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Εισαγωγή

Οι Tammy J. Dwyer και Jeremiah D. Fillo από το Τμήμα Χημείας του 
Πανεπιστημίου του San Diego, βρήκαν δύο τρόπους ώστε να 
εκσυγχρονιστεί το μάθημα Αναλυτικής Χημείας. Ο ένας είναι η 
ενσωμάτωση περισσότερων τεχνικών με διάφορα όργανα κατά τη διάρκεια 
του μαθήματος και ο δεύτερος η χρήση φυσικών δειγμάτων για ανάλυση.

Στο άρθρο «Assaying α-Dicarbonyl Compounds in Wine: A
Complementary GC-MS, HPLC, and Visible Spectrophotometric Analysis», 
που δημοσίευσαν στο περιοδικό «Journal of Chemical Education» (Vol. 83, 
No. 2, February 2006), αναλύεται ο τρόπος με τον οποίο ενίσχυσαν τη 
διδασκαλία τους σε διάφορα θέματα Αναλυτικής Χημείας, με τη χρήση 
δειγμάτων κρασιού.

Χρησιμοποιήθηκε μια υδάτινη αντίδραση ανάμεσα στην ο-
phenylenediamine (4) και σε τρεις α-dicarbonyl ενώσεις που βρίσκονται στο 
κρασί, οι οποίες είναι:

1) glyoxal               (1)
2) methylglyoxal    (2)
3) 2,3-butanedione (3)

Το προϊόν αυτής της αντίδρασης είναι μια σειρά από ενώσεις quinoxaline:
1) quinoxaline                     (5)
2) 2-methylquinoxaline       (6)
3) 2,3-dimethylquinoxaline (7)

Σχήμα 1: Αντίδραση των α-dicarbonyl ενώσεων με ο-phenylenediamine και παραγωγή 
quinoxaline συμπλόκων.
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Χαρακτηριστικά των Ενώσεων

Η ο-phenylenediamine είναι μια οργανική ένωση με τύπο 
C6H4(NH2)2. Είναι τοξική ουσία και ύποπτη για πρόκληση καρκίνου. Σε 
περίπτωση επαφής με τα μάτια πρέπει να ξεπλυθούν αμέσως με άφθονο 
νερό.

Η 2,3-butanedione, ή diacetyl, έχει χημικό τύπο C4H6Ο2 και είναι 
υπεύθυνη για τη «βουτυρώδη» γεύση που έχουν ορισμένες ποικιλίες 
κρασιών. Όταν θερμαίνεται ή όταν εισπνέεται για μεγάλο χρονικό διάστημα, 
έχει δειχθεί ότι προκαλεί προβλήματα στους πνεύμονες. Η πιο συνηθισμένη 
και σοβαρή ασθένεια που προκαλεί η 2,3-butanedione είναι η αποφρακτική 
βρογχιολίτιδα.

Η glyoxal είναι μία οργανική ένωση με τύπο ΟCHCHΟ. Είναι η 
μικρότερη διαλδεϋδη και έχει κίτρινο χρώμα.

Η methylglyoxal (MG), γνωστή και ως pyruvaldehyde ή 2-
oxopropanal, βρίσκεται σε όλο το ανθρώπινο σώμα και, παρόλο που σε 
χαμηλές συγκεντρώσεις είναι αβλαβής, σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 
1mM γίνεται τοξική. Επίσης, έχει ανακαλυφθεί ότι είναι υπεύθυνη για την 
υπεργλυκαιμία και το διαβήτη. Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η MG
είναι ένας φυσικός μεσάζων των πλευρικών αλυσίδων της διαδικασίας της 
γλυκόλυσης. Συγκεκριμένα, ο σχηματισμός της MG από μη ενζυματική ή 
ενζυματική αποβολή του φωσφορικού άλατος από glyceraldehyde-3-
φωσφορικό και dihydroxyacetone φωσφορικό θεωρείται ότι είναι η 
σημαντικότερη πηγή της MG στο ανθρώπινο σώμα.

Η MG υπάρχει και στα ζώα, αλλά η βιοσύνθεσή της δεν έχει 
καθοριστεί ακόμα. Ο λόγος είναι ότι η ληφθείσα MG καταστρέφεται 
γρήγορα και, ενώ ένας τρόπος θα ήταν να παρθεί περισσότερη ποσότητα 
MG για τις μετρήσεις, αυτό δε μπορεί να γίνει αφού πέρα από ορισμένα 
επίπεδα συγκέντρωσης, η MG γίνεται τοξική.

Αντιθέτως, η ποσοτική ανάλυση της ένωσης MG στα τρόφιμα και στα 
ποτά έχει γίνει με επιτυχία. Ιδιαίτερα στο κρασί, η μέτρηση της MG και των 
παράγωγών της έχει επιτευχθεί με τις εξής μεθόδους:

i) Αέρια χρωματογραφία συνδιασμένη με ένα φασματόμετρο μάζας 
(GC-MS)

ii) Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC)

Οι ενώσεις quinoxaline είναι ετεροκυκλικές ενώσεις που περιέχουν ένα 
σύνθετο δακτύλιο το οποίο αποτελείται από έναν βενζοϊκό δακτύλιο και ένα 
pyrazine δακτύλιο. Είναι ακατάλληλες για τα μάτια, το δέρμα και το 
αναπνευστικό σύστημα.
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Πειραματική Διαδικασία

Οι φοιτητές των Tammy J. Dwyer και Jeremiah D. Fillo
πραγματοποίησαν στα εργαστήριά τους την εξής διαδικασία:

Ανέμιξαν 500μL κρασιού με 1,5mg ο-phenylenediamine σε έναν 
σωλήνα Eppendorf και, είτε θερμάνανε το μίγμα για μισή ώρα στους 30οC, 
είτε το άφησαν δύο ώρες σε θερμοκρασία δωματίου.

Στη συνέχεια, ανέλυσαν αυθεντικά δείγματα ενώσεων quinoxaline με 
τις παρακάτω μεθόδους:

1) Ορατή φασματοφωτομετρία, για περίπου 30λεπτά, καταγράφοντας
5 μετρήσεις του μήκους κύματος. Χρησιμοποιήθηκαν αυθεντικά δείγματα 
quinoxaline, 2-methylquinoxaline και 2,3-dimethylquinoxaline χωρίς 
περαιτέρω καθαρισμό. Η τιμή του μέγιστου μήκους κύματος λmax για κάθε 
ένωση, μετρήθηκε σε υδατικό διάλυμα και σε μεθανόλη. Οι φοιτητές 
χρησιμοποίησαν έναν Thermo-Spectronic UNICAM UV500. Σε καθέναν 
διαλύτη, τα φάσματα απορρόφησης διαφόρων quinoxaline ήταν παρόμοια 
με λmax=315nm. Αφού οι κορυφές των διαγραμμάτων αυτών των τριών
ενώσεων ήταν επικαλυπτόμενες και δυσδιάκριτες (σχήμα 9), οι σπουδαστές 
συμπέραναν ότι αυτή η μέθοδος δεν ήταν κατάλληλη για την ποσοτική 
ανάλυση.

Σχήμα 9 : Φάσμα ορατής φασματοσκοπίας διαφόρων δειγμάτων κρασιού μετά από την 
αντίδρασή τους με ο-phenylenediamine. Τα κρασιά που παρουσιάζονται στο διάγραμμα 
είναι Sauvignon blanc (Amper Hill) και Chardonnay (Sutter Home & Charles Shaw).
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2) Αέρια χρωματογραφία συνδιασμένη με ένα φασματόμετρο μάζας 
(GC-MS), για περίπου 3 ώρες με 5 εγχύσεις ανά 30 λεπτά η κάθε μία. Οι 
φοιτητές έγχυσαν 1μL του δείγματος άμεσα επάνω στο GC-MS. Η αρχική 
θερμοκρασία ήταν 60οC και ακολούθησε θέρμανση κατά 2οC/min έως 
120οC (αυτό κράτησε πάνω από μισή ώρα). Έπειτα, ακολούθησε θέρμανση 
κατά 15οC/min μέχρι μια τελική θερμοκρασία 230οC, η οποία κρατήθηκε για 
5 λεπτά. Χρησιμοποίησαν το μηχάνημα Single Ion Monitoring (SIM: 
Παρακολούθηση Επιλεγμένου Ιόντος) για να προσδιορίσουν την ευαισθησία 
του οργάνου. Στο SIM, ο εκλεκτικός ανιχνευτής μάζας τέθηκε σε λειτουργία 
για πολύ μικρό χρονικό διάστημα, που αντιστοιχεί στους αναμενόμενους 
χρόνους διατήρησης ±45δευτερόλεπτα. Ένα χαρακτηριστικό αποτέλεσμα 
για την 2-methylquinoxaline που εξήχθηκε από τη methylglyoxal στο δείγμα 
κρασιού, παρουσιάζεται στο σχήμα 10 και οι αντιπροσωπευτικοί χρόνοι 
διατήρησης για τα quinoxaline προϊόντα της αντίδρασης παρουσιάζονται 
στον πίνακα 1.

Σχήμα 10 : (πάνω εικόνα): Γραφική παράσταση δείγματος κρασιού, από αέρια 
χρωματογραφία, που δείχνει την παρουσία του methylglyoxal (του οποίου η  αντίδραση με 
ο-phenylenediamine παράγει 2-methylquinoxaline). Η άνοδος που παρατηρέιται στο 
κέντρο του διαγράμματος προκλήθηκε από το SIM. (κάτω εικόνα): Xαρακτηριστικό φάσμα

της 2-methylquinoxaline με το φασματόμετρο μάζας.
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Πίνακας 1 : Αποτελέσματα των quinoxaline ενώσεων με τη μέθοδο GC-MS.

3) Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), για περίπου 2 ώρες 
με 5 εγχύσεις ανά 10 λεπτά η κάθε μία. Οι σπουδαστές χρησιμοποίησαν μία 
στήλη reverse-phase C18 (Waters 610E HPLC Higgins Analytical CLIPEUS
5-μm). Η έκλουση που πραγματοποιήθηκε αποτελούνταν από 50:50 
ακετονιτρίλιο:οξικού νατρίου (0.040 Μ, pH 4) και η απορροφητικότητα 
ελεγχόταν ανά 315nm. Για την κατασκευή τυποποιημένων καμπυλών που 
εκτείνονται σε διάστημα συγκέντρωσης 5*10-7Μ έως 2*10-5Μ, 
χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα αυθεντικών quinoxaline ενώσεων (σχήμα 11).

Σχήμα 11 : Πρότυπες καμπύλες με τη μέθοδο HPLC  από αυθεντικά δείγματα των
προϊόντων: quinoxaline, 2-methylquinoxaline και 2,3-dimethylquinoxaline.
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Τα χαρακτηριστικά χρωματογραφήματα των δειγμάτων κρασιού στα 
οποία και τα τρία glyoxals είναι παρόντα και μετατρέπονται σε quinoxalines
πριν από την ανάλυση, παρουσιάζονται στο σχήμα 12.

Σχήμα 12 : HPLC ίχνη για διαφορετικά δείγματα κρασιού που αντέδρασαν με ο-
phenylenediamine: (Α) Chardonnay, (Β) Sauvignon Blanc, (Γ) Cabernet Sauvignon, και 
(Δ) Merlot. Οι χρόνοι διατήρησης για τα προϊόντα της αντίδρασης (προσδιορίζονται με 
αυθεντικά δείγματα) είναι 5.2 min (quinoxaline), 5.7 min (2-methylquinoxaline), και 6.1 
min (2,3-dimethylquinoxaline).

Υπό αυτούς τους όρους, οι χρόνοι διατήρησης είναι 5.21±0.01sec για 
quinoxaline, 5.61±0.06min για 2-methylquinoxaline και 5.99±0.20min για 
2,3-dimethylquinoxaline. Η συγκέντρωση των quinoxaline ενώσεων 
καθορίζονται σε διάφορα δείγματα κρασιού, τα οποία παρουσιάζονται 
στον πίνακα 2.

Πίνακας 2 : Αποτελέσματα συγκεντρώσεων quinoxaline ενώσεων που προέρχονται από 
διάφορες ποικιλίες κρασιών με τη μέθοδο HPLC.
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Μέθοδοι - Οργανολογία

I. Φασματοφωτομετρία UV-VIS

Γενικά, οι φασματοσκοπικές μέθοδοι χημικής ανάλυσης, όπου ανήκει 
και η φασματοφωτομετρία UV-VIS, χρησιμοποιούνται ευρύτατα για την 
επίλυση διαφόρων χημικών προβλημάτων, που σχετίζονται με τη δομή, την 
κινητική, την ταυτοποίηση, την ποσοτική ανάλυση διαφόρων ενώσεων, κ.α. 

Τα πλεονεκτήματα αυτών των μεθόδων είναι:
χρησιμοποιείται μικρή ποσότητα δείγματος,
δεν καταστρέφεται στο τέλος της ανάλυσης,
μεγάλη ακρίβεια και ευαισθησία,
μικρός χρόνος μέτρησης.

Οι περισσότερες από τις φασματοφωτομετρικές μεθόδους βασίζονται 
στην επίδραση κατάλληλης ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας σε μια ουσία, 
που δεσμεύεται από τα άτομα, ή τα μόρια της ύλης και προκαλεί 
ηλεκτρονικές διεγέρσεις, διεγέρσεις πυρήνων, αλλαγές στην περιστροφή και 
τη δόνηση των μορίων. Στη συνέχεια τα άτομα και τα μόρια επιστρέφουν 
συνήθως στην αρχική τους κατάσταση, αφού αποβάλλουν το ποσό της 
ενέργειας που απορρόφησαν. Η καταγραφή της έντασης της απορρόφησης 
σε συνάρτηση με το μήκος κύματος, ή τη συχνότητα της ακτινοβολίας 
αποτελεί το φάσμα απορρόφησης, που είναι γραμμικό στα άτομα και ταινίες 
στα μόρια.

Συγκεκριμένα, στη Φασματοφωτομετρία UV-vis η απορρόφηση 
υπεριώδους (UV : 190-400nm), ή ορατής ακτινοβολίας (visual 400-800nm), 
προκαλεί μόνο ηλεκτρονικές διεγέρσεις, δηλαδή διεγέρσεις ηλεκτρονίων της 
στοιβάδας σθένους, που μεταβαίνουν από μια δεσμική σε μια αντιδεσμική 
κατάσταση, χωρίς όμως να αλλάζουν τον κύριο κβαντικό αριθμό.

Οργανολογία :

Σχήμα 2: Σχηματική παράσταση του Φασματομέτρου UV-vis.
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Η πηγή φωτός είναι λυχνία Hg, H2, δευτερίου (D) για την 
υπεριώδη περιοχή και βολφραμίου (W) για την ορατή.
Ο μονοχρωμάτορας (πρίσμα, ή παραθλαστικό φράγμα), αναλύει τα 
λευκό φως στις διάφορες μονοχρωματικές περιοχές του και 
επιλέγει το επιθυμητό μήκος κύματος, με μεγάλη ακρίβεια.
Ο διαχωριστής δέσμης, χωρίζει την εξερχόμενη δέσμη σε δύο ίσα 
μέρη.
Οι κυψελίδες που περιέχουν το τυφλό και το δείγμα μέτρησης, 
κατασκευάζονται από χαλαζία για την περιοχή UV, ή και από 
ύαλο για την περιοχή VIS.
Οι ανιχνευτές 1 και 2 συνδυαζόμενοι βρίσκουν το σήμα που 
οφείλεται στην ουσία που θέλουμε να προσδιορίσουμε.
Ο ενισχυτής, ενισχύει το εξερχόμενο σήμα.
Η μέτρηση, ή και καταγραφή του σήματος γίνεται από ευπαθές 
φωτοκύτταρο και εκφράζεται σαν απορρόφηση, ή διαπερατότητα. 
Σήμερα τα χρησιμοποιούμενα όργανα είναι συνήθως αυτογραφικά 
διπλής δέσμης, (ο μηδενισμός του οργάνου γίνεται αυτόματα) και 
δίνουν τις μεταβολές της απορρόφησης, ή της διαπερατότητας σε 
συνάρτηση με το μήκος κύματος.

ΟΡΙΣΜΟΙ :

α) Το μήκος κύματος όπου παρατηρείται το μεγαλύτερο ποσοστό 
απορρόφησης, καλείται μήκος κύματος μέγιστης απορρόφησης και 
συμβολίζεται με λ. Σε αυτό το μήκος κύματος πραγματοποιούνται 
υποχρεωτικά όλες οι μετρήσεις.

β) Λευκό διάλυμα, ή τυφλό δείγμα (blank), είναι το διάλυμα που έχει 
υποστεί όλες ακριβώς τις επεξεργασίες όπως και το άγνωστο, αλλά δεν 
περιέχει την ουσία που εξετάζουμε. Η κυψελίδα που περιέχει το λευκό 
διάλυμα ονομάζεται και κυψελίδα αναφοράς. Είναι κατασκευασμένη από 
χαλαζία, ή γυαλί ανάλογα με την περιοχή μέτρησης.

γ) Καμπύλη αναφοράς, ή βαθμονόμησης (calibration curve), 
ονομάζεται η καμπύλη που προκύπτει από τη γραφική απεικόνιση των 
αριθμητικών τιμών μιας φυσικοχημικής ιδιότητας του δείγματος (Α ή Τ%), 
σε συνάρτηση με τη συγκέντρωση της ουσίας σε πρότυπα διαλύματα. Από 
την καμπύλη αναφοράς υπολογίζουμε αμέσως τη συγκέντρωση ενός 
άγνωστου διαλύματος. Σωστές μετρήσεις λαμβάνονται όταν η μικρότερη 
τιμή της %Τ είναι 10% και η μέγιστη οριακή τιμή της απορρόφησης 
μονάδα, (Α = 1).
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II. Αέρια Χρωματογραφία - Φασματομετρία Μαζών (GC-MS)

Η αέρια χρωματογραφία αναπτύχθηκε ως αναλυτική τεχνική τα 
τελευταία σαράντα χρόνια. Η τεχνική αυτή είναι σχετικά απλή και 
χρησιμοποιείται για την ανάλυση πτητικών ουσιών σε τρόφιμα, φάρμακα, 
προϊόντα πετρελαίου κ.λπ. 

Αρκετοί κατασκευαστές οργάνων προσφέρουν αεριο-
χρωματογράφους, που μπορούν να συζευχθούν άμεσα με φασματόμετρα 
μαζών (ΜS) ταχείας σάρωσης. Η αρχή λειτουργίας της φασματομετρίας 
μαζών στηρίζεται στη δημιουργία ιόντων (κυρίως θετικών) μιας ένωσης, το 
διαχωρισμό τους με βάση το λόγο της μάζας προς φορτίο (m/z) και την 
καταγραφή τους. Με αυτόν τον τρόπο είναι δυνατό να προσδιοριστεί το 
μοριακό βάρος (ΜΒ) της ένωσης και ο τρόπος σύνδεσης των διαφόρων 
ομάδων μεταξύ τους.

Οργανολογία :

Σχήμα 3: Διάταξη Αέριου Χρωματογράφου.

Στην Αέρια Χρωματογραφία (GC) το φέρον αέριο (συνήθως Ν2, Ηe, 
H2, Ar) από τη φιάλη υψηλής πίεσης, μέσα από ρυθμιστές παροχής, 
οδηγείται στη στήλη. Η εισαγωγή του δείγματος γίνεται με μικροσύριγγα 
στη βαλβίδα εισαγωγής του δείγματος στην κορυφή της στήλης. Tα 
συστατικά του δείγματος συμπαρασύρονται από το φέρον αέριο κατά μήκος 
της στήλης και διαχωρίζονται. Τα κλάσματα στη συνέχεια ανιχνεύονται 
στον ανιχνευτή και τα σήματα ανίχνευσης καταγράφονται από καταγραφικό. 
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Σε ορισμένες περιπτώσεις, στη συνέχεια υπάρχει μια διάταξη, όπου 
συλλέγονται τα διάφορα κλάσματα και ένα ροόμετρο για τον έλεγχο της 
ταχύτητας ροής του φέροντος αερίου.

Ως φέρον αέριο μπορεί να χρησιμοποιηθεί κάθε αέριο σε υπερκάθαρη 
κατάσταση, το οποίο μπορεί να διαφοροποιηθεί στον ανιχνευτή, από τα 
διάφορα συστατικά του μίγματος. Το φέρον αέριο πρέπει να είναι αδρανές 
και απαλλαγμένο από προσμίξεις. Επίσης δεν πρέπει να περιέχει οξυγόνο, 
γιατί οξειδώνει τη στατική φάση και αυτό σημαίνει καταστροφή της στήλης, 
ιδιαίτερα όταν αυτή είναι τριχοειδής και η ποσότητα της στατικής φάσης 
είναι ελάχιστη. Ίχνη υγρασίας επίσης απενεργοποιούν τη στατική φάση, για 
αυτό το φέρον αέριο πρέπει να είναι απαλλαγμένο από υγρασία. Η επιλογή 
του φέροντος αερίου εξαρτάται κυρίως από τον τύπο του ανιχνευτή που 
χρησιμοποιείται.

Η καρδιά του χρωματογράφου είναι η στήλη. Υπάρχουν δύο είδη 
στηλών οι πληρωμένες στήλες και οι τριχοειδείς. Η στήλη αποτελείται από 
έναν επιμήκη σωλήνα, συνήθως με τη μορφή σπειράματος ή U, ώστε να 
καταλαμβάνει κατά το δυνατόν μικρότερο χώρο, από ανοξείδωτο χάλυβα, 
χαλκό, αργίλιο, ύαλο ή πλαστικό, μήκους 1-2 m για της πληρωμένες στήλες, 
μέχρις αρκετών εκατοντάδων μέτρων για τις τριχοειδείς, εσωτερικής 
διαμέτρου της τάξεως των mm στις αναλυτικές στήλες, πολλών δεκάδων cm
στις παρασκευαστικές στήλες.

Το δείγμα, συνήθως όγκου 1μL εισάγεται στο ρεύμα του φέροντος 
αερίου στην αρχή της στήλης με μια μικροσύριγγα, διαμέσου μιας 
ελαστικής πλακέτας ή διαφράγματος (septum). H ταχύτητα και η ικανότητα 
του διαχωρισμού εξαρτώνται από τη θερμοκρασία. Για αυτό το λόγο η 
στήλη βρίσκεται σε φούρνο, του οποίου η θερμοκρασία ελέγχεται αυστηρά.

Ο διαχωρισμός επιτυγχάνεται εξαιτίας των διαφόρων δυνάμεων 
συγκράτησης και έκλουσης ανάμεσα στα συστατικά του μίγματος, το υλικό 
πλήρωσης της στήλης και της ροής του φέροντος αερίου.
Το δεύτερο μέρος του χρωματογράφου περιλαμβάνει τον ανιχνευτή, ο 
οποίος τοποθετείται στο τέλος της στήλης. Τα σήματα ενισχύονται και 
καταγράφονται στο καταγραφικό σύστημα.

Τα φασματόμετρα μαζών (MS) αποτελούνται από:
1.Το θάλαμο ιοντισμού, όπου μετατρέπεται η ένωση σε ιόντα, συνήθως 
κατιόντα με απόσπαση ενός ηλεκτρονίου,
2.Τον αναλυτή μαζών, όπου γίνεται διαχωρισμός των ιόντων με βάση το 
λόγο της μάζας προς φορτίο (m/z),
3.Toν ανιχνευτή.
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Σχήμα 4: Διάταξη Φασματομέτρου Μαζών.

Ο χώρος όπου δημιουργούνται και επιταχύνονται τα ιόντα διατηρείται 
σε κατάσταση υψηλού κενού. Με το υψηλό κενό δημιουργούνται σε 
χαμηλές θερμοκρασίες θέρμανσης ατμοί της προς προσδιορισμό ουσίας 
χωρίς τη διάσπασή της, που οδηγούνται στο θάλαμο ιοντισμού. Επίσης 
απομακρύνονται τα μόριά της και τα ουδέτερα προϊόντα της διάσπασης από 
το χώρο της ανάλυσης μετά από κάθε μέτρηση.

Ο αναλυτής αποτελείται από ένα σωλήνα σε σχήμα τόξου, που 
βρίσκεται μέσα σε ομογενές μαγνητικό πεδίο μεγάλης έντασης (3000-4000 
gauss) και σε διεύθυνση κάθετη προς τις δυναμικές γραμμές του μαγνητικού 
πεδίου. Με δύο κυκλικές οπές – διαφράγματα μεταβλητής ακτίνας στην 
αρχή και στο τέλος του σωλήνα ένα μέρος από τα ιόντα που δεν εστιάζονται 
στο κέντρο των διαφραγμάτων απορρίπτεται.

Ο συνηθέστερος τρόπος ιοντισμού είναι με βομβαρδισμό των αερίων 
μορίων της ένωσης με δέσμη ηλεκτρονίων. Κατά τον ιοντισμό της ένωσης 
με ηλεκτρόνια, ο οποίος επιτυγχάνεται με βομβαρδισμό μορίων αυτής με 
δέσμη ηλεκτρονίων μεγάλης ενέργειας (συνήθως 70eV), δημιουργείται με 
απώλεια ενός ηλεκτρονίου από μέρους της ένωσης μια κατιοντική ρίζα, που 
αντιστοιχεί στο μοριακό ιόν. Οι κατιοντικές αυτές ρίζες επιταχύνονται 
αρχικά με ηλεκτρικό πεδίο και στη συνέχεια κινούνται μέσα στο μαγνητικό 
πεδίο, οπότε εκτρέπονται και διαχωρίζονται με βάση το m/z. 

Σχήμα 5: Ιοντισμός με βομβαρδισμό.
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Άλλοι τρόποι σχηματισμού ιόντων είναι : ο χημικός ιοντισμός (CI), η 
εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου (FI), ο βομβαρδισμό με γρήγορα ουδέτερα 
άτομα Xe ή Ar ή ιόντα Cs (FIB).

Οι συνηθέστεροι αναλυτές είναι: αναλυτής τομέα, τετραπολικός 
αναλυτής, παγίδα ιόντων, αναλυτής χρόνου πτήσης.

III. Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης (HPLC)

Με την τεχνική της HPLC επιτυγχάνουμε το διαχωρισμό των 
συστατικών ενός υγρού μίγματος, περνώντας το μέσα από μια 
χρωματογραφική στήλη, με τη βοήθεια αντλιών υψηλής πίεσης.

Στην HPLC διακρίνουμε δυο φάσεις:
I. Τη στατική φάση, που αποτελείται από στερεό πορώδες υλικό, ή υγρό 

καθηλωμένο σε στερεό υπόστρωμα πολύ μικρής διαμέτρου, που 
βρίσκεται μέσα στη στήλη

II. Την κινητή φάση που είναι ένας διαλύτης, ή μίγμα διαλυτών.
Η διαβίβαση της υγρής κινητής φάσης μέσα από τη στατική, 

πραγματοποιείται με τη βοήθεια αντλιών υψηλής πίεσης και έτσι 
επιτυγχάνονται δύσκολοι διαχωρισμοί μέσα σε λίγα λεπτά.

Επιλογή Κατάλληλων Φάσεων :

 Επιλογή Στατικής Φάσης

Η επιλογή της στατικής φάσης και της κατάλληλης αναλυτικής 
στήλης είναι σημαντικά για την ανάπτυξη μιας αναλυτικής μεθόδου και 
καθορίζεται από τις επιμέρους παραμέτρους:

i. Το μέγεθος των μορίων του υλικού πληρώσεως και τα γεωμετρικά 
χαρακτηριστικά της στήλης
ii. Η φύση της ομάδας που είναι δεσμευμένη στο υπόστρωμα, η οποία 
καθορίζει και την εκλεκτικότητα της στατικής φάσης
iii. Η διάμετρος των πόρων του υλικού πληρώσεως
iv. Ο τύπος του υποστρώματος το οποίο πρέπει να είναι χημικά 
αδρανές.
v. Η περιεκτικότητα της στήλης σε ελεύθερα σιλανολικά υδροξύλια. 
Όσο μεγαλύτερο είναι το ποσοστό τους , τόσο πιο πολική (όξινη) 
είναι η στήλη και τόσο ασθενέστερη είναι η συγκράτηση των μη 
πολικών ενώσεων.
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 Επιλογή Κινητής Φάσης

Είναι γνωστό από τη χρωματογραφική θεωρία ότι η διακριτική 
ικανότητα Rs εξαρτάται από τον αριθμό των θεωρητικών πλακών Ν, τον 
παράγοντα συγκράτησης k και τον παράγοντα διαχωρισμού α.

Η βελτιστοποίηση των παραμέτρων k και α γίνεται κυρίως με 
αλλαγές στη σύσταση της κινητής φάσης. Έτσι, μετά την επιλογή της 
στατικής φάσης (βελτιστοποίηση του Ν), η οποία πρέπει να έχει παρόμοια 
πολικότητα με τις προσδιοριζόμενες ενώσεις, επιλέγεται η κινητή φάση έτσι 
ώστε: 1 < k < 20.

Εφαρμογές :

Η HPLC χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό πολύπλοκων ανόργανων 
και οργανικών μιγμάτων καθώς και στην ποιοτική και ποσοτική ανάλυση. 
Είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για το διαχωρισμό και την ανάλυση μιγμάτων 
μοριακών, ή ιοντικών ενώσεων με χαμηλές τάσεις ατμών καθώς και θερμικά 
ασταθών ενώσεων, που δεν μπορούν να εξαερωθούν χωρίς να διασπαστούν.

Σε αντίθεση με την αέρια χρωματογραφία, χρησιμοποιείται για το 
διαχωρισμό μιγμάτων ουσιών μεγάλου μοριακού βάρους και πολικότητας, 
προσδιορίζοντας σε ιόντα ποσότητες της τάξης του ppb. Η μέθοδος HPLC
έχει πολύ μεγάλη εφαρμογή στην ανάλυση βιολογικών και φαρμακευτικών 
μιγμάτων καθώς και των μεταβολιτών τους. Στην ποσοτική ανάλυση 
χρησιμοποιούνται οι ίδιες τεχνικές με την αέρια χρωματογραφία. 

Είδη HPLC :

Στην HPLC μπορούν να συμπεριληφθούν και να εφαρμοστούν όλα τα 
είδη που λαμβάνουν χώρα στους χρωματογραφικούς διαχωρισμούς, με την 
κατάλληλη χρήση υλικού πληρώσεως της στήλης και του διαλύτη έκλουσης.

i) Χρωματογραφία Προσρόφησης

Ο διαχωρισμός των διαφόρων ουσιών βασίζεται στο διαφορετικό 
βαθμό προσρόφησης στη στατική φάση. Οι κυριότερες αλληλεπιδράσεις 
που λαμβάνουν χώρα είναι ηλεκτροστατικής φύσης. Η χρωματογραφία 
προσρόφησης βρίσκει εφαρμογή στο διαχωρισμό ουσιών με παρόμοια δομή, 
αλλά με διαφορετική πολικότητα.

Ανάλογα με τη σχέση πολικότητας μεταξύ της στατικής και της 
κινητής φάσης διακρίνονται δύο είδη χρωματογραφίας προσρόφησης:
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a. Χρωματογραφία Κανονικής Φάσης

Εδώ, η στατική φάση (συνήθως SiO2 ή Al2O3) είναι πολικότερη από 
την κινητή, η οποία αποτελείται από μη πολικούς διαλύτες όπως εξάνιο, 
χλωροφόρμιο.

b. Χρωματογραφία Αντίστροφης Φάσης

Εδώ, η στατική φάση, η οποία είναι λιγότερο πολική της κινητής, 
αποτελείται από οξείδιο πυριτίου συζευγμένο με διάφορες ομάδες όπως 
αλκύλια (ακετύλιο, δεκαοκτύλιο), φαινύλιο, διόλες, αμινομάδες, 
κυανομάδες κ.ά., ενώ η κινητή φάση αποτελείται από μείγματα οργανικών 
διαλυτών (μεθανόλη ,ακετονιτρίλιο, κ.ά.) με υδατικά ρυθμιστικά διαλύματα 
και νερό.

ii) Χρωματογραφία Κατανομής

Ο διαχωρισμός στηρίζεται στη διαφορετική κατανομή των 
συστατικών ενός μείγματος μεταξύ της κινητής και της υγρής στατικής 
φάσης και εφαρμόζεται στην ανάλυση ομόλογων, μη ιονικών ενώσεων.

iii)Χρωματογραφία Ιοντοανταλλαγής

Ο διαχωρισμός οφείλεται στις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ των αναλυόμενων ιόντων και των φορτισμένων ομάδων της 
στατικής φάσης. Οι κυριότερες παράμετροι που καθορίζουν τη συγκράτηση 
στη χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής είναι το αντίθετο ιόν της δραστικής 
ομάδας της στατικής φάσης ,η ιονική ισχύς, το pΗ, ο τροποποιητής της 
κινητής φάσης και η θερμοκρασία.

iv) Χρωματογραφία Συγγένειας

Για την επίτευξη του διαχωρισμού, οι προσδιοριζόμενες ενώσεις 
δεσμεύονται εκλεκτικά σε υποκαταστάτες, οι οποίοι είναι συνδεδεμένοι 
στην επιφάνεια του διοξειδίου του πυριτίου. Στην κατηγορία αυτή ανήκει η 
Χρωματογραφία Εναντιομερών, η οποία αποκτά αυξανόμενο ενδιαφέρον 
και με την οποία διαχωρίζονται εναντιομερείς μορφές ενώσεων που 
παρουσιάζουν χειρομορφία.
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v) Χρωματογραφία Αποκλεισμού Μεγέθους ή Διάχυσης Πηκτής

Ο διαχωρισμός γίνεται με βάση το σχήμα και το μέγεθος των μορίων 
των αναλυόμενων ενώσεων και βρίσκει εφαρμογές στην ανάλυση και το 
χαρακτηρισμό των πολυμερών.

Τα μεγάλα μόρια εξέρχονται πρώτα από τη στήλη, ενώ τα μικρά 
μόρια, καθώς εισέρχονται στους πόρους των σωματιδίων της στατικής 
φάσης, καθυστερούν και βγαίνουν αργότερα.

Οργανολογία :

Η Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Πίεσης αποτελείται από τα τμήματα:

1. Το σύστημα της αντλίας (pump). 
2. Το σύστημα εισαγωγής του δείγματος στη στήλη (injector valve).
3. Στήλη (column). 
4. Ανιχνευτής (detector). 
5. Καταγραφικό. 
6. Υπολογιστής - εκτυπωτής. 

Σχήμα 6: Διάταξη HPLC.

 Σύστημα αντλίας
Το σύστημα αντλίας περιλαμβάνει το δοχείο του διαλύτη, τα διάφορα 

φίλτρα και τις διατάξεις πίεσης και ροής. Το δοχείο του διαλύτη είναι 
συνήθως γυάλινη φιάλη για την ισοκρατική έκλουση (isocratic), ή φιάλες 
μέχρι τέσσερις στη βαθμωτή έκλουση (gradient) όπου τοποθετούνται οι 
διαλύτες και απαερώνονται. Η απαέρωση είναι απαραίτητη προκειμένου να 
φύγουν όλα τα διαλυμένα αέρια και κυρίως το οξυγόνο, που δημιουργούν 
φυσαλίδες στην κυψελίδα και μη σταθερή πίεση στο κύκλωμα ροής. Η 
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απαέρωση γίνεται, ή με διαβίβαση ηλίου στο χώρο των διαλυτών, ή 
περνώντας τους μέσα από συσκευή με ειδικές μεμβράνες που κατακρατούν 
όλα τα διαλυμένα αέρια, ή και με υπερήχους. Με την αντλία υψηλής πίεσης 
αφήνουμε να περάσει το σύστημα των διαλυτών μέσα από τη στήλη, που 
παρασύρει το δείγμα και διαχωρίζει τα διάφορα συστατικά του, ανάλογα με 
την πολικότητά τους και σε σχέση με το εκλουστικό σύστημα. Υπάρχουν 
τρεις τύποι αντλιών (παλινδρομικές, πνευματικές και αντλίες εκτόπισης), 
ιδανική είναι εκείνη που μπορεί να δώσει πίεση μέχρι 6000 psi (~ 400 Atm) 
μέσα από μια στήλη. Ανάλογα με τη σταθερότητα της πίεσης που 
εξασφαλίζόυν αυξάνει και η τιμή τους. Η σταθερή ροή επηρεάζεται από τον 
κινητήρα της αντλίας, τις φλάντζες στεγανοποίησης και τη βαλβίδα 
εισαγωγής του δείγματος.

Οι δυο εφαρμοζόμενες τεχνικές ανάλυσης είναι η ισοκρατική 
έκλουση (isocratic elution) στην οποία η κινητή φάση έχει σταθερή 
σύσταση καθόλη την ανάλυση και η βαθμιδωτή έκλουση (gradient elution) 
στην οποία η κινητή φάση μεταβάλλεται βαθμιαία, ή κατά τακτά χρονικά 
διαστήματα με βάση προγραμματισμό. Αρχικά εκλούονται τα συστατικά 
που συγκρατούνται ασθενέστερα από ένα διαλύτη Α με μικρή ισχύ 
έκλουσης. Στη συνέχεια παρεμβάλλεται ένας δεύτερος διαλύτης Β με 
μεγαλύτερη ισχύ έκλουσης και αναμειγνύεται με τον Α, είτε σε ξεχωριστά 
στάδια είτε συνεχώς, οπότε αυξάνεται η εκλουστική ικανότητα αυτού του 
μεικτού διαλύτη και επιτυγχάνεται έτσι σταδιακή έκλουση όλων των 
συστατικών. Οι δυο αυτές τεχνικές είναι ανάλογες με την ισόθερμη και την 
θερμοπρογραμματιζόμενη αέρια χρωματογραφία. Η μεγάλη πίεση 
απαιτείται προκειμένου το δείγμα να περάσει με μια λογική ταχύτητα ροής 
μέσα από τη στήλη που είναι γεμάτη με μικρά σωματίδια. 

 Σύστημα εισαγωγής του δείγματος στη στήλη
Η εισαγωγή του υγρού δείγματος γίνεται με μικροσύριγγα κατευθείαν 

στη στήλη, ή συνήθως διαμέσου βαλβίδας εισαγωγής υψηλής πίεσης με 
βρόγχο. Το μεγάλο πλεονέκτημα αυτών των βαλβίδων είναι ότι δε 
διακόπτουμε τη ροή του εκλουστικού και εργαζόμαστε σε υψηλές πιέσεις.
Σήμερα υπάρχουν βαλβίδες εισαγωγής που μας επιτρέπουν να εισάγουμε 
διαφορετικούς όγκους στην αναλυτική στήλη.

 Στήλες
Στήλες (columns): Οι κυρίως στήλες ή απλά στήλες HPLC είναι 

κυλινδρικές από ανοξείδωτο μέταλλο, ή πλαστικό κατάλληλο, ώστε να 
αντέχουν στις μεγάλες πιέσεις που εξασκούν επάνω τους οι αντλίες. Οι 
διαστάσεις τους είναι 10-50 cm και η διάμετρός τους 1-5mm. Αγοράζονται 
έτοιμες από τις κατασκευάστριες εταιρίες. Το εσωτερικό τους πληρούται με 
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λεπτόκοκκο αδρανές υλικό που οι πόροι του καλύπτονται με την υγρή 
στατική φάση. Μια καλά πληρωμένη στήλη μπορεί να έχει απόδοση 
περίπου 400 θεωρητικών πλακών ανά εκατοστό με σωματίδια 5-10μm. Η 
διαχωριστική ικανότητα μιας στήλης μπορεί να βελτιωθεί μεταβάλλοντας 
τον αριθμό των θεωρητικών πλακών "Ν" δηλαδή το μήκος της στήλης, ή 
μεταβάλλοντάς τη διάμετρο των κόκκων του υλικού πλήρωσης, ή 
αυξομειώνοντας την ταχύτητα της κινητής φάσης.

Υπάρχουν δύο τύποι στηλών: 
α) αναλυτικές στήλες, 
β) προστατευτικές στήλες.

Οι στήλες πληρούνται γενικά με τρεις τύπους σωματιδίων 
(πληρωτικών υλικών) :
1) Τα μικροπορώδη σωματίδια με διάμετρο πόρου 5-10μm και τα οποία 
επιτρέπουν τη δίοδο μόνο μικρού μεγέθους συστατικών. 
2) Τα μακροπορώδη σωματίδια που εκτός από μικρούς μοριακούς πόρους 
διαθέτουν και μεγάλους πόρους διαμέτρου >60μm που επιτρέπουν τη δίοδο 
τόσο των μικρών όσο και των μεγάλων συστατικών. 
3) Τα υμενοειδή σωματίδια διαμέτρου 35-45μm, τα οποία διαθέτουν ένα 
αδρανή πυρήνα καλυμμένο από ένα υμένα υγρής στατικής φάσης και 
επιτυγχάνεται υψηλή διαχωριστικότητα για μικρούς όγκους δείγματος. 

 Ανιχνευτές
Οι ανιχνευτές που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην HPLC είναι οι 

παρακάτω:
-Ανιχνευτές ορατού-υπεριώδους -Ηλεκτροχημικοί
-Παράταξης φωτοδιόδων -Φθορισμομετρικοί
-Αγωγιμομετρικοί -Ραδιενέργειας
-Δείκτη διάθλασης -Σκεδασμού φωτός
-Φασματογράφοι μάζας -Φλόγας

Κυριότερες Παράμετροι Χρωματογραφίας :

1) Συντελεστής συγκράτησης ή συντελεστής κατανομής k είναι το μέτρο 
της συγκράτησης ενός συστατικού μέσα στη χρωματογραφική στήλη και 
ορίζεται από τη σχέση:

0

0

t

tt
k R 

Όπου tR είναι ο χρόνος συγκράτησης της ένωσης (λαμβάνεται από το 
χρόνο που ξεκινά η μέτρηση έως το μέγιστο ύψος της εκλουόμενης 
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κορυφής) και t0 είναι ο νεκρός χρόνος του συστήματος (μετράται με 
εισαγωγή αδρανούς συστατικού που δε συγκρατείται από τη στατική φάση).
2) Ο συντελεστής εκλεκτικότητας α του διαχωρισμού δύο ενώσεων Α και 
Β, ορίζεται ως το πηλίκο των παραγόντων χωρητικότητας των ενώσεων. 
Δηλαδή, η εκλεκτικότητα αντιπροσωπεύει την ικανότητα του συστήματος 
να διαχωρίσει δύο ενώσεις Α και Β.

A

B

k

k


3) Ο αριθμός των θεωρητικών πλακών Ν είναι το μέτρο της 
διαχωριστικής απόδοσης μιας στήλης και δίνεται από την εξίσωση:

2

16 






W

t
N R

Όπου W είναι το εύρος της κορυφής σε μονάδες χρόνου.

4) Το ύψος της θεωρητικής πλάκας Η δίνεται από την τύπο:

N

L
H 

Όπου L είναι το μήκος της στήλης.

Σχήμα 7 : Θεωρητικές παράμετροι της χρωματογραφικής στήλης.

5) Διαχωριστική ικανότητα RS είναι το μέτρο του διαχωρισμού μεταξύ 
δύο συστατικών ενός μίγματος. Δηλαδή, ορίζεται ως η απόσταση μεταξύ 
των μεγίστων των κορυφών συγκρινόμενη με το μέσο όρο του εύρους κάθε 
κορυφής. Δίνεται από τη σχέση:

BA

AB
S WW

tt
R




 2

Όπου tA και tB είναι οι χρόνοι συγκράτησης ή μετακίνησης και WA, WB

είναι τα πλάτη της κάθε κορυφής.
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Επίσης, η διαχωριστική ικανότητα δύο ενώσεων συνδέεται και με τον 
αριθμό των θεωρητικών πλακών της στήλης και με τους συντελεστές 
συγκράτησης και εκλεκτικότητας, σύμφωνα με τη σχέση: 

  
















 


k

k
N

a
RS

11

1

4

1

Σχήμα 8 : Διαχωρισμός δύο ενώσεων Α και Β στην υγρή χρωματογραφία.
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Συμπεράσματα

Για την ποσοτικοποίηση των ενώσεων quinoxalines από την 
αντίδραση ο-phenylenediamine με glyoxal, methylglyoxal και 2,3-
butanedione που υπάρχουν στα δείγματα κρασιού, χρησιμοποιήθηκαν τρεις 
μεθόδοι αλλά μόνο μία ήταν αυτή που έδωσε χρήσιμα αποτελέσματα για τον 
ποσοτικό προσδιορισμών των quinoxaline.

Συγκεκριμένα, η φασματομετρία ορατού δεν απεδείχθει πολύ χρήσιμη 
σε αυτό το πείραμα ενώ η μέθοδος GC-MS αποδείχθηκε ιδανική να 
επιβεβαιώσει ότι οι ενώσεις που αναλύφθηκαν στα δείγματα κρασιού ήταν 
πράγματι οι quinoxalines που προήλθαν από την αντίδραση της o-
phenylenediamine με τα αντίστοιχα glyoxals. Δηλαδή, ήταν αρκετά χρήσιμη 
στην ταυτοποίηση των quinoxalines συμπλεγμάτων και λιγότερο χρήσιμη 
στον ποσοτικό προσδιορισμό, εξ’αιτίας της μικρής αναλογίας σήματος προς 
θόρυβο του παλαιότερου οργάνου που χρησιμοποιήθηκε. Η HPLC ήταν η 
καλύτερη μέθοδος για τον ποσοτικό προσδιορισμό. Τα αποτελέσματα της 
GC-MS ήταν σε συμφωνία με αυτά της HPLC σχετικά με την παρουσία ή 
την απουσία glyoxals στα δείγματα κρασιού.

Επιπλέον, υπάρχουν διάφορα συμπεράσματα που προκύπτουν από τα 
στοιχεία που παρουσιάζονται στον πίνακα 2. Γενικά από τα αποτελέσματα,
φαίνεται ότι οι ποικιλίες κόκκινου κρασιού έχουν τις υψηλότερες 
συγκεντρώσεις της 2,3-butanedione (έναντι των άσπρων κρασιών) και ίσως 
αυτό συσχετίζεται με τη γεύση τους. Τα αποτελέσματα επίσης δείχνουν ότι 
οι άσπρες ποικιλίες κρασιού τείνουν να έχουν μετρήσιμες συγκεντρώσεις 
από τουλάχιστον δύο και συχνά και τρεις από τις α-dicarbonyl ενώσεις: 
glyoxal, methylglyoxal, 2,3-butanedione, ενώ τα κόκκινα κρασιά όχι. Τέλος, 
φαίνεται ότι κρασιά που χαρακτηρίζονται ως «ξηρά» (κόκκινα κρασιά και 
Chardonnay) τείνουν να περιέχουν υψηλότερες συγκεντρώσεις ενώσεων α-
dicarbonyl από ότι τα «γλυκά» κρασιά, όπως το Riesling.

Δεδομένου ότι το κρασί είναι ένα τόσο σύνθετο μίγμα ουσιών, 
υπάρχουν πολύ λίγες αναφορές στη βιβλιογραφία που να αποδίδουν το 
άρωμα ή τη γεύση των κρασιών στις ενώσεις α-dicarbonyl. Εν τούτης, 
μπορούν να βρεθούν μεγάλες διακυμάνσεις για τα επίπεδα glyoxal, 
methylglyoxal και 2,3-butanedione στις διαφορετικές ποικιλίες κρασιών.

Ένωση Κόκκινα κρασιά Λευκά κρασιά
glyoxal  M55 108.3107.2    M56 106.7102.6  

2-methylglyoxal  M56 100.4100.9    M56 100.4105.1  
2,3-butanedione  M56 103.3103.2    M55 108.5100.1  

Πίνακας 3 : Συγκεντρώσεις α-dicarbonyl ενώσεων στα κόκκινα και λευκά κρασιά.
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