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Περίληψη

Στην Μεσογειακή Διατροφή συγκαταλέγονταιτροφές οιοποίες προσφέρουν

πολλά θρεπτικά συστατικά στον ανθρώπινο οργανισμό.Τέτοιες τροφές που
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καλύπτουνέναμεγάλοφάσματηςΜεσογειακήςΔιατροφής,είναιτατρόφιμα

φυτικής προέλευσης.Σε αυτά ανήκει και το μαυρομάτικο φασόλι (Vigna

unguiculata)τοοποίοδιαθέτειμεγάλοφορτίοφαινολικώνενώσεωναλλάκαι

άλλων βιοδραστικών ουσιών. Οι φαινολικές ενώσεις είναι γνωστές ότι

παρουσιάζουναντιοξειδωτικήδράση.Αποτελούνταιαπόδιάφορεςκατηγορίεςκαι

υποκατηγορίες,ανάλογατηνδομήτουςκαιτηνδράσητους.Αρκετέςαπόαυτές

τιςκατηγορίεςφαινολικώνενώσεωνπεριέχονταιστοVignaunguiculataκαιτου

προσδίδουναντιοξειδωτικήδράση.

Στηνμελέτηαυτή,μελετήθηκεοπροσδιορισμόςτηςαντιοξειδωτικήςδράσης12

ελληνικώνποικιλιώντουVignaunguiculataσυμπεριλαμβανομένουκαιποικιλίες

ασπρομύτικουφασολιούαπότηνΛήμνο.Ο προσδιορισμόςαυτόςέγινεμεβάση

τηνμέθοδοABTS,όπουταδείγματαμελετήθηκανπρινκαιμετάτοβρασμό.Τα

αποτελέσματαδείξαναντιοξειδωτικήδράσητόσοπρίνόσοκαιμετάτοβρασμόμε

τηναντιοξειδωτική δράση μετά το βρασμό να σημειώνειαύξηση.ΟιΛημνιές

ποικιλίεςέδειξανναεμφανίζουνκαιαυτέςσημαντικήαντιοξειδωτικήδράσηπριν

τοβρασμόμεσημαντικήαύξησημετάτοβρασμό.

Λέξειςκλειδιά:Μαυρομάτικο φασόλι(Vignaunguiculata),φαινολικέςενώσεις,

αντιοξειδωτικήδράση,ασπρομύτικοφασόλιΛήμνου,μέθοδοςABTS.
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Abstract

MediterraneanDietincludefoodsthatofferalotofnutrientstohumanbody.Foods

whichcoverabigspectrum ofMediterraneanDiet,arefoodsofplantorigin.Oneof

thesefoodsisthecowpea(Vignaunguiculata)whichcontainssignificantamountof

phenolic compounds and otherbioactive substances.Phenolic compounds are

knownfortheirantioxidantactivity.Theyareconsistedofdifferentcategoriesand

subcategories,depending on theirstructure and theiractivity.Severalofthese

categoriesofphenoliccompoundsexistinVignaunguiculataandoffersignificant

antioxidantactivity.

Inthisstudy,theantioxidantactivityofextractsform 12GreekvarietiesofVigna

unguiculateincludingvarietiesofwhite-eyedbeansfrom Lemnoswerestudiedbythe

ABTSassaybeforeandaftercookingbyboiling.Theresultsshowedsignificant

antioxidantactivityinallsamples bothbeforeandafterboilingwithanincreaseof

antioxidantactivityoncowpeasamplesafterboiling.

Keywords:cowpea(Vignaunguiculate),phenoliccompounds,antioxidantactivity,

white-eyedbeansofLemnos,ABTSassay.
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Εισαγωγή

Ησυγκεκριμένημελέτηπαρουσιάζειτηνεπίδρασητηςθερμοκρασίας

στηναντιοξειδωτικήδράσητωνφασολιώντηςΛήμνου.Αρχικάστο

θεωρητικόκομμάτιτηςμελέτηςαυτήςαναφέρονταικάποιαστοιχεία

που αφορούντηνσχέση τωναντιοξειδωτικώνμε τη Μεσογειακή

Διατροφή..Στηνσυνέχειααναφέρονταιγενικέςπληροφορίεςγιατα

αντιοξειδωτικά καθώς και βασικές πληροφορίες για την κάθε

κατηγορία αυτών. Έπειτα παρουσιάζονται κάποιες γενικές

πληροφορίεςγιατοείδοςτουφασολιούVignaunguiculataκαθώςκαι

τηνποικιλίααντιοξειδωτικώνουσιώνπουπεριέχονταιστοείδοςαυτό.

Τέλοςαναφέρονταικαιαναλύονταιδιάφορεςεργαστηριακέςδοκιμές

προσδιορισμού αντιοξειδωτικής δράσης σε εκχυλίσματα Vigna

unguiculata.

Στοπειραματικόκομμάτιπαρουσιάζονταιαναλυτικάταπρωτόκολλα

της μελέτης αυτής καθώς και η πειραματική διαδικασία που

διεξάχθηκεμέσαστοεργαστήριοκατάτηνδιάρκειατουακαδημαϊκού

εξαμήνου.Τέλοςπαρουσιάζονταιτααποτελέσματατηςμελέτηςκαι

ακολουθείσχολιασμόςκαισυζήτησητωναποτελεσμάτωναυτών.

Σκοπόςτηνπτυχιακήςμελέτηςείναιναεξετάσειτηνεπίδρασητης

θερμοκρασίας στην αντιοξειδωτική δράση των ασπρομύτικων

φασολιώντηςΛήμνουτουείδουςVignaunguiculataσεσύγκρισημε

άλλεςεγχώριεςποικιλίεςφασολιώντουίδιουείδους.
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Ι.ΘΕΩΡΗΤΙΚΟΜΕΡΟΣ

Κεφάλαιο1:Μεσογειακήδιατροφήκαιαντιοξειδωτικά

ΗΜεσογειακήδιατροφήείναιέναςτρόποςζωήςτωνλαώντωνχωρώνγύρωαπό

τηνΜεσόγειο.Είναιμίαδιατροφήπλούσιασεφρούτακαιλαχανικά,όσπρια,κρέας

καιψάρια.Τατρόφιμααυτάείναιπλούσιαμεμακροθρεπτικάσυστατικάόπως

πρωτεΐνες,υδατάνθρακεςκαιλιποειδήκαθώςκαισεμικροθρεπτικάσυστατικά

όπωςβιταμίνες,πολυφαινόλες,φυτικέςίνες,πολυακόρεστα,λιπαρά οξέα και

ιχνοστοιχεία (Silva et al.).Τα μικροθρεπτικά αυτά συστατικά παίζουν το

σημαντικότερο ρόλο στην Μεσογειακή διατροφή διότιαποτελούν σημαντικά

αντιοξειδωτικά όπως οιβιταμίνες C καιΕ,τα καροτενοειδή,οιφαινολικές

ενώσειςκαικάποιαιχνοστοιχείαόπωςτοσελήνιο(Gonzálezetal.).Η ύπαρξη

αυτών των αντιοξειδωτικών ουσιών σχετίζεταιμε την πρόληψη χρόνιων

ασθενειώνόπωςτακαρδιαγγειακάνοσήματακαιδιάφορωντύπωνκαρκίνου.ενώ

παρουσιάζουνεπίσηςαντιγηραντικέςιδιότητες(Gonzálezetal.;Haileetal.).

Κεφάλαιο2:Μαυρομάτικοφασόλι(Vignaunguiculata)

Τομαυρομάτικοφασόλι(Vignaunguiculata)είναιέναθρεπτικόόσπριοτοοποίο

μπορείνακαλλιεργηθείσεπολλάσημείατουκόσμου,μεμεγάληεμφάνισηστην

ΑσίακαιστηνΑφρική(AdebooyeandSingh,Behuraetal.,Oyeyinkaetal.).Ανήκει

στηνοικογένειατωνFabaceae/Papilionaceaeαλλάγενικάαποτελείκατηγορία

συγκεκριμένηςποικιλίας μαυρομάτικωνφασολιών,τηνUnguiculata (Jayathilake

etal.).Είναιγνωστό πως τα όσπρια είναιπηγή ενέργειας καιέχουνμεγάλη

πρωτεϊνικήαξία.Έτσικαιταμαυρομάτικαφασόλιααποτελούνμίαπολύκαλήκαι

φθηνήπηγήπρωτεϊνώνκαιυδατανθράκων(Oyeyinkaetal.;Jayathilakeetal.).

Πέραντούτου,ταμαυρομάτικαφασόλια είναισημαντικήπηγήφυτικώνινών,

σιδήρου (Fe), ψευδαργύρου (Zn) και περιέχουν απαραίτητες ποσότητες
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βιοδραστικών ουσιών (Oyeyinka etal.).Αυτές οιουσίες παίζουν σημαντικό

διατροφικόρόλοκαθώςχαρακτηρίζουντοφασόλιυψηλήςδιατροφικήςαξίας

αλλάαποδίδουνχαμηλήενέργεια.Αυτέςοιουσίεςείναιδιαλυτέςκαιαδιάλυτες

διαιτητικέςίνες,μεταλλικάστοιχεία,φαινολικέςενώσεις,βιταμίνεςκυρίωςτου

συμπλέγματος της βιταμίνης Β αλλά και πολλές άλλες οι οποίες έχουν

θεραπευτικέςιδιότητεςπουσυμβάλλουνστηνπρόληψηχρόνιωνασθενειών.Αυτό

οφείλεταικατάένανμεγάλοβαθμόστηναντιοξειδωτικήδράσηπουεμφανίζουν

τα μαυρομάτικα φασόλια εξαιτίας τωνφαινολικώνενώσεωνπου περιέχουν

(Jayathilakeetal.).

Κεφάλαιο3:Αντιοξειδωτικά

3.1Γενικέςπληροφορίες

Τααντιοξειδωτικάείναιουσίεςπουκαθυστερούνήαναστέλλουντηνοξείδωση

τωνδραστικώνμορφώντουοξυγόνου(ReactiveOxygenSpecies)καιτουαζώτου

(ReactiveNitrogen Species)σεένανοργανισμό (Braininaetal.)Οιοξειδώσεις

οδηγούνστονσχηματισμόελεύθερωνριζώνοιοποίεςείναιπολύδραστικέςκαι

αυτέςμετηνσειράτουςπροκαλούντοοξειδωτικόστρες(OxidativeStress)ή(OS)

τοοποίοείναικαταστρεπτικόγιατονοργανισμόκαθώςείναιαυτόπουευθύνεται

γιατηνεμφάνισηδιαφόρωνσοβαρώνασθενειώνόπωςείναιτακαρδιαγγειακά

νοσήματα,οκαρκίνοςκαιοινευροεκφυλιστικέςασθένειες(Braininaetal.;Nehaet

al.).Τα αντιοξειδωτικά δεσμεύουντιςρίζεςαυτέςκαιτιςανάγουνστηνμη-

οξειδωμένημορφήτους.Επίσηςτααντιοξειδωτικάκατατάσσονταισεκατηγορίες

ανάλογατηνπροέλευσητους,τηχημικήτουςσύστασηκαιτηνλειτουργικότητά

τους.Χωρίζονταιστα φυσικά καιστα συνθετικά αντιοξειδωτικά.Τα φυσικά

αντιοξειδωτικάχωρίζονταισεενδογενήκαιεξωγενή.Ταενδογενήανάλογατην

λειτουργίατουςχωρίζονταισεενζυμικάκαισεμη-ενζυμικάαντιοξειδωτικά.Τα

εξωγενήαντιοξειδωτικάείναιτακαροτονοειδή,οιβιταμίνες:A,C,E,ταφυσικά
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φλαβονοειδήκαιάλλεςουσίες.Στασυνθετικάαντιοξειδωτικάανήκουνδιάφορες

ουσίεςοιοποίεςχρησιμοποιούνταιγιατηνδιατήρησητηςδιατροφικήςαξίας,του

αρώματοςκαιτουχρώματοςσταδιάφοραπροϊόντατωντροφίμων(Nehaetal.).

3.2Φαινολικέςενώσεις

3.2.1Γενικέςπληροφορίες

Οιφαινολικέςενώσειςείναιγνωστέςγιατηναντιοξειδωτικήτουςδράσηκαθώς

αποτελούν μία από τις κύριες κατηγορίες εξωγενών αντιοξειδωτικών και

δευτερογενών μεταβολητών,με ένα μεγάλο εύρος δομών καιλειτουργιών

(Robardsetal.).Πρόκειταιγιαοργανικέςενώσεις πουπεριέχουνέναναρωματικό

δακτύλιοσυνδεδεμένομεέναήπερισσότεραιόνταυδροξυλίου(OH-)(Robardset

al.;ΑικατερίνηΚαραμανώλη).Οσκελετόςτωνφαινολικώνενώσεωναποτελείται

απόένανήπερισσότερουςαρωματικούςδακτυλίουσυνδεδεμένουςμεταομάδες

υδροξυλίου,οιοποίεςείναιενδυνάμοισυνδεδεμένεςμεάλλουςυποκαταστάτες

(ΑικατερίνηΚαραμανώλη).Οιφαινόλεςκατηγοριοποιούντασεφλαβονοειδήκαι

σεμη-φλαβονοειδή(“PlantPhenolicsHum.Heal.”)(ΑικατερίνηΚαραμανώλη).

Εικόνα1:Βασικήδομήφαινολικώνενώσεων(Adiloğluetal.)
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3.2.2Φαινολικάοξέα

Τα φαινολικά οξέα ή αλλιώςγνωστά ωςυδροξυβενζοϊκά οξέα είναιαπό τις

σημαντικότερεςομάδεςφαινολικώνενώσεωνκαθώςκαιηκύριαομάδατωνμη-

φλαβονοειδώνφαινολικώνενώσεων.Υπάρχουνκυρίωςστηνδεσμευμένημορφή

τουςκαιαποτελούνσυστατικάπιοσύνθετωνουσιώνόπωςείναιοιλιγνίνεςκαιοι

τανίνες (“PlantPhenolics Hum.Heal.”).Ο σκελετός των φαινολικών οξέων

αποτελείταιαπότηνσειράτωνανθράκωνC6-C1(Zamora;“PlantPhenolicsHum.

Heal.”).Τασημαντικότερακαιταπιοσυνηθισμέναφαινολικάοξέαείναιτογαλλικό

οξύ,τοp-υδροξυβενζοϊκόοξύ,τοπρωτοκατεχικόοξύ,τοβανιλικόοξύκαιτο

συριγγικόοξύ(“PlantPhenolicsHum.Heal.”).

Εικόνα2:Γενικήδομήφαινολικώνοξέων(“PlantPhenolicsHum.Heal.”)
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Εικόνα3:Δομέςτωνσημαντικότερωνφαινολικώνοξέων.Α)πρωτοκατεχικόοξύ,
Β)Βανιλικόοξύ,Γ)Γαλλικόοξύ,Δ)p-υδροξυβενζοϊκόοξύ,Ε)Συριγγικόοξύ(“Plant
PhenolicsHum.Heal.”)

3.2.3Κουμαρίνες

Οικουμαρίνες είναικιαυτές δευτερογενείς μεταβολιτές καισυναντιούνται

κυρίωςσταφυτά.Γενικάόμωςπροέρχονταιαπότομεταβολικόμονοπάτιτων

φαινολοπροπανίων.Κατάτηνβιοσύνθεσητωνκουμαρινώνθέτονταισελειτουργία

πολλάένζυμα.Μεαυτόντοντρόποβιοσυντίθενταιαρκετοίτύποικουμαρινώνπου

οδηγούνστηνδημιουργίατωνυδρόφοβωνκουμαρινών,τιςγραμμικέςκαιυπό

γωνίαφουρανοκουμαρίνες,τιςγλυκοζιωμένεςκουμαρίνες,τιςπυρανοκουμαρίνες,

τις μεθυλενεδιοξυ-κουμαρίνες,τις υδροξυλιωμένες καιτις μεθοξυλιωμένες

κουμαρίνες (Gonçalves etal.).Οικουμαρίνες παρουσιάζουνένα ευρύ φάσμα

φαρμακολογικώνδραστικοτήτων,οιοποίεςπεριλαμβάνουνμεταξύάλλωνπολλών

ευεργετικών δράσεων και υψηλή αντιοξειδωτική δράση. Ωστόσο οι

φαρμακολογικές,θεραπευτικές και βιοχημικές ιδιότητες των κουμαρινών

εξαρτώνταιαπότοντρόπουποκατάστασηςτους(VenkataSairam etal.).



16

Εικόνα4:Γενικήδομήκουμαρινών(deSouzaetal.)

3.2.4Λιγνάνες

Μιαακόμακατηγορίαφαινολικώνενώσεωναποτελούνοιλιγνάνες.Οιλιγνάνες

είναιπολυφαινόλεςπουαποτελούνμέροςτηςοικογενείαςτωνφυτοοιστρογόνων,

ταοποίαείναιενώσειςμεοιστροφονικήδράσηπουαπαντούνσταφυτά,καιείναι

γνωστέςγιατιςθεραπευτικέςτουςιδιότητες(López-Biedmaetal.;Landete).Μία

απόαυτέςτιςιδιότητεςείναιηαντιοξειδωτικήτουςδράση.Οιλιγνάνεςωστόσο

απαντούνκυρίωςστα φρούτα καιστα λαχανικά.Οισημαντικότερεςλιγνάνες

αποτελούνταιαπό διφαινολικέςενώσειςόπωςείναιη σεκοϊσολαρικιρεσινόλη

(Ses),η ματιρεσινόλη (Mat),η πινορεσινόλη (Pin),η μεριδορεσινόλη (Med),η

λαρικυρεσινόλη (Lari), η συρριγαρεσινόλη (Syr), η σεσαμίνη (Sis), η 7’-

υδροξυματιρεσινόληκαιηισολαρικυρεσινόλη(Landete).
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Εικόνα 5: Σημαντικότερες λιγνάνες Α) σεκοϊσολαρικιρεσινόλη (Ses), Β)
ματιρεσινόλη (Mat), Γ) λαρικυρεσινόλη (Lari), Δ) πινορεσινόλη (Pin), Ε)
μεριδορεσινόλη(Med),ΣΤ)συρριγαρεσινόλη(Syr),Ζ)σεκοϊσολαρικιρεσινόλη(Ses),
Η)7’-υδροξυματιρεσινόλη,Θ)ισολαρικυρεσινόλη(Landete;PubChem)

3.2.5Στιλβένια

Τα στιλβένια αποτελούν κατηγορία των φαινολικών ματαβολιτών που

συναντιούνταισεδιάφοραβρώσιματρόφιμαφυτικήςπροέλευσης(ElKhawandet

al.).Στα στιλβένια συναντάμε τα δύο ισομερή του (Ε)-στιλβενίου καιτο (Ζ)-
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στιλβενίουμετοπρώτοναέχεισταθερότερηδομήέναντιτουπρώτου(SUN).

Επιπλέονπαρουσιάζουνμεγάληποικιλίαστηνφαινολικήτουςδομήπράγμαπου

αποτελείκαθοριστικόπαράγονταγιατηναπορρόφησηκαιτονμεταβολισμότους.

Ωστόσοθέμαμελέτηςαποτελείκαιηβιοδραστικότητατωνστιλβενίωνγιατα

πλεονεκτήματα τους στην ανθρώπινη υγεία.Το σημαντικότερο καιτο πιο

αξιόλογο στιλβένιο με πολλές μελέτες να έχουνδιεξαχθείγια αυτό είναιη

ρεσβερατρόλη.Ηρεσβερατρόλημέσααπότιςμελέτεςαυτέςδείχνειναπεριέχει

εκτός από πολλές άλλες ευεργετικές ιδιότητες,καιισχυρή αντιοξειδωτική

δράση(ElKhawandetal.).

Εικόνα6:Στιλβένια,χημικήδομήρεσβερατρόλης(ElKhawandetal.)

3.2.6Τανίνες

3.2.6.1ΓενικέςΠληροφορίες

Οιτανίνες είναιυδατοδιαλυτές πολυφαινόλες που εντοπίζονταικυρίως σε

πολλέςφυτικέςτροφέςκαιλειτουργούνωςδευτερεύοντεςμεταβολίτες(Chung

etal.;OroianandEscriche).Ημοριακήτουςμάζαφτάνειτα30000Da(Oroianand

Escriche).Έρευνεςδείχνουνπωςοιτανίνεςμειώνουντηναποδοτικότητατων

τροφών,τηνμεταβολιζόμενη ενέργεια καιτηνπεπτικότητα τωνπρωτεϊνών.

Συνεπώςτρόφιμαπλούσιασετανίνεςθεωρούνταιχαμηλήςδιατροφικήςαξίας

(Chungetal.).Επιπλέονοιτανίνεςανάλογαμετηνδομήτουςχωρίζονταισεδύο
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κατηγορίες μακρομορίων,τις υδρολυόμενες καιτις συμπυκνωμένες τανίνες

(OroianandEscriche).

3.2.6.2ΥδρολυόμενεςκαιΣυμπυκνωμένεςτανίνες

Οιυδρολυόμενες τανίνες έχουνε μοριακή μάζα έως 5000 Da καιπαρά τον

στυπτικότουςχαρακτήραεμφανίζουνσημαντικήαντιοξειδωτικήδράση.Απότην

άλληοισυμπυκνωμένεςτανίνεςήπροανθυκιανιδίνεςείναιπολυμερήμευψηλό

μοριακόβάροςκαιμοριακήμάζαέως30000Da.Η μονομερήςμορφήείναιμία

φλαβ-3-όλημετομόριοφλαβ-3,4-διόληωςπρόδρομο(OroianandEscriche).

Εικόνα7:Βασικήδομήτανινών(OroianandEscriche)

3.2.7Φλαβονοειδή

3.2.7.1Γενικέςπληροφορίες

Ησημαντικότερηκαιηπιογνωστήκατηγορίαφαινολικώνενώσεωναποτελούντα

φλαβονοειδή,πουαπαντούνσεφυτικέςτροφές,κυρίωςσεόσπρια,φρούτακαι

λαχανικάκαιπολλάαπόαυτάαποτελούνχρωστικέςουσίεςστιςτροφέςαυτές

(OroianandEscriche;Nijveldtetal.).Οιτροφέςαυτέςωστόσοήτανήδηγνωστές

για τα οφέλη στηνανθρώπινη υγεία πρωτού τα φλαβονοειδή μπορέσουννα

απομονωθούναπόαυτά (Nijveldtetal.).Ταφλαβονοειδήυπάρχουνάφθοναστην

φύσηκαθώςέχουνπαρατηρηθείπάνω από4000ποικιλίεςφλαβονοειδών.Τα

φλαβονοειδήδιαχωρίζονταισευποκατηγορίεςανάλογατηνχημικήτουςδομή.
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Έτσιχωρίζονταιστιςφλαβόνες,τιςφλαβανόνες,τιςφλαβονόλες,τιςφλαβανόλες

ή κατεχίνες,τιςανθοκυανίνεςκαιτιςισοφλαβόνες(Nijveldtetal.;Oroian and

Escriche). Από αυτές,οι φλαβόνες και οι κατεχίνες εμφανίζουν ισχυρή

αντιοξειδωτικήδράση.Ταφλαβονοειδήσταθεροποιούντιςδραστικέςμορφές

οξυγόνου αντιδρώντας με τις ελεύθερεςρίζες και λόγω της υψηλής

αντιδραστικότηταςτηςυδροξυλομάδαςτωνφλαβονοειδών,οιρίζεςκαθίστανται

ανενεργές(Nijveldtetal.).

Εικόνα8:ΓενικήδομήΦλαβονοειδών(OroianandEscriche)

3.2.7.2Φλαβόνες

Οιφλαβόνεςαποτελούνμίααπότιςσημαντικότερεςομάδεςτωνφλαβονοειδών.

Βρίσκονταισεόλαταμέρητωνφυτών,κάτω καιπάνω απότοέδαφοςκαθώςκαι

στους καρπούς αυτών όπως στα διάφορα φρούτα καιλαχανικά.Χημικά,οι

φλαβόνεςέχουνέλλειψημιαςυδροξυλομάδας.Τοκύριομέροςτωνφλαβονών

αποτελείται από την σύνθεση δύο φλαβανονών,της ναρρενίνης και της

πινοκεμπρίνης.Η βιομετατροπήτωνφλαβονώνγίνεταιμέσω τωνφλαβονικών

συνθετασώνΙκαιΙΙ.Τέλοςοιφλαβόνεςεκτόςτηςαντιοξειδωτικήςδράσηςέχουν

μεγάλη αντικαρκινική,αντιφλεγμονώδη,νευροπροστατευτική,αντιδιαβητική,

αντιμικροβιακήκαιαντιοξειδωτικήδράση(OroianandEscriche).
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Εικόνα9:Γενικήδομήφλαβονών(OroianandEscriche)

3.2.7.3Φλαβανόνες

Οιφλαβανόνεςείναιμίακατηγορίαφλαβονοειδώνπουβρίσκονταιάφθονεςστα

εσπεριδοειδή. Επίσης μπορούν να υπάρξουν ως Ο- ή C-γλυκοζίτες. Η

σημαντικότερη φλαβανόνη που βρίσκεταικυρίως στα εσπεριδοειδή,είναιη

ναρρενίνη.Ηναρρενίνηωςφλαβανόνηέχειπολλέςφαρμακρευτικέςιδιότητεςμε

κυριότερες την αντικαρκινική καιτην αντιοξειδωτική δράση που περιέχει

προλαμβάνονταςκαιαντιμετωπίζονταςέτσιπολλέςχρόνιεςασθένιες(Oroianand

Escriche).

Εικόνα10:Γενικήδομήφλαβανονών(OroianandEscriche)

3.2.7.4Φλαβονόλες

Οιφλαβονόλεςαποτελούνμίακατηγορίαχρωστικώνφλαβονοειδώνουσιών.Οι

περισσότερεςαπόαυτέςδίνουνάφθονοκίτρινοχρώματοοποίοέχεισημαντική

χρήση στην δημιουργία βαφών.Απαντούν σχεδόν σε όλα τα τρόφιμα.Οι

βασικότερεςφλαβονόλεςπουχρησιμοποιούνταισυχνότεραείναιηκερκετίνη,η

καεμφερόληκαιημυρικετίνη.Δομικάμοιάζουνμετιςφλαβόνες.Ημόνηδιαφορά
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είναιπωςοιφλαβονόλεςέχουνμία υδροξυλοομάδα στηντρίτη θέση του C-

δακτυλίου(AlihosseiniandSun).

Εικόνα11:Γενικήδομήφλαβονολών(AlihosseiniandSun)

3.2.7.5Φλαβανόλες

Οιφλαβανόλεςείναιμία ακόμα σημαντική κατηγορία τωνφλαβονοειδώνκαι

φέρουνεπίσης τηνονομασία κατεχίνες.Οιφλαβανόλες είναιευαίσθητες σε

αρκετέςαντιδράσειςπουεπιταχύνονταιαπότηθερμότητα,τα συστατικάτων

τροφίμων,τιςσυνθήκεςυψηλούpH καιτηνπαρουσίαδιαλυμένουοξυγόνουή

άλλωνδραστικώνμορφώνοξυγόνου.Η αυτόματηοξείδωσητωνφλαβαν-3-ολών

συμβαίνειμετοσχηματισμόμιαςριζικήςδομήςημικινόνηςκαισταθεροποιείται

μέσω πολλαπλών δομών συντονισμού που διατίθενται στην φλαβαν-3-όλη

(AlihosseiniandSun).
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Εικόνα12:Γενικήδομήφλαβανολώνήκατεχινών(AlihosseiniandSun)

3.2.7.6Ανθοκυανίνες

Οιανθοκυανίνες,ημεγαλύτερηομάδαχρωστικώνστηφύση.Είναιεπίσηςμια

κατηγορίαφυσικώνβιοδραστικώντωνοποίωνηπαρουσίαβρίσκεταισεπολλά

τρόφιμακαιποτά.Οιανθοκυανιδίνεςότανσυνδέονταιμεμίαήπερισσότερες

γλυκοσιδικές μονάδες ονομάζονται ανθοκυανίνες. Οι ανθοκυανίνες επίσης

χαρακτηρίζονταιγιατηναντικαρκινικήκαιτηναντιοξειδωτικήτουςδράση.Η

αντιοξειδωτικήτουςδράσηοφείλεταιστηνφαινολικήτουςδομήηοποίαέχει

αντιοξειδωτικέςιδιότητεςκαθώςαυτέςεξαρτώνταιαπότηνχημικήδομήόλου

του μορίου.Γενικά οιδομέςτωνανθοκυανινώνείναιιδιαίτερα ασταθείςκαι

εύκολαυποβαθμίζονταιεξαιτίαςβιολογικώνπαραγόντωνόπωςδιάφοραένζυμα

αλλάκυρίωςαπόπεριβαλλοντικούςπαράγοντεςόπωςηθερμοκρασία,τοpHκτλ.

(OroianandEscriche).
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Εικόνα13:Γενικήδομήανθοκυανινών(OroianandEscriche)

3.2.7.7Ισοφλαβόνες

Από τιςσημαντικότερεςφαινολικέςενώσειςείναιοιισοφλαβόνες.Είναιμια

ομάδα ενώσεων ετεροκυκλικού οξυγόνου που ανήκουν στην οικογένεια των

φυτοοιστρογόνων.Εντοπίζονταισεμεγάλοβαθμόσταόσπρια.Οικύριεςμορφές

τωνισοφλαβόνωνσταφυτάείναιοιγλυκοζίτεςμεσάκχαροόπωςείναιηγλυκόζη,

η μηλονυλογλυκόζη, η ακετυλογλυκόζη, η γαλακτόζη και η ραμνόζη.

Προστατεύουν κυρίως από τα καρδιαγγειακά νοσήματα εξ’ αιτίας της

αντιοξειδωτικής τους δράσης,ενώ εκδηλώνουνκαιαντικαρκινογόνο δράση

(OroianandEscriche).

Εικόνα14:Γενικήδομήισοφλαβονών(OroianandEscriche)

Κεφάλαιο4:ΑντιοξειδωτικήδράσηVignaunguiculata

4.1Γενικέςπληροφορίες

TαφασόλιατηςποικιλίαςVignaunguiculataαποτελούνγνωστάόσπριαταοποία

είναι γνωστά για την αντιοξειδωτικής του δράση καθώς έχει μελετηθεί



25

εξονυχιστικάτοφαινολικόκαιτοπρωτεϊνικόπροφίλ(AdebooyeandSingh).Τα

περισσότερα όσπρια όπωςκαιτα φασόλια περιέχουνφαινολικέςενώσειςσε

διάφορες μορφές όπως υδροξυβενζοϊκά και υδροξυκινναμικά οξέα,τόσο

ελεύθερα όσο και δεσμευμένα σε άλλα μόρια, ως οργανικά οξέα, σε

εστεροποιημένεςμορφέςκαιφλαβονοειδή,κυρίωςφλαβανό-3-όλες,φλαβονόλες

καιφλαβόνες,οιοποίεςαπαντώνταισυχνότεραστηγλυκοσιδικήμορφή(Dueñas

etal.).ΈχειπαρατηρηθείπωςηποικιλίαVignaunguiculataπεριέχειπολύμεγάλη

συγκέντρωση από αντιοξειδωτικές ουσίες όπως φυτικά φλαβονοειδή,

ανθοκυανίνες,τανίνεςκαιπολυφαινόλεςταοποίαγενικάβρίσκονταισεόσπρια

καισυμβάλλουνστηνανθρώπινηυγεία.Οιφαινολικέςενώσειςπουεντοπίζονται

στην ποικιλία Vigna unguiculata πιστεύεται ότι είναι υπεύθυνες για τις

αντιοξειδωτικέςαλλάκαιγιαάλλεςιδιότητεςπουπροάγουντηνυγεία(Adebooye

andSingh).Ηαντιοξειδωτικήδράσητωνφαινολικώνενώσεωνέχειάμεσησχέση

με τηνχημική τους δομή.Γενικά,τα φλαβονοειδή παρουσιάζουνισχυρότερη

αντιοξειδωτικήδράσηαπόταμη-φλαβονοειδήκαιοισυνδυασμένεςμορφέςόπως

οιγλυκοζίτες παρουσιάζουν χαμηλότερη δραστικότητα από τις ελεύθερες

μορφές.Μεταξύτωνμηφλαβονοειδώνενώσεων,ταβενζοϊκάοξέαείναικάπως

λιγότεροδραστικάαπόταομόλογακινναμικάοξέα.Στηνπερίπτωσηπαραγώγων

αυτώντωνοξέων,ησχετικήαντιοξειδωτικήδράσηδείχνειότιταπαράγωγα

κινναμικούοξέοςείναιπιοαποτελεσματικάαπότααντίστοιχατουβενζοϊκού

οξέος(Dueñasetal.).

4.2ΦαινολικάοξέαστηνποικιλίαVignaunguiculata

ΤοφαινολικόαυτόφορτίοστηνποικιλίαVignaunguiculataτοοποίοευθύνεταιγια

τηναντιοξειδωτικήτουδράσηβρίσκεταισεόλαταμέρητουφασολιούαλλάκαι

στοφλοιότου.Οφλοιόςτουφασολιούπεριέχειέωςκαιδέκαφορέςπερισσότερα

ελεύθερακαιδεσμευμέναφλαβονοειδήαπόότιτουπόλοιποφασόλι.Στονφλοιό

τουφασολιούυπάρχουνελεύθερακαιδεσμευμέναφαινολικάοξέαμεταπιοκύρια
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ναείναιτογαλλικόοξύ,τοπρωτοκατεχικόοξύκαιτοp-υδροξυβενζοικόοξύ.

Μελέτεςδείχνουνπωςύστερααπόυδρόλυσητωνπαραπάνω φαινολικώνοξέων

που πραγματοποιείταιστον φλοιό του φασολιού έχουν ανιχνευτείεπίπεδα

μυρικετίνης,κερκετίνηςκαικαεμφερόλης(Gutiérrez-Uribeetal.).

Εικόνα15:ΔομήκύριωνφαινολικώνοξέωντουVignaunguiculataA)Γαλλικόοξύ

Β)ΠρωτοκατεχικόοξύΓ)p-υδροξυβενζοϊκόοξύ(PubChem)

Εικόνα16:ΠροϊόνταυδρόλυσηςφαινολικώνοξέωντηςποικιλίαςVigna

unguiculata

A)ΜυρικιτίνηΒ)ΚουερσετίνηΓ)Καεμφερόλη(PubChem)

Από όλα τα φαινολικά οξέα που εντοπίζονταιστονσπόρο του φασολιού,το

πρωτοκατεχικόοξύφαίνεταιναεπικρατείκαιναείναιτοκύριοφαινολικόοξύ

στηνποικιλίαVignaunguiculata,τουοποίουησυγκέντρωσηυπολογίζεταιστα
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92,7mg/100gμετάτηνυδρόλυση.ΩστόσοστηνποικιλίαVignaunguiculataέχουν

εντοπιστείκαιάλλαφαινολικάοξέασεμικρότερησυγκέντρωσηόπωςτοκαφεϊκό

οξύ,τοp-κουμαρικόοξύ,τοφερουλικόοξύ,το2,4-διμεθοξυβενζοϊκόοξύ,καιτο

κινναμικόοξύ.Συνολικάαυτάταοξέακυμαίνονταισεσυγκέντρωση34,6έως

376,6mg/100gφασολιού(Gutiérrez-Uribeetal.).

Εικόνα17:ΛοιπάφαινολικάοξέαστηνποικιλίαVignaunguiculataA)ΚαφεϊκόοξύΒ)

p-κουμαρικόοξύΓ)ΚουμαρικόοξύΔ)2,4-διμεθοξυβενζοϊκόοξύΕ)Κιναμικόοξύ

(PubChem)

4.3ΦλαβονόλεςστηνποικιλίαVignaunguiculata

Στην ποικιλία Vigna unguiculata περιέχειενδεχομένως πολλές φαινολικές

ενώσειςοιοποίεςτουπροσδίδουνισχυρήαντιοξειδωτικήδράση.Έτσιεκτόςαπό

ταδιάφοραφαινολικάοξέαόπωςταυδροξυβενζοικάοξέαπουεντοπίζονταιστη

συγκεκριμένη ποικιλίαφασολιού,εντοπίζονταικαιάλλεςφαινολικέςενώσεις

όπωςδιάφορεςφλαβονόλες.Οιφλαβονόλεςπουέχουνεντωπιστείαπόμελέτες

στην ποικιλία Vigna unguiculata είναιη 3-O-γλυκοσίδη της μυρικετίνης,η

ισοκερκετίνηκαιηυπεροσίδηκαιγενικάδιγλυκοσίδεςτηςκερκετίνης(Gutiérrez-
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Uribeetal.).

Α) Β) Γ)

Εικόνα18:ΦλαβονόλεςστηνποικιλίαVignaunguiculataA)3-O-γλυκοσίδητης

μυρικετίνηςΒ)ΙσοκερκετίνηΓ)Υπεροσίδη(PubChem)
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4.4ΑνθοκυανίνεςστηνποικιλίαVignaunguiculata

ΗποικιλίαVignaunguiculataέχειδιάφορεςυποποικιλίεςοιοποίεςδιαφέρουνσε

φαινοτυπικάχαρακτηριστικάόπωςτοχρώμα.Άλλεςποικιλίεςείναικαφέ,άλλες

μαύρες καιάλλες κιτρινωπές-λευκές.Οιδιαφορετικές αυτές αποχρώσεις

οφείλονταισεδιαφορετικάείδηκαιπεριεκτικότητεςφαινολικώνσυστατικών

όπωςοιανθοκυανίνεςκαιυποεικνύουνκαι πιθανέςδιαφορέςσεβιολογικές

δράσεις.Για τον διαχωρισμό καιτην ταυτοποίηση των ανθοκυανινών στην

ποικιλία Vigna unguiculata χρησιμοποιείται χρωματογραφία στήλης C-18

αντίστροφηςφάσηςκαιυγρήχρωματογραφίαυψηλήςαπόδοσηςμεανίχνευση

συστοιχίας διόδωνκαιιονισμό ηλεκτροψεκασμού /ανάλυση φασματομετρίας

μάζας (HPLC-DAD-ESI/ MS).Ύστερα από μελέτες που έχουν γίνειέχουν

εντοπιστεί οι παρακάτω ανθοκυανίνες στην ποικιλία Vigna unguiculata:

Δελφινιδίνη-3-Ο-γαλακτοσίδη, Δελφινιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη, Κυανιδίνη-3-Ο-

γαλακτοσίδη,Κυανιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη,Πετουνιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη,Πεονιδίνη-3-Ο-

γλυκοσίδηκαιΜαλβιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη(Haetal.)



30

Εικόνα19:ΑνθοκυανίνεςστοVignaunguiculata:A)Δελφινιδίνη-3-Ο-γαλακτοσίδη,B)

Δελφινιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη,Γ)Κυανιδίνη-3-Ο-γαλακτοσίδη,Δ)Κυανιδίνη-3-Ο-

γλυκοσίδη,Ε)Πετουνιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη,ΣΤ)Πεονιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη,Ζ)

Μαλβιδίνη-3-Ο-γλυκοσίδη(PubChem)
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Κεφάλαιο5:Μέθοδοιπροσδιορισμούαντιοξειδωτικής

δράσης

5.1ΜέθοδοςABTS

ΗΜέθοδοςΑBTS(2,2’-αζινοβις-(3-αιθυλβενζοθειαζολινο)–6σουλφονικούοξύ),

θεωρείται μία από τις πιο ευαίσθητες τεχνικές για τον εντοπισμό της

αντιοξειδωτικήςδράσης,επειδήηαπόκρισητωναντιοξειδωτικώνπεριλαμβάνει

ταχύτερηκινητικήαντίδρασης.Βασίζεταιστηνικανότηταενόςαντιοξειδωτικού

να σταθεροποιείτο ριζικό κατιόντου ABTS,το οποίο σχηματίζεταιμε την

οξείδωση του ABTS (2,2-αζινοβίνη-(3-αιθυλοβενζοθειαζολιν-6-σουλφονικό οξύ))

απόκάποιονοξειδωτικόπαράγονταςόπωςημεθαιμοσφαιρίνη,υπεροξείδιοτου

υδρογόνουκαιάλλα.Η τροποποιημένητεχνικήγιατηδημιουργίατουριζικού

κατιόντος του ABTS περιλαμβάνει άμεση παραγωγή του πράσινου-μπλε

χρωμοφόρουριζικού κατιόντοςABTSμέσω τηςαντίδρασηςμεταξύABTSκαι

υπερθειικούκαλίου.Αυτότοχρωμοφόροέχειτρίαμέγιστααπορρόφησηςσεμήκη

κύματος 645,734 και815 nm.Η προσθήκη αντιοξειδωτικών σε αυτήν την

λαμβανόμενηρίζαακολουθείένανμηχανισμόμεταφοράςηλεκτρονίων,οοποίος

απεικονίζεταιως αποχρωματισμός που αντιστοιχείστο πότε η ρίζα ABTS

ανάγεται από ένα αντιοξειδωτικό. Με αυτόν τον τρόπο, ο βαθμός

αποχρωματισμούκαθιστάδυνατήτηναξιολόγησητουποσοστούαναστολήςτου

ριζικού κατιόντςο του ABTS,το οποίο προσδιορίζεταιως συνάρτηση της

συγκέντρωσης των αντιοξειδωτικών αντιοξειδωτικής καιτου χρόνου της

αντίδρασης.ΤααποτελέσματαεκφράζονταιωςισοδύναμαTroloxήTEAC(Trolox

EquivalentAntioxidantCapacity)(Hernández-Rodríguezetal.;Opitzetal.;Sombiéet

al.).
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5.2ΜέθοδοςDPPH

ΤοDPPH(1,1-διφαινυλο-2-πικρυλο-υδραζύλιο)είναιμιασταθερήελεύθερηρίζαπουέχει

ένα ζεύγος ηλεκτρονίων σθένους σε ένα άτομο γέφυρας αζώτου.Η εκκαθάριση

(scavenging)της ρίζας του DPPH είναιη βάση της δημοφιλούς αντιοξειδωτικής

δοκιμασίας του DPPH.Υψηλές συγκεντρώσεις DPPH στο μείγμα αντίδρασης δίνουν

απορρόφησηπέρααπότηνακρίβειατωνφασματοφωτομετρικώνμετρήσεων.Τοφως,το

οξυγόνοκαιτοpΗτουμείγματοςαντίδρασηςεπηρεάζουνεπίσηςτηναπορρόφησητου

DPPH.Επιπλέον,στοπλαίσιοτηςκινητικήςεκκαθάρισηςελευθέρωνριζώνγίνεταιχρήση

πρότυπωναντιοξειδωτικώνόπωςτοασκορβικόοξύ(SharmaandBhat).

5.3ΜέθοδοςORAC

ΣτηνανάλυσηORAC(OxygenRadicalAbsorbanceCapacity),τοRO2δημιουργείται

με θερμική αποδόμηση του AAPH (διϋδροχλωρίδιο του 2,2'-Αζοδι-(2-

αμιδινοπροπανίου)). Οι παραγόμενες υπεροξυλικές ρίζες αντιδρούν με

φλουορεσκεΐνηήπαράγωγοαυτήςμειώνονταςτοσήμαφθορισμούσεέναζεύγος

μήκους κύματος διέγερσης/εκπομπής 493/515nm.Οιαντιδράσεις μεταφοράς

ατόμωνυδρογόνου (ΗΑΤ)(Hydrogen Atom Transfer)τωναντιοξειδωτικώνμε

υπεροξυδραστικάαναστέλλουντηναντίδρασητηςφλουορεσκεΐνηςστοδείγμα

(Sombiéetal.).

5.4ΜέθοδοςPCL

ΣτοπρώτοβήματηςανάλυσηςPCL(Photochemiluminescence),ηλουμινόλη(5-

αμινο-2,3-διϋδρο-1,4-φθαλαζινοδιόνη)φωτοαποικοδομείταιμε αποτέλεσμα την

παραγωγή/απόσβεσητουΟ2.ΜόλιςδημιουργηθούνοιρίζεςO2 καιηλουμινόλη,

προχωρούνσεμιασειράαντιδράσεωνπουέχουνωςαποτέλεσματηνπαραγωγή

μπλε φωταύγειας.Το αντιοξειδωτικό είδος που υπάρχειστο μείγμα της
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αντίδρασηςδραανταγωνιστικά(Sombiéetal.).

5.5ΜέθοδοςFRAP

ΟπροσδιορισμόςFRAP(FerricReducingAntioxidantPower)αναπτύχθηκεαπότους

BenzieκαιStrainto1996γιατημέτρησητηςσιδηρούχουαναγωγικήςισχύοςτου

ανθρώπινουπλάσματος.Ημέθοδοςαυτήπροσαρμόστηκεγιαναποσοτικοποιηθεί

η αντιοξειδωτική ισχύς τωνφυτικώνεκχυλισμάτων.Στη δοκιμασία FRAP,η

αντίδρασητηςανάλυσηςσυνεπάγεταιτηναναγωγήτουFe3+-ΤΤΤΖ(σίδηρος[III]-

2,4,6-τριπυριδυλ-S-τριαζίνη)σε Fe2 + -ΤΤΤΖ (σίδηρος [III]-2,4,6-δυπυριδυλ-S-

τριαζίνη)μέσω μεταφοράςμονήρουςηλεκτρονίου(Single-ElectronTransfer,SET)

μεμιααντιοξειδωτικήένωση.Τοαποτέλεσμααυτήςτηςαντίδρασηςείναιένα

έντονομπλεχρώμα(Sombiéetal.).

5.6ΜέθοδοςCUPRAC

Οιαντιδράσειςοξειδοαναγωγήςμεχαλκό είναισυχνά γρηγορότερεςαπό τις

αντιδράσειςοξειδοαναγωγήςμεσίδηρο.Παρόμοιαμετονσίδηρο,ταιόνταχαλκού

δημιουργούνενώσειςσυναρμογήςμεχηλικούςπαράγοντεςπουπεριέχουνάζωτο

όπωςη2,20-διπυριδίνηή1,10-φαινανθρολίνη,καιταπαράγωγάτης.Η μέθοδος

CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) περιλαμβάνει την αναγωγή

τουχαλκού (II)σε χαλκό (I)παρουσία νεοκουπροΐνης (NC)(2,9-διμεθυλ-1,10-

φαινανθρολίνη),ηοποίαοδηγείστοσύμπλοκοCu(I)-NCσεαναλογία2:1(Sombié

etal.).

5.7Μέθοδοςβ-καροτένιου-λινελαϊκούοξέος

Σε αυτόντονπροσδιορισμό,χρησιμοποιείταιένα σύστημα γαλακτώματος.Το

πενταδιενύλιο,ως ελεύθερη ρίζα που σχηματίζεταιαπό λινελαϊκό οξύ και
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προσβάλλειέντονα μη κατεργασμένα μόρια β-καροτενίου προς απώλεια του

χαρακτηριστικού πορτοκαλί χρώματος του γαλακτώματος. Τα φαινολικά

αντιοξειδωτικάμπορούνναπροστατεύσουντοβ-καροτένιοαπότηνκαταστροφή

εξουδετερώνοντας την ελεύθερη ρίζα λινελαϊκού οξέος.Αυτή η διαδικασία

μπορείναπαρακολουθηθείφασματοφωτομετρικάμετρώνταςτηναπορρόφηση

τουδείγματοςστα470nm (Sombiéetal.).
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ΙΙ.ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΜΕΡΟΣ

Κεφάλαιο5:Μεθοδολογίες

6.1Προετοιμασίαδειγμάτων-Βρασμός

Υλικάκαιαντιδραστήρια

1.Υπόμελέτηδείγματα

2.Απεσταγμένονερό(dH2O)

Μελετήθηκανμετηνσειράόπωςαναγράφονταιταπαρακάτω δείγματαφασολιού

Vignaunguiculataμετιςεξήςκωδικέςονομασίες:

1.AUAANDRO098

2.KYMI

3.AUALIMNOS133

4.ARTA1

5.KYTHIRA1

6.AUAANDRO148

7.AUAANDRO117

8.AUAANDRO116

9.ATSIKILIMNOS

10.SAMOS

11.A(Λήμνος)

12.Β(Λήμνος)
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Όργανακαιεξοπλισμός

1.Ογκομετρικόςκύλινδροςτων100mL

2.Κωνικήφιάλητων500mL

3.Ψυκτήραςκαιλάστιχααπόσύστημααπόσταξης

4.ΛύχνοςΒunsen

5.Υδροβολέας

6.Αλουμινένιαδοχεία

7.Πλαστικήλεκάνη

8.Πλαστικόστραγγιστήρι

9.Ζυγόςακριβείας

Πειραματικήπορεία

Αρχικάζυγίζονταισεζυγόακριβείας5gτωνπαραπάνω δειγμάτωνσευποδοχείς

ααλουμινίου.Στηνσυνέχεια μεταφέρονται100mLαπεσταγμένουνερούμετη

βοήθειαυάλινουχωνιούμέσασεκωνικήφιάλη.Έπειτατοποθετούνταιταφασόλια

μέσαστηνκωνικήφιάληκαιακολουθείβρασμόςτωνδειγμάτωνγια20λεπτάμε

χρήσηψυκτήρα.Ενσυνεχείαταδείγματαστραγγίζονταικαιξαναζυγίζονταιστον

ζυγό ακριβείας.Τέλοςτοποθετούνταιστο φούρνο αποξήρανσηςγια 72 ώρες

στους70οCώστενααπομακρυνθείτελείωςηυγρασία.
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6.2Αποξήρανση-Άλεσμα

Υλικάκαιαντιδραστήρια

1.Υπόμελέτηδείγματα

Όργανακαιεξοπλισμός

1.Κλίβανοςαποξήρανσης

2.Υποδοχείςαλουμινίου

3.Εργαστηριακόςμύλος

4.ζυγόςακριβείας

5.Πλαστικοίδοκιμαστικοίσωλήνες

6.Στατώ

Πειραματικήπορεία

Μετά τηνξήρανση των24δειγάτων στονκλίβανο για 72ώρεςστους70οC

ακολουθείάλεση σε εργαστηριακό μύλο για 30 δευτερόλεπτακαιτο προϊόν

άλεσηςσυλλέγεταικαιφυλάσσονταισεπλαστικούςογκομετρικούςσωλήνες.

6.3Εκχύλιση-Φυγοκέντρηση

Υλικάκαιαντιδραστήρια

1.Υπόμελέτηδείγματα

2.ΔιαλύτηςΕκχύλισηςW:M:ACOH(90:10:1,v/v/v)
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Όργανακαιεξοπλισμός

1.Πλαστικοίδοκιμαστικοίσωλήνες

2.Εργαστηριακόςαναδευτήρας

3.Εργαστηριακήφυγόκεντρος

4.Μικροφιαλίδιαπολυπροπυλενίουμεπώμαόγου2,0mL

5.Τριβάλβιδοπουάρ

6.Πιπέτα500μL

7.Καταψύκτης

8.Σιφώνι5mL

9.Στατώ

Πειραματικήπορεία

Λαμβάνονται0,250gαπότοκάθεαλεσμένοδείγμακαιακολουθείπροσθήκη5,0mL

διαλύματος εκχύλισης W:M:ACOH (90:10:1,v/v/v).Ύστερα τα διαλύματα αυτά

αναδεύονταιγιαμισήώρασετράπεζαανάδευσηςστα250rpm.Μετάτηνανάδευση,

τα δείγματα φυγοκεντρούνταιστα 2000×g για 15 λεπτά.Μετά καιαπό τη

φυγοκέντρηση,παραλαμβάνεταιηπάνω φάσηκαιαποθηκεύεταιστους-40oCέως

περαιτέρωανάλυσης.

6.4ΜέθοδοςABTS

Υλικάκαιαντιδραστήρια

1.Υπόμελέτηδείγματα

2.ΔιάλυμαABTS

3.Απιονισμένονερό

Όργανακαιεξοπλισμός
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1..Μικροφιαλίδιαπολυπροπυλενίουμεπώμαόγου2,0mL

2.Δοκιμαστικοίσωλήνες

3.Υδροβολέας

4.ΑναδευτήραςVortrex

5.Φυγόκεντρος

6.Πιπέτα1000μL

7.Πιπέτα500Μl

8.Πιπέτα10μL

9.Κυβέτες

10.Φασφατοφωτόμετρο

Πειραματικήπορεία

Ταδείγματααποσύρονταιαπότονκαταψύκτηκαιαφήνονταιέωςότουέρθουνσε

θερμοκρασία περιβάλλοντος.Ακολουθείφυγοκέντρηση καισυλλέγεταιτο

υπερκείμενο.. Ακολούθως μικρή ποσότητα υπερκειμένου τοποθετείται σε

μικροφιαλίδιαπολυπροπυλενίουμεπώμαόγκου2,0mLκαιΈπειταπροστίθεται

1mLδιαλύματοςΑBTSκαιεπωάζεταιγια15λεπτά.Μετάτοτέλοςτηςεπώασης

το κάθε δείγμα φωτομετριέται στα 734nm για τον προσδιορισμό της

απορρόφησης.
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Κεφάλαιο7:ΔημιουργίαδιαλύματοςABTS

Εκτίμηση αντιοξειδωτικής ικανότητας με τη δοκιμασία του 2,2́-αζινο-δισ-[3-

αιθυλοβενζοθειαζολινο-6-σουλφονικού οξέος (2,2'-Azino-bis-[3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonicacid];ABTS)

Σκοπός

Ο προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω δέσμευσης
ελεύθερηςρίζας.

ΑρχήΜεθόδου

Η αρχήτηςμεθόδουτουABTS (2,2́-αζινοδις(3-αιθυλοβενζοθειαζολινο)-6-
σουλφονικού οξέος)βασίζεταιστην οξείδωσή του προς ριζικό κατιόν με
υπερθεϊκάιόνταμεβαθύκυανοπράσινοχρώμαπουαπορροφάισχυράστα734nm,
καιστονακόλουθοαποχρωματισμόαυτούυπότηνπαρουσίααντιοξειδωτικών
ουσιών.

Εικόνα20:ΔομήαντιδραστηρίουΑΒΤS
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Εικόνα21:ΣχηματισμόςσταθερώνριζώνABTSαπόABTSμευπερθειϊκόκάλιο
(Κ2S2O8)

Η ποσότητα του ριζικού κατιόντος ABTS+ που καταναλώνεταιλόγω της
αντίδρασηςμετιςφαινολικέςουσίεςτουδείγματος,εκφράζεταισυνήθωςσε
ισοδύναμα Trolox (6-Hydroxy- 2,5,7,8tetramethylchoman-2-carboxylic acid) και
εκφράζειτηναντιοξειδωτικήικανότητατουδείγματος(Roginsky&Lissi,2004).

TοABTS+ μπορείναπαραχθείείτεαπόχημικήαντίδραση[π.χ.μεδιοξείδιο
μαγγανίου(ΜnΟ2),μευπερθειϊκόκάλιο(K2S2Ο8)ήαπόενζυμικέςαντιδράσεις(π.χ.
μεθμυοσφαιρίνη,αιμοσφαιρίνη)].

Γενικά,ηχημικήαντίδρασηαπαιτείπολύχρόνο(μέχρικαι16ώρεςγιατην
παραγωγή υπερθειϊκού καλίου)ή υψηλές θερμοκρασίες,ενώ οιενζυμικές
αντιδράσειςείναιταχύτερεςκαιοισυνθήκεςαντίδρασηςηπιότερες.

ΗμέγιστηαπορρόφησητουABTS+αποδείχτηκεότιείναισεμήκηκύματος415,
645,734 και815nm.Τα μήκη κύματος,τα οποία επιλέχτηκαν από τους
περισσότερουςερευνητέςγιαναελέγξουνφασματοφωτομετρικάτηναντίδραση
μεταξύτωναντιοξειδωτικώνκαιτουABTS+είναι415και734nm.

Οι πιο πρόσφατες αναθεωρημένες μέθοδοι μετρούν την μείωση της

απορροφητικότηταςτουABTS+ παρουσίατουπροςεξέτασηδείγματοςήτου
πρότυπουαντιδραστηρίουTroIoxσεένασταθερόχρονικόδιάστημα4-6minκαι
έπειταηαντιοξειδωτικήικανότηταυπολογίζεταισεισοδύναμαTroIox(Prioretal.,
2005).
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Υλικάκαιαντιδραστήρια

1.Πυκνό διάλυμα ABTS (2,2́-αζινοβις(3-αιθυλβενζοθειαζολινο)– 6 σουλφονικού
οξέος)(M.W.:514.62g/mol)

2.Υπερκάθαρονερό
3.Υπόμελέτηδείγματα

ΌργανακαιΕξοπλισμός

1.Αυτόματηπιπέταμεταβλητούόγκου0,5-5mL
2.Αυτόματεςπιπέτεςσταθερούόγκου1000μLκαι100μL
3.Κυψελίδεςπολυστυρενίουοπτικήςδιαδρομής1cm καιόγκου1mL
4.ΥάλινοιΔοκιμαστικοίσωλήνεςτων10mL
5.Υδροβολέας
6.Φασματοφωτόμετρο(734nm)
7.Σωλήναςπολυπροπυλενίουμεβιδωτόπώματων50mL.

Παρασκευήδιαλυμάτων
ΠαρασκευήδιαλύματοςφύλαξηςριζικούκατιόντοςABTS

Σεποτήριζέσεωςτων100mLτοποθετούνται20mLdH2Oκαιπροστίθενται
0,1801gABTS(m.w:514,62g/mol)και0,0331gK2S2O8 (m.w:270,322g/mol).
Ακολουθεί ανάδευση έως διαλυτοποίησης και στη συνέχεια,το διάλυμα
μεταφέρεταισεογκομετρικήφιάλητων50,0mLκαισυμπληρώνεταιοόγκοςέως
τα50,0mlγιαναδώσεισυγκέντρωση7mΜ σεABTSκαι2,45mM σεK2S2O8.Το
μίγμαπουδημιουργείταιδιατηρείταιστοσκοτάδικαισεθερμοκρασίαδωματίου
για16h,ώστεναπροκύψειβαθύκυανόδιάλυμα.Στησυνέχειααποθηκεύεταισε
φιαλίδιαπολυπροπυλενίουμικρούόγκουστους-40oC.

ΠαρασκευήδιαλύματοςεργασίαςριζικούκατιόντοςABTS

Σεσωλήναπολυπροπυλενίουμεβιδωτόπώματων50mLτοποθετούμε49,5mL
υπερκάθαρονερόκαι0,5mLδιαλύματοςφύλαξηςριζικούκατιόντοςτου ABTS.
Ακολουθείκαλήανάδευσηκαιμέτρησητηςαπορρόφησηςστα734nm ηοποίαθα
πρέπειναβρίσκεταισετιμήκοντάστο0,700.

ΠειραματικήΠορεία

1.Σεδοκιμαστικούςσωλήνεςτοποθετούνταικατάλληλεςποσότητεςεκχυλισμάτων
καιεξατμίζονταισερεύμααζώτου.

2.Σε κάθε δείγμα προστίθεταιανά 30 sec.2.500 μL διαλύματος εργασίας του

ριζικού κατιόντος του ABTS (ABTS+) και ακολουθεί ανάδευση με
κυκλοαναδευτήρα.Στησυνέχειαταδείγματαεπωάζονταισεσκοτεινόμέροςγια
15minακριβώς.

3.Μετά τα 15 min της επώασης ακολουθείκαταγραφή της απορρόφησης των
δειγμάτωνστα734nm.

4.Παράλληλα κατασκευάζεταικαμπύλη αναφοράς trolox καιτα αποτελέσματα
εκφράζονταιωςισοδύναμαtrolox.
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πρότυπηςκαμπύληςαναφοράς

ΓιατηνκατασκευήπρότυπηςκαμπύληςαναφοράςΤroloxπαρασκευάζονταιμε
διαδοχικέςαραιώσειςαπότοδιάλυμαφύλαξηςτουtroloxσυγκέντρωσης6,2mΜ
διαλύματαμεσυγκεντρώσεις3,6,12,5,25,37και50nmoltrolox.

Διάγραμμα1:ΠρότυπηΚαμπύληΑναφοράςΔοκιμασίαςABTS
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Κεφάλαιο8:ΑποτελέσματαΠειραμάτων

8.1ΜέθοδοςABTS

Ο προσδιορισμόςτηςαντιοξειδωτικήςδράσηςτωνδειγμάτωνποικιλίαςVigna

unguiculataέγινεμετηνμέθοδοτουABTS..Ηέκφρασητωναποτελεσμάτωνέγινε

μεβάσημίαπρότυπηςκαμπύληαναφοράςTroloxβάσειτηςοποίαςυπολογίστηκαν

ταισοδύναμαnmolTrolox/mgαρχικούδείγματος.

Πίνακας1:%ΑπορρόφησηnmolTrolox

Διάγραμμα2:ΠρότυπηκαμπύληαναφοράςTroloxABTS

%Εκκαθάριση nmoltrolox

22,682 7,750

28,959 11,625

37,090 15,500

46,220 19,375

62,340 27,125
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8.2ΠροσδιορισμόςΑντιοξειδωτικήςΔράσηςΔειγμάτων

Με βάση την παραπάνω πρότυπη καμπύλη αναφοράς υπολογίστηκε η

αντιοξειδωτικήδράσητωνδειγμάτωνκαιεκφράστηκεωςισοδύναμηποσότητα

Trolox.ΤοTroloxείναισυνθετικόυδατοδιαλυτόανάλογοτηςβιταμίνηςΕτοοποίο

παρουσιάζειαντιοξειδωτικήδράσηκαιεπομένωςμπορείναχρησιμοποιηθείγια

τον προσδιορισμό ισοδύναμης αντιοξειδωτικής δράσης άλλων ουσιών..

Παρακάτω παρουσιάζονταιτααποτελέσματατηςισοδύναμηςαντιοξειδωτικής

δράσηςωςTroloxγιαταωμάδείγματατωνφασολιών:

Κωδικός
Ονομασία

Δείγματος
Αντιοξειδωτική

δράση(nmolTrolox)1
μLδείγαμτος

1 AUAANDRO098 13,08±0,55 10

2 KYMI 12,93±1,36 50

3 AUALIMNOS133 13,85±1,34 50

4 ARTA1 15,88±0,74 50

5 KYTHIRA1 17,95±1,62 50

6 AUAANDRO148 17,10±1,54 50

7 AUAANDRO117 18,54±0,46 10

8 AUAANDRO116 14,78±1,65 50

9 ATSIKILIMNOS 11,34±1,14 50

10 SAMOS 18,72±2,63 10

11 A(Λήμνος) 16,58±1,33 50

12 B(Λήμνος) 20,07±1,52 50
1:Τααποτελέσματαεκφράζονταιωςμέσητιμή±τυπικήαπόκλισητριώνανεξάρτητων

μετρήσεων

Πίνακας2:Ισοδύναμηαντιοξειδωτικήδράσηεκχυλισμάτωναπόδείγματα

φασολιώνποικιλίαςvignaunguiculata
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Διάγραμμα3:ΙσοδύναμηΑντιοξειδωτικήΔράσηωςTroloxωμώνδειγμάτων

φασολιών

1:Τααποτελέσματαεκφράζονταιωςμέσητιμή±τυπικήαπόκλισητριώνανεξάρτητων

μετρήσεων

Πίνακας3:Αντιοξειδωτικήδράσηεκχυλισμάτωναπόδείγματαφασολιοών

ποικιλίαςvignaunguiculata

Κωδικός
Ονομασία

Δείγματος
Αντιοξειδωτικήδράση

(nmolTrolox/mg)1

1 AUAANDRO098 26,15±1,10

2 KYMI 25,86±2,72

3 AUALIMNOS133 27,71±2,68

4 ARTA1 31,75±1,48

5 KYTHIRA1 35,90±3,24

6 AUAANDRO148 34,19±3,07

7 AUAANDRO117 37,07±0,92

8 AUAANDRO116 29,56±3,30

9 ATSIKILIMNOS 22,69±2,29

10 SAMOS 37,45±5,26

11 A(Λήμνος) 33,17±2,66

12 B(Λήμνος) 40,14±3,04
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ΒάσειτουΔιαγράμματος3καιτουΠίνακα2,υπολογίστηκεοπαραπάνω πίνακας

που καταγράφειτα αποτελέσματα της αντιοξειδωτικής δράσης των ωμών

δειγμάτωντωνφασολιών,μετρημένοωςnmolTrolox/mgαρχικούδείγματος.

Ακολουθείκαιτοδιάγραμμααναπαράστασηςτωναποτελεσμάτωναυτών.

Διάγραμμα4:ΑντιοξειδωτικήΔράσηABTSωμώνδειγμάτωνφασολιών
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8.3ΠροσδιορισμόςΑντιοξειδωτικήςΔράσηςΑBTSΒρασμένων

Δειγμάτων

Παράλληλαμεταωμάδείγματαμετρήθηκανκαιταβρασμέναδείγματατωνίδιων

δειγμάτωνκαιπροσδιορίστηκεκαισεαυτάηαντιοξειδωτικήτουςδράσημετον

ίδιο τρόπο όπωςστα ωμά δείγματα.ΑκολουθείυπολογισμόςτηςΙσοδύναμης

αντιοξειδωτικής δράσης τωνβρασμένωνδειγμάτωνως Trolox καθώς καιο

προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής δράσης των βρασμένων δειγμάτων

μετρημένασεnmolTrolox/mgαρχικούδείγματος.

Κωδικός
Ονομασία

Δείγματος
Αντιοξειδωτικήδράση

(nmolTrolox)1
μLδείγματος

1Β AUAANDRO098 28,38±2,03 150

2Β KYMI 14,76±1,49 150

3Β AUALIMNOS133 15,77±1,57 150

4Β ARTA1 14,76±1,19 150

5Β KYTHIRA1 17,49±1,47 150

6Β AUAANDRO148 14,92±1,56 150

7Β AUAANDRO117 27,21±1,66 150

8Β AUAANDRO116 15,61±1,47 150

9Β ATSIKILIMNOS 28,53±1,63 150

10Β SAMOS 28,08±1,81 150

11Β A(Λήμνος) 16,43±1,51 150

12Β B(Λήμνος) 35,78±1,48 150
1:Τααποτελέσματαεκφράζονταιωςμέσητιμή±τυπικήαπόκλισητριώνανεξάρτητων

μετρήσεων

Πίνακας4:Ισοδύναμηαντιοξειδωτικήδράσηεκχυλισμάτωναπόδείγματα

φασολιώνποικιλίαςvignaunguiculataμετάαπόβρασμό
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Διάγραμμα5::ΙσοδύναμηΑντιοξειδωτικήΔράσηωςTroloxβρασμένωνδειγμάτων

φασολιών

Πίνακας5:Αντιοξειδωτικήδράσηεκχυλισμάτωναπόδείγματαφασολιών

ποικιλίαςvignaunguiculataμετάαπόβρασμό

ΚωδικόςΟνομασίαΔείγματος

Αντιοξειδωτικήδράση

(nmolTrolox/mg)1

1Β AUAANDRO098 56,77±4,05

2Β KYMI 29,53±2,98

3Β AUALIMNOS133 31,54±3,14

4Β ARTA1 29,53±2,38

5Β KYTHIRA1 34,98±2,95

6Β AUAANDRO148 29,85±3,12

7Β AUAANDRO117 54,41±3,31

8Β AUAANDRO116 31,22±2,93

9Β ATSIKILIMNOS 57,06±3,26

10Β SAMOS 56,16±3,62

11Β A(Λήμνος) 32,86±3,01

12Β B(Λήμνος) 71,57±2,95
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Διάγραμμα6:ΑντιοξειδωτικήΔράσηABTSβρασμένωνδειγμάτωνφασολιών
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Κεφάλαιο9:ΣυμπεράσματακαιΣυζήτηση

Ηαντιοξειδωτικήδράσητωντροφώνείναιωφέλιμηγιατηνυγείατουανθρώπου

καθώς οι αντιοξειδωτικές ενώσεις δεσμεύουν τις ελεύθερες ρίζες του

οργανισμούκαιαποτρέπουντηνοξείδωσητουςπουκαταλήγειστηνεμφάνιση

σοβαρώνασθενειών.Οιαντιοξειδωτικέςαυτέςουσίεςβρίσκονταικατάκύριο

λόγο στα τρόφιμα φυτικής προέλευσης καιαποτελούνταιαπό βιταμίνες,και

φαινολικέςενώσεις.Πληθώραφαινολικώνενώσεωνδιαθέτουνκαιταφασόλια

τηςποικιλίας Vignaunguiculata.ΣτοπειραματικόκομμάτιαυτήςτηςΠτυχιακής

Μελέτης μελετήθηκε η αντιοξειδωτική δράση των φαινολικών ενώσεων

εκχυλισμάτωνφασολιώντηςποικιλίαςVignaunguiculataμετηνμέθοδοτουABTS.

Μελετήθηκαν12διαφορετικέςυποποικιλίεςτουσυγκεκριμένουείδουςφασολιού

με κωδικούς:AUAANDRO 098, KYMI, AUALIMNOS133, ARTA1, KYTHIRA1,

AUAANDRO 148,AUAANDRO 117,AUAANDRO 116,ATSIKILIMNOS,SAMOS,A

(Λήμνος)καιB(Λήμνος).Ταδείγματααυτάπροετοιμάστηκανγιαναμετρηθούνμε

τηνμέθοδοτουABTSκαιδίχωςθερμικήεπεξεργασίααλλάκαιέπειτααπόβρασμό.

Αφούμετηνμέθοδοαυτήπροσδιορίστηκεηαντιοξειδωτικήδράσηκαιτων24

δειγμάτων,συγκρίνεταιη αντιοξειδωτική δράση δείγματος πρινκαιμετά το

βρασμόόπωςφαίνεταιστονπαρακάτωσυγκριτικόδιάγραμμα.
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Διάγραμμα7:ΑντιοξειδωτικήΔράσηABTSωμώνκαιβρασμένωνδειγμάτων

φασολιών

ΣτηνμέθοδοτουABTSτοριζικόκατιόνABTSανάγεταιαπόταφαινολικάτωνυπό

μελέτη εκχυλισμάτων.Στονπαραπάνω πίνακα συμπεραίνεταιπωςσεόλα τα

δείγματα,ταβρασμέναδείγματαεμφανίζουντηνμικρότερηαντιοξειδωτικήδράση

απόταωμά.Ταδείγματα:AUAANDRO098(1),AUAANDRO117(7)καιτοSAMOS

(10) εμφανίζουν την μεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση καθώς και την

μεγαλύτερη διαφορά σεσύγκριση μετα βρασμένα τουςαφούχρειάστηκενα

μειωθούνταμLπουχρησιμοποιήθηκανστηνμέθοδοABTSγιαναμπορούννα

φωτομετρηθούν. Στα δείγματα του ασπρομύτικου φασολιού της Λήμνου

παρουσιάζεταιεπίσηςυψηλήαντιοξειδωτικήδράσηηοποίαμείωνεται μετην

θερμικήεπεξεργασίατουφασολιούωστόσοηδιαφοράαυτήστοδείγμαATSIKI

LIMNOS(9)είναιαμελητέα.Έμμεσασυμπεραίνεταιπωςσεγενικέςγραμμέςμετο

βράσιμο των φασολιών μειώνεταιη αντιοξειδωτική τους δράση το οποίο

πιθανολογείταιπωςοφείλεταιστηναλλαγήτηςδομήςτωνφαινολικώνενώσεων

τουφασολιούεάνυποστείθερμικήεπεξεργασία.
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