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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Στην εργασία αυτή παρουσιάζεται  µια νέα µέθοδος για τον ποιοτικό και 

ποσοτικό προσδιορισµό των διγλυκεριδίων και στερολών που βρίσκονται στο 

λίπος του γάλακτος, η οποία έχει πρόσφατα χρησιµοποιηθεί επιτυχώς για τον 

ίδιο σκοπό στα εδώδιµα έλαια. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στη φωσφιτυλίωση 

των ελεύθερων υδροξυλοµάδων των διγλυκεριδίων µε το αντιδραστήριο 2-

χλώρο-4,4,5,5-τετραµέθυλοδιoξαφωσφολάνιο και την ολοκλήρωση των 

συγκεκριµένων κορυφών στο φάσµα 31P NMR. Παράλληλα, δίνονται οι 

πρώτες πληροφορίες στη βιβλιογραφία για τη συγκέντρωση των 

διγλυκεριδίων και στερολών σε σχέση µε διάφορους τύπους γάλακτος. 

Τέλος, η παρούσα εργασία αναφέρεται στην ταυτοποίηση των λιπαρών 

οξέων που βρίσκονται στο λίπος του γάλακτος υπό µορφή τριγλυκεριδίων µε 

τη φασµατοσκοπία 13C-NMR. 
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1. ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ 

1.1 Εισαγωγή 

Γάλα ονοµάζεται το λευκό – υποκίτρινο υγρό, που βγαίνει από το µαστό των 

θηλέων θηλαστικών µετά από τον τοκετό. Σύµφωνα µε την ελληνική 

νοµοθεσία1 «Γάλα είναι το απαλλαγµένο από πρωτόγαλα προϊόν του 

ολοσχερούς, χωρίς διακοπή, αρµέγµατος υγιούς γαλακτοφόρου ζώου, που ζει 

και τρέφεται υπό υγιεινούς όρους και που δεν βρίσκεται σε κατάσταση 

υπερκόπωσης...». Ακόµη, η νοµοθεσία ορίζει ότι: «Με τον όρο γάλα απλά, 

χωρίς να συνοδεύεται από κάποιο επίθετο, νοείται αποκλειστικά και µόνο το 

γάλα που: 

α) προέρχεται από αγελάδα 

β) είναι νωπό 

γ) είναι πλήρες 

δ) δεν έχει υποστεί αφυδάτωση ή συµπύκνωση και  

ε) δεν περιέχει άλλες ύλες, που να έχουν προστεθεί εξωτερικά».  

Για τα νεαρά θηλαστικά, περιλαµβανοµένου και του ανθρώπινου είδους, το 

γάλα είναι η πρώτη, και για ένα σηµαντικό χρονικό διάστηµα, η µοναδική 

τροφή τους. Για το µεγαλύτερο µέρος του κόσµου, και κυρίως για τη ∆ύση, 

το αγελαδινό γάλα αποτελεί την κύρια πηγή για την παραγωγή 

γαλακτοκοµικών προϊόντων που προορίζονται για κατανάλωση από τον 

άνθρωπο.  

Το γάλα είναι ένα πολύπλοκο βιολογικό υγρό, η σύσταση και τα φυσικά 

χαρακτηριστικά του οποίου ποικίλουν από είδος σε είδος, 

αντικατοπτρίζοντας έτσι τις διαφορετικές διατροφικές ανάγκες των νεαρών 

θηλαστικών. Το κύριο συστατικό του γάλακτος είναι το νερό, αλλά ανάλογα 
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µε το είδος του θηλαστικού το γάλα  περιέχει ποικίλες ποσότητες πρωτεϊνών, 

λίπους και υδρογονανθράκων. Σε µικρότερη ποσότητα παρατηρούνται 

ιχνοστοιχεία και άλλα υδατοδιαλυτά και λιποδιαλυτά συστατικά, που 

προέρχονται απευθείας από το πλάσµα του αίµατος.  

Η εξηµέρωση των γαλακτοπαραγωγών ζώων, όπως η αγελάδα, και η 

διαθεσιµότητα του γάλακτος σε ποσότητες µεγαλύτερες από αυτές που 

απαιτούνται για την τροφή των µικρών τους συνέβαλε στην εισαγωγή του 

ζωικού γάλακτος στην διατροφή των ενηλίκων. Πολλά ζώα έχουν 

επιστρατευτεί για την παραγωγή γάλακτος που προορίζεται για κατανάλωση 

από τον άνθρωπο: αγελάδες, κατσίκες, πρόβατα, βόδια, καµήλες, ανάλογα µε 

τη γεωγραφική περιοχή και τις κλιµατολογικές συνθήκες. Σε πολλά µέρη του 

κόσµου η αγελάδα  είναι το κυρίως χρησιµοποιούµενο ζώο για την παραγωγή 

γάλακτος. Σε µερικές χώρες, περιλαµβανοµένου και του Ηνωµένου 

Βασιλείου, γάλα που προέρχεται από διαφορετικά ζώα δεν νοµιµοποιείτε τον 

όρο ¨γάλα¨.  

1.2 ∆ιάφοροι τύποι γάλακτος υγρής µορφής 

Τα τελευταία χρόνια έχει υπάρξει έντονη διαφοροποίηση ανάµεσα στους 

διάφορους τύπους γάλακτος που είναι εµπορικά διαθέσιµοι. Το 

αποβουτυρωµένο και ηµι-αποβουτυρωµένο γάλα, τα οποία βάσει νόµου 

καθορίζονται από την περιεκτικότητα τους σε λίπος (Πίνακας 1.2), µπορούν 

να θεωρηθούν ως τα ¨λιγότερο ανθυγιεινά¨ γάλατα, καθώς η ανάπτυξη 

προϊόντων  εµπλουτισµένων µε θρεπτικά συστατικά όπως οι βιταµίνες, 

αποσκοπούν στην προώθηση µιας θετικής υγιεινής εικόνας. 
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Πίνακας 1-1: Προδιαγραφές περιεκτικότητας σε λίπος στους διάφορους 
τύπους γάλακτος  

Περιεκτικότητα λίπους (%) 

Μη προ-τυποποιηµένα πλήρες γάλατα >3,0 

Προ-τυποποιηµένο πλήρες γάλα >3,83* 

Ηµι-αποβουτυρωµένο γάλα 1,5 έως 1,8 

Αποβουτυρωµένο γάλα <0,3 

 
*προ-τυποποιηµένο πλήρες γάλα ορίζεται το γάλα που εισάγεται από άλλες 
χώρες της Ε.Ε. και έχει περιεκτικότητα σε λίπος όχι λιγότερη από αυτή που 
ορίζει ο νόµος. Η τιµή της περιεκτικότητας καθορίζεται κάθε χρόνο βάσει του 
µέσου όρου περιεκτικότητας σε λίπος του ενδοχώριου γάλακτος που 
παράχθηκε και διοχετεύτηκε στην αγορά την προηγούµενη χρονιά.  

Επειδή το γάλα που παράγεται ακόµη και από τα υγιέστερα ζώα είναι 

δυνατόν να περιέχει επικίνδυνους για τη ∆ηµόσια Υγεία µικροοργανισµούς, 

είναι ανάγκη να εξυγιαίνεται προτού δοθεί στην κατανάλωση. Ο πιο 

ικανοποιητικός τρόπος για να γίνει αυτό, όπως απέδειξε η πείρα του 

παρελθόντος, είναι η ορισµένου βαθµού θερµική επεξεργασία του, η οποία 

είναι γνωστή ως παστερίωση. 

Στις βιοµηχανοποιηµένες χώρες η µεγαλύτερη ποσότητα γάλακτος σε υγρή 

µορφή υφίσταται θερµική επεξεργασία για λόγους ασφαλείας. Ωστόσο σε 

ορισµένες χώρες επιτρέπεται µια µικρή ποσότητα νωπού γάλακτος. Η 

κατανάλωση νωπού γάλακτος φέρει ένα δυσανάλογα υψηλό κίνδυνο 

µόλυνσης από παθογενής µικροοργανισµούς, µεταξύ των οποίων η 

Σαλµονέλα και το Καµπυλοβακτήριο είναι τα πιο διαδεδοµένα.  

Ο διεθνής οργανισµός γαλακτοκοµικών προϊόντων (International Dairy 

Federation) ορίζει ως παστερίωση2: “Μία διαδικασία που εφαρµόζεται σε ένα 

προϊόν, µε αντικειµενικό σκοπό την ελαχιστοποίηση της πιθανότητας να 

προκληθεί κίνδυνος για την υγεία προερχόµενος από παθογόνο 
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µικροοργανισµό σχετιζόµενο µε το γάλα, µέσω θερµικής επεξεργασίας, που 

συνοδεύεται από τις ελάχιστες δυνατές χηµικές, φυσικές και οργανοληπτικές, 

αλλαγές στο προϊόν”. Παράλληλα µειώνεται και ο πληθυσµός της κοινής 

µικροβιακής χλωρίδας και αυτό βοηθάει στην επιµήκυνση του χρόνου 

συντηρήσεως.  Στη πράξη, η διαδικασία αυτή καταστρέφει παθογόνα 

µικρόβια, αλλά όχι και τα ενδοσπόρια. 

Η κυριότερη επεξεργασία του γάλακτος που πρόκειται να διατεθεί στην 

κατανάλωση ή να µετατραπεί σε ορισµένα άλλα γαλακτοκοµικά προϊόντα, 

είναι η παστερίωση. Παράλληλα όµως υφίσταται και ορισµένους άλλους 

χειρισµούς, όπως διήθηση, τυποποίηση ως προς το λίπος και, ενίοτε, 

οµογενοποίηση. Κατά τη διήθηση επιτυγχάνεται αποµάκρυνση ξένων 

στοιχείων από το γάλα (κυττάρων, φυτικών ινών, χώµατος, βακτηρίων κ.α.), 

ενώ ταυτόχρονα το λίπος σε πρώτη φάση διαχωρίζεται και κατόπιν 

αναµιγνύεται και πάλι µε το αποβουτυρωµένο γάλα. Η ανάµιξη είναι δυνατόν 

να ρυθµίζεται, ώστε το γάλα να έχει πάντα σταθερή αναλογία λίπους.  

Η ελάχιστη επιτρεπόµενη θερµική επεξεργασία ορίζεται από το νόµο και 

είναι α) η χαµηλή παστερίωση, που πραγµατοποιείται στους 62,8 oC για 

30min, δηλαδή σε χαµηλή θερµοκρασία για µεγάλο χρονικό διάστηµα 

(LTLT:low temperature-long time) και β) η υψηλή παστερίωση µε θέρµανση 

στους 71,7 oC για 15 s, δηλαδή υψηλή θερµοκρασία για µικρό χρονικό 

διάστηµα (HTST:high temperature-short time). Τα τελευταία χρόνια όµως, η 

ανησυχία για την πιθανότητα επιβίωσης του παθογόνου µικροοργανισµού, 

Λιστέρια έχει οδηγήσει πολλές βιοµηχανίες στην αύξηση της θερµοκρασίας 

παστερίωσης πάνω από τα νόµιµα ελάχιστα όρια.   

Το παστεριωµένο γάλα, εκτός από τη διήθηση, υποβάλλεται συνήθως και σε 

άλλες επεξεργασίες που αποσκοπούν στη βελτίωση της ποιότητας του. Οι 

κυριότεροι πρόσθετες επεξεργασίες  αναφέρονται στην τυποποίηση και την 

οµογενοποίηση του λίπους, καθώς και τη βακτηριοκάθαρση. 
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Κατά την τυποποίηση του λίπους, γίνεται ρύθµιση της λιποπεριεκτικότητας 

του γάλατος σε ορισµένη αναλογία µε προσθήκη ή αφαίρεση κρέµας. 

Συνήθως, γίνεται αφαίρεση µέρους της κρέµας, επειδή η µέση 

λιποπεριεκτικότητα του γάλακτος είναι µεγαλύτερη από εκείνη που 

προβλέπεται από την αντίστοιχη νοµοθεσία κάθε χώρας. Παράλληλα, γίνεται 

καλύτερη οικονοµική εκµετάλλευση του γάλακτος. 

Τα λιποσφαίρια του γάλακτος έχουν την τάση να ανέρχονται προς την 

επιφάνεια και να σχηµατίζουν στρώµα κρέµας. Η ιδιότητα αυτή µπορεί να 

είναι επιθυµητή για τη λήψη κρέµας µε φυσικό τρόπο, αλλά δεν είναι 

επιθυµητή για ορισµένα γαλακτοκοµικά προϊόντα, όπως το σοκολατούχο 

γάλα, το γάλα UHT, το συµπυκνωµένο και σε µερικές χώρες το 

παστεριωµένο γάλα. Η τάση που έχει το λίπος να κορυφώνεται 

παρεµποδίζεται µε την οµοιογενοποίηση 

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων 20 χρόνων, ένα νέο είδος γάλακτος γνωστό 

ως γάλα µακράς διαρκείας υψηλής παστερίωσης- ultra high 

temperature(UHT)-έχει κάνει την εµφάνιση του στα ράφια των super market. 

Το προϊόν αυτό, το οποίο είναι αποστειρωµένο και µπορεί να διακινηθεί και 

να διοχετευτεί στην αγορά εκτός ψυγείου, δεν έχει ακόµα κερδίσει την 

αποδοχή του κόσµου στη ∆ύση και τις Ηνωµένες Πολιτείες. Ωστόσο , 

αντιπροσωπεύει ένα πολύ µεγάλο ποσοστό στην αγορά γάλακτος σε υγρή 

µορφή σε πολλές άλλες χώρες, όπως στη Γαλλία.  

1.2.1 Παστεριωµένο γάλα3 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η παστερίωση του γάλατος αποσκοπεί 

στην εξυγίανση του µε την καταστροφή των επικίνδυνων για τον άνθρωπο 

µικροοργανισµών. Συγχρόνως, επιδιώκεται µείωση όσο το δυνατόν 

περισσότερο του αριθµού των µη παθογόνων βακτηρίων, καθώς και η 

αδρανοποίηση των περισσότερων ενζυµικών συστηµάτων του. 
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Με τον τρόπο αυτό, το γάλα δεν θα είναι µόνο υγιεινό, αλλά θα συντηρείται 

και περισσότερο χρόνο, επειδή αυτό αλλοιώνεται από τη δράση της 

σαπρόφυτης κυρίως χλωρίδας του. Παράλληλα, πρέπει να διαφυλαχθούν η 

θρεπτική αξία και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του προϊόντος.  

Η παραπάνω επιδίωξη επιτυγχάνεται σήµερα στην πράξη, όπως αναφέρθηκε, 

µε τις δύο διεθνώς παραδεκτές µεθόδους παστεριώσεως, δηλαδή τη χαµηλή 

και την υψηλή παστερίωση. 

A. Χαµηλή παστερίωση ή παστερίωση LTLT (Low Temperature Long 

Time) 

 Πρόκειται για την αρχαιότερη χρονολογικά µέθοδο, η οποία έχει εφαρµογή 

ακόµη και σήµερα, γιατί παρουσιάζει ορισµένα πλεονεκτήµατα.  

Το γάλα θερµαίνεται χωρίς διακοπή στους 62-65 οC/30 min. Η ελληνική 

νοµοθεσία (Υπουργ. Αποφ. 1980) προβλέπει θέρµανση στους 63 οC/30 min.  

Η θέρµανση γίνεται σε ειδικούς λέβητες µε διπλά τοιχώµατα, στα οποία 

κυκλοφορεί θερµό νερό ή ατµός. Ο κάθε λέβητας είναι εφοδιασµένος µε 

θερµορυθµιστικούς και καταγραφικούς µηχανισµούς για τον έλεγχο της 

θερµοκρασίας και του χρόνου θερµάνσεως. Η µέθοδος έχει σχεδόν 

αντικατασταθεί  από την υψηλή παστερίωση, η οποία πλεονεκτεί συγκριτικά 

σε πολλά σηµεία. Η χαµηλή παστερίωση, όµως, προσφέρεται για 

επεξεργασία µικρών ποσοτήτων γάλατος από µικρές µονάδες, οι οποίες 

πρέπει να παστεριώσουν το γάλα προκειµένου να το χρησιµοποιήσουν στην 

παραγωγή διαφόρων γαλακτοκοµικών προϊόντων. 
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B. Υψηλή παστερίωση ή παστερίωση HTST (High Temperature Short 

Time) 

Είναι η επικρατέστερη µέχρι σήµερα µέθοδος παστερίωσης και 

χρησιµοποιείται για την εξυγίανση όλης σχεδόν της ποσότητας γάλακτος που 

καταναλώνεται σε όλο τον κόσµο ως παστεριωµένο. Το γάλα πρέπει να 

θερµανθεί, τουλάχιστον τους 72 οC για χρόνο τουλάχιστον 15s. Η 

καταστροφή των επικίνδυνων για τη ∆ηµόσια Υγεία µικροοργανισµών δεν 

είναι αποτέλεσµα µόνο του παραπάνω συνδυασµού χρόνου και 

θερµοκρασίας, αλλά επιτυγχάνεται κυρίως µε το θερµικό σοκ που 

καταφέρεται στα βακτήρια διότι:  

-το γάλα από 4 οC περίπου θερµαίνεται εντός δευτερολέπτων στους 72 οC. 

-παραµένει στη θερµοκρασία  72 οC για 15 τουλάχιστον sec και ψύχεται και    

πάλι σε θερµοκρασία κάτω των 7 οC εντός δευτερολέπτου. 

Οι απότοµες αυτές µεταβολές της θερµοκρασίας επιτυγχάνονται µε ειδικά 

συστήµατα ανταλλαγής θερµότητας, στα οποία το γάλα ρέει µε ορισµένη 

ταχύτητα και σε πολύ λεπτό στρώµα κατά µήκος των κυψελίδων του 

εναλλακτήρα (παστεριωτήρα), οπού προθερµαίνεται, θερµαίνεται και 

ψύχεται διαδοχικά.  

1.2.2 Γάλα µακράς διαρκείας (UHT). 

Το γάλα µακράς διαρκείας θεωρείται ως αποστειρωµένο και υπέρ-

παστεριωµένο γάλα και µπορεί να συντηρηθεί χωρίς να αλλοιώνεται για το 

χρονικό διάστηµα που επιτρέπεται η εµπορία του. Ο κανονισµός περί 

παστεριωµένου γάλατος στις ΗΠΑ του 1978 ορίζει ως υπέρ-παστεριωµένο 

γάλα αυτό που έχει θερµανθεί σε θερµοκρασία 137,8 οC για χρόνο 

τουλάχιστον 2s και κατά συνέπεια πρέπει να χαρακτηριστεί ως 

αποστειρωµένο. Η ελληνική νοµοθεσία χαρακτηρίζει το γάλα UHT ως υπέρ-

παστεριωµένο, αλλά δεν διασαφηνίζει τον τρόπο συντηρήσεως ούτε τις 

µικροβιολογικές προδιαγραφές. 
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Το γάλα που προορίζεται να αποστειρωθεί πρέπει να είναι πολύ καλής 

ποιότητας. 

Μέχρι σήµερα έχουν εφαρµοστεί από διάφορες γαλακτοβιοµηχανίες ή 

εταιρείες κατασκευής µηχανολογικού εξοπλισµού στον τοµέα των 

γαλακτοκοµικών πολλά συστήµατα αποστειρώσεως UHT. Η κύρια διαφορά 

αυτών των συστηµάτων είναι ο τρόπος θερµάνσεως του γάλατος, ο οποίος 

είναι είτε άµεσος είτε έµµεσος. Σε όλα τα συστήµατα το γάλα 

προθερµαίνεται στους   65-80 οC, οµογενοποιείται σε 150-250 kg/cm2 και 

στη συνέχεια θερµαίνεται στους 135-140 οC για χρόνο 2-4 s, ψύχεται αρχικά 

στους 70-80 οC και στη συνέχεια στους 20 οC οπότε και συσκευάζεται σε 

άσηπτες συνθήκες.  

1.2.3 Συµπυκνωµένο γάλα. 

Συµφωνά µε την ελληνική νοµοθεσία, ως «γάλα εβαπορέ χαρακτηρίζεται το 

προϊόν που λαµβάνεται από το νωπό γάλα κατόπιν συµπυκνώσεως µέχρι το 

ήµισυ του αρχικού του όγκου». 

Τα στάδια παράγωγής που ακολουθούνται είναι τα εξής: 

α) ποιοτικός έλεγχος, η ποιότητα του νωπού γάλακτος που προορίζεται για 

συµπύκνωση πρέπει να υπερέχει από αυτού που προορίζεται να καταναλωθεί 

ως παστεριωµένο στα εξής: να περιέχει µικρό αριθµό θερµοανθεκτικών 

σπόρων  βακτηρίων, να ανέχεται θέρµανση σε υψηλές θερµοκρασίες για 

πολύ χρόνο χωρίς αποσταθεροποίηση των συστατικών του και κυρίως των 

πρωτεϊνών. Η ικανότητα αυτή του γάλατος συνδέεται άµεσα µε την οξύτητα 

του και την αναλογία των αλάτων του. 

β) τυποποίηση, το συµπυκνωµένο γάλα κυκλοφορεί σε τύπους µε ορισµένη 

τελική αναλογία λίπους και στερεών συστατικών γεγονός το οποίο 

επιτυγχάνεται µε την τυποποίηση.  



ΜΙΑ ΝΕΑ ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ∆ΙΓΛΥΚΕΡΙ∆ΙΩΝ ΣΤΟ ΓΑΛΑ 

  

 

 - -
 

 

18 

γ) προθέρµανση, το γάλα προθερµαίνεται, έτσι ώστε να καταστραφούν τα 

παθογόνα βακτήρια, να σταθεροποιηθούν τα λευκώµατα, ώστε κατά την 

αποστείρωση να αποφεύγεται η πήξη και να αυξηθεί το ιξώδες του. Τα 

παραπάνω αποτελέσµατα επιτυγχάνονται µε διάφορους συνδυασµούς χρόνου 

και θερµοκρασίας, όπως 90-100 οC/25-10 min, 100-120 οC/3-1 min, ή πάνω 

από 120 οC  για λιγότερο από 30 s. 

δ) συµπύκνωση, γίνεται µε εξάτµιση µέρους του ύδατος σε ειδικές συσκευές 

εξατµίσεως (evaporators), οι οποίες λειτουργούν σε τέτοιο κενό, ώστε το 

γάλα να βράζει στους 50-60 οC. Η συµπύκνωση θεωρείται ικανοποιητική, για 

τον απλό τύπο του εβαπορέ, όταν το συνολικό στερεό υπόλειµµα υπερβεί το 

25% µε αντίστοιχη πυκνότητα 1,07.  

ε) οµογενοποίηση, είναι απαραίτητη, γιατί σταθεροποιεί τη λιπαρή φάση, 

λόγω µείωσης της διαµέτρου του λιποσφαιρίου. Γίνεται σε θερµοκρασία 40-

50 οC και σε πίεση 125-250 kg/cm2. Το µέγεθος των λιποσφαιρίων δεν πρέπει 

να είναι µεγαλύτερο από 2 µm. 

στ) ψύξη –δοκιµαστική αποστείρωση, µετά από την οµογενοποίηση το 

συµπύκνωµα ψύχεται στους 15 οC περίπου, εάν πρόκειται να εγκυτιωθεί και 

να αποστειρωθεί αµέσως, ή στους 5-8 οC, εάν πρόκειται να γίνει 

αποστείρωση δοκιµαστικού δείγµατος. 

ε) κονσερβοποίηση-αποστείρωση, η κονσερβοποίηση γίνεται σε λευκοσιδηρές 

κονσέρβες. Η αποστείρωση των κονσερβών γίνεται σε ειδικά αυτόκαυστα 

συνεχούς ή διακοπτόµενης λειτουργίας. Η αποστείρωση του γάλατος 

εβαπορέ αποσκοπεί στη θανάτωση όλων των µικροοργανισµών και των 

σπόρων τους, στην αδρανοποίηση των ενζύµων του γάλατος και ιδιαίτερα 

των λιπολυτικών και τέλος στη βελτίωση του ιξώδους του προϊόντος. 

1.3 Χηµική σύσταση του γάλακτος4 
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Η σύσταση του γάλακτος αντικατοπτρίζει το γεγονός ότι αποτελεί τη 

µοναδική πηγή τροφής για τα πολύ νεαρά θηλαστικά. Κατά συνέπεια 

αποτελείται από ένα πολύπλοκο µίγµα λιπιδίων, πρωτεϊνών, 

υδρογονανθράκων, βιταµινών, και ιχνοστοιχείων. Επιπλέον, το γάλα περιέχει 

µικροθρεπτικά συστατικά που προέρχονται από τον κυτταρικό συνθετικό 

µηχανισµό. Ο παρακάτω Πίνακας 1.2 παρουσιάζει τη µέση σύσταση του 

αγελαδινού γάλακτος όπως δίνεται από τη βιβλιογραφία. 

 Πίνακας 1-2: Μέση  σύσταση του αγελαδινού γάλακτος5 

Συστατικά  Μέσος όρος (%)  ∆ιακύµανση 

Νερό  87,5 82 – 91 

Λίπος  3,7 2,5 - 6,0 

Στερεά –µη λιπαρά 8,8 6,7 - 11,7 

Ολικά στερεά  12,5 9 – 18 

Πρωτεΐνες 3,2 2,6 - 4,9 

Λακτόζη  4,9 3,5 - 6,0 

Ιχνοστοιχεία 0,7 0,6 - 0,8 
 

1.3.1 Πρωτεΐνες. 

Οι πρωτεΐνες του γάλακτος διακρίνονται σε δύο κυρίως τύπους, τις 

πρωτείνες του ορού και τις καζεϊνες. Οι καζεϊνες αποτελούν ποσοστό πάνω 

από 80% των συνολικών πρωτεϊνών του γάλακτος, ωστόσο η σχετική 

αναλογία των δύο ειδών πρωτεϊνών ποικίλλει ανάλογα µε το στάδιο 

γαλακτισµού. 

Οι καζεϊνες του γάλακτος µπορούν να ταξινοµηθούν σε πέντε κύριες 

κατηγορίες, α1s-, α2s-, β-, γ-, και κ-καζεϊνες. Οι παραπάνω εµφανίζονται στο 

γάλα µε τη µορφή σφαιρικών µικκυλίων και εµφανίζουν µια αξιοσηµείωτη 
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σταθερότητα σε  θερµοκρασίες έως 140 οC. Αντίθετα οι πρωτείνες του ορού 

είναι σχετικά ασταθής σε υψηλές θερµοκρασίες αφού παρατηρείται πλήρη 

αποδιάταξη αυτών στους 80 οC.   

1.3.2 Λακτόζη και ιχνοστοιχεία. 

Η λακτόζη είναι το χαρακτηριστικό σάκχαρο του γάλακτος των θηλαστικών 

και µάλιστα δεν ανευρίσκεται αλλού στη φύση6. Αποτελεί το κυριότερο 

συστατικό του γάλακτος και η συγκέντρωση αυτού κυµαίνεται µεταξύ 4.2 

και 5%7. Η λακτόζη είναι ένας δισακχαρίτης που αποτελείται από ένα µόριο 

β-D-γαλακτόζης και ένα µόριο α-D-γλυκόζης. Στο γάλα βρίσκεται σε ίσες 

αναλογίες και στις δύο δυνατές διαµορφώσεις της ( α- και β-λακτόζη) και 

αποτελεί ένα από  τα λιγότερα υδατοδιαλυτά σάκχαρα µε διαλυτότητα 17.8% 

στους 25οC. Αυτή η µικρή διαλυτότητα έχει συνέπειες τόσο στη παραγωγή 

συµπυκνωµένου γάλακτος όσο και στις φυσικές ιδιότητες του γάλακτος 

γενικά (οσµωτική πίεση, σηµείο ζέσεως και ψύξεως). Ένα τελευταίο 

χαρακτηριστικό που την καθιστά ιδιαίτερα χρήσιµη στη βιοµηχανία 

τροφίµων είναι η ικανότητα της να απορροφά οσµές και φυσικά χρώµατα8.  

Το γάλα διαθέτει επίσης έναν µεγάλο αριθµό ιχνοστοιχείων, µερικά από τα 

οποία είναι υψηλής βιολογικής και χηµικής δραστικότητας, µε αποτέλεσµα 

να συµβάλουν σηµαντικά στις ιδιότητες αυτού. Για παράδειγµα  το γάλα 

διαθέτει ένα µεγάλο αριθµό ενζύµων –περίπου 50. Η παρουσία κάποιων από 

αυτά έστω και σε πολύ µικρό βαθµό είναι ιδιαίτερα καθοριστική για τη 

σταθερότητα της ποιότητας του γάλακτος κατά την αποθήκευση του. Από 

αυτά, οι πρωτεάσες και οι λιπάσες µπορούν να επηρεάσουν τη γεύση και τη 

σταθερότητα των πρωτεϊνών  του γάλακτος, ενώ ταυτόχρονα οι 

οξειδοαναγωγάσες ασκούν σηµαντική επίδραση στη γεύση κυρίως του 

λιπαρού κλάσµατος. Η λιποπρωτεϊνική λιπάση είναι το κυριότερο λιπολυτικό 

ένζυµο στο γάλα. Εµφανίζεται σε µεγάλα ποσοστά κυρίως στο νωπό γάλα, 
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αλλά η προστατευτική δράση της µεµβράνης των λιποσφαιρίων περιορίζει 

κατά πολύ τη λιπόλυση που οφείλεται στο ένζυµο αυτό. 

Τέλος το γάλα αποτελεί πηγή πολλών λιποδιαλυτών βιταµινών όπως της Α, 

πρόδροµο µόριο του β-καροτένιου, της D και της Ε καθώς και αρκετών 

υδατοδιαλυτών όπως των C, B1, B2, B6, και  B12.   
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1.3.3 Στερόλες. 

Το κλάσµα των στερολών (0.3-0.4% του λίπους) αποτελείται αποκλειστικά 

σχεδόν από τη χοληστερόλη, εστεροποιηµένη ή µη. Έχει διαπιστωθεί, σε 

ελάχιστη ποσότητα, η παρουσία δύο άλλων στερολών, της λανοστερόλης και 

της διϋδρολανοστερόλης και σε ίχνη της β-σιτοστερόλης. Το 70% της 

χοληστερόλης βρίσκεται στον πυρήνα του λιποσφαιρίου, το 10% στη 

µεµβράνη και το υπόλοιπο στην υδάτινη φάση. Τα ίδια ποσά χοληστερόλης 

έχει και το γάλα προβάτου ή κατσίκας3.Υπάρχουν επίσης αξιόλογα ποσά της 

7-διϋδροχοληστερόλης (προβιταµίνης D) γιατί µε ακτινοβόληση του 

γάλακτος παράγονται έως 2000 I.U. βιταµίνης D3 ανά λίτρο γάλακτος. Η 

χοληστερόλη συντίθεται βιοχηµικά µε τη βοήθεια ενζύµων στο αδενικό 

επιθήλιο του µαστικού αδένα.  

Οι µέχρι σήµερα παραδοσιακές µέθοδοι ανίχνευσης και ποσοτικού 

προσδιορισµού των στερολών απαιτούν τη χρήση της χρωµατογραφίας9 –

GLC, reversed phase HPLC. Είναι γνωστό ότι για να εφαρµοστούν αυτές οι 

µέθοδοι απαιτείται η αποµόνωση των στερολών από το δείγµα, ή οποία είναι 

µια αρκετά χρονοβόρα διαδικασία, καθώς και η χρήση πρότυπων ουσιών. 

Στην παρούσα εργασία παρουσιάζεται µια νέα µέθοδος ποσοτικού 

προσδιορισµού των στερολών µε τη χρήση φασµατοσκοπίας 31P-NMR, η 

οποία είναι γρήγορη και δεν απαιτεί τίποτα από τα παραπάνω. 

1.3.4 Λίπος. 10 

Το αγελαδινό γάλα περιέχει τα πιο πολύπλοκα γνωστά λιπίδια. Τα 

τριγλυκερίδια  αποτελούν το µεγαλύτερο ποσοστό των λιπιδίων και 

προσεγγίζουν το 95-98% του ολικού λίπους (Πίνακας1.3). Στο γάλα, τα 

τριγλυκερίδια βρίσκονται µε τη µορφή λιποσφαιρίδιων διαµέτρου 2-6 µm και 
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περιβάλλονται από µεµβρανικό υλικό προερχόµενο από την κυτταρική 

µεµβράνη. Οι συγκεντρώσεις των διάφορων συστατικών του λίπους στο 

φρέσκο αγελαδινό γάλα φαίνονται στον πίνακα 1.3. Μερική λιπόλυση 

παρατηρείται συνήθως κατά την αποθήκευση, δίνοντας έτσι µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις ελεύθερων λιπαρών οξέων, µόνο- και διγλυκεριδίων. 

Πίνακας 1-3:Λιπιδική σύσταση του αγελαδινού γάλακτος  

Συστατικά  Μέσος όρος(%)  ∆ιακύµανση (%) 

Τριγλυκερίδια 96,5 95 – 98 

∆ιγλυκερίδια 1,1 0,3 – 2,2 

Μονογλυκερίδια 0,05 0,02 –0,08 

Ελεύθερα λιπαρά οξέα  0,25 0,1 – 0,4 

Φωςφολιπίδια 0,7 0,2 – 1,2 

Χοληστερόλη 0,35 0,2 – 0,5 

Υδρογονάνθρακες Ίχνη  
 

Κατά την οµογενοποίηση τα λιποσφαίρια θραύονται και σχηµατίζονται έτσι 

µικρότερα λιποσφαίρια µε µέγεθος έως 2µm. Παράλληλα αυξάνεται ο 

αριθµός των λιποσφαιρίων κατά 104 περίπου φορές µε αποτέλεσµα η 

συνολική επιφάνεια τους να αυξάνεται κατά 10 φορές. Αυτό υπονοεί ότι 

ορισµένος αριθµός από τα νέα µικρά λιποσφαίρα δεν περιβάλλεται από την 

αρχική µεµβράνη, αλλά από νέα, που σχηµατίζεται κυρίως από τις πρωτεΐνες 

του ορού.  

Η οµογενοποίηση προσφέρει ορισµένα πλεονεκτήµατα όπως η µείωση της 

τάσης του λίπους να οξειδώνεται και η οµοιόµορφη κατανοµή της λιπαρής 

φάσεως στο γάλα. Εµφανίζει, όµως, και ορισµένα µειονεκτήµατα όπως το ότι 

δεν µπορεί να διαχωριστεί αποτελεσµατικά το λίπος, εάν χρειαστεί. Επίσης  

λόγω της βλάβης της µεµβράνης των λιποσφαιρίων κατά τον τεµαχισµό τους 
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καθώς και της µείωσης της11 έκτασης της, δρουν ευκολότερα τα λιπολυτικά 

ένζυµα (λιπάσες). Η γεύση ταγγίλας στο γάλα προκαλείται από την 

υδρόλυση των λιπαρών οξέων από το ένζυµο λιποπρωτεϊνική λιπάση12 

(lipoprotein lipase-LPL) το οποίο είναι το κυριότερο λιπολιτικό ένζυµο στο 

γάλα. Η γεύση αυτή οφείλεται κυρίως στο βουτυρικό οξύ. Το ένζυµο αυτό 

βρίσκεται σε µεγάλες ποσότητες στο πρόσφατης αµέλξεως γάλα, αλλά ο 

προστατευτικός ρόλος της µεµβράνης των λιποσφαίριων του γάλακτος 

εµποδίζει την δράση του. Η λιπάση αυτή είναι ένα θερµό-ευαίσθητο ένζυµο 

και απενεργοποιείται στους 55-60 οC. Προκειµένου λοιπόν να αποφευχθεί η 

ραγδαία λιπόλιση που προκαλείται από το ένζυµο αυτό, µε αποτέλεσµα τη 

γεύση και την οσµή ταγκίλας, το γάλα οµογενοποιείται ακριβώς πριν ή 

ακριβώς µετά την παστερίωση13 του.  

Τα λιπαρά µόρια στο γάλα ενώνονται µεταξύ τους για να σχηµατίσουν 

µεγάλα σφαιρικά συσσωµατώµατα, τα λιποσφαίρια, που περιβάλλονται από 

µια πλούσια σε φωσφολιπίδια στοιβάδα, τη λιπιδική µεµβράνη. Τα 

λιποσφαίρια ποικίλουν σε διάµετρο ξεκινώντας από 1µm έως 12 µm, µε µέσο 

όρο διαµέτρου 3 µm, η οποία σχετίζεται µε την περιεκτικότητα του γάλακτος 

σε λίπος και αυξάνεται ανάλογα µε αυτήν. 

Η µεµβράνη των λιποσφαιρίων σταθεροποιεί το υδρόφοβα λιπίδια στο 

υδατικό περιβάλλον του γάλακτος. Τα κλάσµατα των φωσφολιπιδίων και της 

χοληστερόλης στο λίπος του γάλακτος βρίσκονται στη µεµβράνη των 

λιποσφαιρίων, η οποία επίσης περιέχει ένζυµα του γάλακτος, όπως η 

αλκαλική φωσφατάση και η ξανθίνη της οξειδάσης σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις. Τα λίπη των λιποσφαίριων του γάλακτος, που είναι όµοια µε 

αυτά της κυταταροπλασµατικής µεµβράνης του πλάσµατος, αποτελούνται 

από περισσότερο από 20% φωσφολιπίδια, εκ των οποίων τα κυριότερα είναι 

η φωσφατιδυλαιθανολαµίνη, φωσφατιδυλοχολίνη και σφιγγοµυελίνη. 
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Περισσότερα από 400 διαφορετικά λιπαρά οξέα έχουν ταυτοποιηθεί στο 

αγελαδινό λίπος, όµως  µόνο 13 φαίνεται να είναι παρούσα σε 

συγκεντρώσεις που ξεπερνούν το 1% ( w/w) (Πίνακας 1.4) 

Πίνακας 1-4: Κυριότερα λιπαρά οξέα συστατικά του αγελαδινού λίπους14 

Λιπαρά οξέα % w/w Λιπαρά οξέα % w/w 

4:0 3,8 15:0 1,1 

6:0 2,4 16:0 43,7 

8:0 1,4 18:0 11,3 

10:0 3,5 14:1 1,6 

12:0 4,6 16:1 2,6 

14:0 12,8 18:1 11,3 

  18:2 1,5 
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1.3.5 Το γαλακτικό λίπος στη διατροφή του ανθρώπου. 

Η παρουσία του λίπους στις τροφές αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για τη 

γευστικότητα τους. Τα γαλακτοκοµικά λίπη είναι ιδιαίτερα εύγευστα εξαιτίας 

της περιεκτικότητας τους σε λίπη µε µικρό µοριακό µέγεθος, λιπαρά οξέα 

µικρής αλυσίδας και των παραγώγων τους, που συνεισφέρουν στη γεύση το 

άρωµα και την µεστότητα της γεύσης. 

Το γαλακτικό λίπος περιέχει υπολογίσιµες ποσότητες βιταµίνης Α, πρόδροµο 

µόριο του β-καροτένιου, ενώ παράλληλα αποτελεί σηµαντική πηγή της 

βιταµίνης D. 

Ασχέτως µε την θρεπτική αξία του γαλακτικού λίπους στη διατροφή του 

ανθρώπου, τρόφιµα  µε υψηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά θεωρούνται πλέον 

στις εξελιγµένες χώρες ως ανθυγιεινά. Στον αναπτυσσόµενο κόσµο, το 

κυριότερο πρόβληµα είναι η έλλειψη της διατροφικής ενέργειας, η οποία 

µπορεί τουλάχιστον να περιοριστεί µε την αύξηση του λίπους που 

προσλαµβάνεται από τη διατροφή. Αντίθετα, αυτό που απασχολεί κυρίως τον 

αναπτυγµένο κόσµο είναι η µεγάλη πρόσληψη λιπαρών από τη διατροφή και 

ο ρόλος τους, κυρίως στην περίπτωση του γαλακτικού λίπους, στα καρδιακά 

προβλήµατα. Η ανθυγιεινότητα των γαλακτοκοµικών προϊόντων οφείλεται σε 

τρεις κυρίως παράγοντες: την υψηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά, την 

περιεκτικότητα σε χοληστερόλη και την κορεσµένη φύση των λιπαρών οξέων 

τους 

Εξαιτίας της συσχέτισης που υπάρχει µεταξύ της χοληστερόλης και της 

αρτηριοσκλήρωσης, η περιεκτικότητα αυτής της στερόλης στα τρόφιµα 

χαίρει ιδιαιτέρας σηµασίας. Το γάλα περιέχει σχετικά µικρή ποσότητα 

χοληστερόλης, για παράδειγµα ένα ποτήρι γάλα περιέχει 27 mg 

χοληστερόλης, σε αντίθεση µε ένα αυγό που περιέχει περίπου 275 mg. 

Επειδή η χοληστερόλη βρίσκεται στη µεµβράνη των λιποσφαιρίων, η 
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συγκέντρωση της σε ένα γαλακτοµικό προϊόν σχετίζεται µε το ποσοστό 

λίπους αυτού 

Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται έντονο ενδιαφέρον για την ανάπτυξη 

γαλακτοµικών προϊόντων χαµηλής περιεκτικότητας σε χοληστερόλη. Παρ’ 

όλα  αυτά, είναι αδύνατον να παραχθεί γάλα µε µηδενική περιεκτικότητα σε 

χοληστερόλη, αφού το αποβουτυρωµένο γάλα περιέχει πολύ µικρού µεγέθους 

λιποσφαίρια δυσανάλογα πλούσια σε χοληστερόλη. 

1.3.6 Επιπτώσεις της διατροφής των βοοειδών στην  σύσταση του 

γάλακτος.15 

Η ικανότητα να τροποποιούµε τη σύσταση και, κατά συνέπεια, τις ιδιότητες 

του λίπους του γάλακτος, µας δίνει µεγίστης σηµασίας δυνατότητες. Η 

τροποποίηση των φυσικών ιδιοτήτων επιτρέπει στις βιοµηχανίες την 

παραγωγή προϊόντων, όπως τα µαλακά βούτυρα, που παρασκευάζονται 

αυξάνοντας την περιεκτικότητα σε ολεϊκό οξύ και µειώνοντας αυτή του 

παλµιτικού και του µηρυκαστικού, ελαχιστοποιείται η αύξηση του επιπέδου 

της χοληστερόλης στο αίµα, η οποία σχετίζεται µε την κατανάλωση λίπους 

προερχόµενου από γαλακτοµικά προϊόντα.  

Η τροποποίηση της διατροφικής αξίας του λίπους του γάλακτος απαιτεί το 

τάισµα των ζώων να γίνεται µε υποκατάστατα16 και όχι µε γρασίδι, γεγονός 

που διευκολύνει και τις βιοµηχανίες εκτροφής βοοειδών. Για παράδειγµα, η 

προσθήκη σόγιας στη διατροφή τους προκαλεί αύξηση της τάξεως του 60% 

οξέων C18, µε έµφαση στα cis και trans 18:1. Γαλακτικό λίπος που περιέχει 

υψηλές αναλογίες σε  ακόρεστα C18 λιπαρά οξέα µπορεί να παράγει βούτυρο 

µε υφή παρόµοια µε αυτή της µαργαρίνης. 
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1.3.7 Χηµικές µεταβολές κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης του 

γαλακτικού λίπους. 

 Η σπουδαιότητα της λιπιδιακής φάσης στο καθορισµό της γεύσης πολλών 

γαλακτοκοµικών προϊόντων οφείλεται στο γεγονός ότι το µέγεθος και η 

επίδραση των χηµικών µεταβολών που υφίσταται κατά τη διάρκεια της 

αποθήκευσης, είναι µέγιστης  σηµασίας για τη διάρκεια ζωής του προϊόντος. 

Η οξείδωση είναι η κυριότερη χηµική µεταβολή και, κατά συνέπεια, αποτελεί 

καθοριστικό παράγοντα για τη διάρκεια ζωής πολλών γαλακτοκοµικών 

προϊόντων. Ο σχηµατισµός υπεροξειδίων οφείλεται στην αντίδραση µεταξύ 

ακόρεστων εστέρων των λιπαρών οξέων και του οξυγόνου. Τα υπεροξείδια 

δεν επηρεάζουν τη γεύση, αλλά σταδιακά αποσυντίθενται προς σχηµατισµό 

καρβονυλικών ενώσεων, στις οποίες οφείλεται η ξινή γεύση του γάλακτος. 

Ανιχνεύονται σε πολύ χαµηλά επίπεδα, κυρίως σε προϊόντα υψηλής 

περιεκτικότητας σε λιπαρά  µε όχι έντονη γεύση, όπως είναι µερικές κρέµες 

και βούτυρα. 

Το λίπος του γάλακτος είναι σχετικά σταθερό ως προς την οξείδωση, 

εξαιτίας της υψηλής του περιεκτικότητας σε κορεσµένα λιπαρά οξέα και την 

παρουσία φυσικών αντιοξειδωτικών, όπως οι τοκοφερόλες. Η επεξεργασία 

σε υψηλές θερµοκρασίες, που λαµβάνει χώρα στη βιοµηχανία των 

γαλακτοµικών προϊόντων, όπως π.χ κατά την παραγωγή γάλακτος µακράς 

διαρκείας (UHT), ενισχύει αυτή τη σταθερότητα. 

Το λιπολυτικό τάγγισµα4, δηλαδή η απελευθέρωση ελεύθερων λιπαρών 

οξέων ακολουθούµενη από υδρόλυση των τριγλυκεριδίων, είναι µικρότερης 

αλλά υπολογίσιµης σηµασίας πρόβληµα. Υπεύθυνες γι’ αυτό είναι οι λιπάσες 

που µπορεί να προέρχονται από το γάλα, ή να παραχθούν από ένα 

µολυσµατικό µικροοργανισµό. 
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1.3.8 ∆ιγλυκερίδια  

Οι διακυλογλυκερόλες ή διγλυκερίδια (DGs) αποτελούν ένα µικρό ποσοστό 

από τα συστατικά του λίπους στα τρόφιµα, καθώς και σε άλλους ιστούς. 

Παράγονται µε την εστεροποίηση της γλυκερόλης µε λιπαρά οξέα 

(κορεσµένα ή ακόρεστα), συνήθως µακράς αλυσίδας, και σχηµατίζονται έτσι 

οι αντίστοιχοι εστέρες της γλυκερόλης κατά την αντίδραση:  

H2 O

CH2OH

CHOH RCOOH

CH2OCOR

CHOCOR

CH2OCORCH2OH

+ 3 + 3

 

Οι εστέρες τις γλυκερόλης µε λιπαρά οξέα ονοµάζονται ακυλογλυκερόλες, 

γλυκερίδια ή απλά λίπη. ∆ιακρίνονται σε µονοακυλογλυκερόλες ή 

µονογλυκερίδια, διακυλογλυκερόλες ή διγλυκερίδια και τριακυλογλυκερόλες 

ή τριγλυκερίδια. 

CH2OH

CHOH

CH2OCOR

CH2OCOR

CHOH

CH2OCOR

CH2OH

CHOCOR

CH2OH

CH2OH

CHOCOR

CH2OCOR

1-µονοακυλογλυκερόλη 2-µονοακυλογλυκερόλη

1,3-διακυλογλυκερόλη 1,2-διακυλογλυκερόλη  

 Το ποσοστό των διγλυκεριδίων στο αγελαδινό γάλα δεν ξεπερνά το 2%. 

Απαντώνται δύο κατηγορίες διγλυκεριδίων, τα 1,2-διγλυκερίδια (1,2-DGs) 

και τα 1,3-διγλυκερίδια (1,3-DGs). Τα 1,2-DGs προέρχονται από την ατελή 
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βιοσύνθεση των τριγλυκεριδίων και δευτερογενώς από την ενζυµατική 

υδρόλυση των τριγλυκεριδίων παρουσία του ενζύµου λιπάση. Τα 1,3-DGs 

θεωρούνται δευτερογενή προϊόντα του ισοµερισµού των 1,2-DGs κατά τη 

διάρκεια της επεξεργασίας του γάλακτος, ο οποίος συνεχίζεται κατά την 

αποθήκευσή του. Σύµφωνα µε τα παραπάνω, αναµένεται το φρέσκο γάλα 

χαµηλής παστερίωσης, να περιέχει µεγαλύτερη ποσότητα 1,2-DGs και πολύ 

µικρή ποσότητα ή καθόλου 1,3- DGs. 

Η αξιολόγηση της λιπόλυσης είναι πολύ σηµαντική για τον χαρακτηρισµό 

των τροφίµων που περιέχουν λίπη, όπως τα φυτικά έλαια, το γάλα και τα 

γαλακτοκοµικά προϊόντα, αφού η συσσώρευση των ελεύθερων λιπαρών 

οξέων οδηγεί σε προϊόντα χαµηλής ποιότητας µε όχι ευχάριστη γεύση. Για το 

λόγο αυτό, αρκετές µέθοδοι έχουν αναπτυχθεί για την ανίχνευση και την 

ποσοτικοποίηση του ποσοστού των διγλυκεριδίων στα τρόφιµα, οι οποίες 

βασίζονται σε χρωµατογραφικές τεχνικές17,18,19, όπως π.χ. η αέρια 

χρωµατογραφία, η υψηλής απόδοσης χρωµατογραφία αποκλεισµού και η 

υψηλής απόδοσης υγρή χρωµατογραφία. Παρόλο που αυτές οι µέθοδοι είναι 

πολύ ευαίσθητες σε πολύ χαµηλά όρια συγκέντρωσης, χαρακτηρίζονται από 

µεγάλους χρόνους ανάλυσης οφειλόµενους στην επεξεργασία που πρέπει να 

υποστεί το δείγµα πριν από τη χρωµατογραφική του ανάλυση. 

Η εργασία αυτή εισάγει µια εύκολη µέθοδο µε τη χρήση πυρηνικού 

µαγνητικού συντονισµού για την ανίχνευση και την ποσοτική ανάλυση των 

διγλυκεριδίων στα λιπαρά του γάλακτος. Αυτή η φασµατοσκοπική µέθοδος 

έχει ήδη χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό διγλυκεριδίων και ολικών 

στερολών  στο γαλακτικό λίπος 
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2.  ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ 

ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ (NMR) 

2.1 Χηµική Μετατόπιση 

Η φασµατοσκοπία NMR ανακαλύφθηκε από τους Purcell και Bloch το 1945 

–οι οποίοι πήραν από κοινού το βραβείο Νόµπελ, το 1952) και είναι µια 

δυναµική ποιοτική και ποσοτική αναλυτική µέθοδος. 

Η συνεισφορά της φασµατοσκοπίας NMR  στην ποιοτική ανάλυση 

στηρίζεται στο γεγονός ότι το χηµικό περιβάλλον των πυρήνων επιδρά 

δραστικά στην συχνότητα συντονισµού τους, µε συνέπεια πυρήνες του ίδιου 

είδους, οι οποίοι βρίσκονται σε διαφορετικό χηµικό περιβάλλον στο µόριο 

της ένωσης να παρουσιάζουν διαφορετική συχνότητα συντονισµού. 

Η επίδραση του χηµικού περιβάλλοντος αντανακλάται στη σταθερά 

προστασίας του πυρήνα, σ, η οποία αποτελεί µέτρο της προστασίας του 

πυρήνα από το  εφαρµοζόµενο εξωτερικό, οµογενές µαγνητικό  πεδίου Βο, 

και του πραγµατικού πεδίου Βπ , το οποίο αισθάνεται ο πυρήνας, 

Βπ=(1-σ) Βο                               (2.1) 

 

Παρατηρούµε, δηλαδή,  ότι ο πυρήνας αισθάνεται διαφορετικό σε ένταση 

πεδίο από το αρχικό, λόγω ακριβώς της προστασίας την οποία προσφέρει το 

χηµικό περιβάλλον. Η σταθερά προστασίας είναι αδιάστατο µέγεθος και η 

τιµή της κυµαίνεται από 10-3  έως 10-6 , ανάλογα µε το είδος του πυρήνα και 

το χηµικό περιβάλλον. 
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Η διαφοροποίηση της συχνότητας συντονισµού των πυρήνων από το χηµικό 

περιβάλλον περιγράφεται από την εξίσωση: 

 νπ = νο (1-σ) = γ/2π (1-σ) Βο          (2.2) 

όπου νο η συχνότητα συντονισµού του ¨γυµνού¨ πυρήνα, η οποία συµπίπτει 

µε τη συχνότητα λειτουργίας του φασµατογράφου NMR.  

2.2 Κλίµακα δ. 

H µέτρηση της απόλυτης τιµής του πεδίου ή της συχνότητας στην   οποία   

συντονίζεται   ένας   πυρήνας   παρουσιάζει   σηµαντικές δυσκολίες. 

Πρώτον, απαιτεί όργανα υψηλής ακριβείας, τα οποία είναι πολύ δύσκολο να 

κατασκευαστούν ( απαιτεί πολύ σταθερούς µαγνήτες) και δεύτερον 

µετρήσεις στο ίδιο πάντα µαγνητικό πεδίο, ώστε οι µετρήσεις να είναι 

συγκρίσιµες. Αυτό το το τελευταίο οφείλεται στο γεγονός ότι η συχνότητα 

συντονισµού ενός πρωτονίου εξαρτάται από την ένταση του εξωτερικού 

πεδίου (εξίσωση 2.2). Επειδή όµως στο εµπόριο κυκλοφορούν 

φασµατογράφοι NMR µε πεδία έντασης από 7.4Τ έως περίπου 18Τ, γίνεται 

φανερό ότι η σύγκριση συχνοτήτων συντονισµού, ιδιαίτερα σε πολύπλοκα 

µόρια µε πολλούς πυρήνες είναι ακατόρθωτη. Έτσι καταφεύγουµε στη χρήση 

µιας ουσίας αναφοράς. Η ουσία αναφοράς πρέπει να πληρεί ορισµένες 

ιδιότητες: να είναι χηµικά αδρανής, πτητική, διαλυτή σε µια ποικιλία 

διαλυτών και τα σήµατα των πρωτονίων της να µην επικαλύπτουν σήµατα 

που προέρχονται από  το δείγµα. Μια τέτοια ουσία είναι το TMS 

(τετραµεθυλοσιλάνιο), της οποίας τα 12 πρωτόνια είναι χηµικά ισοδύναµα 

και συντονίζονται σε πολύ χαµηλή συχνότητα. 

 Παρά το ότι είναι θεωρητικά αδύνατο να µετρήσουµε απόλυτη συχνότητα µε 

τον υψηλό βαθµό ακρίβειας και επαναληψηµότητας που χρειάζεται το ΝΜR, 

είναι δυνατόν µε τη χρήση της ουσίας αναφοράς να µετρήσουµε διαφορές 
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συχνοτήτων. Αυτός είναι ο λόγος για τον οποίο τα σήµατα συχνότητας του 

NMR εκφράζονται ως διαφορές συχνοτήτων (δνi), µεταξύ της συχνότητας 

ταλάντωσης, νi, και της συχνότητας του ταλαντωτή του οργάνου νo, δν=νo-νi, 

η οποία είναι ανεξάρτητη από την ένταση του µαγνητικού πεδίου. Έτσι, έχει 

οριστεί η χηµική µετατόπιση του πυρήνα, η οποία είναι ανεξάρτητη από την 

ένταση του µαγνητικού πεδίου.  

Η χηµική µετατόπιση ενός πυρήνα i στην κλίµακα δ ( µε αρχή της κλίµακας 

την κορυφή της ουσίας αναφοράς) δίνεται από την σχέση: 

'
6ι

ν
δν

ν
δν10

ν
)ν∆ν∆(

o

i

o

i

o

ref ==
−6

ι

10
δ =    (2.3) 

νref είναι η συχνότητα συντονισµού της ουσίας αναφοράς και όπου ∆νref = νο 

- νref, νο και νο’ είναι οι  λειτουργικές συχνότητες σε Ηz και MHz αντίστοιχα. 

Η κλίµακα δ δεν έχει διαστάσεις αλλά µπορεί να εκφραστεί σε ppm.  

2.3 Ιδιότητες του πυρήνα 31P σε σχέση µε το  1H και τον  13C.  

Εκτός από το µεγάλο εύρος των χηµικών µετατοπίσεων, ο πυρήνας 31P 

παρουσιάζει µεγάλη φυσική αφθονία (100%) και υψηλή την ευαισθησία, η 

οποία είναι µόνο ~15 φορές µικρότερη από την ευαισθησία του πρωτονίου. 

Αυτές οι ιδιότητες του πυρήνα 31Ρ πρέπει να αντιπαρατεθούν µε την µικρή 

φυσική αφθονία (1.1%) και τη χαµηλή ευαισθησία του πυρήνα 13C, ο οποίος 

επιπλέον χαρακτηρίζεται από µεγάλους χρόνους αποδιέγερσης. Συνεπώς, 

πειράµατα ποσοτικού προσδιορισµού µε  13C-NMR απαιτούν πολλές 

σαρώσεις  και µακρείς χρόνους αναµονής, ώστε να επιτευχθεί 

ικανοποιητικός λόγος S/N. Επίσης, η συγκριτικά πολύ µεγαλύτερη περιοχή 

απορροφήσεων του 31P (~ 800 ppm) επιτρέπει τη διασπορά των σηµάτων και 

την καλύτερη διακριτική ικανότητα του φάσµατος. Τέλος η διεξαγωγή των 
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πειραµάτων µε τη χρήση φασµατοσκοπίας 31Ρ δεν επιτρέπει την αποσύνθεση 

ή τον ισοµερισµό των διγλυκεριδίων κατά τη διάρκεια του πειράµατος. 

Όπως θα δούµε παρακάτω ένα επιπλέον πλεονέκτηµα της µεθόδου 31Ρ-ΝΜR 

σε σχέση µε τις µεθόδους 1Η-NMR και 31C-NMR είναι η χρησιµοποίηση 

κυκλοεξανόλης ως ουσίας αναφοράς, µέσα στο διάλυµα, η οποία επιτρέπει 

την εξαγωγή ποσοτικών µετρήσεων χωρίς την χρήση κανονικοποιήσεων των 

αποτελεσµάτων.  

2.4 Εφαρµογή της φασµατοσκοπίας NMR στο γάλα και στα 

γαλακτοµικά προϊόντα20. 

Από το 1945 που ο Bloch και οι συνεργάτες του ανίχνευσαν για πρώτη φορά 

σήµατα NMR, η φασµατοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού  

(NMR), έχει εξελιχθεί ραγδαία µέσα από την ανάπτυξη  των οργάνων της και 

των µεθόδων, καθιστώντας την εφαρµόσιµη σε όλα τα πεδία. Σήµερα η 

φασµατοσκοπία NMR αποτελεί µια µέθοδο µε πολλές δυνατότητες στο χώρο 

της χηµείας τροφίµων, τόσο για τη µοναδικότητα των πληροφοριών που 

µπορεί να παρέχει όσο και για την ταχύτητα µε την οποία παρέχει 

πληροφορίες και την προσαρµοστικότητα του οργάνου. Παρ’ όλα αυτά, 

εξαιτίας του υψηλού κόστους των φασµατογράφων NMR, δεν είναι ιδιαίτερα 

διαδεδοµένη τεχνική στο χώρο της χηµείας τροφίµων. 

Το κυριότερο πλεονέκτηµα της φασµατοσκοπίας NMR είναι ότι δεν 

καταστρέφει το δείγµα, γεγονός που επιτρέπει να διεξαχθούν διαφορετικές 

αναλύσεις στο ίδιο δείγµα και να εξαχθούν συµπεράσµατα για την 

επαναληψιµότητα των αποτελεσµάτων. Ωστόσο διαθέτει και άλλα εξίσου 

σηµαντικά πλεονεκτήµατα µερικά από τα οποία είναι: 
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♦ Επιτρέπει την άµεση και γρήγορη ανάλυση του δείγµατος. 

♦ ∆ίνει ποιοτικά και ποσοτικά αποτελέσµατα. 

♦ Τα φάσµατα  31Ρ-NMR είναι υψηλής αναλυτικής ικανότητας µε 

µεγάλο εύρος χηµικών µετατοπίσεων σχεδόν για όλους τους 

πυρήνες, εκτός ίσως του πρωτονίου, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα 

προσδιορισµού όλων των συστατικών του δείγµατος. 

♦ Είναι ταχεία µέθοδος και δεν απαιτεί πολύπλοκη προετοιµασία του 

δείγµατος. Για τη λήψη ενός φάσµατος 1H-NMR απαιτούνται 10-15 

λεπτά, ενώ για το φάσµα  31P-NMR 20 λεπτά περίπου. 

♦ ∆εν απαιτεί βαθµονόµηση µε πρότυπες ουσίες 

Στον τοµέα των γαλακτοκοµικών έχουν χρησιµοποιηθεί κυρίως οι πυρήνες 
31P,  1H και 13C. Για το ίδιο δείγµα ο ερευνητής µπορεί να επιλέξει µεταξύ 

διαφορετικών πυρήνων προκειµένου να προσδιορίσει διαφορετικά 

χαρακτηριστικά ή για να βελτιώσει την ποιότητα των αποτελεσµάτων. 

 Για παράδειγµα, το γαλακτικό λίπος µπορεί να αναλυθεί είτε από ένα φάσµα 
1Η είτε από ένα φάσµα 13C, από τα οποία το δεύτερο δίνει καλύτερα 

αποτελέσµατα αν και απαιτείται περισσότερος χρόνος για τη λήψη ενός 

φάσµατος µε υψηλό S/N. Κάθε µία από τις κορυφές που παρουσιάζονται σε 

ένα φάσµα ενός πυρήνα χαρακτηρίζονται από τη χηµική τους µετατόπιση, 

µετρούµενη σε ppm, η οποία ποικίλει  ανάλογα µε τη χηµική και δοµική 

σύσταση του περιβάλλοντος τους. Το φάσµα 1Η ενός απλού συστατικού, 

µπορεί να δώσει κορυφές σε πολλές και διαφορετικές χηµικές µετατοπίσεις 

αφού συνήθως στη δοµή του περιέχονται περισσότερα από ένα είδος 

πρωτονίων. Επίσης, διαφορετικές δοµές του ίδιου συστατικού µπορούν να 

δώσουν κορυφές µε διαφορετική χηµική µετατόπιση. Σε πολύπλοκα µίγµατα  

τα µονοδιάστατα φάσµατα 1Η καθίστανται δύσκολα στην ανάλυση τους, 

επειδή παρατηρείται ικανή επικάλυψη κορυφών στο φάσµα. Συνήθως τέτοια 
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προβλήµατα αντιµετωπίζονται µε τη χρήση φασµατοσκοπίας άλλων 

πυρήνων, την εφαρµογή τεχνικών δύο διαστάσεων και την κλασµατοποίηση 

του δείγµατος πριν από την ανάλυση. Το γεγονός ότι οι πυρήνες έχουν τη 

δυνατότητα να “επικοινωνούν” µεταξύ τους αποτελεί τη βάση για την 

εφαρµογή οµοπυρηνικής και ετεροπυρηνικής φασµατοσκοπίας δύο (2D) ή 

περισσότερων διαστάσεων. Τέτοια φάσµατα µπορούν να δώσουν 

πληροφορίες για το ποίος πυρήνας συνδέεται µε ποιόν καθώς και για τη 

µεταξύ τους απόσταση. Αυτού του είδους τα φάσµατα έχουν χρησιµοποιηθεί 

για τον χαρακτηρισµό της δοµής ενός µεγάλου αριθµού µορίων20 που 

βρίσκονται στα γαλακτοκοµικά προϊόντα.  

Όλα τα χαρακτηριστικά της φασµατοσκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού 

Συντονισµού (NMR) που περιγράφτηκαν παραπάνω, µπορούν να 

εφαρµοστούν σε γαλακτοκοµικά δείγµατα προκειµένου να επιτευχθούν 

πολλοί διαφορετικοί στόχοι. Παρακάτω αναφέρονται µερικοί από αυτούς. 

2.4.1 Ποιοτική και ποσοτική ανάλυση 

Η φασµατοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού (NMR) µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ως ένα απλό αναλυτικό εργαλείο, που έχει τη δυνατότητα να 

ανιχνεύει διαφορετικά συστατικά. Η φασµατοσκοπία 1H και  13C έχει 

χρησιµοποιηθεί  για την ανάλυση της λιπιδικής σύστασης του γαλακτικού 

λίπους, παρέχοντας ποσοτικές πληροφορίες για τα σχετικά µοριακά21 

κλάσµατα του ελαϊκού, παλµιτικού, βουτυρικού οξέος και των 

τριγλυκεριδίων. Εξαιτίας της ευαισθησίας της µεθόδου απέναντι στη δοµή 

των ενώσεων, έχει επίσης προσδιοριστεί η κατανοµή των άκυλο οµάδων 

ανάµεσα στις θέσης sn-1(3) και sn-2 των τριγλυκεριδίων22,23. Το γεγονός 

αυτό χαίρει ιδιαιτέρας σηµασίας καθώς κάποια από  τα ισοµερή θέσης των 

τριγλυκεριδίων έχουν  µεγάλη θρεπτική αξία. 
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Η χρήση του πυρήνα 31P για την ανάλυση του γάλακτος καθώς και 

κλασµάτων αυτού, έχει κάνει εφικτή την άµεση ανάλυση των 

φωσφολιπιδίων,  των φωσφυτιλιωµένων υδρογονανθράκων, ανόργανου 

φωσφόρου και άλλων φωσφοριλυωµένων συστατικών από ένα απλό φάσµα24. 

2.4.2 Παρακολούθηση αντιδράσεων ‘in vivo’25 

Οι βιολογικοί µετασχηµατισµοί που προκαλούνται από µικροοργανισµούς, 

αποτελούν σηµαντικούς παράγοντες στην ανάπτυξη οργανοληπτικών 

χαρακτηριστικών στα γαλακτοκοµικά προϊόντα. Καθώς η φασµατοσκοπία 

NMR είναι µία µη καταστρεπτική µέθοδος, επιτρέπει τη παρακολούθηση των 

βιολογικών αντιδράσεων  ‘in vivo’. Οι µικροοργανισµοί µπορούν να 

επωαστούν στα σωληνάκια που χρησιµοποιούνται για το  NMR, και η 

µεταβολή που µας ενδιαφέρει µπορεί να παρακολουθηθεί λαµβάνοντας 

φάσµατα του δείγµατος σε διαφορετικούς χρόνους. Με τη χρήση NMR  

έχουν µελετηθεί  ορισµένοι µεταβολικοί οδοί ενός µεγάλου αριθµού 

µικροοργανισµών. 

2.4.3 Προσδιορισµός φυσικών χαρακτηριστικών του λίπους25 του 

γάλακτος. 

Μία από τις κυριότερες εφαρµογές της φασµατοσκοπίας NMR στα 

γαλακτοκοµικά προϊόντα είναι η αποτίµηση των φυσικών ιδιοτήτων του 

λίπους του γάλακτος. Η  χρήση του πυρήνα 1H-NMR αποδείχθηκε ότι είναι 

εξαιρετικό εργαλείο για τον προσδιορισµό της αναλογίας λίπους σε υγρή 

φάση και λίπους σε στερεή φάση. Η διαφορά της δυναµικής µεταξύ των 

υγρών και τω στερεών κλασµάτων παρέχει τη βάση για τον προσδιορισµό 

αυτό. Το στερεό λίπος έχει µικρότερη δυναµική µε αποτέλεσµα, οι πυρήνες 
1H ή 13C να αποδιεγείρονται γρήγορα και να παρουσιάζουν στο φάσµα 

ευρείες κορυφές. Αντίθετα το λίπος που βρίσκεται σε υγρή κατάσταση 

παρουσιάζει γρήγορη δυναµική, οι πυρήνες αποδιεγείρονται πιο αργά και οι 
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κορυφές των φασµάτων είναι στενές. Οι εντάσεις των σηµάτων µπορούν να 

υπολογισθούν µε την προσοµοίωση κορυφών (η ολοκλήρωση κορυφών δεν 

ενδείκνυται) και να δώσουν τη σχετική αναλογία στερεού λίπους /υγρού 

λίπους στο γαλακτοκοµικό προϊόν. 

Επίσης, η µέτρηση των χρόνων αποδιέγερσης T1 του υγρού και στερεού 

λίπους δίνει παρόµοια αποτελέσµατα µε τη βοήθεια πρότυων  καµπυλών. 
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3. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

3.1 Αντιδραστήρια και πρότυπες ουσίες 

Οι διαλύτες NMR χρησιµοποιήθηκαν δευτεριωµένο χλωροφόρµιο CDCl3 

99,8 % περιεκτικότητας σε δευτέριο και πυριδίνη καθαρότητας 99,5%, οι 

οποίοι αγοράστηκαν από τη ΜΕRCΚ. Το αντιδραστήριο φωσφόρου, 2-

χλώρο-4,4,5,5-τετραµεθυλοδιοξαφωσφολάνιο (Ι) (95%), παρασκευάστηκε 

στο εργαστήριο. Για την προστασία των διαλυµάτων προτύπων από την 

υγρασία χρησιµοποιήθηκαν Molecular SievesTM διαµέτρου οπών 0,5 nm και 

µεγέθους 2 mm οι οποίες αγοράστηκαν, επίσης, από την MERCK. Η 

κυκλοεξανόλη (99%) και το τρις(ακετυλοακετονικό) χρώµιο (97%) 

[Cr(acac)3] αγοράστηκαν από την ALDRICH. Οι  διαλύτες που 

χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση του λίπους ήταν ποιότητας 

αναλυτικής καθαρότητας και τους προµηθευτήκαµε από τη Riedel-de Haen. 

3.1.1 Παρασκευή αντιδραστηρίου 

Το αντιδραστήριο 2-χλώρο-4,4,5,5-τετραµεθυλο-διοξα-φωσφολάνιο 

αγοράσθηκε κατ’αρχήν από τη Fluka chem.Co. Επειδή όµως η καθαρότητα 

του εµπορικού αντιδραστηρίου ήταν χαµηλή, παρασκευάστηκε στο 

εργαστήριο µε µια  µέθοδο της βιβλιογραφίας26 η οποία τροποποιήθηκε στο 

εργαστήριο NMR µε στόχο την αύξηση της απόδοσης σε προϊόν. Στη νέα 

αυτή µέθοδο χρησιµοποιείται εξάνιο αντί για βενζόλιο και πυριδίνη αντί για 

τριαιθυλαµίνη. Σαν αποτέλεσµα παρατηρείται δραµατική αύξηση της 

απόδοσης της αντίδρασης από 19% σε 45%  Η παρασκευή έχει ως εξής: 

Σε µία δίλαιµη σφαιρική φιάλη των 250ml προσαρµόζουµε ψυκτήρα και 

προσθετική φιάλη των 100ml. Τοποθετήθηκαν στη σφαιρική  19,7 ml 

τριχλωριούχου φωσφόρου διαλυµένα σε 180 ml εξάνιο. Στην  προσθετική 
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φιάλη τοποθετήθηκαν 23,6 gr πινακόλης διαλυµένα σε 150 ml εξάνιο µε 32 

ml πυριδίνης, η οποία χρησιµεύει στην δέσµευση του υδροχλωρίου το οποίο 

παράγεται κατά την αντίδραση. Η προσθήκη του διαλύµατος πινακόλης 

γίνεται για µισή ώρα στάγδην υπό ανάδευση σε λουτρό πάγου γιατί η 

αντίδραση είναι εξώθερµη. Το µείγµα αφέθηκε για περίπου µία ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου να αντιδράσει και  στη συνέχεια γίνεται διήθηση του 

ιζήµατος και έκπλυση    του µε 100 ml εξάνιο. Λαµβάνεται το διήθηµα και 

αποστάζεται το εξάνιο στους 30οC. Στη συνέχεια γίνεται απόσταξη του 

προϊόντος στους 48-64οC (κατά τη διάρκεια της οποίας η θερµοκρασία 

µπάνιου σιλικόνης είναι 106-130οC) σε πίεση 1 mbar. Το προϊόν είναι ένα 

διάφανο υγρό. Η απόδοση της αντίδρασης ήταν ~45 %. Η αντίδραση έχει ως 

εξής: 

 

OH

OH
+ PCl3

O

O
P Cl + 2 HCl

 
 

3.1.2 Παρασκευή πρότυπου διαλύµατος. 

 Σε ογκοµετρική φιάλη των 10 ml ζυγίστηκαν 30.00 mg κυκλοεξανόλης 

(299.52 µΜ). Σε άλλο φιαλίδιο ζυγίστηκαν 1.6 mg Cr(acac)3, και 

προστέθηκαν 16 ml ξηρής πυριδίνης και 10 ml CDCl3 (1.6:1 v/v). Το µείγµα 

των διαλυτών αναδεύτηκε και προστέθηκε στην ογκοµετρική φιάλη. Το 

πρότυπο διάλυµα προστατεύθηκε από την υγρασία µε την προσθήκη 5A 

µοριακών κόσκινων. 
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3.2 ∆είγµατα γάλακτος 

Η προµήθεια των δειγµάτων γάλακτος έγινε από τα πολυκαταστήµατα 

τροφίµων. Ο επόµενος πίνακας συγκεντρώνει τα εµπορικά δείγµατα που 

χρησιµοποιήσαµε. Η ανάλυση των δειγµάτων έγινε αµέσως µετά την αγορά 

τους. 

Πίνακας 3-1 Εµπορικά διαθέσιµα δείγµατα γάλακτος που χρησιµοποιήθηκαν  

ΕΙ∆ΟΣ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΕΤΑΙΡΕΙΑ  ΑΡΙΘΜΟΣ 

Φρέσκο αγελαδινό χαµηλής 
παστερίωσης 

∆ΕΛΤΑ 4 

Φρέσκο αγελαδινό υψηλής 
παστερίωσης 

ΦΑΓΕ 4 

Φρέσκο κατσικίσιο ΚΡΙΑΡΑΣ 4 

Μακράς διαρκείας (UHT) ΦΑΓΕ 6 

Συµπυκνωµένο ΝΟΥΝΟΥ 1 

 ΒΛΑΧΑΣ 2 

 

3.3 Αποµόνωση του λίπους από το γάλα 

Κατά τον προσδιορισµό του λίπους του γάλακτος και των προϊόντων του στο 

Εργαστήριο, είναι δυνατό να ακολουθήσουµε µία ποσοτική η µία 

ογκοµετρική µέθοδο. 

Οι βιοµηχανίες χρησιµοποιούν για τη λιποµέτρηση του γάλακτος µεθόδους 

που ανήκουν στη δεύτερη κατηγορία γιατί µε αυτές παίρνουν αποτελέσµατα 

µε  ικανοποιητική ακρίβεια για τις ανάγκες τους και µέσα σε σύντοµο 

χρονικό διάστηµα.   
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Στην πρώτη περίπτωση ξεκινάµε από µία ορισµένη ποσότητα γάλακτος 

ζυγισµένο µε ακρίβεια και καταλήγουµε σε µία ποσότητα λίπος. Στην 

κατηγορία αυτή ανήκει η µέθοδος Röse-Gottlieb27 που θεωρείται η πλέον 

ακριβής για τον προσδιορισµό του λίπους του γάλακτος. Η εφαρµογή αυτής 

της µεθόδου απαιτεί χρήση αιθυλικού και πετρελαϊκού αιθέρα προκειµένου 

να εκχυλίσουµε το λίπος, γεγονός που καθιστά τη  µέθοδο για την παρούσα 

εργασία, αφού οι αιθέρες εκχυλίζουν και ένα µικρό µέρος της υδατικής 

φάσης28, ακατάλληλη. Ως αποτέλεσµα βλέπουµε κορυφές της λακτόζης, η 

οποία κατά ένα µικρό ποσοστό είναι διαλυτή στο νερό (∆ιαλυτότητα 

λακτόζης = 17%, 25οC), στα φάσµατα µας. Μια ακόµα πιο διαδεδοµένη 

µέθοδος αποµόνωσης του λίπους από το γάλα, εξαιτίας των µεγάλων 

ποσοστών ανάκτησης που δίνει στην αποµόνωση του λίπους, είναι η µέθοδος  

Bligh & Dyer2930. Σ’ αυτήν γίνεται χρήση διαλύτη CHCl3 που είναι ένας 

αρκετά τοξικός διαλύτης. Για την διεξαγωγή των πειραµάτων στο 

εργαστήριο µας χρησιµοποιήσαµε µια τροποποιηµένη µέθοδο των Bligh & 

Dyer31 κατά την οποία το CHCl3 έχει αντικατασταθεί µε  εξάνιο. 

3.3.1 Μέθοδος Roese-Gotlieb 

Η συγκεκριµένη µέθοδος εφαρµόζεται συνήθως µε τη χρήση κυλίνδρου 

Roese-Gotlieb. Ο κύλινδρος Roese-Gotlieb είναι ένα είδος διαχωριστικής 

χοάνης ο οποίος διαθέτει πώµα που  περιέχει σύστηµα σιφωνίων, 

διευκολύνοντας έτσι τη µετάγγιση της λιπαρής φάσης. Στο εργαστήριο µας 

για τη διεξαγωγή της µεθόδου χρησιµοποιήσαµε κοινή διαχωριστική χοάνη. 

Χρησιµοποιούµενα µέσα 
• Ποτήρι ζέσεως των 200ml 

• ∆ιαχωριστική χοάνη των 250ml 

• Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 10ml, 50ml, 100ml 
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• ζυγός ακριβείας τέταρτου δεκαδικού ψηφίου 

• σφαιρική φιάλη των 50ml 

Aπαραίτητα αντιδραστήρια 
• διάλυµα αµµωνίας περίπου 25% 

• αιθυλικός αιθέρας 

• αιθυλική αλκοόλη 

• πετρελαϊκός αιθέρας 

Μεθοδολογία   
Λίγο  πριν από την ανάλυση, το δείγµα θερµαίνετε στους 20οC και 

αναδεύεται µε προσοχή. Αν το λίπος δεν είναι οµοιόµορφα διασκορπισµένο 

στη µάζα του γάλακτος, θερµαίνεται στους 40οC και αναδεύεται µε προσοχή. 

Κατόπιν ψύχεται πάλι στους 20οC. 

Ζυγίζουµε στο ποτήρι ζέσεως περίπου 30 gr. γάλακτος, µε ακρίβεια δεύτερου 

δεκαδικού ψηφίου. Προσθέτουµε στη συνέχεια µε τη βοήθεια ογκοµετρικού 

κυλίνδρου 6 ml αµµωνίας, αναδεύουµε ήπια, προσθέτουµε 30 ml αιθυλικής 

αλκοόλης και αναδεύουµε. 

Μεταφέρουµε το δείγµα στη διαχωριστική χοάνη και προσθέτουµε 75 ml 

αιθυλικού αιθέρα ξεπλένοντας ταυτόχρονα το ποτήρι ζέσεως για να 

παρασύρουµε τυχόν υπολείµµατα. Ανακινούµε την διαχωριστική για 1 min 

ανοίγοντας συχνά τη στρόφιγγα για να φεύγουν τα αέρια που παράγονται και 

προσθέτουµε άλλα 75 ml πετρελαϊκού αιθέρα  επαναλαµβάνοντας τη 

διαδικασία. 

Μετά ακινησία 2 ωρών τουλάχιστον, επέρχεται διαχωρισµός του 

περιεχοµένου της διαχωριστικής χοάνης σε δύο σαφείς στρώσεις, από τις 

οποίες η µεν επάνω περιλαµβάνει το λίπος του γάλακτος εντός των διαλυτών, 

η δε κάτω τα µη λιπαρά συστατικά του. 
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Κατά το χρόνο που γίνεται διαχωρισµός, ζυγίζεται επακριβώς η σφαιρική 

φιάλη. Κατόπιν µεταφέρουµε την πάνω στοιβάδα σταδιακά  στη σφαιρική 

και αποστάζουµε τους αιθέρες στο ρότορα. 

Επαναλαµβάνουµε την εκχύλιση για δεύτερη και τρίτη φορά µε τη χρήση 75 

ml αιθυλικού και  75 ml πετρελαϊκού αιθέρα και µεταφέρουµε κάθε φορά τη 

στρώση που περιέχει το λίπος στην ίδια φιάλη.  

Μετά την απόσταξη τοποθετούµε το δείγµα σε αντλία κενού για να διώξουµε 

τυχόν υπολείµµατα υγρασίας. 

Από το βάρος του γάλακτος που χρησιµοποιήθηκε και το βάρος του λίπους 

που προσδιορίστηκε κατά την ανωτέρω διαδικασία υπολογίζουµε την % 

περιεκτικότητα του γάλακτος σε λίπος ως εξής: 

  (3.1)
Γραµµάρια λίπους που ανακτήθηκε 

  x 100 
Γραµµάρια δείγµατος γάλακτος 

% Λίπος γάλακτος = 
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3.3.2 Tροποποιηµένη µέθοδος Bligh and Dyer 

Χρησιµοποιούµενα µέσα  

• Πλαστικά φιαλίδια φυγοκέντρισης των 250ml 

• ζυγός ακριβείας δεύτερου δεκαδικού ψηφίου 

• σιφώνιο των 10ml και των 2ml  

• πιπέτες Pasteur και πουάρ 

• ογκοµετρικός σωλήνας των 50ml 

• πλαστική σύριγγα των 25ml 

• σφαιρική µακρύλαιµη των 25ml 

Απαραίτητα Αντιδραστήρια 

• διάλυµα αµµωνίας περίπου 25% 

• εξάνιο 95% 

• αιθυλική αλκοόλη 

• απιονισµένο νερό 
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Μεθοδολογία  
 

Λίγο πριν από την ανάλυση θερµαίνουµε το δείγµα στους 20οC και 

αναδεύουµε µε προσοχή. Ζυγίζουµε  ένα πλαστικό φιαλίδιο φυγοκέντρησης 

και τοποθετούµε µέσα σ’ αυτό 10ml  γάλακτος. Καταγράφουµε το βάρος του 

δείγµατος (περίπου 10gr.). Προσθέτουµε 2ml αµµωνίας 25%, αναµειγνύουµε 

ήπια, προσθέτουµε 24ml αιθυλικής αλκοόλης και αναµειγνύουµε. 

Προσθέτουµε 30ml εξάνιο και 20ml νερό, αναµειγνύουµε έντονα και  

φυγοκεντρούµε για 15min στις 2000rpm. 

Μεταφέρουµε την οργανική στοιβάδα –πάνω φάση- µε τη βοήθεια πλαστικής 

σύριγγας σε προζυγισµένη σφαιρική των 25ml και αποστάζουµε το εξάνιο 

στο ρότορα, θερµαίνοντας ταυτόχρονα το δείγµα σε υδατόλουτρο στους 

40οC. 

Πραγµατοποιούµε δεύτερη εκχύλιση του δείγµατος µε 30ml 10% v/v 

αιθανόλη σε  εξάνιο, και µεταφέρουµε πάλι την οργανική φάση στην ίδια 

σφαιρική. Εάν πρόκειται για δείγµα µε µεγάλη περιεκτικότητα σε λίπος, π.χ. 

συµπυκνωµένο γάλα, πραγµατοποιούµε και τρίτη εκχύλιση. Τέλος αφήνουµε 

το δείγµα µας στην αντλία κενού για µία ώρα περίπου έτσι ώστε να φύγουν 

τυχόν υπολείµµατα υγρασίας. 

Ζυγίζουµε τη φιάλη και προσδιορίζουµε το ποσοστό του λίπους στο γάλα µε 

τη χρήση της εξίσωσης 3.1.  

3.3.3 Υπολογισµός του ποσοστού ανάκτησης του λίπους µε τη 

τροποποιηµένη µέθοδο Bligh & Dyer. 

Η αξιοπιστία της τροποποιηµένης µεθόδου Bligh & Dyer, για την 

αποµόνωση του λίπους από το γάλα αντανακλάται, τόσο στο ποσοστό 

ανάκτησης του λίπους, όσο και στην επαναληψιµότητα  των µετρήσεων όπως 

θα δούµε σε επόµενη παράγραφο. 
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Για τον υπολογισµό του ποσοστού ανάκτησης του λίπους από τα διάφορα 

είδη γάλακτος µετρήθηκε το λίπος που ανακτήθηκε από 10 δείγµατα 

φρέσκου αγελαδινού γάλακτος, 5 δείγµατα φρέσκου κατσικίσιου γάλακτος, 5 

δείγµατα συµπυκνωµένου και 5 δείγµατα UHT. Τα αποτελέσµατα που 

λήφθηκαν φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 3-2: Ποσοστά ανάκτησης του λίπους µε τη τροποποιηµένη µέθοδο 
Bligh & Dyer  

Παράµετρος  Αγελαδινό 
(%) 

Κατσικίσιο 
 (%) 

Συµπυκνωµένο 
(%) 

UHT 
 (%) 

Αναφοράa  3.5 4 7 3.5 

Μέσος όροςb  2.82 3.2 5.8 3.0 

Ανάκτηση  80.5 79.7 81.4 85.4 

R.S.D.c 2.3 3.1 4.3 3.5 

∆ιακύµανση  77.4-82.6 75.3-82.5 77.1-85.7 81.1-90.0 
aΤιµή που αναφέρεται στη συσκευασία 
bΑγελαδινό γάλα, n=10. Κατσικίσιο γάλα, Συµπυκνωµένο γάλα και UHT, n=5 
cRelative standard deviation: Σχετική τυπική απόκλιση (100 x σχετική απόκλιση/µέσο όρο) 
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3.3.4 Έλεγχος επαναληψιµότητας της µεθόδου αποµόνωσης του 

λίπους. 

Η επαναληψιµότητα της µεθόδου εξετάστηκε ως εξής: από ένα δείγµα 

γάλακτος αποµονώθηκε το λίπος συνολικά τέσσερις φορές για 15 g περίπου 

δείγµατος την κάθε φορά. Τα πειραµατικά αποτελέσµατα φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 3-3: Αναπαραγωγιµότητα αποµόνωσης αγελαδινού γαλακτικού 
λίπους µε την τροποποιηµένη µέθοδο Bligh & Dyer.  

Μετρήσεις Βάρος 
δείγµατος (g.) 

Βάρος λίπους(g.) Περιεκτικότητα 
σε λίπος % 

1 15.02 0.43 2.86 

2 11.78 0.33 2.80 

3 15.01 0.43 2.86 

4 10.32 0.29 2.81 

6 10.97 0.31 2.83 

7 15.02 0.4 2.66 

8 15.54 0.44 2.83 

9 10.64 0.29 2.73 

10 15.02 0.42 2.80 

Μέσος όρος   2.79 

Τυπική απόκλιση   0.07 

R.S.D.   2.51% 

Τυπική απόκλιση 
επαναληψηµότητας  

  0.196 

*R.S.D : σχετική τυπική απόκλιση (relative standard diviation)  
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Πίνακας 3-4 : Επαναληψηµότητα αποµόνωσης αγελαδινού γαλακτικού λίπους 
µε την τροποποιηµένη µέθοδο Bligh & Dyer. 

Μετρήσεις Βάρος 
δείγµατος (g.) 

Βάρος 

λίπους(g.) 

Περιεκτικότητα σε 
λίπος % 

1 10.64 0.29 2.73 

2 11.78 0.33 2.80 

3 10.32 0.30 2.91 

4 10.97 0.31 2.83 

Μέσος όρος   2.82 

Τυπική απόκλιση   0.08 

*R.S.D.   2.84% 

 Επαναληψηµότητα    0.224 

*RSD =relative standard diviation 
**r= repeatability value (r) =2,8 x sr 

Σύµφωνα µε τον ορισµό που δίνει το ISOError! Bookmark not defined. η 

επαναληψηµότητα και η αναπαραγωγιµότητα προκύπτουν από τον 

πολλαπλασιασµό των αντίστοιχων τυπικών αποκλίσεων µε τη σταθερά 2,8. 

Όπως προκύπτει από τους Πίνακες 3.3 και 3.4 η επαναληψιµότητα της 

µεθόδου είναι 0,224 και η αναπαραγωγιµότητα 0,196 ( ή σε όρους τυπικής 

απόκλισης 2.84 + 0.08 και 2.84 + 0.08 αντίστοιχα). Το γεγονός αυτό 

επιβεβαιώνει την αξιοπιστία της µεθόδου που χρησιµοποιήθηκε. 

3.4 Αντίδραση φωσφυτιλίωσης για τον προσδιορισµό των 

διγλυκεριδίων.  

Ποσότητα 110-150mg λίπους γάλακτος ζυγίστηκε απ’ ευθείας σε σωλήνα 

NMR διαµέτρου 5 mm, και στη συνέχεια προστέθηκαν 0.3 ml του πρότυπου 
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διαλύµατος. Στη συνέχεια προστέθηκαν 20µl αντιδραστηρίου 2-χλώρο-

4,4,5,5-τετραµεθυλοδιοξαφωσφολάνιο (Ι). Το µείγµα αφέθηκε να αντιδράσει 

για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, και χρησιµοποιήθηκε απευθείας για 

τη λήψη των φασµάτων 31Ρ NMR.  

Η νέα τεχνική βασίζεται στην αντικατάσταση των όξινων υδρογόνων 

χαρακτηριστικών οµάδων (υδροξύλια, καρβοξύλια, αλδεϋδικές οµάδες) µε το 

αντιδραστήριο 2-χλώρο-4,4,5,5-τετραµεθυλοδιοξαφωσφολάνιο (Ι), σύµφωνα 

µε την αντίδραση: 

CH-OCOR

CH2-OH

CH2-OCOR

O
P

O
Cl CH-OCOR

CH2

CH2-OCOR

O P
O

O+ + HCl

 

             I II 
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3.5 Μονοδιάστατα φάσµατα NMR  

Όλα τα πειράµατα NMR πραγµατοποιήθηκαν σε φασµατογράφο Bruker 

AMX500 λειτουργικής συχνότητας  500.1 MHz για το πρωτόνιο, 125.7 MHz 

για τον άνθρακα-13 και 202.2 MHz για τον φώσφορο-31. Η θερµοκρασία στο 

δοκιµαστή ήταν 30+ 1οC και ελέγχθηκε µε τη χρήση διαγράµµατος 

βαθµονόµησης µε αιθυλενογλυκόλη. 

3.5.1 Μονοδιάστατα φάσµατα 1Η NMR 

Τα µονοδιάστατα φάσµατα 1Η NMR ελήφθησαν µε 16 k  πραγµατικά 

δεδοµένα (data points) στην διάρκεια καταγραφής (t2). Για κάθε φάσµα 

ελήφθησαν 32 FID οι οποίες αποθηκεύθηκαν στη µνήµη του υπολογιστή. 

Χρησιµοποιήθηκαν επίσης 4 ψευδοσαρώσεις (dummy scans) ώστε το 

σύστηµα των σπιν να φτάσει σε δυναµική ισορροπία. Ο χρόνος αναµονής 

(relaxation delay) πριν την εφαρµογή της επόµενης ακολουθίας παλµών ήταν 

2sec. Μετά  τον µετασχηµατισµό  Fourier έγινε διόρθωση της γραµµής βάσης 

του φάσµατος µηδενικής και πρώτης τάξης. Όλες οι χηµικές µετατοπίσεις 

των σηµάτων 1Η NMR αναφέρονται στην κλίµακα δ µε πρότυπη ουσία 

αναφοράς το  TMS (δ 0.0) 

3.5.2 Μονοδιάστατα φάσµατα 13C NMR 

Τα µονοδιάστατα φάσµατα 13C NMR ελήφθησαν µε 32 k πραγµατικά 

δεδοµένα (data points). Για κάθε φάσµα ελήφθησαν 1024 σαρώσεις. 

Χρησιµοποιήθηκαν 4 ψευδοσαρώσεις (dummy scans) ώστε το σύστηµα των 

σπιν να φτάσει σε ισορροπία. Ο χρόνος αναµονής (relaxation delay) πριν την 

εφαρµογή της επόµενης ακολουθίας παλµών ήταν 2 sec. Πριν τον 

µετασχηµατισµό Fourier η ελεύθερη επαγωγική φθορά (FID) 

πολλαπλασιάστηκε µε µία εκθετική συνάρτηση µε εκθέτη 1b=1Hz για την 
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αύξηση της ευαισθησίας του πειράµατος και τα δεδοµένα αυξήθηκαν µε την 

προσθήκη 16 k  µηδενικών στην µνήµη του υπολογιστή (zero filling). Μετά 

τον µετασχηµατισµό Fourier έγινε διόρθωση της γραµµής βάσης του 

φάσµατος (baseline correction) µε ένα πολυώνυµο τέταρτης τάξης και 

ακολούθησε διόρθωση φάσης, µηδενικής και πρώτης τάξης. Όλες οι χηµικές 

µετατοπίσεις αναφέρονται σε σχέση µε την κορυφή του TMS (δ 0.0).  

3.5.3 Μονοδιάστατα  φάσµατά 31Ρ NMR 

Για τη λήψη ποσοτικών φασµάτων 31P-NMR, θα πρέπει να αποκλειστεί η 

αλληλεπίδραση ΝΟΕ µεταξύ του πυρήνα του φωσφόρου και γειτονικών 

πρωτονίων. Για το λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκε η τεχνική (inverse gated 

decoupling), κατά την οποία ο αποσυζευκτής πρωτονίων λειτουργεί µόνο 

κατά την διάρκεια του χρόνου ανάκτησης, ενώ παραµένει κλειστός καθ’ όλη 

την υπόλοιπη διάρκεια του πειράµατος. Για την ελάττωση των χρόνων 

αποδιέγερσης Τ1 των πυρήνων 31P χρησιµοποιήθηκε το παραµαγνητικό 

αντιδραστήριο Cr(acac)3, µε αποτέλεσµα οι χρόνοι αποδιέγερσης να µην 

υπερβαίνουν τα 5 s. O χρόνος αναµονής που χρησιµοποιήθηκε ήταν 30 s ίσος 

περίπου µε 5Τ1
max, όπου Τ1

max ο µεγαλύτερος παρατηρούµενος χρόνος 

αποδιέγερσης σπιν-πλέγµα. Τυπικοί παράµετροι ενός πειράµατος για 

ποσοτικές µετρήσεις ήταν: εύρος παλµού 90ο ή 12.5 µs, φασµατικό εύρος 

48.41 ppm, χρόνος αναµονής 30 s, αριθµός πραγµατικών δεδοµένων (data 

points) 16 k. Για κάθε φάσµα συλλέχθηκαν 32 FIDs. Πριν από το 

µετασχηµατισµό Fourier, η ελεύθερη επαγωγική απόσβεση (FID) 

πολλαπλασιάστηκε µε µία εκθετική συνάρτηση µε έκθετη lb=1 Hz και τα 

δεδοµένα αυξήθηκαν µε την προσθήκη µηδενικών 16 k (zero filling) στην 

µνήµη του υπολογιστή. Πριν από την ολοκλήρωση, η γραµµή βάσης του 

φάσµατος διορθώθηκε χρησιµοποιώντας ένα πολυώνυµο τέταρτης τάξης και 

έγινε διόρθωση φάσης.  
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Όλες οι χηµικές µετατοπίσεις 31P-NMR αναφέρονται στην κορυφή η οποία 

οφείλεται στην φωσφυτιλίωση του νερού (υγρασία του δείγµατος), η οποία 

παρουσιάζει µία στενή κορυφή σε δ 132.20. Το φάσµα στο Σχήµα 3.1 

παρουσιάζει το φάσµα 31P-NMR γαλακτικού λίπους στην περιοχή που 

απορροφούν τα φωσφυτιλιωµένα διγλυκερίδια και οι στερόλες. 

14147.0147.5148.0148.5

1,3-DG CH

1,2-DG 

Σχήµα 3.1: Περιοχή φάσµατος  31P-NM
απορροφούν τα διγλυκερίδια (1.2-DG 

Για τον υπολογισµό της περιεκτικότητ

παραδοχές:(α) θεωρούµε ότι ένα mole

αντιδραστηρίου (Ι) 

(β) θεωρούµε ότι το οξύ που  εστεροπ

παλµιτικό οξύ (ΜΒ=256)  

(γ) Το ποσοστό των διγλυκεριδίων αν

Τελικά το ποσοστό των διγλυκεριδίων

υπολογίζεται από την σχέση:     

δ

3

CH

DGs

W*10

10A
Ι
Ι

ια

−××
=διγλυκερίδ %
 

145.146.06.5

R γαλακτικού λίπ
και 1.3-DG) και οι

ας των διγλυκεριδ

 διγλυκεριδίων αν

οιεί το µόριο της 

αφέρεται σε 100 γ

 (1,2-DGs ή/και 1

είγµατος

ιαδιγλυκερίδΜΒ
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144.5145.05 ppm 

STE 

ους, στην οποία 
 στερόλες. 

ίων κάνουµε τις εξής 

τιδρά µε  ένα mole 

γλυκερόλης είναι το  

ραµµάρια λίπους. 

,3-DGs) 

(3.2) 
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ΙDGs :             Ολοκλήρωµα των  κορυφών των φωσφυτιλιωµένων διγλυκεριδίων  

στο φάσµα 31 Ρ- NMR 

ΙCH :   Ολοκλήρωµα της  φωσφυτιλιωµένης πρότυπης ουσίας  

(κυκλοεξανόλη).   

A       :  Ποσότητα του πρότυπου διαλύµατος σε mmoles. 

ΜΒ∆ιγλυκεριδίων    :  Μοριακό βάρος διγλυκεριδίων (568) 

Wδείγµατός              :  Βάρος δείγµατος 

Για τον υπολογισµό της περιεκτικότητας των στερολών στο λίπος του 

γάλακτος χρησιµοποιήθηκε η παρακάτω σχέση: 

 

7.38×
Ι

=
m

Στερόλες % στερόλες  (3.3) 

 

όπου : 

Iστερόλες : Ολοκλήρωµα της κορυφής των στερολών στο φάσµα 

m         : Βάρος του δείγµατος (λίπους) σε mg. 

38.7           :   Σχετικό µοριακό βάρος χοληστερόλης/10  

Υπενθυµίζεται ότι στις στερόλες του γάλακτος κυριαρχεί ή χοληστερόλη.  
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3.6 Ανάλυση της διακύµανσης (ANOVA) 

Στις διάφορες επιστήµες περισσότερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι 

συγκριτικές µελέτες µε στόχο να ανακαλυφθούν διαφορές (εάν υπάρχουν) 

µεταξύ διαφόρων γεγονότων παρά αυτά τα ίδια τα γεγονότα. Μερικά 

παραδείγµατα είναι η σύγκριση της συγκέντρωσης ενός πρωτεϊνικού 

διαλύµατος κάτω από διαφορετικές συνθήκες αποθήκευσης, η σύγκριση του 

ποσού και χρόνου µάθησης που παρουσιάζουν διάφοροι µέθοδοι 

διδασκαλίας. Σε όλες τις περιπτώσεις η σύγκριση µπορεί να γίνει µε την 

ανάλυση της διακύµανσης ή της διασποράς (analysis of variance, ANOVA), 

µε τον έλεγχο της στατιστικής σηµαντικότητας (statistical significance) 

µεταξύ των µέσων όρων (means) των µετρήσεων µιας ή περισσότερων 

µεταβλητών (variables) σε ένα µεγάλο αριθµό δειγµάτων. Το δείγµα 

αντιπροσωπεύει µια σειρά από πεπερασµένο αριθµό µετρήσεων µιας 

ανεξάρτητης µεταβλητής από ένα πολύ µεγάλο αριθµό µετρήσεων 

(θεωρητικά άπειρο), ο οποίος αντιπροσωπεύει τον πληθυσµό. ∆ιαφορετικά 

δείγµατα ανήκουν σε διαφορετικές κατηγορίες (classes) ή οµάδες (groups). 

Εάν η σύγκριση γίνεται µεταξύ των µέσων όρων δύο διαφορετικών 

δειγµάτων, τότε η ANOVA θα δώσει τα ίδια αποτελέσµατα µε το t-test για 

ανεξάρτητα δείγµατα (όταν η σύγκριση γίνεται µεταξύ δύο ανεξάρτητων 

δειγµάτων µε βάση µια τουλάχιστον εξαρτηµένη µεταβλητή, π. χ. η  

σύγκριση δύο αναλυτικών µεθόδων προσδιορισµού της συγκέντρωσης µιας 

ουσίας σε διαφορετικά δείγµατα ή η σύγκριση της απόδοσης των αγοριών 

και κοριτσιών σε µια τάξη µε βάση τις βαθµολογίες τους) ή µε το t-test για 

εξαρτηµένα δείγµατα (όταν η σύγκριση γίνεται µεταξύ δύο ανεξάρτητων 

µεταβλητών σε όµοια δείγµατα, π. χ. η σύγκριση δύο αναλυτικών µεθόδων 

προσδιορισµού της συγκέντρωσης µιας ουσίας σε δείγµατα της ίδιας οµάδας, 

η σύγκριση των βαθµολογιών των αγοριών µε βάση τις βαθµολογίες του 
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πρώτου και δευτέρου εξαµήνου). Στην πρώτη περίπτωση, η σύγκριση των 

µέσων όρων γίνεται µεταξύ των δύο οµάδων (between-groups variability), 

ενώ στη δεύτερη περίπτωση η σύγκριση γίνεται µέσα στην οµάδα (within-

group variability).  

Ελήφθη ένας ικανός αριθµός n αντιπροσωπευτικών δειγµάτων γαλακτικού 

λίπους από h είδη γάλακτος (οµάδες). Στο γαλακτικό λίπος κάθε οµάδας 

µετρήθηκαν οι ανεξάρτητες µεταβλητές 1,2-DGs, 1,3-DGs, ο συνολικός 

αριθµός διγλυκεριδίων (DGs) και υπολογίστηκε ο λόγος L = 1,2-DGs/DGs. 

Για κάθε µεταβλητή σε κάθε οµάδα i  έγιναν j µετρήσεις, xij. Το πείραµα για 

(h =5)  είδη γάλακτος απεικονίζεται στον Πίνακα 3.6. Ο πίνακας περιέχει και 

τους µέσους όρους των µετρήσεων για κάθε οµάδα και τον µέσο όρο όλων 

των επί µέρους µέσων όρων των οµάδων. Το ερώτηµα που τίθεται είναι ποια 

ή ποιες από τις µεταβλητές, 1,2-DGs, 1,3-DGs, DGs και L µπορεί να 

διαφοροποιήσει τα γάλατα κατά είδος. Απάντηση στο ερώτηµα µπορεί να 

δοθεί µε τη στατιστική ανάλυση ANOVA, η οποία ακολουθεί τα παρακάτω 

βήµατα: 

i. Υπολογίζεται η διακύµανση, , των µετρήσεων µιας µεταβλητής 

µέσα σε κάθε οµάδα (within-group). Ο υπολογισµός γίνεται µε την 

εξίσωση      

2
ws

)1(/)( 22 −−= ∑∑ nhxxs i
i j

ijw

Το άθροισµα για τις τιµές του j και η διαίρεση µε (n-1) δίνει τη 

διακύµανση για κάθε οµάδα. Το άθροισµα για τις τιµές του i και η 

διαίρεση µε h δίνει το µέσο όρο των διακυµάνσεων όλων των οµάδων. Το 

γινόµενο h(n-1) εκφράζει τον αριθµό των βαθµών ελευθερίας των 

µετρήσεων µέσα στις οµάδες 

ii. Υπολογίζεται η διακύµανση, των µετρήσεων µιας µεταβλητής 

από οµάδα σε οµάδα (µεταξύ των οµάδων) (between-groups), 

λαµβάνοντας υπόψη την απόκλιση του µέσου όρους τωνµετρήσεων των 

2
bs
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δειγµάτων κάθε οµάδας από το γενικό µέσο όρο. Ο υπολογισµός γίνεται 

µε την εξίσωση  )1/()( 22
b −−= ∑ hxxns i

i
i

2
bsF =

Για τον υπολογισµό της διακύµανσης µεταξύ των οµάδων, θεωρούµε ότι όλα 

τα δείγµατα έχουν επιλεγεί από έναν πληθυσµό. Οι βαθµοί ελευθερίας των 

µετρήσεων µεταξύ των οµάδων είναι (h-1).  

iii. Ελέγχεται η στατιστική σηµαντικόητα των αποτελεσµάτων µε το F-

test, το οποίο συγκρίνει τις διακυµάνσεις µέσα και µεταξύ των 

οµάδων. 
2/ ws  

Εάν η µηδενική υπόθεση είναι αληθινή, τότε = =1 και F=1. Με άλλα 

λόγια δεν υπάρχει σηµαντική διαφορά µεταξύ των µέσων όρων των 

µετρήσεων µεταξύ των οµάδων και η ανεξάρτητή µεταβλητή που 

µετρήθηκε δεν διαφοροποιεί τα δείγµατα. Αν όµως τα δείγµατα 

διαφοροποιούνται από τη συγκεκριµένη µεταβλητή τότε θα πρέπει 

F= / >1 

2
ws 2

bs

2
ws 2

ws

iv. Εκτιµάται η στατιστική σηµαντικότητα των διαφορών µεταξύ των 

δειγµάτων. Προς τούτο συγκρίνεται ο λόγος F που υπολογίσθηκε µε 

κάποια θεωρητική τιµή Fh-1,n-h(a) που βρίσκεται από πίνακες F-

κατανοµής, λαµβανοµένου υπόψη ότι ο λόγος των δύο διακυµάνσεων 

ακολουθεί την F-κατανοµή. Στο συµβολισµό Fh-1,n-h (a), το a, ονοµάζεται 

στάθµη σηµαντικότητας (significance level) του τεστ. Το a εκφράζει τη 

πιθανότητα του σφάλµατος τύπου Ι, δηλαδή το σφάλµα να απορρίψουµε 

τη µηδενική υπόθεση (Ηο), ενώ είναι σωστή. Συνήθως, η πιθανότητα a για 

το σφάλµα τύπου Ι, λαµβάνει τιµή µεταξύ 0.05 και 0.01. ∆ηλαδή 

ορίζουµε σαν απορριπτική περιοχή της αρχικής υπόθεσης, το κοµµάτι του 

δειγµατοχώρου που έχει τιµές F > Fh-1,n-h 
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3.7 Αποτελέσµατα –Συζήτηση 

3.7.1 Παρατηρήσεις κατά την διαδικασία αποµόνωσης του λίπους. 

Τα λιποσφαίρια του γάλακτος φέρουν εξωτερικά προστατευτική µεµβράνη 

πού εµποδίζει την ανάµειξη τους µε το εξάνιο32, το οποίο όπως είναι γνωστό 

αναµιγνύεται εύκολα µε το λίπος. Γι’ αυτό το λόγο στη παραπάνω µέθοδο 

χρησιµοποιούµε αφ’ ενός µεν αµµωνία για τη διάσπαση της µεµβράνης των 

λιποσφαιρίων αφ’ ετέρου δε αλκοόλη για να διευκολυνθεί η είσοδος του 

λίπους από την υδάτινη φάση που βρίσκεται στο γάλα σε εκείνη του διαλύτη, 

πού στην προκειµένη περίπτωση είναι το εξάνιο. 

Ο ρόλος της αλκοόλης στην αποµόνωση του λίπους έχει µελετηθεί 

εκτενώς30,32,33  από πολλούς ερευνητές τόσο για τη δυσκολία που εµφανίζουν 

στην αποµόνωση κάποια συστατικά του λίπους όπως π.χ τα µονογλυκερίδια  

όσο και για τη βελτίωση του ποσοστού ανάκτησης του λίπους. Στην 

προσπάθεια µας να αποφύγουµε τη χρήση αλκοόλης ή έστω την ελάττωση 

της χρησιµοποιούµενης ποσότητας, προκειµένου να αποφύγουµε την 

εκχύλιση µη λιπαρών συστατικών, δηµιουργήθηκε γαλάκτωµα το οποίο ήταν 

αδύνατο να καταστραφεί. 

3.7.2 Φάσµατα 31Ρ NMR γαλακτικού λίπους. 

Στο  Σχήµα 3.2 και παρουσιάζονται τυπικά φάσµατα 31Ρ NMR του 

γαλακτικού λίπους που ελήφθη µε τις µεθόδους ανάκτησης Βligh & Dyer και 

Roese-Gotlieb καθώς και µίγµα πρότυπης λακτόζης µε  λίπος που 

ανακτήθηκε µε τη µέθοδο Roese-Gotlieb . 

Στον παρακάτω Πίνακα 3.3 συνοψίζονται  οι χηµικές µετατοπίσεις  των 

φωσφυτυλιωµένων πρότυπων ουσιών, βάση των οποίων αποδόθηκαν οι 
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κορυφές των διγλυκεριδίων και στερολών στα φάσµατα34. Όλες οι χηµικές 

µετατοπίσεις αναφέρονται στην κορυφή η οποία οφείλεται στην 

φωσφυτιλίωση του νερού (υγρασία του δείγµατος), η οποία παρουσιάζει µία 

στενή κορυφή σε δ 132.20. 

Πίνακας 3-5: Χηµικές µετατοπίσεις πρότυπων διγλυκεριδίων και β-
σιτοστερόλης στο φάσµα 31Ρ-NMR 

Συστατικό Υδροξυλικά πρωτόνια 

1,3-διολεïνη 146.69 

1,2-διολεϊνη 148.26 

Κυκλοεξανόλη 145.28 

β-σιτοστερόλη 144.95 

Στο φάσµα του Σχήµατος 3.2(β)  παρατηρούµε την εµφάνιση ενός µεγάλου 

αριθµού κορυφών που προφανώς οφείλονται και στην ύπαρξη λακτόζης στο 

δείγµα µας. Το γεγονός αυτό, µπορεί να επιβεβαιωθεί αν το συγκρίνουµε  µε 

τα φάσµα 3.2(γ) στο οποίο εµφανίζονται καθαρά οι κορυφές της  λακτόζης. 

Αντίθετα στο φάσµα του Σχήµατος 3.2(α)  εµφανίζονται µόνο οι κορυφές 

των διγλυκεριδίων και των στερολών, γεγονός το οποίο ενισχύει την άποψη 

ότι  η µέθοδος Bligh & Dyer αποτελεί την πλέον αποτελεσµατική για την 

αποµόνωση του λίπους του γάλακτος σε σύγκριση µε τη µέθοδο Roese-

Gottlieb.  
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145.5146.0146.5147.0147.5148.0148.5149.0149.5 ppm

145.5146.0146.5147.0147.5148.0148.5149.0149.5 ppm

145.5146.0146.5147.0147.5148.0148.5149.0149.5 ppm

 

1.3-DG
CH

1.2-DG 
Στερόλες

(α) 

(β) 

(γ) 

Σχήµα 3.2 (α) Φάσµα 31P-NMR από δείγµα λίπους που ανακτήθηκε µε την 
τροποποιηµένη µέθοδο Bligh & Dyer, (β) Φάσµα 31P-NMR από δείγµα λίπους 
που ανακτήθηκε µε την µέθοδο Roese-Gottlieb, (γ)Φάσµα 31P-NMR από 
δείγµα λίπους που ανακτήθηκε µε την µέθοδο Roese-Gottlieb και στο οποίο 
έχει προστεθεί πρότυπη λακτόζη. . Και στα τρία φάσµατα παρουσιάζεται η 
περιοχή απορρόφησης των διγλυκεριδίων και στερολών. 
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Η πρότυπη λακτόζη που χρησιµοποιήθηκε περιείχε περίπου 25-30% w/w α-

λακτόζη και η φασµατοσκοπία 31P-NMR φαίνεται να αποτελεί µία καλή 

µέθοδο για τον προσδιορισµό λακτόζης στο γάλα. 

3.7.3 Περιεκτικότητα διγλυκεριδίων στους διάφορους τύπους 

γάλακτος 

Η εφαρµογή της µεθόδου 31P NMR στον ποσοτικό προσδιορισµό της 

διγλυκεριδικής σύστασης στο λίπος του γάλακτος φαίνεται στα Σχήµατα 3.1 

και 3.2, στα οποία παρουσιάζονται τα φάσµατα 31P-NMR από ένα δείγµα 

αγελαδινού γάλακτος. Η κορυφή σε δ 145.28 αντιστοιχεί στο εσωτερικό 

πρότυπο (κυκλοεξανόλη-CH). Παρατηρούνται επίσης πολύ καλά 

διαχωρισµένες οι κορυφές για τα 1,2 και 1,3 διγλυκερίδια  στα δ 146.67 και δ 

148.28, αντίστοιχα. Το σήµα σε δ 144.95 οφείλεται στις φωσφιτιλιωµένες 

ολικές στερόλες.   

Ένας µικρός αριθµός δειγµάτων γάλακτος διαφορετικής ζωικής προέλευσης 

και επεξεργασίας παραγωγήθηκαν µε το αντιδραστήριο I και  στη συνέχεια 

λήφθηκαν τα  φάσµατα 31P NMR. Η έξοχη διακριτική ικανότητα στο φάσµα 

του 31P επιτρέπει τον προσδιορισµό των χηµικών µετατοπίσεων και την 

αξιόπιστη ανίχνευση και ποσοτική ανάλυση των φωσφιτυλιωµένων 

συστατικών που βρίσκονται σε πολύ µικρό ποσοστό στο λίπος του γάλακτος. 

Τα ολοκληρώµατα αυτών των κορυφών χρησιµοποιήθηκαν για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό  των 1,2-DG, 1,3-DG και των ολικών στερολών (εξισώσεις 3.2 

και 3.3). Τα αποτελέσµατα αυτής της ανάλυσης για µια σειρά δειγµάτων 

γάλακτος διαφορετικής προέλευσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.5. 

Η παρατήρηση των αποτελεσµάτων του Πίνακα 3.5 αποκαλύπτει µερικές 

ενδιαφέροντες τάσεις στη διγλυκεριδική σύσταση των διαφόρων τύπων 

γάλακτος.  
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(α) Τα ολικά διγλυκερίδια (DGs) στο αγελαδινό γάλα κυµαίνονται από 

1.03% έως 1.44% και βρίσκονται σε συµφωνία µε τις αναµενόµενες 

συγκεντρώσεις (1.1%-1.6%) για τον συγκεκριµένο τύπο γάλακτος. 

(β) Το κατσικίσιο γαλακτικό λίπος περιέχει το µικρότερο ποσοστό ολικών 

διγλυκεριδίων (0.44%-0.89%) σε σχέση µε τα άλλα είδη γάλακτού λίπους, εκ 

των οποίων το συµπυκνωµένο και το υπερπαστεριωµένο (UHT) εµφανίζονται 

µε τα µεγαλύτερα ποσοστά ολικών διγλυκεριδίων.  

(γ) Το ποσοστό των 1,2-διγλυκεριδίων είναι µεγαλύτερο για τα αγελαδινά 

γάλατα υψηλής παστερίωσης, το συµπυκνωµένο και το υπερπαστεριωµένο 

(UHT), υποδεικνύωντας έτσι ότι ακόµη και η επεξεργασία τους σε υψηλές 

θερµοκρασσίες δεν αποτρέπει τη λιοπολυτική υδρόλυση των τριγλυκεριδίων 

από τα θερµοανθεκτικά ψυχοτροπικά ένζυµα. 

(δ) Σε όλα τα είδη γαλακτικού λίπους παρατηρείται ένα υψηλότερο ποσοστό 

1,3-DGs σε σχέση µε τα 1,2-DGs. Το γεγονός αυτό αντικατοπτρίζεται  και 

στις χαµηλές τιµές, του λόγου των 1,2-διγλυκεριδίων προς τα ολικά 

διγλυκερίδια, ( λόγος  D, Πίνακας 3.5).  Παρ’ όλα αυτά, ο λόγος D είναι 

µικρότερος για τα υψηλής παστερίωσης φρέσκο αγελαδινό γάλα, το 

συµπηκνωµένο και το µακράς διαρκείας σε σχέση  µε τα χαµηλής 

παστερίωσης αγελαδινού και κατσικίσιου γάλακτος.  

(ε) Το ποσοστό των στερολών, που αποτελούνται κυρίως απο χοληστερόλη, 

δεν µεταβάλλεται ιδιαίτερα στους διάφορους τύπους γάλακτος που 

χρησιµοποιείθηκαν σε αυτή την εργασία.  

Οι προσπάθειες που έχουν γίνει για τη µείωση του ποσοστού της 

χοληστερόλης που περιέχεται στο φρέσκο γάλα, ακόµα και µέσω της 

διατροφής των ζώων φαίνεται ότι δεν φέρνουν το αναµενόµενο αποτέλεσµα. 

Τα ποσοστά της χοληστερόλης  όπως ανιχνεύονται και µε την παρούσα 

µέθοδο παραµένουν σχεδόν σταθερά. 
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Πίνακας 3-6 Πίνακας πειραµατικών αποτελεσµάτων. 

Γάλα/δείγµα 1,2-DGs 1,3-DGs Ολικά 
DGs

Da Ολικές 
στερόλες

Αγελαδινό γάλα/1b 0.28 0.75 1.03 0.27 0.17 
Αγελαδινό γάλα/2b 0.35 0.77 1.12 0.1 0.18 
Αγελαδινό γάλα/3b 0.43 0.81 1.24 0.35 0.24 
Αγελαδινό γάλα/4b 0.39 0.74 1.13 0.35 0.20 
Μέσος όρος 0.36±0.06 0.77±0.03 1.13±0.04 0.32±0.04 0.20±0.03 
Αγελαδινό γάλα/5c 0.50 0.53 1.03 0.49 0.18 
Αγελαδινό γάλα/6c 0.42 0.70 1.12 0.38 0.19 
Αγελαδινό γάλα/7c 0.64 0.61 1.25 0.51 0.21 
Αγελαδινό γάλα/8c 0.58 0.86 1.44 0.40 0.25 
Αγελαδινό γάλα/8d 0.60 1.07 1.67 0.36 0.20 
Μέσος όρος 0.54±0.09 0.68±0.14 1.21±0.18 0.45±0.07 0.21±0.03 
Κατσικίσιο γάλα/1 0.36 0.53 0.89 0.40 0.18 
Κατσικίσιο γάλα/2 0.18 0.25 0.44 0.41 0.18 
Κατσικίσιο γάλα/3 0.22 0.47 0.69 0.32 0.29 
Κατσικίσιο γάλα/4 0.23 0.47 0.70 0.33 0.32 
Μέσος όρος 0.25±0.08 0.43±0.12 0.68±0.19 0.37±0.05 0.24±0.07 
Συµπυκνωµένο γάλα/1 0.50 1.09 1.59 0.31 0.27 
Συµπυκνωµένο γάλα/2 0.58 1.25 1.83 0.32 0.28 
Συµπυκνωµένο γάλα/3 0.60 1.02 1.62 0.37 0.29 
Συµπυκνωµένο γάλα/3d 0.59 1.72 2.31 0.26 0.25 
Μέσος όρος 0.56±0.05 1.12±0.12 1.69±0.13 0.33±0.03 0.28±0.01 
UHTe/1 0.62 1.17 1.79 0.36 0.31 
UHT/2 0.66 1.26 1.92 0.34 0.18 
UHT/3 0.43 0,98 1.41 0.30 0.21 
UHT/4 0.46 1.06 1.52 0.30 0.22 
UHT/5 0.46 1.11 1.57 0.29 0.24 
UHT/6 0.66 1.27 1.93 0.34 0.31 
Μέσος όρος 0.55±0.11 1.14±0.11 1.69±0.22 0.32±0.03 0.25±0.05 

aΛόγος των 1,2-διγλυκεριδίων προς τα ολικά διγλυκερίδια 
bΦρέσκο γάλα υψηλής παστερίωσης. 
cΦρέσκο γάλα χαµηλής παστερίωσης. 
dΑνάκτηση του λίπους µε τη µέθοδο Roese-Gottlieb 
eUHT=Ultra high temperature treatment 
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Θα πρέπει να σηµειωθεί εδώ ότι τα παραπάνω συµπεράσµατα είναι τα πρώτα 

που αναφέρονται στη βιβλιογραφία. 

Η διγλυκεριδική σύσταση µπορεί να επηρεαστεί από διάφορους παράγοντες 

σχετιζόµενους µε το περιβάλλον, την κατεργασία και την αποθήκευση. Πιο 

συγκεκριµένα, η διγλυκεριδική σύσταση στα τυποποιηµένα αγελαδινά 

γάλατα, όπως φαίνεται από τον παραπάνω πίνακα, επηρεάζεται από την 

θερµική επεξεργασία του γάλατος. Γεγονός, που δεν προκαλεί έκπληξη 

εφόσον είναι γνωστή η αυξηµένη  υδρόλυση που υφίστανται τα 

τριγλυκερίδια σε υψηλές θερµοκρασίες.  



ΜΙΑ ΝΕΑ ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ∆ΙΓΛΥΚΕΡΙ∆ΙΩΝ ΣΤΟ ΓΑΛΑ 

  

 

 - -
 

 

65 

3.7.4 Επεξεργασία αποτελεσµάτων ANOVA 

Η παραπάνω ποιοτικές παρατηρήσεις οδηγούν σε χρήσιµα συµπεράσµατα 

σχετικά µε τα επίπεδα των διγλυκεριδίων και των στερολών στους διάφορους 

τύπους γαλακτικού λίπους. Ωστόσο, για την ενίσχυση της αξιοπιστίας αυτής 

της έρευνας, θεωρήθηκε απαραίτητο η διεξαγωγή ενός στατιστικού τεστ 

προκειµένου να ελεγχθεί η πιθανότητα συσχετισµού µεταξύ των ποσοστών 

των διγλυκεριδίων και στερολών και την προέλευση/κατεργασία του 

γάλακτος. Για το λόγο αυτό, τα ποσοστά των 1,2-DGs, 1,3-DGs, ολικών DGs 

και ο λόγος D, αναλύθηκαν µε τη µέθοδο της ANOVA. Ο πίνακας 

παρουσιάζει τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν για τα διάφορα είδη γάλακτος. 

Παρατηρούµε ότι εκτός από τις ολικές στερόλες, οι υπόλοιπες µεταβλητές 

ήταν σηµαντικά διαφορετικές για κάθε οµάδα ( τύπο γάλακτος), 

υποδεικνύοντας έτσι ότι η µηδενική υπόθεση θα πρέπει να απορριφθεί και οι 

µέσοι όροι µεταξύ των οµάδων για τα διάφορα δείγµατα γαλακτικού λίπους 

διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ τους. 

Πίνακας 3-7 Πίνακας αποτελεσµάτων της ANOVA 

Μεταβλητή 1,2-DG 1,3-DG Ολικά DGs D Στερόλες 

F (4,19) 13.59 40.03 30.75 8.92 2.39 

Fcritical (p = 0,05) 2.90 2.90 2.90 2.90 2.90 

p 0.000022 <0.000001 <0.000001 0.000313 0.086561 

Κατόπιν χρησιµοποιήσαµε µια µέθοδο πολλαπλών συγκρίσεων των 

µεταβλητών που αποτέλεσαν παράγοντες διαχωρισµού των διάφορων τύπων 

γάλακτος στην ANOVA µε σκοπό να δούµε ποιες από αυτές µπορούν να 

διαφοροποιήσουν καλύτερα τους διάφορους τύπους γάλακτος που 

µελετήσαµε µεταξύ τους. Για το λόγο αυτό αρχικά σκεφτήκαµε να 

χρησιµοποιήσουµε το lsd τεστ όµως αυτό απαιτεί ίδιο αριθµό δειγµάτων ανά 

οµάδα και για το λόγο αυτό καταφύγαµε στο tuckey hsd test για το οποίο δεν 

υφίσταται αυτή η προϋπόθεση, και προέκυψαν τα εξής συµπεράσµατα: 
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i. Τα 1,3-διγλυκερίδια και τα ολικά διγλυκερίδια αποτελούν 

παράγοντες διαχωρισµού µεταξύ του συµπυκνωµένου του κατσικίσιου και 

του γάλακτος µακράς διαρκείας (UHT). 

ii. Τα 1,2-διγλυκερίδια και ο λόγος D διαχωρίζουν το φρέσκο 

αγελαδινό γάλα υψηλής παστερίωσης από αυτό της χαµηλής 

παστερίωσης. 

3.7.5 Φάσµατα 1Η-NMR του γαλακτικού λίπους. 

Το µεγαλύτερο ποσοστό του γαλακτικού λίπους αποτελούν τα λιπαρά οξέα 

πού υπάρχουν στα µόρια των γλυκεριδίων. Έχουν ταυτοποιηθεί περισσότερα 

από 80 διαφορετικά λιπαρά οξέα, τα οποία είναι απλής, διπλής ή πολλαπλής 

αλυσίδας, κορεσµένα ή ακόρεστα. Τα πιο σηµαντικά από αυτά  αποτελούν το 

90% περίπου των λιπαρών οξέων και παρουσιάζονται µαζί µε την τυπική 

αναλογία τους στον Πίνακα 3.635. 

Στο παρελθόν, η φασµατοσκοπία 1Η-NMR έχει χρησιµοποιηθεί για τον 

προσδιορισµό των λιπαρών οξέων στο γαλακτικό λίπος36,37 . Λόγω όµως του 

µεγάλου αριθµού των οξέων και της σχετικά µικρής περιοχής απορροφήσεων 

στα φάσµατα πρωτονίου, οι πληροφορίες για τον ποιοτικό και ποσοτικό 

προσδιορισµό των λιπαρών οξέων είναι σχετικά περιορισµένες. Το Σχήµα 

3.4 παρουσιάζει ένα τυπικό φάσµα 1Η-NMR στα 500 MHz του γαλακτικού 

λίπους αγελάδας, ενώ τα φάσµατα των Σχηµάτων 3.4 και 3.5 παρουσιάζουν 

επιλεγµένες περιοχές του φάσµατος. Η ανάθεση των κορυφών παρουσιάζεται 

στον Πίνακα 3.7. 
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Πίνακας 3-8 Κυριότερα λιπαρά οξέα του λίπους του γάλακτος αγελάδας. 

Κορεσµένα λιπαρά οξέα Άνθρακες  % mol14 % w/w 

Βουτυρικό C(4:0) 11.8, 8.6 3.78 
Καπροϊκό C(6:0) 4.6, 3.6 2.38 
Καπρυλικό C(8:0) 1.9, 1.8 1.39 
Καπρικό C(10:0) 3.7, 3.3 3.46 
Λαυρικό C(12:0) 3.9, 3.7 4.63 
Μυριστικό C(14:0) 11.2, 11.1 12.85 
Πενταδεκανοϊκό C(15:0) 0.79 1.10 
Παλµιτικό C(16:0) 23.9, 28.9 43.74 
Επταδεκανοϊκό C(17:0) 2.1, 1.2 0.70 
Στεατικό C(18:0) 7.0, 8.8 11.28 
Ακόρεστα λιπαρά οξέα    
Παλµιτοελαϊκό οξύ C(14:1) 1.0 1.62 
Μυριστελαϊκό οξύ C(16:1) 2.6, 1.3 2.56 
Ελαϊκό  C(18:1) 24.0, 18.1 11.3 
Λινελαϊκό  C(18:2) 2.5, 1.3 1.52 
Λινολενικό  C(18:3) 0,38 1.3 
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Πίνακας 3-9 Χηµική µετατόπιση και ανάθεση των κυρίων κορυφών του 
φάσµατος 1Η NMR  γαλακτικού λίπους. 

Κορυφή δ (ppm) Πρωτόνιο  Λιπαρά οξέα  

1 0.86 -CH2CH3 

Όλα τα οξέα εκτός 
από το βουτυρικό 
και το λινολενικό 

2  0.93 -CH2CH3 Βουτυρικό οξύ 

3 0.97 -CH2CH3 Λινολενικό οξύ 

4 1.27 (CintH2)n 
Όλα τα οξέα εκτός 
από το βουτυρικό 

5 1.61 -CH2CH2COOR Όλα τα οξέα εκτός 
από το βουτυρικό 

6 1.63 -CH2CH2COOR 
Βουτυρικό οξύ 

7 1.95 CH=CHC17H2CH3 Λινολενικό οξύ 

8 1.98 -CH2CH=CH- 
Όλα τα ακόρεστα 
λιπαρά οξέα µε  cis 

δ.δ 

9 2.15 -CH2CH=CH- 
Όλα τα ακόρεστα 
λιπαρά οξέα µε 

trans δ.δ 

10 2.29 -CH2CH2COOR Όλα τα οξέα 

11 2.75 -CH=CHC11H2CH=CH- Λινολενικό, 
Λινελαϊκό οξύ 

12 2.79 -CH=CHC14H2CH=CH- Λινολενικό οξύ 

13-15 ΑΒΧ  φάσµα 
-CH2-OCOR   

             
-CH-OCOR 

Γλυκερόλη 

16 5.32 -CH=CH- 
Όλα τα ακόρεστα 
λιπαρά οξέα µε  cis 

δ.δ 

17 5.35 -CH=CH- 
Όλα τα ακόρεστα 
λιπαρά οξέα µε 

trans δ.δ 
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1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.0 ppm 

Σχήµα 3.3 Φάσµα 1Η-NMR γαλακτικού λίπους αγελάδας. 
 

0.81.01.21.41.61.82.02.22.42.62.8 ppm

12 11
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1

 

2.8 ppm

Σχήµα 3.4 Περιοχή φάσµατος 1Η-NMR (0-3 ppm) στα 500MHz, δείγµατος 
γαλακτικού λίπους.  

Τα διαλλυλικά πρωτόνια των ακόρεστων λιπαρών οξέων –λινελαϊκό, 

λινολενικό- και αλλυλικών πρωτονίων των πολυακόρεστων και ακόρεστων 

ακυλο-αλυσίδων εµφανίζονται σε δ 2.79 και 2.05, αντίστοιχα. Τα  πρωτόνια 

των C-2 και C-3 των εστεροποιηµένων λιπαρών οξέων των τριγλυκεριδίων 

εµφανίζονται σε δ 2.29 και 1.61, αντίστοιχα. H κορυφή για το πρωτόνιο του 

C-2 του βουτυρικού ξεχωρίζει και εµφανίζεται σε δ 1,63. Τα µεθυλικά 
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πρωτόνια των πολυακόρεστων οξέων εµφανίζονται σε υψηλότερες 

συχνότητες -δ 0.97 για το λινολενικό (C18:3)- σε αντίθεση µε τα υπόλοιπα 

µεθυλικά πρωτόνια των ακόρεστων και κορεσµένων οξέων που εµφανίζονται 

συνολικά σε δ 0.86. Παρατηρούµε και πάλι ότι η κορυφή του µεθυλικού 

πρωτονίου του  βουτυρικού οξέως διαχωρίζεται από τις υπόλοιπες και 

εµφανίζεται σε δ 0.93. Οι απορροφήσεις των πρωτονίων εξηγούνται από τα 

µακράς εµβέλειας φαινόµενα προστασίας και αποπροστασίας που 

δηµιουργούνται από τις χαρακτηριστικές οµάδες των cis-ακόρεστων λιπαρών 

οξέων και εστέρων. Για παράδειγµα ο διπλός δεσµός και οι καρβοξυλικές 

οµάδες που βρίσκονται µέχρι και 5 άνθρακες µακριά από τα µεθυλενικά 

πρωτόνια προάγουν τέτοιου είδους φαινόµενα. 

Η διαµόρφωση στο χώρο των πρωτονίων του διπλού δεσµού θεωρητικά 

µπορεί να προσδιοριστεί από τη σταθερά σύζευξης των µεθυλενικών 

πρωτονίων που είναι πάντα µεγαλύτερη για τους trans δεσµούς από ότι για 

τους  cis. Στην πράξη αυτό είναι σχετικά δύσκολο γιατί η διαφορά στη 

χηµική µετατόπιση των µεθυλενικών πρωτονίων των αποµονωµένων διπλών 

δεσµών είναι µικρή και παράγεται έτσι ένα πολλαπλό σήµα µε πολλές 

επικαλύψεις, το οποίο είναι πολύ δύσκολο να αναλυθεί. Η διαµόρφωση του 

διπλού δεσµού επηρεάζει επίσης τις χηµικές µετατοπίσεις των αλλυλικών 

µεθυλενικών πρωτονίων. Συγκεκριµένα, τα µεθυλενικά πρωτόνια που 

γειτονεύουν µε ένα cis διπλό δεσµό δίνουν ένα οξύτερο σήµα  σε δ 1.98 από 

αυτό που δίνουν τα πρωτόνια που γειτονεύουν µε ένα trans διπλό δεσµό, σε δ 

2.15. 

Τα ολεφινικά πρωτόνια –CH=CH- των ακόρεστων λιπαρών οξέων 

συντονίζονται σε δ 5.32 και 5.35 ppm. Τα µεθυλενικά και µεθυνικά πρωτόνια 

της γλυκερόλης είναι διατερεοτοπικά και µαζί µε το µεθινικό πρωτόνιο αυτής 

παρουσιάζουν φάσµα δεύτερης τάξης του τύπου ΑΒΧ (Σχήµα 3.6 και 

Πίνακας 3.6).  
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4.104.154.204.254.30 ppm 5.5.305.355.40

13 14 16
α) β)

ΑΒ Χ 

17

Σχήµα 3.5 Φάσµα 1Η-NMR στα 500 MHz δείγµατος γαλακτικού λίπους
Περιοχή απορρόφησης πρωτονίων της γλυκερόλης των τριγλυκεριδίων
(φάσµα ΑΒΧ).  (β) Περιοχή απορρόφησης ακόρεστων πρωτονίων των λ
οξέων. 
Η ανάθεση των κορυφών στα φάσµατα 1Η-NMR η οποία συγκεντ

στον πίνακα 3.5, έγινε µε τη βοήθεια πρότυπων ουσιών και συµφω

σχετικές πληροφορίες από τη  βιβλιογραφία38,39,40. 

3.7.6 Φάσµατα 13C- NMR του γαλακτικού λίπους. 

Περισσότερες ίσως πληροφορίες για την ποιοτική και ποσοτική σύστ

γαλακτικού λίπους σε λιπαρά οξέα µπορούν να εξαχθούν από τα φ
13C- NMR. Την τελευταία δεκαετία η χρήση του πυρηνικού µαγ

συντονισµού στη χηµεία τροφίµων αυξάνει συνεχώς. Σε αυτή την 

εξετάζουµε τα 15 πιο διαδεδοµένα λιπαρά οξέα που βρίσκοντ

τριγλυκερίδια του αγελαδινού γάλακτος µε τη φασµατοσκοπία 13C-N

σήµατα32 των λιπαρών οξέων στα φάσµατα 13C- NMR µπορ

οµαδοποιηθούν σε δέκα φασµατικές περιοχές: 

(α) την περιοχή που συντονίζονται οι καρβοξυλικοί άνθρακες C-1,

174,  
15
71 

25 ppm 

. (α) 
 
ιπαρών 

ρώνεται 

νούν µε 

αση του 

άσµατα 

νητικού 

εργασία 

αι στα 

MR. Τα 

ούν να 

 δ 172-
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(β) την περιοχή που συντονίζονται οι ακόρεστοι ολεφινικοί άνθρακες , δ 

129-131,  

(γ) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες της γλυκερόλης, δ 60-70,  

(δ) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες C-2, δ 33-36,  

(ε) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες ω-3, δ 30.5-32.5,  

(στ) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες στο εσωτερικό της 

αλειφατικής αλυσίδας των οξέων, δ 28.5-30.0,  

(ζ) την περιοχή που συντονίζονται οι αλλυλικοί άνθρακες, δ 25-27.5,  

(η) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες C-3, δ 24-26,  

(θ) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες ω2, δ 22-23,  

(ι) την περιοχή που συντονίζονται οι άνθρακες ω1, δ 13-14.5. 

Το Σχήµα 3.6 παρουσιάζει τον σκελετό και την ονοµατολογία των ατόµων 

άνθρακα των αλειφατικών αλυσίδων των κυριότερων λιπαρών οξέων που 

παρέχονται υπό τη µορφή τρι- και διγλυκεριδίων στο λίπος του γάλακτος. 

Η ανάθεση των κορυφών στα φάσµατα 13C-NMR των λιπαρών οξέων έγινε 

µε τη βοήθεια πρότυπων ουσιών και συµφωνούν µε σχετικές πληροφορίες 

από τη βιβλιογραφία41,37. Η ονοµατολογία και αρίθµηση των ατόµων 

άνθρακα των οξέων απεικονίζεται στο Σχήµα 3.6. 
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Σχήµα 3.7 Περιοχή του φάσµατος 13C-NMR που συντονίζονται οι 
καρβοξυλικοί άνθρακες. 

Από το Σχήµα 3.7 διαπιστώνουµε ότι οι καρβονυλικοί άνθρακες όλων  των 

λιπαρών οξέων των τριγλυκεριδίων εκτός του βουτυρικού, εµφανίζουν ένα 

ζεύγος κορυφών. Η κορυφή σε υψηλές συχνότητες αντιστοιχεί στα λιπαρά 

οξέα που έχουν εστεροποιηθεί στις θέσεις sn-1,3, ενώ η κορυφή σε 

χαµηλότερες συχνότητες αντιστοιχεί στα λιπαρά οξέα που έχουν 

εστεροποιηθεί στη θέση sn-2 της γλυκερόλης. Αυτή η διαφορά στις 

συχνότητες απορρόφησης παρατηρείται ανεξάρτητα από τη φύση της 

αλυσίδας των λιπαρών οξέων. Το φαινόµενο αυτό εξηγείται από το γεγονός 

ότι ο άνθρακας της καρβονυλοµάδας C=O στη θέση sn-2 δέχεται την γ- 

gauche στερεοχηµική αλληλεπίδραση  τόσο από την καρβονυλοµάδα στη 

θέση sn-1 όσο και από την καρβονυλοµάδα στη θέση sn-3. Αντίθετα οι 

καρβονυλοµάδες που βρίσκονται στις θέσεις sn-1 και sn-3 δέχονται την γ-

gauche στερεοχηµική αλληλεπίδραση µόνο από την καρβονυλοµάδα στη 

θέση sn-2. Έτσι, δηµιουργείται µια µεγαλύτερη αύξηση του ηλεκτρονιακού 

νέφους  γύρω από τον άνθρακα στη θέση sn-2 σε σχέση µε τη θέση sn-1,3 µε 
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αποτέλεσµα να διαφοροποιούνται οι χηµικές µετατοπίσεις των καρβοξυλικών 

οµάδων (C=O) στις θέσεις sn-2 και sn-1,3.  

Πίνακας 3-10 Ανάθεση των χηµικών µετατοπίσεων που εµφανίζονται στο 
φάσµα του 13C-NMR του σχήµατος στην περιοχή δ 172-174. 

Κορυφή ∆ (ppm) Καρβονυλικός 
άνθρακας

Λιπαρά οξέα 

1 173.04 C-1, sn-1,3a (S) Όλων των οξέων 

2 173.01 C-1, sn-1,3 (U) Όλων των οξέων 

3 172.84 C-1, sn-1,3 Βουτυρικό οξύ 

4 172.64 C-1, sn-2b (S)c Όλων των οξέων 

5 172.62 C-1, sn-2 (U)d Όλων των οξέων 
a sn-1,3= εστεροποίηση της γλυκερόλης στις θέσεις 1 και 3 µε το αντίστοιχο οξύ 
b sn-2= εστεροποίηση της γλυκερόλης στη θέση 2 µε το αντίστοιχο οξύ 

cS= saturated (κορεσµένα λιπαρά οξέα) 
dU= unsuturated (ακόρεστα λιπαρά οξέα) 

Στο ίδιο φάσµα παρατηρούµε ότι δεν εµφανίζεται κορυφή στα 173,46 ppm, η 

οποία αναµένεται να αντιστοιχεί στον καρβοξυλικό άνθρακα του 

εστεροποιηµένου βουτυρικού οξέως  στη θέση sn-2 της γλυκερόλης. Το 

βουτυρικό οξύ, δηλαδή, προτιµάει να εστεροποιείται στις θέσεις sn-1,3 της 

γλυκερόλης. Αυτή η παρατήρηση   συµφωνεί µε την αποακυλιωτική δράση 

της παγκρεατικής λιπάσης, η οποία έχει µελετηθεί µε τη χρήση NMR42 καθώς 

και χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδας.43 Παρατηρείται επίσης µία  

διαφοροποίηση στο συντονισµό των ανθράκων των καρβοξυλικών οµάδων 

µεταξύ κορεσµένων και ακόρεστων αλυσίδων. Οι καρβονυλικοί άνθρακες 

των κορεσµένων οξέων συντονίζονται σε µεγαλύτερες χηµικές µετατοπίσεις 

από τους αντίστοιχους άνθρακες των ακόρεστων οξέων. Η προστασία των 

καρβοξυλοµάδων στα ακόρεστα οξέα φαίνεται ότι οφείλεται στην πόλωση 

(παραµόρφωση ηλεκτρονιακού νέφους) στην οµάδα C=O από το επαγωγικό 

φαινόµενο των πολλαπλών δεσµών στην ακόρεστη αλυσίδα. Παρ’ όλα αυτά 

η παρουσία  πολλών διαφορετικών ακυλοµάδων καθιστά αδύνατη την 
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ύπαρξη ξεχωριστών σηµάτων για καθένα από τα λιπαρά οξέα λόγω 

αλληλοεπικάλυψης των κορυφών τους, µε εξαίρεση το βουτυρικό οξύ. 

(β) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 129-131 ppm.  

Στην ολεφινική περιοχή (Σχήµα 3.8) ταυτοποιούνται τα πιο διαδεδοµένα 

µονοακόρεστα λιπαρά οξέα-ελαϊκό, παλµιτελαϊκό και µυριστελαϊκό-καθώς 

και τα πιο διαδεδοµένα πολυακόρεστα  λιπαρά οξέα, το λινελαϊκό και το 

λινολενικό. Η ανάθεση  των κορυφών παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.9. 
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Οι ακόρεστοι άνθρακες (C9-C10 για τα µονοακόρεστα,  C9-C10 και C12-

C13 για τα διακόρεστα λιπαρά οξέα) εµφανίζουν δύο χαρακτηριστικά ζεύγη 

σηµάτων ανάλογα µε τη θέση εστεροποίησεις τους µε τη γλυκερόλη, (sn-1,3 

και sn-2). Η διαφορά στη χηµική µετατόπιση µεταξύ των κορυφών σε ένα 

τέτοιο ζεύγος, γίνεται µικρότερη όταν ο ολεφινικός άνθρακας βρίσκεται πιο 

κοντά στο µεθυλικό άκρο της ανθρακικής αλυσίδας του λιπαρού οξέως. Το 

γεγονός αυτό δυσκολεύει τη σαφή διάκριση των δύο κορυφών στα δ 129.85.  

 Για τους ίδιους λόγους που περιγράψαµε σε προηγούµενη παράγραφο ο 

άνθρακας ενός διπλού δεσµού που βρίσκεται πιο κοντά στην καρβονυλοµάδα 

C=O, µετατοπίζεται σε χαµηλότερες συχνότητες αν το λιπαρό οξύ είναι 

εστεροποιηµένο στη θέση sn-2 (129.52 ppm) από ότι εάν είναι 

εστεροποιηµένο στις θέσεις sn-1,3 (129.54 ppm).  

Πίνακας 3-11 Ανάθεση των χηµικών µετατοπίσεων που εµφανίζονται στο 
φάσµα του 13C-NMR στην περιοχή 129-131 ppm. 

Κορυφή δ (ppm) Άνθρακας Λιπαρά οξέα 

6 130.25 C-9 Λινολενικό οξύ 

7 130.15 C-13 Λινελαϊκό οξύ 

C-10, sn-2 Παλµιτελαϊκό οξύ, Ελαϊκό οξύ
8 129.85 

C-10, sn-1,3 Παλµιτελαϊκό οξύ, Ελαϊκό οξύ

C-9 Λινελαϊκό οξύ 
9 129.80 

C-10 Μυριστολεϊκό οξύ 

10 129.54 C-9 sn-1,3 Ελαϊκό, Παλµιτελαϊκό, 
Μυριστολεϊκό οξύ  

11 129.52 C-9 sn-2 Παλµιτελαϊκό, Ελαϊκό οξύ 

12 128.20 C-10 Λινελαϊκό οξύ 

13 127.79 C-12 Λινολενικό οξύ 
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(γ) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 60-70 ppm. 

Οι άνθρακες της γλυκερόλης εµφανίζονται στην περιοχή 60-70 ppm (Σχήµα 

3.9). Η ανάθεση  των χηµικών µετατοπίσεων βασίζεται στην υπόθεση ότι η 

µαγνητική ή µη µαγνητική ισοδυναµία, των ενώσεων αυτών, καθορίζει τον 

αριθµό των σηµάτων που θα δώσουν καθώς και την σχετική µεταξύ τους 

ένταση. Η ανάθεση των κορυφών που αντιστοιχούν στους άνθρακες της 

γλυκερόλης παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.10. Στο συγκεκριµένο πείραµα, 

γίνεται εµφανής η µεγάλη διαφορά µεταξύ των εντάσεων των κορυφών που 

αποδίδονται στα διγλυκερίδια και στα τριγλυκερίδια εξαιτίας της πολύ 

µικρής περιεκτικότητας των διγλυκεριδίων. Παρ’ όλα αυτά οι συνθήκες του 

συγκεκριµένου  πειράµατος περιλαµβάνουν µικρούς χρόνους αναµονής (2s) 

και δεν ευνοούν ώστε να γίνει εµφανής και η αναλόγια των εντάσεων µεταξύ 

των κορυφών που αποδίδονται στις θέσεις sn-2 και sn-1,3.  
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Ο άνθρακας sn-2 της γλυκερόλης είναι µετατοπισµένος σε όλα τα γλυκερίδια 

σε υψηλότερες συχνότητες από αυτές των ανθράκων sn-1,3. Από τα φάσµατα 

διαπιστώνεται ότι οι χηµικές µετατοπίσεις των ατόµων άνθρακα της 

γλυκερόλης στα τριγλυκερίδια δεν επηρεάζονται από το µήκος της 

ανθρακικής αλυσίδας καθώς και από το βαθµό ακορεστότητας του λιπαρού 

οξέως που έχει εστεροποιηθεί µε τη γλυκερόλη. 

Πίνακας 3-12 Ανάθεση των χηµικών µετατοπίσεων που εµφανίζονται στο 
φάσµα του 13C-NMR του  στην περιοχή δ 60-70. 

Κορυφή δ (ppm) Άνθρακας Λιπαρά οξέα 

14 68.80 CH, sn-2 Τριγλυκερίδια  

15 68.18 CH, sn-2 sn-1,3-διγλυκερίδια 

16 64.90 CH2 sn-1,3 sn-1,3-διγλυκερίδια 

17 61.96 CH2  sn-1,3 Τριγλυκερίδια 

(δ) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 33-36 ppm. 

Στο Σχήµα 3.10 φαίνονται οι κορυφές που αντιστοιχούν  στους άνθρακες C-2 

των λιπαρών οξέων, ενώ η απόδοση τους παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.11. 

Παρατηρούνται δύο ζεύγη κορυφών που αντιστοιχούν στις θέσεις sn-1,3 και 

sn-2 ανάλογα σε ποια θέση εστεροποιείται  η γλυκερόλη µε το λιπαρό οξύ  

και από το εάν το οξύ αυτό είναι κορεσµένο ή ακόρεστο. Παρατηρούµε 

επίσης ότι το καπροϊκό και το παλµιτελαϊκο δείχνουν µια ιδιαίτερη 

προτίµηση για τις θέσεις sn-1,3, δίνοντας µια κοινή κορυφή σε δ 33,87. Στο 

αγελαδινό γάλα το καπροϊκό οξύ έχει βρεθεί37 κυρίως στη θέση sn-1,3 ενώ το 

παλµιτολεϊκό φαίνεται να επικρατεί στη θέση sn-2 στα µικρού µεγέθους 

τριγλυκερίδια και στη θέση sn-1,3 στα τριγλυκερίδια µε µακρύτερες 

ανθρακικές αλυσίδες.  
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χήµα 3.10 Περιοχή του φάσµατος  13C-NMR 
-2 των λιπαρών οξέων.  
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18 35.77 C-2, sn-1,3 Βουτυρικό οξύ 

19 34.09 C-2, sn-2 Όλων των κορεσµένων οξέων 

20 34.08 C-2, sn-2 Όλων των ακόρεστων οξέων 

21 33.90 C-2, sn-1.3 Όλων των ακόρεστων οξέων 

22 33.88 C-2, sn-1.3 Όλων των κορεσµένων οξέων 

23 33.87 C-2, sn-1.3 Καπροϊκό, Παλµιτελαϊκό οξύ 

 

 (ε) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 30.5-32.5 ppm. 

Στην περιοχή αυτή συντονίζονται οι άνθρακες ω3 (Σχήµα 3.11) των οποίων η 

ανάθεση των κορυφών τους παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.12. 

Στο φάσµα του Σχήµατος 3.11 διακρίνονται εύκολα οκτώ κορυφές που 

αποδίδονται στο καπρικό, καπριλικό, καπροϊκό, λινελαϊκό, πενταδεκανοϊκό 

και παλµιτοελαϊκό (Πίνακας 3.12). Η κορυφή σε δ  31,84 οφείλεται στα 

στεατικό, παλµιτικό, µυριστικό,  λαυρικό ενώ η κορυφή στα δ 31.82 στα 

οξέα µυριστελαϊκό και ελαϊκό.  

Στα µικρής αλυσίδας εστεροποιηµένα λιπαρά οξέα η ταυτόχρονη επίδραση 

µεθυλοµάδας CH3 και της καρβοξυλοµάδας COOH, γίνεται αισθητή σε όλο 

το µήκος της ανθρακικής τους αλυσίδας. Σαν αποτέλεσµα εµφανίζουν 

χηµικές µετατοπίσεις ελαφρώς διαφοροποιηµένες από αυτές που δίνουν τα 

αντίστοιχα άτοµα άνθρακα στα µακράς αλυσίδας εστεροποιηµένα οξέα, τα 

οποία δεν υφίστανται, ταυτόχρονη επίδραση της µεθυλοµάδας CH3 και της 

καρβοξυλοµάδας COOH. Κατά συνέπεια, οι τέσσερις άνθρακες του 

εστεροποιηµένου βουτυρικού οξέως δίνουν διαφορετικές χηµικές 

µετατοπίσεις σε σχέση µε τα υπόλοιπα οξέα ενώ οι κορυφές του 

διαφοροποιούνται ακόµη και από τη θέση εστεροποίησης του µε την 

γλυκερόλη. Παροµοίως το καπροϊκό οξύ δίνει διαφοροποιηµένα σήµατα για 
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Πίνακας 3-14 Ανάθεση των χηµικών µετατοπίσεων που εµφανίζονται στο 
φάσµα του 13C-NMR  στην περιοχή δ 30.5-32.5. 

Κορυφή δ (ppm) Άνθρακας Λιπαρά οξέα 

24 31.84 ω3 Στεατικό, Παλµιτικό, Μυριστικό, 
Λαυρικό οξύ 

25 31.82 ω3 Μυριστελαϊκό, Ελαϊκό οξύ 

26 31.77 ω3 Καπρικό οξύ 

27 31.69 ω3 Παλµιτελαϊκό οξύ 

28 31.67 ω3 Πενταδεκανοϊκό οξύ 

29 31.56 ω3 Καπρυλικό οξύ 

30 31.43 ω3 Λινελαϊκό οξύ 

31 31.12 ω3, sn-1,3 Καπροϊκό οξύ 

(στ) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 28,5-30 ppm. 

Στην περιοχή αυτή συντονίζονται οι πυρήνες 13C των εσωτερικών ατόµων 

άνθρακα των αλειφατικών αλυσίδων και παρουσιάζεται στο Σχήµα 3.12. Οι 

κορυφές αντιστοιχούν συνήθως σε πολλά άτοµα άνθρακα των λιπαρών οξέων 

(µεθυλενικός φάκελος) και είναι από δύσκολο έως αδύνατο να 

προσδιοριστούν. 

28.228.428.628.829.029.229.429.629.8 ppm 

Σχήµα 3.12 Περιοχή του φάσµατος 13C-NMR που συντονίζονται οι εσωτερικοί 
άνθρακες των αλειφατικών αλυσίδων. 
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(ζ) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 26,5-28,0 ppm. 

Οι αλλυλικοί µεθυλενικοί άνθρακες –CH=CH-CH2- των φυσικών ακόρεστων 

λιπαρών οξέων συντονίζονται στην περιοχή του φάσµατος που εµφανίζεται 

στο Σχήµα 3.13 και η ανάθεση των κορυφών τους παρουσιάζεται στον 

Πίνακα 3.13. Οι άνθρακες αυτοί, απορροφούν σε χαµηλότερες συχνότητες 

κατά  2.5 ppm περίπου, σε σχέση µε τους εσωτερικούς µεθυλενίκους 

άνθρακες ως αποτέλεσµα της ύπαρξης γ-gauche αλληλεπίδρασης. Όπως 

αναφέραµε προηγουµένως, αυτή η στερική αλληλεπίδραση µετατοπίζει το 

συντονισµό σε υψηλότερα πεδία (µικρότερες χηµικές µετατοπίσεις). Στην 

περιοχή αυτή συντονίζονται οι άνθρακες C-8 των οξέων παλµιτελαϊκό, 

µυριστελαϊκό, ελαϊκό, λινελαϊκό και λινολενικό. Επίσης, οι άνθρακες C-11 

του ελαϊκού οξέως και  C-14 του λινολενικού οξέως, συντονίζονται στην ίδια 

περιοχή, αλλά σε χαµηλότερα πεδία. 

2727.827.9
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26.626.726.826.90 ppm 

τονίζονται οι αλλυλικοί 
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Πίνακας 3-15 Ανάθεση των χηµικών µετατοπίσεων που εµφανίζονται στο 
φάσµα του 13C-NMR  στην περιοχή δ 25-27.5 

Κορυφή δ (ppm) Άνθρακας Λιπαρό οξύ 

C-11, C-14  Παλµιτοελαϊκό, Μυριστελαϊκό, 
Ελαϊκό οξύ 

32 27.11 
C-8 Λινολενικό οξύ 

33 27.06 C-8 Παλµιτοελαϊκό, Μυριστελαϊκό, 
Ελαϊκό οξύ 

34 25.52 C-11 Λινελαϊκό, Λινολενικό οξύ 

35 25.41 C-14 Λινολενικό οξύ 

 
Στα ακόρεστα λιπαρά οξέα, ανάλογα µε το µήκος της ανθρακικής αλυσίδας, 

τα ολεφινικά άτοµα άνθρακα αποµακρύνονται σταδιακά και φτάνουν µέχρι 

και 11 άτοµα άνθρακα µακριά από την καρβοξυλική οµάδα.  Ένα 

χαρακτηριστικό αυτών των ισοµερών θέσης είναι ότι όσο αποµακρύνεται ο 

διπλός δεσµός από την καρβοξυλική οµάδα οι χηµικές µετατοπίσεις των 

αλλυλικών ανθράκων στους εστέρες των λιπαρών οξέων µετατοπίζονται σε 

υψηλότερες συχνότητες. Προκειµένου να εκτιµηθεί η θέση των  διπλών 

δεσµών σε µία τέτοια άκυλο αλυσίδα και να αποδοθούν οι αντίστοιχες 

κορυφές σε ένα φάσµα 13C-NMR πρέπει να συνεκτιµηθεί η επίδραση που 

έχει, τόσο ένας διπλός δεσµός, όσο και η καρβοξυλοµάδα στους γειτονικούς 

του άνθρακες. 

Οι διαλλυλικοί άνθρακες ( –CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-), C-11και  

C-14 του λινολενικού οξέος και ο C-11 του λινελαϊκού οξέος συντονίζονται 

σε ακόµα χαµηλότερες συχνότητες (εσωτερικό φάσµα στο Σχήµα 3.13 επειδή 

δέχονται την επίδραση γ-gauche από δύο γειτονικές µεθυλενικές οµάδες. Στο 

λινολενικό, ο C-14 από τις οµάδες C-17 και C-11 και ο C-11 από τις οµάδες C-14 

και C-8 ( βλέπε Σχήµα 3.6). 
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(η) Περιοχή χηµικών µετατοπίσεων 24-26 ppm. 

Στο Σχήµα 3.14 παρουσιάζεται η περιοχή του φάσµατος 13C-NMR που 

συντονίζονται οι άνθρακες C-3 των εστεροποιηµένων λιπαρών οξέων. Η 

ανάθεση των κορυφών γίνεται στον Πίνακα 3.14. 

Πίνακας 3-16 Ανάθεση των χηµικών µετατοπίσεων που εµφανίζονται στο 
φάσµα του 13C-NMR  στην περιοχή δ 24-26. 

Κορυφή δ (ppm) Άνθρακας Λιπαρό οξύ 

36 24.79 C-3 Λαυρικό, Στεατικό οξύ 

37 24.74 C-3 Μυριστελαϊκο, Ελαϊκό, Λινελαϊκό, 
Λινολενικό οξύ 

38 24.72 C-3 Καπρυλικό, Καπρικό οξύ 

39 24.43 C-3 Καπροϊκό οξύ 
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άνθρακα) και βουτυρικό οξύ (4 άτοµα άνθρακα). Ξεχωριστές κορυφές 

παρουσιάζουν και οι άνθρακες ω2 των οξέων λινελαϊκό (2 διπλούς δεσµούς) 

και µυριστελαϊκό οξύ  (1 διπλό δεσµό) αλλά µε αλυσίδα µικρότερου µήκους. 

Τέλος, στο ελαϊκό και παλµιτελαϊκό οξύ οι άνθρακες ω2 παρουσιάζουν την 

ίδια συχνότητα συντονισµού.   

Πίνακας 3-17 Χηµικές µετατοπίσεις στο φάσµα  13C-ΝΜR στην περιοχή          
δ 22-23.  

Κορυφή δ (ppm) Άνθρακας Λιπαρά οξέα 

40 22.58 ω2 Όλα τα υπόλοιπα οξέα 

41 22.56 ω2 Ελαϊκό, Παλµιτελαϊκό οξύ 

42 22.53 ω2 Λαυρικό οξύ 

43 22.49 ω2 Καπρυλικό οξύ 

44 22.46 ω2 Λινελαϊκό οξύ 

45 22.23 ω2 Μυριστελαϊκό οξύ 

46 22.19 ω2 Καπροϊκό οξύ 

47 18.23 ω2 (C-3) Βουτυρικό οξύ 
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Σχήµα 3.15 Περιοχή του φάσµατος  13C-ΝΜR  που συντονίζον
άνθρακα ω2 των λιπαρών οξέων. 
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3.7.7 Συµπεράσµατα για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό 

των λιπαρών οξέων στο γαλακτικό λίπος. 

Το γαλακτικό λίπος περιέχει ένα σηµαντικό αριθµό λιπαρών οξέων µικρής ή 

µεγάλης περιεκτικότητας. Η ανάλυση του φάσµατος 13C-NMR των λιπαρών 

οξέων, έδειξε ότι η  διαφορά των χηµικών µετατοπίσεων για αρκετά άτοµα 

άνθρακα των ανθρακικών αλυσίδων είναι πολύ µικρή, ώστε να είναι 

πειραµατικά αδύνατος ο διαχωρισµός τους. Παρ’ όλα αυτά, οι περιοχές όπου 

εµφανίζονται οι κορυφές των ανθράκων ω1, ω2  και  ω3  παρουσιάζουν 

αρκετές κορυφές, οι οποίες αντιστοιχούν σε µεµονωµένα λιπαρά οξέα και 

µπορούν έτσι  να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση και ποσοτικό 

προσδιορισµό αυτών των οξέων µε ολοκλήρωση. Στην περιοχή ω1 

ξεχωριστές κορυφές παρουσιάζουν τα οξέα, βουτυρικό, καπροϊκό, 

καπρυλικό, µυριστικό και λινελαϊκό (µυριστελαϊκό). Στην περιοχή ω2  

αναλύονται οι κορυφές για τα µεµονωµένα οξέα βουτυρικό, καπροϊκό, 

καπρυλικό, λαυρικό (καπρικό), µυριστελαϊκό, ελαϊκό (παλµιτελαϊκό) και 

λινελαϊκό, ενώ στην περιοχή ω3 τα οξέα, καπροϊκό, καπρικό, καπρυλικό, 

λινελαϊκό, πενταδεκανοϊκό, παλµιτελαϊκό και ελαϊκό (µυριστελαϊκό). Έτσι, 

µε την ολοκλήρωση των κορυφών σ’ αυτές τις περιοχές και τους 

κατάλληλους υπολογισµούς µπορούµε να προσδιορίσουµε ποσοτικά το 

σύνολο σχεδόν των κυριότερων λιπαρών οξέων του γαλακτικού λίπους 

(Πίνακας 3.6). Θα πρέπει να τονισθεί, ότι τα ποσοτικά πειράµατα στη 

φασµατοσκοπία 13C-NMR επηρεάζονται από το φαινόµενο ΝΟΕ και τους 

χρόνους αποδιέγερσης σπιν-πλέγµα (Τ1) των ατόµων άνθρακα της 

ανθρακικής αλυσίδας. Συνεπώς, η κατάστρωση ενός ποσοτικού 13C-NMR 

πειράµατος θα πρέπει να ακυρώσει το φαινόµενο ΝΟΕ µε την τεχνική της 

απορύθµισης της σύζευξης C-H (gated decoupling)44 και τη χρήση µεγάλων 

χρόνων αναµονής  ( > 5 T1 ), ώστε να µπορούν να αποδιεγερθούν πλήρως οι 

πυρήνες 13C πριν την εφαρµογή νέου παλµού σε ένα πείραµα παλµικού NMR 

και να εξασφαλίζεται έτσι, η µέγιστη δυνατή ένταση των κορυφών.  
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3.8 Γενικά συµπεράσµατα. 

Στην εργασία αυτή παρουσιάστηκε µια νέα µέθοδος για την ανίχνευση και 

τον ποσοτικό προσδιορισµό των διγλυκεριδίων και των στερολών  του 

γαλακτικού λίπους µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας 31P NMR. Η µέθοδος 

συνίσταται στην φωσφυτιλίωση των υδροξυλικών οµάδων των διγλυκεριδίων 

και στερολών και την ανίχνευση των φωσφιτυλιωµένων παραγώγων στο 

φάσµα 31P-NMR χρησιµοποιώντας ένα εσωτερικό πρότυπο για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό. Η ανάλυση των φασµάτων και οι ποσοτικοί υπολογισµοί 

έδωσαν νέα και χρήσιµα στοιχεία για τη συγκέντρωση των διγλυκεριδίων και 

στερολών σε σχέση µε τον τύπο του γάλακτος και το είδος της επεξεργασίας 

που υφίσταται το προϊόν. Παρατηρήθηκε ότι οι υψηλές θερµοκρασίες δεν 

παρεµποδίζουν σηµαντικά τη λιπολυτική υδρόλυση των τριγλυκεριδίων στο 

λίπος, ενώ τα επίπεδα της χοληστερόλης παραµένουν σχεδόν σταθερά. 

Η αποµόνωση και ανάκτηση του γαλακτικού λίπους έγινε µε την 

τροποποιηµένη µέθοδος Blight & Dyer, όπως αυτή περιγράφεται στη 

βιβλιογραφία. Η χρήση της µεθόδου αυτής σε σχέση µε την ευρέως 

χρησιµοποιούµενη στη βιοµηχανία µέθοδο, Rose-Gottlieb, προτιµήθηκε για 

τη διευκόλυνση στην επεξεργασία των φασµάτων 31Ρ NMR καθώς η πρώτη 

µέθοδος περιορίζει σηµαντικά την ποσότητα της λακτόζης, η οποία 

παρουσιάζει ένα πλήθος κορυφών στο φάσµα.  

Παράλληλα, λήφθηκαν φάσµατα 1Η και 13C του γαλακτικού λίπους σε µια 

προσπάθεια ταυτοποίησης των κορυφών των λιπαρών οξέων που υπάρχουν 

στο γαλακτικό λίπος. Οι απορροφήσεις των πιο σηµαντικών κορυφών 

προσδιορίστηκαν µε τη χρήση πρότυπων ουσιών και µε σύγκριση µε 

βιβλιογραφικά δεδοµένα, όπου αυτά υπήρχαν.  Θα πρέπει να σηµειωθεί, ότι 

πολλά ακόρεστα λιπαρά οξέα µακράς αλυσίδας, έχουν ταυτοποιηθεί στο 

γάλα µε  τη βοήθεια της υγρής και της αέρια χρωµατογραφίας38. Ωστόσο σε 

τέτοιου είδους αναλύσεις,  προϋποθέτουν ότι τα ακόρεστα κέντρα των 
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λιπαρών οξέων βρίσκονται στη συνήθη θέση τους, π.χ ο διπλός δεσµός του 

ελαϊκού βρίσκεται στη θέση C9-C10. Λιπαρά οξέα µε διπλούς δεσµούς σε 

διαφορετικές θέσεις  από τις προβλεπόµενες δεν µπορούν εύκολα να 

ταυτοποιηθούν στην αέρια χρωµατογραφία45 µε βάση τους χρόνους 

κατακράτησης τους, µε αποτέλεσµα να απαιτείται η χρήση και µιας δεύτερης 

αναλυτικής τεχνικής, όπως η υπέρυθρη, η υπεριώδη φασµατοσκοπία ή η 

φασµατοσκοπία µάζας. Αντίθετα η χρήση φασµατοσκοπίας 13C NMR υψηλής 

διακριτικής ικανότητας επιτρέπει την ανίχνευση  πολλών ισοµερών θέσης 

των λιπαρών οξέων και των εστέρων τους. Επιπρόσθετα, η ανάλυση των 

κορυφών µεµονωµένων λιπαρών οξέων σε ορισµένες περιοχές απορρόφησης 

επιτρέπουν τον ποσοτικό προσδιορισµό του συνόλου σχεδόν των κυριότερων 

λιπαρών  οξέων στο λίπος του γάλακτος. 
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