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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι η ανάπτυξη και η βελτιστοποίση 

µεθόδου ανίχνευσης των υδατανθράκων.  Η αναπτυχθείσα µεθοδολογία 

περιλαµβάνει το διαχωρισµό των υδατανθράκων σε χρωµατογραφική στήλη, 

την παραγώγιση αυτών σε όργανο PCD και τελικά την φθορισµοµετρική 

ανίχνευση του παραγώγου.  Η χρήση PCD µε δύο θερµοστατούµενα 

σπειράµατα αντίδρασης δίνει τη δυνατότητα πραγµατοποίησης αυτών  των 

αντιδράσεων σε ροή.  Αρχικά πραγµατοποιείται οξειδωτική διάσπαση των 

υδατανθράκων µε τη χρήση διαλύµατος υπεριωδικού νατρίου συγκέντρωσης 

0,05 Μ στους 120 0C.  Στη συνέχεια πραγµατοποιείται αντίδραση 

παραγώγισης της φορµαλδεΰδης που παράγεται από την αντίδραση  

οξειδωτικής διάσπασης µε χρήση διαλύµατος 4-άµινο-3πεντέν-όνης 6 mM το 

οποίο περιέχει επίσης οξικό αµµώνιο 0,5 Μ και θειοθειικό νάτριο 0,2 Μ, σε 

θερµοκρασία  120 0C.  Η ανίχνευση πραγµατοποιείται µε µέτρηση του 

φθορισµού του παραγώγου σε λex=402 nm και λem=520 nm.  Tα όρια 

ανίχνευσης για την γλυκόζη είναι  0,42 µg, για την µαννόζη 0,3 µg και για την 

φρουκτόζη 0,22 µg.  

Λέξεις κλειδιά: υδατάνθρακες, παραγώγιση, φθορισµός, υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 
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ABSTRACT 
 

The objective of the present work is the development and optimazation of an 

analytical method for carbohydrates.  The developed method includes the 

chromatographic separation of carbohydrates their derivatization in a Post 

Column Derivatization (PCD) system and finally the fluorometric detection of 

the derivative.  The use of PCD instrument with two thermostated reaction 

coils makes the on-line reactions possible.  Initially, the periodate oxidation of 

carbohydrates takes place with the use of 0,05 M sodium periodate at 120 0C.  

Subsequently the derivatization reaction of the formaldehyde formed from the 

above reaction is carried out with a 6 mM 4-amino-3-penten-2-one solution 

containing also 0,5 M sodium acetate and 0,2 M sodium thiosulfate.  The 

detection is based on the fluorescence of the derivative formed which is 

monitored at 520 nm (emission) with an excitation wavelength of 402 nm.  The 

detection limits of the method are 0,42 µg for glucose, 0,3 µg for mannose 

and 0,22 µg for fructose.  

 

Keywords: carbohydrates, derivatization, fluorescence, HPLC-PCD 
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1. ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

H Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (ΗΡLC) είναι µία από τις 

αποτελεσµατικότερες µεθόδους ποσοτικής και ποιοτικής ανάλυσης και είναι 

ευρύτατα διαδεδοµένη στους βιοϊατρικούς και σε άλλους τοµείς.  Η πρόοδος 

της έρευνας των υδατανθράκων σχετίζεται άµεσα µε την ανάπτυξη της HPLC 

καθόσον ο διαχωρισµός τους έχει προωθηθεί από την ανάπτυξη τεχνικών 

HPLC. Οι τεχνικές αυτές ανάλογα µε τη κινητή και τη στατική φάση της 

χρωµατογραφικής στήλης βρίσκουν εφαρµογές σε διαφορετικές κατηγορίες 

υδατανθράκων. Οι διαφορετικές συνθήκες που αναπτύχθηκαν οδήγησαν στον 

ποιοτικό αλλά και στον ποσοτικό προσδιορισµό των υδατανθράκων. 

Παρόλη την ανάπτυξη της HPLC, η ανίχνευση των διαχωρισµένων 

σακχάρων δεν είναι εύκολη. Ο βασικός λόγος για αυτό είναι ότι τα σάκχαρα 

δεν διαθέτουν κάποια φθορίζουσα ή χρωµοφόρο οµάδα.  Η ύπαρξη αυτών 

των ιδιοτήτων όµως είναι απαραίτητη για την ανίχνευση ενώσεων οι οποίες 

βρίσκονται σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις µέσα σε πολύπλοκα βιολογικά 

κυρίως δείγµατα όπως είναι το αίµα, τα ούρα και οι ιστοί. Επιπλέον, η µεγάλη 

ευαισθησία που προσφέρουν οι µέθοδοι ανίχνευσης που στηρίζονται στις 

οπτικές ιδιότητες των ενώσεων επιτρέπει την εισαγωγή πολύ µικρών ή 

αραιωµένων διαλυµάτων στο χρωµατογραφικό σύστηµα, κάτι που έχει ως 

συνέπεια την µικρή µόλυνση του συστήµατος και την παράταση της ζωής της 

χρωµατογραφικής στήλης.  

Οι τεχνικές της HPLC που εφαρµόζονται στο διαχωρισµό των σακχάρων 

έχουν συνδυαστεί µε πολλούς ανιχνευτές όπως είναι οι ανιχνευτές 

απορρόφησης υπεριώδους, δείκτη διάθλασης, ο παλµικός αµπεροµετρικός, 

σκέδασης φωτός και µάζας. Όλοι οι παραπάνω ανιχνευτές έχουν τη 

δυνατότητα να ανιχνεύσουν τα σάκχαρα χωρίς τη µετατροπή τους σε άλλα 

µόρια τα οποία έχουν διαφορετικές ιδιότητες.[1,2]  Τα τελευταία χρόνια το 

ενδιαφέρον στράφηκε προς την εφαρµογή αντιδράσεων παραγώγισης των 

σακχάρων µετά την στήλη έτσι ώστε να ενισχυθεί η ευαισθησία και επιπλέον 

να είναι δυνατή η χρήση των συµβατικών φθορισµοµετρικών και 

φωτοµετρικών ανιχνευτών.[3] Έχουν αναφερθεί πολλά αντιδραστήρια 

παραγώγισης τα οποία όµως δεν είναι πάντα συµβατά µε την υγρή 
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χρωµατογραφία και επιπλέον δεν είναι κατάλληλα για την ανίχνευση όλων των 

ειδών των υδατανθράκων. 

 
 

 
ΠΑΡΑΓΩΓΙΣΗ 

 
Παραγώγιση είναι η χρήση φυσικών µεθόδων ή χηµικών αντιδράσεων 

προκειµένου να µεταβληθούν οι φυσικές ή οι χηµικές ιδιότητες του αναλύτη.  

Υπάρχουν κάποιες κατηγορίες ενώσεων των οποίων η ανίχνευση είναι 

πρακτικά αδύνατη αν δεν έχει προηγηθεί παραγώγιση.  Τέτοιες ενώσεις είναι 

τα αµινοξέα, τα σάκχαρα και τα καρβοξυλικά οξέα.   

Σε ορισµένες περιπτώσεις µια απλή φωτοχηµική ή θερµική αντίδραση 

τροποποιεί τον αναλύτη σε κάποιο παράγωγο που εµφανίζει διαφορετικές 

χρωµατογραφικές ιδιότητες ή ανιχνεύεται µε διαφορετικό τρόπο από την 

αρχική ουσία.  Σε κάποιες άλλες περιπτώσεις η δοµή του αναλύτη µπορεί να 

αλλάξει εξαιτίας µίας αλλαγής της συζυγίας ή από την προσθήκη ενός άλλου 

µορίου πάνω στον αναλύτη ώστε να σχηµατιστεί το τελικό παράγωγο.[4] 

Σε ορισµένες µεθόδους παραγώγισης το προϊόν το οποίο τελικά 

ανιχνεύουµε είναι µόνο ένα, ενώ σε άλλες περιπτώσεις ανιχνεύεται µείγµα 

προϊόντων.[5] 
Η πιο δηµοφιλής µέθοδος παραγώγισης είναι η µετατροπή των 

αναλυτών σε χρωµοφόρα ή φθορίζοντα µόρια.  Ο βασικός λόγος είναι ότι η 

ευαισθησία της φωτοµετρικής και ιδιαίτερα της φθορισµοµετρικής ανίχνευσης 

είναι πολύ µεγάλη. Συνεπώς η χρήση φθορισµοµετρικής ανίχνευσης δίνει τη 

δυνατότητα επίτευξης πολύ χαµηλών ορίων ανίχνευσης.  
Οι περισσότερες αντιδράσεις παραγώγισης βασίζονται σε οµογενείς 

αντιδράσεις διαλυµάτων. Πρόσφατα ξεκίνησαν να χρησιµοποιούνται και 

αντιδράσεις στερεάς φάσης µε µεγάλη επιτυχία.[6] 
 
2.1. ΓΙΑΤΙ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΜΕ ΠΑΡΑΓΩΓΙΣΗ 
 

Γενικά η χηµική παραγώγιση χρησιµοποιείται για την βελτίωση της 

ευαισθησίας µιας µεθόδου κατά την ανίχνευση µιας ένωσης. Αυτό 



 3

επιτυγχάνεται µε τη µετατροπή µίας δύσκολα ανιχνεύσιµης ένωσης σε ένα 

παράγωγο το οποίο ανιχνεύεται εύκολα.[7] Η παραγώγιση επίσης αυξάνει 

κατά πολύ την επιλεκτικότητα της µεθόδου. Από το µείγµα των προς ανάλυση 

ουσιών αντιδρούν επιλεκτικά ορισµένες ουσίες και συνεπώς ελαττώνονται οι 

τυχόν παρεµβολές.  

Η παραγώγιση διακρίνεται σε δύο βασικές κατηγορίες (α) την 

παραγώγιση πριν τη στήλη και (β) τη παραγώγιση µετά τη στήλη. Κατά την 

παραγώγιση πριν τη στήλη η αντίδραση πραγµατοποιείται πριν την είσοδο 

του αναλύτη στην χρωµατογραφική στήλη. Όταν η παραγώγιση 

πραγµατοποιείται πριν τη στήλη, τότε µεταβάλλεται επίσης και η 

χρωµατογραφική συµπεριφορά του αναλύτη.  Συνήθως η παραγώγιση πριν τη 

στήλη πραγµατοποιείται εκτός ροής του συστήµατος χρωµατογραφίας.  

Στην παραγώγιση µετά τη στήλη η αντίδραση πραγµατοποιείται µετά την 

έξοδο του αναλύτη από τη στήλη και πριν την είσοδό του στο ανιχνευτή. Η 

παραγώγιση µετά τη στήλη πραγµατοποιείται συνήθως στη ροή της 

χρωµατογραφικής διάταξης.  

Γενικότερα, δεν έχει τόσο µεγάλη σηµασία που πραγµατοποιούνται οι 

αντιδράσεις παραγώγισης αλλά το πως αυτές βελτιώνουν το διαχωρισµό και 

την ανίχνευση. Η παραγώγιση ουσιών στη χρωµατογραφία πραγµατοποιείται 

για την βελτίωση ενός ή περισσοτέρων χαρακτηριστικών της προς ανάλυση 

ένωσης, µε σκοπό τη βελτίωση της µεθόδου. Η κατάλληλη και επιλεκτική 

αντίδραση παραγώγισης µπορεί να βελτιώσει το σχήµα των κορυφών του 

χρωµατογραφήµατος, το ύψος των θεωρητικών πλακών, την επιλεκτικότητα, 

τον διαχωρισµό των ενώσεων, την απόδοση και άλλες χρωµατογραφικές 

παραµέτρους.   

Έτσι η εφαρµογή της παραγώγισης έχει ως συνέπεια:  

1. Την εµφάνιση και αύξηση των οπτικών ιδιοτήτων µίας ένωσης, όπως 

είναι ο φθορισµός και η απορρόφηση. 

2. Τη µετατροπή των ιδιοτήτων µίας ένωσης ή κατηγορίας ενώσεων έτσι 

ώστε να επιτυγχάνεται καλύτερος διαχωρισµός τους από την 

χρωµατογραφική στήλη.   

3. Τη βελτίωση της διακριτικής ικανότητας µιας µεθόδου για ένα 

συγκεκριµένο µόριο ενός περίπλοκου µίγµατος. 
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4. Την επιλεκτική ανίχνευση ενός αναλύτη µέσω επιλεκτικής αντίδρασης 

παραγώγισης. 

5. Την βελτίωση των αναλυτικών χαρακτηριστικών µιας µεθόδου όπως 

είναι η ευαισθησία και το όριο ανίχνευσης. Αυτό µπορεί να επιτευχθεί 

µε την µετατροπή του αναλύτη σε περισσότερα από ένα ανιχνεύσιµα 

προϊόντα. 

Με τη χρήση τεχνικών που χρησιµοποιούν ενζυµικές µετατροπές είναι 

δυνατόν να παραχθούν από τον αναλύτη περισσότερα από ένα διαφορετικά 

προϊόντα των οποίων το σήµα ανίχνευσης θα είναι ενισχυµένο σε σχέση µε το 

σήµα ανίχνευσης του αρχικού αναλύτη.  Η ιδέα κατά την οποία παράγονται 

πολλά προϊόντα από έναν αναλύτη µέσω ενζυµικών αντιδράσεων είναι µία 

σηµαντική τεχνική η οποία έχει βρει πολλές εφαρµογές στην HPLC. [8,9,10] 
 

2.2. ΚΑΤΗΓΟΡΙΕΣ ΠΑΡΑΓΩΓΙΣΗΣ 
 
2.2.1. Παραγώγιση εντός και εκτός ροής χρωµατογραφίας  
 

Η παραγώγιση των µορίων διακρίνεται σε ορισµένες κατηγορίες ανάλογα 

µε το που και πότε πραγµατοποιείται. Έτσι αρχικά διακρίνεται σε παραγώγιση 

εκτός ροής και σε ροή.  Στην παραγώγιση εκτός ροής τα προς ανάλυση µόρια 

αντιδρούν και µετατρέπονται στο επιθυµητό παράγωγο εκτός του συστήµατος 

HPLC.  Κατά την παραγώγιση σε ροή οι αντιδράσεις παραγώγισης αποτελούν 

ένα µέρος της ανάλυσης και ενσωµατώνονται στην οργανολογία της HPLC, 

ενώ πρέπει να είναι συγκεκριµένης χρονικής διάρκειας και µεγάλης απόδοσης 

στο παράγωγο που ανιχνεύεται.  

 
2.2.2. Σύγκριση παραγώγισης πριν και µετά τη στήλη 
 

Οι δύο τρόποι παραγώγισης, πριν και µετά τη στήλη, έχουν 

πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα διαφορετικά ο καθένας και συνεπώς 

χρησιµοποιούνται σε διαφορετικές περιπτώσεις. 

Στην παραγώγιση µετά την στήλη, οι ουσίες όταν φτάνουν στο 

αντιδραστήριο παραγώγισης έχουν ήδη διαχωριστεί. Για το λόγο αυτό η 

αντίδραση παραγώγισης δεν είναι υποχρεωτικό να δίνει µόνο ένα σταθερό 
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προϊόν.  Πολλές αντιδράσεις δίνουν και παραπροϊόντα τα οποία συνήθως δεν 

ανιχνεύονται στις συνθήκες στις οποίες ανιχνεύεται το κύριο προϊόν, και άρα 

δεν αποτελούν πρόβληµα. Επιπλέον, το γεγονός ότι η αντίδραση 

πραγµατοποιείται µετά το διαχωρισµό του προς ανάλυση µίγµατος, παρέχει 

τη δυνατότητα να διακρίνονται ακόµα και ενώσεις οι οποίες µετά την 

παραγώγιση δίνουν το ίδιο προϊόν.   

Η µέθοδος αυτή όµως έχει πολλούς περιορισµούς οι οποίοι πρέπει να 

λαµβάνονται υπ’ όψιν.  Οι σηµαντικότεροι είναι: 

1. Η κινητική των αντιδράσεων πρέπει να είναι γρήγορη έτσι ώστε να 

πραγµατοποιούνται σε πολύ µικρό χρόνο δίνοντας ταυτόχρονα όσο το 

δυνατόν µεγαλύτερη απόδοση. Γενικά στις χρωµατογραφικές 

µεθόδους ο χρόνος ο οποίος µεσολαβεί από την έξοδο της προς 

ανάλυση ουσίας από τη χρωµατογραφική στήλη, µέχρι τον ανιχνευτή 

είναι περιορισµένος σε διάρκεια (1-3 λεπτά). H υγρή χρωµατογραφία 

είναι µία µέθοδος η οποία έχει τη δυνατότητα ρύθµισης ορισµένων 

παραµέτρων όπως ο όγκος και η θερµοκρασία των σπειραµάτων 

αντίδρασης καθώς και η ταχύτητα ροής των αντιδραστηρίων έτσι ώστε 

η αντίδραση να δίνει την µεγαλύτερη δυνατή απόδοση. 

2. Η ανάµιξη των διαλυτών της κινητής φάσης µε τους διαλύτες των 

αντιδραστηρίων παραγώγισης. Απαιτείται πλήρης µίξη των διαλυτών 

των αντιδραστηρίων παραγώγισης µε τους διαλύτες της κινητής φάσης 

για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης. Επιπλέον πολύ σηµαντική 

είναι και η απαίτηση για πλήρη διαλυτότητα των αντιδραστηρίων στους 

διαλύτες που χρησιµοποιούνται στο χρωµατογραφικό σύστηµα.  

3. Η ανάγκη ύπαρξης διαφοράς µεταξύ των φυσικών ή χηµικών ιδιοτήτων 

του προϊόντος παραγώγισης µε αυτές του αντιδραστηρίου 

παραγώγισης προκειµένου να επιτευχθεί ποσοτική ανίχνευση του 

αναλύτη. Αυτό επιβάλλεται καθόσον όλη η ποσότητα του διαλύµατος 

οδηγείται στον ανιχνευτή, χωρίς αποµάκρυνση της περίσσειας των 

αντιδραστηρίων. Επιπλέον, η αντίδραση παραγώγισης δεν θα πρέπει 

να σχηµατίζει ίζηµα γιατί αυτό θα έχει καταστροφικές συνέπειες στον 

ανιχνευτή και το σύστηµα ροής. 

4. Η απαίτηση για επιπλέον αντλίες για τα αντιδραστήρια παραγώγισης 

καθώς και ένα αρκετά πολύπλοκο σύστηµα για την επίτευξη των 
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κατάλληλων συνθηκών προκειµένου να πραγµατοποιηθούν οι 

αντιδράσεις παραγώγισης.[4] 

Η παραγώγιση πριν τη στήλη έχει διαφορετικά πλεονεκτήµατα και 

µειονεκτήµατα από αυτά που παρουσιάστηκαν παραπάνω και εποµένως 

εφαρµόζεται σε διαφορετικές περιπτώσεις. Στις περισσότερες εφαρµογές η 

αντίδραση πραγµατοποιείται εκτός του συστήµατος της χρωµατογραφίας. Τα 

πλεονεκτήµατα που παρουσιάζει η µέθοδος είναι τα παρακάτω: 

1. Αύξηση του ορίου ανίχνευσης εφόσον δεν υπάρχει περιορισµός στον 

χρόνο αντίδρασης, καθόσον η αντίδραση πραγµατοποιείται εκτός του 

χρωµατογραφικού συστήµατος.[11]  
2. ∆υνατότητα χρήσης µιας ευρείας ποικιλίας διαλυτών. Εφόσον η 

αντίδραση πραγµατοποιείται εκτός χρωµατογραφικού συστήµατος οι 

διαλύτες των αντιδραστηρίων παραγώγισης δεν είναι υποχρεωτικό να 

αναµιγνύονται µε την κινητή φάση.  

3. ∆υνατότητα χρήσης µεγάλης ποικιλίας αντιδραστηρίων, ακόµα και 

διαβρωτικών, εφόσον δεν εισέρχονται στο χρωµατογραφικό σύστηµα.  

4. Τέλος η µέθοδος αυτή επιτρέπει την εφαρµογή αντιδράσεων κατά τις 

οποίες προσκολλούνται µόρια στην προς ανάλυση ουσία και της 

προσδίδουν συγκεκριµένες ιδιότητες, όπως είναι για παράδειγµα ο 

φθορισµός και η απορρόφηση.  

Η παραγώγιση πριν τη στήλη που πραγµατοποιείται εντός ή εκτός 

συστήµατος χρωµατογραφίας παρουσιάζει και σηµαντικά µειονεκτήµατα:   

1. Θα πρέπει να αποµακρύνεται η περίσσεια των αντιδραστηρίων 

παραγώγισης, ή εφόσον αυτό δεν είναι εφικτό, όπως για παράδειγµα 

στην περίπτωση της παραγώγισης πριν τη στήλη σε σειρά µε την 

χρωµατογραφία, θα πρέπει να διαχωρίζεται η κορυφή τους από αυτή 

του αναλύτη.  

2. Θα πρέπει ο κάθε αναλύτης να δίνει διαφορετικό προϊόν 

παραγώγισης. Σε περίπτωση που δύο ή περισσότεροι αναλύτες 

δίνουν το ίδιο προϊόν, δεν µπορούν να διαχωριστούν από την 

χρωµατογραφική στήλη. Αυτός είναι ένας σηµαντικός λόγος για τον 

οποίο χρησιµοποιείται συχνότερα η παραγώγιση µετά τη στήλη και 

συγκεκριµένα, η σε ροή παραγώγιση µετά τη στήλη.  
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Όταν η παραγώγιση πριν τη στήλη πραγµατοποιείται σε σειρά µε την 

υγρή χρωµατογραφία εκτός από τα παραπάνω µειονεκτήµατα παρουσιάζει 

και κάποιους επιπλέον περιοριστικούς παράγοντες όπως είναι:  

1. Η ανάγκη ανάµιξης της κινητής φάσης µε τους διαλύτες των 

αντιδραστηρίων παραγώγισης καθώς και η διαλυτότητα του προϊόντος 

παραγώγισης στη κινητή φάση.  

2. Ο σχηµατισµός ιζήµατος ή η έκλυση αερίου κατά την αντίδραση, διότι 

κάτι τέτοιο οδηγεί στην καταστροφή της στήλης.  

  Πολλές φορές σε µεθόδους παραγώγισης πριν τη στήλη υπάρχουν 

αυτοµατοποιηµένες συσκευές εκχύλισης ή διαχωρισµού του επιθυµητού 

µορίου. Έτσι µειώνεται κατά πολύ η επεξεργασία των δειγµάτων πριν την 

εισαγωγή τους στο σύστηµα χρωµατογραφίας.[12] 
Γενικά η αντίδραση παραγώγισης είτε πραγµατοποιείται πριν τη στήλη 

είτε µετά θα πρέπει πάντα να χαρακτηρίζεται από τα εξής γενικά 

χαρακτηριστικά: 

1. Σταθερότητα των αντιδραστηρίων παραγώγισης έτσι ώστε το σήµα 

υποβάθρου να είναι σταθερό καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης.   

2. Μικρή απόκριση του αντιδραστηρίου παραγώγισης, το οποίο βρίσκεται 

σε περίσσεια, στον ανιχνευτή. 

3. Ολοκλήρωση της αντίδρασης έτσι ώστε να ανιχνεύεται όλη η ποσότητα 

του αναλύτη.  Γενικά όµως θα πρέπει ο όγκος του υγρού έκλουσης 

που µεσολαβεί από την στήλη µέχρι τον ανιχνευτή να είναι µικρός έτσι 

ώστε να µην αλλοιώνονται τα χαρακτηριστικά της κορυφής.  

Εποµένως εάν η αντίδραση πραγµατοποιείται σχετικά αργά και 

προκειµένου να αυξήσουµε την ταχύτητά της, δεν θα πρέπει να 

αυξάνουµε τον όγκο του σπειράµατος αντίδρασης αλλά την 

θερµοκρασία της αντίδρασης.  

4. Επαναληψιµότητα έτσι ώστε κάθε φορά ο ανιχνευτής να δίνει το ίδιο 

σήµα για τον ίδιο αναλύτη.   

5. ∆ιαλυτότητα όλων των µορίων που υπάρχουν στο σύστηµα. 
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3. Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ 

 

Οι υδατάνθρακες βρίσκονται σε κάθε ζωντανό οργανισµό και απαντούν 

στην καθηµερινή ζωή µας. Η ζάχαρη και το άµυλο βρίσκονται στις τροφές, η 

κυτταρίνη στο ξύλο, το χαρτί και το βαµβάκι. Τροποποιηµένοι υδατάνθρακες 

συνιστούν µέρος του εξωτερικού των κυττάρων, άλλοι απαντούν στα µόρια 

των DNA που µεταφέρουν γενετικές πληροφορίες, ενώ άλλοι 

χρησιµοποιούνται ως φάρµακα. 

Η ονοµασία υδατάνθρακας προέρχεται ιστορικά από το γεγονός ότι η 

γλυκόζη, ο πρώτος απλός υδατάνθρακας ο οποίος αποµονώθηκε, έχει την 

µοριακή δοµή C6H12O6 και αρχικά θεωρήθηκε ότι είναι «υδρίτης του άνθρακα, 

C6(H2O)6». H άποψη αυτή σύντοµα εγκαταλείφθηκε αλλά η ονοµασία 

παρέµεινε. 

Οι υδατάνθρακες σχηµατίζονται στα φύλλα των φυτών από τις απλές 

ενώσεις διοξείδιο του άνθρακα και νερό, οι οποίες αντιδρούν και σχηµατίζουν 

(+)-γλυκόζη. Για να πραγµατοποιηθεί αυτή η διεργασία απαιτείται η 

καταλυτική δράση της χλωροφύλλης και η ύπαρξη ενέργειας υπό την µορφή 

φωτός. Στην συνέχεια µε βάση µόρια (+)-γλυκόζης βιοσυντίθενται τα πολύ 

µεγαλύτερα µόρια της κυτταρίνης, η οποία υπάρχει στον φλοιό στήριξης του 

φυτού. Επίσης τα µόρια της (+)-γλυκόζης µπορούν να δώσουν άµυλο αν 

συνδυαστούν κατά έναν διαφορετικό τρόπο. Έχει υπολογιστεί ότι πάνω από 

το 50% του καθαρού βάρους της βιοµάζας της γης, αποτελείται από 

πολυµερή της γλυκόζης. Το άµυλο και η κυτταρίνη κατά την χρησιµοποίησή 

τους ως τροφή από ένα ζώο, διασπώνται στην αρχική δοµική τους µονάδα, 

την (+)-γλυκόζη. Η (+)-γλυκόζη µεταφέρεται µέσω του αίµατος στους ιστούς 

όπου οξειδώνεται τελικώς προς διοξείδιο του άνθρακα και νερό, µε 

ταυτόχρονη απελευθέρωση ενέργειας. Εποµένως, οι υδατάνθρακες δρουν 

σαν ένα χηµικό ενδιάµεσο µε το οποίο η ηλιακή ενέργεια αποθηκεύεται και 

χρησιµοποιείται για την συντήρηση της ζωής.[13] 

 

6 CO2 + 6 H2O             6 O2 + C6H12O6             Κυτταρίνη, Άµυλο 
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Η γλυκόζη αποθηκεύεται στο ήπαρ υπό την µορφή γλυκογόνου το οποίο 

διασπάται όταν υπάρχει ενεργειακή ανάγκη στον οργανισµό. Επίσης, 

ορισµένη ποσότητα γλυκόζης µετατρέπεται σε λίπη ενώ άλλη ποσότητα µέσω 

καταβολικών διεργασιών αντιδρά µε ενώσεις που περιέχουν άζωτο και 

σχηµατίζονται τα αµινοξέα, τα οποία είναι οι δοµικές µονάδες των πρωτεϊνών, 

οι οποίες αποτελούν ένα µεγάλο µέρος του σώµατος των ζώων.  

Ο ανθρώπινος οργανισµός αλλά και τα περισσότερα θηλαστικά δεν 

διαθέτουν τα απαραίτητα ένζυµα για την πέψη της κυτταρίνης. Εποµένως ως 

διαιτητική πηγή υδατανθράκων χρησιµοποιούν το άµυλο. Αντίθετα τα 

µηρυκαστικά ζώα όπως είναι τα βοοειδή, φέρουν στο στοµάχι τους 

µικροοργανισµούς οι οποίοι είναι ικανοί να διασπάσουν την κυτταρίνη σε 

γλυκόζη. Εποµένως όταν το κρέας αυτών των ζώων χρησιµοποιείται ως 

τροφή από τον άνθρωπο, η αποθηκευµένη ενέργεια της κυτταρίνης 

µεταφέρεται έµµεσα µέσω της βιολογικής αλυσίδας.  

 

3.1. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΤΩΝ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 
 

3.1.1. Μονοσακχαρίτες 
 

Οι υδατάνθρακες γενικά ταξινοµούνται σε δύο κατηγορίες, στους απλούς  

και στους σύνθετους. Απλά σάκχαρα ή µονοσακχαρίτες είναι υδατάνθρακες 

όπως η D-γλυκόζη και η D-φρουκτόζη, τα οποία δεν µπορούν να υδρολυθούν 

σε µικρότερα µόρια.  

Η D-γλυκόζη είναι ο κύριος υδατάνθρακας στο ανθρώπινο σώµα, αν και 

µε αυτή τη µορφή καταναλώνεται σε µικρή ποσότητα. Προέρχεται κυρίως από 

τη διάσπαση του αµύλου και έχει την ιδιότητα να στρέφει το επίπεδο του 

πολωµένου φωτός δεξιόστροφα. Η D-φρουκτόζη έχει τον ίδιο µοριακό τύπο µε 

την γλυκόζη, αλλά τα µόριά της στρέφουν το επίπεδο του πολωµένου φωτός   

αριστερόστροφα. Οι πεντόζες, ριβόζη και δεοξυριβόζη αν και δεν λαµβάνονται 

µέσω της τροφής σε αυτή τη µορφή, αποτελούν κύρια συστατικά των 

νουκλεϊνικών οξέων. 

Εκτός από τους µονοσακχαρίτες υπάρχουν οι δισακχαρίτες και οι 

πολυσακχαρίτες. ∆ισακχαρίτες ονοµάζονται οι υδατάνθρακες οι οποίοι 
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υδρολύονται σε δύο µόρια µονοσακχαριτών, ενώ πολυσακχαρίτες 

ονοµάζονται οι υδατάνθρακες οι οποίοι υδρολύονται σε πολλά µόρια 

µονοσακχαριτών. Η υδρόλυση των πολυσακχαριτών πραγµατοποιείται σε 

όξινες συνθήκες. Οι σύνθετοι υδατάνθρακες αποτελούνται από δύο ή 

περισσότερα απλά σάκχαρα που είναι ενωµένα µεταξύ τους. Η σουκρόζη, για 

παράδειγµα, η οποία αποτελείται από ένα µόριο D-φρουκτόζης και ένα µόριο 

D-γλυκόζης είναι ένας δισακχαρίτης. Η σουκρόζη στρέφει το επίπεδο του 

πολωµένου φωτός δεξιόστροφα. Όταν υδρολυθεί στα µόρια από τα οποία 

αποτελείται το µίγµα το οποίο προκύπτει ονοµάζεται «ιµβερτοποιηµένο 

διάλυµα» επειδή στρέφει το επίπεδο του πολωµένου φωτός αριστερά. Η 

λακτόζη είναι ένας δισακχαρίτης ο οποίος αποτελείται από γλυκόζη και 

γαλακτόζη. Επειδή η λακτόζη βρίσκεται στο γάλα, απαντά µόνο στα 

θηλαστικά. Η µαλτόζη αποτελείται από δύο µόρια γλυκόζης και σχηµατίζεται 

κατά τη διάσπαση του αµύλου. 

Οµοίως, η κυτταρίνη η οποία αποτελείται από πολλές εκατοντάδες µόρια 

γλυκόζης ενωµένα µεταξύ τους είναι ένας πολυσακχαρίτης. Ένας άλλος 

σηµαντικός πολυσακχαρίτης είναι το άµυλο. [13,14] 

Οι µονοσακχαρίτες ταξινοµούνται περαιτέρω σε αλδόζες και κετόζες. 

Αλδόζες ονοµάζονται όταν στο µόριο τους περιέχουν αλδεϋδική οµάδα, ενώ 

κετόζες ονοµάζονται όταν περιέχουν κετονοµάδα. Η κατάληξη –όζη και στις 

δύο περιπτώσεις υποδηλώνει την κατηγορία των υδατανθράκων. Επιπλέον 

ένας µονοσακχαρίτης ονοµάζεται τριόζη, τετρόζη, πεντόζη, εξόζη, ανάλογα µε 

τον αριθµό ατόµων άνθρακα που περιέχει. Οι περισσότεροι από τους 

µονοσακχαρίτες που υπάρχουν στη φύση είναι πεντόζες και εξόζες. Τρία 

παραδείγµατα µονοσακχαριτών φαίνονται στο σχήµα 1. 

 

CH2OH

CH2OH

HOH
OHH
OHH

O

CHO

CH2OH

OHH
HOH
OHH
OHH

CHO

CH2OH

OHH
OHH

OHH

 
 D-Γλυκόζη  

(αλδοεξόζη) 
D-Ριβόζη 

(αλδοπεντόζη) 
D-Φρουκτόζη  
(κετοεξόζη) 
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Σχήµα 1. Τρεις διαφορετικοί τύποι µονοσακχαριτών 

 

• Υδατάνθρακες κυκλικής δοµής  
Οι µονοσακχαρίτες στην φύση υπάρχουν σαν κυκλικά ή ανοικτής 

αλυσίδας µόρια συνήθως σε αναλογία 99/1.[15] Η κυκλική δοµή τους συχνά 

αποτελεί πρόβληµα για την ανάπτυξη µεθόδων ανίχνευσης µε αντιδράσεις 

παραγώγισης.  

Η κυκλική δοµή των υδατανθράκων οφείλεται στην ύπαρξη 

υδροξυλοµάδων και αλδεϋδοµάδας στο ίδιο µόριο. Οι αλκοόλες γενικά όταν 

αντιδράσουν µε ένα µόριο αλδεΰδης ή κετόνης, µέσω µιας αντιστρεπτής 

πυρηνόφιλης προσθήκης, σχηµατίζουν ηµιακετάλες σύµφωνα µε την 

αντίδραση: 

 

C
R H

O

+ R'OH C

OH

O
R

H R'

 
 

Σχήµα 2. Σχηµατισµός ηµιακετάλης 
 

Εάν η υδροξυλοµάδα και η καρβονυλοµάδα βρίσκονται στο ίδιο µόριο, 

µπορεί να γίνει µια ενδοµοριακή πυρηνόφιλη προσθήκη, προς σχηµατισµό 

µιας κυκλικής ηµιακετάλης. Με αυτό τον τρόπο µπορεί να σχηµατιστεί ένας 

πενταµελής δακτύλιος φουρανόζης, ή ένας πιο σταθερός εξαµελής δακτύλιος 

πυρανόζης. Οι πενταµελείς και οι εξαµελείς δακτύλιοι που σχηµατίζονται είναι 

ιδιαίτερα σταθερά µόρια και γι’ αυτό το λόγο οι υδατάνθρακες βρίσκονται σε 

κατάσταση ισορροπίας µεταξύ των δοµών της ανοικτής και της κλειστής 

αλυσίδας. Έτσι, για παράδειγµα, στη D-γλυκόζη το οξυγόνο του υδροξυλίου 

το οποίο βρίσκεται στον C-5 της ανθρακικής αλυσίδας αντιδρά µε την 

αλδεϋδοµάδα η οποία βρίσκεται στον C-1 και σχηµατίζεται ο κυκλικός 

εξαµελής δακτύλιος όπως φαίνεται στο σχήµα 3. Η φρουκτόζη σχηµατίζει κατά 

80% την πυρανοζικό δακτύλιο και κατά 20% τον φουρανοζικό δακτύλιο ο 

Αλδεΰδη Ηµιακετάλη 

καταλύτης
Η+  
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οποίος σχηµατίζεται µε αντίδραση µεταξύ του υδροξυλίου του C-5 και του C-2 

στον οποίο βρίσκεται το καρβονύλιο όπως φαίνεται στο σχήµα 4. Η 

συγκέντρωση της δοµής ανοικτής αλυσίδας των υδατανθράκων είναι πολύ  

µικρή (πολλές φορές είναι µικρότερη του 0,5%). Σε αντιδράσεις όπου 

απαιτούνται ανοικτής µορφής σάκχαρα η ισορροπία εύκολα µετατίθεται προς 

αυτά αφού όσο γρήγορα καταναλώνονται τόσο γρήγορα αναπληρώνονται. 

CH2OH

OHH
HOH
OHH
OHH

C
H O

O
CH2OH

OH

OH

OH

OH

H

 
 

 

Σχήµα 3. Η γλυκόζη στην κυκλική δοµή πυρανόζης 
 

 

CH2OH

CH2OH

HOH
OHH
OHH

O O

OH

OH
HOCH2

CH2OH

OH

 
 

Σχήµα 4. Η φρουκτόζη στην κυκλική δοµή φουρανόζης 

 

Όταν οι υδατάνθρακες ενώνονται µεταξύ τους για να σχηµατίσουν 

δισακχαρίτες ή πολυσακχαρίτες, βρίσκονται πάντα στην κυκλική τους 

µορφή.[13] 
Τα σάκχαρα επιπλέον ταξινοµούνται σε αναγωγικά και µη-αναγωγικά. Η 

ιδιότητα αυτή των υδατανθράκων είναι αυτή που θα µας απασχολήσει 

περισσότερο στην ανάπτυξη µεθοδολογίας ανίχνευσης των σακχάρων. Ως 

D-γλυκόζη 
D-γλυκόζη,  

δοµή πυρανόζης  

D-φρουκτόζη,  
δοµή φουρανόζης D-φρουκτόζη 
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αναγωγικά χαρακτηρίζονται εκείνα τα οποία ανάγουν το αντιδραστήριο 

Fehling (Cu2+ σε υδατικό διάλυµα τρυγικού νατρίου), το αντιδραστήριο 

Benedict (Cu2+ σε υδατικό διάλυµα κιτρικού νατρίου) ή το αντιδραστήριο 

Τollens (Ag+ σε υδατικό διάλυµα αµµωνίας). Κατά την αναγωγή των 

αντιδραστηρίων αυτών σχηµατίζεται το οξειδωµένο σάκχαρο, ενώ τα 

µεταλλοϊόντα ανάγονται όπως φαίνεται στα σχήµατα 5 και 7. Κατά την 

οξείδωση των σακχάρων οι αλδόζες µετατρέπονται σε αλδονικά οξέα. Εάν η 

οξείδωση γίνει µε το αντιδραστήριο Τollens εναποτίθεται µεταλλικός άργυρος 

στα τοιχώµατα του δοκιµαστικού σωλήνα µε αποτέλεσµα να σχηµατίζεται 

καθρέπτης. Εάν η οξείδωση πραγµατοποιηθεί µε το αντιδραστήριο Fehling ή 

το αντιδραστήριο Benedict καθιζάνει κόκκινο ίζηµα Cu2O. Εκτός από τις 

αλδόζες, τα αντιδραστήρια αυτά ανάγονται και από τις κετόζες.[15] 
Οι αλδόζες και οι κετόζες ανάγουν τα αντιδραστήρια Fehling και Tollens 

Οι αλδόζες, όπως όλες οι αλδεϋδες, είναι δυνατόν να οξειδωθούν και να 

σχηµατίσουν το αντίστοιχο αλδονικό οξύ, όπως φαίνεται στο σχήµα 5. 

 

CHO

CH2OH

OHH
HOH
OHH
OHH

COOH

CH2OH

OHH
HOH
OHH
OHH

Cu2O

 

 

Σχήµα 5. Οξείδωση των αναγωγικών σακχάρων από το διάλυµα Fehling 

 

Ανάλογα οξειδώνονται και οι κετόζες, οι οποίες όµως δεν περιέχουν 

αλδεϋδοµάδα, και από τα δύο αντιδραστήρια σύµφωνα µε το σχήµα 7. Αυτό 

συµβαίνει µε τις κετόζες γιατί σε βασικό περιβάλλον ισοµερίζονται ταχύτατα 

προς τις ανάλογες αλδόζες, µέσω µιας ακολουθίας αντιδράσεων 

ταυτοµερείωσης κετόνης-ενόλης, όπως φαίνεται στο σχήµα 6. 

 

Μπλε σύµπλοκο Cu2+, HO-, H2O 
(διάλυµα Fehling) +

D - γλυκόζη D – γλυκονικό οξύ 

κόκκινο 
ίζηµα 



 14

CH2OH

CH2OH

HOH
OHH
OHH

O

CH2OH

HOH
OHH
OHH

C
OHC

OH

H

CH2OH

HOH
OHH
OHH

C

C

OHH

H O

 
 

Σχήµα 6. Βασικώς καταλυόµενη ταυτοµερείωση κετόνης-ενόλης µέσω της οποίας η 
φρουκτόζη µετατρέπεται σε αναγωγικό σάκχαρο 

 

Λόγω της ταυτοµέρειας αυτής οι κετόζες µετατρέπονται σε α,β-δικαρβονυλικές 

ενώσεις όπως φαίνεται στο σχήµα 7.[13] 
 

CH2OH

CH2OH

HOH
OHH
OHH

O

CH2OH

OHH
OHH

O
CHO

HOH
Ag

 
 

Σχήµα 7. Οξείδωση των αναγωγικών σακχάρων από το διάλυµα Tollens 

 
 

3.1.2. ∆ισακχαρίτες  
 

Οι δισακχαρίτες περιέχουν έναν γλυκοζιτικό ακεταλικό δεσµό ανάµεσα 

στο C1 του ενός σακχάρου και µια οµάδα -ΟΗ σε οποιαδήποτε πιθανή θέση 

του άλλου σακχάρου. Συνήθως ο γλυκοζιτικός δεσµός σχηµατίζεται ανάµεσα 

στον C1 του πρώτου σακχάρου και στο –ΟΗ που βρίσκεται στο C4 του άλλου 

σακχάρου. Αυτού του είδους ο δεσµός ονοµάζεται 1,4΄ δεσµός. Ο τόνος πάνω 

στο 4 υποδηλώνει ότι ο C4 βρίσκεται σε διαφορετικό σάκχαρο από το C1.  

Ag+, NH4
+, OH-, H2O 

(διάλυµα Tollens) +

D-φρουκτόζη α,β – δικαρβονυλική 
ένωση 

(καθρέπτης)  
 

NaOH, H2O NaOH, H2O 

(ταυτοµέρεια  
κετόνης – ενόλης) 

(ταυτοµέρεια  
κετόνης – ενόλης) 

D-φρουκτόζη  Ενοδιόλη  Αλδοεξόζη 



 15

Ο γλυκοζιτικός δεσµός µπορεί να είναι είτε α είτε β τύπου. Η µαλτόζη, 

είναι ένας δισακχαρίτης ο οποίος αποτελείται από δύο D-γλυκοπυρανόζες 

συνδεδεµένες µε έναν 1,4΄-α-γλυκοζιτικό δεσµό όπως φαίνεται στο σχήµα 8.   

O

HOH
O

OH
OH

CH2OH

OH

H

O

OH
OH

CH2OH

 

Σχήµα 8. Μαλτόζη, [4-Ο-(α-D-γλυκοπυρανοζυλο)-α-D-γλυκοπυρανόζη 

 

Η κελλοβιόζη αποτελείται από δύο µόρια D-γλυκοπυρανόζης 

συνδεδεµένα µε έναν 1,4΄-β-γλυκοζιτικό δεσµό όπως φαίνεται στο σχήµα 9. 

 

H

OOH
O

OH
OH

CH2OH

H

OH

O

OH
OH

CH2OH

 

Σχήµα 9. Κελλοβιόζη, [4-Ο-(β-D-γλυκοπυρανοζυλο)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

 

Οι δύο αυτοί πολυσακχαρίτες είναι αναγωγικά σάκχαρα αφού οι 

ανωµερικοί άνθρακες που βρίσκονται στο δεξιό τµήµα τους έχουν 

ηµιακεταλικές οµάδες. Εποµένως βρίσκονται σε ισορροπία µε τις αλδεϋδικές 

δοµές ανοικτής αλυσίδας, αντίστοιχα µε τους µονοσακχαρίτες, οι οποίες 

µπορούν να ανάγουν τα αντιδραστήρια Fehling και Tollens. 

H σακχαρόζη, η γνωστή ζάχαρη, είναι η πιο διαδεδοµένη οργανική 

ένωση σε όλο τον κόσµο. Η σακχαρόζη είναι ένας δισακχαρίτης ο οποίος 

αποτελείται από ένα ισοδύναµο γλυκόζης και ένα ισοδύναµο φρουκτόζης και 

είναι ένας 1,2΄-γλυκοζίτης. Η δοµή της φαίνεται στο σχήµα 10.  

 

1 

4΄ 

1 

4΄ 
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CH2OH

O

O

OH
O

OH
OH

OH

OH

CH2OH

CH2OH

 
 

Σχήµα 10. Σακχαρόζη, [2-Ο-(α-D-γλυκοπυρανοζυλο)-β-D-φρουκτοπυρανόζη 

Η σακχαρόζη δεν είναι αναγωγικό σάκχαρο γιατί δεν περιέχει στο µόριό της 

ηµιακεταλική οµάδα. Είναι από τους λίγους δισακχαρίτες που δεν είναι 

αναγωγικός.[13] 
 

3.1.1. Πολυσακχαρίτες 
 

Οι πολυσακχαρίτες είναι ενώσεις οι οποίες οικοδοµούνται από πολλές 

δεκάδες, εκατοντάδες ή ακόµα και χιλιάδες µονάδες µονοσακχαριτών ανά 

µόριο, τα οποία ενώνονται µεταξύ τους µε γλυκοζιτικούς δεσµούς. Είναι 

φυσικά πολυµερή, τα οποία προκύπτουν από τις αλδόζες µε πολυµερισµό, µε 

ταυτόχρονη απώλεια µορίων νερού. Οι πιο διαδεδοµένοι πολυσακχαρίτες που 

υπάρχουν στη φύση είναι το άµυλο, το γλυκογόνο και η κυτταρίνη.  

 

• Άµυλο 

Το άµυλο περιέχεται σε µεγάλες ποσότητες στις πατάτες, το καλαµπόκι 

και τα δηµητριακά. Είναι πολυµερές το οποίο αποτελείται από µονοµερή 

γλυκόζης ενωµένα µεταξύ τους µε 1,4-α-γλυκοζιτικούς δεσµούς. Περιέχει ένα 

υδατοδιαλυτό κλάσµα το οποίο ονοµάζεται αµυλόζη (20%) και ένα αδιάλυτο 

στο νερό κλάσµα (80%) το οποίο ονοµάζεται αµυλοπηκτίνη.  

Η αµυλόζη αποτελείται από πολλά µόρια D-(+)-γλυκόζης τα οποία 

ενώνονται µεταξύ τους µε 1,4-γλυκοζιτικούς δεσµούς. Η αµυλοπηκτίνη 

αποτελείται επίσης από πολλές µονάδες D-(+)-γλυκόζης οι οποίες εκτός από 

1,4-α-γλυκοζιτικούς δεσµούς, σχηµατίζουν και 1,6-α-γλυκοζιτικούς δεσµούς. 

Οι 1,6-α-γλυκοζιτικοί απαντούν ανά 25 περίπου µονάδες γλυκόζης και 

1 

2΄ 
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αποτελούν διακλαδώσεις στο µόριο. Η δοµή δηλαδή της αµυλοπηκτίνης είναι 

διακλαδισµένη, σε αντίθεση µε τις δοµές της κυτταρίνης και της αµυλόζης οι 

οποίες είναι ευθύγραµµες αλυσίδες.[14] 
 

• Γλυκογόνο 

Το γλυκογόνο είναι ένας ζωικός πολυσακχαρίτης ο οποίος αποτελείται 

από περίπου 100.000 µονάδες γλυκόζης. Ο ρόλος του είναι να αποθηκεύει 

ενέργεια. Οι υδατάνθρακες που δεν καταναλώνονται άµεσα από τον 

οργανισµό µετατρέπονται σε γλυκογόνο και φυλάσσονται για µεγάλο χρονικό 

διάστηµα. Το γλυκογόνο όπως και η αµυλοπηκτίνη, έχει διακλαδισµένη δοµή 

η οποία περιέχει 1,4 και 1,6 γλυκοζιτικούς δεσµούς. [14] 
 

• Κυτταρίνη 

Η κυτταρίνη είναι το κύριο συστατικό των ξύλων και των φυτικών ινών. 

Γενικότερα προσδίδει σκληρότητα και µηχανική αντοχή στους φυσικούς 

ιστούς. Είναι αδιάλυτη στο νερό και άγευστη. Αποτελείται από µερικές χιλιάδες 

µονάδες D-(+)-γλυκόζης συνδεδεµένες µεταξύ τους µε 1,4-β-γλυκοζιτικούς 

δεσµούς. Πολλά µόρια κυτταρίνης αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και 

σχηµατίζουν ένα συσσωµάτωµα. [14] 
 

 

3.2. ΑΞΙΑ ΤΩΝ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 
 

3.2.1. Οι υδατάνθρακες στα τρόφιµα  
 

Οι υδατάνθρακες αποτελούν τα τρία τέταρτα του καθαρού βάρους όλων 

των φυτών της γης καθώς και των θαλάσσιων φυκών. Απαντούν στα 

δηµητριακά, τα λαχανικά, τα φρούτα και σε άλλα µέρη των φυτών που 

καταναλώνονται από τον άνθρωπο. Είναι φυσικό να επιλέγονται από τον 

άνθρωπο για κατανάλωση, τα φυτά εκείνα τα οποία είναι πλούσια σε 

υδατάνθρακες που µεταβολίζονται όπως είναι η σουκρόζη και το άµυλο. 

Πρέπει να σηµειωθεί, όµως, ότι οι πολυσακχαρίτες οι οποίοι δε 

αφοµοιώνονται από τον οργανισµό, υπάρχουν κυρίως στις φλούδες των 
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φρούτων. Η κατανάλωση φρούτων δρα ευεργετικά για την καλή λειτουργία του 

εντέρου. 

Η γλυκόζη υπάρχει άφθονη στα φρούτα, στο γλυκό καλαµπόκι, στο µέλι 

και σε ορισµένους βολβούς. Είναι το κύριο προϊόν που σχηµατίζεται από την 

υδρόλυση των σύνθετων υδατανθράκων κατά τη διαδικασία της πέψης και 

είναι το είδος του σακχάρου που υπάρχει στο αίµα υπό κανονικές συνθήκες. 

Οξειδώνεται στα κύτταρα για να δώσει ενέργεια και αποθηκεύεται στο συκώτι 

και στους µυς µε τη µορφή γλυκογόνου. Υπό φυσιολογικές συνθήκες το 

κεντρικό νευρικό σύστηµα χρησιµοποιεί µόνο γλυκόζη σαν κύρια πηγή 

κατανάλωσης ενέργειας. 

Η φρουκτόζη βρίσκεται µαζί µε τη γλυκόζη και τη σουκρόζη στο µέλι και 

στα φρούτα. Είναι το σάκχαρο µε τη µεγαλύτερη γλυκύτητα. Μεγάλες 

ποσότητες φρουκτόζης µπορούν να παρασκευαστούν, µε σχετικά µικρό 

κόστος, από το άµυλο και γι’ αυτό το λόγο χρησιµοποιείται στο εµπόριο ως 

γλυκαντικό. Στα αναψυκτικά, για παράδειγµα, χρησιµοποιείται για γλυκαντικό 

σχεδόν αποκλειστικά η φρουκτόζη. Η γαλακτόζη δεν υπάρχει ελεύθερη στη 

φύση αλλά παράγεται από την λακτόζη (σάκχαρο του γάλακτος) µε υδρόλυση 

κατά την διαδικασία της πέψης.[16] 

 

3.2.2  Οι υδατάνθρακες στον οργανισµό 

 
Οι υδατάνθρακες είναι η κατηγορία ενώσεων που υπάρχουν σε πολύ 

µεγάλο ποσοστό µέσα στον ανθρώπινο οργανισµό. Η κύρια λειτουργία τους 

είναι να παρέχουν ενέργεια. Το µεγαλύτερο µέρος της ενέργειας που 

καταναλώνουµε για να ζούµε είναι υπό τη µορφή υδατανθράκων. Το 80% της 

θερµιδικής πρόσληψης από τον άνθρωπο είναι υδατάνθρακες.  

Οι υδατάνθρακες για να απορροφηθούν από τον οργανισµό πρέπει να 

υδρολυθούν στους µονοσακχαρίτες από τους οποίους αποτελούνται. Έτσι 

κατανέµονται στα κύτταρα αρχικά µε την µορφή της γλυκόζης µαζί µε µικρές 

ποσότητες από άλλους µονοσακχαρίτες. Η φρουκτόζη και η γαλακτόζη 

µετατρέπονται σε γλυκόζη στο συκώτι. Ένα µεγάλο ποσοστό της γλυκόζης 

οξειδώνεται µέσω του κύκλου του κιτρικού οξέος έτσι ώστε να ικανοποιήσει τις 

ενεργειακές ανάγκες όλων των ιστών του οργανισµού. Ένα άλλο ποσοστό της 
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γλυκόζης µετατρέπεται σε άλλους απαραίτητους µονοσακχαρίτες, όπως η 

ριβόζη και η φρουκτόζη, καθώς και σε πρόδροµες ενώσεις των αµινοξέων. Η 

περίσσεια των υδατανθράκων µετατρέπεται σε γλυκογόνο ή σε λιπαρά 

οξέα.[16,17] 

Το επίπεδο της γλυκόζης στο αίµα διατηρείται σε φυσιολογικά επίπεδα 

µέσω της απελευθέρωσης της γλυκόζης από το γλυκογόνο που αποθηκεύεται 

στο συκώτι. Όταν είναι απαραίτητο, η γλυκόζη µπορεί να παραχθεί στο 

συκώτι µέσω της διαδικασίας της γλυκονεογένεσης, κατά την οποία 

βιοσυντίθεται από µη υδατανθρακικές ανθρακικές αλυσίδες, όπως των 

λιπαρών οξέων ή των αµινοξέων. Το επίπεδο της γλυκόζης στο αίµα 

διατηρείται σταθερό και ίσο µε 70-100mg/100ml.[16] 
 

3.3. ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 

3.3.1. ∆ιαχωρισµός των υδατανθράκων  

 
Οι υδατάνθρακες είναι µια πολύ περίπλοκη κατηγορία ενώσεων γιατί 

αποτελείται από πολλά διαφορετικά είδη µορίων. Οι µονοσακχαρίτες 

αποτελούνται από αλδόζες, κετόζες, αλδιτόλες, αλδονικά οξέα, ουρονικά οξέα, 

αλδαρικά οξέα κ.α. Κάθε κατηγορία από αυτές χωρίζεται σε υποκατηγορίες 

ανάλογα µε τον αριθµό των ανθράκων, ενώ κάθε  υποκατηγορία περιλαµβάνει 

διαφορετικά ισοµερή. Οι ολιγο- και οι πολυσακχαρίτες αποτελούνται από 

διαφορετικό συνδυασµό µονοσακχαριτών που είναι ενωµένοι µεταξύ τους µε 

διαφορετικό είδος δεσµών. Λόγω αυτών των διαφορών δεν υπάρχει µία γενική 

µέθοδος προσδιορισµού όλων των σακχάρων.[18] 

Η υγρή χρωµατογραφία είναι η πιο συχνά χρησιµοποιούµενη τεχνική για 

το διαχωρισµό και την ανάλυση µιγµάτων µονοσακχαριτών και 

ολιγοσακχαριτών.[19] Πολλές χρωµατογραφικές τεχνικές αναπτύχθηκαν 

αποκλειστικά για τα σάκχαρα και τις συγγενείς τους ενώσεις. Τέτοιες είναι οι 

χρωµατογραφίες υδρόφιλης αλληλεπίδρασης, η αντίστροφης φάσης και η 

ανιονανταλλακτική σε υψηλό pH.[20] 

Μια τεχνική διαχωρισµού µε υψηλή ευαισθησία είναι η ανιονανταλλακτική 

χρωµατογραφία σε υψηλό pH. Αυτή η κατηγορία διαχωρισµού χρησιµοποιεί 

έναν επιφανειακό πορώδη ανιονανταλλάκτη του οποίου οι λειτουργικές 
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οµάδες συνήθως είναι τεταρτοταγείς αµινοµάδες. Υπάρχουν όµως και άλλου 

είδους ιονανταλλακτικές στήλες για το διαχωρισµό των σακχάρων, όπως είναι 

αυτές που έχουν ως πληρωτικό υλικό οργανικά πολυµερή. Μια τέτοια στήλη 

είναι αυτή που έχει ως στατική φάση ένα συµπολυµερές στυρενίου-

διβινυλοβενζολίου πάνω στο οποίο είναι προσκολληµένες είτε θετικά 

φορτισµένες οµάδες τριµεθυλαµµωνίου είτε αρνητικά φορτισµένες 

σουλφονικές οµάδες. Μία τέτοια στήλη κατασκευάζεται µέσω ριζικού 

πολυµερισµού µονοµερών στυρενίου και 1,4-διβινυλοβενζολίου.[20] 

Υπάρχουν διασταυρούµενες συνδέσεις µεταξύ των δύο πολυµερών και όσο 

περισσότερες είναι αυτές τόσο καλύτερος είναι ο διαχωρισµός. Το πολυµερές 

υλικό φαίνεται στο σχήµα 11.  

CH CH2 CH CH CH2CH2

CH CH2 CH CH2 CH CH2CH CH2 CH CH2

CH CH2

CH

CH2 CH CH2 CH CH2

CH

CH CH2CH

 

Σχήµα 11. Πολυµερές στυρενίου-διβινυλοβενζολίου µε διακλαδούµενες διασυνδέσεις 

 

Ορισµένες εµπορικά διαθέσιµες στήλες που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία 

και χρησιµοποιούνται στην ανίχνευση των υδατανθράκων είναι οι: 

• RCX-30, Hamilton 

• HC-75, Hamilton 

• CarboPac, Dionex 
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 Η κινητή φάση που χρησιµοποιείται είναι βασικό διάλυµα, συνήθως NaOH, 

εάν πρόκειται για ανιονανταλλακτική στήλη ενώ ως κινητή φάση στις 

κατιονανταλλακτικές στήλες χρησιµοποιείται νερό  .  

Εάν δεν απαιτείται πολύ υψηλή ευαισθησία, όπως για παράδειγµα σε 

αναλύσεις δειγµάτων σακχάρων σε τρόφιµα, η χρωµατογραφία υδρόφιλης 

αλληλεπίδρασης είναι η καλύτερη επιλογή. Σε αυτή τη κατηγορία 

χρωµατογραφίας χρησιµοποιείται µία πολική πορώδης στατική φάση µε 

κινητή φάση ακετονιτρίλιο-νερό µε υψηλή περιεκτικότητα σε ακετονιτρίλιο (70-

80%). Αύξηση της συγκέντρωσης του νερού προκαλεί µείωση στο χρόνο 

κατακράτησης. Η πιο συνήθης στατική φάση της χρωµατογραφίας υδρόφιλων 

αλληλεπιδράσεων είναι σίλικα η οποία έχει χηµικά προσδεδεµένες 

πρόπυλοαµινο οµάδες και η οποία απεικονίζεται στο σχήµα 12.[21]  

 

SiO NH2

R1

R2  

Σχήµα 12. Σίλικα προσδεδεµένη µε αµινοπροπυλ-οµάδες 

 

Οι υδατάνθρακες απαντούν σε δύο ανωµερικές µορφές οι οποίες 

αλληλοµετατρέπονται. Η κινητική αυτής της µετατροπής όµως είναι αργή σε 

όξινο ή ουδέτερο pH. Ο διαχωρισµός των δύο αυτών ανωµερικών µορφών 

είναι εύκολος µε χρωµατογραφία HPLC και εποµένως κάθε σάκχαρο που 

αναλύεται µπορεί να δώσει δύο κορυφές οφειλόµενες στα ανωµερή, κάτι το 

οποίο δεν είναι επιθυµητό αφού περιπλέκει το χρωµατογράφηµα. Αντίθετα, σε 

αλκαλικό περιβάλλον η ταχύτητα της αλληλοµετατροπής των δύο ανωµερών 

αυξάνεται σηµαντικά και οι δύο ανωµερικές κορυφές ενώνονται σε µία. 

Εποµένως η άµινο-αλκυλιωµένη σίλικα η οποία παρέχει αυτό το βασικό 

περιβάλλον έχει ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα για την ανάλυση των 

υδατανθράκων έναντι των άλλων στατικών φάσεων. Οι στήλες αυτές, όµως, 

έχουν και ένα σηµαντικό µειονέκτηµα. Η υψηλή συγκέντρωση των 

αµινοµάδων (1 mol/L) στους πόρους της κινητής φάσης παρέχει ένα ισχυρά 

αλκαλικό περιβάλλον, στο οποίο όµως η σίλικα καταστρέφεται αργά. Αυτή η 
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διάλυση σχηµατίζει όξινες σιλανόλες οι οποίες αλλάζουν τοπικά το pH, ενώ 

ταυτόχρονα διασπώνται οι αµινοπροπυλο οµάδες. Εποµένως, η στατική φάση 

δεν έχει την αρχική της σύσταση και αυτό επιδρά στην ποιότητα του 

διαχωρισµού. Γι΄ αυτό, οι εµπορικά διαθέσιµες αµινοαλκυλιωµένες στήλες τα 

τελευταία χρόνια είναι σταθεροποιηµένες ώστε να µην διαλύεται η σίλικα.[20] 
Στήλες αυτής της κατηγορίας που χρησιµοποιούνται για τον διαχωρισµό των 

υδατανθράκων είναι οι: 

• PRP-X700, Hamilton 

• Supercosil LC-NH2, Supelco 

• Alltech Amino, Alltech  

 Και οι τρεις παραπάνω τύποι χρησιµοποιούν ως κινητή φάση CH3CN:H2O µε 

µεγάλη περιεκτικότητα σε CH3CN.  

Μία µέθοδος που εφαρµόστηκε σε σχεδόν όλες τις οµάδες των µονο- και 

πολυσακχαριτών είναι η ανιοανταλλακτική χρωµατογραφία µε σύµπλοκα 

βορίου. Η κινητή φάση της µεθόδου είναι ρυθµιστικό διάλυµα βορικών ιόντων 

µε pH 8-10, οπότε τα σάκχαρα ανιχνεύονται ως σύµπλοκα του βορίου. Ένα 

µειονέκτηµα της µεθόδου αυτής είναι ότι προκαλεί πλάτυνση των κορυφών 

του χρωµατογραφήµατος λόγω της συνεχούς απόσπασης των συµπλόκων 

που δηµιουργούνται, κατά την έκλουση.[22]  

 

3.3.2. Ανίχνευση των υδατανθράκων  
 

Η ανίχνευση των σακχάρων τα οποία διαχωρίζονται µε την υγρή 

χρωµατογραφία γίνεται βάση των οπτικών ή των ηλεκτροχηµικών τους 

ιδιοτήτων.  

Συνήθως χρησιµοποιούνται οι ανιχνευτές δείκτη διάθλασης ή 

απορρόφησης στο υπεριώδες.[23] Ο διαφορικός ανιχνευτής του δείκτη 

διάθλασης παρακολουθεί τις διαφορές στο δείκτη διαθλάσεως του υγρού 

έκλουσης οι οποίες προκαλούνται από την παρουσία των προς ανάλυση 

ουσιών. Το µεγάλο πλεονέκτηµα του ανιχνευτή είναι ότι αποκρίνεται σε όλες 

σχεδόν τις ενώσεις. Έχει όµως και πολλά µειονεκτήµατα όπως είναι: 
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1. Μικρή ευαισθησία (αποκρίνεται σε διαλύµατα συγκεντρώσεων 1-

10µg/ml).[24]  

2. Μικρή επιλεκτικότητα. Για το λόγο αυτό το προς ανάλυση δείγµα θέλει 

επεξεργασία ώστε να καθαριστεί πολύ καλά πριν την εισαγωγή του 

στο χρωµατογραφικό σύστηµα.  

3. Ακαταλληλότητα όταν πρόκειται για µεθόδους που απαιτούν 

βαθµιδωτή έκλουση, αφού αλλάζοντας η σύσταση της κινητής φάσης, 

αλλάζει και ο δείκτης διάθλασής της.  

4. Μεγάλη ευαισθησία σε µεταβολές της θερµοκρασίας, της πίεσης που 

αναπτύσσεται στο χρωµατογραφικό σύστηµα, καθώς και της 

ταχύτητας ροής. Αυτές οι φυσικές παράµετροι θα πρέπει να 

διατηρούνται σταθερές προκειµένου να µην αυξάνεται ο θόρυβος.  

Η ανίχνευση των σακχάρων µε τον ανιχνευτή απορρόφησης στο 

υπεριώδες γίνεται στα 190 nm. Ο ανιχνευτής αυτός παρουσιάζει:  

1. Μεγαλύτερη ευαισθησία από αυτήν του διαφορικού ανιχνευτή του 

δείκτη διάθλασης (αποκρίνεται σε διαλύµατα συγκεντρώσεων 

0,01µg/ml).[25]  

2. Καταλληλότητα για µεθόδους που απαιτούν βαθµιδωτή έκλουση. 

3. Σταθερότητα σε µεταβολές της θερµοκρασίας, της πίεσης και της 

ταχύτητας ροής. 

4. Ασθενή απορρόφηση στο µήκος κύµατος ανίχνευσης των σακχάρων. 

Τυχόν ακαθαρσίες του διαλύµατος ή του διαλύτη ίσως απορροφούν 

(εάν έχουν χρωµοφόρο οµάδα), επηρεάζοντας την ανίχνευση. 

Εποµένως το προς ανάλυση δείγµα θα πρέπει να είναι απολύτως 

καθαρό.  

Στην ανίχνευση σακχάρων ένας άλλος συχνά χρησιµοποιούµενος 

ανιχνευτής είναι ο αµπεροµετρικός ανιχνευτής. Η ηλεκτροχηµική ανίχνευση 

σακχάρων η οποία γίνεται σε συγκεκριµένο δυναµικό έχει σαν αποτέλεσµα τη 

µόλυνση του ηλεκτροδίου εργασίας, εξαιτίας των ριζών που παράγονται κατά 

την οξείδωση των σακχάρων.[26] Έτσι η απόδοση του ανιχνευτή µειώνεται. Ο 

παλµικός αµπεροµετρικός ανιχνευτής, ο οποίος χρησιµοποιείται ευρύτατα για 

την ανίχνευση των σακχάρων αντιµετωπίζει µε επιτυχία αυτό το πρόβληµα. 

Τα σάκχαρα ανιχνεύονται µετρώντας το ρεύµα το οποίο δηµιουργείται από την 

οξείδωσή τους στην επιφάνεια ενός ηλεκτροδίου χρυσού. Για να καθαριστεί το 
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ηλεκτρόδιο από τα προϊόντα της οξείδωσης αυξάνεται το δυναµικό που 

εφαρµόζεται στο ηλεκτρόδιο τόσο ώστε να οξειδωθεί η επιφάνεια του χρυσού. 

Αυτό όµως προκαλεί εκρόφηση των προϊόντων οξείδωσης των σακχάρων 

οπότε το ηλεκτρόδιο καθαρίζει. Τότε το δυναµικό του ηλεκτροδίου µειώνεται 

ώστε να αναχθεί η επιφάνεια του ηλεκτροδίου πάλι σε χρυσό. Συνολικά η 

παλµική αµπεροµετρική ανίχνευση χρησιµοποιεί τρία δυναµικά. Το ρεύµα που 

προκαλείται από την οξείδωση των υδατανθράκων µετράται κατά την 

εφαρµογή του πρώτου δυναµικού.[25, 27,28,29] Η µέθοδος αυτή είναι µια 

πολύ ευαίσθητη µέθοδος ανίχνευσης µε όριο ανίχνευσης περίπου 10 

picomoles.[24] 

Ένας άλλος ανιχνευτής ο οποίος χρησιµοποιείται σε συστήµατα υγρής 

χρωµατογραφίας για τον προσδιορισµό σακχάρων είναι ο ανιχνευτής 

σκέδασης του φωτός µετά από εξάτµιση του διαλύτη. Είναι ένας ανιχνευτής 

µάζας ο οποίος µετράει τη σκέδαση του φωτός που προκαλείται από µη 

πτητικούς αναλύτες.[30] Για να γίνει η σκέδαση του φωτός αρχικά το προς 

ανάλυση δείγµα εκνεφώνεται µε τη βοήθεια αερίου. Στη συνέχεια 

αποµακρύνεται από το εκνέφωµα η κινητή φάση, µε εξάτµιση µέσα σε θάλαµο 

υψηλής θερµοκρασίας όπου τα σταγονίδια µετατρέπονται σε στερεά 

σωµατίδια καθαρού αναλύτη. Τα σωµατίδια αυτά σκεδάζουν το φως το οποίο 

εκπέµπεται από µια (πηγή ακτινοβολίας) ακτίνα laser.[31] Είναι µία αρκετά 

ευαίσθητη µέθοδος[32,33] για την ανίχνευση  µη πτητικών ενώσεων, όπως 

είναι τα σάκχαρα, και µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε µεθόδους που 

περιλαµβάνουν βαθµιδωτή έκλουση, επηρεάζοντας σε µικρό βαθµό το σήµα 

υποβάθρου. Το µοναδικό µειονέκτηµα του ανιχνευτή αυτού είναι ότι απαιτείται 

πλήρης εξάτµιση του διαλύτη. Έτσι η τυχόν παρουσία µη πτητικών ενώσεων 

θα δηµιουργούσε αυξηµένο σήµα υποβάθρου µε αποτέλεσµα την µείωση της 

ευαισθησίας.[31] 

Τέλος τα σάκχαρα µπορούν να ανιχνευτούν από έναν φασµατογράφο 

µάζας µε τον οποίο είναι δυνατή η ανίχνευση καθώς και η ανάλυση της δοµής 

της ένωσης, εάν πρόκειται για ανάλυση πολυσακχαριτών. Βέβαια τα σάκχαρα 

τα οποία είναι πολικά, δεν ιονίζονται πολύ εύκολα, είναι θερµικά ασταθή και 

µη πτητικά. Για να ανιχνευτεί ένα σάκχαρο µε τον φασµατογράφο µάζας θα 

πρέπει να απαλλαγεί από την κινητή φάση και να µετατραπεί σε ιόν. Η σειρά 

µε την οποία γίνονται οι δύο αυτές διεργασίες εξαρτάται από τη µέθοδο 
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ιονισµού που χρησιµοποιείται. Μία µέθοδος ιονισµού που συναντάται συχνά 

στα σάκχαρα είναι η µέθοδος χηµικού ιονισµού µε ηλεκτροψεκασµό, η οποία 

είναι κατάλληλη για πολικά µόρια.[32, 33] Κατά τη µέθοδο αυτή αρχικά 

ιονίζεται το σάκχαρο µε τη βοήθεια υψηλού δυναµικού, στη συνέχεια το δείγµα 

εκνεφώνεται και εξατµίζεται ο διαλύτης και τέλος τα ιόντα οδηγούνται στον 

τετραπολικό ανιχνευτή όπου ανιχνεύεται η µάζα τους. Ο ανιχνευτής αυτός έχει 

µεγάλη ευαισθησία, το όριο ανίχνευσής του είναι περίπου 0,1 ng,[24] και είναι 
κατάλληλος για βαθµιδωτή έκλουση. Το µοναδικό του µειονέκτηµα είναι το 

πολύ υψηλό κόστος του. 

Όλοι οι ανιχνευτές που αναφέρθηκαν παραπάνω είναι δυνατόν να 

ανιχνεύσουν τους υδατάνθρακες χωρίς αυτοί να υποστούν αντίδραση 

παραγώγισης πριν ή µετά τη στήλη και να µετατραπούν σε κάποιο άλλο µόριο 

που φέρει (χαρακτηριστική) οπτικά ενεργή οµάδα. 

Είναι επιθυµητό να αναπτυχθεί µία µέθοδος ανίχνευσης σακχάρων, µε 

µεγάλη ευαισθησία και επιλεκτικότητα, η οποία να χρησιµοποιεί 

φωτοµετρικούς και φθορισµοµετρικούς ανιχνευτές οι οποίοι είναι ευρέως 

χρησιµοποιούµενοι. H χρήση των ανιχνευτών αυτών σε συνδυασµό µε την 

εφαρµογή αντιδράσεων που οδηγούν στο σχηµατισµό οπτικώς ενεργών 

µορίων, µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση του ορίου ανίχνευσης µίας 

µεθόδου. Αναπτύχθηκαν αρκετές µέθοδοι ανίχνευσης σακχάρων που 

στηρίζονται στον παραπάνω συνδυασµό, και οι οποίες αναπτύσσονται 

αναλυτικά στο επόµενο κεφάλαιο.  

 
4. ΑΝΑΛΥΣΗ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ ΜΕ HPLC-PCD. 

4.1  ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΠΑΡΑΓΩΓΙΣΗΣ ΤΩΝ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ  

 
Υπάρχουν πολλές µέθοδοι παραγώγισης των σακχάρων, µετά την έξοδό 

τους από τη χρωµατογραφική στήλη, µε τις οποίες τα σάκχαρα µετατρέπονται 

σε ενώσεις τέτοιες ώστε να ανιχνεύονται φωτοµετρικά, φθορισµοµετρικά και 

ηλεκτροχηµικά. Αρχικά, τα σάκχαρα µετατρέπονται συνήθως σε κάποια άλλη 

οργανική ένωση, όπως σε φουρφουράλες, σε φορµαλδεΰδη, σε γλυκαµίνες 

κ.α., και στη συνέχεια αντιδρούν µε κάποιο χρωµοφόρο ή φθορίζον 

αντιδραστήριο. Επιπλέον µπορούν να αντιδράσουν µε κάποιο αντιδραστήριο  
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και να σχηµατίσουν προϊόντα τα οποία ανιχνεύονται φωτοµετρικά ή 

φθορισµοµετρικά. 

 

4.1.1 Μετατροπή των υδατανθράκων σε φουρφουράλες 
 

Μια σηµαντική µέθοδος ανίχνευσης των σακχάρων είναι η κατεργασία 

τους µε ισχυρά οξέα, όπως το Η2SO4, και στη συνέχεια η αντίδρασή τους µε 

µία κατάλληλη χρωµοφόρα ουσία, όπως π.χ. φαινόλη[34], ορχινόλη[35], ή 

ινδόλιο[36], έτσι ώστε να επιτυγχάνεται η φωτοµετρική τους ανίχνευση. Σε 

αυτές τις µεθόδους τα σάκχαρα αφυδατώνονται κατά την κατεργασία τους µε 

τα ισχυρά οξέα και στη συνέχεια µετατρέπονται µε κυκλοποίηση σε κάποιο 

παράγωγο της φουρφουράλης. Το παράγωγο αυτό αντιδρά µε το µόριο που 

φέρει τη χρωµοφόρο οµάδα. Οι ολιγο- και πολυσακχαρίτες, προκειµένου να 

ανιχνευτούν φωτοµετρικά, υδρολύονται αρχικά σε µονοσακχαρίτες[37] και 

στην συνέχεια αντιδρούν µε το κατάλληλο αντιδραστήριο το οποίο τους 

µετατρέπει σε χρωµοφόρο προϊόν. 

Η παραγώγιση των σακχάρων µετά τη στήλη που στηρίζεται σε αυτή τη 

µέθοδο έχει ιστορική αξία και είναι µέχρι σήµερα πολύ σηµαντική γιατί 

επιτρέπει τη γρήγορη ανίχνευση των αναγωγικών αλλά και των µη-

αναγωγικών σακχάρων. Παρόλη την αξία της η µέθοδος αυτή παρουσιάζει 

ένα σηµαντικό µειονέκτηµα. Το ισχυρό οξύ που χρησιµοποιείται για τη 

µετατροπή των σακχάρων σε φουρφουράλες είναι διαβρωτικό αντιδραστήριο 

και αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να καταστρέφεται ολόκληρο το σύστηµα ροής 

καθώς και ο ανιχνευτής.  

Μερικές από αυτές τις αντιδράσεις των σακχάρων που αναφέρθηκαν 

παραπάνω δίνουν εκτός από έγχρωµα προϊόντα και προϊόντα που φθορίζουν, 

όπως για παράδειγµα η µέθοδος της ρεσορκινόλης σε HCl.[38] Το 

αντιδραστήριο της ρεσορκινόλης παρασκευάζεται διαλύοντας 50 mg της 

ένωσης σε 20 ml HCl περιεκτικότητας 60% v/v. Το προϊόν της αντίδρασης του 

αντιδραστηρίου αυτού µε τα σάκχαρα παρακολουθείται µε φθορισµό σε 

λex=488 nm και λem=508 nm. Αυτού του είδους οι φθορίζουσες αντιδράσεις 

όµως δεν εφαρµόζονται για παραγώγιση των σακχάρων µετά τη στήλη γιατί 

απαιτούν τη χρήση ισχυρών διαβρωτικών οξέων, σε αντίθεση µε πολλές 
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άλλες µεθόδους φθορισµού. Συνήθως χρησιµοποιούνται άλλες µέθοδοι µε 

ηπιότερες συνθήκες. 

 

4.1.2  Αντιδράσεις που στηρίζονται στην αναγωγική ικανότητα των 
υδατανθράκων 

 
Μία άλλη µέθοδος παραγώγισης των αναγωγικών σακχάρων στηρίζεται 

στην ιδιότητά τους να ανάγουν διάφορες ουσίες. Έτσι, για παράδειγµα, 

παρουσία τους, τα ιόντα Fe(III) και Cu(II) ανάγονται σε Fe(II) και Cu(I).[39] 

Εποµένως, εάν υπάρχουν ενώσεις ικανές να προσδένονται στα µέταλλα αυτά 

αποκλειστικά στη χαµηλότερη οξειδωτική τους κατάσταση και να σχηµατίζουν 

χηλικές ενώσεις οι οποίες απορροφούν στην περιοχή UV-Vis, τότε είναι 

δυνατός ο φωτοµετρικός προσδιορισµός των αναγωγικών σακχάρων. 

Ένα άλλο ιόν το οποίο ανάγουν τα αναγωγικά σάκχαρα είναι το Ce(IV) 

που το µετατρέπουν στο Ce(III). Το ανηγµένο ιόν φθορίζει και έτσι είναι 

δυνατή και η φθορισµοµετρική ανίχνευση των αναγωγικών σακχάρων.[40]  

 

4.1.3  Αντιδράσεις µε αντιδραστήρια που σχηµατίζουν φθορίζοντα 
προϊόντα 

 
Υπάρχουν πολλές αντιδράσεις παραγώγισης των σακχάρων οι οποίες 

δίνουν ως προϊόντα φθορίζοντα παράγωγα. Οι αντιδράσεις αυτές µπορούν να 

ταξινοµηθούν σε δύο κατηγορίες.  

Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν αυτές που οδηγούν στη δηµιουργία 

φθορίζοντος παραγώγου από µη φθορίζουσες ουσίες. Σε αυτή τη  περίπτωση 

το αντιδραστήριο που χρησιµοποιείται για την δηµιουργία φθορίζοντος 

προϊόντος και το οποίο δεν φθορίζει, αντιδρά µε την προς ανάλυση ένωση 

σχηµατίζοντας µόρια που περιέχουν συζυγείς δακτυλίους, και εποµένως 

φθορίζουν. Οι αντιδράσεις της κατηγορίας αυτής µπορούν να εφαρµοστούν 

στη παραγώγιση πριν και µετά τη στήλη.  

 Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν οι αντιδράσεις κατά τις οποίες γίνεται 

προσκόλληση φθορίζουσας ένωσης στο προς ανάλυση µόριο. Σε αυτή την 
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περίπτωση το αντιδραστήριο αποτελείται από ένα τµήµα το οποίο 

παρουσιάζει συζυγία και φθορίζει ισχυρά, και από ένα τµήµα το οποίο έχει 

κάποια δραστική οµάδα που αντιδρά µε το προς ανάλυση µόριο και έτσι 

σχηµατίζεται ένα φθορίζον παράγωγο το οποίο τελικά ανιχνεύεται.[41] Οι 
αντιδράσεις αυτές εφαρµόζονται µόνο στην παραγώγιση πριν τη στήλη. Οι 

αντιδράσεις παραγώγισης µπορούν να βελτιώσουν κατά πολύ την ευαισθησία 

και την επιλεκτικότητα µίας µεθόδου ανάλυσης σακχάρων. 

Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιούνται στην παραγώγιση µπορούν να 

ταξινοµηθούν ανάλογα µε τις συνθήκες αντίδρασης. Έτσι στην πρώτη 

κατηγορία είναι αντιδραστήρια όπως η αιθυλενοδιαµίνη, η 2-αιθανολαµίνη, το 

2-κυανοακεταµίδιο και η αργινίνη τα οποία επιτρέπουν τη φθορισµοµετρική 

ανίχνευση των σακχάρων σε ελαφρώς αλκαλικό ή ουδέτερο περιβάλλον µε 

χρόνο αντίδρασης περίπου 30 min.[42,43,44] Τα αναγωγικά σάκχαρα 

αντιδρώντας µε αυτές τις ενώσεις σχηµατίζουν συζυγή δακτύλιο ο οποίος 

φθορίζει. Στην άλλη κατηγορία ανήκουν αντιδραστήρια όπως οι αρυλαµιδίνες 

και οι διαρυλαιθυλενοδιαµίνες οι οποίες απαιτούν ισχυρά αλκαλικό 

περιβάλλον και χρόνο αντίδρασης λιγότερο από 15 min. [45,46,47] 

 

4.1.4 Οξειδωτική διάσπαση των υδατανθράκων και ανίχνευση των 
προιόντων αυτής. 

 

Η οξειδωτική διάσπαση των σακχάρων έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως σε 

µεθόδους παραγώγισης. Η δηµοφιλέστερη µέθοδος η οποία εφαρµόζεται, 

είναι η οξειδωτική διάσπαση των υδατανθράκων µε υπεριωδικό οξύ σύµφωνα 

µε την αντίδραση που απεικονίζεται στο σχήµα 13: 

OH
H
OH
H

HIO4 , H2O

CH

CH

O

O  
 Σχήµα 13. Οξειδωτική διάνοιξη της κυκλικής δοµής των σακχάρων 
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Ο µηχανισµός σύµφωνα µε τον οποίο πραγµατοποιείται η οξειδωτική 

διάσπαση των 1,2-διολών φαίνεται στο σχήµα 14. [15] 
 

C

C

OH

OH

C

C

O

O
I O

O

OH
HIO4 -H2O

C O HIO3++ 2

 
 
 

Γενικότερα το υπεριωδικό οξύ χρησιµοποιείται για την οξειδωτική διάσπαση 

1,2-διολών. Εάν τα δύο υδροξύλια βρίσκονται σε δακτύλιο, σχηµατίζεται µία 

δικαρβονυλική ένωση, ενώ όταν βρίσκονται σε ανοικτή ανθρακική αλυσίδα, 

τότε σχηµατίζονται δύο καρβονυλικές ενώσεις. 

Επειδή τα σάκχαρα περιέχουν πολλά ζεύγη 1,2-διολών, η οξείδωσή τους 

µε υπεριωδικό οξύ µπορεί να δώσει περίπλοκα µίγµατα προϊόντων. Επαρκής 

ποσότητα του οξειδωτικού µπορεί να προκαλέσει πλήρη αποικοδόµηση της 

ανθρακικής αλυσίδας σε ενώσεις ενός ατόµου άνθρακα. Έτσι, για 

παράδειγµα, κατεργασία της γλυκόζης µε πέντε ισοδύναµα HIO4 καταλήγει 

στο σχηµατισµό πέντε ισοδυνάµων φορµικού οξέος και ενός ισοδυνάµου 

φορµαλδεΰδης όπως φαίνεται στο σχήµα 15.  

 

CHO

CH2OH

OHH
HOH
OHH
OHH

5 HIO4

5 HCOH

O

HCH

O

+

 
 

 

Αντίστοιχα, κατεργασία της φρουκτόζης µε τα ίδια ισοδύναµα ΗΙΟ4 έχει ως 

αποτέλεσµα την αποικοδόµηση της ανθρακικής αλυσίδας, αλλά τα προϊόντα 

που σχηµατίζονται είναι διαφορετικά. Σ΄ αυτή τη περίπτωση σχηµατίζονται 

Σχήµα 15. Οξειδωτική διάσπαση της γλυκόζης µε ΗΙΟ4 

Σχήµα 14. Μηχανισµός οξειδωτικής διάσπασης 1,2-διολών από το ΗΙΟ4. 
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τρία ισοδύναµα φορµικού οξέος, δύο ισοδύναµα φορµαλδεΰδης και ένα 

ισοδύναµο διοξειδίου του άνθρακα όπως φαίνεται στην αντίδραση του 

σχήµατος 16.[15] 
  

CH2OH

CH2OH

HOH
OHH
OHH

O
5 HIO4

HCOH

O

HCH

O

+3 2 + CO2

 
 

 

Αντί για ΗΙΟ4 έχει χρησιµοποιηθεί και NaIO4, το οποίο πραγµατοποιεί την 

οξείδωση σε υψηλότερες τιµές pH.[44] Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις 

της οξειδωτικής διάσπασης των σακχάρων σχηµατίζονται αλδεΰδες.  

Με βάση τα παραπάνω θα µπορούσε να αναπτυχθεί µία µέθοδος 

ανίχνευσης σακχάρων µε παραγώγιση, κατά την οποία στο πρώτο στάδιο το 

σάκχαρο θα υποστεί οξειδωτική διάσπαση σχηµατίζοντας µίγµα 

υποπροϊόντων που αποτελείται από φορµαλδεΰδη, φορµικό οξύ και ιωδικά 

ιόντα.  Ο προσδιορισµός οποιουδήποτε από τα τρία υποπροϊόντα σε ένα 

δεύτερο στάδιο µπορεί να οδηγήσει σε ποσοτικό προσδιορισµό του 

σακχάρου. 

Μια ευρέως διαδεδοµένη αντίδραση για την παραγώγιση των αλδευδών   

είναι η αντίδραση Hantzsch. η οποία έχει σαν προϊόν πυριδινικά παράγωγα. 

Πραγµατοποιείται µε τρία αντιδρώντα, µία αλδεΰδη, µία β-δικετόνη ή β-οξο 

εστέρα και µία αµίνη όπως φαίνεται στο σχήµα 17.[42] Το πυριδινικό 

παράγωγο που σχηµατίζεται απορροφά και φθορίζει στην ορατή περιοχή.  

 

Σχήµα 16. Οξειδωτική διάσπαση της φρουκτόζης µε ΗΙΟ4 
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Η φορµαλδεΰδη µπορεί να αντιδράσει µε µία δικετόνη, όπως η 2,4-

πεντανοδιόνη, παρουσία αµµωνίας, και να δώσει ένα πυριδινικό παράγωγο, 

3,5-διακέτυλο-1,4-διυδρολουτιδίνη. Προσδιορίζοντας τη συγκέντρωση του 

παραγώγου αυτού µπορεί να προσδιοριστεί ακολούθως και η συγκέντρωση 

του σακχάρου. Η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε αρχικά από τους Samuelson και 

Stromberg. [48]    

4.2 ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 

  

Για τον προσδιορισµό των σακχάρων µε βάση την οξειδωτική τους 

διάσπαση έχουν αναπτυχθεί πολλά αυτοµατοποιηµένα συστήµατα 

χρωµατογραφίας.[48,49,50]  Στα συστήµατα αυτά η ανίχνευση 

πραγµατοποιείται φωτοµετρικά ή φθορισµοµετρικά µε βάση το πυριδινικό 

παράγωγο που προκύπτει από την αντίδραση της φορµαλδεΰδης, η οποία 

παράγεται από την οξειδωτική διάσπαση των σακχάρων, µε την 2,4-

πεντανοδιόνη που χρησιµοποιείται ως αντιδραστήριο παραγώγισης. Εκτός 

από την 2,4-πεντανοδιόνη άλλες ενώσεις για την φθορισµοµετρική ανίχνευση 

της φορµαλδεΰδης είναι η 1,3-κυκλοεξανοδιόνη και η 4-αµινο-3-πεντεν-2-

όνη.[51,52]  Παρόλο που οι παραπάνω ενώσεις έχουν χρησιµοποιηθεί σε 

συστήµατα ροής για την ανίχνευση της φορµαλδεΰδης, η χρήση τους σε 

αυτοµατοποιηµένα συστήµατα χρωµατογραφίας για τον προσδιορισµό 

σακχάρων δεν έχει αναφερθεί.   

 Το πρώτο αυτοµατοποιηµένο σύστηµα ανάλυσης σακχάρων 

αναφέρθηκε από τους Samuelson και Stromberg το 1966 [48].  Η πειραµατική 

διάταξη που χρησιµοποιήθηκε απεικονίζεται στο σχήµα 18. 

Σχήµα 14. Αντίδραση Hantzsch 
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Η κινητή φάση είναι µίγµα αιθανόλης νερού  και η ταχύτητα ροής της 

κινητής φάσης είναι 0,4 ml/min.  Για τον διαχωρισµό των σακχάρων 

χρησιµοποιήθηκε ανιονανταλλακτική στήλη.  Μετά τον διαχωρισµό τους τα 

σάκχαρα αναµιγνύονται µε το υπεριωδικό οξύ το οποίο είναι σε συγκέντρωση 

0,015 Μ και έχει ταχύτητα ροής 0,6 ml/min.  Η αντίδραση της οξειδωτικής 

διάσπασης πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου.  Στη συνέχεια το 

µίγµα αναµιγνύεται µε το δεύτερο αντιδραστήριο παραγώγισης το οποίο 

αποτελείται από 0,5 Μ αρσενικώδες νάτριο. Tο αρσενικώδες νάτριο 

χρησιµοποιείται για την αναγωγή των υπεριωδικών ιόντων που δεν 

αντέδρασαν, καθώς αυτά παρεµποδίζουν την ανίχνευση του πυριδινικού 

παραγώγου.  Το δεύτερο αντιδραστήριο παραγώγισης έχει ταχύτητα ροής 0,6 

ml/min και το σπείραµα αντίδρασης βρίσκεται σε θερµοκρασία 25οC. Κατά το 
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τρίτο στάδιο παραγώγισης το µίγµα αναµιγνύεται µε το τρίτο αντιδραστήριο 

παραγώγισης το οποίο αποτελείται από 0,02 Μ 2,4-πεντανοδιόνη, 2 Μ οξικό 

αµµώνιο και 0,05 Μ οξικό οξύ, ενώ το σπείραµα αντίδρασης βρίσκεται σε 

υδατόλουτρο θερµοκρασίας 80οC.  Το προϊόν παραγώγισης ανιχνεύεται µε 

ανιχνευτή ορατού στα 420 nm.   

 Η εξέλιξη του παραπάνω αυτοµατοποιηµένου συστήµατος ανάλυσης 

σακχάρων αναφέρθηκε από τον Woodbury και τους συνεργάτες του το 1969 

[49].  Η πειραµατική διάταξη που χρησιµοποιήθηκε απεικονίζεται στο σχήµα 

19.  

 

 
 

 

 

Για τον διαχωρισµό των σακχάρων στο παραπάνω σύστηµα  

χρησιµοποιήθηκε στήλη ιονικού αποκλεισµού.  Η κινητή φάση είναι νερό µε 
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ταχύτητα ροής 0,32 ml/min.  Η ταχύτητα ροής των αντιδραστηρίων 

παραγώγισης είναι επίσης 0,32 ml/min και επιτυγχάνεται µε τη χρήση µίας 

περισταλτικής αντλίας.   Μετά τον διαχωρισµό τους τα σάκχαρα αναµιγνύονται 

µε το υπεριωδικό οξύ το οποίο είναι σε συγκέντρωση 0,015 Μ.  Η αντίδραση 

της οξειδωτικής διάσπασης πραγµατοποιείται για 20 min σε θερµοκρασία 

20οC.  Στη συνέχεια τα υπεριωδικά ιόντα που δεν αντέδρασαν 

εξουδετερώνονται από το δεύτερο αντιδραστήριο παραγώγισης το οποίο 

αποτελείται από 0,1 Μ αρσενικώδες νάτριο. Η διαφορά αυτού του συστήµατος 

από το πρώτο είναι ότι το οξικό αµµώνιο, που βρίσκεται σε συγκέντρωση 0,05 

Μ, και η 2,4-πεντανοδιόνη συγκέντρωσης  0,05 Μ προστίθενται ξεχωριστά.  

Το µίγµα που προκύπτει θερµαίνεται στους 70οC επί 30 min.  Το προϊόν 

παραγώγισης ανιχνεύεται µε ανιχνευτή φθορισµού σε λex=420 nm και λem=480 

nm.   

Αυτοµατοποιηµένη ανάλυση αλδιτολών µε παραγώγιση µετά τη στήλη 

και φωτοµετρική αλλά και φθορισµοµετρική ανίχνευση πραγµατοποιήθηκε 

από τον S. Honda και τους συνεργάτες του. Η πειραµατική διάταξη που 

χρησιµοποιήθηκε απεικονίζεται στο σχήµα 20.[50] 
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Η κινητή φάση είναι ρυθµιστικό διάλυµα βορικών ιόντων συγκέντρωσης 

0,5 Μ  µε pH 9.0 και η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης είναι 0,5 ml/min. Ο 

όγκος του βρόγχου δείγµατος είναι 20 µΙ. Για τον διαχωρισµό των σακχάρων 

χρησιµοποιήθηκε στήλη µε υλικό πλήρωσης ανιονανταλλακτική ρητίνη 

τεταρτοταγούς αµµωνίου, η οποία θερµοστατείται στους 65οC.  Μετά τον 

διαχωρισµό τους τα σάκχαρα αναµιγνύονται µε το υπεριωδικό οξύ το οποίο 

είναι σε συγκέντρωση 0,05 Μ και έχει ταχύτητα ροής 0,5 ml/min.  Η αντίδραση 

της οξειδωτικής διάσπασης πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου.  Στη 

συνέχεια το µίγµα αναµιγνύεται µε το δεύτερο αντιδραστήριο παραγώγισης το 

οποίο αποτελείται από 15% οξικό αµµώνιο, 2% 2,4-πεντανοδιόνη και 0,2 Μ 

θειοθειικό νάτριο.  Tο θειοθειικό νάτριο χρησιµοποιείται για την αναγωγή των 

υπεριωδικών ιόντων που δεν αντέδρασαν, καθώς αυτά παρεµποδίζουν την 

ανίχνευση του πυριδινικού παραγώγου. Το δεύτερο αντιδραστήριο 

παραγώγισης έχει ταχύτητα ροής 0,5 ml/min και για να πραγµατοποιηθεί η 

παραγώγιση το σπείραµα αντίδρασης βυθίζεται σε υδατόλουτρο 

θερµοκρασίας 100οC.  Το προϊόν παραγώγισης ανιχνεύεται είτε µε ανιχνευτή 

φθορισµού σε λex=410 nm και λem=503, είτε µε ανιχνευτή ορατού στα 412 nm. 

Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου για αλδιτόλες είναι 2 και 0,5 nmol αντίστοιχα.  

 

5. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΝΕΑΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 
 
 
5.1 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

Όπως αναφέρθηκε στα προηγούµενα κεφάλαια, οι µέθοδοι ανίχνευσης 

των σακχάρων µέσω παραγώγισης που έχουν αναπτυχθεί και συζευχθεί µε 

την υγρή χρωµατογραφία έχουν σηµαντικά µειονεκτήµατα όπως:  

1. Η εφαρµογή τους περιορίζεται στην ανίχνευση κυρίως αναγωγικών 

σακχάρων, ενώ οι µέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί για µη αναγωγικά 

σάκχαρα, στηρίζονται σε δύσχρηστη οργανολογία.  

2. Το όριο ανίχνευσης των µεθόδων αυτών δεν είναι αρκετά χαµηλό για 

τον προσδιορισµό σακχάρων σε δείγµατα όπως είναι τα βιολογικά 

υγρά. 
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Μία µεθοδολογία ανίχνευσης σακχάρων πρέπει να πληρεί ορισµένες 

προϋποθέσεις έτσι ώστε να ανταποκρίνεται σε όσο το δυνατόν περισσότερα 

είδη σακχάρων και σε περισσότερες κατηγορίες δειγµάτων. Οι σηµαντικότερες 

προϋποθέσεις οι οποίες πρέπει να πληρούνται είναι: 

• Η ικανότητα ανίχνευσης αναγωγικών και µη αναγωγικών σακχάρων. 

• Η επαναληψιµότητα των προϊόντων παραγώγισης. 

• Το χαµηλό όριο ανίχνευσης. 

Σκοπός, λοιπόν, της παρούσας εργασίας είναι η ανάπτυξη και 

βελτιστοποίηση µίας µεθόδου ανίχνευσης των σακχάρων η οποία να πληρεί 

τις παραπάνω προϋποθέσεις. Πιο συγκεκριµένα, να δίνει το ίδιο προϊόν κάθε 

φορά, να είναι γενική για αναγωγικά και µη αναγωγικά σάκχαρα και τέλος να 

έχει χαµηλό όριο ανίχνευσης, της τάξης των ng.  

 
 
5.2 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΙΣΗΣ  
 

Όπως αναφέρθηκε, ο φθορισµός είναι πιο ευαίσθητη µέθοδος 

ανίχνευσης µιας ένωσης σε σύγκριση µε την απορρόφηση στην περιοχή του 

υπεριώδους και του ορατού.  Γι’ αυτό το λόγο σε αυτή την εργασία επιλέχθηκε 

η ανίχνευση των σακχάρων να γίνει µε µετατροπή τους σε φθορίζοντα 

προϊόντα.  Aυτό επιτυγχάνεται µε οξειδωτική διάσπαση των σακχάρων και 

στη συνέχεια ανίχνευση της φορµαλδεΰδης που παράγεται.  Ως αντιδραστήριο 

παραγώγισης για την οξειδωτική διάσπαση επιλέχτηκε το υπεριωδικό νάτριο, 

ενώ για την ανίχνευση της φορµαλδεΰδης η 4-αµινο-3-πεντεν-2-όνη.  Η 

αντίδραση παρασκευής53 της καθώς και ο προτεινόµενος µηχανισµός της 

αντίδρασης της 4-αµινο-3-πεντεν-2-όνης µε τη φορµαλδεΰδη φαίνεται στο 

σχήµα 21.  

 

O O 25 % NH4OH, 
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5.3 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑΤΑΞΗ – ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ ΗPLC-PCD 

 
Η πειραµατική διάταξη η οποία χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία 

αποτελείται από ένα σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης 

συζευγµένο µε ένα αυτοµατοποιηµένο σύστηµα παραγώγισης µετά τη στήλη 

που απεικονίζεται στο σχήµα 22.  

Το σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας που χρησιµοποιήθηκε αποτελείται 

από τα εξής µέρη: 

• ∆ύο αντλίες Shimadzu τύπου LC-10AD Vp για την άντληση της κινητής 

φάσης. 

• Ρυθµιστή συστήµατος Shimadzu τύπου SCL-10A Vp ο οποίος δίνει την 

δυνατότητα βαθµιδωτής έκλουσης. 

• Βρόγχο δείγµατος όγκου 20 µΙ, όπου εισέρχεται το δείγµα στο σύστηµα 

χρωµατογραφίας. 

• Λογισµικό πρόγραµµα QP8000 έκδοση 1.21. 

 

Σχήµα 21. Αντίδραση παρασκευής της 4-αµινο-3-πεντεν-2-όνης και 
προτεινόµενος µηχανισµός αντίδρασης παραγώγισης της φορµαλδεύδης µε 

4-αµινο-3-πεντεν-2-ονη 
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Σχήµα 22.  Πειραµατική διάταξη



 39

Για την αντίδραση παραγώγισης των σακχάρων µετά τη στήλη 

χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα PROMETHEAS 300 Plus, Rigas Labs. Το 

σύστηµα αυτό αποτελείται από τα εξής µέρη: 

• ∆ύο αντλίες Marathon I, Rigas Labs για την άντληση των 

αντιδραστηρίων παραγώγισης. 

• ∆ύο θερµοστατούµενα σπειράµατα αντίδρασης όγκου 500 µl το κάθε 

ένα. 

Το σύστηµα αυτό διαθέτει µανόµετρα έτσι ώστε να ελέγχονται οι πιέσεις 

των αντλιών και εξοµαλυντές θορύβου οι οποίοι αποσβένουν τον παλµό των 

αντλιών και εξοµαλύνουν το σήµα υποβάθρου.  Επιπλέον διαθέτει σηµείο 

ανάµιξης µέσα στα οποία γίνεται αρχικά η ανάµιξη του αναλύτη µε τα 

αντιδραστήρια παραγώγισης. 

Για την ανίχνευση των προϊόντων της αντίδρασης χρησιµοποιήθηκε ο 

φθορισµοµετρικός ανιχνευτής FASMA 502 Programmable Fluorescent και η 

καταγραφή των φασµάτων έγινε µε το λογισµικό πρόγραµµα EZChrom. 

 

• Ανάλυση τεχνικών χαρακτηριστικών PCD 

 

Στο σχήµα 23 φαίνεται σχηµατικά το εσωτερικό του οργάνου Prometheas 

300 Plus PCD System. ∆ιαθέτει όργανα έτσι ώστε να ελέγχονται όλες οι 

παράµετροι της ανάλυσης προκειµένου να βελτιωθεί ο φασµατοσκοπικός 

προσδιορισµός µίας ένωσης. Το σάκχαρο µετά την έξοδό του από την 

αναλυτική στήλη εισέρχεται στο PCD. Αρχικά η κινητή φάση η οποία 

παρασύρει τον αναλύτη περνάει από έναν εξοµαλυντή παλµών, ο οποίος 

αποσβένει τους παλµούς που δηµιουργούνται από τις αντλίες της κινητής 

φάσης. Επιπλέον, στον εξοµαλυντή παλµών είναι συνδεδεµένο µανόµετρο 

έτσι ώστε να ελέγχεται η πίεση της αντλίας του πρώτου αντιδραστηρίου 

παραγώγισης. Στη συνέχεια το υγρό εισέρχεται στο πρώτο σηµείο ανάµιξης 

στο οποίο γίνεται η ανάµιξη του αναλύτη µε το πρώτο αντιδραστήριο 

παραγώγισης. Ο όγκος ανάµιξης των σηµείων ανάµιξης είναι 

µεταβαλλόµενος. Υπάρχει η δυνατότητα επιλογής για  50, 150 και 250 µΙ. Η 

ικανότητα µετατροπής του όγκου των σηµείων ανάµιξης παρέχει δυνατότητα 

στο PCD για µεταβολή των ταχυτήτων ροής των αντιδραστηρίων και της 



 40

κινητής φάσης προκειµένου να βελτιωθεί το χρωµατογράφηµα χωρίς να 

επηρεαστεί από τον παλµό και το θόρυβο του συστήµατος. Μεταξύ του 

εξοµαλυντή παλµών και του σηµείου ανάµιξης παρεµβάλλονται ένας 

ρυθµιστής πίεσης και µία βαλβίδα ροής. Η βαλβίδα ροής διασφαλίζει ότι η ροή 

των αντιδραστηρίων θα είναι πάντα προς την ίδια κατεύθυνση και δεν θα 

ρέουν προς την κολώνα όταν οι αντλίες σταµατούν να λειτουργούν. Ο 

ρυθµιστής πίεσης εξοµαλύνει τους παλµούς που προέρχονται από τις αντλίες 

των αντιδραστηρίων.  

Μετά το σηµείο ανάµιξης το αντιδραστήριο οδηγείται στο πρώτο 

σπείραµα αντίδρασης το οποίο θερµοστατείται. Η έξοδος του πρώτου 

σπειράµατος αντίδρασης ενώνεται µε το δεύτερο σηµείο ανάµιξης το οποίο 

ενώνεται και µε την αντλία του δεύτερου αντιδραστηρίου παραγώγισης. 

Μεταξύ της αντλίας του δεύτερου αντιδραστηρίου παραγώγισης και του 

σηµείο ανάµιξης παρεµβάλλονται πάλι ένας εξοµαλυντής παλµών, ένας 

ρυθµιστής πίεσης και µία βαλβίδα ροής για τους ίδιους λόγους που 

αναφέρθηκαν πριν. Για τον έλεγχο της πίεσης που αναπτύσσεται στην αντλία 

του δεύτερου αντιδραστηρίου παραγώγισης υπάρχει µανόµετρο συνδεδεµένο 

στον εξοµαλυντή παλµών. Τα δύο σπειράµατα αντίδρασης και το δεύτερο 

σηµείο ανάµιξης είναι συνδεδεµένα σε σειρά, και εποµένως η πίεσή τους 

ελέγχεται από ένα µανόµετρο.  

Μετά την έξοδό του από το δεύτερο σπείραµα αντίδρασης το µίγµα 

οδηγείται στον ανιχνευτή και κατά την έξοδο του από τον ανιχνευτή µέσω ενός 

ρυθµιστή πίεσης εξόδου οδηγείται στα απόβλητα. Εξαιτίας των µεγάλων 

θερµοκρασιών που αναπτύσσονται στα σπειράµατα αντίδρασης οι διαλύτες 

προσεγγίζουν τα σηµεία ζέσεως τους. Ο ρόλος του ρυθµιστή πίεσης εξόδου 
είναι να ασκεί πίεση έτσι ώστε οι τυχόν φυσαλίδες οι οποίες να σχηµατίζονται 

λόγω του βρασµού των διαλυτών, να διαλύονται για να µην δηµιουργήσουν 

πρόβληµα στην κυψελίδα του ανιχνευτή. Η πίεση η οποία αναπτύσσεται από 

τον ρυθµιστή πίεσης εξόδου µπορεί να µεταβληθεί από 10-100 psi. 

Τέλος το όργανο έχει υποδοχές µέσω των οποίων οι φιάλες των 

αντιδραστηρίων παραγώγισης ενώνονται µε φιάλη αερίου. Έτσι στα ευπαθή 

στον αέρα αντιδραστήρια µπορεί να διοχετεύεται αδρανές αέριο και να 

φυλάσσονται σε αδρανείς συνθήκες. 
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5.4 ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΑΝΑΛΥΣΗΣ HPLC-PCD 
 

Κατά την ανάλυση ενός δείγµατος σακχάρων µε την µέθοδο HPLC-PCD, 

ακολουθούνται τα παρακάτω στάδια: 

1. Το δείγµα εισέρχεται στο βρόχο δείγµατος (Α) του οποίου ο όγκος είναι 

20 µΙ. 
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Σχήµα 23. Εσωτερική διάταξη του οργάνου Prometheas 300 Plus PCD System 
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2. Η κινητή φάση παρασύρει το µίγµα από το βρόχο δείγµατος και το 

κατευθύνει στη χρωµατογραφική στήλη. Η σύσταση της κινητής φάσης 

ανάλογα µε τη µέθοδο διαχωρισµού, µπορεί να είναι σταθερή ή να 

µεταβάλλεται. 

3. Στη στήλη πραγµατοποιείται ο διαχωρισµός του µίγµατος στα 

συστατικά του. 

4. Το σάκχαρο, το οποίο έχει διαχωριστεί από το µίγµα, εισέρχεται στο 

πρώτο σηµείο ανάµιξης (Β), όπου αναµιγνύεται µε το πρώτο 

αντιδραστήριο παραγώγισης.  

5. To µίγµα εισέρχεται στο πρώτο σπείραµα αντίδρασης (Γ) όπου 

πραγµατοποιείται η αντίδραση οξειδωτικής διάσπασης του σακχάρου. 

Στο σπείραµα ελέγχεται η θερµοκρασία υδρόλυσης µε θερµοζεύγος. 

6. Τα προϊόντα της πρώτης αντίδρασης εισέρχονται στο δεύτερο σηµείο 

ανάµιξης (∆), όπου αναµιγνύονται µε το δεύτερο αντιδραστήριο 

παραγώγισης. 

7. Το µίγµα οδηγείται στο δεύτερο σπείραµα αντίδρασης (Ε), όπου 

πραγµατοποιείται η αντίδραση παραγώγισης της φορµαλδεύδης µε την 

4-αµινο-3-πεντεν-2-όνη.  Η θερµοκρασία του σπειράµατος ελέγχεται µε 

θερµοζεύγος. 

8. Το φθορίζον προϊόν εισέρχεται στον φθορισµοµετρικό ανιχνευτή όπου 

µετράται ο φθορισµός του. Το φάσµα του προϊόντος παραγώγισης 

καταγράφεται µε το λογισµικό πρόγραµµα EZChrom Chromatography 

Data System. 

9. Το διάλυµα οδηγείται στα απόβλητα.  

 

 

5.5 ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 
Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 

 
Αρχικά πραγµατοποιήθηκε µελέτη βελτιστοποίησης των συνθηκών της 

δεύτερης αντίδρασης παραγώγισης κατά την οποία χρησιµοποιήθηκαν 

πρότυπα διαλύµατα φορµαλδεΰδης.  Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε 

βελτιστοποίηση των υπολοίπων συνθηκών παραγώγισης κατά την οποία 

χρησιµοποιήθηκαν τα σάκχαρα γλυκόζη, µαννόζη και φρουκτόζη. 



 43

5.5.1 Ανάπτυξη µεθοδολογίας ανίχνευσης υδατανθράκων 

 
Το Η2Ο είναι η κινητή φάση η οποία χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα 

που πραγµατοποιήθηκαν χωρίς στήλη. Η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης 

αρχικά επιλέχθηκε να είναι 0,5 ml/min. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν 

χωρίς χρωµατογραφική στήλη.  

Το αντιδραστήριο παραγώγισης της φορµαλδεΰδης που 

χρησιµοποιήθηκε αρχικά περιείχε 4-αµινο-3-πεντεν-2-όνη σε συγκέντρωση 

4,5 mΜ, οξικό αµµώνιο σε συγκέντρωση 1,5 Μ, θειοθειϊκό νάτριο σε 

συγκέντρωση 0,2 Μ ενώ το pH  του ήταν 7,3.  Η ταχύτητα ροής του 

αντιδραστηρίου επιλέχθηκε να είναι 0,5 ml/min.  Η θερµοκρασία του 

σπειράµατος αντίδρασης στο οποίο πραγµατοποιείται η παραγώγιση είναι 

105 οC. 

 

• Βελτιστοποίηση pH  
Αρχικά έγινε βελτιστοποίηση του pH στο οποίο πραγµατοποιείται η 

παραγώγιση της φορµαλδεΰδης.  Οι τιµές που ελέγχθηκαν κυµαίνονται από 7 

έως 4, ενώ η ρύθµιση του pH πραγµατοποιήθηκε µε π.HCI . Τα 

αποτελέσµατα φαίνονται στο σχήµα 24. 
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Σχήµα 24. Βελτιστοποίηση του pH της αντίδρασης παραγώγισης της 
φορµαλδεΰδης  
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Από την µελέτη αυτή διαπιστώθηκε ότι το pH της αντίδρασης θα πρέπει να 

είναι 6 καθώς για µικρότερες τιµές pH η απόδοση της αντίδρασης µειώνεται 

σηµαντικά. 

 

• Βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του οξικού αµµωνίου. 
Για τον προσδιορισµό της βέλτιστης συγκέντρωσης του οξικού αµµωνίου 

χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες συνθήκες µε το προηγούµενο πείραµα ενώ το  pH 

του αντιδραστηρίου ρυθµίστηκε στο 6.  Οι συγκεντρώσεις οξικού αµµωνίου 

που ελέγχθηκαν κυµαίνονται από 0,2 έως 4Μ.  Τα αποτελέσµατα φαίνονται 

στο σχήµα 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η βέλτιστη συγκέντρωση οξικού αµµωνίου όπως φαίνεται και στο σχήµα 

είναι 0,5Μ. 

 

 

 

 

 

 
 

Σχήµα 25. Βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του οξικού αµµωνίου  στην 
αντίδραση παραγώγισης της φορµαλδεΰδης  
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• Βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης της 4-αµινο-3-πεντεν-2-ονης. 
Για τον προσδιορισµό της βέλτιστης συγκέντρωσης της 4-αµινο-3-

πεντεν-2-ονης χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες συνθήκες µε το προηγούµενο 

πείραµα ενώ το  pH του αντιδραστηρίου ρυθµίστηκε στο 6 και η συγκέντρωση 

του οξικού αµµωνίου σε 0,5Μ.  Οι συγκεντρώσεις που ελέγχθηκαν 

κυµαίνονται από 0,5 έως 9mΜ.  Τα αποτελέσµατα φαίνονται στο σχήµα 26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σύµφωνα µε το σχήµα 26 η συγκέντρωση της 4-αµινο-3-πεντεν-2-ονης που 

επιλέχθηκε είναι 6 mM. 

Η συγκέντρωση της φορµαλδεΰδης η οποία χρησιµοποιήθηκε προκειµένου να 

πραγµατοποιηθούν τα πειράµατα αυτά είναι 1Ε-4Μ. 

 

• Βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης υπεριωδικού νατρίου. 
Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης υπεριωδικού νατρίου 

χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες χρωµατογραφικές συνθήκες µε το προηγούµενο 

πείραµα, ενώ το αντιδραστήριο παραγώγισης της φορµαλδεΰδης 

παρασκευάστηκε σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των παραπάνω πειραµάτων. 

Οι συγκεντρώσεις  που ελέγχθηκαν κυµαίνονται από 0,005 έως 0,08Μ.  Τα 

αποτελέσµατα φαίνονται στο σχήµα 27. 

 

Σχήµα 26. Βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης της 4-αµινο-3-πεντεν-2-ονης  
στην αντίδραση παραγώγισης της φορµαλδεΰδης  
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Η συγκέντρωση του υπεριωδικού νατρίου που επιλέχθηκε είναι 0,05Μ και όχι 

υψηλότερη προκειµένου να αποφευχθούν προβλήµατα λόγω 

κρυσταλλοποίησης του στις γραµµές ροής.  

 

• Βελτιστοποίηση θερµοκρασίας της οξειδωτικής διάσπασης. 
Έγινε βελτιστοποίηση της θερµοκρασίας στην οποία πραγµατοποιείται η 

οξειδωτική διάσπαση των σακχάρων από το υπεριωδικό νάτριο. ∆ηλαδή 

προσδιορίστηκε η θερµοκρασία του πρώτου σπειράµατος αντίδρασης και οι 

τιµές που ελέγχθηκαν κυµαίνονται από 80 έως 120 οC. Για τη µελέτη αυτή τα 

σάκχαρα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν η γλυκόζη, η µαννόζη και η φρουκτόζη 

σε συγκέντρωση 1Ε-3 Μ.  Όλες οι χρωµατογραφικές συνθήκες διατηρήθηκαν 

σταθερές, ενώ τα δύο αντιδραστήρια παραγώγισης παρασκευάστηκαν µε 

βάση τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από τα παραπάνω πειράµατα 

βελτιστοποίησης.  Τα αποτελέσµατα φαίνονται στο σχήµα 28. 

Σχήµα 27. Βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης του υπεριωδικού νατρίου στην 
αντίδραση οξειδωτικής διάσπασης των σακχάρων  
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Όπως φαίνεται στο σχήµα 30 επιλέχτηκε ως βέλτιστη θερµοκρασία οι 120 οC.  

 

• Βελτιστοποίηση θερµοκρασίας της αντίδρασης παραγώγισης της 
φορµαλδεΰδης. 

Για τον προσδιορισµό της θερµοκρασίας της δεύτερης αντίδρασης 

παραγώγισης χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες χρωµατογραφικές συνθήκες µε το 

προηγούµενο πείραµα. Οι τιµές της θερµοκρασίας που ελέγχθηκαν 

κυµαίνονται από τους 80 έως τους 120οC. 

Σχήµα 28. Επίδραση της θερµοκρασίας του 1ου σπειράµατος αντίδρασης και 
για τα τρία σάκχαρα 
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Από την µελέτη αυτή διαπιστώθηκε ότι η θερµοκρασία στη οποία 

πραγµατοποιείται η δεύτερη αντίδραση θα πρέπει να είναι 120 0C. 

  

• Βελτιστοποίηση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης  
Για τη βελτιστοποίηση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης και των 

αντιδραστηρίων παραγώγισης χρησιµοποιήθηκαν τα τρία σάκχαρα σε 

συγκέντρωση 1Ε-3 Μ. Οι ταχύτητες ροής που δοκιµάστηκαν είναι 0,1-0,5 

ml/min. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στο σχήµα 30. 

Σχήµα 29. Επίδραση της θερµοκρασίας του 2ου σπειράµατος αντίδρασης και 
για τα τρία σάκχαρα 
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Από το σχήµα 32 προκύπτει ότι η βέλτιστη ταχύτητα ροής της κινητής φάσης 

και των αντιδραστηρίων παραγώγισης είναι 0,1 ml/min.  Παρόλα αυτά η 

ταχύτητα ροής που επιλέχθηκε είναι 0,2 ml/min προκειµένου να µειωθεί ο 

χρόνος ανάλυσης. 

 

5.5.2 Αποτελέσµατα των µελετών βελτιστοποίησης της µεθόδου 

 
Από όλες τις µελέτες οι οποίες πραγµατοποιήθηκαν καταλήξαµε στις 

παρακάτω συνθήκες παραγώγισης οι οποίες µας έδωσαν τα βέλτιστα 

αποτελέσµατα. Οι συνθήκες αυτές συνοψίζονται στον Πίνακα 1. 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 30. Επίδραση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης και των 
αντιδραστηρίων παραγώγισης 
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Κινητή φάση Η2Ο 

CNaIO4 0.05 M 

pH 6 

C4-αµινο-3-πεντεν-2-ονη 6 mM 

CNH4OAc 0.5 M 

CNa2S2O3 0.2 M 

Ταχύτητα ροής κινητής φάσης 0.2 ml/min 

Ταχύτητα ροής 1ου αντιδραστηρίου παραγώγισης. 0.2 ml/min 

Ταχύτητα ροής 2ου αντιδραστηρίου παραγώγισης. 0.2 ml/min 

Θερµοκρασία 1ου σπειράµατος αντίδρασης 1 20 0C 

Θερµοκρασία 2ου σπειράµατος αντίδρασης 120 0C 

λexc 402 nm 

λem 520 nm 

 

 
Χρησιµοποιώντας τις παραπάνω πειραµατικές συνθήκες υπολογίστηκε 

το όριο ανίχνευσης της µεθόδου για τα τρία σάκχαρα γλυκόζη, µαννόζη, και 

φρουκτόζη.  Για τον υπολογισµό του ορίου ανίχνευσης θεωρήσαµε ότι ο λόγος 

του σήµατος ως προς τον θόρυβο είναι 3, µε όγκο δείγµατος 20 µΙ. 

 

• Όριο ανίχνευσης της γλυκόζης  
Το όριο ανίχνευσης της γλυκόζης υπολογίστηκε από την καµπύλη 

αναφοράς που φαίνεται στο σχήµα 31.  

Η εξίσωση της καµπύλης αναφοράς του σχήµατος 41 είναι  

 

 

 

 

Από την εξίσωση αυτή προκύπτει ότι το όριο ανίχνευσης για τη γλυκόζη είναι 

198 ng.  
  

 

Y = 4924,61 + 6,62E6·x 

R=0,99949 

Πίνακας 1. Βέλτιστες συνθήκες παραγώγισης 
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• Όριο ανίχνευσης της µαννόζης  
Το όριο ανίχνευσης της µαννόζης υπολογίστηκε από την καµπύλη 

αναφοράς που φαίνεται στο σχήµα 32.  

Η εξίσωση της καµπύλης αναφοράς του σχήµατος 32 είναι  

 

 

 

 

Από την εξίσωση αυτή προκύπτει το όριο ανίχνευσης για τη µαννόζη είναι   

148 ng.  

Y = 1205,3 + 2,7E8·x 

R=1 

Σχήµα 31. Καµπύλη αναφοράς υπολογισµού του ορίου ανίχνευσης της µεθόδου για 
τη γλυκόζη 
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• Όριο ανίχνευσης της φρουκτόζης  
Το όριο ανίχνευσης της φρουκτόζης υπολογίστηκε από την καµπύλη 

αναφοράς που φαίνεται στο σχήµα 33.  

Η εξίσωση της καµπύλης αναφοράς του σχήµατος 33 είναι  

 

 

 

 

Από την εξίσωση αυτή προκύπτει ότι το όριο ανίχνευσης για τη φρουκτόζης 

είναι 98 ng.  

Y = 3251,44+4,17E8·x 

R=0,99994 

Σχήµα 32. Καµπύλη αναφοράς υπολογισµού του ορίου ανίχνευσης της µεθόδου για 
τη µαννόζη 
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5.6 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ HPLC-PCD ΣΤΗΝ ΑΝΑΛΥΣΗ 

Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 

5.6.1 Ανάλυση µονοσακχαριτών – δισακχαριτών  

 
Η µέθοδος ανίχνευσης των σακχάρων που αναπτύχθηκε, εφαρµόστηκε 

σε συνδυασµό µε σύστηµα διαχωρισµού HPLC. Η χρωµατογραφική στήλη 

που χρησιµοποιήθηκε, ΗC-75, είναι κατιονανταλλακτική στήλη ασβεστίου η 

οποία έχει ως στατική φάση το συµπολυµερές στυρενίου-διβινυλοβενζολίου 

πάνω στο οποίο υπάρχουν οµοιοπολικά προσδεδεµένες αρνητικά 

φορτισµένες σουλφονικές οµάδες.  Οι διαστάσεις της στήλης είναι 305x7,8 mm 

µε πληρωτικό υλικό διαµέτρου 10-15 µm.  Εκτός όµως από το µηχανισµό της 

κατιονανταλλαγής σε αυτού του είδους τις στήλες λειτουργεί και ο µηχανισµός 

του µοριακού αποκλεισµού. Το πολυµερές υλικό το οποίο αποτελεί την 

στατική φάση της στήλης σχηµατίζει διασταυρούµενες συνδέσεις µεταξύ των 

Σχήµα 33. Καµπύλη αναφοράς υπολογισµού του ορίου ανίχνευσης της µεθόδου για 
τη φρουκτόζη 
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οµάδων του. Εποµένως, από τη στήλη εξέρχονται πρώτα τα µικρού µοριακού 

βάρους σάκχαρα και στη συνέχεια οι δισακχαρίτες και οι πολυσακχαρίτες µε 

σειρά αυξανόµενου µοριακού βάρους.  

Οι προδιαγραφές της στήλης αυτής υποδεικνύουν ότι η κινητή φάση θα 

πρέπει να είναι νερό.  Επιπλέον απαιτείται η στήλη να θερµοστατείται στους 

60 0C προκειµένου ο διαχωρισµός να είναι ικανοποιητικός.  

Αρχικά στο σύστηµα έγιναν ενέσεις µε το καθένα από τα τρία σάκχαρα 

ξεχωριστά και σε συγκέντρωση 1Ε-3Μ. Η γλυκόζη έδωσε κορυφή σε χρόνο 

κατακράτησης 52 min, η µαννόζη σε χρόνο 58 min ενώ η φρουκτόζη έδωσε 

κορυφή σε χρόνο κατακράτησης 64 min.  

 

Σάκχαρο Χρόνος κατακράτησης  

Γλυκόζη 52 min 

Μαννόζη 58 min 

Φρουκτόζη 64 min 

 

 

Οι χρόνοι κατακράτησης που παρατηρούνται είναι αρκετά µεγάλοι.  

Αυτό οφείλεται στην χαµηλή ταχύτητα ροής της κινητής φάσης που 

χρησιµοποιείται.  Η αύξηση της ταχύτητας της κινητής φάσης µπορεί να 

οδηγήσει σε µικρότερο χρόνο ανάλυσης αλλά θα έχει σαν συνέπεια την 

σηµαντική µείωση του παρατηρούµενου σήµατος.   

Στο σχήµα 34 φαίνεται το χρωµατογράφηµα µετά από ένεση µίγµατος 

των τριών σακχάρων, στο οποίο βρίσκονταν σε συγκέντρωση 1Ε-3Μ. 
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Πίνακας 2. Χρόνοι κατακράτησης για τα σάκχαρα γλυκόζη, µαννόζη και φρουκτόζη  

Σχήµα 34. Χρωµατογράφηµα διαχωρισµού  των σακχάρων γλυκόζη, 
φρουκτόζη και µαννόζη 
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Έγινε καµπύλη αναφοράς για τη γλυκόζη η οποία φαίνεται στο σχήµα 35. 

Οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν είναι από 1Ε-4 Μ έως 1Ε-3 Μ. 
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Η εξίσωση της καµπύλης αναφοράς του σχήµατος 35 είναι  

 

 

 
Από την εξίσωση αυτή προκύπτει ότι το όριο ανίχνευσης για τη γλυκόζη είναι 

0,42 µg.  
Επιπλέον έγινε καµπύλη αναφοράς για την µαννόζη που φαίνεται στο 

σχήµα 36. Οι συγκεντρώσεις που µετρήθηκαν είναι από 1Ε-4 Μ έως 1Ε-3 Μ.  

 

Y = 1752,11111 + 8,62689Ε7·x 

Σχήµα 35. Καµπύλη αναφοράς για τη γλυκόζη 
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Σχήµα 36. Καµπύλη αναφοράς για τη µαννόζη 
 

Η εξίσωση της καµπύλης αναφοράς του σχήµατος 36 είναι  

 

 

 

Από την εξίσωση αυτή προκύπτει ότι το όριο ανίχνευσης για τη µαννόζη είναι 

0,3 µg.  
Έγινε καµπύλη αναφοράς για τη φρουκτόζη η οποία φαίνεται στο σχήµα 

37. Οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν είναι από 1Ε-4 Μ έως 1Ε-3 Μ. 

Y = -1330,11111 + 1,19221Ε8·x 
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Η εξίσωση της καµπύλης αναφοράς του σχήµατος 37 είναι  

 

 

 

Από την εξίσωση αυτή προκύπτει ότι το όριο ανίχνευσης για τη µαννόζη είναι 

0,22 µg.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 37. Καµπύλη αναφοράς για τη φρουκτόζη 

Y = -579,44444 + 1,66484Ε8·x 
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5.7 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Στη παρούσα εργασία αναπτύχθηκε και βελτιστοποιήθηκε µέθοδος µε 

την οποία µπορούν να ανιχνευτούν τα σάκχαρα, τόσο αναγωγικά όσο και µη 

αναγωγικά, µέσω της µετατροπής του σε φθορίζοντα προϊόντα. Ελέγχθηκαν 

διάφορες πειραµατικές συνθήκες της µεθόδου και προσδιορίστηκαν οι 

βέλτιστες οι οποίες αναφέρονται στον πίνακα 3: 

Κινητή φάση Η2Ο 

CNaIO4 0.05 M 

pH 6 

C4-αµινο-3-πεντεν-2-ονη 6 mM 

CNH4OAc 0.5 M 

CNa2S2O3 0.2 M 

Ταχύτητα ροής κινητής φάσης 0.2 ml/min 

Ταχύτητα ροής 1ου αντιδραστηρίου παραγώγισης. 0.2 ml/min 

Ταχύτητα ροής 2ου αντιδραστηρίου παραγώγισης. 0.2 ml/min 

Θερµοκρασία 1ου σπειράµατος αντίδρασης 120 0C 

Θερµοκρασία 2ου σπειράµατος αντίδρασης 120 0C 

λexc 402 nm 

λem 520 nm 

 

 

 

Με βάση τις συνθήκες αυτές προσδιορίστηκε το όριο ανίχνευσης της µεθόδου 

για τα σάκχαρα γλυκόζη, µαννόζη και φρουκτόζη. Τα όρια ανίχνευσης που 

υπολογίστηκαν θεωρώντας τον λόγο του σήµατος ως προς το θόρυβο ίσο µε 

τρία (S/N=3) είναι τα ακόλουθα: 

• Γλυκόζη 0,42 µg 

• Μαννόζη 0,3 ng  

• Φρουκτόζη 0,22 ng 

Επιπλέον, η µέθοδος συζεύχθηκε µε σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας 

και πραγµατοποιήθηκε διαχωρισµός και ανίχνευση πολυσακχαριτών. Οι 

Πίνακας 3. Χρωµατογραφικές συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στην µέθοδο 
ανίχνευσης των σακχάρων 
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συνθήκες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είναι οι ίδιες που αναφέρονται στον 

πίνακα 7:  
Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου αυτής είναι δυνατόν να µειωθούν σε 

επίπεδα της τάξης των pg, για εφαρµογή της στον ποσοτικό προσδιορισµό 

των σακχάρων σε δείγµατα όπως είναι τα βιολογικά υγρά. Το σηµαντικότερο 

πρόβληµα το οποίο δεν επιτρέπει κάτι τέτοιο είναι η κυκλική δοµή των 

σακχάρων. Τα σάκχαρα στο µεγαλύτερο ποσοστό τους (99%) βρίσκονται 

στην κυκλική δοµή (γλυκοζίτες). Για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης 

οξειδωτικής διάσπασης, και την παραγωγή µε αυτόν τον τρόπο 

φορµαλδεΰδης, όµως απαιτείται η δοµή της ανοικτής αλυσίδας. H ύπαρξη των 

υδατανθράκων σε µεγάλο ποσοστό στην κυκλική δοµή αποτελεί ανασταλτικό 

παράγοντα για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης.  Η αλλαγή στην δοµή 

του αντιδραστηρίου παραγώγισης της φορµαλδεΰδης θα µπορούσε να 

επιφέρει καλύτερα αποτελέσµατα.  Η προσθήκη φαινυλίων αντί των µεθυλίων 

στα δυο άκρα πιθανώς να είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση του 

παρατηρούµενου φθορισµού, καθώς αυξάνεται η συζυγία.  

 Επίσης οι υψηλές θερµοκρασίες που είναι απαραίτητες για τις δύο 

αντιδράσεις παραγώγισης, έχουν σαν αποτέλεσµα την είσοδο στον ανιχνευτή 

του προϊόντος σε υψηλή θερµοκρασία.  Κάτι τέτοιο όµως έχει ως αποτέλεσµα 

την µείωση του παρατηρούµενου φθορισµού λόγω αποσβέσεων.  Η ψύξη του 

µίγµατος πριν την είσοδο του στον ανιχνευτή θα µπορούσε να ελαττώσει τα 

όρια ανίχνευσης.   
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