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                                                     ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η παρουσία πρωτεινικών ουσιων σε 
παρθένο ελαιόλαδο και η συνύπαρξη αυτών µε πολυφαινολικές ενώσεις , καθώς και η 
αντιοξειδωτική δράση του συµπλόκου . 
 Για την αποµόνωση και το διαχωρισµό των πρωτεινών και των πολυφαινολών 
χρησιµοποιήθηκε υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα και καταβύθιση µε θειικό αµµώνιο και 
εκχύλιση µε µεθανόλη. 
 Ακολούθησε υπερδιήθηση των κλασµάτων σε µεµβράνη µε όριο µοριακού 
βάρους 10000 dalton ,για την µελέτη των µορίων 
 πολυφαινολών , πρωτεινων ή τυχόν συµπλόκων αυτών. 
 Ο περαιτερω διαχωρισµός των πρωτεινων έγινε µε χρωµατογραφία υδατικού 
εκχυλίσµατος σε στήλη sephacryl S-300. 
 Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεινων , των πολυφαινολών  και 
των υπαρχόντων υδατανθράκων έγινε µε τις µεθόδους bradford, Folin και Dubois 
αντίστοιχα. 
 Για την µελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης  του συµπλόκου πρωτεινών-
πολυφαινολών που προέκυψαν από την ανωτέρο επεξεργασία εφαρµόστηκε η 
µέθοδος DPPH.. 
 Από τις δύο µεθόδους εκχύλισης πρωτεινών που χρησιµοποιήθηκαν η 
εκχύλιση µε µεθανόλη έδωσε µεγαλύτερες  ποσότητες πρωτεινών και πολυφαινολών 
σε σχέση µε την εκχύλιση του ελαιολάδου µε υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα. 
 Η χρωµατογραφική ανάλυση µε στήλη Sephacryl s-300 έδειξε την ύπαρξη 
συµπλόκων πρωτεινης-πολυφαινόλης. Η χρήση της υπερδιήθησης έδειξε ότι το 
σύνολο των κλασµάτων πολυφαινολών, πρωτεινων και συµπλόκων πρωτεινων -
πολυφαινολών παρουσίασε ΜΒ<10000. 
 Τέλος διαπιστώθηκε αξιόλογη αντιοξειδωτική δράση µε την χρήση της 
µεθόδου DPPH η οποία µπορεί να οφείλεται τόσο σε ελεύθερες πολυφαινόλες που 
υπήρχαν στα δειγµατά µας όσο και σε σύµπλοκα πολυφαινολών-πρωτεινων τα οποία 
ήταν αδύνατον να διαχωριστούν µε τη µεθοδολογία που ακολουθήθηκε.  
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                                       SUMMARY 

 In this study, the presence of protein in virgin olive oil and the ,coexistence of 

these  polyphenolic compoundw and antioxidant activity of the proteasome. 

 For the isolation  and separation of proteins and polyphenols used aqueous 

buffer and precipitation with ammonium sulfate and extracted with methanol. 

 Followed  by ultrafiltration membrane fractions with a limit of molecular 

weight 10000 dalton, for the study of polyphenol molecules, proteins or any of this 

complexes. 

 The further separation of proteins was by chromatography on a column of 

aqueous extract sephacryl s-300. 

 To determine the concentration of protein, polyphenols and carbohydrates 

were existing methods of folin, Bradford and Dubois respectively. 

 To study the antioxidant activity of polyphenol-protein complex derived from 

the above treatment was applied DPPH. 

 Of the two methods for extracting proteins used extraction with methanol gave 

the largest amounts of proteins and polyphenols in relation to the extraction of oil 

with an aqueous buffer. 

 The chromatographic analysis column sephacryl s-300 showed the presence of 

protein –polyphenol complexes. The use of ultrafiltration showed that all fractions of  

polyphenols proteins and protein-polyphenol complexes showed ΜΒ<10000 

 Finally found significant antioxidant activity using the method of DPPH which 

may be due to both free polyphenols exist in our samples and a polyphenol-protein 

complexes which could not be separated by the methodology used. 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 

EV50 Efficient Concentration H συγκέντρωση αντιοξειδωτικού που 

απαιτείται για την ελάττωση της αρχικής συγκέντρωσης της ρίζας 

κατά 50%.  

Α   Οπτική απορρόφηση 

∆ΕΟ   ∆ραστικά είδη οξυγόνου 

DMPD   Ν,Ν-διµέθυλο-p-φαίνυλενοδιαµίνη 

DPPH   α,α-διφενυλ-β-πικρυλ-υδραζύλιο 

SDS   ∆ωδεκυλοθειικό νάτριο 

BSA   Αλβουµίνη Βοΐου ορού 

Tris  2-αµινο-2-(υδροξυµέθυλο) προπανοδιόλη 1,3 

MB   Μοριακό Βάρος 

ΜC 4-µεθυλοκατεχόλη   

UV/Vis Ορατό/υπεριώδες 

 

 

 

 

 

 

 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Το δέντρο της ελιάς αποτελεί ένα από τα αρχαιότερα καλλιεργήσιµα δέντρα στον 

κόσµο (Fiorino & Nizzi 1992). Τόσο το δέντρο όσο και τα κλαδιά του συνδέονται µε 

θρησκευτικά και λατρευτικά στοιχεία διαφορετικών λαών. Οι σύγχρονοι ιστορικοί θεωρούν 

την καλλιέργεια του δέντρου της ελιάς δείγµα ανάπτυξης πολιτισµού και κουλτούρας των 

λαών, εποµένως και λόγο µελέτης ενός λαού(Chazau 1994). Στην αρχαιότητα το δέντρο της 

ελιάς συµβόλιζε τη φιλία και την ειρήνη µεταξύ των εθνών. Τους ολυµπιονίκες τους 

στεφάνωναν µε τον κότινο, στεφάνι από κλαδί ελιάς. Το δέντρο, επίσης, συµβόλιζε την 

ευηµερία και τη γνώση.  
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Υπάρχουν  πολλά είδη ελαιοδέντρων, αλλά το πιο διαδεδοµένο είναι το Olea 

europaea. Η καταγωγή αυτών των ειδών αποτελεί θέµα διαµάχης (Loukas & Krimbas 1983). 

Το ελαιόδεντρο Olea europaea καλλιεργείται στις Μεσογειακές χώρες, ειδικά στην Ιταλία, 

στην Ελλάδα και στην Ισπανία, εδώ και χιλιάδες χρόνια και αποτελεί για τους λαούς που τις 

κατοικούν πηγή πλούτου και ευηµερίας. Το βασικό προϊόν που παράγεται από το 

ελαιόδεντρο, το ελαιόλαδο, είναι ένα υψηλής θερµιδικής αξίας προϊόν µε ευγενή 

χαρακτηριστικά και αποτελεί τη βάση της µεσογειακής διατροφής.  

 

 

2. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ 

2.1. Η ΕΛΙΑ 

Πολλά είδη ελαιοδέντρων είναι γνωστά, αλλά το πιο διαδεδοµένο είναι το Οlea 

europaea. Το είδος Olea europaea ανήκει στο γένος Olea της οικογένειας των Ελαιϊδών 

(Οleaceae). Το γένος αυτό περιλαµβάνει περίπου 35 είδη αειθαλών θάµνων και δέντρων. 

Είναι δέντρο αιωνόβιο και µια εξήγηση της µακροβιότητάς του έγκειται στην ανθεκτικότητα 

και την ικανότητά του να βλαστάνει από οφθαλµούς του κάτω µέρους του κορµού του. 

Συναντάται σε ξηρές και ηµίξερες περιοχές και ευδοκιµεί ιδιαίτερα στις χώρες της 

Μεσογείου, όπου οι βροχοπτώσεις είναι συχνές από το φθινόπωρο µέχρι την άνοιξη. Στην 

Ελλάδα καλλιεργείται µεγάλος αριθµός ποικιλιών ελιάς, από τις οποίες άλλες 

χρησιµοποιούνται για ελαιοποίηση και άλλες για επιτραπέζια κατανάλωση. Οι ποικιλίες που 

καλλιεργούνται κυρίως για ελαιοποίηση είναι η Κορωνέικη, η Λιανολιά (Κερκύρας), η 

Λαδολιά, η Τσουνάτη, το Αγουροµάνακο, η Μεγαρείτικη, η Βαλανολιά, η Αδραµυττινή, η 

Ματολιά και η Κοθρέικη (Kiritsakis 1990; Μπαλατσούρας 1997). 

Ο καρπός του δέντρου Olea europaea είναι δρύπη, σχήµατος oval, και αποτελείται από δύο 

κύρια µέρη: το περικάρπιο και το ενδοκάρπιο (πυρήνας, κουκούτσι). Το περικάρπιο 

αποτελείται από το επικάρπιο (φλούδα) και το µεσοκάρπιο (σάρκα, πούλπα) που αντιστοιχεί 

στο 65-83% του συνολικού βάρους. Το ενδοκάρπιο, το οποίο περιέχει το ενδοσπέρµιο, 

αντιστοιχεί στο 13-30% του συνολικού βάρους. Η σύσταση του ελαιοκάρπου ποικίλλει 

ανάλογα µε τον τύπο της καλλιέργειας, τις περιβαλλοντικές συνθήκες και το στάδιο της 

ωρίµανσης. Η µέση χηµική σύσταση των ελαιοκάρπων είναι: νερό (50-70%), πρωτεΐνες (1.5-

3%), έλαιο (22%), υδατάνθρακες (19.1%), κυτταρίνη (5.8%), ανόργανα (τέφρα 1.5%). Άλλα 

σηµαντικά συστατικά των ελαιοκάρπων είναι πηκτίνες, οργανικά οξέα, χρωστικές 

(χλωροφύλλες, καροτενοϊδή και ανθοκυάνες), και γλυκοζίδια των φαινολών (ελευρωπαΐνη) 

(Foxhall 1993; Μπαλατσούρας 1997). Στους ελαιοκάρπους έχουν ανιχνευθεί ένζυµα, όπως 

κυτταρινάσες (Heredia et al.,1985), χλωροφυλλάσες (Minguez et al.,1994), 

πολυγαλακτουρονάση και πηκτινεστεράση (Castillo et al., 1987; Minguez 1982), καθώς και 
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λιπάση (Kiritsakis 1990; Minguez et al.,1994) λιποξυγονάση (LOX) (Castillo et al.,1987) 

φαινολοξειδάση (PO) (Minguez 1982; Ben et al., 1986) και υπεροξειδάση (POD) (Olias et 

al.,1993). 

Η ωρίµανση των ελαιοκάρπων είναι µια αργή και µακρόχρονη διαδικασία που 

διαρκεί αρκετούς µήνες και διαφέρει ανάλογα µε το γεωγραφικό πλάτος της καλλιεργήσιµης 

περιοχής, την ποικιλία, την ηλικία και κατάσταση υγείας του ελιόδεντρου (οι καρποί των 

νεαρών ελαιοδέντρων ωριµάζουν γρηγορότερα λόγω ταχύτερου µεταβολισµού στα νεαρά 

ελαιόδεντρα), τη διαθεσιµότητα του νερού, τη θερµοκρασία, το φως (σε ηλιόλουστες 

περιοχές, η ωρίµανση είναι γρήγορη), τη µέθοδο της καλλιέργειας, καθώς και το είδος και 

την ποσότητα των λιπασµάτων. Η ωρίµανση είναι ταχεία κατά τη διάρκεια του πρώτου 

σταδίου, πιο αργή κατά το δεύτερο στάδιο, τον Αύγουστο και Σεπτέµβριο, και ξανά ταχεία 

στο τρίτο στάδιο, το φθινόπωρο, που συµπίπτει µε την αλλαγή του χρώµατος από πράσινο 

προς κίτρινο, κόκκινο και µαύρο (Kiritsakis 1990). Σηµαντικές µεταβολικές και δοµικές 

αλλαγές έχουν παρατηρηθεί κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης: σχηµατισµός των 

ελαιοσωµάτων, µεταβολές στη βιοσύνθεση των δοµικών και αποθηκευτικών λιπιδίων και στα 

λιπαρά οξέα του συνολικού λιπιδικού περιεχοµένου (βιοσύνθεση των περισσότερο πολικών 

λιπιδίων στα πρώτα στάδια της ωρίµανσης, αύξηση του ελαϊκού οξέος και παράλληλη 

µείωση του λινελαϊκού), µείωση των σακχάρων και µεταβολές στη δραστικότητα της LOX 

και της αφυδρογονάσης της 6-φωσφορο-γλυκόζης µε παράλληλη µεγιστοποίηση της 

µεταφοράς υποστρώµατος από τα φύλλα στον καρπό (Kiritsakis 1990; Donaire 1984). Το 

βάρος του καρπού αυξάνεται µέχρι τον Οκτώβριο-Νοέµβριο και στη συνέχεια µειώνεται 

λόγω απώλειας της υγρασίας του. Το περιεχόµενο έτσι σε έλαιο αυξάνεται κυρίως από τον 

Οκτώβριο µέχρι το ∆εκέµβριο. Η συσσώρευση του ελαίου ξεκινάει στα τέλη Ιουλίου-αρχές 

Αυγούστου. Στη διάρκεια του φθινοπώρου και του χειµώνα, ο καρπός µαυρίζει αποκτώντας 

τη µέγιστη περιεκτικότητα σε έλαιο. Το έλαιο συγκεντρώνεται κυρίως στο περικάρπιο (96-

98%).  

Προκειµένου το ελαιόλαδο να έχει χαρακτηριστικό αλλά ελαφρύ άρωµα, είναι 

σηµαντικό να παράγεται από ώριµους και υγιείς ελαιόκαρπους.  

 
2.2 ΤΟ ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο  

Η αρχή της χρήσης του ελαιόλαδου στη διατροφή, που είναι εύλογο να δεχθούµε ότι 

γινόταν, σε περιορισµένη έστω κλίµακα, δεν πιστοποιείται µε σαφήνεια. Μια προβληµατική 

στην ερµηνεία λέξη, to-ro-qa/to-qa, µαρτυρηµένη σε πινακίδες της Κνωσού ως 

προσδιοριστική του λαδιού, θεωρήθηκε ότι σηµαίνει «για τροφή» (δοτ. ενικού). Η πρόταση 

όµως αυτή παραµένει αµφίβολη. Πιθανότατα κάποιες από τις καταχωρηµένες στις πινακίδες 

ποσότητες απλού λαδιού να καταναλώνονταν πράγµατι στην µαγειρική, ο ακριβής όµως 

χαρακτηρισµός τους, ως αυτονόητος, ενδεχοµένως δεν κρινόταν από τους γραφείς 
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απαραίτητο να δηλωθεί. Αντίθετα στην πλειονότητα του το καταχωρηµένο στις πινακίδες 

λάδι είναι είτε αρωµατικό, ή προοριζόταν ως βάση για την παραγωγή αρωµάτων και αλοιφών 

για την φροντίδα του σώµατος. Στοιχεία των πολιτισµών της Αιγύπτου και Ανατολής 

αποτελούν µαρτυρίες των ποικίλων βιοτεχνικών χρήσεων του λαδιού, όπως για παράδειγµα 

στη βυρσοδεψία και την υφαντική (Μπουλώτης 1993). 

Το ελαιόλαδο παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στη διατροφή, την οικονοµία και τον 

πολιτισµό των κατοίκων της Μεσογείου. Η ελαιοκαλλιέργεια αποτελεί µια από τις πιο 

τυπικές καλλιέργειες της Μεσογείου µε κυριότερες ελαιοπαραγωγικές χώρες την Ισπανία, την 

Ιταλία και την Ελλάδα και ακολουθούν η Τουρκία και η Τυνησία. Άλλες χώρες µε σηµαντική 

παραγωγή ελαιόλαδου είναι η Συρία, το Μαρόκο, η Αλγερία και η Πορτογαλία. Η παγκόσµια 

παραγωγή ελαιόλαδου φθάνει τους 2,000,000 τόνους και αντιστοιχεί µόνο στο 4% της 

παγκόσµιας παραγωγής φυτικών ελαίων και στο 2.5% της παγκόσµιας παραγωγής εδώδιµων 

ελαίων και λιπών . 

Σύµφωνα µε στοιχεία του IOOC (∆ιεθνές Συµβούλιο Ελαιόλαδου), µέγιστη 

κατανάλωση ελαιόλαδου (90%) παρατηρείται στις χώρες που το παράγουν. Οι χώρες που 

παράγουν και εξάγουν ελαιόλαδο έχουν σταθερή κατανάλωση που κυµαίνεται µεταξύ 

1,520,000 και 1,580,000 τόνων. Οι χώρες που είναι κυρίως εισαγωγείς ελαιόλαδου, αν και 

ελαιοπαραγωγικές, έχουν πολύ χαµηλότερη κατανάλωση (199,000 τόνους ), αλλά τείνουν να 

την αυξήσουν, όπως επίσης και χώρες, που κάνουν µόνο εισαγωγή, παρουσιάζουν µια µικρή 

αυξητική τάση κατανάλωσης. Η Ελλάδα έχει το υψηλότερο επίπεδο κατανάλωσης 

ελαιόλαδου (220,000 τόνοι ανά χρόνο), το οποίο αντιστοιχεί σε 20kg ανά άτοµο, ενώ η 

Ιταλία και η Ισπανία κατέχουν τη δεύτερη και τρίτη θέση αντίστοιχα . 

Οι αρχαίοι αναγνώριζαν την ιατρική και κοσµετολογική αξία του ελαιόλαδου και 

προσέδιδαν σ’ αυτό θρησκευτική υπόσταση. Πολλοί γιατροί της αρχαιότητας, µεταξύ των 

οποίων και ο Ιπποκράτης, αντιλήφθηκαν το διπλό ρόλο του ελαιόλαδου, ως τροφή και ως 

φάρµακο και προήγαγαν τις θεραπευτικές του ιδιότητες. Η σηµασία του ελαιόλαδου στη 

διατροφή των ανθρώπων είναι πολύ µεγάλη. Αποτελεί ουσιώδη πηγή των απαραιτήτων για 

τον άνθρωπο λιπιδίων, καθώς είναι πλούσιο στα απαραίτητα λιπαρά οξέα, όπως το λινελαϊκό 

(18:2, ω-6) και το λινολενικό (18:3, ω-3) και είναι ιδιαίτερα σηµαντικό για την ανάπτυξη των 

παιδιών. Η προστατευτική του δράση κατά των στοµαχικών παθήσεων είναι ιδιαιτέρως 

αξιοσηµείωτη. Έχει θετικές και ηρεµιστικές επιδράσεις στις συσπάσεις της χοληδόχου 

κύστης, καθώς ενεργοποιεί την ορµόνη χοληκυστοκινίνη. Καθυστερεί έµµεσα την γήρανση 

λόγω της υψηλής περιεκτικότητας σε αντιοξειδωτικά, που δεσµεύουν τις καταστρεπτικές για 

τις κυτταρικές µεµβράνες ελεύθερες ρίζες. Η αθηροσκλήρυνση αποτελεί µια από τις 

σηµαντικότερες αιτίες θανάτου στις βιοµηχανικές χώρες. Οι ασθενείς που πάσχουν από την 

αρτηριακή αυτή πάθηση µπορεί να έχουν γενετικές τάσεις, η ασθένεια ωστόσο σχετίζεται και 

µε άλλους παράγοντες όπως το κάπνισµα, η έλλειψη φυσικής άσκησης, η αρτηριακή 
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υπέρταση, η παχυσαρκία και η υπερχοληστεριναιµία. Μια δίαιτα βασισµένη σε 

µονοακόρεστα λιπαρά οξέα, όπως αυτά του ελαιόλαδου, επιδρά σηµαντικά στο περιεχόµενο 

σε ολική χοληστερόλη του αίµατος, που είναι πρόδροµος των στερεοϊδών ορµονών και 

συστατικό των κυτταρικών µεµβρανών. Η ολική χοληστερόλη, τα τριγλυκερίδια και η LDL 

(χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη) µειώνονται, ενώ η HDL (υψηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνη), που αποτελεί προστατευτικό παράγοντα κατά της πάθησης των στεφανιαίων 

αρτηριών, αυξάνεται (Sotiroudis et al.,2003; Kefatos & Comas 1990). 

Η διατροφική αξία του ελαιόλαδου γίνεται εύκολα αναγνωρίσιµη στην υγεία των 

καταναλωτών της περιοχής της Μεσογείου: χαµηλό ποσοστό στεφανιαίων νοσηµάτων και 

µακρά διάρκεια ζωής.  

Το ελαιόλαδο, επειδή διαχωρίζεται µε φυσικές τεχνικές από τον ελαιόκαρπο, δεν 

είναι ποτέ µια καθαρή λιπαρή ουσία, όπως άλλες λιπαρές ουσίες, φυτικές ή ζωικές 

(Μπαλατσούρας 1997). Πρωτίστως αποτελείται από TAG (τριακυλο-γλυκερίδια) και 

δευτερευόντως από ελεύθερα λιπαρά οξέα και µη γλυκεριδικά συστατικά (0.5-1%) . Τα 

δευτερεύοντα αυτά συστατικά παίζουν σηµαντικό ρόλο στη σταθερότητα και στο άρωµα του 

ελαιόλαδου και για το λόγο αυτό ο ποσοτικός τους προσδιορισµός είναι καθοριστικός για την 

ταυτοποίηση των διαφόρων τύπων του . 

2.3.ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ ΚΑΙ ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο 

Στο ελαιόλαδο έχουν γίνει ελάχιστες αναφορές στη βιβλιογραφία στην παρουσία 

πρωτεϊνών, ενώ υπάρχουν αναφορές στην περιεκτικότητα διαφόρων φυτικών ελαίων 

(καλαµποκέλαιο, σογιέλαιο, φυστικέλαιο, ηλιέλαιο) σε πρωτεΐνες (Klurfeld 1987). Η 

περιεκτικότητα των ολικών πρωτεϊνών ποικίλλει µεταξύ 120 και 9380 µg /kg ελαίου, όπως 

αυτή προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Bradford στην υδατική φάση µετά την εκχύλιση µε µίγµα 

πετρελαϊκού αιθέρα και ρυθµιστικού διαλύµατος. Από το σογιέλαιο αποµονώθηκαν επίσης 

λεκτίνες, ένα είδος φυτικών µεµβρανικών πρωτεϊνών, των οποίων η παρουσία πιστοποιήθηκε 

και µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου. Πρωτεΐνη σόγιας έχει επίσης ανιχνευθεί µε 

χρήση αντισωµάτων (Porras 1985). 

Η ερευνητική οµάδα του Εθνικού Ιδρύµατος Ερευνών ανίχνευσε για πρώτη φορά και στη 

συνέχεια  πραγµατοποίησε (Georgalaki 1998a) ποσοτικό προσδιορισµό πρωτεϊνών σε 

δείγµατα διηθηµένου και µη διηθηµένου ελαιολάδου µε δύο διαφορετικές χρωµατοµετρικές 

και µία θολοµετρική µέθοδο. Οι τιµές που αναφέρουν κυµάνθηκαν µεταξύ 0.28 και 0.52 mg / 

ml ελαιολάδου χρησιµοποιώντας τις µέθοδος Lowry και Vera, και 0.01 έως 0.04 

χρησιµοποιώντας τη µέθοδο Bradford. Είναι πιθανόν οι υψηλές τιµές που έδωσε η µέθοδος 

Lowry να οφείλονται σε παρεµβαλλόµενα συστατικά του ελαιολάδου που εκχυλίζονται 

παράλληλα µε τις πρωτεΐνες (π.χ. λιπίδια και φαινολικές ενώσεις). Πιθανό είναι επίσης η 

µέθοδος Bradford να δίνει χαµηλότερες τιµές εξαιτίας της εξειδίκευσης της µεθόδου προς την 

αργινίνη. Η ίδια ερευνητική οµάδα προχώρησε και στην ανίχνευση οξειδωτικών ενζυµικών 
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δράσεων στο ελαιόλαδο τόσο διηθηµένο όσο και µη και ταυτοποιήθηκε η ύπαρξη και δράση 

της λιποξυγονάσης και της πολυφαινολοξειδάσης (Georgalaki 1998a, 1998b), ένζυµα για τα 

οποία θα γίνει εκτενέστερη αναφορά παρακάτω. 

Προσδιορισµός πεπτιδίων και πρωτεϊνών σε λίπη και έλαια, περιλαµβανοµένου και του 

ελαιολάδου, πραγµατοποιήθηκε αργότερα και από τον Hidalgo και τους συνεργάτες του 

(Hidalgo 2001). Στη συγκεκριµένη µελέτη πραγµατοποιήθηκε κατακρύµνιση πεπτιδίων και 

πρωτεϊνών µε ακετόνη και προσδιορίστηκε το συνολικό ποσό πρωτεΐνης σε 40 ελαιόλαδα µε 

HPLC. Το ποσό των πρωτεϊνών κυµάνθηκε µεταξύ 10 και 50 µg / 100 g ελαιολάδου. 

Αναφέρουν επίσης ότι το κατακρήµνισµα πρωτεϊνών αποτελείται από ένα πολυπεπτίδιο µε 

µοριακό βάρος 4.600.  

Πιο πρόσφατη αναφορά για την παρουσία πρωτεϊνών στο ελαιόλαδο έχει γίνει από τον 

Koidis και τους συνεργάτες του (Koidis 2006). Οι πρωτεΐνες κατακρηµνίστηκαν µε ακετόνη 

και στη συνέχεια προσδιορίστηκε το συνολικό ποσό πρωτεΐνης µε τη χρωµατογραφική 

µέθοδο Bradford. Μετρήθηκε στο συνολικό περιεχόµενο πρωτεΐνης 23 ελαιολάδων από 

διαφορετικές περιοχές της Ελλάδας και βρέθηκε ότι κυµαίνεται από 0.05 έως 2.40 mg / kg 

ελαιολάδου. Σε όλες τις περιπτώσεις τα µη φιλτραρισµένα ελαιόλαδα περιείχαν µεγαλύτερη 

συγκέντρωση πρωτεΐνης από τα φιλτραρισµένα. Επίσης πραγµατοποιήθηκε µέτρηση και σε 

εξευγενισµένο ελαιόλαδο, όπου το ποσό δεν ήταν ανιχνεύσιµο. Στο γεγονός ότι τα µη 

φιλτραρισµένα ελαιόλαδα περιείχαν µεγαλύτερη συγκέντρωση πρωτεΐνης αλλά και πολικών 

πολυφαινολών συγκριτικά µε τα φιλτραρισµένα ελαιόλαδα αποδίδεται και η αυξηµένη 

οξειδωτική σταθερότητα αυτών των προϊόντων. Στην παρουσία αυτών των συστατικών 

αποδίδουν επίσης και τη θολερότητα που παρουσιάζουν τα µη φιλτραρισµένα ελαιόλαδα 

(Koidis 2006). Εχει καταγραφεί στη βιβλιογραφία ότι η θολερότητα που παρουσιάζουν 

ορισµένα ποτά, όπως οι µπύρα, το κρασί και οι χυµοί φρούτων οφείλεται τις περισσότερες 

φορές στην αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τις πολυφαινόλες (Siebert 1999, Geortges 

1982, Heatherbell 1976, Hough 1982). Ο λόγος πρωτεϊνών / πολυφαινολών επηρεάζει 

σηµαντικά το µέγεθος της θολερότητας. Το θόλωµα που προκαλεί ένα πολυπεπτίδιο 

εξαρτάται από το περιεχόµενο του σε προλίνη (Siebert 1999).  

Στην εικόνα που ακολουθεί  (εικόνα 1) παρουσιάζονται τα στάδια σχηµατισµού και 

εξέλιξης του συµπλόκου που δηµιουργείται από την αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τις 

πολυφαινόλες οι οποίες πιθανόν οξειδώνονται. και πολυµερίζονται. 
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Εικόνα 1.: Σύµπλοκα µεταξύ πρωτεϊνών και πολυφαινολών. Από αριστερά προς τα δεξιά, 

διάφορα στάδια σχηµατισµού πολυµερών παρουσία πρωτεϊνών και απλών πολυφαινολών (Α-

Γ). Στο πρώτο στάδιο (Α) έχουµε σχηµατισµό συµπλόκων µέσω απλών δεσµών υδρογόνου. Με 

την πάροδο του χρόνου (Β) οι πολυφαινόλες οξειδώνονται και σχηµατίζουν πολυµερή 

πολυφαινολών µικρών αλυσσίδων (ταννοειδή) τα οποία σχηµατίζουν γέφυρες µε πρωτεϊνες .  

µέσω δεσµών υδρογόνου. Μετά από περαιτέρω παραµονή (Γ) σχηµατίζονται και οµοιοπολικοί 

δεσµοί µε τις πρωτεϊνες (Rehmanji et al. 2005) 

 

Εκτός όµως από το ελαιόλαδο µέτρηση πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε και στα απόνερα 

της ελαιουργίας. Από τα απόνερα της ελαιουργίας αποµονώθηκε και χαρακτηρίστηκε χηµικά  

ένα οργανικό σύµπλοκο πολυµερών µε µέταλλα, το οποίο ονοµάστηκε πολυµερίνη (Capasso, 

2002). Η πολυµερίνη αποτελείται από υδατάνθρακες (52.40 mg 100-1 w/w), µελανίνη (26.14 

mg 100-1), και πρωτεΐνες (10.40 mg 100-1),, περιείχε επίσης µονοσακχαρίτες, φαινόλες και 

αµινοξέα. Επίσης βρέθηκε ότι περιείχε µέταλλα  (11.06 mg 100-1),, κυρίως K+ και σε 

µικρότερα ποσοστά Na+, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Fe3+ και Cu2+, τα οποία ήταν φυσικά συνδεδεµένα 

µε τα καρβοξυλικά ανιόντα αλλά και µε άλλες οµάδες πυρηνόφιλων, οι οποίες βρίσκονται 

στην πολυµερίνη. Χρησιµοποιώντας χρωµατογραφία µοριακής διήθησης βρέθηκε ότι η 

πολυµερίνη έχει µοριακή µάζα µεταξύ 0.5 και 2.0 kDa και εµφανίστηκαν δύο κλάσµατα. Το 

ένα κλάσµα αποτελείται από πρωτεΐνη, µελανίνη και πολυσακχαρίτες, τα οποία 

συσσωµατώνονται δηµιουργώντας ένα µεγαλοµόριο και το άλλο κλάσµα αποτελείται µόνο 

από ελεύθερους πολυσακχαρίτες. 

Το κύριο πρόβληµα που αντιµετωπίζουµε κατά τον προσδιορισµό πρωτεϊνών σε έλαια 

είναι η έλλειψη µεθοδολογίας που να µπορεί να εφαρµοστεί απευθείας σε λιποειδή υλικά. Οι 

µέθοδοι προσδιορισµού πρωτεϊνών έχουν αναπτυχθεί για υδατικά διαλύµατα. Για το λόγο 

αυτό τα δηµοσιευµένα αποτελέσµατα που αφορούν το συνολικό περιεχόµενο πρωτεϊνών για 
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τα βρώσιµα έλαια διαφέρουν µεταξύ τους και εξαρτώνται από το είδος και την πηγή 

προέλευσής τους αλλά και από τη µεθοδολογία που χρησιµοποιείται για την εκχύλιση και την 

ανάλυση τους (Hidalgo 2006, Crevel 2000). Στον πίνακα 1 συνοψίζονται τα αποτελέσµατα 

που αφορούν στο συνολικό περιεχόµενο πρωτεϊνών ελαιολάδου. 

    Εξετάζοντας το ρόλο των πρωτεϊνών στη σταθερότητα των εδώδιµων λαδιών έχει 

αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι ανάλογα µε τα πεπτίδια και τα αµινοξέα, τις πρωτεΐνες και 

τα προϊόντα υδρόλυσης των πρωτεϊνών έχουν σηµαντικές αντιοξειδωτικές ικανότητες 

(Pokorny 2001, Rajalaksmi 1996). Επιπλέον βρέθηκε ότι οι πρωτεΐνες και τα προϊόντα 

υδρόλυσης τους µπορούν να θεωρηθούν ως συνεργεστικά ή ως κύρια αντιοξειδωτικά . Η 

αντιοξειδωτική αυτή ικανότητα αυξάνεται όταν οι πρωτεΐνες αντιδρούν µε τα προϊόντα 

οξείδωσης λιπαρών υλών. Για το λόγο αυτό όταν προστέθηκαν 10 – 50 ppm µιας πρωτεΐνης 

καστανού χρώµατος που παράγεται κατά την ένωση αλβουµίνης βόειου ορού µε 4,5-έποξυ-2- 

επτανάλη σε λάδι από σόγια αυξήθηκε σηµαντικά η σταθερότητα του λαδιού (Alaiz 1997). 

  

Πίνακας 1.: Περιεχόµενο πρωτεΐνης ελαιολάδων 

Είδος Ελαιολάδου Περιεχόµενο πρωτεΐνης (ppm) Εφαρµοζόµενη µέθοδος 

Παρθένο ελαιόλαδο 0.7 - 5.1 Ακετόνη + HPLC [Hidalgo 2002] 

 0.3 – 0.6 Εκχύλιση + Lowry [Georgalaki 1998a] 

 0.01 – 0.04 Εκχύλιση + Bradford [Georgalaki 1998a] 

 0.4  Εκχύλιση + Θολοµετρία [Georgalaki 1998a] 

 0.05 – 2.4 Ακετόνη + Bradford [Koidis 2006] 

Εξευγενισµένο ελαιόλαδο 0.8 – 1.8 Ακετόνη + HPLC [Hidalgo 2002] 

 0.10 Ακετόνη + Bradford [Koidis 2006] 

 

Στους καρπούς της ελιάς οι πρωτεΐνες παίζουν ρόλο στη σταθεροποίηση των 

ελαιοσωµάτων (Zamora 2001). Ωστόσο αυτή η λειτουργία σταθεροποίησης δεν φαίνεται να 

υπάρχει και στα ελαιόλαδα µε βάση το ποσό των πρωτεϊνών που περιέχουν. Για να εξετάσουν 

το φαινόµενο αυτό ο Zamora και οι συνεργάτες του (Zamora 2001) 20 ppm κλάσµατος 

πολυπεπτιδίων / πρωτεϊνών, οι οποίες αποµονώθηκαν από το µεσοκάρπιο ελαιοκάρπων σε 

σογιέλαιο. Κατά τη µελέτη αυτή δεν παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στη σταθερότητα του 

προϊόντος. Επιπλέον όταν µελετήθηκε η σταθερότητα 28 παρθένων ελαιολάδων και 6 

εξευγενισµένων ελαιολάδων έναντι του συνολικού περιεχοµένου πρωτεΐνης των ελαιολάδων 

παρατηρήθηκε αρνητική συσχέτιση, καταλήγοντας στο συµπέρασµα ότι υπάρχει αρνητική 

συνεισφορά του περιεχόµενου πρωτεΐνης στη σταθερότητα των παρθένων ελαιολάδων 

(Hidalgo 2001). Αυτό το αποτέλεσµα ίσως είναι σε συµφωνία µε το γεγονός της παρουσίας 

οξειδωτικών ενζύµων στο παρθένο ελαιόλαδο (Georgalaki 1998a), τα οποία επηρεάζουν την 

οξειδωτική σταθερότητα του προϊόντος. 
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2.4 ΕΛΕΥΘΕΡΑ ΛΙΠΑΡΑ ΟΞΕΑ ΚΑΙ TAG 

 

Τα κυριότερα λιπαρά οξέα του ελαιόλαδου είναι τα εξής: µυριστικό (C14:0), 

παλµιτικό (C16:0), παλµιτελαϊκό (C16:1), δεκαεπτανοϊκό (C17:0), δεκαεπτενοϊκό (C17:1), 

στεατικό (C18:0), ελαϊκό (C18:1), λινελαϊκό(C18:2), λινολενικό (C18:3), εικοσενοϊκό 

(C20:1), αραχιδονικό (C20:4),  εικοσιδυανοϊκό (C22:0), λιγνοσερικό (C24:0). Η σύσταση 

των λιπαρών οξέων διαφέρει από δείγµα σε δείγµα και εξαρτάται από την περιοχή της 

παραγωγής τους. Πρωταρχικοί παράγοντες που επηρεάζουν την σύσταση είναι το 

γεωγραφικό πλάτος, το κλίµα, η ποικιλία και το στάδιο ωρίµανσης των ελαιοκάρπων κατά 

την συλλογή τους . 

Θεωρητικά στο ελαιόλαδο, σύµφωνα µε την σύσταση του σε λιπαρά οξέα, θα έπρεπε 

να υπάρχουν περισσότερα από 70 είδη TAG. Ωστόσο, ο αριθµός των TAG που συναντάται 

είναι πολύ χαµηλότερος, καθώς ορισµένα απουσιάζουν και άλλα υπάρχουν σε πολύ χαµηλά 

ποσοστά. Τα TAG που βρίσκονται σε µεγαλύτερες αναλογίες είναι τα ΟΟΟ (40-59%), POO 

(12-20%), OOL (12.5-20%), POL (5.5-7%) και SOO (3-7%), όπου Ο: ελαϊκό, P: παλµιτικό, 

L: λινελαϊκό και S: στεατικό (Boskou 1996). Γενικά έχει διαπιστωθεί ότι στο ελαιόλαδο δεν 

απαντώνται TAG που έχουν και στα τρία υδροξύλια του µορίου της γλυκερόλης κορεσµένα 

λιπαρά οξέα. Συνήθως στη θέση 2 των TAG είναι συνδεδεµένα ακύλια µονο- και πολυ-

ακορέστων λιπαρών οξέων και τα υπόλοιπα λιπαρά οξέα κατανέµονται τυχαίως στα 

υδροξύλια των θέσεων 1 και 3 του µορίου της γλυκερόλης (Μπαλατσούρας 1997).  

 

2.4.1 ∆ΕΥΤΕΡΕΥΟΝΤΑ ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ  

 

Τα δευτερεύοντα συστατικά του ελαιόλαδου µπορούν να χωριστούν σε δύο 

κατηγορίες. Η πρώτη κατηγορία περιλαµβάνει τα παράγωγα των λιπαρών οξέων, όπως µονο- 

και διακυλο- γλυκερίδια, φωσφατίδια, κηρούς και εστέρες στερολών. Η δεύτερη κατηγορία 

περιλαµβάνει οµάδες συστατικών που δεν σχετίζονται χηµικά µε τα λιπαρά οξέα 

(υδρογονάνθρακες, αλειφατικές αλκοόλες, ελεύθερες στερόλες, τοκοφερόλες, χλωροφύλλες, 

καροτενοϊδή και πολικά φαινολικά συστατικά όπως τυροσόλη και υδροξυ-τυροσόλη). 

Ορισµένα από τα συστατικά αυτά υπάρχουν µόνο στο παρθένο ελαιόλαδο, καθώς ο 

εξευγενισµός αποµακρύνει τα φωσφατίδια και τις φαινόλες και προκαλεί σηµαντικές 

ποσοτικές και ποιοτικές αλλαγές σε άλλα συστατικά . 
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Είναι εξαιρετικά δύσκολος ο προσδιορισµός των ολικών δευτερευόντων συστατικών 

λόγω της περίπλοκης φύσης τους και της χαµηλής συγκέντρωσής τους. Ένας απλός τρόπος 

προσδιορισµού τους είναι η εύρεση του ασαπωνοποίητου µέρους των συστατικών, δηλαδή 

αυτών, που µετά από σαπωνοποίηση, παραµένουν µη πτητικά κάτω από τις συγκεκριµένες 

συνθήκες µεθόδου. Προσδιορίζονται έτσι συστατικά φυσικής προέλευσης, όπως στερόλες, 

αλειφατικές αλκοόλες, χρωστικές και υδρογονάνθρακες, καθώς και ξένες οργανικές ουσίες 

που είναι µη πτητικές στους 103 οC. Με τον τρόπο αυτό προσδιορισµού όµως, δεν 

προσδιορίζονται άλλα δευτερεύοντα συστατικά που σαπωνοποιούνται, όπως φωσφατίδια και 

γλυκερίδια, ούτε φαινόλες που είναι υδατοδιαλυτές και αποµακρύνονται, ενώ υπάρχουν και 

συστατικά, όπως στερόλες και αλειφατικές αλκοόλες, που συναντώνται και σε ελεύθερη και 

σε εστεροποιηµένη µορφή. Με τον προσδιορισµό του ασαπωνοποίητου µέρους επιτυγχάνεται 

ο προσδιορισµός του συνολικού ποσού των πιο σηµαντικών µη γλυκεριδικών συστατικών, 

όπως οι στερόλες, οι υδρογονάνθρακες, οι λιπαρές αλκοόλες, η φυτόλη και οι χρωστικές. 

Συγκεκριµένα, δευτερεύοντα συστατικά του ελαιόλαδου είναι τα εξής (αναφέρονται µε βάση 

την αύξηση της πολικότητάς τους): 

 

1) Υ∆ΡΟΓΟΝΑΝΘΡΑΚΕΣ  

∆ύο είναι οι υδρογονάνθρακες που βρίσκονται στο ελαιόλαδο σε σηµαντικά ποσά, το 

σκουαλένιο και το β-καρότενιο. Το σκουαλένιο είναι ένας βιοχηµικός πρόδροµος της 

βιοσύνθεσης των στερολών και αποτελεί το βασικό συστατικό του ασαπωνοποίητου µέρους 

(ως και 40% w/v). Άλλοι υδρογονάνθρακες που έχουν αναφερθεί είναι παραφίνες, 

υδρογονάνθρακες διακλαδισµένης αλυσίδας, αρωµατικοί υδρογονάνθρακες και πολυκυκλικοί 

υδρογονάνθρακες σε ίχνη (ναφθαλένιο, φαινανθρένιο, πυρένιο, φλουορανθρένιο, κ.α.). 

 

2) ΣΤΕΡΥΛΕΣΤΕΡΕΣ ΚΑΙ ΚΗΡΟΙ  

∆ιάφορες στερόλες και αλειφατικές αλκοόλες µπορούν να βρεθούν στο ελαιόλαδο στην 

ελεύθερη ή την εστεροποιηµένη µορφή τους µε λιπαρά οξέα, όπως η 4-µεθυλοστερόλη και η 

4,4-διµεθυλοστερόλη.  

 

3)ΤΟΚΟΦΕΡΟΛΕΣ  

Πρόκειται για σηµαντικά συστατικά, τα οποία συµβάλλουν στη σταθερότητα του ελαιόλαδου 

και έχουν ωφέλιµο βιολογικό ρόλο σαν αδρανοποιητές των ελευθέρων ριζών in vivo. Τα 

διαιτητικά οφέλη του ελαιόλαδου οφείλονται, τόσο στη σύσταση των λιπαρών οξέων του, 

όσο και στην παρουσία των φυσικών αυτών αντιοξειδωτικών. Η συγκέντρωση των 

τοκοφερολών είναι υψηλή κατά την πρώτη περίοδο συγκοµιδής των ελαιοκάρπων ενώ 

ελαττώνεται κατά το τέλος αυτής. Η βιοσύνθεση των τοκοφερολών συνεχίζεται και µετά την 

συγκοµιδή.  
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Τοκοφερόλες που συναντώνται στο ελαιόλαδο είναι η 5,7,8-τριµεθυλο-τοκόλη (α-

τοκοφερόλη, οµόλογο της βιταµίνης Ε), η 5,8-διµεθυλο-τοκόλη (β-τοκοφερόλη), η 7,8-

διµεθυλο-τοκόλη (γ-τοκοφερόλη) και η 8-µεθυλο-τοκόλη (δ-τοκοφερόλη) (µπαλατσούρας 

1997). 

 

4)ΛΙΠΑΡΕΣ ΑΛΚΟΟΛΕΣ ΚΑΙ ΑΛΚΟΟΛΕΣ ∆ΙΤΕΡΠΕΝΙΩΝ  

Οι λιπαρές αλκοόλες είναι µια σηµαντική οµάδα των δευτερευόντων συστατικών του 

ελαιόλαδου και µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν κριτήριο διαφοροποίησης των τύπων του. 

Οι κύριοι εκπρόσωποί τους είναι η εικοσιδιόλη, εικοσιτετρανόλη, εικοσιεξανόλη και 

εικοσιοκτανόλη, ενώ απαντώνται και αλκοόλες µε µονό αριθµό ατόµων άνθρακα, όπως η 

εικοσιτριόλη, η εικοσιπεντανόλη και η εικοσιεπτανόλη. Οι ξηρές κλιµατολογικές συνθήκες 

και οι υψηλές θερµοκρασίες είναι δυνατόν να προκαλέσουν υψηλή συγκέντρωση αλκανίων 

στο ελαιόλαδο. 

Επίσης δύο διτερπενοϊδή έχουν ανιχνευθεί στο αλκοολικό κλάσµα του ελαιόλαδου, η φυτόλη, 

που πιθανώς προέρχεται από τη χλωροφύλλη, και η γερανυλγερανιόλη.  

Κηροί. Οι κηροί είναι εστέρες των λιπαρών αλκοολών µε λιπαρά οξέα και το περιεχόµενό 

τους στο ελαιόλαδο είναι πολύ χαµηλό. Οι κύριοι κηροί που απαντώνται στο ελαιόλαδο είναι 

οι εστέρες C-36, C-38, C-40, C-42, C-44 και C-46 . 

 

5) ΣΤΕΡΟΛΕΣ  

Οι στερόλες είναι σηµαντικά µη γλυκεριδικά συστατικά. Σχετίζονται µε την ποιότητα του 

ελαιόλαδου και χρησιµοποιούνται ευρέως για την ταυτοποίησή του. Τέσσερις κατηγορίες 

στερολών υπάρχουν στο ελαιόλαδο: α) Οι δεσµεθυλστερόλες, µε κυριότερους 

αντιπροσώπους στο ελαιόλαδο τη β-σιτοστερόλη, τη ∆-5-αβεναστερόλη και την 

καµπεστερόλη. Σε µικρότερες ποσότητες υπάρχουν η στιγµαστερόλη, η χοληστερόλη, η 24-

µεθυλεν-χοληστερόλη, η ∆-5,24-στιγµασταδιενόλη, η ∆-7-στιγµαστενόλη και η ∆-7-

αβεναστερόλη. Οι στερόλες στο ελαιόλαδο βρίσκονται σε ελεύθερη µορφή ή είναι 

εστεροποιηµένες µε λιπαρά οξέα και το συνολικό περιεχόµενό τους είναι υψηλότερο, όταν 

και το συνολικό περιεχόµενο σε ελεύθερα λιπαρά οξέα είναι επίσης υψηλό (Morcio et al., 

1987). Η σύνθεση των στερολών επηρεάζεται από τον χρόνο αποθήκευσης των ελαιοκάρπων 

καθώς και από την επεξεργασία του ελαιόλαδου. β) Οι 4α-µεθυλστερόλες, οι οποίες 

σχηµατίζονται ενδιάµεσα στη βιοσύνθεση των στερολών και πάντοτε βρίσκονται σε χαµηλά 

ποσοστά στο ελαιόλαδο. γ) Οι 4,4-διµεθυλστερόλες (αλκοόλες τριτερπενίων) και δ) Οι 

διαλκοόλες των τριτερπενίων.  

Στο ελαιόλαδο έχει επίσης αναφερθεί η ύπαρξη υδροξυ-τερπενικών οξέων . 
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6 )ΜΟΝΟ ΚΑΙ ∆ΙΑΚΥΛΟ- ΓΛΥΚΕΡΙ∆ΙΑ  

Η παρουσία αυτών των γλυκεριδίων στο ελαιόλαδο οφείλεται σε ατελή βιοσύνθεση των TAG 

ή σε υδρολυτικές αντιδράσεις. Η συγκέντρωση των µονοακυλογλυκεριδίων είναι πολύ 

χαµηλότερη από αυτήν των διακυλογλυκεριδίων . 

 

7)ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ  

Το παρθένο ελαιόλαδο έχει χρώµα που κυµαίνεται µεταξύ πρασινοκίτρινου και χρυσού, 

ανάλογα την ποικιλία και το βαθµό ωρίµανσης των ελαιοκάρπων (Minguez et al., 1991). Η 

σύσταση και το συνολικό ποσό των χρωστικών που υπάρχουν στο ελαιόλαδο είναι 

σηµαντικές παράµετροι ποιότητάς του, εφόσον καθορίζουν το χρώµα του, ενώ οι χρωστικές 

εµπλέκονται επίσης στους µηχανισµούς αυτοξείδωσης και φωτοοξείδωσης. ∆ύο κατηγορίες 

φυσικών χρωστικών υπάρχουν στο ελαιόλαδο: α) Η κατηγορία των χλωροφυλλών. Στις 

χλωροφύλλες α και β και στις φαιοφυτίνες α και β οφείλεται το πράσινο χρώµα. Το 

περιεχόµενό τους εξαρτάται από τον τρόπο εκχύλισης των ελαιοκάρπων, ενώ και ο τρόπος 

της βιοµηχανικής εκχύλισης δεν το αφήνει ανεπηρέαστο. β) Η κατηγορία των 

καροτενοϊδών µε κύριους αντιπροσώπους τη λουτεΐνη, το β-καροτένιο, τη βιολαξανθίνη και 

τη νεοξανθίνη. Κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης, το ποσοστό των χλωροφυλλών µειώνεται 

και αυτό των καροτενοϊδών αυξάνεται.  

Και οι δυο τύποι χρωστικών καταστρέφονται µερικώς µε την εκχύλιση αλλά η καταστροφή 

των χλωροφυλλών είναι µεγαλύτερη από αυτή των καροτενοϊδών . 

 

8)  ΦΩΣΦΟΛΙΠΙ∆ΙΑ  

Το ποσοστό των φωσφολιπιδίων διαφέρει ανάλογα µε το χρόνο που έχει µεσολαβήσει από 

την παραγωγή του ελαιόλαδου . Σε παλαιότερα έτσι λάδια περιέχονται φωσφολιπίδια σε 

χαµηλότερες ποσότητες (Vitagliano 1961). Στο ελαιόλαδο έχει αναφερθεί η ύπαρξη PC (α-

φωσφατιδυλο-χολίνη), PE (α-φωσφατιδυλο-αιθανολαµίνη), PI (α-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη) 

και PS (α-φωσφατιδυλι-σερίνη) (Alter & Gutfinger 1982). Σύµφωνα µε τον Spettoli (Spettoli 

1972), τα φωσφολιπίδια είναι µερικώς ενωµένα µε λιποπρωτεΐνες. 

 

9) ΦΑΙΝΟΛΙΚΑ ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ  

Το παρθένο ελαιόλαδο περιέχει φαινολικές ουσίες που επηρεάζουν την σταθερότητα και τα 

οργανοληπτικά του χαρακτηριστικά. Τα φαινολικά συστατικά του ελαιόλαδου συµβατικά 

χαρακτηρίζονται ως «πολυφαινόλες» και αποτελούν µέρος του πολικού κλάσµατος που 

παραλαµβάνεται από το ελαιόλαδο µε εκχύλιση µε µεθανόλη-νερό (Cortesi & Fedeli 1983). 

Ο όρος αυτός είναι συµβατικός διότι δεν είναι όλες οι φαινολικές ουσίες πολυ-υδρόξυ 
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παράγωγα. Κυριότεροι αντιπρόσωποι των φαινολικών ουσιών στο ελαιόλαδο είναι οι απλές 

φαινολικές ενώσεις (η τυροσόλη, η υδροξυ-τυροσόλη, το καφεϊκό οξύ, το βανιλλικό οξύ, το 

συρινγκικό οξύ, το π-κουµαρικό οξύ, το ο-κουµαρικό οξύ, το σιναπικό οξύ, το 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ, το π-υδροξυβενζοϊκό οξύ, το π-υδροξυφαινυλοξικό οξύ και το 

οµοβαννιλικό οξύ), τα σεκοϊριδοειδή (secoiridoids) (η ελευρωπαΐνη, το κύριο γλυκοζίδιο του 

ελαιόλαδου, το άγλυκο του λιγκστροσιδίου και τα αντίστοιχα αποκαρβοξυλιωµένα 

διαλδεϋδικά τους παράγωγα) καθώς και οι λιγνάνες [(+)-1-ακετοξυπινορεσινόλη και (+)-

πινορεσινόλη (Owen et al., 2000) . Υπάρχουν ωστόσο και άλλες φαινολικές ουσίες που έχουν 

αποµονωθεί από το ελαιόλαδο, όπως επίσης και ουσίες µε χαρακτηριστικά φαινολικών 

ουσιών που δεν έχουν ακόµα ταυτοποιηθεί (Donaire et al., 1984; Minguez et al., 1991) . Το 

περιεχόµενο του ελαιόλαδου σε ελευρωπαΐνη είναι χαµηλότερο, όταν οι ελαιόκαρποι είναι 

πλήρους ωρίµανσης, ενώ το συνολικό περιεχόµενο σε φαινόλες και ο-διφαινόλες εξαρτάται 

από το σύστηµα εκχύλισης του ελαιόλαδου, και είναι χαµηλότερο όταν χρησιµοποιούνται 

συνεχή φυγοκεντρικά συστήµατα . Μελέτες έχουν δείξει ότι η σύσταση των φαινολικών 

ουσιών του ελαιόλαδου εξαρτάται περισσότερο από το στάδιο ωρίµανσης, το έδαφος και τις 

κλιµατικές συνθήκες, αλλά και από την ποικιλία των ελαιοκάρπων (Cinquanta et al., 1997; 

Owen et al.,2000). 

 

10) ΠΤΗΤΙΚΑ ΚΑΙ ΑΡΩΜΑΤΙΚΑ ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ   

Στο σύνολο έχουν ταυτοποιηθεί περισσότερα από 100 τέτοια συστατικά στο ελαιόλαδο. 

Πρόκειται για υδρογονάνθρακες, αλκοόλες, αλδεΰδες, εστέρες, φαινόλες και παράγωγα 

φαινολών, οξυγονωµένα τερπένια και παράγωγα του φουρανίου. ∆εν είναι όλα τα πτητικά 

συστατικά, αρωµατικά. Ορισµένα από αυτά είναι άοσµα (εξάνιο, οκτάνιο και παράγωγα του 

φουρανίου), ενώ άλλα συµβάλλουν µερικώς στη γεύση του ελαιόλαδου στις συγκεντρώσεις 

που βρίσκονται . Έχουν ταυτοποιηθεί πάντως πτητικά συστατικά που είναι υπεύθυνα για 

κάθε χαρακτηρισµό του ελαιόλαδου που αφορά στους αρωµατικούς του χαρακτήρες, όπως 

πράσινο, φρουτώδες, γλυκό, ώριµο, υπερώριµο, ανεπιθύµητο, γλυκό, ταγγύ, καυτερό κλπ. 

(Morales et al., 1995). Τα συστατικά αυτά είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν και για την 

ανίχνευση της προέλευσης διαφορετικών δειγµάτων ελαιολάδων (Aparicio et al., 1997), αν 

και εξαρτώνται περισσότερο από την ποικιλία των ελαιοκάρπων από τους οποίους 

προέρχεται το ελαιόλαδο (Angerosa et al., 1999). 

2.5 ΟΙ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΕΣ ΤΟΥ ΕΛΑΙΟΛΑ∆ΟΥ ΚΑΙ Η ΣΗΜΑΣΙΑ ΣΤΗΝ 

ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΤΟΥ   

Οι πολυφαινόλες είναι µια σηµαντική κατηγορία φυτικών αντιοξειδωτικών οι οποίες 

βρίσκονται στον καρπό και στα φύλλα της ελιάς, και µάλιστα σε σηµαντική ποσότητα, και 

µεταφέρονται κατά την επεξεργασία του καρπού στο ελαιόλαδο (Βεκιάρης 2001). Τα 

φαινολικά συστατικά περιλαµβάνουν µια µεγάλη οµάδα δευτερογενών µεταβολιτών οι οποίοι 
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παρουσιάζουν αρκετές διαφορές στη δοµή τους καθώς και µια µεγάλη ποικιλία σε 

σηµαντικές βιολογικές δράσεις. Τα φαινολικά συστατικά σχετίζονται γενικά και µε τη γεύση 

του ελαιόλαδου, αλλά η σχέση αυτή δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί. Ο κύριος γλυκοζίτης, ο 

οποίος είναι παρών στο ελαιόλαδο, είναι η ελευρωπαΐνη και θεωρείται υπεύθυνη για την 

πικρή γεύση των ανώριµων ελιών. Πρόσφατα αποδείχθηκε ότι το άγλυκο του διακετοξυ-

λινγκστροσιδίου είναι ο βασικός παράγοντας για την ανάπτυξη της γεύσης σπιρτάδας 

(pungency) του ελαιόλαδου (Andrewes et al., 2003). 

Εκτός από την συµµετοχή του στο άρωµα και την γευστική αξία του ελαιόλαδου, η 

σηµασία του φαινολικού κλάσµατος οφείλεται επίσης στο ρόλο του όσον αφορά στη 

σταθερότητα των ελαιολάδων. Συγκεκριµένα, ελαιόλαδα τα οποία εξήχθησαν µε διαλύτη 

ήταν πλουσιότερα σε πολυφαινόλες σε σχέση µε τα παρθένα ελαιόλαδα και διατηρήθηκαν 

καλύτερα. Η σηµασία που έχουν τα φαινολικά συστατικά στην ποιότητα του ελαίου είναι 

πλέον αναγνωρισµένη, ειδικά η συσχέτισή τους µε τον αριθµό υπεροξειδίων, τα ελεύθερα 

λιπαρά οξέα και τον οργανοληπτικό έλεγχο. Μετά την αποµάκρυνση των πολυφαινολών, η 

οξειδωτική σταθερότητα των ελαίων µειωνόταν και φαινόταν να εξαρτάται από την 

συγκέντρωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (Gutfinger 1981). 

Πρόσφατα, το επιστηµονικό ενδιαφέρον επικεντρώθηκε σε έρευνες σχετικές µε 

ιατρικές µελέτες, που έχουν πραγµατοποιηθεί, προτείνουν ότι µια διατροφή πλούσια σε 

ελαιόλαδο σχετίζεται άµεσα µε µείωση της επικινδυνότητας από διάφορες µορφές καρκίνου. 

Την τελευταία δεκαετία, έχει σηµειωθεί µια σηµαντική πρόοδος στην κατανόηση της δράσης 

του ελαιόλαδου στην αποφυγή του καρκίνου. Ένας µεγάλος αριθµός συστατικών του 

ελαιόλαδου έχουν ταυτοποιηθεί ως αποτελεσµατικοί παράγοντες εναντίον της έναρξης και 

της προοδευτικής διάδοσης των πολλαπλών πορειών της καρκινογένεσης. Τέτοια συστατικά 

είναι η διεξοδικά µελετηµένη τοκοφερόλη, τα καροτενοϊδή (που έχουν αντιοξειδωτική 

δράση), οι πολυφαινόλες -απλές φαινόλες (υροξυτυροσόλη, τυροσόλη) και συζευγµένες 

φαινόλες (δευτεροταγή ιριδοειδή και λιγνάνες)- και η φυτοστερόλη, β-σιτοστερόλη. 

Πρόσφατες έρευνες αποκαλύπτουν ότι τα κύρια αντιοξειδωτικά του ελαιόλαδου µπορούν 

επίσης να συµµετέχουν σε µη αντιοξειδωτικές βιολογικές δράσεις οι οποίες ενισχύουν τον 

χηµειοπροστατευτικό ρόλο του ενάντια στον καρκίνο (Sotiroudis et al., 2003). Έτσι, έχουν 

αναπτυχθεί µέθοδοι καλλιέργειας της ελιάς για την παραγωγή extra παρθένου ελαιόλαδου 

καθώς και ελαιοκάρπων µε στόχο την αυξηµένη παρουσία των αντιοξειδωτικών αυτών στο 

τελικό προϊόν. Μεταξύ των άλλων, τα εν λόγω συστατικά του ελαιόλαδου, που είναι 

ευρύτατα διαδοµένα στο φυτικό βασίλειο, συνεισφέρουν ποσοτικά και ποιοτικά µε 

διαφορετικούς τρόπους στα διάφορα βότανα, αυτοφυή και καλλιεργούµενα. ∆ρουν ως 

ρυθµιστές στην αύξηση και στη διέγερση της φωτοσύνθεσης ή ρυθµιστές της διαδικασίας 

οξειδοαναγωγής, ως συστατικά των µεµβρανών. Είναι ήδη γνωστή η σχέση ανάµεσα στις 

φαινολικές ουσίες και στην αντίσταση των φυτών στις ασθένειες (Harbome 1989; Uccella 
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2001). Ο ενεργειακός ρόλος των εδώδιµων λιπών και ελαίων οφείλεται στα κυριότερα 

συστατικά τους όπως τα τριακυλογλυκερίδια και τα πολικά λιπίδια. Ως είναι ακατέργαστα 

προϊόντα, µετά τη διαδικασία εκχύλισης, µπορεί να περιέχουν και τους δύο τύπους λιπιδίων, 

σε ποσοστό περίπου 98%, καθώς και αριθµό άλλων συστατικών. Το υπόλοιπο 2% είναι 

σηµαντικά δευτερεύοντα συστατικά, όπως βιοµόρια, στερόλες, τοκοφερόλες, τερπένια, και 

βιοφαινόλες (BP), οι οποίες βρίσκονται σε απλή (sBP) και εστεροποιηµένη µορφή (secoBP). 

Οι βιοφαινόλες παρέχουν προστασία ενάντια στην αυτοξείδωση, έχουν αντιοξειδωτικές 

ιδιότητες και επηρεάζουν τη γεύση (Saiia & Uccella 2001; Heinemann 1968). 

Όπως πολλά φρούτα και λαχανικά, οι ελαιώδεις δρύπες περιέχουν βιοφαινόλες, οι 

οποίες κατανέµονται στο µεσοκάρπιο (πούλπα), καθώς επίσης και στον σπόρο. Οι 

βιοφαινόλες συναντώνται σε διάφορα µέρη του φυτικού κυττάρου υπό µορφή διαλυτών, 

εστεροποιηµένων και συνδεδεµένων µε το κυτταρικό τοίχωµα, βιοµορίων (Bianco & Uccella 

2000; Parr & Bolwell 2000) . 

Οι δευτερογενείς βιοφαινόλες είναι τερπενικοί και υδροξυ- αρωµατικοί µεταβολίτες 

που χαρακτηρίζονται από έναν ή περισσότερους υδροξυλ-υποκαταστάτες, συνδεδεµένους 

στον αρωµατικό δακτύλιο. Οι βιοφαινόλες σχηµατίζουν δεσµούς µε µερικές πρόσθετες 

λειτουργικές οµάδες βιοσυνθετικής µεβαλονικής προέλευσης, όπως η δευτερογενής οµάδα 

της ελευρωπαΐνης, η οποία προσδίδει την πικρή γεύση των ελαιοκάρπων (Uccella 1993). Τα 

φαινολικά συστατικά, τα οποία βρίσκονται στον ελαιόκαρπο, ποικίλλουν από µερικώς απλής 

µορφής δοµές (εικόνα 2) (Macheix et al., 1990) όπως η ένωση 1 [2(4-

υδροξυφαινυλ)αιθανόλη ή τυροσόλη], και οι ενώσεις 5 και 6 (ελενολικά παράγωγα των 1 και 

2), ως υψηλώς πολυµερισµένες ενώσεις, όπως οι ταννίνες (Ryan & Robards 1998; Uccella et 

al., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.R=H                             3.R1=2                                        5.R1=2 

2.R=OH                          4.R1=1                                        6.R1=1 

 

Εικόνα 2. ∆ευτεροταγείς βιοφαινολικοί µεταβολίτες των ελαιωδών δρυπών όπου φαίνεται η υδροξυ-

αρωµατική και τερπενική δοµή . 
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Οι απλές και δευτερογενείς βιοφαινόλες είναι ικανές να παρέχουν εξαιρετική φυσική 

προστασία από την προσβολή από παθογόνους οργανισµούς και συµµετέχουν στη 

διαµόρφωση του κυτταρικού τοιχώµατος ως σταυροσυνδέτες µεταξύ των διαφορετικών 

πολυσακχαριδικών τµηµάτων. Με τον τρόπο αυτό επηρεάζουν την διαδικασία παραγωγής 

του extra παρθένου ελαιόλαδου αλλά και την υφή των ελαιοκάρπων. Ο αµυντικός 

µηχανισµός, που παρουσιάζουν τα ελαιόδεντρα ενάντια σε παθογόνους οργανισµούς, 

οφείλεται στις δευτερογενείς βιοφαινόλες (Sivinski et al., 1999). Η κατανοµή των ολικών 

βιοφαινολών στους ιστούς των καρπών ελέγχθηκε κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης των 

δρυπών µε σκοπό να ταυτοποιηθούν µερικές χαρακτηριστικές παράµετροι οι οποίες 

σχετίζονται µε ανασταλτική δράση κατά συγκεκριµένων παθογόνων µικροοργανισµών. Η 

µύγα Bactrocera oleae προκαλεί άµεση βλάβη στους ελαιοκάρπους και έµµεση στο extra 

παρθένο ελαιόλαδο και µπορεί να προκαλέσει την απώλεια ολόκληρης σοδειάς σε περιόδους 

ισχνής παραγωγής ή µειωµένης ποιότητας ελαιοπροϊόντων (Crovetti 1996; Frega et al., 

2000). 

Ένα ελαιόδεντρο, κατά τη διάρκεια της µακράς ζωής του, εξακολουθεί να αποδίδει 

σηµαντικής ποσότητας και ποιότητας καρπούς, αν και υφίσταται αρκετές επιθέσεις από 

έντοµα και άλλους παθογόνους οργανισµούς. Αυτό επιτυγχάνεται από τον συνδυασµό 

αµυντικών µηχανισµών όπως οι βιοµοριακές δράσεις των βιοφαινολών καθώς και από 

σύνθετη βιοδραστικότητα, η οποία προκαλείται από τα προσφάτως παρασκευαζόµενα είδη, 

τις φυτοαλεξίνες (Mercier 1997). Η παθογόνος προσβολή στα ελαιοκύτταρα και ιστούς 

προκαλεί παραγωγή βιοφαινολών και συγκοµιδή µε ταχύτερο ρυθµό στις ανθεκτικές 

ελαιοκαλλιέργειες σε σύγκριση µε τις πιο ευαίσθητες. Η δράση των φυτοαλεξινών ελέγχεται 

από την ενδογενή δραστικότητα της β-γλυκοσιδάσης (Bianco et al., 1999). Η άµεση διέγερση 

οφείλεται όχι µόνο στην παρουσία παθογόνων µε ταυτόχρονη προβολή λειτουργικών 

οµάδων, που προϋπήρχαν ως ακεταλικός γλυκοζίτης, αλλά και στις φαινολοξειδάσες, οι 

οποίες µετείχαν στην µετατροπή του κατεχολικού τµήµατος σε κινόνη (Uccella 2000). 

Τα φαινολικά συστατικά παρουσιάζουν αξιόλογες ποσοτικές και ποιοτικές µεταβολές 

κατά το βιολογικό κύκλο της ελιάς και έχουν σχέση µε: 

α) Την ποικιλία των ελαιών (Solinas et al., 1975) 

β) Την ωριµότητα του καρπού. Έχει δειχθεί ότι στα ώριµα φρούτα το περιεχόµενο 

των πολυφαινολών είναι σχεδόν το µισό σε σύγκριση µε αυτό των άγουρων φρούτων (Di 

Giovachino et al., 1980) 

γ) Το σύστηµα παραλαβής του ελαιόλαδου. Τα ελαιόλαδα, τα οποία παράγονται από 

σύστηµα φυγοκέντρησης παρουσιάζουν γενικά µικρότερη ποσότητα πολυφαινολών, σε σχέση 

µε τα ελαιόλαδα τα οποία προέρχονται από σύστηµα πίεσης (κλασσικό). Ο Di Giovacchino 

και οι συνεργάτες του (Di Giovachino et al., 1980) 
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 ισχυρίζονται ότι η διαφορά είναι ακριβώς 50%. Άλλοι ερευνητές βρήκαν διαφορά 

της τάξεως του 5-40% όταν οι ίδιες ελιές επεξεργάστηκαν µε το ίδιο συνεχές σύστηµα. 

Μικρές παραλλαγές του µηχανολογικού εξοπλισµού της σύνθλιψης των ελαιών, των 

θερµοκρασιών που εφαρµόζονται στη διάρκεια της επαφής µε το νερό και του συνολικού 

όγκου του νερού που χρησιµοποιείται, µπορεί να προκαλέσουν σηµαντικές αλλαγές στο 

ολικό ποσοστό των φαινολών. 

Αν και δεν υπάρχει συµφωνία των ερευνητών ότι το ποσοστό των πολυφαινολών 

εξαρτάται από τον τρόπο εξαγωγής του ελαιόλαδου, γενικά από την βιβλιογραφία προκύπτει 

ότι: 

• τα συστήµατα πίεσης εγγυώνται ελαιόλαδο µε υψηλότερο περιεχόµενο σε 

συνολικές πολυφαινόλες, ορθο-διφαινόλες και υδροξυ-τυροσόλη 

• το σύστηµα φυγοκέντρησης της πάστας ολόκληρων των φρούτων της ελιάς δίνει 

ελαιόλαδο µε συνολικές πολυφαινόλες λιγότερες σε σχέση µ’ αυτό που λαµβάνεται από τα 

παραπάνω συστήµατα. Η µείωση σε πολυφαινολικές ουσίες κατά 40-50% οφείλεται στη 

διαλυτική δράση του νερού το οποίο χρησιµοποιείται. Σε αντίθεση µε τη θερµοκρασία του, η 

προσθήκη νερού εισάγει µεταβλητές που επιδρούν στην ισορροπία κατανοµής των 

πολυφαινολών στο σύστηµα νερό-λάδι, χωρίς να λαµβάνονται υπ’ όψιν τα φαινόµενα άλλης 

φύσης που ενδέχεται να εµφανίζονται στις φάσεις εργασίας που προηγούνται της προσθήκης 

του νερού. Η διαφορά που προκύπτει για το ποσοστό των πολυφαινολών εξαιτίας των 

διαφορετικών συστηµάτων είναι σχεδόν 50% εφόσον όµως εργαζόµαστε µε υγιείς ελιές από 

το δέντρο. Για ελιές πολύ ώριµες συλλεγόµενες από τη γη ή τα δίχτυα, έχουµε ελαιόλαδο που 

παρουσιάζει χαµηλές πολυφαινόλες (από 30-70mg/l) κι εδώ η δράση των διαφορετικών 

συστηµάτων εξαγωγής είναι λιγότερο εµφανής, γιατί στις ελιές που πέφτουν δηµιουργούνται 

ποικίλες ενζυµικές διεργασίες που οδηγούν σε οξείδωση και πολυµερισµό των πολυφαινολών 

(Βεκιάρης 2001). 

Κατά τη διάρκεια εξαγωγής του ελαιόλαδου έχει µελετηθεί η επίδραση των 

ακόλουθων παραµέτρων στο περιεχόµενο των πολυφαινολών: θερµοκρασία, χρόνος µάλαξης 

και λεπτότητα άλεσης (Di Giovachino et al., 1980) . 

� Λεπτότερη άλεση ευνοεί την αύξηση του περιεχοµένου αυτών των συστατικών 

στο ελαιόλαδο 

� Υπάρχει αντίστροφη σχέση ανάµεσα στο περιεχόµενο πολυφαινολών και τη 

διάρκεια µάλαξης που οφείλεται µάλλον στη δράση του ατµοσφαιρικού Ο2 και άλλων 

φαινολοξειδασών, που καταλύουν την οξείδωση των φαινολών σε κινόνες και στη συνέχεια 

σε πολυµερή (Solinas et al., 1975) 

� Αύξηση της θερµοκρασίας (από 18ο C στους 30ο C) κατά τη διαδικασία 

επεξεργασίας ευνοεί τη διάλυση µερικών φαινολικών συστατικών που βρίσκονται στην 
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πάστα και δηµιουργεί στη συνέχεια εµπλουτισµό στις πολυφαινόλες του ελαιόλαδου (Solinas 

et al., 1978). 

 

2.6.ΟΞΕΙ∆ΩΣΗ ΤΟΥ ΕΛΑΙΟΛΑ∆ΟΥ  

2.6.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

             Η οξείδωση των λιπιδίων είναι µία από τις κυριότερες αιτίες για την αλλοίωση των 

τροφίµων. Αποτελεί µεγάλο οικονοµικό πρόβληµα για τις Βιοµηχανίες Τροφίµων, εξαιτίας 

της ανάπτυξης στα εδώδιµα λάδια και λίπη. Χαρακτηρίζεται ως τάγγιση και καθιστά τα 

τρόφιµα µη αποδεκτά , επίσης, µειώνει και το χρόνο ζωής τους. Επιπλέον, οι οξειδωτικές 

αντιδράσεις µπορεί να µειώσουν τη διατροφική αξία των τροφίµων , ενώ και αρκετά 

προϊόντα που σχηµατίζονται λόγω της οξείδωσης είναι ενδεχοµένως τοξικά (frankel 1984). Η 

υπεροξείδωση των λιπιδίων, επίσης, εµπλέκεται και σε αρκετές ασθένειες όπως η φλεγµονή, 

η αρτηριοσκλήρυνση, η καρκινογένεση ακόµη και η πρόωρη γήρανση (Ames 1983; Halliwell 

& Gutteridge 1984). 

             Εξαιτίας αυτών έχουν πραγµατοποιηθεί δαπανηρές έρευνες όχι µόνο για να 

αναγνωρισθούν τα προϊόντα της οξείδωσης και οι συνθήκες παραγωγής τους, αλλά και για να 

µελετηθούν οι µηχανισµοί τους οποίους περιλαµβάνουν.   

2.6.2 Υ∆ΡΟΛΥΤΙΚΗ ΤΑΓΓΙΣΗ-ΛΙΠΟΛΥΣΗ  

Το αρχικό στάδιο της αποδόµησης των λιπιδίων είναι η υδρόλυση των γλυκεριδίων 

από λιπολυτικά ένζυµα, τα οποία βρίσκονται στις ελιές και επίσης µπορούν να ελευθερωθούν 

από µικροοργανισµούς. Τα υδρολυτικά ένζυµα (λιπάσες) δρουν κατά τη διάρκεια τις 

ωρίµανσης, της συλλογής και εκχύλισης των ελιών και ελευθερώνουν ελεύθερα λιπαρά οξέα 

(FFA) σύµφωνα µε την ακόλουθη αντίδραση : 
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2.6.3 ΑΥΤΟΞΕΙ∆ΩΣΗ-ΕΛΕΥΘΕΡΕΣ ΡΙΖΕΣ  

Η αυτοξείδωση των λιπιδίων είναι ελεύθερων ριζών ενδιάµεση αλυσιδωτή 

αντίδραση, που έχει ως αποτέλεσµα την οξειδωτική επιδείνωση των ακόρεστων λιπιδίων. Ο 

µηχανισµός της οξείδωσης είναι περίπλοκος και  αποτελείται από τρία στάδια : 1) έναρξη, 2) 

διάδοση, 3) λήξη.  

 

Έναρξη  

Εκκινητής → Ελεύθερες ρίζες ( L· , LOO· )                                                                           (1) 

∆ιάδοση  

L· + O2 → LOO·                                                                                                                   (2 α) 

LOO· + O2 → LOOH + L·                                                                                                    (2β) 

Λήξη 

L· + L· → L-L                                                                                                                        (3α) 

L· + LOO· → LOOL (3β) (3β) 

LOO·  + LOO· → LOOL + O2  (3γ) 

 

Εικόνα 3. Μηχανισµός αυτοξείδωσης των λιπιδίων.  

LH = Ακόρεστα λιπίδια  

L· , LOO· = Ελεύθερες ρίζες  

LOOH =  Υδροϋπεροξείδιο λιπιδίων 

 

 

ΕΝΑΡΞΗ  

Η αντίδραση της έναρξης περιλαµβάνει τη δηµιουργία ριζών, γενικά άλκυλο- ρίζα 

(L· ) από ακόρεστα λιπίδια. Εφόσον η αντίδραση 2H + O2 → ελεύθερες ρίζες είναι δύσκολη 

θερµοδυναµικά (ενέργεια ενεργοποιήσης περίπου 35 Kcal/mol), η παραγωγή των ελεύθερων 

ριζών, που είναι απαραίτητες, για να ξεκινήσει το στάδιο της διάδοσης, πρέπει να λαµβάνει 

χώρα µέσω κάποιου καταλυτικού µέσου. Έχει αποδειχθεί ότι το στάδιο της έναρξης µπορεί 

να πραγµατοποιηθεί µε αποικοδόµηση υδροϋπεροξειδίων , µε κατάλυση µε µέταλλα 

µετάπτωσης ή µε έκθεση στο φως (Belitz & Grosch 1987). 

∆ΙΑ∆ΟΣΗ  

Η άλκοξυ ρίζα (L· ), η οποία παράγεται στο στάδιο της έναρξης, απορροφά γρήγορα  

το διαθέσιµο οξυγόνο και οδηγεί στο σχηµατισµό των υπέροξυ ριζών ( LOO·) (Rice et al., 

1991). Οι υπέροξυ ρίζες εξαφανίζονται µέσω µίας πολύ αργής αντίδρασης και αρχίζουν να 

εµφανίζονται τα µόνο- υδροϋπεροξείδια των λιπιδίων, τα οποία είναι τα κύρια προϊόντα της 

αυτοξείδωσης και νέες άλκυλο ρίζες ( στάδιο 2α  και 2β του σχήµατος 2). 
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Λόγω του ότι το στάδιο της διάδοσης είναι αργό, η αφαίρεση υδρογόνου από τα 

ακόρεστα λιπίδια γίνεται εκλεκτικά. Έτσι η ευκολία της υδροϋπεροξείδωσης εξαρτάται από 

τον αριθµό των διπλών δεσµών που υπάρχουν(Kinsella & Hsieh 1989).  

ΛΗΞΗ  

Ο κοινός εκµηδενισµός των ελεύθερων ριζών είναι γνωστός ως στάδιο λήξης, 

τερµατισµού. Η αυτόµατη λήξη της οξείδωσης είναι δύσκολη, αφού δεν είναι πιθανό για όλες 

τις ελεύθερες ρίζες που σχηµατίζονται να αδρανοποιήσουν η µία την άλλη. Το στάδιο της 

λήξης 3γ της εικόνας 3 είναι το πιο σηµαντικό, ενώ τα στάδια 3α και 3β γίνονται περισσότερο 

σηµαντικά, όταν η συγκέντρωση του οξυγόνου είναι χαµηλή (Chamulitrat et al., 1991). 

Η λήξη της οξείδωσης µπορεί, επίσης, να λάβει χώρα µε αντιοξειδωτικά  (ΑΗ), τα 

οποία διακόπτουν την αλυσίδα των ελεύθερων ριζών, παρεµβαίνοντας είτε στο στάδιο 

έναρξης είτε στο στάδιο διάδοσης (Kiritsakis 1991). Τα αντιοξειδωτικά δρουν σαν δότες 

υδρογόνου, µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό ελεύθερων ριζών των αντιοξειδωτικών, οι οποίες 

µπορούν να καθαρίσουν τις ρίζες λιπιδίων.  

AH + LOO·  → A· + LOOH 

                                                       AH + LO·  → A· + LOH 

                                                       AH + L·  → A· + LH 

 

Οι ελεύθερες ρίζες των αντιοξειδωτικών αντιδρούν µε τον ακόλουθο τρόπο : 

                                                        A· + A· → AA 

                                                        A· + LOO·  → LOOA 

                                                        A· + LO·  → LOA 

                                                        A· + L·  → AL 

Το ελαιόλαδο είναι ανθεκτικό έναντι της αυτοξείδωσης λόγω του ότι περιέχει µεγάλο ποσό 

από φυσικά αντιοξειδωτικά ( τοκοφερόλες, φαινόλες, πολυφαινόλες, καροτενοειδή και άλλα 

πιο περίπλοκα συστατικά. ) 

 

2.6.4. ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ ΤΩΝ Υ∆ΡΟΥΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΩΝ ΤΩΝ ΛΙΠΙ∆ΙΩΝ 

   

Η απλή κινητική απεικόνιση της αυτοξείδωσης, που περιλαµβάνει τα στάδια της 

έναρξης, διάδοσης και λήξης της εικόνας 3, γίνεται περισσότερο πολύπλοκη εξαιτίας της 

αποικοδόµησης των µονο- υδροϋπεροξειδίων. Η διάσπαση των µονο- υδροϋπεροξειδίων των 

λιπιδίων µπορεί να πραγµατοποιηθεί σε αρκετά στάδια, παράγοντας ποικίλα προϊόντα 

αποικοδόµησης , τα οποία στη συνέχεια µπορούν από µόνα τους να προχωρήσουν σε 

περαιτέρω οξείδωση και αποικοδόµηση, µε συνέπεια να συµβάλλουν στη δηµιουργία ενός 

µεγάλου και ποικίλου συνόλου ελεύθερων ριζών. Η εικόνα 4, που ακολουθεί, παρουσιάζει 

µια γενική εικόνα της αυτοξείδωσης των λιπιδίων, περιλαµβάνοντας πρωτεύοντα και 
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δευτερεύοντα προϊόντα, τα οποία σχηµατίζονται κατά τη διάρκεια της διαδικασίας της 

οξείδωσης.  

 

 

 

 

 

L· + O2 → LOO·     διµερή , πολυµερή,  

                                                                                         κυκλικά υδροϋπεροξείδια           

            

L· + διάσπαση 

 

       LOOH                                                                      αλδεΰδες , κετόνες, οξέα 

                                                                                        φουµαρίνες, υδρογονάνθρακες  

·OH  

   

          LO·  

 

 

διµερή                                                    κέτο, υδρόξυ και έποξυ συστατικά    

 

 

      διάσπαση  άλκυλο ρίζες  

                +Ο2 

  

αλδεΰδες, ηµι- αλδεΰδες, κετο-εστέρες,                          υδρογονάνθρακες       ακροτελικό 

LOOH 

υδρογονάνθρακες, αλκοόλες µικρής αλυσίδας 

              

                                                                                                                       αλδεΰδες, αλκοόλες 

                                                                                                                           

Εικόνα 4. Γενική αναπαράσταση της αυτοξείδωσης των λιπιδίων.  

Η αποικοδόµηση πραγµατοποιείται µε οµολυτική διάσπαση του δεσµού Ο-Ο του 

υδροϋπεροξειδίου (LOOH) και σχηµατίζονται άλκοξυ ρίζες LO·, σύµφωνα µε τις ακόλουθες 

αντιδράσεις.  

 

LOOH               LO·   +   ·OH 
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     H                                          H 

R−C− R΄         R−C−R΄         +        ·OH 

     OOH    Ο· 

Υδροϋπεροξείδιο                 Άλκοξυ ρίζα             Ύδροξυ ρίζα 

 

Οι άλκοξυ- ρίζες, που σχηµατίζονται αρχικά, πρόκειται να δακτυλιοποιηθούν σε  

γειτονικούς διπλούς δεσµούς, για να σχηµατίσουν ελεύθερες ρίζες µε έποξυ- άλκυλο κέντρα 

άνθρακα, οι οποίες στη συνέχεια αντιδρούν µε οξυγόνο για να σχηµατίσουν υπέροξυ- ρίζες  

(Chamulitrat et al., 1991). 

. Οι άλκοξυ ρίζες είναι, επίσης, γνωστό ότι µπορούν να συµµετέχουν σε µία 

ενδοµοριακή διευθέτηση, σχηµατισµός εποξειδίων (Chamulitrat et al., 1991). 

 , β-διάσπαση (Chamulitrat et al., 1990), και ενδοµοριακές αντιδράσεις (Rota et al., 

1997). Η εικόνα 5 δείχνει ποικιλία µηχανισµών που προτείνονται για τη διάσπαση των 

υδροϋπεροξειδίων.   

      

R R'

O

O

R'R

O

R R'

+e

OOH

R'R

R

O

H
+ C5H11

+
O

R

C5H12

R R'

OH

+O2

OH

R'R

OO

O

R'R

O

O H
+-OH

O

R'R
+ O2 + H2O

                                                                        

 

Εικόνα 5. Μηχανισµοί διάσπασης των υδροϋπεροξειδίων .  

(Ι β-διάσπαση, ΙΙ εποξείδωση, ΙΙΙ οξείδωση του RΟ·, ΙV µεταφορά Η+). 

Όπως φαίνεται στις εικόνες 4 και 5, τα υπεροξείδια των λιπιδίων, τα οποία σχηµατίζονται 

κατά τη διάρκεια του σταδίου της έναρξης της αυτοξείδωσης των λιπιδίων, µπορούν να 

αντιδράσουν ξανά µε οξυγόνο και να παράγουν ενώσεις κυκλικών υπεροξειδίων και 

υδροϋπεροξειδίων. Επίσης, µπορούν να συµπυκνωθούν σε διµερή και πολυµερή. Αυτά τα 
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δευτερογενή προϊόντα µπορούν διαδοχικά να αποσυντίθενται µέσω του µηχανισµού, που 

απεικονίζεται στην εικόνα 5, και να παράγουν µεταβατικές, ασταθείς ενώσεις, οι οποίες είναι 

υπεύθυνες για τη δυσάρεστη οσµή και γεύση των οξειδωµένων λαδιών (Frankel 1984).  

  

2.6.5.ΦΩΤΟΧΗΜΙΚΗ ΟΞΕΙ∆ΩΣΗ  

Τα λιπαρά οξέα δεν µπορούν να υποστούν φωτοξείδωση άµεσα, καθώς δεν 

απορροφούν φως στην περιοχή του ορατού, και οξειδώνονται είτε µέσω σχηµατισµού διενίων 

είτε µέσω µηχανισµού στον οποίο εµπλέκεται το διαµαγνητικό οξυγόνο (Chan 1976; Terao & 

Matsushita 1977). 

Ο σχηµατισµός υδροϋπεροξειδίων από την αντίδραση µεταξύ µορίων λιπιδίων και 

οξυγόνου στη θεµελιώδη κατάσταση του είναι πολύ απίθανος, εξαιτίας του γεγονότος ότι η 

αντίδραση αυτή έρχεται σε αντίθεση µε την αρχή διατήρησης της στροφορµής (spin). 

Ωστόσο τα υδροϋπεροξείδια µπορούν να προκύψουν από την αντίδραση µεταξύ των λιπιδίων 

και του µοριακού οξυγόνου, που βρίσκεται είτε στην απλή είτε στη διεγερµένη κατάσταση .  

             Ένα ελάχιστο ποσό χρωστικής στα φυτικά έλαια θεωρείται ότι είναι 

ευαισθητοποιητής  για τη φωτοχηµική οξείδωση. Φωτοευαισθητοποιητές (χλωροφύλλη, 

πορφυρίνες, φλαβίνες ) απορροφούν φως στην περιοχή του ορατού και διεγείρονται. 

Μεταφέρουν στη συνέχεια την ενέργεια που αποµένει σε ένα µόριο οξυγόνου. Το 

διαµαγνητικό οξυγόνο που δηµιουργείται κατ’ αυτόν τον τρόπο αντιδρά µε το λιπαρό µόριο 

και σχηµατίζεται ένα υδροϋπεροξείδιο  .  

 
1Sens ↔ 1Sens* ↔ 3Sens* (διεγερµένο) 

                                                                         3Sens * + 3O2 ↔ 1Sens + 1O2 
                                                                        1O2* + LH ↔ LOOH 

                                              LOOH → ελεύθερες ρίζες 

Όπου Sens : ευαισθητοποιητής  

             Αυτή η αντίδραση υδροϋπεροξείδωσης είναι τόσο γρήγορη που έχει θεωρηθεί σαν 

µία διαδικασία έναρξης της αυτοξείδωσης για τις ελεύθερες ρίζες. Επιπλέον οξείδωση και 

αποικοδόµηση των υδροϋπεροξειδίων των λιπιδίων παράγει κάποια ίδια και κάποια 

διαφορετικά προϊόντα διάσπασης, τα οποία µπορούν να έχουν επίδραση σε βιολογικές 

αλληλεπιδράσεις.  

             Η προ-οξειδωτική δράση των χλωροφυλλών και άλλων χρωστικών που υπάρχουν 

στα ελαιόλαδα έχουν αποδειχθεί πειραµατικά σε αποχρωµατισµένα ελαιόλαδα, σε σπορέλαια 

και σε εστέρες λιπαρών οξέων, στα οποία οι χρωστικές προστέθηκαν πριν από την έκθεση 

των λαδιών στο φως (Kiritsakis & Dugan 1985). Έχει παρατηρηθεί, επίσης, ότι το παρθένο 

ελαιόλαδο οξειδώνεται ταχύτερα υπό την επίδραση του φωτός σε σχέση µε το σκοτάδι και η 

ταχύτητα αυτή είναι αναλογική µε το ποσό της χλωροφύλλης που περιέχει (Rahmani 1989). 
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             Η αυτοξείδωση µε διαµαγνητικό οξυγόνο δεν εµποδίζεται από τα κοινά 

αντιοξειδωτικά,  που χρησιµοποιούνται, για να παρεµποδίσουν την αυτοξείδωση. Η 

φωτοξείδωση µπορεί να εµποδιστεί από καταστολείς διαµαγνητικού οξυγόνου (Gutierez-

Rosales et al., 1992), τα οποία µειώνουν το βαθµό της οξείδωσης είτε αντιδρώντας φυσικά 

είτε χηµικά µε τα διαµαγνητικά οξυγόνα. Χηλικά σύµπλοκα του νικελίου, τοκοφερόλες και 

το β-καροτένιο έχουν αναφερθεί σαν αποτελεσµατικοί καταστολείς του διαµαγνητικού 

οξυγόνου (Kiritsakis & Dugan 1985).  

             Το καροτένιο έχει αποδειχθεί ότι καταστέλλει αποτελεσµατικά το διαµαγνητικό 

οξυγόνο, σύµφωνα µε την αντίδραση : 
1O2 + β-καροτένιο → β- καροτένιο + 3Ο2 

             Οι τοκοφερόλες λειτουργούν όχι µόνο σαν αντιοξειδωτικά της αυτοξείδωσης, αλλά 

επίσης και σαν αποδοτικοί συλλέκτες του διαµαγνητικού οξυγόνου και µπορούν να 

παρεµποδίσουν τη φωτοξείδωση σύµφωνα µε την ακόλουθη πορεία : 

  

    αντίδραση προϊόντα 
1O2 + τοκοφερόλες                                   

                                     καταστολή   τοκοφερόλες  + 3Ο2 

              

Σηµαντικός είναι, λοιπόν, και ο ρόλος του διαµαγνητικού οξυγόνου, που 

δηµιουργείται από τις αντιδράσεις φωτοξείδωσης, στην έναρξη και τη διάδοση των 

αντιδράσεων αυτοξείδωσης των λιπαρών υλών (Raws & Santen 1970). Η φωτοχηµική 

οξείδωση διαφέρει από τη φωτολυτική αυτοξείδωση. Η έναρξη της φωτολυτικής οξείδωσης 

γίνεται µε UV- καταλυόµενη αποικοδόµηση των υπεροξειδίων και υδροϋπεροξειδίων, ενώ 

στη διάδοση λαµβάνουν χώρα αντιδράσεις ελεύθερων ριζών (Hsieh & Kinsella 1989). 

Έτσι το διαµαγνητικό οξυγόνο  συµβάλλει στην ιδιαίτερη σύσταση των εστέρων των 

φυτικών ελαίων σε υδροϋπεροξείδια (Frankel & Neff 1979), τα οποία αποικοδοµούνται µε τη 

θέρµανση και αποτελούν σηµαντικούς προδρόµους πτητικών ουσιών (Frankel & Neff 1981). 

Η οξείδωση των λιπαρών ουσιών πέρα από τις επιδράσεις της στην ποιότητα των 

παραγόµενων προϊόντων (Neff et al., 1983), έχει αποφασιστική βιολογική σηµασία, καθώς τα 

προϊόντα της εµπλέκονται σε µηχανισµούς καταστροφής των πρωτεϊνών και βιοµεµβρανών, 

ενώ παίζει ρόλο στη διαδικασία της φωτοκαρκινογένεσης (Logani & Davies 1979).  
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2.6.6.ΜΗ- ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΑΜΑΥΡΩΣΗ  

 

Πολλοί και διαφορετικοί µηχανισµοί µη-ενζυµικής αµαύρωσης έχουν ταυτοποιηθεί 

και σε αυτούς περιλαµβάνεται αλληλεπίδραση µεταλλικού ιόντος µε φαινολικά, 

αποικοδόµηση ασκορβικού οξέος και αντιδράσεις Maillard. Απ’ αυτούς, µόνο στην πρώτη 

περίπτωση υπάρχει άµεση µεσολάβηση των φαινολών ως υποστρώµατα. Ο ακριβής 

µηχανισµός, κατά τον οποίο συµβαίνει αµαύρωση µε αλληλεπίδραση µεταλλικού ιόντος, δεν 

είναι αρκετά κατανοητός (Oszmianski et al., 1996) αλλά υποθετικά στηρίζεται στην 

ικανότητα των φαινολικών συστατικών να σχηµατίσουν µεταλλικά σύµπλοκα (Cheng & 

Crisosto 1997). 

Ειδικό ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι ενώσεις που σχηµατίζονται µεταξύ των 

πολυφαινολών και µεταλλικών ιόντων στο κρασί όπου διαφορετικά µεταλλικά ιόντα όπως 

χαλκός, σίδηρος, κασσίτερος, µαγνήσιο, ασβέστιο και κάλιο έχουν µεσολαβήσει στις 

αλληλεπιδράσεις των πολυφαινολών (Beveridge 1997; Mathew & Papria 1971). O χαλκός 

έχει συνδεθεί µε αυξανοµένου αριθµού συχνότητα σε φαινολική οξείδωση στα κρασιά όπου 

το κύριο φαινολικό συστατικό που µελετήθηκε ήταν η κατεχίνη. Μελέτες από τον 

Oszmianski και τους συνεργάτες του (Oszmianski et al., 1996) δείχνουν ότι η αποικοδόµηση 

της κατεχίνης σε διαλύµατα κρασιού αυξάνεται µε την παρουσία σιδήρου. Επιπλέον, η 

παρουσία των δυο αυτών µεταλλικών ιόντων συνδέεται µε αυξανόµενες συχνότητες της 

οξείδωσης της κατεχίνης και άλλων φαινολικών ουσιών στα προϊόντα αµαύρωσής τους. Ένας 

πιθανός µηχανισµός περιλαµβάνει οξείδωση των φαινολικών µε χαλκό σε κινόνη από 

προϊόντα, τα οποία στην συνέχεια ενδέχεται να συµµετάσχουν σε αντιδράσεις πολυµερισµού 

προς σχηµατισµό χρωστικών αµαύρωσης. Εντούτοις ο εν λόγω µηχανισµός είναι υπό 

αµφισβήτηση καθώς οι Fulcrand, Cheynier, Oszmianski και Moutounet (Fulcrand et al., 

1997) έχουν προτείνει άλλη πορεία οξείδωσης του ταρταρικού οξέος µε σίδηρο. 

Μη-ενζυµική αµαύρωση εξαιτίας των µεταλλο-φαινολικών συµπλόκων µπορεί να 

συµβεί και σε χυµούς φρούτων. ∆ιάφορα πολυσθενή κατιόντα έχουν την δυνατότητα να 

σχηµατίσουν σύµπλοκα µε φαινολικά σε συνδυασµό µε υδρογονάνθρακες και πρωτεΐνες 

(Beveridge 1997). Πρώτες µελέτες των συστατικών χυµών µήλων σε αποµονωµένα 

συστήµατα δείχνουν ότι η παρουσία χαλκού είναι ο κύριος παράγοντας στο σχηµατισµό 

ιζήµατος και ότι ο χαλκός καταλύει την αποικοδόµηση των φαινολικών συστατικών των 

χυµών, ιδιαιτέρως των λευκοανθοκυανινών και της επικατεχίνης, οδηγώντας στην καθίζησή 

τους (Kieser et al., 1957). Ο σίδηρος εµπλέκεται επίσης σε τέτοιες αντιδράσεις αµαύρωσης σε 

µικρότερο ποσοστό από το χαλκό. 
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2.7. ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΑ  

Γενικά χαρακτηρίζουµε ως αντιοξειδωτική ουσία κάθε ουσία η οποία βρίσκεται σε 

µικρές συγκεντρώσεις σε σύγκριση µε το υπόστρωµα που οξειδώνεται και η οποία 

καθυστερεί σηµαντικά ή αποτρέπει την οξείδωση του υποστρώµατος αυτού. Τα 

αντιοξειδωτικά γενικά λειτουργούν µε δύο τρόπους: είτε (1) παρεµποδίζουν τη δηµιουργία 

δραστικών ειδών οξυγόνου (∆ΕΟ) είτε (2) σταµατούν τη διάδοση των ελευθέρων ριζών που 

προκαλείται από τις αλυσιδωτές αντιδράσεις. Επίσης είναι δυνατόν η παρουσία κάποιου 

αντιοξειδωτικού (πχ της βιταµίνης C) να συµβάλλει στην διατήρηση της αντιοξειδωτικής 

δράσης κάποιου άλλου αντιοξειδωτικού (πχ της τοκοφερόλης). Στην περίπτωση αυτή έχουµε 

συνεργατική δράση των δύο αντιοξειδωτικών και λέµε ότι η βιταµίνη C έχει συν-

αντιοξειδωτική δράση. 

Μπορούµε επίσης να διαφοροποιήσουµε τα αντιοξειδωτικά ανάλογα µε την προέλευσή τους 

και τη χηµική τους σύσταση. Έτσι υπάρχουν ενδογενείς αντιοξειδωτικές ουσίες και 

αντιοξειδωτικά τα οποία προσλαµβάνει ο οργανισµός µε την τροφή.   

Τα ενδογενή αντιοξειδωτικά διακρίνονται σε ουσίες (α) µεγάλου Μοριακού Βάρους (ΜΒ) 

και (β) µικρού ΜΒ. Στην πρώτη κατηγορία περιλαµβάνονται ένζυµα, όπως η δισµουτάση του 

υπεροξειδίου, η καταλάση, η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, η παραοξονάση και το 

πρωτεάσωµα τα οποία ελαττώνουν τη δηµιουργία ∆ΕΟ µέσω της αποµάκρυνσης δυνητικών 

οξειδωτικών ή µετατρέποντας ∆ΕΟ σε σχετικά σταθερές χηµικές ενώσεις. Στην κατηγορία 

αυτή περιλαµβάνονται επίσης διάφορες πρωτεϊνες του πλάσµατος (αίµα) όπως η αλβουµίνη, 

η σερουλοπλασµίνη, η τρανσφερίνη και η ατογλοβίνη, οι οποίες δεσµεύουν µεταλλικά ιόντα 

και ως εκ τούτου περιορίζουν τη δηµιουργία ελευθέρων ριζών µέσω αντιδράσεων που 

καταλύονται από µέταλλα. Τα µικρού ΜΒ ενδογενή αντιοξειδωτικά υποδιαιρούνται 

περαιτέρω σε λιποδιαλυτά αντιοξειδωτικά µικρά χηµικά µόρια (όπως η τοκοφερόλη 

(βιταµίνη Ε), τα καροτενοειδή, η χολερυθρίνη, ορισµένες κινόνες και πολυφαινόλες) και σε 

υδατοδιαλυτά µόρια (όπως το ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C), το ουρικό οξύ και ορισµένες 

πολυφαινόλες) (Vava & Aviram 2001).  Πολλές µελέτες έχουν δείξει επίσης ότι µεταξύ των 

λιποδιαλυτών αντιοξειδωτικών συµπεριλαµβάνονται και τα φωσφολιπίδια, αλλά τα 

πειραµατικά αποτελέσµατα δεν συµφωνούν µεταξύ τους ως προς τις αντιοξειδωτικές 

ιδιότητες των επιµέρους φωσφολιπιδίων (Nwozu et al., 1997). 

 

2.7.1 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗΣ ∆ΡΑΣΗΣ 

Έχουν αναπτυχθεί ποικίλες µέθοδοι για τον προσδιορισµό της ολικής 

αντιοξειδωτικής ικανότητας διαφόρων βιολογικών δειγµάτων , όπως το πλάσµα ή ο ορός, το 

κρασί, τα φρούτα και τα λαχανικά, ή ζωικοί ιστοί. Οι µέθοδοι αυτοί είναι απαραίτητοι λόγω 

(α) της δυσκολίας της µέτρησης κάθε αντιοξειδωτικού συστατικού ξεχωριστά και (β) των 

πιθανών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διαφόρων αντιοξειδωτικών συστατικών σε 
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πολύπλοκα βιολογικά δείγµατα. Ο προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης ενός 

δείγµατος περιλαµβάνει κυρίως την ικανότητα του δείγµατος να δώσει ηλεκτρόνια (ή άτοµα 

υδρογόνου) σε ένα ειδικό ∆ΕΟ ή σε κάθε δέκτη ηλεκτρονίων. Το προϊόν της αντίδρασης 

αυτής µετράται τελικά µε µία αναλυτική µέθοδο όπως αυτές που αναφέρθηκαν στην 

περίπτωση προσδιορισµού των ∆ΕΟ. Παρακάτω αναφέρω µερικές από τις σπουδαιότερες 

µεθόδους µέτρησης αντιοξειδωτικής δράσης.. 

Για την µέτρηση της αντιοξειδωτικής δράσης καθαρών ενώσεων, συστατικών τροφίµων ή 

κυτταρικών εκχυλισµάτων χρησιµοποιείται η αντίδραση των αντιοξειδωτικών µε σταθερές 

έγχρωµες ελεύθερες ρίζες (πχ DMPD, DPPH) η οποία έχει ως αποτέλεσµα τον 

αποχρωµατισµό τους.  

Η µέθοδος ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity/ Ικανότητα απορροφητικότητας 

ριζών οξυγόνου) στηρίζεται στην ελάττωση του φθορισµού ορισµένων ουσιών  

(φυκοερυθρίνες) µε τη προσθήκη ελευθέρων ριζών. Η δράση αυτή των ελευθέρων ριζών 

αναστέλλεται παρουσία των αντιοξειδωτικών. 

Με την µέθοδο φασµατοσκοπίας του Ηλεκτρονικού Παραµαγνητικού Συντονισµού (EPR) 

µπορούµε να προσδιορίσουµε την αντιοξειδωτική δράση ουσιών µε βάση την ελάττωση του 

EPR σήµατος συγκεκριµένων ελευθέρων ριζών  µετά την αντίδραση τους µε το 

αντιοξειδωτικό παρουσία µιας παγίδας σπιν. 

Η µέθοδος FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power/Αντιοξειδωτική ισχύς αναγωγής 

τρισθενούς σιδήρου) στηρίζεται στην αναγωγή ενός συµπλόκου του τρισθενούς σιδήρου από 

το αντιοξειδωτικό προς ένα προϊόν µε έντονο κυανούν χρώµα. 

Η µέθοδος TRAP (Total Peroxyl Radical-Trapping Potential/ Συνολικό δυναµικό παγίδευσης 

ριζών υπεροξειδίου) βασίζεται στην αντίδραση ελευθέρων ριζών υπεροξειδίου µε µία ουσία 

την λουµινόλη. Το προϊόν της αντίδρασης είναι µία ρίζα λουµινόλης η οποία εκπέµπει φως 

(χηµειοφωταύγεια) το οποίο και µετράται. Παρουσία αντιοξειδωτικών η χηµειοφωταύγεια 

ελαττώνεται (Ramadan et al., 2003; Schiesier et al., 2002). 

Από τις παραπάνω µεθόδους αυτές που χρησιµοποιούνται συχνότερα περιλαµβάνουν την 

αντίδραση ενός αντιοξειδωτικού, λιποδιαλυτού ή υδατοδιαλυτού, µε τις σταθερές έγχρωµες 

ελεύθερες ρίζες DPPH και DMPD αντίστοιχα. 
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Εικόνα 6. Χηµικοί τύποι των µορίων του DPPH και DMPD  

Κατά την αντίδραση ενός λιπόφιλου αντιοξειδωτικού (RH) µε την σταθερή ελεύθερη ρίzα 

DPPH έχουµε την αντίδραση που φαίνεται στην εικόνα 7 µε αποτέλεσµα τον αποχρωµατισµό 

της.  
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Εικόνα 7. Αντίδραση ενός λιπόφιλου αντιοξειδωτικού (RH) µε την σταθερή ελεύθερη ρίzα DPPH 

 

 

Παράλληλα για τον προσδιορισµό της αντιοξειδωτικής δράσης υδρόφιλων αντιοξειδωτικών 

χρησιµοποιείται η ελεύθερη  ρίζα του DMPD η οποία σχηµατίζεται µε οξείδωση µε Fe3+. 

Οξειδωτικά συστατικά όπως οι πολυφαινόλες , τα οποία είναι ικανά να µεταφέρουν ένα 

άτοµο υδρογόνου στην ρίζα DMPD.+, προκαλούν αποχρωµατισµό του διαλύµατος σύµφωνα 

µε τις παρακάτω αντιδράσεις:. 

 

DMPD (άχρωµο) + οξειδωτικό (Fe3+) + H+ → DMPD.+ (πορφυρό) 

 

DMPD.+ (πορφυρό) + AOH (πολυφαινόλη) → DMPD+ (άχρωµο) + AO 

 

Η µέθοδος του DMPD µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό της 

ικανότητας βιοδραστικών µορίων να ανάγουν την ρίζα του DMPD µέσω δηµιουργίας 
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χηλικού συµπλόκου µε τον Fe2+   του αντιδραστηρίου DMPD (Μη δηµοσιευµένα 

αποτελέσµατα). 

 

2.7.2. ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΤΟΥ 

ΕΛΑΙΟΛΑ∆ΟΥ 

 

Τα κύρια αντιοξειδωτικά συστατικά του ελαιολάδου, στα οποία οφείλεται και η οξειδωτική 

του σταθερότητα είναι πολικές και µη-πολικές φαινόλες (πολυφαινόλες, τοκοφερόλες) και 

καροτενοειδή (Sotiroudis et al., 2003; Boskou 1996; Aparicio et al., 1999; Psomiadou & 

Tsimidou 1999). Από την άποψη του αντιοξειδωτικού/ αντικαρκινικού δυναµικού, οι 

πολυφαινόλες θεωρούνται τα πιο σηµαντικά συστατικά του ελαιόλαδου. Οι πολυφαινόλες 

(π.χ. τυροσόλη, ύδροξυ τυροσόλη, ελευρωπαΐνη) είναι χαρακτηριστικά συστατικά του 

ελαίολαδου, τα οποία βοηθούν στην σταθερότητα του και παρέχουν προστασία για την υγεία. 

Σήµερα η Βιοµηχανία ελαιόλαδου ενθαρρύνει την παραγωγή εµπλουτισµένων µε 

πολυφαινόλες προϊόντων.   

Οι τρεις κατηγορίες των φαινολικών συστατικών (απλές φαινόλες, σεκοϊριδοειδή, 

λιγνάνες) έχουν ικανές αντιοξειδωτικές ιδιότητες οι οποίες είναι σαφώς µεγαλύτερες από 

εκείνες του κλασσικού in vivo και in vitro περισυλλέκτη ελευθέρων ριζών (free radical 

scavenger), της βιταµίνης Ε. Φαίνεται πιθανό σ’ αυτές τις ιδιότητες να οφείλεται η 

αντικαρκινική δράση τους. Σαν συνέπεια των παραπάνω, η υδροξυτυροσόλη, τα 

σεκοϊριδοειδή και οι λιγνάνες είχαν την πιο έντονη ανασταλτική δράση σε πειραµατικό 

σύστηµα, που περιελάµβανε προσβολή δραστικών ειδών οξυγόνου σε σαλικυλικό οξύ σε 

σύστηµα οξειδάσης της υποξανθίνης/ξανθίνης (Sotiroudis et al., 2003; Owen et al., 2000; 

Owuor & Kong 2002; Owen et al., 2000c). Εκχυλίσµατα του ελαιόλαδου που περιείχαν ένα 

µείγµα γνωστών και αγνώστων φαινολικών ουσιών ήταν αποτελεσµατικά σε πολύ 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις απ’ ότι σε καθαρή µορφή (Owen et al., 2000c) . Όσον αφορά 

την αντιοξειδωτική τους ικανότητα, τα εκχυλίσµατα ελαιόλαδου είναι ικανοί αναστολείς της 

οξείδωσης της ξανθίνης, αν και παρόµοιες συγκεντρώσεις των εν λόγω απλών φαινόλων δεν 

είχαν κανένα αποτέλεσµα (Owen et al., 2000c).  

Άλλος σηµαντικός ρόλος των φαινολικών συστατικών του ελαιόλαδου, σε σχέση µε 

το σχηµατισµό δραστικών ειδών οξυγόνου (ROS) των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και 

ανάπτυξης καρκίνου, αφορά την ανασταλτική τους δράση κατά την παραγωγή των 

εικοσανοειδών. Μελέτες αναφέρουν ότι υπάρχει σχέση µεταξύ ανάπτυξης καρκίνου και µιας 

ανώµαλης υπερέκφρασης ενζύµων σχηµατισµού εικοσανοειδών όπως οι λιποξυγονάσες 

(LOX) και κυκλοοξυγονάσες (COX). Επιπλέον, πειραµατικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι, οι 

µεταβολίτες του αραχιδονικού οξέος συµβάλλουν στην µεταγωγή σήµατος που συνδέεται µε 

την ανάπτυξη (Cuendet & Pezzuto 2000). Ο De La Puerta και η οµάδα του (Dela Puerta et al., 
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1999) επίσης απέδειξαν ότι µερικά φαινολικά συστατικά από το πολικό κλάσµα του 

παρθένου ελαιόλαδου αναστέλλουν αποτελεσµατικά τη δηµιουργία λευκοτριενίου Β4 στο 

επίπεδο της 5-LOX µε σειρά αποτελεσµατικότητας, υδροξυτυροσόλη > ελευρωπαΐνη > 

καφεϊκό οξύ > τυροσόλη. Αντιθέτως, κανένα απ’ αυτά τα συστατικά δεν αναστέλλει τη 

δηµιουργία της µέσω της κυκλοοξυγονάσης.  

Η ικανότητα κάποιων πολυφαινολών να σχηµατίζουν σύµπλοκα µε µεταλλικά 

κατιόντα είναι πολύ σηµαντική για την αντιοξειδωτική τους δράση, επειδή ο εν λόγω 

σχηµατισµός µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα την περισυλλογή τους σε ειδική θέση scavenging 

(“site-specific scavenging”) (Puppo 1992; Van Acker et al., 1998). Εντούτοις έχει τονισθεί, 

ότι οι πολυφαινόλες µπορεί να έχουν προ-οξειδωτικές δράσεις ανάλογα µε τις συνθήκες 

αντίδρασης, όπως παρουσία συµπλόκων σιδήρου ή σύµφωνα µε την συγκέντρωση του 

µεταλλικού ιόντος (Puppo 1992; Suiqhihara et al., 1999). Οι ο-διφαινόλες του ελαιόλαδου 

συµπλοκοποιούν διάφορα µεταλλικά κατιόντα και, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες, 

µετατρέπονται σε προοξειδωτικά. Ο ταχύς σχηµατισµός των χηλικών συµπλόκων συνήθως 

συνοδεύεται από µια µεταβολή στο φάσµα απορρόφησης της πολυφαινόλης και από µια 

βραδεία χηµική οξείδωση του αντιοξειδωτικού µορίου (Sotiroudis et al., 2003; Aruoma et al., 

1998; Deiana et al., 1999). 

Αρκετές µελέτες αναφορικά µε τις πολυφαινόλες του ελαιόλαδου, τόσο σε in vivo 

όσο και σε in vitro πειραµατικά συστήµατα, κατέληξαν στα παρακάτω συµπεράσµατα, τα 

οποία είναι πιθανόν να σχετίζονται µε το αντιοξειδωτικό τους δυναµικό: 

(α) Το οξειδωτικό στρες, που προκλήθηκε παρουσία Η2Ο2 και οξειδάσης της 

ξανθίνης στα Caco-2 ανθρώπινα κύτταρα, αναστάλθηκε παρουσία συγκεντρώσεων 100-500 

µmol/L της υδροξυτυροσόλης. Στο ίδιο σύστηµα, η τυροσόλη ήταν αναποτελεσµατική σε 

συγκεντρώσεις κάτω των 500 µmol/L (Sotiroudis et al., 2003; Manna et al., 1997). 

(β) Υδροξυτυροσόλη και ελευρωπαΐνη αποδείχτηκαν ικανοί περισυλλέκτες ριζών 

υπεροξειδίου (Sotiroudis et al., 2003; Visioli et al., 1998) 

(γ) Ελευρωπαΐνη και υδροξυτυροσόλη ήταν αποτελεσµατικοί περισυλλέκτες ριζών 

των δραστικών µορφών αζώτου ενώ η τυροσόλη, που δεν έχει το κατεχολικό τµήµα στο 

µόριό της, ήταν λιγότερο δραστική (De la Puerta et al., 2001) 

(δ) Η δραστικότητα του ενζύµου 6β-υδροξυλάσης της ανδροστενοδιόνης και η 

αναγωγική δραστικότητα της αφυδρογονάσης των 17β-υδροξυστεροειδών από ανθρώπινο 

ήπαρ, ανεστάλησαν από την ελευρωπαΐνη, την υδροξυτυροσόλη και το γαλλικό οξύ. 

Ανάλυση των δοµικών χαρακτηριστικών των συστατικών που δρουν ως αναστολείς, έδειξε 

ότι η 3,4-διυδροξυφαινυλ-αιθανολική δοµή είναι απαραίτητη προκειµένου να ανασταλεί η 

δραστικότητα της 6β-υδροξυλάσης από την οµάδα αυτή των συστατικών (Stupans et al., 

2000). 
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2.8. ΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΑ  

 

2.8.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

Για να κατανοήσουµε πλήρως την οξείδωση των λιπιδίων στα τρόφιµα, όπου αυτά 

βρίσκονται σε µεγάλο βαθµό υπό την µορφή γαλακτωµάτων, πρέπει να κατανοήσουµε τις 

δοµές των γαλακτωµάτων και τον τρόπο που συµµετέχουν σε χηµικές αντιδράσεις. Πολλές 

από τις φυσικοχηµικές ιδιότητες των γαλακτωµάτων, µπορούν να γίνουν κατανοητές µόνο 

λαµβάνοντας υπ’ όψη την υψηλή δυναµική φύση τους π.χ. τα σφαιρίδια του ελαίου 

βρίσκονται σε διαρκή κίνηση και αλληλοσυγκρούονται (γαλάκτωµα νερού σε έλαιο.). 

Όπως έχουµε ήδη αναφέρει το ελαιόλαδο περιέχει ενδογενή αµφίφιλα µόρια, όπως τα 

ελεύθερα λιπαρά οξέα, αλλά και δευτερεύοντα συστατικά όπως φωσφολιπίδια, πολυφαινόλες 

και γλυκερίδια.  Σε µελέτες (Georgalaki et al., 1998a; Georgalaki et al., 1998b)  έχει 

αποδειχθεί η ύπαρξη πρωτεϊνών και ενζύµων στο παρθένο ελαιόλαδο. Ως συνέπεια των 

παραπάνω το ίδιο το παρθένο ελαιόλαδο µπορεί να θεωρηθεί ως ένα γαλάκτωµα νερού σε µία 

µη πολική φάση (ελαιόλαδο) (Bianco et al., 1998).  

 

2.8.2. ΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΑ-∆ΟΜΕΣ  

Κατά την άλεση της ελιάς εκτός από  το λάδι, ελευθερώνεται και το νερό που 

περιέχεται στους φυτικούς ιστούς του ελαιοκάρπου. Αποτέλεσµα των παραπάνω είναι ο 

σχηµατισµός γαλακτωµάτων τα οποία περιέχονται στην ελαιόπαστα και µάλιστα σε αρκετές 

περιπτώσεις λαµβάνονται ειδικά µέτρα για το «σπάσιµο» αυτών των γαλακτωµάτων.  

Γενικά, τα γαλακτώµατα αποτελούνται από δύο µη- αναµειγνυόµενα υγρά, µια 

πολική και µία µη πολική φάση. Η µία φάση βρίσκεται σε διασπορά µικρών σφαιριδίων µέσα 

στην άλλη. Στα τρόφιµα αυτές οι δυο φάσεις συνήθως είναι νερό και έλαιο και το σύνηθες 

µέγεθος αυτών των σφαιριδίων είναι περίπου από 0,1µm ως 50 µm.  

Τα γαλακτώµατα είναι θερµοδυναµικά ασταθή συστήµατα, λόγω του θετικού ποσού 

της ελεύθερης ενέργειας, που απαιτείται για την αύξηση της επιφάνειας µεταξύ των δυο 

φάσεων (ελαίου και νερού) (Dickinson 1992) και µε την πάροδο του χρόνου τα γαλακτώµατα 

διαχωρίζονται πλήρως. Για να διατηρηθεί η δοµή του γαλακτώµατος για µεγάλα χρονικά 

διαστήµατα απαιτείται η χρήση χηµικών ενώσεων, που καλούνται γαλακτωµατοποιήτες πριν 

το σχηµατισµό των γαλακτωµάτων. Οι γαλακτωµατοποιητές είναι επιφανειοενεργά µόρια 

που απορροφώνται στην επιφάνεια των σχηµατιζόµενων σφαιριδίων, διαµορφώνοντας µια 

προστατευτική µεµβράνη η οποία δεν επιτρέπει στα σφαιρίδια να έρθουν αρκετά κοντά ώστε 

να συσσωµατωθούν προς µία ενιαία φάση και τελικά να καταστραφεί το γαλάκτωµα 

(Dickinson 1992) . 
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 Κάθε γαλάκτωµα µπορεί να θεωρηθεί ότι αποτελείται από 3 περιοχές : το εσωτερικό 

του κάθε σφαιριδίου, τη φάση της διασποράς και την µεσεπιφάνεια. Η µεσεπιφάνεια είναι η 

στενή περιοχή που περιβάλλει κάθε σφαιρίδιο του γαλακτώµατος και συνίσταται σε ένα 

µίγµα ελαίου, ύδατος και επιφανειοενεργού, ενώ το πάχος της είναι µόλις της τάξεως των 

νανοµέτρων (Dickinson & McClements 1995). 

Τα διάφορα µόρια που περιέχονται σε κάθε γαλάκτωµα, ανάλογα µε τη πολικότητα 

τους, διασπείρονται στην αντίστοιχη φάση. Τα µη πολικά µόρια βρίσκονται κυρίως στο 

εσωτερικό των σφαιριδίων του ελαίου, τα πολικά µόρια στην υδατική φάση και τα αµφίφιλα 

µόρια εντοπίζονται στη µεσεπιφάνεια, το ακριβές περιβάλλον κάθε ένωσης παίζει 

καθοριστικό ρόλο στη δυνατότητα να δώσει αντιδράσεις αλλά και στις ιδιότητες του 

συστήµατος (coupland & McClements 1996).  

Η µορφή των σταθερών γαλακτωµάτων καθορίζεται σε µεγάλο βαθµό από το είδος 

του γαλακτωµατοποιήτη (επιφανειοενεργό) που χρησιµοποιείται για το σχηµατισµό τους. 

Ορισµένοι τύποι γαλακτωµατοποίητων µετακινούνται ταχύτατα µεταξύ της µεσεπιφάνειας 

και της υδατικής φάσης (ή και της ελαιώδους), κάποιοι άλλοι κάνουν αυτή τη µετακίνηση 

αργά και κάποιοι καθόλου. Μη πολικά µόρια µπορούν να µεταφερθούν από το ένα σφαιρίδιο 

στο άλλο κατά τη σύγκρουσή αυτών των δυο, µέσω διάχυσης ή και µε σύνδεση στη 

µικκυλιακή δοµή. Όταν τα επιφανειοενεργά βρίσκονται σε διάλυµα σχηµατίζουν αυθόρµητα 

διάφορες θερµοδυναµικά σταθερές δοµές όπως : µικκύλια, διπλοστιβάδες και κυστίδια (βλ. 

εικόνα 8).  

 

 

 

 

Εικόνα 8.  ∆οµές επιφανειοενεργών σε γαλακτωµατα.  (a): µικκύλιο, (b): διπλοστοιβάδα, (c): 

κυστίδια 

 

Αυτές οι δοµές σχηµατίζονται γιατί ελαχιστοποιούν την επιφάνεια επαφής µεταξύ µιας 

πολικής και µίας µη – πολικής περιοχής. Η ακριβής φύση του σχηµατισµού αυτών των 

µοριακών συσσωµατωµάτων εξαρτάται από τη γεωµετρία των µορίων αλλά και τις 

αλληλεπιδράσεις κεφαλής-ουράς των επιφανειοενεργών (Dickinson & McClements 1995). 

Τόσο στα µικκύλια όσο και στα κυστίδια, τα επιφανειοενεργά τοποθετούνται έτσι ώστε το 
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υδρόφοβο µέρος (ουρά) τους να είναι στραµµένο προς τη µη πολική φάση ενώ το πολικό 

τους τµήµα (κεφαλή) να είναι στραµµένο προς την επιφάνεια, σε επαφή µε την πολική φάση. 

Στον υδρόφοβο εσωτερικό πυρήνα των µικκυλίων και των κυστιδίων είναι δυνατό να 

διαλύσουµε µη πολικά µόρια και αυτή η δυνατότητα µας δίνει τις παρακάτω πρακτικές 

εφαρµογές :  

1. µπορούµε να αυξήσουµε τη συγκέντρωση µη πολικών µορίων στην υδατική 

φάση 

2. µη πολικά µόρια δύναται να µεταφερθούν σε υδατική φάση, στην οποία κανονικά 

είναι αδιάλυτα 

3. η ταχύτητα ορισµένων αντιδράσεων µεταβάλλεται σε τέτοιες δοµές σε σχέση µε 

κανονικά διαλύµατα. 

 

2.8.3. ΓΑΛΑΚΤΟΜΑΤΟΠΟΙΗΤΕΣ 

 

 Επειδή όπως αναφέραµε και προηγουµένως, τα γαλακτώµατα είναι ασταθή για να 

εµποδιστεί η συνένωση και διαχωρισµός των δύο φάσεων, προστίθενται επιφανειοενεργές 

ουσίες. Οι ουσίες αυτές προσροφώνται στη µεσεπιφάνεια, ελαττώνοντας την επιφανειακή 

τάση µεταξύ των δύο φάσεων και εποµένως µειώνουν την ελεύθερη ενέργεια επιφάνειας του 

συστήµατος. Συγχρόνως σχηµατίζουν µια προστατευτική στιβάδα γύρω από κάθε σταγονίδιο 

µε αποτέλεσµα την παρεµπόδιση της συνένωσης τους. Το τελευταίο είναι ίσως και το πιο 

σηµαντικό αφού ενώσεις που δεν προκαλούν την ελάττωση της επιφανειακής τάσης 

εξακολουθούν και είναι καλοί γαλακτωµατοποιητές, σχηµατίζοντας µόνο µια προστατευτική 

στοιβάδα.(Παπαίωάνου 1993). 

 Ανάλογα µε το είδος της στιβάδας που σχηµατίζεται στην µεσεπιφάνεια οι ουσίες 

αυτές µπορούν να ταξινοµηθούν στις παρακάτω κατηγορίες : 

� Επιφανειοενεργές ουσίες : οι ουσίες αυτές µπορούν να σταθεροποιήσουν ένα 

γαλάκτωµα σχηµατίζοντας µια µονοµοριακή στοιβάδα γύρω από κάθε σταγονίδιο 

µέσω προσροφήσεως µορίων ή ιόντων της ουσίας στην µεσεπιφάνεια ελαίου-ύδατος. 

Η τάση για συνένωση περιορίζεται λόγω µείωσης της επιφανειακής τάσης, εκτός αν 

πρόκειται για ιόντα, που οφείλεται στην άπωση των σταγονιδίων λόγω του φορτίου 

τους. 

� Υδρόφιλα κολλοειδή : ουσίες όπως πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, συνθετικά πολυµερή, 

σχηµατίζουν στοιβάδα γύρω από κάθε σταγονίδιο µέσω πολυµοριακής 

προσροφήσεως. ∆εν προκαλούν µείωση της επιφανειακής τάσης, αλλά παρεµπόδιση 

της συνένωσης οφείλεται στην ικανότητα τους να σχηµατίζουν ισχυρή και συνεκτική 

µεµβράνη γύρω από κάθε σταγονίδιο. 



 

 
 

 

41

� Στερεές ουσίες σε λεπτό καταµερισµό :  πρόκειται για πολικά ανόργανα στερεά (π.χ. 

άλατα βαρέων µετάλλων) αλλά και µη-πολικά στερεά (π.χ. άνθρακας, διστεατική 

γλυκερίνη). Τα πολικά διϋγραίνονται από νερό και τα µη-πολικά από έλαιο. Έτσι τα 

πολικά ευνοούν το σχηµατισµό γαλακτωµάτων έλαιο-σε-νερό και τα µη-πολικά 

σχηµατισµό γαλακτωµάτων νερό-σε-έλαιο. Οι ουσίες αυτές µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν και σε συνδυασµό µε τις δύο παραπάνω κατηγορίες. Ο τρόπος 

δράσης τους είναι η συγκέντρωση τους στην µεσεπιφάνεια όπου σχηµατίζουν µία 

ιδιαίτερη µεµβράνη γύρω από κάθε σταγονίδιο (Παπαίωάνου 1993).  

�  

2.8.4.ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΚΑΘΟΡΙΖΟΥΝ ΤΟΝ ΤΥΠΟ ΤΟΥ ΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΟΣ  

 Οι παράγοντες που καθορίζουν το σχηµατισµό γαλακτώµατος του τύπου ελαίου-σε-

νερό (o/w) ή νερό-σε-έλαιο (w/o), σχετίζονται άµεσα µε τις τρεις διεργασίες που λαµβάνουν 

χώρα ταυτόχρονα κατά το σχηµατισµό του γαλακτώµατος. 

1. Ο σχηµατισµός των σταγονιδίων της διεσπαρµένης φάσεως. 

2. Ο σχηµατισµός µίας προστατευτικής στιβάδας γύρω από κάθε σταγονίδιο. 

3. Η τάση των σταγονιδίων για συσσωµάτωση και συνένωση. 

Οι τρεις αυτές διεργασίες από δυναµική άποψη αναλύονται παρακάτω. 

Κατά τη µηχανική ανατάραξη µίγµατος ελαίου και νερού, αρχικά και οι δυο φάσεις 

τείνουν να σχηµατίσουν σταγονίδια. Η φάση που παραµένει υπό µορφή σταγονιδίων για 

µακρύτερο χρονικό διάστηµα, θα γίνει η διεσπερµένη φάση του συστήµατος. Τα  

σταγονίδια της άλλης φάσης, συνενούµενα µε µεγαλύτερη ταχύτητα θα αποτελέσουν το 

µέσο διασποράς. Η αναλογία των δυο φάσεων, καθορίζει και την αναλογία των σταγόνων 

και κατά συνέπεια, την πιθανότητα συνένωσης τους. Υπάρχουν όµως και περιπτώσεις 

γαλακτωµάτων όπου η διεσπερµένη φάση είναι σε αναλογία µεγαλύτερη από 50%. 

Ένα άλλο σπουδαίο σηµείο είναι η προστατευτική στοιβάδα που σχηµατίζει ο 

γαλακτωµατοποιητής, εκλεκτικά γύρω από τα σταγονίδια της διεσπερµένης φάσης. Η 

στοιβάδα δρα σαν φυσικός ή χηµικός παρεµποδιστικός παράγων µε αποτέλεσµα να 

επηρεάζει την ταχύτητα συνένωσης των σταγονιδίων. 

Τέλος ο σχηµατισµός και ο τύπος του γαλακτώµατος επηρεάζονται από το ιξώδες της 

κάθε φάσεως. Το ιξώδες φαίνεται ότι έχει σχέση µε το µέγεθος και τον αριθµό των 

σταγόνων κάθε φάσεως και µε την ταχύτητα σχηµατισµού της προστατευτικής 

στοιβάδας. Ακόµη το ιξώδες του µέσου διασποράς επηρεάζει και την ταχύτητα µε την 

οποία κινούνται τα σταγονίδια της διεσπαρµένης φάσεως, ιδιαίτερα κατά το στάδιο 

σχηµατισµού του γαλακτώµατος. Όσο µεγαλύτερο είναι αυτό τόσο µικρότερη θα είναι η 

ταχύτητα, µε συνέπεια το σχηµατιζόµενο γαλάκτωµα να είναι σταθερό. Το ιξώδες της 

υδατικής φάσεως µπορεί να αυξηθεί µε τη διάλυση διαφόρων µεγαλοµοριακών ενώσεων 

ή µε την αύξηση της συγκέντρωσης του γαλακτωµατοποιητή (Παπαίωάνου 1993).. 
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2.8.5.ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΩΝ   

 Σαν φυσική σταθερότητα αυτών των συστηµάτων, ορίζεται η κατάσταση εκείνη στην 

οποία τα σταγονίδια της διεσπαρµένης φάσεως, παραµένουν οµοιόµορφα κατανεµηµένα 

µέσα στο µέσο διασποράς. 

Όπως έχουµε ήδη αναφέρει τα συστήµατα αυτά έχουν την αυθόρµητη τάση να 

οδηγηθούν σε διαχωρισµό των δυο φάσεων. Αυτό πραγµατοποιείται ή µε την ελάττωση 

της συνολικής επιφάνειας (συνένωση σταγονιδίων) ή µε µείωση της επιφανειακής τάσης. 

Η επιφανειακή τάση ελαττώνεται µε την προσθήκη επιφανειοενεργών ουσιών, όµως δεν 

µηδενίζεται ποτέ. Εποµένως το σύστηµα οδηγείται στη συνένωση των σταγονιδίων που 

έχει σαν συνέπεια τα παρακάτω:  

Αστάθεια γαλακτωµάτων 

• Σχηµατισµός κρέµας και καθίζηση : η προς τα πάνω και προς τα κάτω αντίστοιχα 

µετακίνηση και συγκέντρωση των σταγονιδίων της διεσπαρµένης φάσεως. Ο 

σχηµατισµός κρέµας και η καθίζηση είναι ανεπιθύµητα λόγω της ανοµοιογένειας που 

εµφανίζουν αλλά δεν συνίσταται στην καταστροφή του γαλακτώµατος.    

• Κροκίδωση και συνένωση ή θραύση : τα µικρά σωµατίδια σχηµατίζουν 

συσσωµατώµατατα οποία συµπεριφέρονται σαν µεγαλύτερα απλά σταγονίδια. Αν τα 

παραπάνω συσσωµατώµατατα συνεχίσουν να συνενώνονται, θα µειώνεται συνεχώς ο 

αριθµός των σταγόνων της διεσπαρµένης φάσεως ώσπου τελικά να έχουµε πλήρη 

διαχωρισµό των δυο φάσεων, δηλαδή την θραύση του γαλακτώµατος.  

• Αναστροφή των φάσεων : έχουµε όταν η διεσπαρµένη φάση µετατρέπεται σε µέσο 

διασποράς και το µέσο διασποράς σε διεσπαρµένη φάση. Αυτό είναι δυνατό ή µε την 

προσθήκη ενός ηλεκτρολύτη ή µε µεταβολή της αναλογίας των όγκων των δυο 

φάσεων (Παπαίωάνου 1993) .  

 

3. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας ήταν η εκχύλιση και ο µερικός καθαρισµός 

πρωτεϊνών από το παρθένο ελαιόλαδο χρησιµοποιώντας διαφορετικά πειραµατικά 

σχήµατα τα οποία θα διαφέρουν στις συνθήκες εκχύλισης και στον τρόπο 

διαχωρισµού των πρωτεϊνών.  Ο τελικός στόχος είναι να εκτιµηθεί η 

αποτελεσµατικότητα του  διαχωρισµού των πρωτεϊνών από τις πολυφαινόλες του 

ελαιολάδου στα συγκεκριµµένα εκχυλίσµατα καθώς και η  εφαρµογή της  µεθόδου 

Bradford  για τον ποσοτικό προσδιορισµό πρωτεϊνών και της µεθόδου Folin για τον 
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ποσοτικό προσδιορισµό των πολυφαινολών στα ανωτέρω πρωτεϊνικά/πολυφαινολικά 

παρασκευάσµατα. Επιπλέον θα µελετηθεί η αντιοξειδωτική δράση των 

παρασκευασµάτων αυτών ως προς την ικανότητα τους να ανάγουν την σταθερή 

ελεύθερη ρίζα DPPH. 

 

4. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

4.1. Υλικά 

• Παρθένο ελαιόλαδο 

4.2. Αντιδραστήρια 

• Αντιδραστήριο Bradford  

Προϊόν της εταιρίας (Sigma Β 6916-500 µL) . 

• Πρωτεΐνη 

Αλβουµίνη (BSA) της εταιρίας SERVA 

• Tris  

(2-άµινο-2 (υδροξυµέθυλο) προπανοδιόλη 1,3) Προϊόν της εταιρείας Serva. 

• DPPH 

 Προϊόν της εταιρείας SIGMA. 

• (NH4)2 SO4  

Ammonium sulfate Προϊόν της εταιρείας Panreac. 

• SDS  

(θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο) Προϊόν της εταιρείας Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA). 

• Polyclar AT 

Προϊόν της εταιρίας SERVA. 

• Sephacryl S-300 και Sephadex G-25 

Προϊόντα  της εταιρίας Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). 

• blue dextrane 

κυανό της δεξτράνης Προϊόν της εταιρίας  Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). 

• Φυγοκεντρικά φίλτρα υπερδιήθησης 

Τα φυγοκεντρικά φίλτρα υπερδιήθησης Centricon µε όριο Μοριακού Βάρους 

(Nominal Molecular Weight Limit) 10,000 ήταν της εταιρείας Millipore, USA. 
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4.3. Συσκευές 

 

• Φωτόµετρα : 

Novaspec II. Pharmacia Biotech, Sweden. 

 

• Φασµατοφωτόµετρο ορατού – υπεριώδους (UV/VIS): 

Cary 1E. Varian, Australia. 

Για τη λήψη όλων των φασµάτων στο φασµατοφωτόµετρο (Cary 1E) 

χρησιµοποιήθηκαν κυψελίδες από χαλαζία µε µήκος διαδροµής 1cm καθώς και 

πλαστικές κυψελίδες µε ίδιο µήκος διαδροµής. 

 

• Στήλη FPLC : 

Στήλη χρωµατογραφίας µοριακού ηθµού Sephacryl S-300 (34 x 1.1 cm) της 

Pharmacia. 

 

• Συσκευή µετρήσεως pH :  

Το pHµετρο που χρησιµοποιήθηκε ήταν της εταιρείας Metrohm (691 pHMeter).  

 

• Μηχανικός αναδευτήρας: 

Vortex Genie 2: Scientific Industries. 

 

• Φυγόκεντρος: 

Centrifuge 5415 C. Eppendorf, Germany. 

 
4.4.     ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ 

 

4.4.1.   ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΜΕΘΟ∆Ο BRADFORD    

Η µέθοδος Bradford στηρίζεται στη σύνδεση της χρωστικής ουσίας 

Coomassie blue G-250 στην πρωτείνη. 

Μελέτες έδειξαν ότι η ελεύθερη χρωστική ουσία µπορεί να υπάρξει σε τρεις 

διαφορετικές  ιοντικές µορφές  για τις οποίες η τιµή pΚa είναι 1.15 , 1.82 και 12.4. 

Από  τις τρεις διαφορετικές µορφές τις χρωστικής ουσίας που υπερισχύουν στην 

όξινη συµπεριφορά του αντιδραστηρίου , οι πιο κατιονικές κόκκινες και πράσινες 

µορφές έχουν τα µέγιστα απορροφητικότητας σε  470 nm και 650 nm αντίστοιχα. 
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Αντίθετα η πιο ανιονική µπλε µορφή της χρωστικής ουσίας που συνδέεται στην 

πρωτεΐνη , έχει ένα µέγιστο απορροφητικότητας στα 595 nm. 

Κατά συνέπεια η ποσότητα τις πρωτεΐνης µπορεί να υπολογισθεί µε τον 

καθορισµό του ποσού της χρωστικής ουσίας στην µπλε ιοντική µορφή. Αυτό 

επιτυγχάνεται µε  µέτρηση  απορροφητικότητας του διαλύµατος στα 595 

nm.(instruction manual). 

Εφαρµογή µεθόδου 

• Ποσότητα  δείγµατος αραιώθηκε µέχρι όγκο 1ml 

• Ακολουθεί προσθήκη και 1 ml αντιδραστηρίου Bradford και ανάδευση. 

• Μετά από 5 εώς 45 min ακολουθεί µέτρηση απορρόφησης στα 595 nm 

 

Σύµφωνα µε την παραπάνω µέθοδο προέκυψε η παρακάτω πρότυπη 

καµπύλη:  
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Εικόνα 9.: Πρότυπη καµπύλη για τον  προσδιορισµό της συγκέντρωσης αλβουµίνης µε την 

µέθοδο Bradford 

4.4.2    ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΜΕ ΤΗΝ    

ΜΕΘΟ∆Ο FOLIN.  

 

Η µέθοδος Folin  στηρίζεται στο γεγονός ότι το αντιδραστήριο Folin- Ciocalteu το 

οποίο είναι ένα µείγµα φωσφοβολφραµικού και φωσφοµολυβδενικού οξέος , κατά 

την οξείδωση των φαινολών τα οξέα αυτά µετατρέπονται σε µπλέ οξείδια 
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βολφραµίου(W8O23) και µολυβδενίου(MO8O23) . Αυτή η αντίδραση εµφανίζεται σε 

αλκαλικό περιβάλλον και πραγµατοποιείται παρουσία ανθρακικού άλατος νατρίου. Ο 

µπλε χρωµατισµός που προκύπτει µετράται στα 795 nm και απεικονίζει την ποσότητα 

των πολυφαινολών σε ισοδύναµα 4-µέθυλο-κατεχόλης. (George et al.,  2005) 

  

Εφαρµογή µεθόδου 

• Ποσότητα δείγµατος αραιώθηκε µέχρι όγκο 600 µl. 

• Στη συνέχεια προστέθηκαν 60 µL Folin Ciocalteau. 

• Μετά από 3 min  προστέθηκαν 120 µL κορεσµένου διαλύµατος Na2CO3 

(35%). 

• Τέλος κάθε όγκος αραιώθηκε σε όγκο 1,2 ml  και ακολούθησε ανάδευση των 

δειγµάτων . 

• Μετά από 45 min το τελικό διάλυµα φυγοκεντρήθηκε για 15 min στις 10000 

rpm και ακολούθησε µέτρηση απορρόφησης στα 725 nm. 

 
Σύµφωνα µε την παραπάνω µέθοδο προέκυψε η παρακάτω πρότυπη καµπύλη: 
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Εικόνα 10.: Πρότυπη καµπύλη προσδιορισµού πολυφαινολών µε το αντιδραστήριο Folin και 

την πρότυπη πολυφαινόλη 4-µεθυλοκατεχόλη 
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4.4.3 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΜΕΘΟ∆Ο DUBOIS  

Η µέθοδος Dubois στηρίζεται στο ότι απλά ζάχαρα ,ολιγοσακχαρίτες , 

πολυσακχαρίτες και τα παράγωγά τους , συµπεριλαµβανοµένων και των µεθυλικών 

αιθέρων µε ελεύθερες οµάδες δίνουν ένα πορτοκαλί-κίτρινο χρώµα όταν αντιδράσουν 

µε φαινόλη παρουσία πυκνού θειικού οξέος. Η αντίδραση είναι ευαίσθητη και το 

χρώµα σταθερό (Dubois et al., 1955).  

 

Εφαρµογή µεθόδου 

• Ποσότητα δείγµατος αραιώθηκε µέχρι όγκο 100 µl. 

•   Στη συνέχεια προστέθηκαν 100 µl φαινόλη 5% και 1000 µl Η2SO4. 

•  Ακολούθησε  ανάδευση και παραµονή των δειγµάτων 1,5 h.  

• Τέλος µετρήθηκε η απορρόφηση των δειγµάτων στα 500 nm. 

 

Σύµφωνα µε την παραπάνω µέθοδο προέκυψε η παρακάτω πρότυπη 

καµπύλη: 
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Εικόνα 11. Πρότυπη καµπύλη προσδιορισµού σακχάρων µε την µέθοδο Dubois και το πρότυπο 

σάκχαρο γλυκόζη. 
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4.5.    ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΤΟ                              

       ΠΑΡΘΕΝΟ    ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο . 

 

Η µέθοδος  βασίζεται στην εκχύλιση των υδρόφιλων πρωτεϊνικών συστατικών του 

ελαιολάδου µε την δηµιουργία γαλακτώµατος και την εν συνεχεία καταβύθιση των 

πρωτεϊνών µε θειικό αµµώνιο 

 

Εφαρµογή µεθόδου 

1) Σε όγκο 175 ml παρθένου ελαιολάδου προστέθηκε  ίση ποσότητα ρυθµιστικού 

διαλύµατος  Tris-HCl 50 mM , pH 7,5 παρουσία ,1Μ NaCl.  

2) Έγινε   µαγνητική ανάδευση για 48 h στους 4ο C  

3) Φυγοκέντρηση  στις 5.500 rpm  (5000 x g )  για 30 min στους 15º. 

      4) Μετά την φυγοκέντρηση ακολούθησε διαχωρισµός σε διαχωριστική χοάνη και                  

          λήψη της υδατικής φάσης. 

5) Καταβύθιση  της υδατικής φάσης µε θεϊκό αµµώνιο 80% και παραµονή του 

διαλύµατος όλη τη νύχτα στους 4οC.  

6) Φυγοκέντρηση του ιζήµατος για 1 ώρα στα 15000 g στους 15º. 

7) Αποµακρύνθηκε  το υπερκείµενο και συλλέχθηκε το ίζηµα. 

8) Επαναιώρηση του ιζήµατος µε 1.5 ml ρυθµιστικού διαλύµατος Τris-HCl.  

9) Φυγοκέντρηση από 10.000 rpm για 10 min 

10) ∆ιαχώρισµός του ιζήµατος από το εκχύλισµα . 

11) Ακολουθήθηκε  διαπίδυση του εκχυλίσµατος για 72 h στους 4oC έναντι του 

ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl.   

Η Μέθοδος αποµώνωσης των πρωτείνων εφαρµόστηκε επιπλέον και για άλλες 

δυο φορές µε κάποιες παραλλαγές κάθε φορά. 
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4.5.1  2η ΕΠΑΝΆΛΗΨΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ 

ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΤΟ ΠΑΡΘΕΝΟ ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο . 

 

Με σκοπό να διαπιστωθεί εάν ο χρόνος εκχύλισης του ελαιολάδου µε το ρυθµιστικό 

διάλυµα επηρεάζει την παραλαβή των πρωτεϊνικών συστατικών του,  ακολουθήθηκε 

η ίδια διαδικασία µε την πρώτη µέθοδο εκχύλισης σε 250 ml ελαιολάδου, η οποία 

όµως διέφερε  στα παρακάτω στάδια : 

� Στο δεύτερο στάδιο η µαγνητική ανάδευση πραγµατοποιήθηκε για 24 h.  

� Στο έκτο στάδιο λόγω του ότι υπήρχε ίζηµα εν αιώρηση στην υδατική 

φάση έγινε και επιπλέον φυγοκέντρηση σε περισσότερες στροφές .  

 
4.5.2  3η ΕΠΑΝΑΛΗΨΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

ΑΠΟ ΤΟ ΠΑΡΘΕΝΟ ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο.   

Με σκοπό να µελετηθεί το σύνολο των πρωτεϊνικών ειδών που παραλαµβάνονται 

µετά από καταβύθιση µε θειικό αµµώνιο, όλα τα στάδια της εκχύλισης 

πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε την 2η µέθοδο αποµόνωσης, σε 240 ml ελαιολάδου, 

αλλά στο τελικό δείγµα δεν πραγµατοποιήθηκε το στάδιο της διαπίδυσης µετά την 

διαλυτοποίηση του ιζήµατος έτσι ώστε να µην αποµακρυνθούν τα µικρού Μοριακού 

Βάρους πεπτίδια. 

 

4.6. ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ∆ΙΗΘΗΣΗΣ ΣΕ ΠΗΚΤΗ  

Αρχή της µεθόδου  

Ο καλύτερος διαχωρισµός των πρωτεϊνών βάσει του µεγέθους επιτυγχάνεται 

µε την τεχνική της χρωµατογραφίας διήθησης σε πηκτή ή µοριακoύ ηθµού ή 

µοριακής διήθησης. Το δείγµα µπαίνει στην κορυφή µιας στήλης που αποτελείται 

από πορώδεις κόκκους φτιαγµένους από αδιάλυτο πολυµερές, που µπορεί όµως να 

συγκρατεί πολύ νερό, όπως η δεξτράνη, η αγαρόζη ή το πολυακρυλαµίδιο. Μικρά 

µόρια περνούν µέσα από τους κόκκους, αλλά τα µεγάλα µόρια δεν µπορούν να 

περάσουν µέσα από αυτούς. Αποτέλεσµα είναι ότι τα µικρά µόρια κατανέµονται στο 

υδατικό περιβάλλον µέσα στους κόκκους, ενώ τα µεγάλα µόρια βρίσκονται µόνο 

µεταξύ των κόκκων. Έτσι κατά την διαδικασία της χρωµατογραφίας τα µεγάλα µόρια 

περνούν πιο γρήγορα µέσα από τη στήλη και εµφανίζονται πρώτα. 
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4.6.1 Χρωµατογραφία διήθησης σε πηκτή Sephacryl S-300 

 Για την µοριακή διήθηση πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε στήλη η οποία περιείχε 

Sephacryl S-300. 

Με σκοπό τον προσδιορισµό της Μοριακής Μάζας των πρωτεϊνικών 

µοριακών ειδών που εκχυλίζονται από το παρθένο ελαιόλαδο πραγµατοποιήθηκε 

χρωµατογραφία µοριακής διήθησης, χρησιµοποιώντας στήλη Sephacryl S-300 (30 x 

1.1 cm). Η στήλη εξισορροπήθηκε µε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM οξεικού οξέος-

οξεικού νατρίου pH 6.0, που περιείχε 0.1 M NaCl.. Για τον προσδιορισµό του 

Μοριακού Βάρους των πρωτεϊνών, δηµιουργήθηκε ένα διάγραµµα µεταξύ του 

λογαρίθµου του µοριακού βάρους και του όγκου έκλουσης, για πρωτεΐνες γνωστής 

Μοριακής Μάζας που χρησιµοποιήθηκαν στη χρωµατογραφία µοριακής διήθησης ως 

µάρτυρες (εικόνα 12). Έτσι σύγκριση του όγκου έκλουσης του κλάσµατος, που 

αντιστοιχεί στα µοριακά είδη του ελαιολάδου , µε τον όγκο έκλουσης προτύπων 

πρωτεϊνών, γνωστού µοριακού βάρους στην ίδια στήλη, επιτρέπει τον προσδιορισµό 

µε αρκετή ακρίβεια, της Μοριακής Μάζας των µοριακών αυτών ειδών. Οι 

πρωτεϊνικοί δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 

1) Θυρεοσφαιρίνη (ΜΒ=670,000) 

2) Βοδινή γ-σφαιρίνη (ΜΒ=158,000) 

3) Αλβουµίνη κοτόπουλου (ΜΒ=44,000) 

4) Μυογλοβίνη αλόγου (ΜΒ=17,000) 

5) Βιταµίνη Β-12 (ΜΒ=1,350) 

Μετά το πέρασµα από την στήλη των πρωτεϊνικών δεικτών προέκυψαν τα 

παρακάτω αποτελέσµατα : 
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Εικόνα 12. Απεικόνιση της ηµιλογαριθµικής συνάρτησης του µοριακού βάρους  σε σχέση µε τον 

όγκο έκλουσης των πρότυπων πρωτεϊνικών µορίων 

 

 

 

4.6.2  Χρωµατογραφία διήθησης σε πηκτή Sephadex G-25.  

  

 Για τον γρήγορο διαχωρισµό των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από 

πολυφαινολικές ενώσεις που συνδέονται µη-οµοιοπολικά µε τις πρωτεϊνες του 

ελαιολάδου,  χρησιµοποιήθηκε µικρή στήλη η οποία περιείχε Sephadex G-25 

Superfine. 

 Για τον έλεγχο της διαχωριστικής ικανότητας της στήλης χρησιµοποιήθηκαν 

οι παρακάτω δείκτες; 

• Κυανούν της δεξτάνης (blue dextran) (για τον προσδιορισµό του 

όγκου έκλουσης µεγάλου Μοριακού Βάρους µορίων). 

• 4-µέθυλο-κατεχόλη (ΜΒ=124,1) (για τον προσδιορισµό του όγκου 

έκλουσης µικρού Μοριακού Βάρους πολυφαινολών) 

Τα χαρακτηριστικά της στήλης φαίνονται παρακάτω: 

• Ροή της στήλης : 12,93  ml /hour. 

• Όγκος της στήλης  : 5,5 ml. 
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Από τον δείκτη  κυανούν της δεξτράνης ο οποίος εµπεριεχόταν σε 20% µεθανόλη 

τοποθετήθηκαν στην στήλη 0,3ml και από τον δείκτη 4-µέθυλο-κατεχόλη ο οποίος 

εµπεριεχόταν σε 60% µεθανόλη τοποθετήθηκαν επίσης 0,3 ml. H έκλουση έγινε µε 

60% µεθανόλη. 

Σύµφωνα µε την µέθοδο προέκυψαν οι παρακάτω γραφικές παραστάσεις:  
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Εικόνα 13.  Απορρόφηση  των κλασµάτων κυανού της δεξτράνης στα 280 nm µετά την δίοδο 

από την στήλη Sephadex G-25.  
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Εικόνα 14.   Απορρόφηση  των κλασµάτων 4-µέθυλο-κατεχόλης στα 280 nm µετά την δίοδο 

από την στήλη Sephadex G-25.  

 

Όπως παρατηρήθηκε στις εικόνες 13 και 14, κάτω από τις πειραµατικές συνθήκες 

χρωµατογραφίας που χρησιµοποιήθηκε, υπάρχει σαφής διαχωρισµός µεταξύ του 

µέγιστου του όγκου έκλουσης της µεγαλοµοριακής δεξτράνης (2,4 ml)  και της 

µικροµοριακής πολυφαινόλης (3,5  ml). 

   

4.7.   ΑΠΟΜΑΚΡΥΝΣΗ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΜΕ ΤΗΝ        

ΠΡΟΣΘΗΚΗ POLYCLAR. 

Το αδιάλυτο πολυµερές πολυβυνιλο-πολυπυρρολιδόνη ή polyclar 

(polyvinylpolypyrrolidone-PVPP) (εικόνα 15) είναι ευρύτατα γνωστό για την 

ικανότητα του να δεσµεύει πολυφαινόλες και χρησιµοποιείται στην βιοµηχανία της 

µπύρας για την σταθεροποίηση του προϊόντος µε αποµάκρυνση του θολώµατος της 

µπύρας που οφείλεται στη δηµιουργία συµπλόκων πρωτεϊνης-πολυφαινολών. Η 

αποµάκρυνση των πολυφαινολών µε την βοήθεια του polyclar  οφείλεται στη 

δηµιουργία πολύ ισχυρών δεσµών υδρογόνου µεταξύ του polyclar κα των 

πολυφαινολών κατά την προσρόφηση τους στην επιφάνεια του πολυµερούς   

(Rehmanji et al., 2005; Gopal @ Rehmanji, 2000). 
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Εικόνα 15. Polyclar (Rehmanji et al., 2005). 

 

 

 Για τον λόγο αυτό χρησιµοποίήθηκε το πολυµερές αυτό για την αποµάκρυνση 

πολυφαινολών από ορισµένα πρωτεϊνικά κλάσµατα ελαιολάδου. 

 

Σε 0,2 ml δείγµατος προστέθηκε η χηµική ένωση polyclar σε ποσοστό 5%. 

• Ακολούθησε ανάδευση. 

• Μετά την ανάδευση το δείγµα φυγοκεντρήθηκε στις 10000 rpm για 10 min. 

• Τέλος πραγµατοποιήθηκαν προσδιορισµοί πολυφαινολικών ενώσεων και 

πρωτεϊνών για να διαπιστωθεί η µεταβολή της συγκέντρωσης τους σε σχέση 

µε την αρχική. 

 

4.8  ΥΠΕΡ∆ΙΗΘΗΣΗ  

Με στόχο τον διαχωρισµό των πρωτεϊνών από τις πολυφαινόλες χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος της υπερδιήθησης η οποία είναι µία από τις διεργασίες διαχωρισµού µε 

µεµβράνες οι οποίες συγκαταλέγονται στις διεργασίες µε ωθούσα δύναµη την πίεση 

.Καλύπτει την περιοχή ανάµεσα στην µικροδιήθηση και την αντίστροφη όσµωση και 

χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό σωµατιδίων 0,001-0,02µm. ∆ιαλύτες και άλατα 

χαµηλού µοριακού βάρους διέρχονται µέσα από τη µεµβράνη ενώ µεγαλύτερα µόρια 

συγκρατούνται. Συνεπώς η βασική εφαρµογή της υπερδιήθησης είναι ο διαχωρισµός 

µακροµορίων µε µέγεθος συγκράτησης σε εύρος µοριακής µάζας 300-300000. οι 

µεµβράνες υπερδιήθησης είναι περατές για µόρια µοριακής µάζας της τάξης <1000 

και συνεπώς παρουσιάζουν χαµηλή συγκράτηση αλάτων . Στην υπερδιήθηση και 

γενικότερα στην περίπτωση των πορωδών δοµών ισχύει ο µηχανισµός της 

ηµιπερατότητας δηλαδή το “φαινόµενο κοσκινίσµατος”(sieving effect), όπου ο 
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διαχωρισµός βασίζεται στη διαφορά µεγεθών. Σύµφωνα µε τον απλό αυτό µηχανισµό 

, σε µια ρευστή φάση που περιέχει µόρια ή/και σωµατίδια και η οποία αναγκάζεται να 

περάσει δια µέσου της µεµβράνης , τα µόρια ή  τα σωµατίδια µεγαλύτερου µεγέθους 

από το µέγεθος των πόρων της µεµβράνης , δεν µπορούν να περάσουν δια µέσου της 

µεµβράνης , αντίθετα µε τα µικρότερα που έχουν την τάση να περνούν. 

 Η απόδοση των µεµβρανών υπερδιήθησης γενικά καθορίζεται από το 

ελάχιστο µοριακό βάρος συγκράτησης και το θεωρητικό µέγεθος των πόρων. Αυτές 

οι τιµές είναι προσεγγιστικές διότι τα ίδια µόρια µπορεί να έχουν διαφορετικές 

ακτίνες εξαρτώµενες από τις ιδιότητες του διαλύµατος όπως pΗ, ιοντική ισχύς κλπ. 

Όσον αφορά το µέγεθος πόρων, υφίσταται πάντοτε µια κατανοµή . Επιπρόσθετα θα 

υπάρχουν αναπόφευκτα φυσικοχηµικές αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στον διαλύτη-

διαλυµένη ουσία και την επιφάνεια της µεµβράνης .Αυτές οι αλληλεπιδράσεις 

αθροιστικά µπορεί να είναι απωστικές ή ελκτικές και να οδηγήσουν στη µεγαλύτερη 

ή µικρότερη δέσµευση της διαλυµένης ουσίας στην επιφάνεια της µεµβράνης. Το 

γεγονός αυτό, ακολούθως , µπορεί να προκαλέσει τη µείωση της διαπερατότητας. 

 Οι επιδράσεις της οσµωτικής πίεσης στις µεµβράνες υπερδιήθησης είναι 

µικρές και η εφαρµοζόµενη πίεση , της τάξης των 1-7 bar,ασκείται πρωταρχικά για να 

ξεπεραστεί η ιξώδης αντίσταση της διαπέρασης του υγρού από το δίκτυο πόρων της 

µεµβράνης. Οι µεµβράνες υπερδιήθησης µε εµπορικές εφαρµογές είναι ασύµµετρες , 

µε ένα λεπτό επιφανειακό στρώµα πάχους 0,1-1µm ,το οποίο έρχεται σε επαφή µε το 

ρεύµα τροφοδοσίας. Αυτό το επιφανειακό στρώµα υποστηρίζεται από ένα 

µακροπορώδες στρώµα πάχους 50-250  µm. 

Στην εικόνα 16 παρουσιάζεται η διάταξη φυγοκεντρικού φίλτρου 

υπερδιήθησης Centricon που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα υπερδιήθησης. 
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Εικόνα 16. Συσκευή φυγοκεντρικού φίλτρου υπερδιήθησης Amicon-Centricon (Millipore). 

Retentate: κατακράτηµα, filtrate: διήθηµα. (Amicon-Centricon Centrifugal Filter Devices, DataSheet, 

Millipore, USA, 2004) 

 

 

 

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 

• Ποσότητα δείγµατος περίπου 300-400 µl τοποθετήθηκε σε φυγοκεντρικό 

σωλήνα υπερδιήθησης µε µεµβράνη µε όριο Μοριακού Βάρους τα 10000.  

Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 min στις 6000 rpm . 

• Στη συνέχεια προστέθηκαν στο υπόλοιπο του δείγµατος 350 µl 60% 

µεθανόλης και το δείγµα φυγοκεντρήθηκε ξανά για 10 min στις 6000 rpm. 

• το παραπάνω στάδιο επαναλήφθηκε για ακόµα δύο φορές. 

 

4.9  ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ  ΕΝΩΣΕΩΝ ΑΠΟ 

ΤΟ ΠΑΡΘΕΝΟ ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο. 

    

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 

• Περίπου 10g παρθένου ελαιολοδου διαλύθηκαν σε 50ml εξανίου. 

• Έγιναν εκπλήσεις 3 φορές µε 20ml υδατικής µεθανόλης 60%. 
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• Ανάµιξη για 2min κάθε φορά. 

• Συγκέντρωση όλων των εκχυλισµάτων µεθανόλης. 

• Εξάτµιση στους 40° C. 

• ∆ιάλυση του υπολείµατος σε 1 ml µεθανόλης. 

• Συνεχίζεται η διαδικασία που εφαρµόζεται  στην µέθοδο Folin για τον 

προσδιορισµό πολυφαινολικων ουσιών . 

Η παραπάνω µέθοδος πραγµατοποιήθηκε συνολικά τρεις φορές απ’ όπου το 

δείγµα της δεύτερης επανάληψης χρησιµοποιήθηκε για τον διαχωρισµό από την 

στήλη Sephadex G-25 ενώ το δείγµα της τρίτης επανάληψης αφού πρώτα 

εξατµίστηκε µε άζωτο χρησιµοποιήθηκε για το δεύτερο στάδιο αναλύσεων της 

µεθόδου εκχύλισης πρωτεϊνών από το ίζηµα µε ακετόνη .  

4.10. ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ ΤΗΣ  ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗΣ 

∆ΡΑΣΗΣ 

 Αρχή της µεθόδου  

Η µέθοδος στηρίζεται στην αντίδραση ενός λιπόφιλου αντιοξειδωτικού (RH) µε 

την σταθερή ελεύθερη ρίζα  DPPH µε αποτέλεσµα τον αποχρωµατισµό της 

(Nenadis & Tsimidou 2002) . 

Μέθοδος 

• Παρασκευή µεθανολικού εκχυλίσµατος της ελεύθερης ρίζας  DPPH (2.2-

Diphenyl-1-picrylhydrazyl) σε συγκέντρωση 1mM. 

• Σε κυψελίδα προστέθηκε  60 µL DPPH συγκέντρωσης 1mM και 940 µL 

µεθανόλη και µετά από ανάδευση µετρήθηκε η απορρόφηση στα 516 nm.  

• Στη συνέχεια προστέθηκε ποσότητα της ουσίας που µελετήθηκε για την 

αντιοξειδωτική της δράση και µετρήθηκε η κινητική της αντίδρασης στα 

516 nm για 20 min και  υπολογίστηκε η % ελάττωση της απορρόφησης 

του DPPH  στα 516 nm παρουσία του αντιοξειδωτικού.  

 

 

Σύµφωνα µε την παραπάνω µέθοδο προέκυψε η καµπύλη προσδιορισµού της 

αντιοξειδωτικής ικανότητας της πρότυπης πολυφαινόλης 4-MC της εικόνας 

17,σύµφωνα µε την οποία η τιµή EC50 της πολυφαινόλης αυτής βρέθηκε κάτω από τις 

συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες 1,51 µg/ml. 
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Εικόνα 17.  : Τιτλοδότηση του αντιδραστηρίου DPPH  µε το αντιοξειδωτικό 4-µεθυλοκατεχόλη.  H 

τιµή EV50 αντιπροσωπεύει την συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού που προκαλεί ελάττωση της 

απορρόφησης του DPPH κατά 50%. 

 

 

 

4.11. ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΑΠΟ ΤΟ ΙΖΗΜΑ 

ΘΕΙΙΚΟΥ ΑΜΜΩΝΙΟΥ ΜΕ Υ∆ΡΟΦΟΒΟΥΣ ∆ΙΑΛΥΤΕΣ ΚΑΙ SDS 

Κατά την διαδικασία της αποµόνωσης των πρωτεϊνών από το παρθένο 

ελαιόλαδο µετά την καταβύθιση µε θειικό αµµώνιο και την  φυγοκέντρηση στις 

10000 rpm ( 3η Μέθοδος)  προέκυψε ίζηµα το οποίο πιθανόν να  περιείχε και 

υδρόφοβες πρωτεϊνες. Για τον λόγο αυτό έγινε προσπάθεια ανάκτησης των 

πρωτεϊνών αυτών µε διαλυτοποίηση τους σε ορισµένους υδρόφοβους διαλύτες 

(µεθανόλη, ακετόνη) και σε διάλυµα του επιφανειοενεργού δωδεκυλοθειικού νατρίου 

(SDS). 

4.11.1   Α) ∆ιαλυτοποίηση σε 60% µεθανόλη    
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• Σε ποσότητα ιζήµατος µετά από κατεργασία µε θειικό  αµµώνιο (από 120ml 

αρχική ποσότητα ελαίου) προστέθηκαν 0,5 ml 60% µεθανόλη. 

• Ακολούθησε ανάδευση. 

• Μετά την ανάδευση το δείγµα φυγοκεντρήθηκε στις 10000 rpm για 10 min 

και ανακτήθηκε το υπερκείµενο. 

• Στο υπερκείµενο αυτό πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός πρωτεϊνικών και 

πολυφαινολικών ενώσεων. 

4.11.2      Β) ∆ιαλυτοποίηση µε SDS 

• Στο ίζηµα που δεν διαλυτοποιήθηκε σε 60% µεθανόλη προστέθηκαν 0,5 ml 

1mM SDS . 

• Ακολούθησε ανάδευση. 

• Μετά την ανάδευση το δείγµα φυγοκεντρήθηκε στις 10000 rpm για 10 min 

και ανακτήθηκε το υπερκείµενο, στο οποίο προσδιορίστηκαν πρωτεϊνες και 

πολυφαινόλες. 

Η παραπάνω διαδικασία ακολουθήθηκε και για δεύτερη φορά στο ίζηµα µε τις 

εξής διαφορές: 

• Προστέθηκαν 0,2 ml 1 mΜ SDS και στο δείγµα αυτό (χωρίς να γίνει 

φυγοκέντρηση) έγινε προσδιορισµός πρωτεϊνης και πολυφαινολών.  

 

4.11.3        Γ) ∆ιαλυτοποίηση σε παγωµένη ακετόνη 

• Σε ποσότητα ιζήµατος µετά από κατεργασία µε θειικό  αµµώνιο (από 120 ml 

αρχική ποσότητα ελαίου) προστέθηκε 1ml παγωµένης ακετόνης. Το µείγµα 

αναδεύτηκε  και  µετά φυγοκεντρήθηκε στις 10.000 rpm για 10 min. 

• Ανακτήθηκε  το υπερκείµενο και προστέθηκε ξανά στο ίζηµα 1ml παγωµένης 

ακετόνης µε ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 10 min. 

• Επίσης ανάκτηση υπερκείµενου και προσθήκη 1ml 80% παγωµένης ακετόνης 

µε ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 10 min. 

• Επαναλαµβάνεται η ίδια διαδικασία µε 

• 1ml 80% παγωµένης ακετόνης. 

• 0,5 ml 60% µεθανόλης. 

• 0,5 ml  µεθανόλης. 
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• Για το ίζηµα που δεν διαλυτοποιήθηκε από την παραπάνω διαδικασία 

προστέθηκαν 400 µl ΝαΟΗ 1Ν ακολούθησε θέρµανση στους 90ºC και 

φυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 10 min. 

 

5.  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤA-ΣΥΖΗΤΗΣΗ   

                        

5.1.   ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΤΟ                         

ΠΑΡΘΕΝΟ    ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο . 

 

5.1.1. Πρώτη εφαρµογή της µεθόδου 

Στον  πίνακα 2 δίνονται συγκεντρωτικά τα αποταλέσµατα σε µg / ml 

εκχυλίσµατος,  των συγκεντρώσεων πρωτεϊνών – πολυφαινολών-υδατανθρακων, πριν 

(Π∆) και µετά την διαπίδυση (Μ∆) :  

 

     Πίνακας 2. Συγκεντρώσεις πρωτεϊνών – πολυφαινολών – υδατανθράκων στα   
                        δείγµατα της πρώτης µεθόδου αποµόνωσης πρωτεϊνών Π∆ και Μ∆ 
  

 

 

 

 

 

 

Όπως παρατηρείται  στον πίνακα 2, η συγκέντρωση πρωτεϊνών πολυφαινολών 

και σακχάρων ελαττώθηκε µετά την διαπίδυση.  

 

5.1.2. ∆ευτερη εφαρµογή της µεθόδου 

Στον  πίνακα 3 δίνονται συγκεντρωτικά τα αποταλέσµατα σε µg / ml 

εκχυλίσµατος,  των συγκεντρώσεων πρωτεϊνών – πολυφαινολών-υδατανθρακων, πριν 

(Π∆) και µετά την διαπίδυση (Μ∆) :  

            
 
 
 
 
 
 

ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ ΣΕ 
µg/ml  

ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΕΣ 
ΟΥΣΙΕΣ ΣΕ  µg/ml 

Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ ΣΕ  
µg/ml 

Π∆ Μ∆ Π∆ Μ∆ Π∆ Μ∆ 

30,6 16,0 181,8 10 81,1 30,8 
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         Πίνακας 3. Συγκεντρώσεις πρωτεϊνών – πολυφαινολών – υδατανθράκων στα   
                                      δείγµατα της δεύτερης µεθόδου αποµόνωσης πρωτεϊνών Π∆ και Μ∆ 

 
 

 

 

 

 

 

 

Όπως παρατηρείται  στον πίνακα 3, η συγκέντρωση πρωτεϊνών, 

πολυφαινολών και σακχάρων ελαττώθηκε µετά την διαπίδυση.  

 

5.2.  ΜΟΡΙΑΚΗ ∆ΙΗΘΗΣΗ ΣΕ ΣΤΗΛΗ SEPHACRYL S-300 

Με σκοπό να εξεταστεί η κατανοµή των Μοριακών Βαρών των κλασµάτων 

πρωτεϊνών , πολυφαινολών και σακχάρων του εκχυλίσµατος της 2ης µεθόδου 

πραγµατοποιήθηκε χρωµατογραφία µοριακής διήθησηςσε στήλη Sephacryl S-300. 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΟΥ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ 

• Η φόρτωση της στήλης πραγµατοποιήθηκε µε 500(µl) δείγµατος αρχικής 

συγκέντρωσης: 
 Πίνακας 4.  Αρχική συγκέντρωση πρωτεινων – πολυφαινολών – υδατανθράκων στο δείγµα 
που χρωµατογραφήθηκε στην στήλη Sephacryl S-300   
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 221,2 µg / ml εκχυλίσµατος 
ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 182,8 µg / ml εκχυλίσµατος 
Υ∆ΑΤΑΝΘΡΆΚΩΝ 25 µg / ml εκχυλίσµατος 
 

• Ροή υγρού στη στήλη 0,54 ml/ min. 

• Μαζεύτηκαν 60 κλάσµατα 

 

 

 

 

ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ ΣΕ 
µg/ml  

ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΙΚΕΣ 
ΟΥΣΙΕΣ ΣΕ  µg/ml 

Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ ΣΕ  
µg/ml 

Π∆ Μ∆ Π∆ Μ∆ Π∆ Μ∆ 

221,2 105,5 182,9 40,2 25,0 26,6 
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Εικόνα 18. Χρωµατογραφία Μοριακής ∆ιήθησης εκχυλίσµατος παρθένου ελαιολάδου  σε στήλη 

Sephacryl S-300. (A): Απορρόφηση των κλασµάτων στα 280 nm  και µέγιστο έκλουσης των µαρτύρων 

Μοριακού Βάρους. (Β): Συγκέντρωση πρωτεϊνης και πολυφαινολών στα κλάσµατα. Η έκλουση έγινε 

µε ρυθµιστικό διάλυµα οξεικού οξέος-οξεικού νατρίου 50 mΜ , pH 6.0, παρουσία 0.1 Μ NaCl. 
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Όπως παρατηρείται στην εικόνα 18. τα κύρια πρωτεϊνικά κλάσµατα έχουν 

Μοριακά Βάρη µεταξύ 17000 και 2000. Στην περιοχή αυτή παρουσιάζεται µόνο ένα 

µικρό µέρος των πολυφαινολών πιθανόν οµοιοπολικά συνδεδεµένο µε τις πρωτεϊνες. 

Το µεγαλύτερο όµως ποσοστό των πολυφαινολών παρουσιάζεται σε µεγαλύτερα και 

µικρότερα Μοριακά Βάρη. Οι µεγάλου Μοριακού Βάρους πολυφαινόλες πιθανόν 

αντιπροσωπεύουν πολυµερή πολυφαινολών, ενώ οι µικρού Μοριακού Βάρους 

πολυφαινόλες αντιπροσωπεύουν ελεύθερες πολυφαινόλες, ολιγοµερή πολυφαινολών 

ή πολυφαινόλες συνδεδεµένες οµοιοπολικά σε µικρού Μοριακού Βάρους 

ολιγοπεπτίδια. Από τα αποτελέσµατα της εικόνας 18 φαινεται ότι τόσο οι µικρού όσο 

και οι πολύ µεγάλου ΜΒ πολυφαινόλες δεν δηµιουργούν έγχρωµα σύµπλοκα µε το 

αντιδραστήριο Bradford, δεν δίνουν δηλαδή άντίδραση πρωτεϊνης (Whiffen et al, 

2007; Kilkowsi & Gross, 1999).  

Η συγκέντρωση των σακχάρων ήταν πολύ µικρή σε όλο το εύρος των 

κλασµάτων και δεν ήταν δυνατόν να προσδιοριστεί µε ακρίβεια. 

5.3. 3η ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΤΟ  

             ΠΑΡΘΕΝΟ ΕΛΑΙΟΛΑ∆Ο . 

Στον  πίνακα 5 δίνονται συγκεντρωτικά τα αποταλέσµατα σε µg / ml 

εκχυλίσµατος,  των συγκεντρώσεων πρωτεϊνών – πολυφαινολών-υδατανθρακων, πριν 

(Π∆) το στάδιο της διαπύδισης 

Πίνακας 5. Συγκεντρώσεις  πολυφαινολών-πρωτεινων-υδατανθράκων   
                       κατά την τρίτη µέθοδο αποµόνωσης πρωτεϊνών .              
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 189,2 µg / ml εκχυλίσµατος 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 138 µg / ml εκχυλίσµατος 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 43,8 µg /ml εκχυλίσµατος 

 
 
Με αραίωση 1/20 του παραπάνω δείγµατος συλλέχθηκε  το  φάσµα απορρόφησης 

(εικόνα 19), το οποίο παρουσιάζει µέγιστο στα 280 nm και ώµο στα 340 nm,που 

πιθανόν να οφείλονται τόσο στην παρουσία πολυφαινολών όσο και πρωτεϊνών . 
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Εικόνα 19..Φάσµα απορρόφησης  του δείγµατος εκχυλίσµατος της 3ης µεθόδου (αραίωση 1:20).Οι 

απορρόφήσεις στα 260, 280 και 340 nm είναι 0,193, 0,396 και 0,076 αντίστοιχα  

 
 

 
5.3.1  Έλεγχος της αντιοξειδωτικής δράσης του κλάσµατος          

Το κλάσµα πρωτεϊνης/πολυφαινολών που παρασκευάστηκε σύµφωνα µε την 

τρίτη µέθοδο παρουσιάζει ικανότητα αναγωγής της ρίζας DPPH. Ο όγκος του 

κλάσµατος αυτού που απαιτείται για ελάττωση της ρίζας DPPH κατά 50%  

βρέθηκε περίπου 44 µl . Σύµφωνα µε τον Πίνακα 5, στον τελικό όγκο της 

αντίδρασης υπήρχαν 8,3 µg/ml πολυφαινολών και 6,1 µg/ml πρωτεϊνών (εικόνα 

20). ∆εν προσδιορίστηκε η τιµή EC50 για τις πολυφαινόλες ή τις πρωτεϊνες του 

δείγµατος επειδή αυτές συνηπήρχαν στο δείγµα. Έτσι, η αντιοξειδωτική 

ικανότητα του κλάσµατος πιθανόν να οφείλεται στην παρουσία στο δείγµα, τόσο 

των πολυφαινολών όσο και των πρωτεϊνών. 
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Εικόνα 20.. Ικανότητα δέσµευσης των  ελευθέρων ριζών DPPH σε συνάρτηση µε τον όγκο του 

δείγµατος της 3ης αποµόνωσης σε Τris-HCl για την εύρεση του όγκου δείγµατος που προκαλεί 

ελάττωση του DPPH κατά 50% .  

 

5.3.2  Μέθοδος απορρόφησης των πολυφαινολικών ουσιών µε        
           προσθήκη polyclar σε ποσοστό 5% .  
  
Στην κατεργασία του κλάσµατος της 3ης µεθόδου µε polyclar ελαττώθηκε  σε µεγάλο 

βαθµό το πολυφαινολικό όσο και το πρωτεϊνικό φορτίο του δείγµατος  (8.9- και 26-

φορές αντίστοιχα) (Πίνακας 6). Η πολύ µεγάλη ελάττωση των πρωτεϊνών πιθανόν να 

οφείλεται στην οµοιοπολική σύνδεση πολυφαινολών στα πρωτεϊνικά µόρια  . 

  

Πίνακας 6. Συγκεντρώσεις   πρωτεινων –  πολυφαινολών στο κλάσµα της 3ης µεθόδου 
αποµόνωσης πρωτεϊνών   µετά την κατεργασία µε  polyclar. 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 

 21,2 µg / ml εκχυλίσµατος 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

5,3 µg / ml εκχυλίσµατος 

 
5.3.3.  Εκχύλιση των πρωτεϊνών από το ίζηµα θειικού αµµωνίου µε διαλύτες και 

SDS 

Α. Σε ποσότητα ιζήµατος που προέκυψε από κατεργασία µε θειικό αµµώνιο από 

αρχική ποσότητα ελαίου 120 ml έγινε η διαδικασία εκχύλισης µε 60% µεθανόλη και 

SDS όπως αναφέρεται στις Μεθόδους, για να διαπιστωθεί εάν οι πολυφαινόλες και 
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πρωτεϊνες του ιζήµατος µπορούν να διαλυτοποιηθούν σε µεθανόλη και στα µικκύλια 

του SDS. Τα αποτελέσµατα των προσδιορισµών πολυφαινολών και πρωτεϊνης 

παρουσιάζονται στον Πίνακα. 7.  

 
 
Πίνακας 7. Eκχύλιση πρωτεινων /πολυφαινολών από το ίζηµα θειικού αµµωνίου µε 
µεθανόλη και SDS. Προσδιορισµός πολυφαινολών-πρωτεϊνών 

 
 
60% ΜΕΘΑΝΟΛΗ 
 
 
 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 
 

1185µg/100 ml 
ελαιολάδου 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 

1588 µg/100ml 
ελαιολάδου 

 
SDS ΜΕ 
ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΗΣΗ 
 
 
 
 

 
 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 
 

 
 
 
127 µg/100 ml 
ελαιολάδου 
 

 
SDS  ΧΩΡΊΣ 
ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΗΣΗ 
 
 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 
 

 
50 µg/100 ml 
ελαιολάδου 

 
‘Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα του Πίνακα 7 παρουσία 60% µεθανόλης 

εκχυλίστηκε µεγάλη ποσότητα  πολυφαινολών και πρωτεϊνών πολύ µεγαλύτερη από 

αυτήν που εκχυλίστηκε µε ρυθµιστικό διάλυµα (περίπου 10-φορές και 18-φορές 

µεγαλύτερο ποσό πολυφαινολών και πρωτεϊνών αντίστοιχα) (βλ. Αποτελέσµατα 3η 

Μέθοδος, Πίνακα 12). Αντίθετα, η ποσότητα των πολυφαινολών που εκχυλίστηκε 

από το ίζηµα είναι περίπου 6-φορές µικρότερη από αυτήν που εκχυλίστηκε 

απ’ευθείας από το ελαιόλαδο µε µεθανόλη, ενώ , η ποσότητα των πρωτεϊνών που 

εκχυλίστηκε από το ίζηµα είναι περίπου 1,5-φορά µικρότερη από αυτήν που 

εκχυλίστηκε απ’ευθείας από το ελαιόλαδο µε µεθανόλη (βλ. Αποτελέσµατα Πίνακα 

12). Σηµαντική ποσότητα πρωτεϊνών εκχυλίστηκε επίσης και παρουσία SDS 

(Πίνακας 7) (παρόµοια µε  αυτήν που εκχυλίζεται µε ρυθµιστικό διάλυµα (βλ. 

Αποτελέσµατα Πίνακα 12,3η Μέθοδος). 

 

B. Σε ποσότητα ιζήµατος που προέκυψε από κατεργασία µε θειικό αµµώνιο από 

αρχική ποσότητα ελαίου 120 ml έγινε η διαδικασία εκχύλισης µε 60% µεθανόλη, 

100% µεθανόλη και 1Ν ΝaOH, µετά την εκχύλιση του ιζήµατος µε ακετόνη, όπως 
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αναφέρεται στις Μεθόδους. Αυτό έγινε για να διαπιστωθεί εάν µέρος πολυφαινολών 

και πρωτεϊνών του ιζήµατος είναι διαλυτά στον υδρόφοβο αυτό διαλύτη και στο 

ΝαΟΗ. Τα αποτελέσµατα των προσδιορισµών πολυφαινολών και πρωτεϊνης 

παρουσιάζονται στον Πίνακα.8. 

 
Πίνακας 8. Eκχύλιση πρωτεινών /πολυφαινολών από το ίζηµα θειικού αµµωνίου µε 
µεθανόλη και NaOH µετά την εκχύλιση του ιζήµατος µε ακετόνη. 
 ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΣΕ  (µg/ 100ml 

ελαιολάδου)   
60% ΜΕΘΑΝΟΛΗ 25 
100% ΜΕΘΑΝΟΛΗ 14,4 
1Ν ΝΑΟΗ 14,8 
 ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΣΕ  (µg/ 

100 ml ελαιολάδου)   
60% ΜΕΘΑΝΟΛΗ 6,7 
100% ΜΕΘΑΝΟΛΗ 1,4 
1Ν ΝΑΟΗ 17,5 

 

Συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα του Πίνακα 8 µε αυτά του Πίνακα 7 

συµπεραίνεται  ότι το µεγαλύτερο ποσοστό πολυφαινολών και πρωτεϊνών στο 

ίζηµα του θειικού αµµωνίου είναι αρκετά υδρόβοβο ώστε να αποµακρύνεται σε 

µεγάλο βαθµό µετά από εκχύλιση µε ακετόνη. 

 

 

5.3.4.  Χρωµατογραφία   στήλης  Sephadex G-25 δείγµατος  

µεθανολικού εκχυλίσµατος ιζήµατος θειικού αµµωνίου 

Με σκοπό να διαχωριστούν τα πρωτεϊνικά και πολυφαινολικά συστατικά του 

δείγµατος ιζήµατος που διαλυτοποιήθηκε σε 60% µεθανόλη, το δείγµα 

χρωµατογραφήθηκε σε στήλη Sephadex G-25 που ισορροπήθηκε µε 60% 

µεθανόλη και στα κλάσµατα που συλλέχθηκαν προσδιορίστηκε η απορρόφηση 

στα 280 nm (εικόνα 21), καθώς και οι συγκεντρώσεις πρωτεϊνης και 

πολυφαινολών (εικόνα 22) . 
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Εικόνα 21.. Απορρόφηση  των κλασµάτων στα 280 nm µετά την δίοδο από την στήλη Sephadex 
G-25 δείγµατος 0.3 ml µεθανολικού εκχυλίσµατος ιζήµατος θειικού αµµωνίου. Έκλουση µε 60% 
µεθανόλη  
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Εικόνα 22.  Προσδιορισµός πρωτεϊνών ( ▲)   και πολυφαινολών (●) στα κλάσµατα 

χρωµατογραφίας της εικόνας 21. Έγινε έκλουση µε 60% µεθανόλη.Κάθε κλάσµα έχει όγκο 0.5 ml 

 
 
Εξετάστηκαν περαιτέρω τα φάσµατα απορρόφησης ορισµένων  κλασµάτων της 

χρωµατογραφίας της εικόνας  21 που εµφανίζουν υψηλές απορροφήσεις στα 280 nm. 

 

 
ΚΛΑΣΜΑ 4 
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Εικόνα 23. . Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 4 (αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.   

 

 
ΚΛΑΣΜΑ 5 
 

 
 
 

 
Εικόνα 24.. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 5 (αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.   

 

 

ΚΛΑΣΜΑ 6 
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Εικόνα 25. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 6 (αραίωση 1:25) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.  . 

 

 

ΚΛΑΣΜΑ 8 
 

 
 
Εικόνα 26.. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 8 (αραίωση 1:25) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.   

 
ΚΛΑΣΜΑ 9 
 
 

 
 
Εικόνα 27. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 9 (αραίωση 1:16.6) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.  . 
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ΚΛΑΣΜΑ 10 
 
 

 

Εικόνα 28.. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 10(αραίωση 1:25) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.  . 

 
ΚΛΑΣΜΑ 11 
 

 

 

Εικόνα 29. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 11 (αραίωση 1:16.6) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 ιζήµατος της 3ης µεθόδου διαλυτοποιηµένου σε 60% 

µεθανόλη.   
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Παρακάτω, στούς Πίνακες 9 και. 10 παρουσιάζονται οι απορροφήσεις των 

κλασµάτων  

Πίνακας 9. Απορρόφηση  των κλασµάτων  του Σχήµατος 22 στα 260, 280, 340 και 546 nm 
Α/Α 
ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
260 (nm) 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
280 (nm) 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
340 (nm) 

AΠΟΡΡΟΦΗΣΗ  
546 nm 

4 1,51 2,20 0,57 0 
5 7,77 8,16 1,77 0 
6 10,57 21,1 3,15 0 
8 8,80 18,97 2,67 1,1 
9 4,65 9,29 1,62 0,96 
10 2,62 5,02 1,10 0,41 
11 1,08 1,82 0,66 0,184 
 
 
 Πίνακας 10. Λόγοι απορροφήσεων 280/260 και 340/280 του πίνακα 9 
Α/Α ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 280/260 340/280 
4 1,46 0,26 
5 1,05 0,22 
6 2,0 0,15 
8 2,2 0,14 
9 2,0 0,17 
10 1,91 0,22 
11 1,69 0,36 
 

 

Από τα παραπάνω χρωµατογραφικά αποτελέσµατα (Πίνακες 9 και 10) παρατηρείται 

ότι οι πρωτεϊνες εκλούονται σε µικρότερο όγκο (µέγιστο συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

στο κλάσµα 6 απ’ότι οι πολυφαινόλες (µέγιστο συγκέντρωσης πολυφαινολών στο 

κλασµα 7.  Η ισχυρή επικάλυψη όµως των πολυφαινολικών κλασµάτων µε αυτά των 

πρωτεϊνών οφείλεται πιθανόν στην µη-οµοιοπολική αλληλεπίδραση πρωτεϊνών και 

πολυφαινολών. Η αλληλεπίδραση αυτή δεν επιτρέπει τον πλήρη διαχωρισµό 

πρωτεϊνών και απλών πολυφαινολών (όπως  έγινε κατά την χρωµατογραφία µε την 

στήλη Sephacryl S-300) λόγω του µικρού µεγέθους της στήλης. Είναι επίσης δυνατόν 

οι ελεύθερες πολυφαινόλες να έχουν πολυµερισθεί λόγω οξείδωσης και έτσι να 

παρουσιάζουν µεγάλο Μοριακό Βάρος. Στην περίπτωση αυτή βεβαίως πρόκειται για 

πολυµερή πολυφαινολών (τα οποία µπορεί να περιέχουν συνδεδεµένη πρωτεϊνη), τα 

οποία είναι πολύ υδρόφοβα αφού εκχυλίζονται µε διάλυµα µεθανόλης από το ίζηµα 

του θειικού αµµωνίου.  Παράλληλα, όλα τα κλάσµατα εµφανίζουν κύριο µέγιστο 

απορρόφησης στα 280 nm και ώµο στα 340 nm, ενώ τα µικρού Μοριακού Βάρους 

κλάσµατα (8-11) παρουσιάζουν και µεγάλη απορρόφηση  σε ένα µέγιστο περίπου 546 
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nm, που πιθανόν να οφείλεται στην παρουσία οξειδοµένων πολυφαινολών (Tzika et 

al.,2008) ή συµπλόκων πολυφαινολών µε ολιγοπεπτίδια του ελαιολάδου. Η τιµή 

απορρόφησης για τα 546 nm είναι µέγιστη περίπου στο κλάσµα 8, ενώ στα επόµενα 

κλάσµατα ελαττώνεται σηµαντικά. Παρατηρείται επίσης ότι ο λόγος των 

απορροφήσεων 280/260 παρουσιάζει µέγιστο στο κλάσµα 8, και στη συνέχεια 

ελαττώνεται στα επόµενα κλάσµατα. Αντίθετα ο λόγος 340/260 ελαττώνεται αρχικά 

µε την ελάττωση του Μοριακού Βάρους των κλασµάτων µε ελάχιστο στο κλάσµα 8 

και στη συνέχεια αυξάνεται στα επόµενα κλάσµατα (Πίνακες 9,10). Οι 

φασµατοσκοπικές αυτές διαφορές των κλασµάτων πιθανόν να οφείλονται στην 

παρουσία διαφορετικών συµπλόκων πρωτεϊνών-πολυφαινολών, ή/και στην οξείδωση 

των πολυφαινολικών συστατικών . 

 
5.3.5 Έλεγχος της αντιοξειδωτικής δράσης του κλάσµατος 9  

 
Εξετάζοντας την αντιοξειδωτική ικανότητα ενός κλάσµατος (9) από την 

χρωµατογραφία της εικόνας 21, το οποίο παρουσιάζει απορρόφηση και σε µεγάλα 

µήκη κύµατος βρέθηκε ότι το κλάσµα 9 παρουσιάζει ισχυρή αναγωγική δράση έναντι 

του DPPH, µε µία τιµή όγκου δείγµατος που προκαλεί ελάττωση της ρίζας κατά 50% 

περίπου 34µl.  Στον τελικό όγκο αντίδρασης υπήρχαν λοιπόν 5,8 µg/ ml πρωτεϊνης 

και 6,3 µg /ml πολυφαινολών, λαµβάνοντας υπ’όψιν τις τιµές της εικόνας 22 . 
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Εικόνα 30. Ικανότητα δέσµευσης των  ελευθέρων ριζών DPPH σε συνάρτηση µε τον όγκο του 

κλάσµατος 9 του Σχήµατος 22.  

 
 

 
5.3.6  Υπερδιήθηση του κλάσµατος 7 

 

Στη συνέχεια εξετάστηκε εάν η υπερδιήθηση του κλάσµατος 7 µεταβάλλει τα 

φασµατσκοπικά του χαρακτηριστικά.  Για την µέθοδο της υπερδιήθησης  

χρησιµοποιήθηκαν 350 µl από το κλάσµα 7 . Όπως φαίνεται στην εικόνα  31, το  

κατακράτηµα  του κλάσµατος 7 µετά την υπερδιήθηση εξακολουθεί να παρουσιάζει 

την υψηλή απορρόφηση στα 340 nm, ενώ οι λόγοι 280/260 (2.01) και 340/280 (0.16) 

είναι παρόµοιοι µε αυτούς των κλασµάτων 6 και 8 πριν από υπερδιήθηση(Πίνακας 

10). Το κλάσµα που κατακρατείται µετά την υπερδιήθηση (άρα µε ΜΒ≥ 10.000)  

αποτελεί ένα µικρό µόνο ποσοστό (περίπου 1%) του αρχικού κλάσµατος.  
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Εικόνα 31. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 7 του Σχήµατος 23, που προήλθε µετά από 

την χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25, µετά την διαδικασία υπερδιήθησης. Οι τιµές 

απορρόφησης στα 260, 280 και 340 nm, είναι 0.098, 0.197 και 0.032 αντίστοιχα 

 
 
5.4. ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ-ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΣΤΟ    

       ΜΕΘΑΝΟΛΙΚΟ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑ ΠΑΡΘΕΝΟΥ ΕΛΑΙΟΛΑ∆ΟΥ   

 Στον  πίνακα 11 δίνονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσµατα των τριών εφαρµογών της 

µεθόδου προσδιορισµού πολυφαινολών Folin-Ciocalteu  σε µg / ml εκχυλίσµατος,   

 
Πίνακας 11. Αποτελέσµατα  για τις τρεις εφαρµογές της µεθόδου προσδιορισµου πρωτεινων 
– πολυφαινολών στο µεθανολικό εκχύλισµα παρθένου ελαιολάδου . 

 Πρώτο 
 εκχύλισµα 

∆εύτερο  
εκχύλισµα 
 

Τρίτο 
εκχύλισµα 
 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 
ΣΕ 
µg/ml 
 ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ 

811,5 686,9 676,7 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ 
µg/ml 
 ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ 

185,1 281,2 229,3 

 
Όπως  παρατηρείται από τον πίνακα 11 παράλληλα µε τις πολυφαινόλες, 

προσδιορίστηκαν στα εκχυλίσµατα και σηµαντικές ποσότητες πρωτεϊνών.  
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5.5 ΣΥΓΚΡΙΣΗ  ΜΕΘΟ∆ΩΝ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ/ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ 

ΕΛΑΙΟΛΑ∆ΟΥ  

Με σκοπό να συγκριθεί η αποτελεσµατικότητα των µεθόδων 

εκχύλισης/αποµόνωσης πρωτεϊνών και πολυφαινολών από το παρθένο ελαιόλαδο που 

παρουσιάστηκαν παραπάνω ( 1η, 2η και 3η µέθοδος εκχύλισης µε ρυθµιστικό διάλυµα 

και µέθοδος εκχύλισης µε µεθανόλη), πριν και µετά από διαπίδυση, παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 12 τα συνολικά αποτελέσµατα εκφρασµένα σε µg πρωτεϊνης, 

πολυφαινόλης και σακχάρου/100 ml ελαιολάδου. 

 

Πίνακας 12.  Σύγκριση εκχύλισης πρωτεϊνών, πολυφαινολών και σακχάρων από το παρθένο 

ελαιόλαδο µε τη βοήθεια  των διαφορετικών µεθόδων που αναπτύχθηκαν στο τµήµα «Υλικά 

και Μέθοδο», πριν (Π∆) και µετά (Μ∆) την διαπίδυση του τελικού παρασκευάσµατος.   Οι 

τιµές εκφράζονται σε µg/100 ml ελαιολάδου. Οι τιµές του εκχυλίσµατος µε µεθανόλη 

αντιπροσωπεύουν την µέση τιµή για 3 µετρήσεις±σταθερή απόκλιση (Standard Deviation) 

  
         Πολυφαινόλες  Πρωτεϊνη  Σάκχαρα 
 
 Π∆ Μ∆ Π∆ Μ∆ Π∆ Μ∆ 
1η Μέθοδος 155,9 8,6 26,2 13,7 69,5 26,4 
2η Μέθοδος 109,7 24,1 132,7 63,3 15 15,9 
3η Μέθοδος 118,2  86,3  27,4  
Εκχύλιση 
Με Folin-
Ciocalteu   

7029±370  2268±556    

 
Ένα  περίεργο αποτέλεσµα του Πίνακα 12 είναι η πολύ υψηλή περιεκτικότητα 

των µεθανολικών εκχυλισµάτων του ελαιολάδου σε πρωτεϊνες, περίπου 13-65-φορές 

υψηλότερη από αυτήν που υπολογίζεται στα κλάσµατα που προέχονται από εκχύλιση 

του ελαιολάδου µε υδατικά διαλύµατα και καταβύθιση µε θειικό αµµώνιο. Αυτό 

µάλλον οφείλεται στην παρουσία µεγάλων συγκεντρώσεων µεγαλοµοριακών 

πολυφαινολών (ταννινών), ελεύθερων ή συνδεδεµένων µε πρωτεϊνες, στο µεθανολικό 

εκχύλισµα, οι οποίες δηµιουργούν έγχρωµα σύµπλοκα µε το αντιδραστήριο Bradford 

(Whiffen et al, 2007; Kilkowsi & Gross, 1999). 

Όπως παρατηρείται επίσης από τον Πίνακα 12, η συγκέντρωση της πρωτεϊνης 

είναι µικρότερη στο κλάσµα της πρώτης µεθόδου σε σχέση µε αυτήν που 

προσδιορίστηκε στο κλάσµα της δεύτερης µεθόδου. Το αποτέλεσµα αυτό είναι 

πιθανόν να οφείλεται στο ότι κατά την αύξηση του χρόνου εκχύλισης, οι πρωτεϊνες 



 

 
 

 

78

που εκχυλίστηκαν µπορεί να πολυµερίστηκαν παρουσία πολυφαινολών  και να 

καθίστανται αδιάλυτες. Παράλληλα, όπως φαίνεται στον Πίνακα 12 ενώ η 

συγκέντρωση πρωτεϊνών και πολυφαινολών ελαττώθηκε µετά την διαπίδυση και στις 

δύο µεθόδους (πρώτη και δεύτερη), η συγκέντρωση των σακχάρων δεν ελαττώθηκε 

στο κλάσµα της δεύτερης µεθόδου. Στην περίπτωση αυτή, είναι πιθανόν ότι κατά την 

µικρότερη διάρκεια της εκχύλισης λαµβάνεται µεγαλύτερο ποσοστό υδατοδιαλυτών 

πρωτεϊνών και µεγάλου  Μοριακού Βάρους σάκχαρα τα οποία  και δεν µπορούν να 

διαπεράσουν την µεµβράνη διαπίδυσης. Το µεγάλο Μοριακό Βάρος των σακχάρων 

αυτών, είτε οφείλεται σε ελεύθερους πολυσακχαρίτες , είτε σε σάκχαρα συνδεδεµένα 

σε πρωτεϊνες ή πολυµερή πολυφαινολών (ελεύθερα ή συνδεδεµένα µε πρωτεϊνες). 

 

5.6.  Κατεργασία του µεθανολικού εκχυλίσµατος του ελαιολάδου µε  polyclar   

Από το πρώτο εκχύλισµα του ελαιολάδου µε µεθανόλη και µετά την κατεργασία µε 

polyclar  υπολογίστηκαν οι παρακάτω τιµές συγκεντρώσεων πρωτεϊνης και 

πολυφαινολών (Πίνακας 13). Η σύγκριση των τιµών του Πίνακα 13 µε αυτές του 

Πίνακα 11 δείχνει ότι η κατεργασία µε polyclar ελαττώνει την συγκέντρωση 

πολυφαινολών και πρωτεϊνης κατά περίπου 2- και 8,3-φορές αντίστοιχα. Η πολύ 

µεγάλη ελάττωση των πρωτεϊνών πιθανόν να οφείλεται στην οµοιοπολική σύνδεση 

πολυφαινολών στα πρωτεϊνικά µόρια ή και στην παρουσία µεγάλου ΜΒ πολυµερών 

πολυφαινολών τα οποία µπορεί να συνδέονται ισχυρά µε το polyclar  . 

 
 
Πίνακας 13. Συγκεντρώσεις πρωτεϊνης και πολυφαινολών του πρώτου µεθανολικού              
                      εκχυλίσµατος  ελαιολάδου µετά την κατεργασία µε polyclar 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ 

394,9 µg / ml 
εκχυλίσµατος 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

22,4 µg / ml εκχυλίσµατος 

 
5.7  Χρωµατογραφία στήλης Sephadex G-25 δείγµατος µεθανολικού 
εκχυλίσµατος ελαιολάδου  

 
Με σκοπό να διαπιστωθεί  ο διαχωρισµός πολυφαινολών και πρωτεϊνών του 

δείγµατος µετά την διαδικασία εκχύλισης ελαιολάδου µε µεθανόλη, εξετάστηκε  η 

χρωµατογραφική συµπεριφορά  του δείγµατος του δευτέρου εκχυλίσµατος σε 

στήλη Sephadex G-25 
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Συλλέχτηκαν  κλάσµατα και καταγράφηκε η απορροφηση τους στα 280 nm 

σύµφωνα µε την  γραφική παράσταση της εικόνας 32, καθώς και η συγκέντρωση 

τους σε πρωτεϊνη και πολυφαινόλες (εικόνα.33).  
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Εικόνα 32. Απορρόφηση  των κλασµάτων στα 280 nm, µετά από χρωµατογραφία σε στήλη 

Sephadex G-25, που ισορροπήθηκε σε µεθανόλη, δείγµατος (0.5 ml) µετά την διαδικασία εκχύλισης 

ελαιολάδου µε µεθανόλη. Έγινε έκλουση µε µεθανόλη  
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Εικόνα 33. :  Προσδιορισµός πρωτεϊνών ( ▲)   και πολυφαινολών (●) στα κλάσµατα 

χρωµατογραφίας της εικόνας 32. Κάθε κλάσµα έχει όγκο 0.5 ml 

 

 
 
 
Μετά από µέτρηση της συγκέντρωσης πρωτεϊνης και πολυφαινολών στα κλάσµατα 

της εικόνας 33 προκύπτει ότι το µέγιστο πρωτεϊνης και πολυφαινολών συµπίπτει  

(κλάσµα 6) γεγονός που µάλλον οφείλεται στην παρουσία πολυµερών πολυφαινολών 

τα οποία παρουσιάζουν θετική αντίδραση Bradford (είτε περιέχουν συνδεδεµένη 

πρωτεϊνη είτε όχι) (Whiffen et al.2007; Kilkowski & Gross, 1999). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

81

5.7.1  Λήψη φασµάτων στα κλάσµατα που εµφανίζουν υψηλή  

               απορρόφηση. 

 

Με σκοπό να καταγραφούν τα κύρια χαρακτηριστικά των φασµάτων απορρόφησης 

των κλασµάτων της εικόνας 32 µε τις µεγαλύτερες απορροφήσεις στο υπεριώδες, 

καταγράφηκαν τα φάσµατα των κλασµάτων 4-9 (παρουσιάζονται τα φάσµατα των 

κλασµάτων 4,5 και  7-9). 

 

 

 
ΚΛΑΣΜΑ 4 
 

  Εικόνα 34. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 4 (αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 µετά την διαδικασία εκχύλισης ελαιολάδου µε 

µεθανόλη.  
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ΚΛΑΣΜΑ 5 
 

 
 
 Εικόνα 35. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 5 (αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 µετά την διαδικασία εκχύλισης ελαιολάδου µε µεθανόλη. 

 
ΚΛΑΣΜΑ 7 
 

 
 

Εικόνα 36. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 7(αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 µετά την διαδικασία εκχύλισης ελαιολάδου µε µεθανόλη.  
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ΚΛΑΣΜΑ 8 
 

 

 
 
Εικόνα 37. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 8 (αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 µετά την διαδικασία εκχύλισης ελαιολάδου µε µεθανόλη. 

 
 

ΚΛΑΣΜΑ 9 
 

 
 

Εικόνα 38. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 9 (αραίωση 1:10) που προήλθε µετά από την 

χρωµατογραφία σε στήλη Sephadex G-25 µετά την διαδικασία εκχύλισης ελαιολάδου µε µεθανόλη.  

 

 Όλα τα κλάσµατα παρουσίασαν µέγιστο στα 280 (η 260) nm. Τα µικρότερου 

Μοριακού Βάρους κλάσµατα παρουσίασαν επίσης αυξανόµενη απορρόφηση στα 340 

nm. Έτσι ενώ ο λόγος των απορροφήσεων 280/260 παρέµεινε ουσιαστικά σταθερός, 

ο λόγος 340/260 αυξήθηκε µε την ελάττωση του Μοριακού Βάρους των κλασµάτων, 

γεγονός που αποδεικνύει ότι το µεθανολικό κλάσµα που χρωµατογραφήθηκε είναι 

πραγµατικά ετερογενές µείγµα διαφορετικών µοριακών ειδών 
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πολυφαινολών/πρωτεϊνών. ∆εν παρουσιάστηκε  κορυφή στα µεγάλα µήκη κύµατος 

που παρατηρήθηκε σε κλάσµατα της εικόνας  32 (Πίνακες14, 15). Αυτό πιθανόν να 

οφείλεται σε µεγαλύτερο βαθµό αυτοξείδωσης των κλασµάτων χρωµατογραφίας του 

µεθανολικού εκχυλίσµατος του ιζήµατος θειικού αµµωνίου, λόγω του µεγαλύτερου 

χρόνου εκχύλισης του ελαιολάδου στη διαδικασία αυτή, καθώς και του µέσου 

εκχύλισης και κατεργασίας (ρυθµιστικό διάλυµα, θειικό αµµώνιο). 

 
 
Πίνακας 14. Απορρόφηση  κλασµάτων του Σχήµατος 32 σε 260, 280 και 340 nm.  
Α/Α ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 

260 (nm) 
ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
280 (nm) 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
340 (nm) 

4 4,46 5,40 1,07 
5 7,86 9,84 1,53 
7 5,39 6,15 1,09 
8 3,09 3,54 0,93 
9 1,75 1,97 0,71 
 
 
 
 
 
Πίνακας 15. Λόγοι απορροφήσεων  280/260 και 340/280 κλασµάτων του Πίνακα 14 
Α/Α ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 280/260 340/260 
4 1,21 0,2 
5 1,25 0,16 
7 1,14 0,18 
8 1,15 0,26 
9 1,13 0,36 
 
 
5.7.2  Έλεγχος της αντιοξειδωτικής δράσης του κλάσµατος 7 

 

Με σκοπό να εξεταστεί η αντιοξειδωτική ικανότητα των κλασµάτων της 

χρωµατογραφίας της εικόνας 36 εξετάστηκε η ικανότητα του κλάσµατος 7 να 

ανάγει την ρίζα DPPH. Όπως φαίνεται στην εικόνα  39, ό όγκος του κλάσµατος 7 

που απαιτείται για µείωση της ρίζας κατά 50% είναι περίπου 53 µl. Από τις τιµές 

της εικόνας 33  υπολογίζεται ότι στο τελικό µείγµα της αντίδρασης του 

κλάσµατος 7 που προκαλεί µείωση 50%, περιέχονται  8,3 µg/ml πολυφαινολών 

και 4,9 µg/ml πρωτεϊνών. 
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Εικόνα 39.  Ικανότητα δέσµευσης των  ελευθέρων ριζών DPPH σε συνάρτηση µε τον όγκο του 

δείγµατος από το κλάσµα 7 που προήλθε από  την εκχύλιση των πολυφαινολών του παρθένου 

ελαιόλαδου µε µεθανόλη.   

 

5.7.3.  Υπερδιήθηση του κλάσµατος 6 

 

Στη συνέχεια εξετάστηκε εάν η υπερδιήθηση του κλάσµατος 6 της εικόνας 33 

µεταβάλλει τα φασµατοσκοπικά του χαρακτηριστικά.  Για την µέθοδο της 

υπερδιήθησης  χρησιµοποιήθηκαν 350 µl από το κλάσµα 6 . Όπως φαίνεται στην 

εικόνα 22 το κατακράτηµα του κλάσµατος 6 έχει πολύ µικρή απορρόφηση στα 280 

nm (περίπου 125-φορές µικρότερη από αυτήν του κλάσµατος 6 πριν την 

υπερδιήθηση) γεγονός που σηµαίνει ότι τόσο οι πολυφαινόλες όσο και οι πρωτεϊνες 

που εκχυλίστηκαν µε µεθανόλη από το ελαιόλαδο είχαν Μοριακό Βάρος µικρότερο 

των 10.000. Το κατακράτηµα αυτό εξακολουθεί να παρουσιάζει υψηλό λόγο 340/260 

(0.19) αλλά έχει µικρότερη απορρόφηση στα 280 nm έναντι των 260 nm 

(280/260=0.94).   
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Εικόνα 40. Φάσµα απορρόφησης  του κλάσµατος 6 που προήλθε µετά από το στάδιο της 

υπερδιήθησης µε τιµές απορρόφησης στα 260, 280 και 340 nm, 0.086, 0.081 και 0.016 αντίστοιχα.  
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6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
  

Χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές µέθοδοι εκχύλισης πρωτεϊνών από το 

παρθένο ελαιόλαδο, οι οποίες περιελάµβαναν (α) εκχύλιση µε υδατικό ρυθµιστικό 

διάλυµα και στη συνέχεια καταβύθιση των πρωτεΙνών µε θειικό αµµώνιο και (β) 

εκχύλιση µε µεθανόλη.  Τα εκχυλίσµατα αυτά διαχωρίστηκαν στη συνέχεια µε 

χρωµατογραφίες µοριακής διήθησης (Sehacryl S-300 και Sephadex G-25) και 

υπερδιήθηση και σε κλάσµατα τους προσδιορίστηκαν οι συγκεντρώσεις πρωτεϊνών 

και πολυφαινολών µε τις µεθόδους Bradford και Folin αντίστοιχα. Σε ορισµένα 

κλάσµατα προσδιορίστηκαν επίσης, τα φασµατοσκοπικά τους χαρακτηριστικά στο 

ορατό και υπεριώδες φάσµα απορρόφησης, η αντιοξειδωτική τους ικανότητα µε το 

αντιδραστήριο DPPH. Σε ορισµένα κλάσµατα έγινε επίσης κατεργασία µε polyclar 

για την αποµάκρυνση πολυφαινολών.  Τα κύρια συµπεράσµατα της µελέτης αυτής 

συνοψίζονται ως ακολούθως: 

1. Η εκχύλιση µε υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα ιζήµατος θειικού αµµωνίου 

εκχυλίζει πολύ µικρότερες ποσότητες πρωτεϊνών και πολυφαινολών σε σχέση µε την 

εκχύλιση παρθένου ελαιολάδου µε µεθανόλη. Αυτό µάλλον οφείλεται στην παρουσία 

µεγάλων συγκεντρώσεων µεγαλοµοριακών πολυφαινολών (ταννινών), ελεύθερων ή 

συνδεδεµένων µε πρωτεϊνες, στο µεθανολικό εκχύλισµα, οι οποίες δηµιουργούν 

έγχρωµα σύµπλοκα µε το αντιδραστήριο Bradford. 

2. Η κατεργασία ιζήµατος θειικού αµµωνίου µε διαλύτες όπως µεθανόλη και 

ακετόνη εκχυλίζει µεγάλες ποσότητες πρωτεϊνών και πολυφαινολών. Σηµαντικές 

ποσότητες πρωτεϊνών και πολυφαινολών εκχυλίζονται επίσης µε SDS και NaOH, 

πιθανόν µε σχηµατισµό µικτών µικκυλίων ή διαλυτοποίηση αδιάλυτων πρωτεϊνών 

και πρωτεϊνικών συµπλόκων πρωτεϊνης-πολυφαινόλης αντίστοιχα. 

3. Χρωµατογραφία υδατικού εκχυλίσµατος σε στήλη Sephacryl S-300 

αποδεικνύει την ύπαρξη συµπλόκων πρωτεϊνών-πολυφαινολών καθώς και 

µεγαλοµοριακών πολυµερών πολυφαινολών επιπλέον των µικρού ΜΒ 

πολυφαινολικών ενώσεων. 

4. Η κατεργασία µε polyclar του κλάσµατος θειικού αµµωνίου 

διαλυτοποιηµένου σε ρυθµιστικό διάλυµα  ελαττώνει σε µεγάλο βαθµό το 

πολυφαινολικό όσο και το πρωτεϊνικό φορτίο του δείγµατος. 
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5.  Η κατεργασία µε polyclar µεθανολικού εκχυλίσµατος ελαιολάδου 

ελαττώνει τόσο την συγκέντρωση πολυφαινολών όσο και αυτή των πρωτεϊνών, η 

οποία συνοδεύεται µε εκλεκτική αποµάκρυνση των πρωτεϊνών. 

6. Κλάσµατα χρωµατογραφίας στήλης Sephadex G-25 µεθανολικού 

εκχυλίσµατος ιζήµατος θειικού αµµωνίου χαρακτηρίζονται από χαρακτηριστικές 

απορροφήσεις σε µεγάλα µήκη κύµατος (546 nm). Οι απορροφήσεις αυτές δεν 

παρουσιάζονται στα φάσµατα απορρόφησης κλασµάτων χρωµατογραφίας στήλης 

Sephadex G-25 µεθανολικού εκχυλίσµατος ελαιολάδου, πιθανόν λόγω ύπαρξης 

διαφορετικών µοριακών ειδών πρωτεϊνών/πολυφαινολών ή/και σε διαφορετικό βαθµό 

αυτοξείδωσης. 

7. Κλάσµατα χρωµατογραφίας στήλης Sephadex G-25 µεθανολικού 

εκχυλίσµατος ιζήµατος θειικού αµµωνίου και µεθανολικού εκχυλίσµατος ελαιολάδου 

παρουσιάζουν ισχυρή ικανότητα αναγωγής της ελεύθερης ρίζας DPPH, η οποία 

µπορεί να οφείλεται τόσο σε ελεύθερες πολυφαινόλες όσο και σε σύµπλοκα 

πολυφαινολών-πρωτεϊνών. 

8. Υπερδιήθηση κλασµάτων χρωµατογραφίας στήλης Sephadex G-25 

µεθανολικού εκχυλίσµατος ιζήµατος θειικού αµµωνίου και µεθανολικού 

εκχυλίσµατος ελαιολάδου µε µεµβράνη µε όριο Μοριακού Βάρους τα 10.000 

αποδεικνύει ότι το σύνολο σχεδόν των µορίων πολυφαινολών, πρωτεϊνών ή 

συµπλόκων πρωτεϊνών-πολυφαινολών παρουσιάζουν MB < 10.000. 

 
Ως γενικό συµπέρασµα θα  πρέπει να αναφερθεί ότι σε όλα τα κλάσµατα 

εκχυλισµάτων παρθένου ελαιολάδου παρατηρείται η παρουσία τόσο πρωτεϊνικών όσο 

και πολυφαινολικών µορίων τα οποία δεν ήταν δυνατόν να διαχωρισθούν µε την 

µεθοδολογία που ακολουθήθηκε. Αυτό µπορεί να οφείλεται είτε στην ισχυρή 

σύνδεση των πολυφαινολών µε πρωτεϊνικά µόρια είτε/και στην ύπαρξη µεγάλου ΜΒ 

πολυµερών πολυφαινολών.  
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