενώσεις χαμηλής και μη- πολικότητας. Σε μελέτη των Taguchi et 

al. (2014) αναπτύχθηκε μια τεχνική για τον διαχωρισμό 17 βιταμινών (οξικός ρετινυλεστέ-

ρας, παλμιτικός ρετινυλεστέρας, β-καροτίνη, βιταμίνη D2, α-τοκοφερόλη, βιταμίνη Κ1, 

ΜΚ-4, θειαμίνη, ριβοφλαβίνη, νικοτινικό οξύ, νικοτιναμίδιο, παντοθενικό οξύ, πυτριδοξίνη, 

βιοτίνη, κυανοκοβαλαμίνη και ασκορβικό οξύ) που καλύπτει ένα ευρύ φάσμα πολικότητας 

με logP από 2,11 για τη θειαμίνη έως 10,12 για το παλμιτικό ρετινύλιο. Η φασματομετρία 

μάζας σε συνδυασμό με την πηγή ESI χρησιμοποιήθηκε ως σύστημα ανίχνευσης. Κατά τη 

διάρκεια της μελέτης, η στήλη διατηρήθηκε στους 40°C και η κινητή φάση κυμαινόταν από 

σχεδόν 100% CO2 έως 100% μεθανόλη. Με τον ρυθμιστή αντίστροφης πίεσης ρυθμισμένο 



- 84 - 
 

στα 12,4 MPa, η κατάσταση της κινητής φάσης ήταν υπερκρίσιμη στην έναρξη, μετά πιθα-

νώς υποκρίσιμη και στο τέλος υγρή, αυξάνοντας τη σύνθεση του τροποποιητή. Η εφαρμογή 

αυτή έδειξε επίσης σημαντική δυνατότητα στην ανάλυση βιταμινών καθώς και σε προσεγ-

γίσεις που περιλαμβάνουν την ταυτόχρονη ανάλυση ενός μεγάλου εύρους ενώσεων που δια-

φέρουν σημαντικά.  

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Στην παρούσα διπλωματική έρευνα παρουσιάστηκαν αρχικά γενικές πληροφορίες που αφο-

ρούν τις βασικές κατηγορίες βιταμινών στα τρόφιμα, τις λιποδιαλυτές και τις υδατοδιαλυτές. 

Εν συνεχεία, έγινε αναφορά στις κυριότερες αναλυτικές τεχνικές που χρησιμοποιεί ο κλάδος 

της αναλυτικής χημείας για τον προσδιορισμό των βιταμινών στα τρόφιμα. Αυτές είναι: η 

υγρή χρωματογραφία (LC) σε όλες τις παραλλαγές της, συμπεριλαμβανομένων της υγρής 

χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC), της υγρής χρωματογραφίας εξαιρετικά υψηλής 

απόδοσης (UHPLC), της υγρής χρωματογραφίας υδρόφιλης αλληλεπίδρασης (HILIC), της 

νανο-υγρής χρωματογραφίας (nano-LC), της δισδιάστατης υγρής χρωματογραφίας (2D-

LC), της χρωματογραφίας υπερκρίσιμου ρευστού (SFC) καθώς και της τριχοειδούς ηλε-

κτροχρωματογραφίας (CE). Παράλληλα, η υγρή χρωματογραφία σε συνδυασμό με μια με-

γάλη ποικιλία από ανιχνευτές προσφέρει την δυνατότητα προσδιορισμού και διαχωρισμού 

των βιταμινών σε σύνθετες μήτρες τροφίμων. Οι ανιχνευτές αυτοί είναι: υπεριώδους/ ορα-

τού (UV/Vis), φθορισμού (FL), συστοιχίας διοδίων (DAD), ηλεκτροχημικοί (EL) και φα-

σματομτερίας μάζας (MS). Ακολούθως, από την ανασκόπηση της βιβλιογραφίας της τελευ-

ταίας δεκαετίας παρουσιάστηκαν ορισμένες σύγχρονες εφαρμογές ανάλυσης των βιταμι-

νών. Ειδικότερα, η ποσοτικοποίηση και η ανίχνευση των φυσικών μικροθρεπτικών συστα-

τικών συμπεριλαμβανομένων των υδατοδιαλυτών και των λιποδιαλυτών βιταμινών στα τρό-

φιμα είναι η τρέχουσα ερευνητική τάση στην επιστήμη της τεχνολογίας τροφίμων και στην 

ανάλυση της ποιότητας των τροφίμων. Επομένως, οι μελλοντικές έρευνες σχετικά με τις 

αναλυτικές μεθόδους προσδιορισμού των βιταμινών στα τρόφιμα, μπορεί να δώσουν έμ-

φαση στις ακόλουθες πτυχές: 

1. Η i συνεχής i βελτιστοποίηση i και i η i ενσωμάτωση i διαφόρων i υπαρχόντων i μέσων i και i 

μηχανισμών i θα i ενθαρρύνει i την i ανάπτυξη i πιο i αποτελεσματικών i μεθόδων i ανίχνευ-

σης i των i βιταμινών i με i υψηλή i αξιοπιστία, i επαναληψιμότητα, i ακρίβεια i και i ευαισθη-

σία. 
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2. Με i την i ανάπτυξη i καινοτόμων i υλικών i και i την iδιευκρίνιση i διαφορετικών i μηχανι-

σμών i αίσθησης i θα i προκύψει i έξυπνη i προσαρμογή i των i βιταμινών i σε i πλατφόρμες i 

αισθητήρων i για i φορητή i και i σε i πραγματικό i χρόνο i ανίχνευση i βιταμινών i υψηλής i 

απόδοσης, i σύμφωνα i με i τη i δομή i των i βιταμινών i και i τα i πλεονεκτήματα i των i αντί-

στοιχων i οργάνων. i 

3. Οι i αποτελεσματικές i ανοσοδοκιμασίες i και i τα i εμπορικά i κιτ i είναι i πολλά i υποσχόμε-

νες i μέθοδοι i ανάλυσης i των i βιταμινών, i καθώς i παρέχουν i τη i δυνατότητα i άμεσης i α-

νάλυσης i των i βιταμινών i σε i χαμηλό i κόστος i και i αυξάνουν i τη i ζήτησή i τους i στον i το-

μέα i της i αναλυτικής i χημείας i των i τροφίμων. i   

4. Αποφεύγοντας i αποτελεσματικά i το i στάδιο i της i προεπεξεργασίας i των i βιταμινών i και 

i δίνοντας i έμφαση i στην i ανάπτυξη i αυτόματων, i οικολογικών i και i «έξυπνων» i τεχνι-

κών i ανάλυσης i των i βιταμινών i στο i μέλλον. i Ορισμένα i παραδείγματα i που i θα i μπο-

ρούσαμε i να i αναφέρουμε i είναι i η i συσκευή i μικροεκχύλισης i και i τα i αντιδραστήρια/ i 

διαλύτες/ i δείγματα i χαμηλής i κατανάλωσης i για i οικονομική i και i άμεση i ανάλυση, i η i 

πρόληψη i αποβλήτων i με i φιλικότητα i προς i το i περιβάλλον, i ο i αυτοματοποιημένος i ε-

ξοπλισμός i που i αποφεύγει i την i ένταση i της i εργασίας i και i του i ανθρώπινου i δυναμικού 

i καθώς i και i αλγορίθμους i που i βασίζονται i σε i ισχυρά i υπολογιστικά i εργαλεία i ή i τε-

χνητή i νοημοσύνη i για i αυτόνομη i αναγνώριση i και i αξιολόγηση i των i αποτελεσμάτων i 

ανίχνευσης. i 

Τέλος, στόχος είναι οι πτυχές αυτές να αποτελέσουν ένα βήμα προόδου στην ανάλυση των 

βιταμινών στα τρόφιμα και όχι μόνο, παρέχοντας αξιόπιστα αποτελέσματα με την χρήση 

κατάλληλων μεθόδων για αναλύσεις ρουτίνας. 
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