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SUMMARY  

 

The beneficial health effects of grape berries (Vitis vinifera L.) are well 

established through various epidemiological, clinical and in vitro studies. These 

activities have been attributed to the presence of polyphenols, a class of widespread 

metabolites. Objective of this study was the assay of polypenolic content in different 

grape parts and products of the Greek grapevine production. For this purpose an 

optimized ultrasound extraction procedure was developed using liquid solvents. 

Interest of our research was focused on the following issues: 

1) Qualitative and quantitative determination of the polyphenolic profile of the most 

important Greek grape varieties.  

2) Determination of grape skin and seeds polyphenolic content. 

3)  Qualitative and quantitative determination of the polyphenolic profile of varietal 

Greek wines. 

4)  Qualitative and quantitative determination of the polyphenolic content of 

vinification by-products. 

5) Evaluation of the antimicrobial activity of extracts from grape berries and 

vinification by-products. 

6) Evaluation of the antioxidant activity of Greek wines and extracts from grape parts 

and vinification by-products. 

The polyphenolic composition of each extract was characterized by HPLC-DAD. 

Reference compounds were used for the quantification of the major polyphenolic 

substances. The total polyphenolic content (TPC) was determined photometrically 

using the Folin-Ciocalteu method.  

The antimicrobial activity of selected extracts was evaluated using a) plate counts and  

b) conductance measurements. 

All samples were evaluated for their free radical scavenging abilities against the stable 

2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl radical (DPPH.), for “ferric reducing antioxidant 

power” (FRAP), for their ability to inhibit CuSO4- induced LDL oxidation and total 



polyphenolic content (TPC). All of the above methods were modified to be used in 

96-well plates. 

Furthermore other aspects which were examined were the following: � Correlation of grape variety with the polyphenolic content of grape berries. � Seasonal variation of grape berries, skins and seeds polyphenolic content. � Yearly variation of  grape berries, skins and seeds polyphenolic content. � Correlation of geographical place of a certain grape variety with the polyphenolic 

content. � Qualitative and quantitative determination of wall-bound phenolic acids. � Differences between white and red wines concerning their polyphenolic profile. � Influence of fining procedures in the polyphenolic content of red and white table 

wines. � Study of the polyphenolic content of sweet wines. � Correlation of antioxidant activity with the polyphenolic content of wines and 

extracts. � Correlation between different antioxidant methods. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Άµπελος η οινοφόρος (Vitis Vinifera L. ) 

1.1.1 Συστηµατική κατάταξη Η Άµπελος η οινοφόρος (Vitis Vinifera 

L.), ανήκει στο γένος Vitis  και αποτελεί ένα από τα έντεκα γένη της οικογένειας Vitaceae, η οποία µαζί µε τις οικογένειες Leeaceae και 
Rhamnaceae συνιστούν την τάξη των 
Rhamnales1.  Στο γένος Vitis υπάγονται τα παρακάτω δύο υπογένη:  

1) Euvitis (το κοινό σταφύλι), µε κύριο εκπρόσωπο το είδος Vitis Vinifera και διάφορα ασιατικά ή αµερικανικά είδη, µε χαρακτηριστικόερα τα V. Berlandiery, V. 

Riparia και V. Rupestris. 

2) Muscadinia, που περιλαµβάνει κυρίως είδη της Β. Αµερικής και έχουν ως κύριο χαρακτηριστικό τους την αντοχή στις προσβολές της φυλλοξήρας, των νηµατωδών και στον ιό του µολυσµατικού εκφυλισµού3.  

 Ειδικότερα, στο γένος Vitis περιλαµβάνονται περισσότερα από 60 αναγνωρισµένα είδη που συναντώνται κατά κύριο λόγο στην εύκρατη ζώνη του Βορείου Ηµισφαιρίου. Πρέπει δε να σηµειωθεί ότι η παγκόσµια παραγωγή οίνου στηρίζεται σχεδόν αποκλειστικά στο είδος αυτό (V. Vinifera L., Εικόνα 1.1) το οποίο ορίζεται γενικά ως το Ευρωπαϊκό σταφύλι και αποτελεί γηγενές είδος περιοχών όπως η Μικρά Ασία, η Μαύρη και η Κασπία θάλασσα. Το είδος V. Vinifera διακρίνεται περαιτέρω στα υποείδη V. Vinifera silvestris (άγριο αµπέλι) και V. Vinifera sativa 

(όλες οι καλλιεργούµενες ποικιλίες). Θα πρέπει όµως να τονιστεί ότι το δεύτερο υποείδος αποτελεί µετεξέλιξη του πρώτου.   Στον  Πίνακα 1.1 παρουσιάζεται η συστηµατική κατάταξη του είδους V. 

Vinifera. 

Εικόνα 1.1 Μέρη του φυτού Vitis 

Vinifera2 
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 Πίνακας 1.1 Συστηµατική κατάταξη του φυτού V. Vinifera. L2 . Βασίλειο (Kingdom):  Plantae Φύλο (Division): Magnoliophyta Κλάση (Class): Magnoliopsida Τάξη (Order): Vitales Οικογένεια (Family): Vitaceae Γένος (Genus): Vitis Είδος (Species): V. Vinifera ∆ιώνυµο όνοµα (Σύµφωνα µε το Λινναίο): Vitis Vinifera L.  Όνοµα φυτού σύµφωνα µε τον Θεόφραστο:  Άµπελος Κοινή ονοµασία  Αµπέλι 
 

1.2 Μορφολογία του φυτού V.Vinifera. L Η άµπελος είναι φυτό θαµνώδες και αναρριχώµενο, µε κορµό και βραχίονες που αποτελούν το κυρίως φυτό και λεπτές−κυλινδρικές διακλαδώσεις (τις κληµατίδες) που είναι οι βλαστοί του τελευταίου έτους. Οι κληµατίδες διαιρούνται κατά το µήκος τους σε κόµβους ή γόνατα, από τα οποία φύονται τα φύλλα, τα µάτια, οι έλικες και οι ταξιανθίες. 
 

1.2.1 Ριζικό σύστηµα  Μέσα στη γη −µε ανάλογη προς το υπέργειο σύστηµα ανάπτυξη− σχηµατίζεται και το ριζικό σύστηµα του φυτού. Στην περίπτωση πολλαπλασιασµού µε µοσχεύµατα ή καταβολάδες, οι ρίζες αναπτύσσονται συνήθως από τους κόµβους και διακλαδίζονται για να σχηµατίσουν τελικά πάνω στις διακλαδώσεις τα λεπτότατα απορροφητικά ριζίδια. Τα τελευταία αναπτύσσονται κατά χιλιάδες σε κάθε φυτό κατά τη διάρκεια µιας βλαστικής περιόδου. Το µεγαλύτερο µέρος των ριζών βρίσκεται σε βάθη 30-150 cm, ανάλογα µε τη σύσταση του εδάφους και τη γεωτροπική γωνία των κυρίων ριζών. Τα υποκείµενα µε µικρή γεωτροπική γωνία είναι περισσότερο ανθεκτικά στην ξηρασία, αφού οι ρίζες τους αναπτύσσονται σε βαθύτερα στρώµατα.  
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Η ταχύτητα ανάπτυξης του ριζικού συστήµατος εξαρτάται αφενός από το είδος του αµπελιού και αφετέρου από τις εδαφοκλιµατολογικές συνθήκες. Η πλήρης ανάπτυξή του συνήθως ολοκληρώνεται σε 6−8 χρόνια µετά την εγκατάσταση του αµπελιού3 . 

 

1.2.2 Φύλλα Τα φύλλα −όπως και οι καρποί− εµφανίζονται στους κόµβους των κληµατίδων και είναι εναλλασσόµενα έµµισχα και παλαµοσχιδή, είτε τρίλοβα ή πεντάλοβα. Η επιδερµίδα της πάνω  επιφάνειάς τους είναι σχετικά λεία και στερείται στοµατίων, ενώ η κάτω επιφάνεια είναι συνήθως χνοώδης. Το µεταξύ των δύο επιδερµίδων παρέγχυµα αποτελείται από κύτταρα πλούσια σε χλωροπλάστες µε µεγάλες ποσότητες χλωροφύλλης. Είναι όµως χαρακτηριστικό ότι η σχετική αναλογία φύλλων−καρπών διαφέρει ανάλογα µε την ποικιλία4. 

 

1.2.3 Κλάδεµα Οι µέθοδοι στήριξης και κλαδέµατος καθορίζουν σε µεγάλο βαθµό την ποσότητα και την ποιότητα της παραγόµενης σοδειάς5. Τα βασικά συστήµατα στήριξης είναι σχεδιασµένα έτσι ώστε να επιτυγχάνεται το καλύτερο δυνατό σχήµα για ένα δεδοµένο κλήµα σε συγκεκριµένες κλιµατολογικές και περιβαλλοντικές συνθήκες. Για παράδειγµα, εάν υπάρχει ο κίνδυνος παγωνιάς τα κλήµατα συνήθως στήνονται ψηλά. Αντίθετα, όταν για να ωριµάσουν οι καρποί είναι επιθυµητή η ζέστη που αναδύεται από το χώµα, τα κλήµατα τοποθετούνται χαµηλά. Το κλάδεµα βοηθάει στην επίτευξη ισορροπίας µεταξύ απόδοσης της σοδειάς και της ανάπτυξης του αµπελιού. 

 

1.2.4 Άνθη Τα άνθη είναι συγκεντρωµένα σε βοτριώδεις ταξιανθίες που εµφανίζονται στους κόµβους των καρποφόρων κληµατίδων και συγκεκριµένα από τον 3� έως τον 
6��κόµβο. Βρίσκονται δε ακριβώς απέναντι από τα φύλλα όπως και οι έλικες −τα όργανα βοηθούν στη στερέωση των κληµατίδων πάνω σε στηρίγµατα κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του φυτού. 
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1.2.5 Καρποί Τα µικρά πρασινωπά άνθη του αµπελιού είναι συνήθως αρρενοθήλεα γόνιµα. Μετά τη γονιµοποίησή τους σχηµατίζονται οι ράγες των σταφυλιών σε διάφορα σχήµατα και µεγέθη, κυρίως ανάλογα µε την ποικιλία3. Στην Εικόνα 1.2 απεικονίζονται σχηµατικά τα µέρη µιας τυπικής ράγας σταφυλιού, δείχνοντας παράλληλα τις πηγές των διαφόρων −σηµαντικών για την οινοποιία− µερών της.  
 

 Η ράγα του σταφυλιού είναι στην πραγµατικότητα ένα ανεξάρτητο βιοχηµικό εργοστάσιο, αφού εκτός των πρωτογενών µεταβολιτών που είναι αναγκαίοι για την επιβίωση του φυτού (νερό, σάκχαρα, αµινοξέα), έχει την ικανότητα να βιοσυνθέτει ένα πλήθος επιπλέον συστατικών, τα οποία συµβάλουν στη γεύση και το άρωµα του 
Εικόνα 1.2  Μέρη ράγας κατά το στάδιο της ωρίµανσης6. 
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παραγόµενου οίνου. Στην οινοποίηση σηµαντικό ρόλο παίζουν οι παρακάτω ιστοί των ραγών των σταφυλιών: α) σάρκα, β) φλοιός και γ) γίγαρτα. Η σύσταση −σε φυτοχηµικά− των παραπάνω ιστών είναι τελείως διαφορετική, µε αποτέλεσµα έκαστος να επηρεάζει σε διαφορετικό βαθµό τα χαρακτηριστικά και τη σύσταση του τελικά παραγόµενου προϊόντος (οίνος). Είναι δε χαρακτηριστικό ότι το µέγεθος της ράγας επηρεάζει άµεσα τη σύσταση του οίνου. Έτσι, τα σταφύλια µε µικρότερες ράγες δίνουν οίνους µε µεγαλύτερη συµµετοχή των συστατικών του φλοιού και των γιγάρτων. Ένας άλλος παράγοντας που επηρεάζει τη σύσταση  του οίνου είναι ο αριθµός των γίγαρτων ανά ράγα. Ως ‘τέλειος’ αριθµός θεωρούνται τα τέσσερα γίγαρτα ανά ράγα, στην πράξη όµως ο αριθµός αυτός κυµαίνεται από 1 έως 4.  

 

1.2.6 Εδαφικές και κλιµατικές συνθήκες Η άµπελος (Vitis Vinifera L.), ανήκει στα είδη που ευδοκιµούν στην εύκρατη ζώνη και δεν µπορεί να αντέξει το δριµύ ψύχος του χειµώνα. Η καλύτερη δυνατή ανάπτυξη του φυτού επιτυγχάνεται σε περιοχές µε µακρύ και αρκετά ζεστό καλοκαίρι και δροσερό χειµώνα. Συνεπώς είναι γενικά αποδεκτό ότι οι καλύτερες περιοχές για την αµπελουργία βρίσκονται µεταξύ των γεωγραφικών πλατών 30�� και 50� στο Βορρά  και 30� και 20� στο Νότο. Αυτά, εµπίπτουν στις ισόθερµες των 10� C και  
20� C που αντιστοιχούν µε τις θερµές εύκρατες ζώνες 7. (Εικόνα 1.3).  Η ανάπτυξη της αµπελουργίας σε περιοχές κοντά στον ισηµερινό −επαρχίες της Βολιβίας και της Τανζανίας− οφείλεται κυρίως στο µεγάλο υψόµετρο που συνεπάγεται περισσότερο δροσερό κλίµα, ενώ η αµπελοκαλλιέργεια σε τροπικές περιοχές οδηγεί στην ανάπτυξη αειθαλών αµπέλων −χωρίς λανθάνουσα περίοδο− µε  πολύ µικρές σοδειές και χαµηλή ποιότητα σταφυλιών4. Όµως η αµπελοκαλλιέργεια κυρίως ανθεί σε Μεσογειακά κλίµατα, που χαρακτηρίζονται από ζεστά ξηρά καλοκαίρια και ήπιους υγρούς χειµώνες. Άλλωστε, η λεκάνη της Μεσογείου αποτελεί µια από τις κυριότερες σταφυλοπαραγωγικές περιοχές στον κόσµο. Παρόµοια κλίµατα βρίσκονται στα παράλια της Ν. Αφρικής, τη Ν. Αυστραλία , την Καλιφόρνια και τη Χιλή.  Όσον αφορά την Ελλάδα, η συνολική έκταση των αµπελοκαλλιεργειών προσεγγίζει τα 190.000 εκτάρια (1 εκτάριο = 10 στρέµµατα) παράγοντας περίπου έξι εκατοµµύρια εκατόλιτρα οίνου. Στον Πίνακα 1.2 παρουσιάζονται η ανά  
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περιφέρεια έκταση, παραγωγή και τα καλλιεργούµενα υποείδη αµπέλου που αντιστοιχούν στις περιφέρειες της ελληνικής επικράτειας. 
 Πίνακας 1.2 Στατιστικά στοιχεία της καλλιέργειας αµπέλου και της οινοποιητικής παραγωγής στην Ελλάδα 9. Περιφέρεια 

Αµπελουργική Έκταση Σε Εκτάρια (ha) 

Παραγωγή Οίνων Σε Εκατόλιτρα 

(hL) 

Κύριες Καλλιεργούµενες Ποικιλίες Πελοπόννησος 60.419 1.525.590 

Αγιωργίτικο, Κορινθιακή (σταφίδα), Μοσχάτο λευκό,  Μοσχοφίλερο, Ρεφόσκο, Ροδίτης,  Σουλτανίνα 

(σταφίδα) Κρήτη 50.581 959.480 
Βηλάνα, Κοτσιφάλι, Λιάτικο,  Μαντηλαριά, Ρωµέϊκο Στερεά Ελλάδα & Εύβοια 

28.849 1.988.790 Σαββατιανό Μακεδονία & Θράκη 15.500 514.760 

Ασύρτικο, Αθήρι, Ροδίτης,  Ληµνιό, Ξινόµαυρο, Νεγκόσκα,  Cabernet 

Sauvignon,  Cabernet Franc Θεσσαλία 8.696 423.910 

Κρασάτο, Μαύρο Μεσενικόλα, Μοσχάτο Αµβούργου,  Μπατίκι,  Ξινόµαυρο, Σταυρωτό Νησιά Ιονίου  Πελάγους 8.716 215.840 
Βερτζαµί, Μαυροδάφνη, Μοσχάτο λευκό,  Ροµπόλλα Νησιά Αιγαίου Πελάγους 9.131 151.300 

Αϊδάνι, Ασύρτικο,  Λιµνιό, Μαντηλαριά,  Μονεµβασία,  Μοσχάτο Αλεξανδρείας ∆ωδεκάνησα 3.438 128.850 Αθήρι, Μαντηλαριά, Μοσχάτο λευκό Ήπειρος 1.022 30.620 Ντεµπίνα, Cabernet Sauvignon Σύνολο Ελλάδος 186.352 5.939.140  
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1.2.7 Ανάπτυξη και ωρίµανση των καρπών Η άµπελος έχει ένα ιδιαίτερα ξεχωριστό ετήσιο κύκλο, παραµένοντας σε λανθάνουσα κατάσταση έως ότου η µέση ηµερήσια θερµοκρασία ξεπεράσει τους 10 �C. Την άνοιξη, µε την αύξηση της θερµοκρασίας οι βλαστοί µεγαλώνουν µε ταχείς ρυθµούς, σε ένα διάστηµα περίπου οκτώ εβδοµάδων. Στο τέλος της φάσης αυτής επέρχεται η άνθηση, όταν πλέον η µέση τιµή της θερµοκρασίας προσεγγίσει τους 20 �C. Στη συνέχεια ακολουθεί η  γονιµοποίηση, µε αποτέλεσµα να σχηµατιστούν µε ταχύ ρυθµό οι καρποί (καρπόδεση) ενώ ακολουθεί το στάδιο της ωρίµανσης 
(γυάλισµα). Τέλος, επιταχύνεται και πάλι η ανάπτυξη του καρπού µε αποτέλεσµα να αυξηθούν τα επίπεδα των σακχάρων και να µειωθεί η οξύτητα, ενώ διαµορφώνεται και το χρώµα των ερυθρών ποικιλιών. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η περίοδος ωρίµανσης των σταφυλιών εξαρτάται κυρίως από την ποικιλία του αµπελιού και τον αριθµό των ηµερών κατά την εποχή της ανάπτυξης που η µέση θερµοκρασία ξεπερνά τους 10 �C. 4 Κατά τη διάρκεια του χειµώνα το κλήµα παραµένει σε λανθάνουσα κατάσταση και προστατεύεται από την παγωνιά µε τα συσσωρευµένα σάκχαρα που υπάρχουν στο φυτό. Το κλήµα όταν βρίσκεται σε λανθάνουσα κατάσταση µπορεί να αντέξει µέχρι και −18 �C για σύντοµα διαστήµατα, όµως την άνοιξη είναι πολύ πιο ευάλωτο και θερµοκρασίες των −2 �C µπορούν να νεκρώσουν τα νέα φύλλα και να βλάψουν τα άνθη. Όµως είναι γενικά αποδεκτό ότι τα σταφύλια ωριµάζουν κατά 

Εικόνα 1.3 Περιοχές της εύκρατης ζώνης όπου έχει εξαπλωθεί η αµπελοκαλλιέργεια.8 
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µέσο όρο και είναι έτοιµα για συγκοµιδή, περίπου εκατό ηµέρες µετά την ανθοφορία τους, αν και σε µεγάλο βαθµό το διάστηµα αυτό καθορίζεται από την αναλογία σακχάρων και οξύτητας που χρειάζεται ένας συγκεκριµένος οίνος. Στο ∆ιάγραµµα 

1.1 απεικονίζονται τα διάφορα στάδια ανάπτυξης του σταφυλιού. 

 Όταν πλέον τα σταφύλια έχουν ωριµάσει, το βάρος των φρέσκων ραγών κατανέµεται στους επιµέρους ιστούς τους ως εξής: σάρκα 74,88%, φλοιός 13,8%, γίγαρτα 13,4% (1).  

 

1.2.8 Χηµική σύσταση σταφυλιών και οίνων Η επιστηµονική γνώση για τη χηµική σύσταση των σταφυλιών και του οίνου έχει προχωρήσει θεαµατικά τις τελευταίες δεκαετίες, γεγονός που οφείλεται στην µεγάλη ανάπτυξη ποικίλων αναλυτικών χρωµατογραφικών και φασµατοσκοπικών τεχνικών, όπως η Υγρή και Αέρια χρωµατογραφία (HPLC, GC), η φασµατοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού (NMR), η φασµατοσκοπία Υπερύθρου (FT-

IR), καθώς και ο συνδυασµός ορισµένων από αυτές µε τη φασµατοµετρία µαζών 
(MS), όπως η Υγρή χρωµατογραφία (HPLC- MS) και  η Αέρια χρωµατογραφία (GC- 

MS). 10 

 

∆ιάγραµµα 1.1 Στάδια ανάπτυξης των σταφυλιών από την καρπόδεση µέχρι την ωρίµανση 3. 
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1.2.9 Ράγες Η χηµική σύσταση των ραγών στο στάδιο της ωρίµανσης και κατ΄επέκταση της οινοποίησης είναι αυτή που κατά κύριο λόγο καθορίζει την ποιότητα του παραγόµενου οίνου, µε αποτέλεσµα να ενδιαφέρει άµεσα την επιστήµη της οινολογίας. Στον Πίνακα 1.3 παρουσιάζεται η τυπική χηµική σύσταση των ραγών 

(κατά το στάδιο στης συγκοµιδής) και του αντίστοιχου µούστου. 

 Πίνακας 1.3 Χηµική σύσταση ως % ποσοστό επί του βάρους των ραγών και του µούστου. 1   Συστατικά Ράγες Μούστος Νερό 74 76 Ανόργανα άλατα 0,5 0,4 Υδατάνθρακες 24 23 Αλκοόλες 0 0 Οξέα 0,6 0,7 Φαινολικά συστατικά 0,2 0,01 Νιτρικές ουσίες 0,2 0,1 Λιπίδια 0,2 0,01 Τερπενοειδή 0,02 0,01 Άλλες πτητικές ουσίες 0,01 0,01 ∆ιάφορες άλλες ουσίες π.χ. βιταµίνες 0,1 0,01 Σύνολο 100 100 

 

 Όσον αφορά την κατανοµή των παραπάνω ουσιών στα διάφορα µέρη του σταφυλιού (κατά τη φάση της ωρίµανσης) είναι ως κατωτέρω:  α) Σάρκα  αποτελείται κατά 70-80% από νερό, σάκχαρα, οξέα και πηκτίνες. Τα κυριότερα από τα σάκχαρα που εµπεριέχονται είναι η γλυκόζη και η φρουκτόζη, που αποτελούν το υπόστρωµα για την παραγωγή της αιθανόλης κατά τη διαδικασία της ζύµωσης. Τέλος, συµµετέχουν κατά κάποιο βαθµό και στο άρωµα του τελικού προϊόντος. Στο στάδιο της ωρίµανσης, το περιεχόµενο σε σάκχαρα των ραγών της V. 

Vinifera συνήθως φτάνει τα 22-24� Brix (1� Brix = 1 % w/v). Οι πηκτίνες είναι 
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παράγωγα του πολυγαλακτουρονικού οξέος, το οποίο ευθύνεται για την υφή του καρπού, ανέρχονται στο 0,02�0,6% του βάρους µιας ώριµης ράγας, ενώ τα κυριότερα οξέα που εµπεριέχονται είναι το τρυγικό και το µηλικό οξύ και σε πολύ µικρότερο ποσοστό κιτρικό, οξαλικό και φωσφορικό οξύ. β) Φλοιός αντιστοιχεί περίπου στο 5−12% του συνολικού βάρους µιας ώριµης ράγας, περιέχοντας αφενός τις χρωστικές και αφετέρου ένα σηµαντικό ποσοστό των ταννινών που τελικά ανιχνεύονται στους οίνους.  γ) Γίγαρτα αντιπροσωπεύουν λιγότερο από το 10% του βάρους της ράγας και αποτελούνται από πικρίζουσες  ταννίνες, έλαια και ρητινώδη υλικά που σε γενικές γραµµές είναι ανεπιθύµητα σε ένα οίνο 4. 

 

1.2.10  Χηµική σύσταση Οίνου 

H χηµική σύσταση του οίνου εξαρτάται κυρίως από: α) Το είδος των σταφυλιών που χρησιµοποιούνται για την οινοποίηση β) Την τεχνική της οινοποίησης  γ) Τη δράση των µικροοργανισµών κατά τη διάρκεια της αλκοολικής ζύµωσης. 
 Στον οίνο εµπεριέχονται περισσότερες από 500 ουσίες, η συγκέντρωση των οποίων κυµαίνεται από 10-1�10-6 mg/L. Στον Πίνακα 1.4 παρουσιάζεται η κατά µέσο όρο  η χηµική σύσταση λευκών και ερυθρών (επιτραπέζιων και επιδόρπιων) οίνων. Αναλυτικότερα, τα σάκχαρα που εµπεριέχονται είναι απαραίτητα για την αλκοολική ζύµωση, ενώ µεταβολίζονται και σε ανώτερες αλκοόλες, εστέρες λιπαρών οξέων και αλδεΰδες δίνοντας στον οίνο το ξεχωριστό αρωµατικό χαρακτήρα του 10.O κυρίαρχος ζυµοµύκητας της αλκοολικής ζύµωσης, ο Saccharomyces cerevisiae, λαµβάνει τη µεταβολική του ενέργεια κυρίως από τα σάκχαρα του µούστου (γλυκόζη και φρουκτόζη). Τα σάκχαρα που αποµένουν µετά τη ζύµωση είναι γενικά πεντόζες, όπως η αραβινόζη, η ραµνόζη και η ξυλόζη, των οποίων η συγκέντρωση δεν ξεπερνά τα 1,5 mg/L.  
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 Πίνακας 1.4 Εκτίµηση τυπικής χηµικής σύστασης οίνου (% βάρους) 10. 

  Επιτραπέζιοι οίνοι Επιδόρπιοι οινοι Συστατικά Λευκοί Ερυθροί Λευκοί Ερυθροί Νερό 87 87 76 74 Αιθανόλη 10 10 14 14 Άλλα πτητικά 0,04 0,04 0,05 0,05 Στερεά 2,6 2,7 10,1 12,2 Σάκχαρα 0,05 0,05 8 10 Πηκτίνες 0,3 0,3 0,25 0,25 Γλυκερόλη 1,1 1,1 0,9 0,9 Οξέα 0,7 0,6 0,5 0,05 Τύρφη 0,2 0,2 0,2 0,2 Φαινόλες 0,01 0,2 0,01 0,02 Αµινοξέα 0,25 0,25 0,2 0,2 Λίπη, Τερπενοειδή 0,01 0,02 0,01 0,02 Βιταµίνες 0,01 0,01 0,01 0,01 Σύνολο 100 100 100 100 

 

H συγκέντρωση της αιθανόλης στον οίνο κυµαίνεται µεταξύ 10−13%, εκτός των επιδόρπιων οίνων (λικέρ), στους οποίους το ποσοστό ανέρχεται σε 15% περίπου. Η παρουσία της αιθανόλης έχει κρίσιµη σηµασία για τη σταθεροποίηση, την παλαίωση και τη διαµόρφωση των οργανοληπτικών ιδιοτήτων του οίνου. Κατά την ερυθρά οινοποίηση −στην οποία ο µούστος µένει σε επαφή µε τα στέµφυλα− η παραγόµενη αλκοόλη λειτουργεί ως διαλύτης εκχύλισης των φαινολικών µορίων που υπάρχουν στα σταφύλια, ενώ παράλληλα εµποδίζει τα πτητικά συστατικά να διαφύγουν 8, 10  Τα οξέα του οίνου διαχωρίζονται σε δύο κατηγορίες, σε πτητικά και µη πτητικά. Η πρώτη κατηγορία περιλαµβάνει όλα τα οξέα που αποµακρύνονται κατά την απόσταξη, ενώ η δεύτερη τα καρβοξυλικά οξέα, όπως τρυγικό, λακτικό, οξαλικό, φουµαρικό και κιτρικό οξύ, που παραµένουν και καθορίζουν το τελικό pH του οίνου.  Μια πολύ σηµαντική οµάδα φυτοχηµικών µορίων που εµπεριέχονται στους οίνους είναι τα φαινολικά παράγωγα, η συγκέντρωση των οποίων είναι πολύ µεγαλύτερη στους ερυθρούς οίνους σε σχέση µε τους λευκούς. Το γεγονός αυτό οφείλεται αφενός στις χρωστικές ουσίες (ανθοκυάνες) που υπάρχουν στο φλοιό των 
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κόκκινων σταφυλιών και αφετέρου στη διαδικασία της ερυθράς οινοποίησης. Η τελευταία −σε αντίθεση µε τη λευκή− περιλαµβάνει την παραµονή των στερεών υπολοίπων (στεµφύλων) µέσα στη δεξαµενή της ζύµωσης, µε αποτέλεσµα να  εκχυλίζεται ένα µεγάλο ποσοστό από τα φαινολικά παράγωγα που υπάρχουν στις ράγες. Αντίστοιχα µόρια µπορούν να προέλθουν και από το φλοιό, τα γίγαρτα και τους βόστρυχους των σταφυλιών ή από το µεταβολισµό των µικροοργανισµών και παίζουν σηµαντικό ρόλο στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των ερυθρών οίνων. 
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1.3 Ιστορία και διάδοση της αµπελουργίας  και της οινοποίησης. Ο οίνος προέρχεται από την άµπελο, η οποία σύµφωνα µε τους παλαιοντολόγους έχει προϊστορία πολλών εκατοµµυρίων ετών. Ακόµα και πριν από την εποχή των παγετώνων, είναι γνωστό ότι η άµπελος ευδοκιµούσε στην πολική ζώνη, κυρίως στην Ισλανδία, στη Βόρεια Ευρώπη και τη βορειοδυτική Ασία. Όµως οι παγετώνες περιόρισαν σηµαντικά την εξάπλωσή τους και κατά κάποιο τρόπο επέβαλαν την γεωγραφική αποµόνωση πολλών ποικιλιών, µέρος των οποίων εξελίχθηκε σε διαφορετικά είδη. Στην πορεία των χρόνων, διάφοροι πληθυσµοί άγριων αµπέλων µετακινήθηκαν προς θερµότερες ζώνες, κυρίως προς την ευρύτερη περιοχή του νοτίου Καυκάσου. Στην περιοχή αυτή, µεταξύ Ευξείνου Πόντου, Κασπίας θάλασσας και Μεσοποταµίας, γεννήθηκε το είδος άµπελος η οινοφόρος 
(Vitis Vinifera L.) 11. 

 

1.4 Οίνος  Οίνος ονοµάζεται το προϊόν της αλκοολικής ζύµωσης του µούστου. H διαδικασία παρασκευής του αποτελεί µια φυσική διεργασία που λαµβάνει χώρα όταν ο χυµός των ώριµων σταφυλιών έλθει σε επαφή µε τις άγριες ζύµες που υπάρχουν στον φλοιό τους.12 Χρονολογικά, η καλλιέργεια της αµπέλου για την παρασκευή οίνου τοποθετείται µεταξύ  5.000-6.000 πΧ, στην ορεινή περιοχή µεταξύ της Μαύρης και της Κασπίας Θάλασσας. Η πλέον πιθανή θεωρία για τη δηµιουργία του 
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αναφέρει ότι ο πρώτος οίνος ανακαλύφθηκε τυχαία, όταν ο άνθρωπος ήπιε χυµό άγριων σταφυλιών που είχαν συλλεχθεί και αποθηκευθεί σε ένα δοχείο. Το περιστατικό αυτό αναφέρεται περίπου στο 10.000�8.000 πΧ και προηγήθηκε κατά πολύ της σκόπιµης καλλιέργειας του αµπελιού. Ως πιθανό  λίκνο της αµπελουργίας εντοπίζεται η περιοχή βόρεια των µεγάλων πεδιάδων του Τίγρη και του Ευφράτη, που σχηµάτιζε τον πυρήνα των αυτοκρατοριών των Σουµερίων, των Ακκάδων, των Ασσυρίων και των Βαβυλωνίων, καθώς και ανατολικά από το επίκεντρο της αυτοκρατορίας των Χετταίων, στην ιστορική Αρµενία. 4 Έως πρόσφατα οι παλαιότερες και εγκυρότερες αποδείξεις για την ύπαρξη οίνου στην ευρύτερη αυτή περιοχή, αναγόταν στην τέταρτη χιλιετία πΧ. Στο πλαίσιο αυτό, πρώτος ο R. H. Michel13 χρησιµοποίησε την υπέρυθρη φασµατοσκοπία 

(FT−IR) για να αποδείξει ότι οι ερυθρές κηλίδες σε δοχεία από την αρχαιολογική τοποθεσία Godin Teppe της δυτικής Περσίας −που ανάγονται µεταξύ 3500�2900 πΧ− περιείχαν ένα καρβοξυλικό οξύ, κατά πάσα πιθανότητα τρυγικό οξύ, το οποίο ανιχνεύεται σε µεγάλες ποσότητες µόνο στα σταφύλια. Εσχάτως, οι ρίζες της οινοποίησης τοποθετήθηκαν µακρύτερα στο χρόνο, αφού το 1996 ο McGovern14 χρησιµοποιώντας παρόµοιες τεχνικές κατάφερε να προσδιορίσει ίχνη οίνου (στο οποίο είχε προστεθεί ρετσίνι από φιστίκια) σε δοχεία που χρονολογούνται περί το 

5400�5000 πΧ, σε νεολιθική ανασκαφή στην περιοχή Chatzi Firuz Teppe της Περσίας. Οι ανακαλύψεις αυτές υποδηλώνουν ότι η οινοποίηση άρχισε κατά τη νεολιθική εποχή παράλληλα µε τις άλλες µορφές πρώιµης καλλιέργειας, όταν δηλαδή συντελέστηκε η αγροτική επανάσταση.  Αναλυτικότερα, η ιστορία της αµπελοκαλλιέργειας και της παραγωγής οίνου ανά περιοχή του αρχαίου κόσµου είναι: 
 Μεσοποταµία Στις αρχές της τρίτης χιλιετίας πΧ, µε την κυριαρχία των Σουµερίων στη νότια Μεσοποταµία, υπάρχουν σαφή στοιχεία για την καλλιέργεια αµπελώνων. Ο οίνος όµως δε φαίνεται ότι ήταν γνωστός. Πιθανότατα οι κλιµατολογικές συνθήκες ήταν ο λόγος που η αµπελουργία δε γνώρισε µεγάλη άνθηση στην περιοχή.  Με την κατάρρευση όµως της Σουµερικής αυτοκρατορίας, −στις αρχές της δεύτερης χιλιετίας− και την άνοδο των Ασσυρίων, το κέντρο της πολιτικής και οικονοµικής εξουσίας µετακινήθηκε σε βορειότερες περιοχές η οποίες ήταν 
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καταλληλότερες για την καλλιέργεια αµπελιών. Όπως αναφέρει ο κώδικας του Χαµουραµπί που χρονολογείται το 1700πΧ, ο οίνος ήταν απαραίτητος σε ορισµένες θρησκευτικές τελετουργίες και καταναλώνονταν µόνο από την άρχουσα τάξη, ενώ το ποτό των λαϊκών µαζών ήταν η µπύρα.15 Στην πρώτη χιλιετία πΧ, µε την άνοδο της νέας αυτοκρατορίας των Ασσυρίων η ισορροπία των δυνάµεων µετατοπίστηκε ακόµα βορειότερα µε αποτέλεσµα να υπάρχουν αρκετά στοιχεία που µαρτυρούν ανθίζουσα αµπελοκαλλιέργεια και οινοπαραγωγή. Είναι δε χαρακτηριστικό ότι η πόλη Νινευή −κοντά στους πρόποδες των βουνών, όπου κατά πάσα πιθανότητα εξηµερώθηκαν πρώτη φορά τα αµπέλια− έγινε ξακουστή για τους οίνους της.  
 Αίγυπτος  Σε αντιστοιχία µε τη Μεσοποταµία, το κύριο αλκοολούχο ποτό της αρχαίας Αιγύπτου ήταν η µπύρα.. Όµως, από τα τέλη της τέταρτης και τις αρχές της τρίτης χιλιετίας φαίνεται ότι ο οίνος αρχίζει να χρησιµοποιείται από τους βασιλείς και τους ιερείς.Οι αµπελώνες κατά κύριο λόγο ανήκαν στο Φαραώ, τον κλήρο και κάποιους από τους υψηλούς αξιωµατούχους. Ο τάφος του Άµωσι στις Θήβες (1450 π.Χ.) µας προσφέρει µια άριστη περιγραφή του τρυγητού της εποχής αυτής (Εικόνα 1.4). 

Εικόνα 1.4 Τοιχογραφία σε νεκρικό θάλαµο στην Αίγυπτο µε περιγραφές τρυγητού και παρασκευής οίνου  
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Παρά το γεγονός ότι η Αίγυπτος παρήγαγε δικό της οίνο έκανε και εισαγωγές µεγάλων ποσοτήτων, αφού σύµφωνα µε αναφορές Ελλήνων και Ρωµαίων συγγραφέων, οι αιγυπτιακοί οίνοι δεν ήταν καλής ποιότητας. Προφανώς η ζύµωση στο θερµό κλίµα της Αιγύπτου πραγµατοποιείτο µε µεγάλη ταχύτητα µε συνέπεια να µην ήταν δυνατή η παραγωγή οίνων καλής ποιότητας. 16 

 Συρία και Ανατολία Οι τέχνες της αµπελουργίας και της οινοποίησης ήταν επίσης διαδεδοµένες στη Συρία και την Παλαιστίνη, όπου οι περιβαλλοντοκλιµατολογικές  συνθήκες ήταν προσφορότερες για την ανάπτυξη της αµπελοκαλλιέργειας. Άλλωστε, τόσο το Ταλµούδ όσο και η Βίβλος αναφέρονται στην άµπελο και τον οίνο ως αναπόσπαστα τµήµατα του τοπίου και της καθηµερινής ζωής του εβραϊκού λαού. Στο βιβλίο της Γένεσης, η προέλευση της αµπελουργίας συµπίπτει κατά πολύ µε τις ανακαλύψεις των επιστηµόνων σε παλαιοντολογικό επίπεδο. Είναι χαρακτηριστική η αναφορά της Παλαιάς ∆ιαθήκης, ότι όταν η κιβωτός του Νώε κατέληξε στο όρος Αραράτ και στράγγισαν τα νερά του κατακλυσµού (Γένεση VIII:4), "ήρξατο Νώε άνθρωπος γεωργός γης και εφύτευσεν αµπελώνα"  (Γένεση, ΙΧ:20).  Όµως η ευρεία εξάπλωση του οίνου στην περιοχή της ανατολικής Μεσογείου οφείλεται στους Φοίνικες, ένα ναυτικό λαό που ήκµασε στις αρχές της πρώτης χιλιετίας πΧ. Με έδρα τις πόλεις του Λιβάνου Άραδο, Βύβλο, Βηρυτό, Σιδών και Τύρο (σηµαντικότερη όλων) έκαναν εκτεταµένο εµπόριο οίνων σε όλη τη λεκάνη της Μεσογείου. Η εξαγωγή Φοινικικού οίνου είχε ως κύριο αποδέκτη την Αίγυπτο, αλλά σύµφωνα µε το ∆ιόδωρο το Σικελιώτη (πρώτος αιώνας πΧ), έφτανε µέχρι τη Βόρειο Αφρική, την Αραβία, την ανατολική Αφρική και την Ισπανία. 
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Ελλάδα Συγχρόνως µε την Αίγυπτο, µια άλλη πηγή ζήτησης οίνου ήταν ο Μινωικός πολιτισµός της Κρήτης, κυρίως κατά την ύστερο−Μινωική εποχή (µετά το 

1700π.Χ), µε κύριες χώρες παραγωγής τη Συρία και την Αίγυπτο. Όµως τον 15� αιώνα πΧ η κατάκτηση της Κρήτης από τους Μυκηναίους είχε ως αποτέλεσµα την διάδοση της  αµπελουργίας στο νησί 4. Το αρχαιότερο πιεστήριο οίνου έχει βρεθεί στην τοποθεσία Βαθύπετρο, στις Αρχάνες Ηρακλείου και χρονολογείται από το 1600 πΧ (Εικόνα 1.5). Αντίστοιχα, στην κυρίως Ελλάδα η επέκταση της Μυκηναϊκής κυριαρχίας προς ανατολάς και το νότο, συνέβαλλε στην καθιέρωση της αµπελουργίας µε αποτέλεσµα η άµπελος να αποκτήσει εξέχουσα θέση −δίπλα στο σιτάρι και την ελιά− ως ένα από τα τρία βασικά προϊόντα της αγροτικής οικονοµίας στη Μεσόγειο. Οι αρχαίοι Έλληνες έπιναν τον οίνο µε διάφορους τρόπους, συνήθως όµως αναµεµιγµένο µε νερό σε αναλογίες 1:3, 1:2 ή και 2:3. Είχαν δε ειδικά σκεύη τόσο για την ανάµειξη (κρατήρες και κύαθους, δηλαδή µακριές, βαθιές κουτάλες) όσο και για τη ψύξη του πριν από την κατανάλωση (ψυκτήρες). Όµως η κύρια θερµοκρασία κατανάλωσης ήταν σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, αφού η ψύξη µε πάγο από τα βουνά ήταν µεγάλη πολυτέλεια. Η κατανάλωση ανέρωτου οίνου ("άκρατου οίνου"), θεωρείτο ως βαρβαρότητα και συνηθιζόταν µόνο από τους αρρώστους ή κατά τη διάρκεια ταξιδιών ως τονωτικό-δυναµωτικό. Στην τελευταία περίπτωση προσέθεταν και µέλι, ενώ συχνά αρωµάτιζαν τους οίνους τους µε διάφορα µυρωδικά. Η προσθήκη αψινθίου στον οίνο (παρασκευή βερµούτ) ήταν γνωστή µέθοδος που αποδίδεται στον Ιπποκράτη, αφού το βερµούτ της εποχής ονοµαζόταν ως "Ιπποκράτειος οίνος". Η προσθήκη ρητίνης (παρασκευή ρετσίνας) γινόταν σπάνια −όχι µόνο χάριν της ιδιάζουσας γεύσης− αλλά κυρίως για λόγους συντήρησης. Τέλος, προσέθεταν και άλλα µπαχαρικά, όπως π.χ. θυµάρι, µέντα, γλυκάνισο, πιπέρι ή σµύρνα.  Ο τρόπος παραγωγής του οίνου στην αρχαία Ελλάδα δε διαφέρει ουσιαστικά από τον σύγχρονο, αφού η αµπελουργία είχε φτάσει σε υψηλά επίπεδα τέχνης. 

Εικόνα 1.5 Πέτρινο πιεστήριο οίνου στον αρχαιολογικό χώρο Βαθύπετρο στο Ηρακλείο Κρήτης 
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Μάλιστα κυκλοφορούσαν ειδικά βιβλία αµπελουργία, από τα οποία διασώθηκε το βιβλίο του Θεοφράστου, από το οποίο µαθαίνουµε ότι οι Έλληνες (σε αντίθεση µε τους Ρωµαίους) συνήθως καλλιεργούσαν το αµπέλι απλωµένο στη γη, χωρίς υποστηρίγµατα −τεχνική που ακόµη και σήµερα είναι σε χρήση σε κάποιες περιοχές 
(π.χ. η κουλούρα στη Σαντορίνη). Επίσης οι Έλληνες γνώριζαν την παλαίωση του οίνου και την άφηναν να γίνει σε θαµµένα πιθάρια σφραγισµένα µε γύψο και ρετσίνι, ίσως έτσι −κατά τύχη− να ανακαλύφθηκε και η επίδραση της προσθήκης ρετσινιού. Ο οίνος στην αρχαιότητα ήταν κεντρικό αντικείµενο της οικονοµικής ζωής, των τεχνών και της θρησκείας. Το εµπόριο των ελληνικών οίνων ήταν µία από τις σηµαντικότερες οικονοµικές δραστηριότητες και απλωνόταν σε ολόκληρη τη Μεσόγειο, έως την Ιβηρική χερσόνησο και φυσικά στον Εύξεινο Πόντο. Τα οµηρικά έπη φανερώνουν την ευρύτατη χρήση του οίνου σε σπονδές και γιορτές, τόσο κατά τη Μυκηναϊκή εποχή στην οποία αναφέρονται, όσο και τον 8ο αιώνα πΧ που έζησε ο Όµηρος. Είναι όµως αξιοσηµείωτο ότι ενώ ο οίνος έχει εξέχουσα θέση στα οµηρικά έπη, σπανίως αναφέρεται ο θεός του οίνου ∆ιόνυσος, υποδηλώνοντας ότι παρότι κατά τον 8ο αιώνα πΧ η αµπελουργία και η οινοπαραγωγή ήταν γνωστές δραστηριότητες,  η λατρεία του ∆ιονύσου δεν είχε ακόµα εξαπλωθεί. Η άποψη ότι η ∆ιονυσιακή λατρεία διαδόθηκε στην Ελλάδα πολύ µετά την αµπελοκαλλιέργεια και την οινοποίηση βασίζεται το έργο του Ευριπίδη Βάκχαι. Πραγµατικά δεν είναι βέβαιο το πότε εισήχθη η νέα αυτή θρησκεία στην Ελλάδα, σύµφωνα όµως µε τον Ευριπίδη η αρχική πατρίδα του ∆ιονύσου βρισκόταν στα βουνά της Λυδίας και της Φρυγίας. Η άποψη αυτή ενισχύεται από την παραδοχή ότι η λέξη Βάκχος είναι η λυδική αντίστοιχη του ∆ιονύσου 17. Ωστόσο πιστεύεται ότι η λατρεία του ∆ιονύσου έκανε την εµφάνιση της στη Θράκη και από εκεί διαδόθηκε στη Βοιωτία και τη νησιωτική χώρα για να καταλήξει στην Αττική και την Πελοπόννησο. Αρχικά ο ∆ιόνυσος ήταν απλώς ο θεός του οίνου, δανειζόµενος όµως κάποια άλλα γνωρίσµατα από άλλους ξένους θεούς, ιδίως από τον κρητικό θεό Ζαγρέα, το θεό της Φρυγίας Σαβάζιο και της Λυδίας Βασσαρέα. Όµως η σφαίρα της  επιρροής του και η αξία του µεγάλωσαν µε αποτέλεσµα να ενσωµατωθεί τελικά στο Ολυµπιακό πάνθεον. 
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Ανάµεσα στις πρώτες γιορτές που σχετίζονταν µε το ∆ιόνυσο ήταν τα Αγρίωνα, τα οποία γιορτάζονταν αρχικά στη Βοιωτία και οι Βάκχες θυσίαζαν ένα µικρό αγόρι. Ανθρωποθυσίες λάµβαναν χώρα και στη Χίο και τη Λέρο, αργότερα όµως αντικαταστάθηκαν από τη µαστίγωση. 4  Όσον αφορά τους τύπους των οίνων της αρχαιότητας, θα πρέπει να τονιστεί ότι δεν είναι γνωστά πολλά πράγµατα για τους τύπους και το πλήθος των οίνων. Συγκεκριµένες πληροφορίες υπάρχουν για το Μαρεωτικό, που παραγόταν από αµπέλια της περιοχής που αργότερα χτίστηκε η Αλεξάνδρεια της Αιγύπτου. Ήταν λευκός, ελαφρύς, ευχάριστος και µε αρωµατικό χαρακτήρα. Άλλος γνωστός οίνος της ίδιας περιοχής ήταν ο Ταινιωτικός οίνος που ήταν ένας λευκός οίνος ελαφρά άγουρος, σχετικά στιφός, λιπαρός και αρωµατικός, θεωρείτο δε ως καλύτερος από τον προηγούµενο.  Από διάφορες πηγές έχουν απαριθµηθεί περίπου τριάντα οίνοι της αρχαίας Ελλάδας. Οι πλέον γνωστοί, που υµνήθηκαν από τους ποιητές της εποχής, είναι ο Ισµαρικός ή Μαρώνειος, ο µαύρος γλυκός οίνος που µέθυσε τον κύκλωπα Πολύφηµο και έδωσε την ελευθερία στον Οδυσσέα και τους συντρόφους του, οι  γλυκοί και µαλακοί οίνοι της Θήρας και της Κρήτης, οι λεπτότατοι οίνοι της Κύπρου και της Ρόδου, οι φαρµακευτικοί της Πισιδίας, οι µελισσόχρωµοι και γλυκείς της Φρυγίας, ο χαριέστατος εις παλαίωσιν Κερκυραϊκός, ο υπνωτικός Θάσιος, ο Κνίδιος αίµατος γεννητικός, οι ευώδεις της Λέσβου και ο ονοµαστός Αρτιούσιος της Χίου. 9  
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1.5 Ο Οίνος ως φάρµακο  Ένας από τους λόγους που το οίνος έχαιρε µεγάλης εκτίµησης στον αρχαίο κόσµο, ήταν η χρήση του για ιατρικούς σκοπούς. Σύµφωνα µε έναν αρχαίο µύθο, ο οίνος ανακαλύφθηκε τυχαία στην αυλή ενός Πέρση βασιλιά και αρχικά θεωρήθηκε ως δηλητήριο. Όταν όµως µια από τις παλλακίδες του βασιλιά θέλησε να αυτοκτονήσει πίνοντας το δηλητηριώδες αυτό υγρό, για να απαλλαγεί από τους πονοκεφάλους που τη βασάνιζαν, όχι µόνο δεν πέθανε αλλά θεραπεύτηκε. Ο ίδιος ο βασιλιάς δοκίµασε το νέο ποτό και το ανακήρυξε ως το “Βασιλικό Φάρµακο”.18 Αργότερα ανακαλύφθηκαν και άλλες ευεργετικές ιδιότητες του οίνου στην υγεία, µε αποτέλεσµα σε πολλές πρώιµες κοινωνίες, όπως  της Μεσοποταµίας και της Αιγύπτου, η κατανάλωση του οίνου θεωρείτο προνόµιο αποκλειστικά της άρχουσας τάξης και είχε αποκλειστεί από τις λαϊκές µάζες. Η αρχαιότερη γραπτή µαρτυρία για τις φαρµακευτικές χρήσεις του οίνου που έχει διασωθεί, είναι ένα Σουµερικό χειρόγραφο που χρονολογείται το 2200�2100 πΧ και συνιστά για τη θεραπεία διαφόρων ασθενειών τη χρήση οίνου σε συνδυασµό µε άλλα υλικά όπως το µέλι. 19. Αντίστοιχα, στους αιγυπτιακούς παπύρους υπάρχουν αρκετές αναφορές για τον οίνο ως φάρµακο, αλλά και ως µέσον ανάµιξης και εκχύλισης µε σκοπό την παρασκευή φαρµακευτικών σκευασµάτων. Για παράδειγµα, έχουν διασωθεί συνταγές στις οποίες ο οίνος χρησιµοποιείται για να βοηθήσει στον τοκετό ή την ανορεξία (αφού θεωρείτο καλή πηγή θρεπτικών ουσιών).   Στην αρχαία Ελλάδα η κατανάλωση του οίνου εξαπλώθηκε στις µάζες, µε αποτέλεσµα να γίνει απαραίτητο µέρος αφενός της διατροφής τους και αφετέρου της ιατρικής πρακτικής. Στα οµηρικά έπη αφθονούν οι αναφορές στον οίνο ως τονωτικού. Ο Ιπποκράτης (450�370 πΧ), ο διασηµότερος γιατρός της αρχαιότητας, το χορηγούσε για την επάλειψη πληγών, ως θρεπτικό ποτό, αντιπυρετικό, καθαρτικό και διουρητικό. Ο ∆ιοσκουρίδης (40�90 µΧ), Έλληνας στρατιωτικός γιατρός στην 
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υπηρεσία του Νέρωνα, το 77µΧ συνέγραψε το ιατρικό εγχειρίδιο De Universa 

Medicina. Αυτό αποτελείτο από πέντε βιβλία και αναφερόταν σε περισσότερο από 

1.000 φάρµακα και αποτέλεσε το βασικό εγχειρίδιο ιατρικής για τους επόµενους δεκαέξι αιώνες. Ο ∆ιοσκουρίδης χρησιµοποιούσε τον οίνο σε πολλές περιπτώσεις, αναφέροντας χαρακτηριστικά: ‘ο οίνος γενικά ζεσταίνει το σώµα, είναι εύπεπτος, αυξάνει την όρεξη, βοηθάει στον ύπνο και αναζωογονεί το οργανισµό’.  Ο Claudious Galenus γνωστός και ως Γαληνός ο Ένδοξος ή Κλαύδιος  
(130�201 µ.Χ.), ήταν ένας ακόµα διάσηµος Έλληνας γιατρός που έκανε εκτεταµένη χρήση των φαρµακευτικών οίνων. Υπήρξε θεραπευτής των µονοµάχων µε συνέπεια να περιποιείται αµέτρητα σοβαρά τραύµατα. Σε σοβαρούς µάλιστα τραυµατισµούς και εγχειρίσεις δε δίσταζε να βυθίζει τα εσωτερικά όργανα σε οίνο, πριν τα τοποθετήσει πίσω στο σώµα. Μετά την κατάρρευση της Ρωµαϊκής αυτοκρατορίας, η φαρµακευτική χρήση του οίνου διασώθηκε έως και τη βυζαντινή περίοδο, µέσω  του έργου του Γαληνού. Ο Γαληνός συνιστούσε τη χρήση του οίνου για τη φροντίδα των πληγών, αλλά και ως αντιπυρετικό ή τονωτικό, πρακτικές που υιοθετήθηκαν ευρέως στη Μεσαιωνική Ευρώπη.  Όµως και στα βιβλικά κείµενα αφθονούν οι αναφορές για τον οίνο ως φάρµακο. Στην παραβολή του καλού Σαµαρείτη (Λουκάς 10:304), ο Ιησούς αναφέρεται στις φαρµακευτικές χρήσεις του οίνου, αφού ο καλός Σαµαρείτης έπλυνε τις πληγές του τραυµατισµένου ταξιδιώτη µε λάδι και οίνο για να προλάβει τη µόλυνση. Ακόµη και σήµερα, στη Μέση Ανατολή χρησιµοποιείται ως αντισηπτικό στις πληγές ένα µείγµα ελαιολάδου και οίνου, που ονοµάζεται Samaritan balm. Στην Καινή ∆ιαθήκη ο Απόστολος Παύλος συνιστά στον Τιµόθεο να πίνει λίγο οίνο για το στοµάχι και τις αρρώστιες. (Τιµοθέου 5:23) Στον Αραβικό κόσµο, οι θεραπευτές χρησιµοποιούσαν τον οίνο ως φάρµακο, παρόλο που η θρησκεία απαγόρευε την κατανάλωσή του. Ο γιατρός Rhazes  

(860�932 µΧ) που πρωτοπεριέγραψε την ιλαρά, ήταν ο πρώτος −εκτός από τους Κινέζους− που απέσταξε την αιθανόλη από τον οίνο για να τη χρησιµοποιήσει ως αντισηπτικό. Ο Αβικέννας (980�1037 µΧ) έγραψε το κύριο ιατρικό σύγγραµµα της δυτικής και ανατολικής ιατρικής (the canon of medicine) που χρησιµοποιήθηκε ευρέως έως το 1650. Στο σύγγραµµα του αφιερώνει ένα ολόκληρο κεφάλαιο στον οίνο, περιγράφοντας τις ευεργετικές επιδράσεις του στην υγεία και τις ιατρικές του χρήσεις. Στους βυζαντινούς χρόνους οι θεραπευτές συνέχισαν την παράδοση της 
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ελληνικής και ρωµαϊκής ιατρικής. Τα τέλη του Μεσαίωνα, το έργο Liber de Vinis, που γράφτηκε από τον Arnaldus de Villanova περί το 1235�1311, εδραίωσε τη χρήση του οίνου ως αναγνωρισµένης µεθόδου θεραπείας.20 Στην εκτεταµένη λίστα των ενδεικνυόµενων χρήσεων του οίνου περιλαµβάνονταν η χρήση του ως αντισηπτικού, τονωτικού και στον καθαρισµό του µολυσµένου νερού. Οι θηριακοί όπως ονοµάζονταν οι φαρµακευτικοί οίνοι που παρασκευάστηκαν αρχικά από τους Έλληνες Νίκανδρο και Μυθριδάτη, χρησιµοποιήθηκαν ευρέως για τη θεραπεία µιας µεγάλης ποικιλίας ασθενειών. Μετά τον Μεσαίωνα ο οίνος εξακολούθησε να χρησιµοποιείται για ιατρικούς σκοπούς. Το µολυσµένο νερό, από το οποίο µεταδίδονταν ασθένειες όπως η χολέρα και ο τύφος, ήταν η αιτία χορήγησης αλκοολούχων ποτών −κυρίως οίνου− στους ασθενείς. Η πρώτη Φαρµακοποιία (Pharmacopoeia) του Λονδίνου που εκδόθηκε το 

1618 περιελάµβανε τρεις ιατρικούς οίνους (vina medicate). Στη συνέχεια, η 

Pharmacopoeia Universalis της Χαϊδεµβέργης στην έκδοση του 1835 απαριθµούσε 
170 οίνους, η Pharmacopee Universelle του Παρισιού το 1840 περιελάµβανε 164 οίνους, ενώ πρώτη Pharmacopoeia των Ηνωµένων Πολιτειών που εκδόθηκε το 1820 περιελάµβανε εννέα ιατρικούς οίνους. Ο Louis Pasteur περιέγραψε τον οίνο ως το πλέον υγιεινό και ευεργετικό ρόφηµα. Το 1892 ο καθηγητής Alois Pick του Ινστιτούτου Υγιεινής της Βιέννης, συνέστησε την προσθήκη οίνου στο νερό προκειµένου να αποφευχθεί η εξάπλωση επιδηµίας της χολέρας που έπληξε το Αµβούργο. Η σύγχρονη έρευνα έχει δείξει ότι η αποτελεσµατικότερη αντιµικροβιακή δράση  του οίνου σε σχέση µε την καθαρή αιθανόλη, οφείλεται στην επιπλέον παρουσία των φαινολών. Ο Παράκελσος έκανε τη χρήση του σιδήρου και του αντιµονίου στον οίνο δηµοφιλή. Το vinum ferri χρησιµοποιείτο στη θεραπεία της αναιµίας έως τα τέλη του 19ου αιώνα, ενώ το µίγµα οίνου µε αντιµόνιο χρησιµοποιείται ακόµα και σήµερα ως εµετικό. Όµως, τα τέλη του 19ου αιώνα, το κίνηµα κατά του αλκοολισµού κέρδισε έδαφος στις Ηνωµένες Πολιτείες και τη Μεγάλη Βρετανία, µε αποτέλεσµα το 1916 να αποσυρθούν όλοι οι οίνοι από την Αµερικάνικη Φαρµακοποιία. Στη συνέχεια, το 

1932, έγινε το ίδιο και µε την αντίστοιχη Βρετανική. Τα επόµενα χρόνια οι φαρµακευτικές χρήσεις του οίνου υποκαταστάθηκαν από τα νέα φάρµακα που παρήγαγαν οι φαρµακοβιοµηχανίες και µε αποτέλεσµα να ατονήσει σταδιακά ο ιατρικός του ρόλος.  
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1.6 Σύγχρονη Γνώση Το ενδιαφέρον για τον οίνο αναζωπυρώθηκε στα τέλη της δεκαετίας του 1970.  Αιτία ήταν πολλές επιστηµονικές παρατηρήσεις που συνέδεσαν την κατανάλωση ερυθρού οίνου −σε λογικές ποσότητες ηµερησίως−  µε το µειωµένο κίνδυνο εµφάνισης καρδιαγγειακών συµβαµάτων.21 Η υπόθεση αυτή προτάθηκε ως µια πιθανή  εξήγηση για τη σχετικά χαµηλή θνησιµότητα από καρδιαγγειακά νοσήµατα που παρατηρούνται στη Γαλλία, παρά τους υψηλούς δείκτες επικινδυνότητας −όπως κάπνισµα, υψηλή αρτηριακή πίεση, διατροφή πλούσια σε κεκορεσµένα λιπαρά, παχυσαρκία− που επίσης καταγράφονται. Το επιδηµιολογικό αυτό εύρηµα ονοµάστηκε Γαλλικό Παράδοξο (French Paradox). 22 Η ευεργετική αυτή δράση των ερυθρών οίνων αποδόθηκε στην παρουσία των βιοδραστικών φαινολών, που βρίσκονται σε αυξηµένο ποσοστό στον ερυθρό οίνο. Έκτοτε έχουν πραγµατοποιηθεί πλήθος επιδηµιολογικές και κλινικές έρευνες µε αποτέλεσµα να προκύψει ένα µεγάλο πλήθος ενδείξεων και αποδείξεων που στηρίζουν την υπόθεση αυτή, αφού η θνησιµότητα από καρδιαγγειακά νοσήµατα είναι γενικά µικρότερη σε χώρες µε αυξηµένη κατανάλωση αλκοόλ και ιδιαίτερα οίνου.23�25  Βέβαια δεν είναι αυταπόδεικτο ότι εφόσον η θνησιµότητα από καρδιαγγειακά νοσήµατα σε µια χώρα είναι µικρή και η κατανάλωση οίνου αυξηµένη, αυτά τα δύο συνδέονται απαραιτήτως.  
 

1.7 Βιοσύνθεση φαινολικών φυτοχηµικών Τα φαινολικά φυτοχηµικά είναι αρωµατικοί δευτερογενείς µεταβολίτες που συντίθενται από τα φυτά τόσο κατά τη φυσιολογική τους ανάπτυξη, όσο και σε περιπτώσεις στρες, όπως για παράδειγµα οι µολύνσεις από µικροοργανισµούς, η επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας, ο τραυµατισµός των ιστών.26 Παρότι τα περισσότερα µόρια της κατηγορίας αυτής έχουν ήδη αναγνωριστεί και  χαρακτηριστεί κατά την κλασσική περίοδο της οργανικής χηµείας, όµως η αναγνώρισή τους ως ξεχωριστής οµάδας συγγενών γενετικά φυτικών µεταβολιτών έγινε το 1957, µε την ίδρυση στη Μ. Βρετανία του Plant Phenolic Group που στη συνέχεια µετεξελίχθηκε σε Phytochemical Society of Europe.27 Τα µόρια αυτά βρίσκονται σε αφθονία στα 
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φυτά και προκύπτουν από την οδό του σικιµικού οξέος και του µεταβολισµού των φαινυλοπροπανίων.26� 27 Μια από τις πρώτες επιτυχίες της επιστήµης στην κατανόηση του µεταβολισµού των µορίων αυτών στα φυτά, ήταν οι έρευνες για το χηµικό υπόβαθρο της ποικιλίας των χρωµάτων στα άνθη.28 Στην εργασία αυτή συνεργάστηκαν γενετιστές, βιοχηµικοί και χηµικοί για να αποδείξουν ότι οι γενετικές διαφορές στο χρώµα των ανθοκυανινών οφείλεται κυρίως σε µικρές δοµικές διαφοροποιήσεις που είναι αποτέλεσµα απλών χηµικών µεταβολών (υδροξυλίωση, µεθυλίωση) στο βασικό µόριο της ανθοκυανιδίνης29�30 (Σχήµα 1.1). Ιδιαίτερη ώθηση στην αναγνώριση και περιγραφή της δοµής των φαινολικών παραγώγων στα φυτά δόθηκε από τη συνδυασµένη χρήση τεχνικών της χρωµατογραφίας και της ραδιοσήµανσης.28,31  Έκτοτε, το ενδιαφέρον για τη βιοχηµεία του µεταβολισµού των πολυφαινολών κυριολεκτικά άνθησε, µε αποτέλεσµα σήµερα να έχουν περιγραφεί λεπτοµερειακά τα βιοσυνθετικά µονοπάτια για τις κυριότερες κατηγορίες των φυτικών φαινολικών µορίων, ενώ πρόσφατα αποµονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν τα ένζυµα που συµµετέχουν στα διάφορα στάδια των βιοχηµικών αυτών διαδικασιών. Η βιοσύνθεση των φαινολικών µορίων πραγµατοποιείται µέσω των παρακάτω πέντε διαφορετικών βιοσυνθετικών οδών:  
 

a. Η Γλυκόλυση 

b. Η οδός της Φωσφορικής Πεντόζης 
c. Η οδός του Σικιµικού οξέος  
d. Η οδός του Οξικού-Μαλονικού οξέος (ή οδός των πολυακετιδίων) 
e. Η οδός του Οξικού-Μεβαλονικού οξέος 
 Οι τρεις τελευταίες βιοσυνθετικές οδοί µπορούν να ενσωµατωθούν στο γενικότερο πλαίσιο του αρωµατικού µεταβολισµού, ενώ οι οδοί του σικιµικού και του οξικού−µαλονικού οξέος είναι οι πλέον σηµαντικές για τη βιοσύνθεση των φυτικών 

Σχήµα 1.1 Βασικός σκελετός ανθοκυανιδινών 
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φαινολικών µορίων.32 Στη συνέχεια ακολουθεί η παρουσίαση  των διαφόρων βιοχηµικών διαδικασιών που λαµβάνουν χώρα στα φυτά κατά τη βιοσύνθεση των φαινολικών µορίων. 
 

1.7.1 Οδός Σικιµικού οξέος   Η οδός του σικιµικού οξέος περιγράφηκε πρώτη φορά το  1885 από τον 
Eykman,33 και είναι το µονοπάτι που οδηγεί στη σύνθεση των αρωµατικών αµινοξέων 
L-φαινυλαλανίνη, L-τυροσίνη και L-τρυπτοφάνη. Τα αµινοξέα αυτά ανήκουν στην κατηγορία των απαραίτητων, τα οποία ενώ βιοσυντίθενται από τα φυτά και τους µικροοργανισµούς, στα  ζώα πρέπει να προσλαµβάνονται µέσω της διατροφής. Τα αµινοξέα  αυτά αποτελούν σηµαντικές πρόδροµες ουσίες των αυξητικών φυτοορµονών και ποικίλων δευτερογενών µεταβολιτών όπως των φαινυλο-προπανοειδών. Σύµφωνα δε µε τους Kubitzki και Gottlieb34 και  Kubitzki35 η καταγωγή και η πρώιµη εξέλιξη των χερσαίων φυτών, πρέπει να συνδέεται µε την επέκταση του µεταβολισµού των  φαινυλοπροπανοειδών 
(οδός σικιµικού οξέος).  Στο Σχήµα 1.2 παρουσιάζεται περιληπτικά η σειρά των αντιδράσεων που οδηγούν στη σύνθεση της  L-φαινυλαλανίνης και L-τυροσίνης. Στην πραγµατοποίηση αυτών των αντιδράσεων συµµετέχουν συνολικά τα έντεκα ένζυµα του Πίνακα 1.5.  

 

 

 

 

4-φωσφορική-Ερυθρόζη ΦωσφοενολοπυρουβικόΣικιµικό οξύΧωρισµικό οξύΠρεφαινικό οξύ
L-Αρογενικό οξύ

L-Τυροσίνη L-Φαινυλαλανίνη L-ΤρυπτοφάνηΑνθρανιλικό οξύ
+

Σχήµα 1.2 Περιληπτική αναπαράσταση της οδού του  Σικιµικού οξέος32 
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Πίνακας 1.5  Ενζυµα που συµµετέχουν στην οδό του Σικιµικού οξέος Ε1-1 2-Dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase (=DAHP synthase) Ε1-2 3-Dedydroquinate synthase Ε1-3 3-Dehydroquinate dehydratase Ε1-4 Shikimate 3-dehydrogenase Ε1-5 Shikimate kinase Ε1-6 3-Phosphoshikimate 1-carboxyvinyltranserase (=EPSP synthase) Ε1-7 Chorismate synthase 

E1-8 Chorismate mutase 

E1-9 Prephenate aminotransferase 

E1-10 Arogenate dehydrogenase 

E1-11 Arogenate dehydratase 

E11-12 Anthanilate Synthase 

E1-13 Anthanilate Phosphoribosyl transferase 

E1-14 Phosphoribosylanthranylate isomerase 

E1-15 Indol-3-glycerol phosphate synthase 

E1-16 Tryptophan synthase a-subunit 

E1-17 Tryptophan synthase b-subunit 

 Το µονοπάτι του σικιµικού αρχίζει µε δύο αντιδράσεις συµπύκνωσης που οδηγούν στο σχηµατισµό του εξαµελούς δακτυλίου. Η πρώτη (ενδοµοριακή αλδολική συµπύκνωση), καταλύεται από τη συνθετάση του DAHP και αφορά τη συµπύκνωση της 4-φωσφορικής ερυθρόζης (DEP, ενδιάµεσο προϊόν του κύκλου της φωσφορικής πεντόζης) µε φωσφοενολοπυρουβικό οξύ (PEP, ενδιάµεσο της γλυκόλυσης). Το προϊόν της συµπύκνωσης είναι ένα σάκχαρο µε C7 ανοιχτή αλυσίδα (DAHP). Στη συνέχεια το DAHP µετατρέπεται σε 3-δευδροκινικό οξύ (DHQ) µέσω µιας σύνθετης αλυσίδας αντιδράσεων που περιλαµβάνουν οξείδωση, β-απόσπαση και µια ενδοµοριακή αλδολική συµπύκνωση, έτσι ώστε τελικά να σχηµατιστεί η κυκλική δοµή. Ακολουθεί αναγωγή µε NADH δίνοντας το 3-δεϋδροκιννικό οξύ, το οποίο στη συνέχεια αφυδατώνεται ενζυµικά σε 3-δεϋδροσικιµικό οξύ (DSA). Το τελευταίο ανάγεται από µια αφυδρογονάση σε σικιµικό οξύ που αφού φωσφορυλιωθεί σε 3-φωσφοσικιµικό οξύ, αντιδρά µε το PEP για την παραγωγή του 3-φωσφο-5-ενολοπυρουβυλοσικιµικού οξέος (EPSP). Τέλος, µε απόσπαση του φωσφορικού 
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οξέος από το EPSP παράγεται το χωρισµικό οξύ. Στο Σχήµα 1.3 απεικονίζονται σχηµατικά οι αντιδράσεις για τη βιοσύνθεση του χωρισµικού οξέος. 
 

Σχήµα 1.3 Βιοσυνθετική οδός του σικιµικού οξέος-βιοσύνθεση χωρισµικού οξέος.32 
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 Οι δύο επόµενες ενζυµικές αντιδράσεις οδηγούν στη δηµιουργία της πρώτης µεγάλης διακλάδωσης της οδού του σικιµικού οξέος, αφού η ανθρανιλική συνθετάση οδηγεί στη σύνθεση της τρυπτοφάνης, ενώ η µουτάση του χωρισµικού οδηγεί στη σύνθεση της φαινυλαλανίνης και της τυροσίνης.  Συγκεκριµένα, η µουτάση του χωρισµικού  καταλύει µια περικυκλική µετάθεση Claisen που παράγει το πρεφαινικό οξύ. Στην αντίδραση αυτή η πυρουβική πλευρική αλυσίδα του χωρισµικού οξέος µεταφέρεται από τον C-1 στον C-5, συνθέτοντας τον βασικό φαινυλοπροπανοϊκό σκελετό των µορίων αυτών. Τα επόµενα βήµατα που οδηγούν από το πρεφαινικό οξύ στην φαινυλαλανίνη και την τυροσίνη διαφοροποιούνται ανάλογα µε το είδος του οργανισµού.32, 36� 37 Στα ανώτερα φυτά το πλέον χαρακτηριστικό µονοπάτι είναι αυτό του αρογενικού οξέος (arogenate) και παρουσιάζεται στο Σχήµα 1.4. Η µετατροπή του πρεφαινικού σε αρoγενικό οξύ καταλύεται παρουσία γλουταµικού οξέος από µια αµινοτρανσφεράση. Οι επακόλουθες δύο διακλαδώσεις από το αρογενικό καταλύονται από τα ένζυµα αρογενική αφυδρογονάση και αρογενική αφυδρατάση, που οδηγούν στη σύνθεση της τυροσίνης και της φαινυλαλανίνης αντίστοιχα. Αυτή η διακλάδωση λειτουργεί ως ρυθµιστικός παράγοντας της σύνθεσης των δύο αµινοξέων, αφού η δράση της αφυδρατάσης παρεµποδίζεται από την παρουσία της φαινυλαλανίνης και της αφυδρογονάσης από την παρουσία τυροσίνης. Επιπλέον, τα δύο αυτά αµινοξέα παρεµποδίζουν τη δράση της µουτάσης του χωρισµικού.33 
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Σχήµα 1.4. Βιοσύνθεση των αρωµατικών αµινοξέων L-τρυπτοφάνη, L-τυροσίνη και L-φαινυλαλανίνη από το χωρισµικό οξύ.32,33,58 
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1.7.2 Οδός φαινυλαλανίνης /υδροξυκινναµωµικού οξέος. Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η φαινυλαλανίνη λαµβάνει µέρος αφενός στην πρωτεϊνοσύνθεση και αφετέρου στη σύνθεση των φαινυλοπροπανίων. Η οδός της φαινυλαλανίνης/υδροξυκινναµικού, ορίζεται ως ο “Γενικός Μεταβολισµός Φαινυλοπροπανίων” και περιλαµβάνει αντιδράσεις που οδηγούν στον µετασχηµατισµό της L-φαινυλαλανίνης, σε υδροξικινναµικά οξέα, θειοεστέρες του συνενζύµου Α (CoA) και 1-O-ακυλογλυκοσίδες.33  Η αλληλεπίδραση µεταξύ της φαινυλαλανίνης και των δευτερογενών φαινυλοπροπανίων ελέγχεται από µια λυάση (phenylalanine ammonia lyase, PAL).38 . 

To ένζυµο αυτό καταλύει τη µη οξειδωτική αποαµίνωση της φαινυλαλανίνης, γεγονός που οδηγεί στο σχηµατισµό του trans-κινναµωµικού οξέος. Στη συνέχεια µε ενζυµατική υδροξυλίωση παράγεται το 4−κουµαρικό οξύ που αποτελεί το πρόδροµο µόριο για τη βιοσύνθεση µιας σειράς φαινολικών φυτοχηµικών, όπως των εστέρων των φαινυλοπροπανίων, των φλαβονοειδών, των ανθοκυανινών και των λιγνινών.  
 

1.7.3 Βιοσύνθεση Φαινυλοπροπανίων Μια σειρά από αντιδράσεις µεθυλίωσης και υδροξυλίωσης έχουν ως αποτέλεσµα τη µετατροπή της φαινυλαλανίνης σε τέσσερα από τα πλέον  συνηθισµένα κινναµωµικά οξέα που περιλαµβάνουν τον χαρακτηριστικό C-3, C-6 φαινυλοπροπανικό σκελετό. Αναλυτικότερα τα οξέα αυτά είναι το 4-κουµαρικό, το καφεϊκό, το φερουλικό και το σιναπικό οξύ (Σχήµα 1.5). Παρότι τα υδρόξυ-κινναµωµικά οξέα συνήθως βρίσκονται σε trans (Ε) διαµόρφωση, όµως και τα cis (Z) ισοµερή τους είναι δυνατόν να προκύψουν µέσω φωτοχηµικού ή ενζυµικού ισοµερισµού.  Το βιοσυνθετικό µονοπάτι παρασκευής των φαινυλοπροπανίων αποτελεί το αρχικό στάδιο για τη σύνθεση των περισσότερο περίπλοκων δευτερογενών µεταβολιτών. Αυτό επιτυγχάνεται µε την “ενεργοποίηση” των  υδροξυκινναµικών οξέων, µέσω του σχηµατισµού συµπλόκων µεταξύ υδροξυκινναµικών και συνενζύµου Α (hydroxycinnamoyl-CoA), τα οποία συµµετέχουν σε διάφορες επιµέρους αντιδράσεις, όπως για παράδειγµα η συµπύκνωση των φαινυλοπροπανίων µε το µαλονυλο-συνένζυµο Α (για τη σύνθεση των φλαβονοειδών των ισοφλαβονοειδών  και των στιλβενίων),39 οι αντιδράσεις αναγωγής µε το NADPH  
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(για το σχηµατισµό των λιγνινών) και οι αντιδράσεις σύζευξης (οδηγούν στο σχηµατισµό εστέρων και αµιδίων τους).  

 Πίνακας 1.6  Ενζυµα που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση των υδροξυκινναµωµικών οξέων Ε2-1 Phenylalanine Ammonia –lyase (PAL) Ε2-2 4-Coumarate 3-hydroxylase Ε2-3 Caffeate 5-hyfroxyferulate methyltransferase Ε2-4 Ferulate 5-hydroxylase 

 Ο σχηµατισµόςτων συµπλόκων hydroxycinnamoyl-CoA είναι ανάλογος µε την ενεργοποίηση των λιπαρών οξέων µε ATP και CoA:  
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 Σχήµα 1.5 Bιοσύνθεση υδρόξυκινναµικών οξέων από τη φαινυλαλανίνη32,58 
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Στη συνέχεια, τα υδροξυκινναµωµικά οξέα µεταβολίζονται µέσω ποικίλων βιοσυνθετικών οδών µε αντίδραση της πλευρικής τους αλυσίδας µέσω: α)  συµπύκνωσης, που οδηγούν στη σύνθεση φλαβονοειδών  β)  διάσπασης, που οδηγούν στη σύνθεση υδροβενζοϊκών οξέων  γ) αναγωγής, που οδηγούν στη σύνθεση υδροξυκινναµωµικών αλκοόλών και πρόδροµων ενώσεων των λιγνινών δ)  σύζευξης, που οδηγούν στη σύνθεση εστέρων, αµιδίων και γλυκοζιτών.  Στα φυτά, τα υδροξυκινναµωµικά οξέα σπάνια βρίσκονται σε ελεύθερη µορφή, αφού συνήθως  είναι ως εστέρες ή αµίδια. Στο Σχήµα 1.6 παρουσιάζεται διαγραµµατικά ο κεντρικός τους ρόλος στη γενικότερη βιοσύνθεση των φαινυλοπροπανίων. Από αυτά, οι λιγνίνες, τα υδροξυκινναµικά οξέα και τα φλαβονοειδή είναι ευρέως διαδεδοµένα στα ανώτερα φυτά, ενώ άλλες τάξεις όπως τα ισοφλαβονοειδή και τα στιλβένια έχουν περιορισµένη παρουσία στο φυτικό βασίλειο. Η φυσιολογική δράση των φαινυλοπροπανίων ποικίλει ανάλογα µε τη διαµόρφωσή τους. Τα µόρια αυτά είναι δυνατόν να έχουν το ρόλο χρωστικού, φυτοαλεξίνης, φωτοπροστατευτικού ή ως µέσου µετάδοσης µηνυµάτων µεταξύ φυτών και µικροβίων. Επιπλέον έχουν τη δυνατότητα να πολυµεριστούν συµβάλλοντας στη σταθερότητα των κυτταρικών τοιχωµάτων και εµποδίζοντας την αφυδάτωση των φυτών. 40�41 
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 Σχήµα 1.6 Σχηµατική αναπαράσταση  του κεντρικού ρόλου των υδροξυκιναµµωµικών οξέων στην βιοσύνθεση διαφόρων φαινυλοπροπανίων  Οι αντιδράσεις 1 έως 5 αφορούν την επιµήκυνση της πλευρικής αλυσίδας. Αναλυτικά, η αντίδραση 1 οδηγεί στη βιοσύνθεση των φλαβονοειδών, η 2 των στιλβενίων, η 3 των στυρυλοπυρονών, η 4 των βενζοφαινονών που στη συνέχεια κυκλοποιούνται σε ξανθόνες και η 5 των υδροξυκιναµµωµικών οξέων µε επιµηκυσµένη πλευρική αλυσίδα.. Η αντίδραση 6 οδηγεί σε διυδροκιναµµωµικά οξέα, η 7 σε υδροξυκιναµµωµικές αλκοόλες, η 

8 σε υδροξυβενζοϊκά οξέα, η 9 σε υδροξυκουµαρίνες, η 10 οδηγεί στους εστέρες των υδροξυκιναµµωµικών οξέων και η 11 σε αµίδια των υδροξυκιναµµωµικών οξέων.32 
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Στη συνέχεια θα εξεταστεί µε περισσότερη λεπτοµέρεια η βιοσύνθεση των φαινολικών παραγώγων που απαντώνται συχνότερα στα σταφύλια και τους οίνους. 
 

1.7.4 Βιοσύνθεση Φλαβονοειδών Τα φλαβονοειδή αποτελούν µια σχετικά ξεχωριστή υποκατηγορία αρωµατικών ενώσεων που βιοσυντίθενται από τη  φαινυλαλανίνη (η οποία προέρχεται από την οδό του σικιµικού οξέος) και το µαλονυλοσυνένζυµο Α, µέσω της βιοσυνθετικής οδού του οξικού–µαλονικού οξέος.42�44 Τα φλαβονοειδή συνιστούν την πλέον πολυπληθή οµάδα φυτοχηµικών φαινολικών, αριθµώντας περίπου τα µισά από τα συνολικά 8.000 φαινολικά παράγωγα που απαντώνται στα φυτά.45 Έξι είναι οι κύριες οµάδες των φλαβονοειδών που συναντώνται στην πλειοψηφία των ανώτερων φυτών,  δηλαδή οι: χαλκόνες, φλαβόνες, φλαβονόλες, φλαβανδιόλες, ανθοκυανίνες και συµπυκνωµένες τανίνες 
(προανθοκυανιδίνες). Μια έβδοµη οµάδα αποτελούν οι ορόνες,  που όµως δεν είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένες. H χηµική δοµή των φλαβονοειδών περιλαµβάνει ένα σκελετό 15 ατόµων C (C6.C3.C6)  

(Σχήµα 1.7). Ο αρωµατικός δακτύλιος Α είναι συµπυκνωµένος µε ένα ετεροκυκλικό δακτύλιο (δακτύλιος C), ο οποίος είναι υποκατεστηµένος µε έναν επιπλέον αρωµατικό δακτύλιο στις θέσεις 2, 3 ή 4.  Σε ορισµένες περιπτώσεις ο εξαµελής ετεροκυκλικός δακτύλιος είναι δυνατόν να αντικατασταθεί από ένα πενταµελή (ορόνες) ή έχει ανοίξει.28 Πειράµατα µε χρήση ισοτόπων έδειξαν ότι ο δακτύλιος Α των φλαβονοειδών προέρχεται από τη µεταβολική οδό του οξικού−µαλονικού οξέος, ενώ ο δακτύλιος Β από τη φαινυλαλανίνη, δηλαδή την οδό του σικιµικού οξέος.46  Η οξειδωτική κατάσταση του δακτυλίου C είναι ιδιαίτερα σηµαντική για  την κατάταξη των φλαβονοειδών. Στο Σχήµα 1.8 παρουσιάζεται σε γενικές γραµµές η δοµή των κυριότερων φλαβονοειδών µε το χαρακτηριστικό ότι οι φλαβόνες και οι φλαβονόλες αποτελούν τις πλέον διαδεδοµένες και δοµικά διαφοροποιηµένες µορφές.45 Στη φύση, τα περισσότερα φλαβονοειδή −εκτός από τις φλαβαν-3-όλες− 

Σχήµα 1.17 Σκελετός φλαβονοειδών O
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βρίσκονται ως γλυκοζυλιωµένα υδατοδιαλυτά παράγωγα µε αποτέλεσµα να συσσωρεύονται στα κενοτόπια των κυττάρων.26, 43, 45, 47� 48  Η βιοσύνθεση των φλαβονοειδών θεωρείται ότι λαµβάνει χώρα στο κυτόπλασµα, µε τη δράση των ενζύµων που συνδέονται µε τις ενδοπλασµατικές µεµβράνες, όπου τα ένζυµα σχηµατίζουν ένα µεγάλο µακροµοριακό σύµπλεγµα.49�50 Στο Σχήµα 1.9 παριστάνεται διαγραµµατικά η βιοσύνθεση των φλαβονοειδών ενώ ο Πίνακας 1.7 εµπεριέχει όλα τα ένζυµα που συµµετέχουν στη διαδικασία αυτή. 

Αναλυτικότερα, η συνθετάση της χαλκόνης είναι το ένζυµο  που καταλύει την αντίδραση των υδροξικινναµωµικών οξέων για το σχηµατισµό του βασικού σκελετού 

15 C στη βιοσύνθεση των φλαβονοειδών. Η αντίδραση που καταλύει είναι η συµπύκνωση του 4-κουµαροϋλοσυνένζυµου Α µε τρία µόρια µαλονυλοσυνένζυµου Α σχηµατίζοντας τη χαλκόνη της ναριγενίνης που αποτελεί το πρώτο ενδιάµεσο προϊόν που διαθέτει το δακτύλιο Β, ο οποίος αποτελεί το χαρακτηριστικό όλων σχεδόν των φλαβονοειδών33. Ο προτεινόµενος µηχανισµός της παραπάνω αντίδρασης αναφέρεται 
Σχήµα 1.8 Κυριότερες οµάδες φλαβονοειδών που εντοπίζονται στα σταφύλια και τους οίνους51. 

Φλαβονόλες  (2:1) Κερκετίνη 
  (2:2) Καµφερόλη 
  (2:3) Μυρισετίνη Φλαβανόλες  (2:4) Κατεχίνη 

   Ανθοκυανιδίνες  (2:11) Πεονιδίνη 
  (2:12) Μαλβιδίνη 
  (2:13) ∆ελφινιδίνη 
  (2:14) Κυανιδίνη 
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στη σταδιακή προσθήκη µορίων οξικού οξέος από το  µαλονυλοσυνένζυµο Α στο 4-κουµαροϋλοσυνένζυµο Α. Ο “τυχαίος προσανατολισµός” των µονάδων του οξικού δηµιουργεί το δακτύλιο Α των φλαβοβοειδών, ενώ το µαλόνυλοσυνένζυµο Α συµµετέχει στη σύνθεση της χαλκόνης από την καρβοξυλάση του ακετυλοσυνενζύµου Α, η οποία καταναλώνει ATP. Αυτή είναι µια τυπική ενζυµατική αντίδραση της σύνθεσης των λιπαρών οξέων και θεµελιώδης για τη σύνθεση των φλαβονοειδών. Στη συνέχεια, η κυκλοποίηση της χαλκόνης προς τη φλαβονόνη ναριγγενίνη καταλύεται από την ισοµεράση της χαλκόνης. Η ναριγενίνη αποτελεί το πρόδροµο µόριο για την ενζυµατική σύνθεση ποικίλων φλαβονοειδών.33  Η διάκριση των φλαβονοειδών όπως ήδη αναφέρθηκε εξαρτάται από την οξειδωτική κατάσταση του πυρανικού δακτυλίου C.  

 Πίνακας 1.7  Ενζυµα που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση των φλαβονοειδών Ε3-1 4-Coumarate coenzyme A ligase Ε3-2 Naringenin chalcone synthase Ε3-3 Acetylo-CoA carboxylase Ε3-4 Chalcone isomerase Ε3-5 Flavone synthase I Ε3-6 Flavone synthase II Ε3-7 Isoflavone synthase Ε3-8 Flavanone 3-hydroxylase (dioxygenase) Ε3-9 Dihydroflavonol/dihydroflavone 4-reductase Ε3-10 Flavonol synthase 

E3-11 Flavan-3,4-diol 4-reductase 
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Σχήµα 1.9 Βιοσύνθεση φλαβονοειδών32�33 

 

 

COO-

4-Κουµαρικό οξύHO

E3-1

HO CoA

O4-Κουµαρόυλο-CoA

E3-3 Μαλόνυλο-CoA x3

OH

OOH

HO

OHαβ 5

3

5'

3' Χαλκόνη της ναριγγενίνης
E3-4

O

OOH

HO

OHαβ 5

3

5'

3'

ΟΡΟΝΕΣOH

HO

OH

O

OΦλαφονόνες (Ναριγγενίνη)
O

OOH

HO

OH

OH∆ιυδροφλαβονόλες 
(∆ιυδροκαµφερόλη)E3-4

E3-5

E3-6

O

OOH

HO

OH

OHΦλαβόνεςO

OOH

HO

OHΙσοφλαβόνες E3-7

E3-10E3-11 O

OOH

HO

OH

OHΦλαβονόλεςO

OHOH

HO

OH

OHΛευκοανθοκυανιδίνες



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 38 

 

1.7.5 Βιοσύνθεση Στιλβενίων Τα στιλβένια είναι φαινολικά παράγωγα µικρού µοριακού βάρους που προκύπτουν από τη φαινυλαλανίνη κατά τη βιοσύνθεση των φαινυλοπροπανίων. Το κυριότερο µέλος της οικογένειας των στιλβενίων που απαντώνται στα σταφύλια και τους οίνους είναι η trans−ρεσβερατρόλη, (3, 5, 4́−trans−υδροξυστιλβένιο). Αυτή ανήκει σε µια κατηγορία ενώσεων που έχουν χαρακτηριστεί ως φυτοαλεξίνες, αφού παράγονται σε συνθήκες βιοτικού και αβιοτικού στρες, όπως για παράδειγµα οι προσβολές από µικροοργανισµούς ή οι κακώσεις των ιστών από την υπεριώδη ακτινοβολία.53�55 Η ρεσβερατρόλη παράγεται από πολύ περιορισµένο αριθµό φυτών −περίπου 31 γένη− στα οποία περιλαµβάνονται τα γένη: Vitis, 

Arachis and Pinus.  Η ρεσβερατρόλη βρίσκεται σε µορφές cis και trans, αλλά και ως γλυκοζίτης  (πικεϊδης, 
piceid). Επίσης αποτελεί το πρόδροµο µόριο για τη σύνθεση µιας σειράς µορίων, όπως τα µεθυλιωµένα της παράγωγα (πτεροστιλβένια)55 ή τα ολιγοµερή της παράγωγα (α και ε βινιφερίνη)56 Είναι δε χαρακτηριστικό ότι µερικά από τα µόρια αυτά εµφανίζουν υψηλότερη µυκυτοστατική δράση από την ίδια τη ρεσβερατρόλη.  Η γλυκοσιδίωση της ρεσβερατρόλης έχει αναφερθεί ότι λειτουργεί προστατευτικά απέναντι στην ενζυµατική οξείδωση του µορίου, µε αποτέλεσµα να  επεκτείνεται ο χρόνος ηµιζωής του µορίου στα κύτταρα.57 Η 

trans−ρεσβερατρόλη συντίθεται από π−κουµαροϋλοσυνένζυµο Α και τρια µόρια µαλονυλοσυνενζύµου Α. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από το ένζυµο συνθετάση των 
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Σχήµα 1.10 Βιοσύνθεση trans–ρεσβερατρόλης 58. 
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στιλβενίων, ενώ όλη η διαδικασία της βιοσύνθεσης της trans–ρεσβερατρόλης παρουσιάζεται στο Σχήµα 1.10 

 

 Στιλβένια R1 R2 R3 

Trans-ρεσβερατρόλη H H H 

Trans-ρεσβερατρόλη-3-Ο-γλυκοσίδης (πικεΐδης) H γλυκ Η 

Trans-ρεσβερατρόλη-2-C-γλυκοσίδης Η Η γλυκ 

Trans-αστρινγίνη ΟΗ γλυκ Η ∆ιµερή Στιλβενίων R1 R2 

Trans-ε-βινιφερίνη H H 

Trans-ε-βινιφερίνη-διγλυκοσίδης γλυκ γλυκ ∆ιµερή Στιλβενίων R1 R2 Παλλιδόλη H H Παλλιδόλη 3-Ο-γλυκοσίδης  γλυκ Η Παλλιδόλη 3-3’’ -διγλυκοσίδης γλυκ γλυκ Σχήµα 1.11 Στιλβένια και παράγωγα αυτών51. 

γλυκ= 
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1.7.6 Τανίνες  Οι ευδιάλυτες στο νερό φυτικές πολυφαινόλες που προκαλούν καταβύθιση των πρωτεϊνών από υδατικά διαλύµατα, ονοµάζονται τανίνες.33 Είναι ολιγο ή πολυµερή προϊόντα της βιοσύνθεσης των φλαβαν−3−ολών και διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: σε υδρολυόµενες και µη−υδρολυόµενες τανίνες. Τα µόρια της δεύτερης κατηγορίας ονοµάζονται και προανθοκυανιδίνες, επειδή παρουσία οξέων δίνουν ανθοκυανιδίνες. Οι υδρολυόµενες τανίνες διακρίνονται στις γαλλοτανίνες και τις ελλαγιτανίνες. Η τυπική δοµή τους χαρακτηρίζεται από ένα κεντρικό πολυ−υδροξυλικό σκελετό, συνήθως το µόριο της β−D−γλυκοπυρανόζης, του οποίου οι υδροξυλοµάδες  έχουν στην πλειοψηφία τους εστεροποιηθεί µε γαλλικό (ή σπανιότερα  υδροξυκινναµωµικό) οξύ (Σχήµα 1.12). Οι προανθοκυανιδίνες αλληλεπιδρούν ισχυρά µε τις πρωτεΐνες, ενώ παράλληλα παρέχουν προστασία στα φυτά έναντι των ζώων,  λόγω της στυφής τους  γεύσης.  

Σχήµα 1.12 ∆οµή υδρολυόµενων τανινών32 

 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 41 

1.7.6.1 ∆ιµερείς προανθοκυανιδίνες 
 Οι σηµαντικότερες διµερισµένες προανθοκυανιδίνες που έχουν αποµονωθεί αποτελούνται από τα παρακάτω φλαβονοειδή: 

 Προκυανιδίνη Β-1, επικατεχίνη (4β�8) κατεχίνη Προκυανιδίνη Β-2, επικατεχίνη (4β�8) επικατεχίνη Προκυανιδίνη Β-3, κατεχίνη (4α�8) κατεχίνη Προκυανιδίνη Β-4, κατεχίνη (4α�8) επικατεχίνη Άλλες ολιγοµερείς προανθοκυανιδίνες, σχηµατίζονται κατά παρόµοιο τρόπο µε την αλληλεπίδραση φλαβονοειδών59� 60. 

Σχήµα 1.13 ∆οµή των κυριότερων διµερών προανθοκυανιδινών32. 

 

Προκυανιδίνη Β1 Προκυανιδίνη Β2 

Προκυανιδίνη Β3 Προκυανιδίνη Β4 
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1.7.6.2 Ανώτερα µέλη των ολιγοµερών και πολυµερών προανθοκυανιδινών Οι µεγάλου µοριακού βάρους προανθοκυανιδίνες αποτελούν την πλειοψηφία των µορίων αυτών στη φύση, και όπως έχει φανεί από τις  έως  τώρα έρευνες, η δοµή τους ακολουθεί το ίδιο µοτίβο µε αυτό των διµερών και τριµερών. Ο συνδετικός δεσµός των φλαβονοειδών στις προανθοκυανιδίνες πάντοτε περιλαµβάνει τον C-4.  Συνηθέστερα αναπτύσσεται ο δεσµός µεταξύ των C-4 και C-8, οδηγώντας στο σχηµατισµό ευθύγραµµη  διαµόρφωσης. Αντίστοιχα, οι δεσµοί µεταξύ C-4 και C-6 οδηγούν σε διακλαδωµένες σφαιρικές διαµορφώσεις. Τα προϊόντα αυτά έχουν µοριακό βάρος µεταξύ 2.000-7.000 και συσσωρεύονται στα κενοτόπια.33 Στο Σχήµα 1.14 φαίνεται η γενική δοµή των πολυµερών προανθοκυανιδινών.28 

  

1.7.7 Βιοσύνθεση των υδροξυβενζοϊκών οξέων Η παρουσία των υδροξυβενζοϊκών οξέων (C6-C1) είναι σηµαντική στα φυτά.  ∆οµικά, τα µόρια αυτά είναι  υδροξυλιωµένα παράγωγα του βενζοϊκού οξέος, µε κυριότερους εκπροσώπους το 4-υδροξυβενζοϊκό, 3,4-διυδροξυβενζοϊκό, βανιλικό, γαλλικό και συριγγικό οξύ που εικονίζονται στο Σχήµα 1.15. Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα βρίσκονται είτε σε 
Σχήµα 1.14 ∆οµή ανώτερων µελών προανθοκυανιδινών 28 
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υδατοδιαλυτές τους µορφές ή προσκολληµένα σε τµήµατα των κυτταρικών τοιχωµάτων. Όσον αφορά τη βιοσύνθεση των υδροξυβενζοϊκών οξέων, πιθανολογείται ότι υπάρχουν περισσότεροι του ενός βιοσυνθετικοί οδοί που οδηγούν στα επιµέρους οξέα, διαφέροντας ανάλογα µε το είδος του φυτού. Όπως ήδη αναφέρθηκε, η κύρια οδός αφορά τη διάσπαση των υδροξυκινναµωµικών οξέων µε παράλληλη αποβολή µορίων οξικού οξέος, µε αλληλουχία αντιδράσεων που λαµβάνουν χώρα µέσω των εστέρων του συνενζύµου Α (σχήµα 1.16), κατά τρόπο ανάλογο µε τη β-οξείδωση των λιπαρών οξέων33. Όµως δεν µπορεί να αποκλειστεί η ύπαρξη και µιας δεύτερης βιοσυνθετικής οδού η οποία δεν προϋποθέτει τη συµµετοχή των ενεργοποιηµένων από το συνένζυµο Α υδροξικινναµικών οξέων. Για παράδειγµα, τα  υδροξυβενζοϊκά οξέα µπορεί να προκύψουν και από τη διάσπαση των φλαβονοειδών, ενώ το γαλλικό οξύ είναι δυνατόν να συντεθεί µέσω µιας διακλάδωσης της βιοσυνθετικής οδού του σικιµικού οξέος. Άλλωστε, η αρωµατοποίηση της ενολικής µορφής του 3-δεϋδροσικιµικού οξέος είναι πιθανότατα η βασική βιοσυνθετική οδός  του γαλλικού οξέος στα φυτά.33 ,61 
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 Σχήµα  1.16 Βιοσύνθεση των υδροξυβενζοϊκών οξέων32 
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1.8 Βιολογική δράση  πολυφαινολών–Αντιοξειδωτική δράση 

 

1.8.1 Εισαγωγή Οι φαρµακολογικές και βιολογικές ιδιότητες των πολυφαινολών − µορίων που διαθέτουν περισσότερες από µια φαινόλες– έχουν κατά καιρούς διερευνηθεί σε βάθος, µε αποτέλεσµα να έχουν προκύψει σηµαντικά στοιχεία σχετικά µε τη βιοδραστικότητα των µορίων αυτών. Στο πλαίσιο αυτό, διαπιστώθηκε ότι τα µόρια αυτά διαθέτουν σηµαντική αντιµικροβιακή, αντιφλεγµονώδη, αντιαλλεργική, αντιθροµβωτική, αντιµεταλλαξιογόνο και αγγειοδιασταλτική δράση. Πολλές από τις παραπάνω ιδιότητες ανάγονται στις αντιοξειδωτικές ιδιότητες των πολυφαινολών, δηλαδή στην ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες, δηλαδή τα ιόντα του υπεροξειδίου και τις υπεροξυ ρίζες των λιπιδίων 62, 63, 64, 65. Τα οξειδωτικά αυτά παράγωγα συντίθενται στα κύτταρα ως παραπροϊόντα του αερόβιου µεταβολισµού και εµπλέκονται στην ανάπτυξη πολλών ασθενειών. Επιπλέον, οι φαινόλες έχει διαπιστωθεί ότι παρουσιάζουν αντιική δράση έναντι των ιών  HIV, Herpex simplex, Ιnfluenza και Rhinovirus,66�68 ενώ παράλληλα δρουν και ως αναστολείς των κινασών σε καρκινικές κυτταρικές σειρές. 
 

1.8.2 Αντιαθηρωµατική δράση Η πρόσληψη πολυφαινολών µέσω της διατροφικής οδού έχει αναφερθεί ότι µειώνει τα ποσοστά εµφάνισης συµβαµάτων των στεφανιαίων νόσων.69 Ένας πιθανός µηχανισµός µέσω του οποίου οι φαινόλες συµβάλουν στην πρόληψη των καρδιαγγειακών παθήσεων, είναι η παρεµπόδιση της οξείδωσης της LDL (χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη)–χοληστερόλης. Σύµφωνα µε την υπόθεση της οξειδωτικής τροποποίησης της αθηροσκλήρωσης, η οξείδωση της LDL  συµβάλει καθοριστικά στην αρχική γένεση της αθηρωµάτωσης.70�72 Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από αναφορές ότι η οξείδωση της LDL–χοληστερόλης λαµβάνει χώρα in vivo73�74, και συµβάλλοντας σηµαντικά στην κλινική εκδήλωση της αθηρωµάτωσης. H οξειδωµένη µορφή της LDL είναι περισσότερο επικίνδυνη για την ανάπτυξη της αθηρωµάτωσης −σε σχέση τη µη οξειδωµένη− αφού συµβάλει και στην ενδοκυτταρική συσσώρευση οξειδωµένων λιπιδίων και στον σχηµατισµό αφρωδών κυττάρων. Οι πολυφαινόλες 
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µπορούν να αποτρέψουν την οξείδωση των λιπιδίων της LDL, είτε µέσω της εκκαθάρισης των ελευθέρων ριζών ή της συµπλοκοποίησης των µεταλλικών ιόντων, ή τέλος προστατεύοντας τα αντιοξειδωτικά συστήµατα που συνδέονται µε την LDL. Επιπλέον, η παρουσία των πολυφαινολών µπορεί να µειώσει το οξειδωτικό στρες αφού είναι δυνατόν να παρεµποδίσει τη δράση των κυτταρικών οξυγενασών, όπως της  NADPH–οξειδάσης ενεργοποιώντας τη δράση των κυτταρικών αντιοξειδωτικών συστηµάτων, όπως το σύστηµα της γλουταθειόνης75�76. Στο Σχήµα 1.17 παρουσιάζεται σχηµατικά η προστατευτική επίδραση των πολυφαινολικών παραγώγων στο σχηµατισµό της αθηρωµατικής πλάκας. 
 Σχήµα 1.17 Προστατευτική δράση των πολυφαινολών στο σχηµατισµό αθηρωµατικής πλάκας.70 

 Μια από τις συναφείς ιδιότητες των πολυφαινολών που συµβάλει στην πρόληψη της αθηρωµάτωσης αναφέρεται στην ικανότητά τους να ρυθµίζουν την παραγωγή µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) στο ενδοθήλιο των αγγείων. Το ΝΟ παράγεται από την αργινίνη, µέσω ενός πολύπλοκου ενζυµατικού συστήµατος,  θεωρείται δε ως ένας από τους πρωτεύοντες παράγοντες της αγγειοδιαστολής.10, 77 Το 

1993 οι Fitzpatrick78 και συνεργάτες,  έδειξαν ότι ο οίνος, ο χυµός σταφυλιών και το εκχύλισµα από φλοιό σταφυλιών, εµποδίζουν τη συστολή των αορτικών δακτυλίων σε ποντίκια. Αντίστοιχο αποτέλεσµα επιτεύχθηκε όταν χρησιµοποιήσαν µόρια κερκετίνης και ρεσβερατρόλης υποδεικνύοντας ότι πιθανότατα η παρουσία των δυο αυτών πολυφαινολών είναι η αιτία για τη δράση αυτή.  

1.8.3 Αντιµικροβιακή δράση Είναι γενικά αποδεκτό ότι τα φυτικής προέλευσης φυσικά προϊόντα 

(φυτοχηµικά) διαθέτουν µικρότερη αντιµικροβιακή δράση σε σύγκριση µε τα αντίστοιχα µικροβιακής προέλευσης, όπως για παράδειγµα τα αντιβιοτικά.79�80 Όµως 
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η επιτακτική ανάγκη για την ανακάλυψη και ανάπτυξη νέων αντιµικροβιακών έχει στρέψει το ενδιαφέρον και προς την κατεύθυνση της µελέτης των φυτοχηµικών. Για το σκοπό αυτό, η µελέτη των  πολυφαινολών αποτελεί µια ενδιαφέρουσα προοπτική, αφού είναι διαπιστωµένη η ικανότητά τους να εµποδίζουν τη βλάστηση των σπορίων των παθογόνων µικροοργανισµών στα φυτά. Εποµένως είναι υπό έρευνα η δυνατότητα χρησιµοποίησης των µορίων αυτών στην αντιµετώπιση των παθογόνων για τον άνθρωπο µυκήτων, όπως τα παθογόνα Candida albicans και Aspergillus 

flavus.81   Οι περισσότερες έρευνες στον τοµέα αυτό αφορούν τα εκχυλίσµατα των φυτών που είναι πλούσια σε πολυφαινόλες, ενώ έχει µελετηθεί και η αντιµικροβιακή δράση των ορισµένων καθαρών µορίων, όπως για παράδειγµα της (+)�κατεχίνης, 
trans−ρεσβερατρόλης,  απιγενίνης, ναριγενίνης,  κερκετίνης και των γλυκοζιτών της, του γαλλικού και καφεϊκού οξέος κλπ82. Στο πλαίσιο αυτό,  αρκετοί ερευνητές αναφέρουν ότι οι πολυφαινόλες επιδεικνύουν συνεργιστική δράση µε άλλους αντιµικροβιακούς παράγοντες κατά ανθεκτικών στελεχών των βακτηρίων83�85, ενώ αρκετοί χρησιµοποιούν συνθετικά παράγωγα των φλαβονών85, όπως για παράδειγµα οι Wang και συνεργάτες89 που συνδύασαν την 5-υδροξυ-7,4-διµεθοξυφλαβόνη µε µέταλλα µετάπτωσης ανακαλύπτοντας ότι έτσι αυξάνει η αντιβακτηριακή τους ικανότητα.. Όµως µόνο δυο είναι οι έρευνες που αφορούν την in vivo χορήγηση των φλαβονοειδών. Σε µια από αυτές88 η χορήγηση από το στόµα κερκετίνης σε ινδικά χοιρίδια σε δόσεις των 142,9 mg/kg και 214,3 mg/kg, τα προστάτευσε από µόλυνση µε τον παθογόνο µικροοργανισµό shigella, ενώ οι αντίστοιχοι µάρτυρες πέθαναν.  Πρέπει να αναφερθεί ότι παρά το πλήθος των ερευνών, αρκετά αποτελέσµατα είναι αντικρουόµενα, γεγονός που θα πρέπει να αποδοθεί στις διαφορετικές τεχνικές που χρησιµοποιούνται για την αξιολόγηση της αντιµικροβιακής δράσης.  
 

1.8.4 Αντιική δράση Πολύ µεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ερευνητική προσπάθεια για τον προσδιορισµό της ανασταλτικής δράσης των φλαβονοειδών, ιδιαίτερα κατά των ιών που καταστέλλουν το ανθρώπινο ανοσοποιητικό σύστηµα, όπως για παράδειγµα ο  

HIV (Human Immunodeficiency Virus) και ιδιαίτερα το στέλεχος HIV-1 και τα ένζυµα του. Για το σκοπό αυτό, ποικίλες in vitro έρευνες έδειξαν ότι το φλαβονοειδές βαϊκαλίνη –που έχει αποµονωθεί από κινέζικά βότανα– εµποδίζει τη µόλυνση και τη 
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αναπαραγωγή του ιού. 89�90  Όµως και η κατεχίνες έχει βρεθεί ότι αδρανοποιούν την ανάστροφη αντιγραφάση του ιού, όµως επειδή παράλληλα αδρανοποιούν και άλλες πολυµεράσες του DNA, θεωρούνται ως µη ειδικές για την καταστολή των ενζύµων του HIV-191. Είναι επίσης χαρακτηριστικό ότι και οι φλαβονόλες  µυρισετίνη και κερκετίνη παρεµποδίζουν το ένζυµο ιντεγγράση του ιού,92 ενώ σε έρευνα των Hu και συνεργατών93, βρέθηκε ότι το φλαβονοειδές χρύσινο οδηγεί σε καλύτερο θεραπευτικό αποτέλεσµα σε σύγκριση µε 21 φυσικά και 13 συνθετικά φλαβονοειδή.  Τα φλαβονοειδή επιδεικνύουν προστατευτική δράση και έναντι άλλων ιών. Για παράδειγµα η κερκετίνη, η ρουτίνη, η διυδροκερκετίνη, η µορίνη, η λευκοκυανιδίνη, η πελαργονιδίνη και  η κατεχίνη, έχει αποδειχθεί ότι είναι δραστικά κατά διαφόρων  τύπων ιών, όπως οι herpex simplex virus (HSV), poliovirus και sindbis virus.94�95 Τέλος, είναι αξιοσηµείωτο ότι οι πολυφαινόλες εµφανίζουν συνεργιστική δράση µεταξύ τους αλλά και µε άλλους αντιικούς παράγοντες. Για παράδειγµα η καµφερόλη σε συνδυασµό µε τη λουτεολίνη είναι περισσότερο αποτελεσµατική για την αντιµετώπιση του HSV.96 

 

1.8.5 Aντικαρκινική δράση των πολυφαινολών 
1.8.5.1 Επιδηµιολογικές µελέτες  Το πλήθος των επιδηµιολογικών µελετών για την προστατευτική δράση των πολυφαινολών στην πρόληψη διαφόρων µορφών καρκίνου είναι εντυπωσιακό.97 Σε µια έρευνα που διεχήχθη στη Σαγκάη µεταξύ 1996 έως 1998, και περιελάµβανε 250 γυναίκες µε καρκίνο του µαστού, οι Dai και συνεργάτες98 ανέφεραν ότι η συγκέντρωση ισοφλαβονοειδών και λιγνανίων στα ούρα των γυναικών αυτών ήταν σηµαντικά µικρότερη σε σχέση µε αντίστοιχο δείγµα γυναικών που δεν είχαν αναπτύξει καρκίνου του µαστού. Τα αποτελέσµατα αυτά αποτελούν ένδειξη ότι δίαιτα πλούσια σε φλαβονοειδή πιθανόν να σχετίζεται µε µειωµένη εµφάνιση καρκίνου του στήθους.  Σε µια µεγάλη πληθυσµιακή έρευνα στη Φινλανδία η οποία διήρκεσε 25 χρόνια και περιελάµβανε άτοµα 15�90 ετών �τα οποία αρχικά δεν είχαν καρκίνο� βρέθηκε ότι η αυξηµένη πρόσληψη πολυφαινολών µέσω της διατροφής ήταν αντιστρόφως ανάλογη µε την εµφάνιση καρκίνου του πνεύµονα κα άλλων κακοήθων όγκων, σε σύγκριση µε τα άτοµα που το διαιτολόγιο τους ήταν φτωχό σε πολυφαινόλες.99 Αναλύοντας τα δεδοµένα οι ερευνητές βρήκαν ότι στον ανδρικό 
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πληθυσµό αυξηµένη πρόσληψη σε κερκετίνη µείωνε τον κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου του πνεύµονα, ενώ αυξηµένη πρόσληψη σε µυρισετίνη συνδεόταν µε µειωµένα ποσοστά εµφάνισης καρκίνου του προστάτη. Τα αποτελέσµατα αυτά έχουν επιβεβαιωθεί και από άλλες επιδηµιολογικές µελέτες,100�101 ενώ επιπλέον βρέθηκε ότι η πρόσληψη πολυφαινολών µειώνει σε ποσοστό 70% το κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου του φάρυγγα, του οισοφάγου και της στοµατικής κοιλότητας.102 

1.8.5.2 Αντικαρκινική δράση κυριότερων πολυφαινολών στον οίνο  Κερκετίνη Η φλαβονόλη κερκετίνη επιδεικνύει ένα ευρύ φάσµα αντικαρκινικής δραστικότητας, αφού είναι γνωστό ότι παρεµποδίζει την ανάπτυξη κυττάρων από καρκινικούς όγκους του ανθρώπου,  όπως από τους καρκίνους του στοµάχου,103 του παχέος εντέρου,104�105 του προστάτη106 και του µαστού.107 Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι καταστέλλει σε µύες την ανάπτυξη του καρκίνου του τραχήλου, της µήτρας,108 του µελανώµατος109 και του εντέρου110. Κατά τη φάση ένα των κλινικών ερευνών η κερκετίνη που χορηγήθηκε σε ασθενείς µε προχωρηµένο στάδιο καρκίνου των ωοθηκών µειώνοντας κατά έξι φορές τη συγκέντρωση στο πλάσµα  του καρκινικού πρωτεϊνικού δείκτη CA125. Σε άλλους  ασθενείς µε προχωρηµένο καρκίνο στο ήπαρ, η χορήγηση κερκετίνης είχε ως αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση της συγκέντρωσης του καρκινικού δείκτη φετοπρωτεΐνη στον ορό του αίµατος.111 Σύµφωνα µε τους ίδιους ερευνητές, χορήγηση υδατοδιαλυτής πρόδροµης ένωσης της κερκετίνης ήταν αναποτελεσµατική, πιθανότατα λόγω κακής απορρόφησης.112  

 (+)�Κατεχίνη Κλινικές έρευνες έχουν δείξει ότι η φλαβονόνη κατεχίνη είναι αποτελεσµατική στην παρεµπόδιση της ανάπτυξης ανθρώπινων κυτταρικών σειρών που προέρχονται από καρκίνο του προστάτη και του µαστού,106�107, 113 όπως επίσης και στην παρεµπόδιση καρκινογένεσης στο ήπαρ των µυών114. Νεότερες έρευνες έδειξαν ότι η 

(+)�κατεχίνη µειώνει κατά 75% την εµφάνιση όγκων σε µύες µε ελαττωµατική σειρά γονιδίων, η οποία προκαλεί την αυτόµατη ανάπτυξη όγκων στο έντερο.115 

Trans–Ρεσβερατρόλη 
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Οι αντικαρκινικές ιδιότητες της trans–ρεσβερατρόλης έχουν ερευνηθεί σε βάθος. Το 1997 αναφέρθηκε ότι η χορήγηση 1�25 µΜ trans–ρεσβερατρόλης παρεµπόδισε την έναρξη και εξάπλωση καρκίνων του δέρµατος και του µαστού σε µύες.116 Επίσης έγινε έρευνα σχετικά µε την αντιµεταλλαξιγόνο δράση της trans–ρεσβερατρόλης.117 Είναι όµως χαρακτηριστικό ότι αρκετές in vitro και in vivo µελέτες έδειξαν ότι η trans–ρεσβερατρόλη διαθέτει ιδιαίτερα αποτελεσµατικές αντικαρκινικές ιδιότητες σε ποικίλα σηµεία της διαδικασίας για την ανάπτυξη των νεοπλασιών.118 Η εξήγηση της ιδιαίτερης δραστικότητας της trans–ρεσβερατρόλης σχετίζεται πιθανότατα µε τη διαπιστωµένη ιδιότητά της να ενεργοποιεί σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις (<1µΜ), µηχανισµούς που σχετίζονται είτε µε την απόπτωση ή µε το σύστηµα των υποδοχέων των αρυλο– υδρογονανθράκων, ενός  µηχανισµού που επάγει την πρόληψη της καρκινογένεσης.119�121  Τέλος, η trans–ρεσβερατρόλη εµποδίζει τη µετάσταση των πρώιµων όγκων σε µύες µέσω παρεµπόδισης της αγγειογένεσης,  ενός µηχανισµού που επάγει την εξάπλωση των αιµοφόρων αγγείων στους καρκινικούς ιστούς, αποκόπτοντας έτσι τα µεταλλαγµένα κύτταρα από µεταφορά οξυγόνου και θρεπτικών συστατικών. 121 Γαλλικό οξύ Το γαλλικό οξύ ανήκει στην κατηγορία των υδροξυβενζοϊκών οξέων και είναι ευρέως διαδεδοµένο σε φρούτα και λαχανικά. Το γαλλικό οξύ και οι εστέρες του έχει βρεθεί ότι διαθέτουν σηµαντική κυτταροστατική δράση σε όγκους του πνεύµονα, στοµάχου και έντερου των ζώων και σε λευχαιµικά κύτταρα ανθρώπου122�124. Οι ενώσεις του γαλλικού οξέος έχουν την ικανότητα να παρεµποδίζουν την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων του µαστού και τις µεταλλάξεις σε µύες, ενώ επάγουν την απόπτωση σε λεµφοκύτταρα του ανθρώπινου αίµατος και σε καρκινικά κύτταρα  του προστάτη.125�128 Καφεϊκό και Φερουλικό οξύ Το καφεϊκό και το φερουλικό οξύ, επιδεικνύουν αξιοσηµείωτη προστατευτική δράση κατά της καρκινογένεσης, πιθανότατα µέσω της παρεµπόδισης του σχηµατισµού των Ν-νιτροσοπροϊόντων στον οργανισµό. Σε in vitro πειράµατα, τα οξέα αυτά έδειξαν ότι αντιδρούν µε ΝΟ2, ενώ σε in vivo δοκιµασίες ανέστειλαν το σχηµατισµό της νιτροζαµίνης. Αντίστοιχα, σε προσοµοιώσεις του γαστρικού υγρού, τα οξέα αυτά αντέδρασαν ταχύτατα και ποσοτικά µε ισοµοριακή ποσότητα NaNO2. Τέλος θα πρέπει να σηµειωθεί ότι όσο στα in vivo όσο και στα  in vitro πειράµατα, το 
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καφεϊκό πάντοτε παρουσίασε υψηλότερη δραστικότητα σε σχέση µε το φερουλικό.10,129 

 

1.8.6 Αντιαγγειογενετική δράση Η αγγειογένεση αναφέρεται στη διαδικασία ανάπτυξης νέων αιµοφόρων αγγείων εµπλεκόµενη σε ποικίλες φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις, όπως η εµβρυϊκή ανάπτυξη, η επούλωση των τραυµάτων, οι αναπαραγωγικοί κύκλοι, αλλά και η ανάπτυξη των καρκινικών όγκων, οι µεταστάσεις, ο διαβήτης και οι χρόνιες λοιµώξεις. Εποµένως, η καταστολή της ανώµαλης αγγειογένεσης µπορεί να αποτελέσει βασική στρατηγική για τη θεραπεία των αντίστοιχων νοσηµάτων.130 Αρκετές φυσικής προέλευσης πολυφαινόλες έχει αναφερθεί ότι διαθέτουν τη ικανότητα να δρουν ως αναστολείς της αγγειογένεσης και της ανάπτυξης των ενδοθηλιακών κυττάρων. Επιπλέον αρκετά από τα µόρια αυτά έχει διαπιστωθεί ότι παρεµποδίζουν την ανάπτυξη καρκινικών όγκων σε ζώα. Για παράδειγµα, η trans–ρεσβερατρόλη καταστέλλει τη in vivo αγγειογένεση που επάγεται από τους παράγοντες  FGF-2 (fibroblast growth factor-2 ) και VEGF (vascular endothelial 

growth factor).131 Επίσης, αναστέλλει άµεσα in vitro τον πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων και τη µεταφορά/ανάπτυξη καρκινικών όγκων132. Ένας από τους στόχους της ρεσβερατρόλης στα κύτταρα του ενδοθηλίου είναι  το µονοπάτι των κινασών της MAP (mitogen activated protein), όπως είναι εµφανές από πειράµατα για την παρεµπόδιση της φωσφορυλίωσης των κινασών της ΜΑΡ.131 Αντίστοιχα, η κερκετίνη, επιδεικνύει παρόµοιες ιδιότητες µε την trans–ρεσβερατρόλη, σε µεγαλύτερες όµως συγκεντρώσεις.132 Η παρεµποδιστική δράση αυτών των µορίων αυτών µπορεί να συνδεθεί µε τις αντιφλεγµονώδεις  ιδιότητές τους και την ικανότητά τους να παρεµποδίζουν τις πρωτεάσες που εµπλέκονται στη διαδικασία της αγγειογένεσης, όπως για παράδειγµα οι  MMPs (matrix metalloproteinases).133 

 

1.8.7 Οιστρογονική δράση Αρκετές πολυφαινόλες διαθέτουν αγωνιστική οιστρογονική δράση αφού  συναγωνίζονται τα ενδογενή οιστρογόνα, κυρίως στην πρόσδεση µε τους οιστρογονικούς υποδοχείς β (ERβ), µε αποτέλεσµα τη µειωµένη ενεργοποίηση των βιοσυνθετικών οδών των οιστρογόνων. Στα µόρια µε οιστρογονική δράση περιλαµβάνονται οι ισοφλαβόνες, τα φλαβονοειδή και οι λιγνάνες µε 
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χαρακτηριστικότερους εκπροσώπους τις κερκετίνη, απιγενίνη, γενιστεϊνη και trans–ρεσβερατρόλη130. H οιστρογονική δράση των µορίων αυτών στον οργανισµό συσχετίζεται µε την ικανότητα τους να αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό των ορµονοεξαρτώµενων (από οιστρογόνα) καρκινικών κυττάρων.134, 135 

 

1.8.8 Πιθανές ανεπιθύµητες δράσεις των πολυφαινολών Παρά τις εκτεταµένες µελέτες για τις ευεργετικές επιδράσεις των πολυφαινολών στην υγεία, η πιθανή τους τοξικότητα είναι ένα πεδίο που δεν έχει ακόµη διερευνηθεί σε βάθος. Μια επιπλέον επιφύλαξη που διατυπώνεται για τα µόρια αυτά αφορά την πιθανή αρνητική τους επίδραση στην απορρόφηση και βιοδιαθεσιµότητα άλλων επωφελών διατροφικών συστατικών, κυρίως των πρωτεϊνών. Η µείωση της απορρόφησης των πρωτεϊνών από τις πολυφαινόλες µπορεί να πραγµατοποιηθεί είτε µε την απευθείας καθίζηση των πρωτεϊνών είτε µέσω της παρεµπόδισης των ενζύµων τους136. Για παράδειγµα, οι τανίνες σχηµατίζουν σύµπλοκα µε πρωτεΐνες, υδατάνθρακες και ένζυµα137, 138, ενώ έχει διαπιστωθεί ότι η παρουσία τους µειώνει την απορρόφηση ιχνοστοιχείων όπως ο σίδηρος και ο χαλκός139, 140. Παρά τις παρατηρήσεις αυτές, θα πρέπει να επισηµανθεί ότι η συµπλοκοποίηση µε τα µέταλλα αυτά είναι ορισµένες φορές ωφέλιµη, αφού αποτελεί έναν από τους µηχανισµούς µε τους οποίους εκδηλώνεται ο αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών. 
 

1.8.8.1 Προοξειδωτική ∆ράση Οι πολυφαινόλες που προσλαµβάνονται µέσω της διατροφής έχουν εµφανίσει και προοξειδωτική δράση σε συστήµατα που περιλαµβάνουν µεταλλικά ιόντα. Για παράδειγµα, παρουσία Ο2 τα µέταλλα µετάπτωσης όπως ο Cu και ο Fe καταλύουν αντιδράσεις των φαινολικών ουσιών που οδηγούν στην απελευθέρωση ενεργών µορφών οξυγόνου (ROS) και φαινοξυλο ριζών που είναι δυνατόν να βλάψουν το 

DNA, τα λιπίδια και άλλα βιολογικά µόρια..141 Οι φαινοξυλο ρίζες έχει αποδειχθεί ότι εµπλέκονται στα αρχικά στάδια της αθηροσκλήρωσης, µέσω της καταλυτικής οξείδωσης της τυροσίνης σε µια ρίζα της τυροσόλης, η οποία στη συνέχεια οξειδώνει την LDL-χοληστερόλη.142 Είναι γεγονός ότι η υπερβολική πρόσληψη πολυφαινολών, µπορεί συσχετιστεί µε ποικίλα −ανεπιθύµητα για την υγεία− αποτελέσµατα, όπως η 
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καρκινογένεση, η γονιδιοτοξικότητα,  οι αλληλεπιδράσεις µε άλλες φαρµακευτικές ουσίες, η τοξική επίδραση στο θυρεοειδή και η οιστρογονική δράση.136, 143 Σε πειράµατα διαρροής µυών από τους Ray και συνεργάτες,144 µε  χορήγηση εκχυλίσµατος σταφυλιών πλούσιο σε προανθοκυανιδίνες σε ποσότητες από 0,5 έως 2 

g ανά kg σωµατικού βάρους, δεν παρατηρήθηκε καµία τοξικότητα. Αντίθετα, η χορήγηση υψηλών δόσεων κερκετίνης (2%�4%), σε διαφορετικού τύπου µύες, οδήγησε στην ανάπτυξη χρόνιας νευροπάθειας,145 ενώ σε µια άλλη έρευνα η χορήγηση κερκετίνης κατά 0,1% στη διατροφή µείωσε σηµαντικά το προσδόκιµο ζωής των µυών.146 Αντίστοιχα, η προσθήκη 2% καφεϊκού οξέος στη διατροφή διαφόρων τύπων µυών, προκάλεσε την ανάπτυξη καρκινικών όγκων στο στοµάχι και τα νεφρά.147 Σε δόσεις 0,1%�1% οι κατεχίνες που περιέχονται στο πράσινο τσάι ενισχύουν στην ανάπτυξη όγκων στο ορθό των αρσενικών αρουραίων, ενώ η κερκετίνη σε υψηλές δόσεις παρεµποδίζει τον πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων, σε µικρές δόσεις (1�5 µmol/L) ενισχύει τον πολλαπλασιασµό τους.48, 149 Τέλος, η οιστρογονική δράση ορισµένων πολυφαινολών –κυρίως ισοφλαβονών– ενώ έχει θετικά αποτελέσµατα οδηγεί όµως και σε ανεπιθύµητες παρενέργειες, αφού η µεγάλη πρόσληψη ισοφλαβονών έχει συνδεθεί µε τη µειωµένη γονιµότητα στα ζώα και την αναστολή παραγωγής της ωχρινοτρόπου ορµόνης στις γυναίκες πριν την εµµηνόπαυση.50, 151, 152 Επίσης έχουν προκύψει ερωτηµατικά σχετικά µε τη σεξουαλική ωρίµανση των αρρένων νηπίων, των οποίων η διατροφή  περιλαµβάνει µεγάλες ποσότητες ισοφλαβονών (κυρίως στις Ασιατικές χώρες).153�154 Θα πρέπει βέβαια να σηµειωθεί ότι οι περισσότερες από αυτές τις έρευνες έχουν πραγµατοποιηθεί είτε in vitro ή σε ζώα, µε αποτέλεσµα τα ευρήµατά τους να µην έχουν ακόµα συνδεθεί µε τον ανθρώπινο οργανισµό.   

 

1.9 Σχέση δοµής –αντιοξειδωτικής ικανότητας 
H αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών, είναι η πλέον µελετηµένη βιολογική τους λειτουργία. Η δραστικότητα των πολυφαινολών ως ισχυρών εκκαθαριστών των ελευθέρων ριζών in vitro έχει αποδειχθεί τόσο µε τη χρήση συνθετικών ελευθέρων ριζών (ABTS, DPPH) όσο και σε ρίζες που παράγονται µε φυσιολογικές διαδικασίες, όπως για παράδειγµα οι υπεροξυ και υδρόξυλο ρίζες και τα  υπεροξείδια.155 
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Οι παράµετροι που χαρακτηρίζουν ένα φαινολικό παράγωγο ως αντιοξειδωτικό είναι οι παρακάτω: • Η δράση της ως δότης υδρογόνου ή ηλεκτρονίων, δηλαδή το αναγωγικό δυναµικό της.  • Η σταθερότητα της προκύπτουσας φαινολικής ρίζας, γεγονός που συνδέεται µε την ικανότητα σταθεροποίησης και απεντοπισµού του ηλεκτρονιακού ζεύγους. • Η δυνατότητα αντίδρασης µε άλλες αντιοξειδωτικά Η χηµική δοµή των πολυφαινολών  σχετίζεται άµεσα µε την ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες, γεγονός στο οποίο έγκειται η αντιοξειδωτική τους δράση.62 

1.9.1.1 Φλαβονοειδή Είναι γνωστό ότι τα φλαβονοειδή  τερµατίζουν τις αλυσιδωτές αντιδράσεις των ελευθέρων ριζών δίνοντας υδρογονοάτοµα στις υπεροξυ ρίζες, οπότε προκύπτουν ρίζες των φλαβονοειδών που µε τη σειρά τους αντιδρούν µε άλλες ελεύθερες ρίζες τερµατίζοντας έτσι την αλυσίδα των αντιδράσεων.56 Εκτός  από την αντιοξειδωτική τους ικανότητα κάποια φλαβονοειδή έχουν την ιδιότητα να δρουν ως συµπλοκοποιητές µετάλλων, παρεµποδίζοντας την αντίδραση Fenton που αποτελεί σηµαντική πηγή παραγωγής ενεργών µορφών οξυγόνου (ROS).157 Γενικά, η αντιοξειδωτική δράση των φαινολικών παραγώγων εξαρτάται από τον αριθµό158. Όσον αφορά τα φλαβονοειδή, τα δοµικά χαρακτηριστικά που προάγουν  την αντιοξειδωτική δράση τους µορίων είναι τα παρακάτω: • Η παρουσία υδροξυλοµάδας στη θέση 3 του δακτυλίου C. Μόρια όπως η 

(+)–κατεχίνη και η (–)–επικατεχίνη (φλαβανόνες), η κερκετίνη, και η µυρισετίνη 

(φλαβονόλες) που διαθέτουν υδροξυλοµάδα στον C–3, διαθέτουν µεγαλύτερο αντιοξειδωτικό δυναµικό σε σύγκριση µε άλλα φλαβονοειδή, όπως η απιγενίνη 

(φλαβόνη) και η ναριγενίνη (φλαβανόνη) που δεν έχουν υδροξύλιο στη θέση αυτή.159  • Η ύπαρξη διπλού δεσµού µεταξύ C2–C3 στο δακτύλιο C. Η υδρογόνωση αυτών των δεσµών µειώνει σηµαντικά την αντιοξειδωτική ικανότητα του µορίου155. • Ο συνολικός αριθµός των υδροξυλοµάδων του µορίου. Η ικανότητα εξουδετέρωσης ελευθέρων ριζών των φλαβονοειδών αυξάνει µε τον αριθµό των υδροξυλοµάδων στο δακτύλιο Β και ιδιαίτερα στη θέση C–3'. Αντίστοιχα,  µειώνεται δραµατικά όσο ελαττώνεται ο αριθµό τους.160 
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• Η θέση των υδροξυλοµάδων, αφού η παρουσία  υδροξυλίων στις θέσεις C–5 και 
C–7 του δακτυλίου Α, στις θέσεις C–3’ και  C–4’ του δακτυλίου Β και C–3 του δακτυλίου  C, συνεισφέρει σηµαντικά στην παρεµπόδιση της οξείδωσης των λιπιδίων.156 • Η παρουσία γλυκοζιτικών δεσµών. Οι γλυκοζίτες των φλαβονοειδών διαθέτουν µειωµένη in vitro ικανότητα δέσµευσης ελευθέρων ριζών, σε σύγκριση µε τα αντίστοιχα άγλυκα µόρια, αφού η ύπαρξη  γλυκοζιτικού δεσµού µειώνει την αντιοξειδωτική ικανότητα των γειτονικών υδροξυλίων λόγω στερεοχηµικής παρεµπόδισης.62, 161  • Η παρουσία µεθοξυ υποκαταστατών –λόγω στερεοχηµικής παρεµπόδισης– µειώνει επίσης την in vitro αντιοξειδωτική ικανότητα των φλαβονοειδών.156 • Τα φλαβονοειδή που διαθέτουν ταυτόχρονα καρβονυλοµάδα στον C–4 και υδροξυλοµάδα σε C–3 ή C–5, όπως η κερκετίνη και η ρουτίνη, σχηµατίζουν χηλικά  σύµπλοκα µε µεταλλικά ιόντα όπως για παράδειγµα τα ιόντα σιδήρου162. Η ικανότητά τους αυτή πιθανόν να συµβάλει και στην παρεµπόδιση της παραγωγής ελευθέρων ριζών µέσω του συστήµατος Fenton, όπως ήδη αναφέρθηκε. Επιπλέον τα φλαβονοειδή διατηρούν την ικανότητα τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες, ακόµα και όταν βρίσκονται σε σύµπλοκα µε ιόντα σιδήρου.157 Σύµφωνα µε τα παραπάνω η κερκετίνη αποτελεί ένα πρότυπο αντιοξειδωτικό µόριο, πληρώντας όλες τις προϋποθέσεις για αποτελεσµατική εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών .62 

1.9.1.2 Φαινολικά οξέα Η αντιοξειδωτική ικανότητα των φαινολικών οξέων και των εστέρων τους είναι συνάρτηση του αριθµού των υδροξυλοµάδων εκάστου µορίου. Έτσι, τα υδροξυλιωµένα κιναµµωµικά οξέα είναι καλύτεροι δότες πρωτονίων από τα αντίστοιχα υδροξυβενζοϊκά..62 Αντίθετα, η καρβοξυλοµάδα των βενζοϊκών οξέων έχει αρνητική επίδραση στην ικανότητα των µορίων να προσφέρουν υδρογόνα. 
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1.10 Βιοδιαθεσιµότητα και µεταβολισµός των πολυφαινολών Οι επωφελείς για την υγεία επιδράσεις από την πρόσληψη των φαινολικών παραγώγων είναι σε άµεση συνάρτηση µε το βαθµό απορρόφησής τους από τον οργανισµό και το µεταβολισµό τους.163, 136 Επίσης, σηµαντικό ρόλο παίζει η δοµή, ο βαθµός πολυµερισµού, η πιθανή σύνδεση µε σάκχαρα, το µοριακό βάρος και η διαλυτότητά τους164. Η  επικρατούσα άποψη ότι η απουσία γλυκολυτικών ενζύµων στο έντερο επιτρέπει την απορρόφηση µόνο των άγλυκων φαινολών165 αναθεωρήθηκε, αφού νεότερα ευρήµατα έδειξαν ότι και οι γλυκοζίτες των πολυφαινολών µπορούν να περάσουν από τα τοιχώµατα του εντέρου. Έτσι αποδείχθηκε ότι η απορρόφηση των γλυκοζιτών της κερκετίνης των τηγανητών κρεµµυδιών ήταν σχεδόν διπλάσια σε σύγκριση µε την απορρόφηση της κερκετίνης που δίνεται από το στόµα.166 Υπάρχει επίσης ο ισχυρισµός ότι η βιοδιαθεσιµότητα των γλυκοζιτών της κερκετίνης εξαρτάται από το είδος των σακχάρων που έχει ως υποκαταστάτες. Για παράδειγµα η γλυκόζη ως υποκαταστάτης αυξάνει τη βιοδιαθεσιµότητα.167 Αντίστοιχα ευρήµατα έδειξαν ότι ο πικεΐδης (γλυκοζίτης της ρεσβερατρόλης), είναι σταθερότερος, περισσότερο υδατοδιαλυτός και απορροφάται καλύτερα από το έντερο σε σύγκριση µε το άγλυκο του τµήµα (ρεσβερατρόλη)52. Βέβαια η βιοδιαθεσιµότητα των φαινολικών παραγώγων επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες, όπως είναι οι διαφοροποιήσεις στα κυτταρικά τοιχώµατα και η θέση των πολυφαινολών στα κύτταρα.168 Ο ακριβής µηχανισµός µέσω του οποίου πραγµατοποιείται η απορρόφηση των γλυκοζιτών των φαινολικών παραγώγων από τη γαστροεντερική οδό δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί, όµως υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις για τη συµµετοχή ποικίλων πρωτεϊνών και ενζύµων (πχ υδρολάσες, ενεργοί µεταφορείς σακχάρων) στη διαδικασία αυτή.168�171  Γενικά εκτιµάται ότι περίπου το 5-10% της συνολικής προσλαµβανοµένης ποσότητας των πολυφαινολών απορροφάται από το λεπτό έντερο. Από τη χλωρίδα  του εντέρου  εκλύονται ένζυµα που υδρολύουν τους γλυκοζίτες, διασπούν τις µεγάλου µοριακού βάρους πολυφαινόλες, ενώ παράλληλα διασπούν και τους ετεροκυκλικούς δακτυλίους που περιέχουν οξυγόνο.172�173 Όσα από τα φαινολικά δεν απορροφώνται στο έντερο, µαζί µε τις ουσίες που µεταβολίζονται στο ήπαρ, εισέρχονται στο ορθόν.171, 173 
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Κατά τη διαδικασία του  µεταβολισµού οι πολυφαινόλες υπόκεινται µετατροπές, όπως µεθυλίωση ή θείωση, παράγοντας µεταβολίτες µε µειωµένη αντιοξειδωτική ικανότητα, αφού πλέον διαθέτουν λιγότερες υδροξυλοµάδες.172,  174 Στο σχήµα 1.18 περιγράφεται ο µεταβολισµός της trans-ρεσβερατρόλης στον ανθρώπινο οργανισµό. 

Σχήµα 1.18 Μεταβολισµός της trans–ρεσβερατρόλης στον οργανισµό 52 
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1.11 Επίδραση των πολυφαινολών στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των τροφίµων Οι πολυφαινόλες συµµετέχουν σε µεγάλο βαθµό στη διαµόρφωση των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών πολλών τροφίµων. Η στυφή γεύση που τους προσδίδουν αποδίδεται κατά κύριο λόγο στην καταβύθιση των γλυκοπρωτεϊνών του σιέλου και των πολυσακχαριτών επάνω στη γλώσσα, µε αποτέλεσµα την ανάπτυξη των αισθηµάτων της ξηρότητας και τραχύτητας.175�176  Οι πολυφαινόλες σχηµατίζουν µη υδατοδιαλυτά σύµπλοκα µε τις πλούσιες σε προλίνη πρωτεΐνες του σιέλου,  οι οποίες είναι χαρακτηριστικό ότι παρουσιάζουν µεγάλη συγγένεια µε τα φαινολικά παράγωγα.177 Η ένταση της στυφής αίσθησης είναι σηµαντικός παράγοντας για τον καθορισµό των οργανοληπτικών των ερυθρών οίνων και αποδίδεται στην παρουσία των προανθοκυανιδινών (φλαβόνες) και των υδρολυόµενων τανινών178 (παρ.1.7.6). Έτσι είναι πολύ σηµαντικό να επιτυγχάνεται η σωστή αναλογία αντιοξειδωτικών φαινολικών συστατικών στον οίνο έτσι ώστε να µην επηρεαστούν αρνητικά τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του.  
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2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ 

2.1 Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 

 

2.1.1 Εισαγωγή Η υγρή χρωµατογραφία είναι µια φυσική µέθοδος διαχωρισµού στην οποία τα συστατικά που πρόκειται να διαχωριστούν κατανέµονται µεταξύ δύο φάσεων µιας στατικής και µιας κινητής φάσης οι οποίες βρίσκονται στη χρωµατογραφική στήλη.1�2 Ο διαχωρισµός βασίζεται στις διαφορές που υπάρχουν σε ορισµένες ιδιότητες των συστατικών ενός µείγµατος όπως είναι το σηµείο ζέσεως, η πολικότητα, τα ηλεκτρικά φορτία, το µέγεθος των µορίων.3  Η χρωµατογραφία ανακαλύφθηκε και χρησιµοποιήθηκε για πρώτη φορά το 

1903, από το Ρώσο Βοτανολόγο Tswett, στην προσπάθεια του να διαχωρίσει τις χρωστικές των πράσινων φύλλων χρησιµοποιώντας µια στήλη από CaCO3. 

 Έκτοτε η τεχνική εξελίχθηκε και βελτιώθηκε καθιστώντας τη χρωµατογραφία την πρώτη από τις ενόργανες τεχνικές ανάλυσης.   
 Στην υγρή χρωµατογραφία στήλης (LC), η στατική φάση είναι στερεό πορώδες υλικό ή υγρό καθηλωµένο σε στερεό υπόστρωµα, που βρίσκεται συσκευασµένο σε στήλη, ενώ η κινητή φάση είναι υγρό. Η διαβίβαση της κινητής φάσης µέσα από τη στατική επιτυγχάνεται µε τη χρησιµοποίηση αντλιών χαµηλής πίεσης όταν η στατική φάση αποτελείται από σχετικώς µεγάλης διαµέτρου σωµατίδια που παρουσιάζουν µικρή αντίσταση (κλασσική υγρή χρωµατογραφία στήλης), είτε µε τη χρησιµοποίηση αντλιών υψηλής πίεσης όταν η στατική φάση αποτελείται από πολύ µικρής διαµέτρου και εποµένως µεγάλης αντίστασης υψηλής διαχωριστικής απόδοσης σωµατίδια.3 Η τελευταία περίπτωση αποτελεί την Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography HPLC), η οποία αποτελεί µια γρήγορη τεχνική για την ανάλυση µιγµάτων ουσιών, παρέχοντας άµεσα τόσο τον ποιοτικό όσο και τον ποσοτικό προσδιορισµό της κάθε ουσίας ξεχωριστά.  
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2.1.2 Τύποι Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης Οι τεχνικές της HPLC, µπορούν να διαχωριστούν στους εξής τύπους µε βάση το µηχανισµό διαχωρισµού: 3�4 

 

1) Xρωµατογραφία προσροφήσεως: 
2) Xρωµατογραφία κατανοµής στήλης 
3) Χρωµατογραφία µοριακού αποκλεισµού  

4) Χρωµατογραφία ιονανταλλαγής 
5) Χρωµατογραφία ζεύγους ιόντων 

6) Χρωµατογραφία συγγενείας  
 

2.1.2.1 Υγρή-υγρή χρωµατογραφία κατανοµής στήλης Στη χρωµατογραφία κατανοµής το στερεό υλικό της στήλης λειτουργεί αποκλειστικά ως υλικό στήριξης µιας λεπτής στιβάδας υγρής στατικής φάσεως η οποία συνήθως είναι πολικού χαρακτήρα. Ως υλικά στήριξης χρησιµοποιούνται υλικά όπως: πηκτή διοξειδίου του πυριτίου, γη διατόµων, κυτταρίνη, πολυστυρένιο.2  Ο µηχανισµός διαχωρισµού των συστατικών ενός µίγµατος είναι η κατανοµή. Τα συστατικά κατανέµονται µεταξύ δύο µη αναµειγνυόµενων υγρών διαφορετικής πολικότητας, της στατικής και της κινητής φάσης και διαλύονται. Το ποσοστό διάλυσης σε κάθε µια φάση, δηλαδή η πολικότητα των ουσιών, καθορίζει την ταχύτητα έκλουσης τους από τη στήλη. Οι ουσίες που διαλύονται ισχυρά στην υγρή στατική φάση συγκρατούνται στη στήλη για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα σε σχέση µε τις ουσίες που διαλύονται ισχυρότερα στην κινητή φάση. Οι υγρές στατικές φάσεις υψηλής πυκνότητας είναι λιγότερο αποτελεσµατικές από της χαµηλής πυκνότητας, καθώς η διάχυση και η µεταφορά µάζας λαµβάνουν χώρα µε αργό ρυθµό.5 Ο διαχωρισµός των συστατικών ενός µίγµατος εξηγείται από τη “Θεωρία των πλακών” . Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, κάθε στήλη χρωµατογραφίας αποτελείται από ένα διαφορετικό αριθµό θεωρητικών ζωνών ή θαλάµων εξισορρόπησης µέσα από τους οποίους διέρχονται τα συστατικά και κατανέµονται µεταξύ της κινητής και της στατικής φάσης. Κάθε θάλαµος αποτελεί µια θεωρητική πλάκα, η οποία είναι ο όγκος 
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της στήλης που απαιτείται προκειµένου να αποκατασταθεί ισορροπία κατανοµής της ουσίας ανάµεσα στη στατική και κινητή φάση. Η ισορροπία αυτή περιγράφεται από το συντελεστής κατανοµής Κ, που ορίζεται ως ο λόγος της συγκέντρωσης της ουσίας στη στατική φάση Cs, προς τη συγκέντρωση της στην κινητή φάση Cm 
3
 : 

 

m

s

C

C
K =   Σχέση (2.1) 

 Ο θάλαµος εξισορρόπησης αποτελεί µια φανταστική έννοια που δε σχετίζεται µε τις πραγµατικές διαστάσεις της στήλης, βοηθάει όµως στον έλεγχο της αποτελεσµατικότητας της στήλης καθώς όσο µεγαλύτερος είναι ο αριθµός των θεωρητικών πλακών τόσο µεγαλύτερη είναι η αποτελεσµατικότητα της στήλης.6  Ο αριθµός των θεωρητικών πλακών  (Ν) για µια ουσία µπορεί να υπολογιστεί από τη Σχέση 2.2: 

2

1

)(16
w

t
N R=   Σχέση (2.2) 

 όπου tR,= o χρόνος κατακράτησης της ουσίας (retention time), και w = το εύρος της κορυφής της ουσίας   Ο αριθµός θεωρητικών πλακών εκφράζει την διεύρυνση των κορυφών είναι καθαρός αριθµός, ενώ οι όροι tR και w µετρούνται σε cm ή mm καταγραφικού χάρτη ή σε µονάδες χρόνου min ή s.  Μεγάλος αριθµός θεωρητικών πλακών σηµαίνει οξείες κορυφές και µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα στήλης.  Η υψηλής απόδοσης υγρή χρωµατογραφία κατανοµής διαιρείται σε δύο κατηγορίες: τη χρωµατογραφία κανονικής φάσης, στην οποία η στατική φάση είναι περισσότερο πολική από τη στατική, και στη χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης, µε την οποία επιτυγχάνονται καλύτεροι συντελεστές κατανοµής Κ.  
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2.1.2.2 Χρωµατογραφία Κανονικής Φάσης Στη χρωµατογραφία κανονικής φάσης η στατική φάση αποτελείται από ένα πολικό υγρό, το οποίο διαβρέχει και καλύπτει το υλικό στήριξης, δηµιουργώντας µια λεπτή στιβάδα, ενώ ως κινητή φάση χρησιµοποιείται ένα λιγότερο πολικό υγρό.3   

2.1.2.3 Χρωµατογραφία Αντίστροφης Φάσης (RP HPLC) Η χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης καλύπτει την πλειονότητα των χρωµατογραφικών εφαρµογών. Η διαφορά της από τη χρωµατογραφία κανονικής φάσης έγκειται στο γεγονός ότι η στατική φάση είναι λιγότερο πολική από την κινητή φάση. Σε αυτή την περίπτωση, τα συστατικά µε µεγάλη πολικότητα παρουσιάζουν µικρό χρόνο συγκράτησης στη στήλη, καθώς διαλύονται ισχυρά στην κινητή φάση, ενώ τα συστατικά µε µικρή πολικότητα εκλούονται αργότερα, καθώς συγκρατούνται στη στατική φάση.3 Ως υγρή στατική φάση µπορεί να χρησιµοποιηθεί ένας οργανικός διαλύτης, όπως υδρογονάνθρακας ή διµεθυλοσιλοξάνιο, ενώ η κινητή συνήθως αποτελείται από µίγµατα µεθανόλης, ακετονιτριλίου ή τετραυδροφοϋρανίου µε νερό, τα οποία παρουσιάζουν συνήθως µεγαλύτερο ιξώδες από τους καθαρούς διαλύτες. Επειδή οι υψηλή πίεση και οι µεγάλες ταχύτητες ροής που χρησιµοποιούνται στην HPLC, µπορεί να προκαλέσουν µηχανική αποµάκρυνση µέρους της υγρής στατικής φάσης από το υλικό στήριξης, έχουν αναπτυχθεί υλικά πλήρωσης µε χηµικά συνδεδεµένες στατικές φάσεις που αποτελούν και τη  συχνότερα χρησιµοποιούµενη µορφή στατικής φάσης στην HPLC. Αυτές οι στατικές φάσεις συνήθως αποτελούνται από πηκτή διοξειδίου του πυριτίου, της οποίας οι  ελευθερες οµάδες σιλανόλης συνδέονται οµοιοπολικά µε την υγρή στατική φάση. Η πιο διαδεδοµένη µέθοδος  σύνδεσης περιλαµβάνει την αντίδραση των οµάδων σιλανόλης (-Si-OH) µε οργανοχλωροσιλάνια οπότε προκύπτει ο δεσµός (Si-O-Si-R3) που είναι πολύ ισχυρός.2 Η περισσότερο χρησιµοποιούµενη στατική φάση στην RP HPLC, είναι αυτή όπου ο υποκαταστάσης R- είναι µια οκτυλο ή µια οκταδέκυλο οµάδα 

178HCR −=  ή 3718HCR −=  διαµορφώνοντας µια εξαιρετικά χαµηλής πολικότητας στατική φάση.  Χηµικά τροποποιηµένες στατικές φάσεις χρησιµοποιούνται και στην χρωµατογραφία κανονικής φάσης, όπου ο υποκαταστάτης R-  µπορεί να είναι: 
232)( NHCHR −=  ή CNCHR 32 )(−= . (Σχήµα 2.1) 
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Υπάρχουν δύο τεχνικές έκλουσης η ισοκρατική, κατά την οποία η σύσταση της κινητής φάσης παραµένει σταθερή, και η βαθµιδωτή στην οποία η σύσταση της κινητής φάσης µεταβάλλεται µε σταθερό ρυθµό. Συνήθως στην RP HPLC επιτυγχάνονται καλύτεροι διαχωρισµοί µε χρήση βαθµιδωτής έκλουσης.7 Η χρωµατογραφία αντίστροφης χρησιµοποιείται πλέον για το µεγαλύτερο µέρος των αναλύσεων στη φαρµακευτική βιοµηχανία και τη βιοµηχανία τροφίµων, για την ταυτοποίηση και τον ποσοτικό διαχωρισµό συστατικών όπως αµινοξέα, βιταµίνες, λιπαρά οξέα, στεροειδή, αλκαλοειδή, τετρακυκλίνες, προσταγλαδίνες κ.τ.λ. Αντίθετα οι χρήσεις της χρωµατογραφίας κανονικής φάσης περιορίζεται στην ανάλυση µη ιονικών συστατικών που διαλυτοποιούνται µόνο σε άπολους διαλύτες, όπως το εξάνιο, και για το διαχωρισµό ισοµερών.2 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.1 Χηµικά συνδεδεµένες στατικές φάσεις στη χρωµατογραφία αντίστροφης και κανονικής φάσης. 
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2.1.3 Οργανολογία HPLC Η ταχεία ανάπτυξη της υγρής χρωµατογραφίας τις τελευταίες δεκαετίες και η ανάγκη για ακρίβεια, επαναληψιµότητα, ευκολία και ταχύτητα στην ανάλυση, οδήγησε στην παραγωγή συστηµάτων υψηλής τεχνολογίας σχεδόν πλήρως αυτοµατοποιηµένων. Τα βασικά εξαρτήµατα ενός συστήµατος HPLC είναι: περιέκτες για την αποθήκευση της κινητής φάσης, µια αντλία για τη διακίνηση των διαλυτών, ένας θάλαµος απαέρωσης της κινητής φάσης, µια συσκευή εισαγωγής του δείγµατος που µπορεί να λειτουργεί και αυτοµατοποιηµένα, µια στήλη, ένας ή περισσότεροι ανιχνευτές και ένα σύστηµα επεξεργασίας των δεδοµένων. Η στήλη (που περιέχει τη στατική φάση),συνδέεται µε το σύστηµα εισαγωγής του δείγµατος και µε τον ανιχνευτή. To µικρό µέγεθος (3�10 µm), του πληρωτικού υλικού των σύγχρονων στηλών HPLC, η αντλία πρέπει να είναι σχεδιασµένη έτσι ώστε να αντέχει πιέσεις µέχρι 6000 psi. Καθώς η κινητή φάση περνάει διαµέσου της στήλης, τα διαχωριζόµενα συστατικά του δείγµατος εισέρχονται στον ανιχνευτή όπου παράγεται ένα σήµα, το οποίο καταγράφεται στο υπολογιστικό πρόγραµµα µε τη µορφή κορυφών. Η χρήση διαφορετικών ανιχνευτών σε σειρά προκειµένου να µεγιστοποιηθεί η πληροφορία που λαµβάνεται σε µια ανάλυση, είναι συνηθισµένη πρακτική στην HPLC. Το σήµα στον ανιχνευτή δηµιουργείται από µια χαρακτηριστική ιδιότητα του δείγµατος, όπως απορρόφηση φωτός στην περιοχή 

UV/Vis, φθορισµός, αγωγιµότητα.  
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2.1.3.1 Ανιχνευτής UV-Vis Οι ανιχνευτές UV-Vis είναι οι πλέον διαδεδοµένοι στην υγρή χρωµατογραφία. Η αρχή λειτουργίας του είναι η ίδια µε αυτή των φασµατοφωτοµέτρων. Μια δέσµη φωτός  περνάει µέσα από ένα µονοχρωµάτορα και κατευθύνεται στην κινητή φάση η οποία εξέρχεται από τη στήλη. Η ποσότητα του προσπίπτοντος φωτός µετράται µε τη βοήθεια ενός φωτοανιχνευτή είτε, σε άλλες περιπτώσεις, µιας σειράς φωτοανιχνευτών. Οι ανιχνευτές αυτοί είναι κατάλληλοι για την ανίχνευση οργανικών µορίων που απορροφούν φώς στην περιοχή συχνοτήτων, του υπεριώδους και ορατού  Οι ανιχνευτές UV-Vis συνήθως έχουν τη δυνατότητα να µετρήσουν απορρόφηση σε εύρος 200 έως 700 nm και ανάλογα µε τις δυνατότητες τους χωρίζονται σε στις εξής κατηγορίες: 
 

Εικόνα 2.1 Αναπαράσταση των τµηµάτων µιας συσκευής HPLC 
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1) Ανιχνευτές σταθερού µήκους κύµατος: αποτελούν τον πιο απλό τύπο ανιχνευτή και µετρούν απορρόφηση σε ένα µόνο µήκος κύµατος 
2) Ανιχνευτές διαφόρων µηκών κύµατος, στους οποίους το µήκος κύµατος µπορεί να ρυθµιστεί ώστε να πλησιάζει την τιµή στην οποία έχουν τη µέγιστη απορρόφηση οι ουσίες που αναλύονται. 
3) Ανιχνευτές σάρωσης, οι οποίοι δηµιουργούν ένα φάσµα απορρόφησης της ουσίας που εκλούεται, επιτρέποντας αφενός την ταυτοποίηση της βάσει του χαρακτηριστικού της προφίλ και αφετέρου γίνεται δυνατή η εκτίµηση της καθαρότητας της. 
4) Ανιχνευτές PDΑ (photodiode-array 

detectors). Αποτελούν εξέλιξη των ανιχνευτών σάρωσης, και έχουν τη δυνατότητα να µετρούν απορρόφηση σε ένα µεγάλο εύρος µηκών κύµατος ταυτόχρονα.  

 

2.1.4 Κριτήρια επιλογής κινητής φάσης Η σωστή επιλογή κινητής φάσης είναι ιδιαίτερης σηµασίας για τον αποτελεσµατικό διαχωρισµό ενός µίγµατος. Βασικά κριτήρια που πρέπει να λαµβάνονται υπόψη είναι τα εξής4: • Το ιξώδες: χαµηλή τιµή ιξώδους της κινητής φάσης προκαλεί µείωση της εφαρµοζόµενης πίεσης και επιτρέπει ταχύτερη µεταφορά µάζας.  • Απορρόφηση στο υπεριώδες: στην περίπτωση που χρησιµοποιείται ανιχνευτής 
UV-Vis, η κινητή φάση πρέπει να µη απορροφά στο µήκος κύµατος των προσδιοριζόµενων συστατικών. • Καθαρότητα διαλυτών: οι διαλύτες που επιλέγονται για την κινητή φάση πρέπει να είναι υψηλής καθαρότητας ώστε να αποφεύγεται παρουσία συστατικών που επηρεάζουν την απόκριση του ανιχνευτή ή τη βαθµιδωτή έκλουση.  • Αδράνεια σε σχέση µε τα συστατικά του δείγµατος: ο διαλύτης δεν πρέπει να αντιδρά µε τις ουσίες του δείγµατος που πρόκειται να διαχωριστεί. Σε περιπτώσεις 
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που η κινητή φάση προκαλεί οξειδώσεις, προστίθεται µικρή ποσότητα κάποιας αντιοξειδωτικής ουσίας όπως ΒΗΤ (2,6 τερτ-βουτυλο-π-κρεσόλη). • Τοξικότητα διαλυτών: ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δίνεται στους χλωριοµένους διαλύτες οι οποίοι απελευθερώνουν φωσγένιο και στο βενζόλιο που αντικαθίσταται από τολουόλιο.  • Κόστος διαλυτών 
2.1.4.1 Επίδραση του pH της κινητής φάσης στο διαχωρισµό Στην χρωµατογραφία αντιστρόφου φάσης, κατά την ανάλυση ιονιζόµενων συστατικών είναι σηµαντικό να ελέγχεται το  pH της κινητής φάσης, καθώς ακόµη και µικρές αλλαγές επιφέρουν σηµαντική µεταβολή στο συντελεστή κατανοµής Κ των ουσιών. Για το λόγο αυτό συνήθως χρησιµοποιούνται ρυθµιστικά διαλύµατα που εξασφαλίζουν τη σταθερότητα του pH της κινητής φάσης. Τα πιο συχνά χρησιµοποιούµενα ρυθµιστικά διαλύµατα είναι αυτά του φωσφορικού οξέος. Για να επιτευχθεί καλύτερος έλεγχος, το pH της κινητής φάσης θα πρέπει να καθορίζεται µεταξύ 1±  µονάδων από την τιµή pΚa του οξέος που χρησιµοποιείται για τη δηµιουργία του ρυθµιστικού διαλύµατος.8 Στον Πίνακα 2.1 δίνονται οι τιµές pΚa για τις πιο συνηθισµένες ουσίες που χρησιµοποιούνται στην παρασκευή ρυθµιστικών διαλυµάτων.  Τα οργανικά οξέα συνήθως αναλύονται σε όξινο pH προκειµένου να βρίσκονται στη µη ιονισµένη τους µορφή. Κάποιες φορές όµως απαιτείται ουδέτερο 

pH  εξαιτίας της τάσης των δειγµάτων (sample matrix) να καθιζάνουν σε συνθήκες χαµηλού pH. Η µείωση της διαλυτότητας των οργανικών οξέων σε συνθήκες χαµηλού pH, κάνει αναγκαία την αύξηση του ποσοστού οργανικού διαλύτη στην κινητή φάση. Για τα οργανικά οξέα ο χρόνο συγκράτησης στη στήλη αυξάνει όσο αυξάνει η τιµή του pH. Όταν το pH της κινητής φάσης είναι µεγαλύτερο από το pKa του οργανικού οξέος, αυτό είναι ιονισµένο και συµπεριφέρεται σαν ένα εξαιρετικά πολικό µόριο, εποµένως η κινητή φάση πρέπει να έχει πολύ µικρό ποσοστό οργανικού διαλύτη. Σε τιµές pH µικρότερες από το pKa της ουσίας, αυτή είναι ουδέτερη και περισσότερο υδρόφοβη. Υπό αυτές τις συνθήκες τα οργανικά οξέα εκλούονται αργότερα και η ανάλυση είναι πιο ικανοποιητική.  
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Στην Εικόνα 2.2 παρουσιάζεται η επίδραση του pH της κινητής φάσης στο χρόνο συγκράτησης και στο σχήµα των κορυφών του σορβικού και βενζοϊκού οξέος.9 
 Πίνακας 2.1 Ιδιότητες ρυθµιστικών διαλυµάτων που χρησιµοποιούνται στη χρωµατογραφία αντιστρόφου φάσεως 10 Ρυθµιστικό ∆/µα pKa Εύρος pH Φωσφορικού οξέος                  pK1 

 pK2 

pK 3 

2,1 

7,2 

12,3 

1,1-3,1 

6,2-8,2 

11,3-13,3 Κιτρικού οξέος                        pK1 

pK 2 

pK 3 

3,1 

4,7 

5,4 

2,1-4,1 

3,7-5,7 

4,4-6,4 Φορµικού οξέος 3,8 2,8-4,8 Οξικού οξέος 4,8 3,8-5,8 Αµµωνίας 9,2 8,2-10,2 Βορικού οξέος 9,2 8,2-10,2 ∆ιαιυθυλαµίνης 10,5 9,5-11,5 

 

 

.  

 

Εικόνα 2.2  Επίδραση του pH της κινητής φάσης στο χρόνο συγκράτησης και στο σχήµα των κορυφών δύο οργανικών οξέων.9 
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2.2 Πειραµατική ∆ιαδικασία  

 

2.2.1  Ανάπτυξη Μεθόδου HPLC-Ποιοτικός και Ποσοτικός προσδιορισµός Πολυφαινολών 
2.2.1.1 Εισαγωγή  Η υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιµη για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό των φαινολικών ουσιών προσφέροντας ευκολία, εξοικονόµηση χρόνου στον ερευνητή εφόσον η ανάλυση είναι αρκετά σύντοµη και τα δείγµατα δεν απαιτείται να έχουν υποστεί ιδιαίτερη κατεργασία πριν από την ανάλυση. Για τους λόγους αυτούς οι εφαρµογές της έχουν επεκταθεί σηµαντικά τις τελευταίες δεκαετίες και έχει σχεδόν αντικαταστήσει τις παραδοσιακές χρωµατογραφικές τεχνικές όπως τη χρωµατογραφία χάρτου (PC) και τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδος  (TLC).  Αν και σε κάποιες περιπτώσεις έχει χρησιµοποιηθεί υγρή χρωµατογραφία κανονικής φάσης για το διαχωρισµό φαινολικών ουσιών από διάφορα φρούτα και λαχανικά11 η τεχνική αυτή δεν είναι η ενδεικνυόµενη, καθώς υπάρχει ο κίνδυνος συστατικά υψηλής πολικότητας να παραµείνουν µόνιµα στη στήλη αλλοιώνοντας τα χαρακτηριστικά της στήλης και την διαχωριστική της ικανότητα. Αντίθετα η υγρή χρωµατογραφία αντιστρόφου φάσεως (RP-HPLC) αποτελεί πλέον την πρώτη επιλογή για το διαχωρισµό µίγµατος φαινολικών ουσιών µε χρήση στηλών C8 ή C18, καθώς παρουσιάζει αρκετά  πλεονεκτήµατα σε σχέση µε τη χρωµατογραφία κανονικής φάσης. Η χρησιµότητα της  RP-HPLC έχει γίνει φανερή στο διαχωρισµό όλων των οµάδων φαινολικών ουσιών αλλά κυρίως των ανθοκυανινών οι οποίες είναι ιδιαίτερα πολικές και ο διαχωρισµός τους δεν ήταν δυνατός µε χρωµατογραφία κανονικής φάσης.12  Υπό τις συνηθισµένες συνθήκες ανάλυσης στην RP-HPLC, οι περισσότερο πολικές ουσίες εκλούονται πρώτες. Εποµένως οι γλυκοζίτες µε περισσότερες µονάδες σακχάρων εκλούονται πρώτες, ακολουθούν οι µονογλυκοζίτες και τέλος τα άγλυκα συστατικά. Επίσης η σειρά έκλουσης των φλαβονοειδών είναι 
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φλαβανόνες<φλαβονόλες<φλαβόνες. Τέλος τα υδροξυβενζοϊκά οξέα είναι πιο πολικά από τα υδροξυκιναµµωµικά οξέα και εποµένως εκλούνται πρώτα.  Η ανίχνευση των φαινολικών ουσιών στην HPLC βασίζεται συνήθως στη µέτρηση της απορρόφησης τους στο UV-Vis σε χαρακτηριστικά µήκη κύµατος. Για παράδειγµα οι ανθοκυανίνες απορροφούν στα 515�520 nm και οι φλαβανόλες στα 

280 nm, ενώ η αναγνώριση τους γίνεται µε σύγκριση του χρόνου κατακράτησης και του χαρακτηριστικού τους φάσµατος απορρόφησης µε αυτό των πρότυπων ουσιών.  

2.2.1.2 Εξοπλισµός  Για την πραγµατοποίηση της ανάλυσης χρησιµοποιήθηκε το Σύστηµα Χρωµατογραφίας  Υψηλής Απόδοσης Thermo Finnigan 3000 µε αντλία και θάλαµο ανάµιξης υψηλής πίεσης τεσσάρων καναλιών (P4000), απαερωτή, αυτόµατο δειγµατολήπτη (AS3000), ανιχνευτή UV-Vis  πολλαπλού µήκους κύµατος, ανιχνευτή 

Diode Array. To λογισµικό πακέτο που χρησιµοποιήθηκε για την επεξεργασία των δεδοµένων ήταν το ChromQuest.  

H στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν της Merck τύπου Lichrosphere C18 µε  
250 mm x 4,6 mm εσωτερική διάµετρο και διάµετρο σωµατιδίων 5µm. Επίσης χρησιµοποιήθηκε προστήλη µε τα ίδια χαρακτηριστικά.  Η παραγωγή υπερκάθαρου νερού για  HPLC, έγινε µε τη χρήση συσκευής 
Milli-Q Plus, ενώ η διήθηση των διαλυτών που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή της κινητής φάσης έγινε µε σύστηµα διήθησης υπο κενό µε  χρήση συσκευής Millipore. Το ψηφιακό pH-µετρο που χρησιµοποιήθηκε για την ρύθµιση του pH της κινητής φάσης ήταν της Metrohm 654 pH-Meter. 

2.2.1.3 Αναλώσιµα  Οι πρότυπες φαινολικές ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν αγοράσθηκαν από την 
Sigma-Aldrich και ήταν οι ακόλουθες:  
(+)�κατεχίνη, (�)�επικατεχίνη, προκυανιδίνη Β1, προκυανιδίνη Β2, γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης, γαλλικός εστέρας της επιγαλλοκατεχίνης, γαλλικό οξύ, καφεϊκό οξύ, φερουλικό οξύ, συριγγκικό οξύ, π-κουµαρικό οξύ, 3,4-διυδροξυ-βενζοϊκό οξύ (πρωτοκατεχικό οξύ), trans-ρεσβερατρόλη, κερκετίνη, καµφερόλη, ρουτινοσίδης της κερκετίνης (ρουτίνη), 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3-β-D-
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γλυκοσίδης της κερκετίνης (ισοκερκιτρίνη), 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης 
(κερκιτρίνη).  Η ένωση ε-βινιφερίνη παραχωρήθηκε από το εργαστήριο φαρµακογνωσίας της φαρµακευτικής σχολής Αθηνών.  Η ένωση προκυανιδίνη Β3 αποµονώθηκε από εκχύλισµα γιγάρτων µε παρασκευαστική υγρή χρωµατογρατογραφία αντiστρόφου φάσεως και ταυτοποιήθηκαν µε φασµατοσκοπία 1H NMR.  Οι ενώσεις  υδροξυµεθυλοφουρφουράλη και trans-καφταρικό οξύ αποµονώθηκαν από εκχύλισµα οίνου µε παρασκευαστική χρωµατογραφία χάρτου (TLC) και ταυτοποιήθηκαν µε φασµατοσκοπία 1H NMR.  

 Οι διαλύτες µεθανόλη, ακετονιτρίλιο και οξικό οξύ αγοράσθηκαν από τη J. T. 

Baker και ήταν καθαρότητας HPLC . 

 

2.2.2 Προετοιµασία  ∆ιαλυµάτων 
2.2.2.1 Παρασκευή  κινητής φάσης ∆ιαλύτης Α: Υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα CH3COONa 20 mΜ µε pH 2,7 . Για την παρασκευή του διαλύµατος ζυγίζονται 2,72g CH3COONa και διαλυτοποιούνται σε  1L  nanopure νερού. To pH του   διαλύµατος ρυθµίζεται στην τιµή 2,7 µε προσθήκη CH3COOΗ. Το διάλυµα διηθείται υπό κενό µέσω φίλτρου ώστε να κατακρατηθούν τα στερεά σωµατίδια και να γίνει απαέρωση του διαλύµατος προκειµένου να µη δηµιουργηθούν υπερβολικές φυσαλίδες κατά την ροή του διαµέσου της στήλης. ∆ιαλύτης Β: Ακετονιτρίλιο HPLC. Ο διαλύτης διηθείται υπό κενό µέσω φίλτρου, πριν χρησιµοποιηθεί για τη χρωµατογραφική ανάλυση.  

2.2.2.2 ∆ιαλύµατα παρακαταθήκης φαινολικών ουσιών  Τα διαλύµατα παρακαταθήκης (stock solution), παρασκευάζονται ως εξής: ∆ιάλυµα (+)�κατεχίνης : Ζυγίζονται 50mg ουσίας σε ζυγό ακριβείας και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη των 10ml στην οποία προστίθεται µεθανόλη µέχρι πληρώσεως του όγκου της. Η τελική συγκέντρωση του διαλύµατος είναι 5.103 

mg/L.  
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∆ιάλυµα (�)�επικατεχίνης: Ζυγίζονται 40mg ουσίας σε ζυγό ακριβείας και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη των 10ml στην οποία προστίθεται µεθανόλη µέχρι πληρώσεως του όγκου της. Η τελική συγκέντρωση του διαλύµατος είναι 4.103 

mg/L.  ∆ιάλυµα γαλλικού οξέος:  Ζυγίζονται 30mg ουσίας σε ζυγό ακριβείας και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη των 10ml στην οποία προστίθεται µεθανόλη µέχρι πληρώσεως του όγκου της. Η τελική συγκέντρωση του διαλύµατος είναι 3.103 

mg/L.  ∆ιάλυµα υπολοίπων ουσιών: Ζυγίζονται 30mg ουσίας σε ζυγό ακριβείας και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη των 10ml στην οποία προστίθεται µεθανόλη µέχρι πληρώσεως του όγκου της. Η τελική συγκέντρωση του διαλύµατος είναι 103 

mg/L.  Τα διαλύµατα αυτά φυλάσσονται στους -20 �C απουσία φωτός. Από τα διαλύµατα παρακαταθήκης παρασκευάστηκαν πολυπρότυπα διαλύµατα φαινολικών ουσιών διαφόρων συγκεντρώσεων προκειµένου να κατασκευαστούν οι καµπύλες αναφοράς.  
2.2.2.3 Συνθήκες ανάλυσης Ο διαχωρισµός των φαινολικών ουσιών από τα εκχυλίσµατα ή τα δείγµατα των οίνων γίνεται µε βαθµιδωτή έκλουση η οποία διαρκεί 95min. Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε στηρίχθηκε σε αυτή των Tsao & Yang13,µε ορισµένες τροποποιήσεις προκειµένου να επιτευχθεί ο καλύτερος δυνατός διαχωρισµός των ουσιών.  Το χρονοδιάγραµµα της ανάλυσης φαίνεται στον Πίνακα 2.2.  
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Πίνακας 2.2 Χρόνος (min) ∆ιαλύτης Α(% ) ∆ιαλύτης Β(% ) Ροή ml/min 

0 95 5 1,0 

45 85 15 1,0 

60 65 35 1,0 

65 50 50 1,0 

70 0 100 1,0 

 

 Πριν την έναρξη της ανάλυσης προηγείται έκπλυση των καναλιών (purge) µε διαλύτη µε ροή 5 mL/min για να αποµακρυνθεί ο προηγούµενος διαλύτης και τυχόν φυσαλίδες από το σύστηµα. Ακολουθεί ενεργοποίηση της στήλης µε την αρχική αναλογία διαλυτών και εξισορρόπηση της για τουλάχιστον 60 min. Ο όγκος του δείγµατος που εισέρχεται στη στήλη µέσω του αυτόµατου δειγµατολήπτη είναι  
20 µL, η ροή του διαλύτη παραµένει σταθερή και ίση µε 1,0 ml/min σε όλη τη διάρκεια της ανάλυσης και η απορρόφηση των συστατικών παρακολουθείται σε τρία µήκη κύµατος ταυτόχρονα (280 nm, 320 nm και 360 nm).  Ο πραγµατικός χρόνος της ανάλυσης διαρκεί 70 min κάθε ένεση όµως διαρκεί 
95 min καθώς µετά το πέρας της ανάλυσης µεσολαβεί ένα διάστηµα 25min στα οποία περνάει διαδοχικά 100% ακετονιτρίλιο (5 min) από τη στήλη και 100% Η2Ο (5 min) προκειµένου να εκλουσθούν τυχόν εναποµένουσες ουσίες,  και τέλος επανέρχεται η αρχική αναλογία διαλυτών (95% Α και 5% Β) για 15 min προκειµένου να γίνει εξισορρόπηση της στήλης πριν την επόµενη ένεση.  Η διοχέτευση του  Η2Ο εκτός από το να καθαρίσει τη στήλη αποσκοπεί και στην αποµάκρυνση του οργανικού διαλύτη καθώς η απότοµη αλλαγή από 100% ACN σε 95% υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα θα προκαλούσε καταβύθιση των µορίων του άλατος µέσα στη στήλη µε αρνητικές συνέπειες για τη στήλη και την ποιότητα της ανάλυσης. Μετά το πέρας των αναλύσεων ακολουθεί πρόγραµµα καθαρισµού της στήλης µε Η2Ο / ACN και τα κανάλια των διαλυτών ξεπλένονται µε Η2Ο για 10 min τουλάχιστον ώστε να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα οξέος και άλατος. Στις Εικόνες 2.3-2.4, παρουσιάζονται δύο τυπικά χρωµατογραφήµατα προτύπων ουσιών που αναλύθηκαν µε την προηγούµενη µέθοδο. 
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Εικόνα 2.3 Χρωµατογράφηµα προτύπων ουσιών: 1.γαλλικό οξύ, 2. (+)κατεχίνη, 3. προκυανιδίνη Β2, 4. (�)�επικατεχίνη, 
5. γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης 6. 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 7.3-β-D- γλυκοσίδης της κερκετίνης, 8. 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης, 9. trans-ρεσβερατρόλη, 10. κερκετίνη, 11. καµφερόλη. 
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2.2.3 

Εικόνα 2.4 Χρωµατογράφηµα προτύπων ουσιών: 1.γαλλικό οξύ, 2. πρωτοκατεχικό οξύ, 3. (+)�κατεχίνη, 4. χλωρογενικό οξύ, 5. καφεϊκό οξύ, 6. συριγγικό οξύ, 7. (�)�επικατεχίνη, 8. π-κουµαρικό οξύ, 9. φερουλικό οξύ, 10.ρουτίνη, 11. trans-ρεσβερατρόλη, 
12. trans-κιναµµωµικό οξύ ,13. κερκετίνη,  
14. ε-βινιφερίνη, 15. καµφερόλη. 
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2.2.4 Προσδιορισµός Φαινολικών ουσιών-Αξιολόγηση µεθόδου ΗPLC Ο ποιοτικός προσδιορισµός των φαινολικών ουσιών πραγµατοποιήθηκε βάσει του χρόνου κατακράτησης (Retention time) και του φάσµατος απορρόφησης των προτύπων ουσιών. Οι φαινολικές ουσίες ανάλογα µε τη δοµή τους παρουσιάζουν χαρακτηριστικό φάσµα απορρόφησης στο UV-Vis, για το λόγο αυτό η ανάλυση τους πραγµατοποιείται σε τρία διαφορετικά µήκη κύµατος. Συγκεκριµένα τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, οι φλαβονόλες και οι προκυανιδίνες ανιχνεύονται στα 280 nm, τα στιλβένια, τα υδρόξυ κινναµωµικά οξέα και οι εστέρες τους, αναλύονται στα  

320 nm, ενώ οι φλαβονόλες και οι γλυκοζίτες τους στα 360 nm. Στις Εικόνες 2.5-2.8 φαίνονται τα χαρακτηριστικά φάσµατα απορρόφησης των παραπάνω οµάδων φαινολικών ουσιών. Για τον ποσοτικό προσδιορισµό του φαινολικού περιεχοµένου των δειγµάτων κατασκευάστηκαν καµπύλες αναφοράς των προτύπων ουσιών για χαµηλές και για υψηλές συγκεντρώσεις, µέσω των οποίων προσδιορίζεται η συγκέντρωση τους στα δείγµατα. Για τον ποσοτικό προσδιορισµό της προκυανιδίνης Β1 και Β3, χρησιµοποιήθηκε η καµπύλη αναφοράς της (+)�κατεχίνης και εποµένως εκφράστηκαν σε µονάδες κατεχίνης, ενώ για τον ποσοτικό προσδιορισµό του trans-καφταρικού οξέος χρησιµοποιήθηκε η καµπύλη αναφοράς του καφεϊκού οξέος και εκφράστηκε σε µονάδες καφεϊκού.  
3.2.4.1.1 Προσδιορισµός του Ορίου Ανίχνευσης και του Ορίου Ποσοτικοποίησης κάθε ουσίας7, 14 Για τον καθορισµό του ορίου ανίχνευσης (Detection Limit) και του ορίου ποσοτικοποίησης  (Quantitation Limit) κάθε ουσίας χρησιµοποιήθηκαν οι σχέσεις:  

 

b

SD
LD

3,3
.. =    (Σχέση 2.3) 

b

SD
LQ

10
.. =   (Σχέση 2.4) 

 όπου: SD= η τυπική απόκλιση του σταθερού όρου της καµπύλης αναφοράς  και:  b= η κλίση της καµπύλης αναφοράς.  Ο συντελεστής 3,3 αναφέρεται στο ότι υπάρχει πιθανότητα 0,05% να εκληφθεί σήµα από το τυφλό ως απορρόφηση της ουσίας.  
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Ο συντελεστή 10 είναι ο παράγοντας που καθορίζει  την επιθυµητή ακρίβεια στο χαµηλότερο όριο ανίχνευσης.  Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν καµπύλες αναφοράς για κάθε ουσία µε συγκεντρώσεις στην περιοχή του ορίου ανίχνευσης.  Η ακρίβεια της µεθόδου προσδιορίστηκε υπολογίζοντας την % σχετική µεταβολή του χρόνου συγκράτησης των προτύπων ουσιών και του εµβαδού των κορυφών τους.  Στον Πίνακα 2.3  παρουσιάζονται οι καµπύλες αναφοράς, οι χρόνοι κατακράτησης των προτύπων ουσιών, τα όρια ανίχνευσης και τα στοιχεία αξιολόγησης της µεθόδου.  Στις καµπύλες αναφοράς το σύµβολο X αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του αναλυτή, ενώ το σύµβολο Y, το εµβαδό της κορυφής στο χρωµατογράφηµα.  
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 Πίνακας 2.3  Στοιχεία αξιολόγησης της µεθόδου ανάλυσης πολυφαινολών µε HPLC Πρότυπη Ουσία 
Μήκος κύµατος 
(nm) 

Εύρος συγκεντρώσεων (mg/L) 
Εξίσωση R2 

Όριο ανιχνευσης 
(mg/L) 

Όριο ποσοτικοποίησης 
(mg/L) 

R.S.D. % χρόνου έκλουσης 
(n=7) 

R.S.D. % εµβαδού κορυφής 
(n=7) Γαλλικό οξύ 280 30-0,47 )7,845(13898)6,785(7,249828 ±−±=y  0,9999 0,019 0,059 0,08 0,51 

(+)�κατεχίνη 280 50-0,78 )5,270(13619)4,517(7,61799 ±−±=y  0,9999 0,025 0,076 0,26 0,77 

(�)�επικατεχίνη 280 40-0,62 )2,1808(2,11164)3,153(3,65704 ±−±=y  0,9999 0,159 0,477 0,22 2,48 ΠροκυανιδίνηΒ2 280 10-0,156 )58,420(3,10741)8,2385(3,75454 ±−±=y  0,9981 0,032 0,097 0,90 4,96 Γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης 280 10-0,156 )337(13301)9,3577(7,357965 ±−±=y  0,9997 0,0054 0,016 0,66 2,53 

trans-ρεσβερατρόλη 320 5-0,078 )1,212(3,8938)5,1739(3,639485 ±−±=y  0,9999 0,002 0,006 0,06 1,02 Κερκετίνη 360 5-0,078 )6,436(23628)3,2031(7,242052 ±−±=y  0,9959 0,01 0,031 0,03 6,74 Καµφερόλη 360 5-0,078 )4,819(9211)2097(298613 ±−±=y  0,9997 0,016 0,048 0,02 1,35 Γαλακτοσίδης της κερκετίνης 360 10-0,156 )5,535(5,10003)3,534(252815 ±+±=y  0,9991 0,012 0,037 0,42 0,50 Γλυκοσίδης της κερκετίνης 360 10-0,156 )377(7,7696)2,219(3,156465 ±+±=y  0,9993 0,014 0,042 0,33 0,45 Ραµνοσίδης της κερκετίνης 360 10-0,156 )8,627(7,8547)7,542(7,150606 ±−±=y  1 0,024 0,072 0,18 0,87 Καφεϊκό οξύ 320 10-0,156 )1,1303(8,15122)7,847(3,460098 ±−±=y  0,9999 0,016 0,049 0,26 0,91 π-κουµαρικό οξύ 320 40-0,62 )2540(7,65441)7,1583(7,723836 ±−±=y  1 0,02 0,061 0,19 0,52 Φερουλικό οξύ 320 10-0,312 )2,2326(4922)7,114(3,452688 ±−±=y  1 0,03 0,089 0,15 0,38 Πρωτοκατεχικό οξύ 280 10-0,156 )6,751(9,8506)9,203(7,139267 ±−±=y  0,9997 0,031 0,093 0,10 0,28 Βανιλικό οξύ 280 10-0,156 )1070(69,10776)4,779(3,145872 ±−±=y  0,9997 0,042 0,127 0,18 5,62 
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Εικόνα 2.5  Φάσµα απορρόφησης στο UV των υδροξυβενζοϊκών και  υδρόξυκιναµµωµικών οξέων  
�καφεϊκό οξύ �φερουλικό οξύ �π-κουµαρικό οξύ —γαλλικό οξύ 

—πρωτοκατεχικό οξύ 
—βανιλικό οξύ 
—συριγγικό οξύ 

Εικόνα 2.6  Φάσµα απορρόφησης στο UV φλαβονολών και των γλυκοζιτών της κερκετίνης �κερκετίνη �καµφερόλη 
 

�3D-γαλακτοσίδης �3-β-D-γλυκοσίδης �3-ραµνοσίδης  
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 Εικόνα 2.7  Φάσµα απορρόφησης στο UV φλαβανολών 
�γαλλικός εστέρας της    επικατεχίνης �γαλλικός εστέρας της επιγαλλοκατεχίνης.. �(+)κατεχίνη � (-)επικατεχίνη �προκυανιδίνη Β1 � προκυανιδίνη Β2 

 
 

Εικόνα 2.8  Φάσµα απορρόφησης στο UV των στιλβενίων : trans-ρεσβερατρόλη και ε-βινιφερίνη και της 5-υδροξυφουρφουράλης �trans-ρεσβερατρόλη �ε-βινιφερίνη 
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2.3 Φασµατοµετρία Μαζών 
2.3.1 Εισαγωγή Η φασµατοµετρία µαζών βασίζεται στην παραγωγή δέσµης ιοντικών θραυσµάτων µε βοµβαρδισµό των εξεταζόµενων µορίων συνήθως µε ηλεκτρόνια υψηλής ενέργειας. Τα παραγόµενα θραύσµατα στη συνέχεια διαχωρίζονται µε εφαρµογή ηλεκτρικού ή µαγνητικού πεδίου ή µε συνδυασµό και των δύο. Ο διαχωρισµός βασίζεται στον διαφορετικό λόγο µάζας-προς-φορτίο (m/z) κάθε ιοντικού θραυσµατος. Στις περισσότερες περιπτώσεις τα θραύσµατα είναι µονοφορτισµένα (z=1) και για τον λόγο αυτό ο όρος "λόγος µάζα-προς-φορτίο" 

 αντικαθίσταται από τον πλέον εύχρηστο όρο µάζα15.  Το διάγραµµα που δείχνει την ένταση του µετρούµενου ρεύµατος ως συνάρτηση του λόγου m/z, ονοµάζεται φάσµα µαζών.3 Στην Εικόνα 2.9 δίνεται ένα χαρακτηριστικό φάσµα µαζών µιας οργανικής ένωσης (1-βρωµοπροπάνιο). Η µορφή του φάσµατος µαζών που λαµβάνεται υπό αυστηρά ελεγχόµενες συνθήκες είναι χαρακτηριστική της αρχικής ουσίας και χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση της.  Στη σύγχρονη εποχή η φασµατοµετρία µαζών χρησιµοποιείται ευρύτατα, κυρίως για την επαλήθευση ή διερεύνηση της δοµής µιας οργανικής ένωσης κατά τη συνθετική πορεία και για την εξακρίβωση της δοµής πολλών φυσικών ενώσεων όπως δραστικών συστατικών πολλών δρογών).3 Η φασµατοµετρία µαζών µπορεί να συνδυαστεί µε την αέρια χρωµατογραφία (GC) ή την υγρή χρωµατογραφία (LC), παρέχοντας στον αναλυτή τις ονοµαζόµενες συνδυασµένες τεχνικές GC/MS ή 

LC/MS, που πλέον αποτελούν τις συνηθέστερες τεχνικές για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση πολύπλοκων µιγµάτων οργανικών ενώσεων.  Εικόνα 2.9 Τυπική µορφή φάσµατος µαζών µιας οργανικής ένωσης.16 
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2.3.2 Οργανολογία ΜS 

O συνηθέστερος τύπος φασµατοµέτρου µαζών είναι ο τετραπολικός ανιχνευτής µαζών 
(quadrupol mass analyzer) (Εικόνα 2.10) Το όργανο αυτό έχει µικρό µέγεθος, χαµηλότερο κόστος και είναι µηχανικά σταθερότερο από τους περισσότερους τύπους φασµατοµέτρων µαζών. Επιπλέον ο χρόνος λήψης των φασµάτων επιτυγχάνεται σε λιγότερο από 100 s εξαιτίας των υψηλών ταχυτήτων σάρωσης. Η λειτουργία του τετραπολικού φασµατοµέτρου στηρίζεται στις τέσσερις παράλληλες  ράβδους οι οποίες δρουν ως ηλεκτρόδια. Για να ληφθεί το φάσµα µαζών µε αυτή τη συσκευή, τα ιόντα επιταχύνονται στο χώρο ανάµεσα στις ράβδους µε ένα δυναµικό µεταξύ 5 και 
10 V. Τα εναλλασσόµενα και συνεχή δυναµικά των ράβδων αυξάνουν συγχρόνως διατηρώντας όµως το λόγο τους σταθερό. Σε κάποια χρονική στιγµή όλα τα ιόντα, εκτός από αυτά που έχουν µια συγκεκριµένη τιµή λόγου m/z, φθάνουν στις ράβδους και µετατρέπονται σε ουδέτερα µόρια. Έτσι στο µεταλλάκτη φτάνουν µόνο τα ιόντα των οποίων οι τιµές m/z, βρίσκονται σε ένα στενό εύρος τιµών. Με τα τετραπολικά όργανα µπορούν εύκολα να διακριθούν ιόντα που διαφέρουν κατά µια µονάδα µάζας.18 

 

2.3.3 Ιοντισµός µε ηλεκτροψεκασµό18  Η φασµατοµετρία µαζών µε ιοντισµό µε ηλεκτροψεκασµό (electrospray ionization / 

mass spectrometry, ESI/MS), αποτελεί σήµερα µια από τις σηµαντικότερες τεχνικές για µετρήσεις µεγαλοµορίων (πολυπεπτίδια, πρωτεΐνες, ολιγονουκλεοτίδια) και για το χαρακτηρισµό ανόργανων ενώσεων και συνθετικών πολυµερών.  
 

Εικόνα 2.10  Τετραπολικό φασµατόµετρο µαζών17 

Σχήµα 2.2 Συσκευή για ιοντισµό µε ηλεκτροψεκασµό  
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Ο ιοντισµός µε ηλεκτροψεκασµό, πραγµατοποιείται σε ατµοσφαιρική πίεση και θερµοκρασία, σε µια συσκευή όπως αυτή του Σχήµατος 2.2 . Το διάλυµα του δείγµατος αντλείται µέσω µιας ανοξείδωτης τριχοειδούς βελόνας, η οποία βρίσκεται σε ηλεκτρικό δυναµικό αρκετών kV ως προς ένα κυλινδρικό ηλεκτρόδιο που την περιβάλλει. Οι δηµιουργούµενες φορτισµένες µικρές σταγόνες διέρχονται µέσω ενός τροχοειδούς , όπου ο διαλύτης εξατµίζεται και φορτίζονται τα µόρια του αναλύτη. Καθώς οι σταγόνες µικραίνουν λόγω της εξαέρωσης του διαλύτη, η πυκνότητα φορτίου αυξάνει και πραγµατοποιείται εκρόφηση των ιόντων στο περιβάλλον αέριο.  Πλεονέκτηµα της συγκεκριµένης τεχνικής είναι ότι η θραύση µεγάλων και θερµικά ευαίσθητων βιοµορίων είναι περιορισµένη. Επιπλέον τα παραγόµενα ιόντα είναι πολυσθενή, οπότε οι τιµές  m/z, είναι αρκετά µικρές και ανιχνεύονται εύκολα µε τετραπολικά όργανα που καλύπτουν περιοχή µοριακών βαρών �1500.  Ένα ακόµη πλεονέκτηµα του ιοντισµού µε ηλεκτροψεκασµό, είναι ότι εύκολα προσαρµόζεται σε συστήµατα άµεσης εισαγωγής δείγµατος από στήλες υγρής χρωµατογραφίας και ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές.  
 

2.3.4 Ανάπτυξη Μεθόδου LC-MS Ταυτοποίηση Πολυφαινολών 
2.3.4.1 Εξοπλισµός Για την πραγµατοποίηση των αναλύσεων Υγρής Χρωµατογραφίας –Φασµατοµετρίας Μαζών (LC-MS), χρησιµοποιήθηκε φασµατόµετρο µάζας τύπου Τριπλού Τετραπόλου Finnigan TSQ.  

To σύστηµα αποτελείται από αντλία και θάλαµο ανάµιξης υψηλής πίεσης τεσσάρων καναλιών (P4000), απαερωτή, ανιχνευτή UV-Vis  διπλού µήκους κύµατος 
(UV 2000), και εισαγωγέα δείγµατος  Rheodyne 7725i, µε βρόγχο εισαγωγής δείγµατος  20µL. To λογισµικό πακέτο που χρησιµοποιήθηκε για την επεξεργασία των δεδοµένων ήταν το Excalibur 1.2.  

H στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν Waters XTerra RP-C18  (150mm x 

2,1mm) και διάµετρο σωµατιδίων 3,5µm. Επίσης χρησιµοποιήθηκε προστήλη µε τα ίδια χαρακτηριστικά (150mm x 2,1mm) και φίλτρο κινητής φάσης σε σειρά µε µέγεθος πόρων 0,5µm για την προστασία της στήλης  (Upchurch Scientific stainless 

steel frit).  
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Η παραγωγή υπερκάθαρου νερού για  HPLC, έγινε µε τη χρήση συσκευής 
Milli-Q Plus, ενώ η διήθηση των διαλυτών που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή της κινητής φάσης έγινε µε σύστηµα διήθησης υπό κενό µε  χρήση συσκευής Millipore. 

2.3.4.2 Παρασκευή Κινητής Φάσης ∆ιαλύτης Α: Υδατικό διάλυµα οξικού οξέος 0,005% v.v.. ∆ιαλύτης Β: Ακετονιτρίλιο HPLC.  

 

H  απαέρωση των διαλυτών επετεύχθη µε διήθηση υπό κενό µέσω φίλτρου µε διάµετρο πόρων 0,2µm (Titan Millipore filters) , τοποθέτηση σε υπέρηχους για 5min και απαέρωση κατά την ανάλυση µέσω µιας ηµιπερατής µεµβράνης.  
2.3.4.3 Συνθήκες ανάλυσης Ο διαχωρισµός των φαινολικών ουσιών από τα εκχυλίσµατα ή τα δείγµατα των οίνων γίνεται µε βαθµιδωτή έκλουση η οποία διαρκεί 125min. Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε στηρίχθηκε σε αυτή των Alonso-Salces και συνεργατών,19 µε ορισµένες τροποποιήσεις προκειµένου να επιτευχθεί ο καλύτερος δυνατός διαχωρισµός των ουσιών.  Το χρονοδιάγραµµα της ανάλυσης φαίνεται στον Πίνακα 

2.4.  

 Πίνακας 2.4 Χρόνος (min) ∆ιαλύτης Α(% ) ∆ιαλύτης Β(% ) Ροή ml/min 

0 95 5 0,2 

10 95 5 0,2 

50 85 15 0,2 

70 85 15 0,2 

100 70 30 0,2 

125 40 60 0,2 
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Πριν την έναρξη της ανάλυσης προηγείται έκπλυση των καναλιών (purge) µε διαλύτη µε ροή 5 mL/min για να αποµακρυνθεί ο προηγούµενος διαλύτης και τυχόν φυσαλίδες από το σύστηµα. Ακολουθεί ενεργοποίηση της στήλης µε την αρχική αναλογία διαλυτών και εξισορρόπηση της για τουλάχιστον 60min. Ο όγκος του δείγµατος που εισέρχεται στη στήλη µέσω του αυτόµατου δειγµατολήπτη είναι 20µL, η ροή του διαλύτη παραµένει σταθερή και ίση µε 0,2 ml/min σε όλη τη διάρκεια της ανάλυσης και η απορρόφηση των συστατικών παρακολουθείται σε δύο µήκη κύµατος ταυτόχρονα (254 nm και 360 nm).  Τα φάσµατα µαζών πλήρους σάρωσης ελήφθησαν µε εφαρµογή της τεχνικής του ηλεκτροψεκασµού χρησιµοποιώντας αρνητικό ιονισµό (πηγή API2). Οι τυπικές τιµές των παραµέτρων που χρησιµοποιήθηκαν ήταν:  Θερµοκρασία θερµαινόµενου µεταλλικού τριχοειδούς (heated capillary 

temperature) 350 oC.  ∆υναµικό ηλεκτροψεκασµού 4,5 kV ∆υναµικό µεταλλικό τριχοειδούς 13,4V ∆υναµικό δακτυλιοειδούς φακού εστίασης 91,8V. ∆υναµικό φακού 1-1 -15,1V. Για τη λήψη των φασµάτων χρησιµοποιήθηκε ως αέριο αποδιαλυτοποίησης, άζωτο υψηλής καθαρότητας παραγόµενο από αντλία αζώτου, οµοαξονικά µε τη χρωµατογραφική ροή, µε πίεση 60 psi Για την επίτευξη της αποσυσσωµάτωσης  (declustering) και µερικής θραυσµατοποίησης χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της θραυσµατοποίησης µέσω συγκρούσεων στην περιοχή ατµοσφαιρικής πίεσης (sCID-in source Collision Induced 

Dissociation), χρησιµοποιώντας δυναµικό 10 V. 

2.3.4.4 Προετοιµασία διαλύµατος παρακαταθήκης  Πραγµατοποιήθηκε προετοιµασία πολυπρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης των καθαρών πολυφαινολικών ενώσεων µε τις ακόλουθες συγκεντρώσεις:  � ∆ιάλυµα γαλλικού οξέος  180 mg/L � ∆ιάλυµα (+)�κατεχίνης   300 mg/L � ∆ιάλυµα (�)�επικατεχίνης  200 mg/L � ∆ιάλυµα trans-ρεσβερατρόλης  20 mg/L � ∆ιάλυµα κερκετίνης   10 mg/L � ∆ιάλυµα καµφερόλης   10 mg/L 
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� ∆ιάλυµα 3-D-γαλακτοσίδη της κερκετίνης 20 mg/L � ∆ιάλυµα 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 20 mg/L 

 Το αντίστοιχο διάλυµα εργασίας παρασκευάστηκε µε αραίωση του παραπάνω πολυπρότυπου διαλύµατος σε υπερκάθαρο νερό σε αναλογία 1/10 v/v. 

2.3.5 Προσδιορισµός Φαινολικών ουσιών Η ταυτοποίηση των ουσιών πραγµατοποιήθηκε µε βάση α) το χρόνο συγκράτησης των προτύπων στη χρωµατογραφική διαδικασία και β) το m/z του αποπρωτονιωµένου µοριακού ιόντος των αναλυτών. Το  m/z υπολογίστηκε µε εφαρµογή της σχέσης  
1

1
/

−= MB
zm  (Σχέση 2.5) όπου M.Β.= το µοριακό βάρος του αναλύτη. 

 Στον Πίνακα 2.5, παρουσιάζονται τα Μ.Β. και τα αποπρωτονιοµένα µοριακά ιόντα, των προτύπων ουσιών καθώς και των πολυφαινολικών ουσιών οι οποίες θεωρείται πιθανό να περιέχονται στους οίνους βάσει βιβλιογραφικών δεδοµένων. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε το πολυπρότυπο διάλυµα  εργασίας το οποίο περιγράφεται ανωτέρω.  

 Πίνακας 2.5 ΕΝΩΣΗ Μ.Β. m/z Γαλλικό οξύ 170,12 169,12 

(+)–κατεχίνη 290,27 289,27 

(–)–επικατεχίνη 290,27 289,27 

trans-ρεσβερατρόλη 228,24 227,24 Κερκετίνη 302,24 301,24 Καµφερόλη 286,24 285,24 

3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης 464,38 463,38 

3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 464,38 463,38 
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 Στην Εικόνα 2.11 παρουσιάζεται ένα χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα των προτύπων ενώσεων που προκύπτει µε τη µέθοδο XIC (Extracted Ion Chromatogram) και το αντίστοιχο φάσµα µαζών τους 

 

 

 

Εικόνα 2.11 Χρωµατογράφηµα και φάσµα µαζών πρότυπων φαινολικών ενώσεων: 1. Γαλλικό οξύ, 2. trans-ρεσβερατρόλη, 3. Καµφερόλη, 4. (+)–κατεχίνη, 5. (–)–επικατεχίνη, 6. Κερκετίνη,  

7. 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 8. 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 0 20 40 60 80 100 120
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2.4 Τεχνικές Μέτρησης Αντιοξειδωτικής ∆ράσης 
 

2.4.1 Εισαγωγή Το ερευνητικό ενδιαφέρον για τα αντιοξειδωτικά έχει αυξηθεί σηµαντικά την τελευταία δεκαετία. Ως αποτέλεσµα έχει αναπτυχθεί ένας µεγάλος αριθµός µεθόδων για την αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής δράσης καθαρών ουσιών και εκχυλισµάτων, τόσο in vitro όσο και in vivo. ∆εδοµένης όµως της πολυπλοκότητας των βιολογικών διεργασιών που περιλαµβάνονται στις οξειδωτικές διαδικασίες στα κύτταρα καθώς και κάποιων µειονεκτηµάτων στην πειραµατική διαδικασία, δύσκολα κάποια από αυτές τις µεθόδους µπορεί να θεωρηθεί  απόλυτα ακριβής και να καθιερωθεί ως πρότυπη µέθοδος.20 Για το λόγο αυτό συνήθως η αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας κάποιου συστήµατος γίνεται µε µια σειρά από τεστ που σκοπό έχουν να καλύψουν όσο το δυνατό µεγαλύτερο εύρος παραγόντων που συµµετέχουν στις οξειδωτικές διαδικασίες. 
 Μέσα στα βιολογικά συστήµατα υπάρχουν τουλάχιστον τέσσερις κατηγορίες αντιοξειδωτικών: 

1) Ένζυµα, όπως η δισµουτάση του υπεροξειδίου, η περοξυδάση της γλουταθειόνης και διάφορες καταλάσες 
2) Μεγαλοµόρια όπως η φεριτίνη, η αλβουµίνη και άλλες πρωτεΐνες. 
3) Μόρια µικρού µοριακού βάρους, όπως η γλουταθειόνη, το ουρικό οξύ, τα καροτενοειδή, η τοκοφερόλη και οι πολυφαινόλες. 
4) Κάποιες ορµόνες, όπως η µελατονίνη, τα οιστρογόνα και η αγγιοτενσίνη. Από την άλλη πλευρά υπάρχουν πολλαπλές πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών και οξειδωτικών προϊόντων όπως  ••−••−• )(,)(,,,,,, 2

1
2 OLOOROHOClONOONOHOOO . Επίσης πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι οι αντιοξειδωτικές ουσίες µπορούν να δρουν µε διαφορετικούς µηχανισµούς, ανάλογα µε το σύστηµα, ή να εκδηλώνουν την 
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αντιοξειδωτική τους δράση µε διαφορετικούς µηχανισµούς ακόµα και στο ίδιο σύστηµα.21 Στην παρούσα µελέτη επιλέχθηκαν τέσσερα διαφορετικά τεστ για την αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων, και των καθαρών ουσιών, τα οποία περιγράφονται στη συνέχεια. 

 

2.4.2 In vitro Αντιοξειδωτική ∆ράση-Μέθοδος •DPPH  Η ρίζα •DPPH  (2,2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl), είναι µια από τις λίγες σταθερές αζωτούχες οργανικές ρίζες. Η δοµή της φαίνεται στο Σχήµα 2.3. Το χρώµα της είναι βαθύ ιώδες, και το φάσµα της απορρόφησης της στο UV-Vis παρουσιάζει µέγιστο στα 515 nm. Κατά την αναγωγή της η ρίζα χάνει σταδιακά το χρώµα της καταλήγοντας σε ανοιχτό κίτρινο. Η αντίδραση µπορεί να καταγραφεί από EPR (Electron Spin 

Resonance) ή φασµατοφωτόµετρο. Στην Εικόνα 2.12 απεικονίζεται η µεταβολή στο φάσµα απορρόφησης της ρίζας συναρτήσει του χρόνου. Η µέθοδος •DPPH , βασίζεται στην µέτρηση της αναγωγικής ικανότητας των υπό εξέταση δειγµάτων, ως προς τη ρίζα •DPPH . Η µέθοδος παρουσιάστηκε πρώτη φορά από τους Brand-

Williams και συνεργάτες,22 και έκτοτε έχει γίνει πολύ δηµοφιλής ως µια γρήγορη και εύχρηστη µέθοδος για την αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας in vitro. Η τυπική διαδικασία έχει ως εξής: Παρασκευάζεται διάλυµα γνωστής συγκέντρωσης  •DPPH , σε µεθανόλη ή αιθανόλη (25 mg/L). Στη συνέχεια 3,9 ml διαλύµατος •DPPH , αναµιγνύονται µε 0,1 διαλύµατος του δείγµατος σε κατάλληλο διαλύτη (συνήθως αιθανόλη ή µεθανόλη).  Η πορεία της αντίδρασης µεταβολή της απορρόφησης του µείγµατος παρακολουθείται µε µέτρηση της απορρόφησης του µίγµατος στα 515 nm για 30 min, ή µέχρι να σταθεροποιηθεί η τιµή της απορρόφησης.  Το ποσοστό του εναποµείναντος  •DPPH , υπολογίζεται από τον τύπο: 

 

 

Σχήµα 2.3  δοµή ρίζας •DPPH  
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(Σχέση 2.6) 

 Η συγκέντρωση του εναποµείναντος  •DPPH , είναι συνάρτηση της συγκέντρωσης του αντιοξειδωτικού. Η συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού που προκαλεί αναγωγή του •DPPH  κατά 50%, ορίζεται ως “Αποτελεσµατκή Συγκέντρωση” ή IC50 (Inhibitory Concentration).  Μέχρι πρόσφατα επικρατούσε η άποψη ότι ο µηχανισµός αναγωγής του •DPPH  περιελάµβανε αντίδραση µεταφοράς υδρογόνου από το αντιοξειδωτικό στη ρίζα, πρόσφατα όµως προτάθηκε από τους Foti και συνεργάτες23, ότι στην πραγµατικότητα πρόκειται για αντίδραση µεταφοράς ηλεκτρονίων.  Η µέθοδος •DPPH , παρουσιάζει προβλήµατα όταν εµπλέκονται ουσίες που απορροφούν στα 515 nm, καθώς είναι δύσκολη η ερµηνεία των αποτελεσµάτων. Αυτό ισχύει ιδιαίτερα για τα καροτενοειδή.24 Ένα άλλο µειονέκτηµα της µεθόδου, είναι ότι η ρίζα •DPPH , δεν παρουσιάζει καµία οµοιότητα µε τις ενεργές περοξυ ρίζες που εµπλέκονται στην οξείδωση των λιπιδίων, µε αποτέλεσµα πολλά αντιοξειδωτικά που αντιδρούν ταχέως µε τις περόξυ ρίζες, αντιδρούν αργά ή δεν αντιδρούν καθόλου µε το •DPPH  λόγω στερικού παρεµποδισµού.  

 

 

)]/()[(100% 0
•=•• ⋅= TREMREM DPPHDPPHDPPH

Εικόνα 2.12 Μεταβολή στο φάσµα απορρόφησης της ρίζας •DPPH  συναρτήσει του χρόνου25 Α: t=0, B: t=30min 
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2.4.3 Πειραµατική ∆ιαδικασία:  

2.4.3.1 Υλικά και Μέθοδοι Για την πραγµατοποίηση της µεθόδου χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο 2,2-

Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH) της Sigma. Η πειραµατική διαδικασία βασίστηκε στη µέθοδο των Brand-Williams και συνεργατών.22 µε τις κατάλληλες τροποποιήσεις ώστε να µετατραπεί σε µικροµέθοδο.  Οι υποδοχείς δειγµάτων (microplates) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν U bottom 96 θέσεων της Greiner Η µέτρηση της απορρόφησης πραγµατοποιήθηκε µε χρήση του φασµατοφωτόµετρου υπεριώδους–ορατού 96 θέσεων Fluostar Galaxy µε αναλυτή µικροπλακών (BMG Labtechologies) 

 

2.4.3.2 Πειραµατική διαδικασία:  Πριν από την ανάλυση παρασκευάζεται διάλυµα •DPPH  συγκέντρωσης 5 mM σε καθαρή EtOH (Panreac), το οποίο φυλάσσεται σε θερµοκρασία 4�C απουσία φωτός. Από τα εκχυλίσµατα των δειγµάτων παρασκευάζονται διαλύµατα συγκέντρωσης 10 mg/ml σε διαλύτη 

MeOH καθαρότητας HPLC. (JT Baker) και στη συνέχεια γίνονται 6 διαδοχικές αραιώσεις σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15). Σε κάθε οπή των πλακιδίων εισάγονται 50 µL δείγµατος εις τριπλούν για κάθε αραίωση προκείµένου να εξαχθεί ο µέσος όρος των µετρήσεων. Για το τυφλό χρησιµοποιείται διαλύτης Η2Ο/EtOH (85:15) χωρίς προσθήκη δείγµατος. Στην περίπτωση που ελέγχεται η αντιοξειδωτική ικανότητα δειγµάτων οίνου, χρησιµοποιούνται κατάλληλες αραιώσεις σε διαλύτη Η2Ο/EtOH 

(85:15). Στη συνέχεια µε τη βοήθεια πολυπιπέτας 8 θέσεων, προστίθενται  ταυτόχρονα 50 µl διαλύµατος •DPPH  σε κάθε οπή και η απορρόφηση καταγράφεται στα 492 nm για χρόνο t=0 min και  t=30 min. Η µείωση της απορρόφησης  
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υποδηλώνει  τη δέσµευση της ελεύθερης ρίζας •DPPH  από τα αντιοξειδωτικά συστατικά των εκχυλισµάτων και των οίνων.  Το ποσοστό της ελεύθερης ρίζας που έχει αποµείνει στο διάλυµα της αντίδρασης µπορεί να υπολογιστεί για κάθε χρονική στιγµή από τη σχέση: 

 

100)()(% ⋅=•
blank

sample

A

A
DPPHI    (Σχέση 2.7) 

 όπου:  Asample = η απορρόφηση του δείγµατος  και Ablank = η απορρόφηση του τυφλού 
 Στη συνέχεια σχηµατίζεται γραφική παράσταση του ποσοστού της ελεύθερης ρίζας (% Ι) συναρτήσει της συγκέντρωσης του δείγµατος σε µg/mL από την οποία εξάγεται η τιµή IC50 (Inhibitory Concentration), η οποία αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του δείγµατος η οποία είναι ικανή για τη δέσµευση του 50% της ελεύθερης ρίζας •DPPH  στο µίγµα της αντίδρασης. Στο Σχήµα 2.4 δίνεται παράδειγµα µιας τέτοιας καµπύλης.  Για τον υπολογισµό του IC50, χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραµµα ΟriginPro 7.0.  Εκτός από τα εκχυλίσµατα και τους οίνους µετρήθηκε η αντιοξειδωτική ικανότητα µε τη µέθοδο •DPPH  και καθαρών πολυφαινολών που αποτελούν συστατικά των σταφυλιών και των οίνων.  
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Σχήµα 2.4 Χαρακτηριστική καµπύλη % ποσοστού εναποµείνασας ρίζας •DPPH συναρτήσει της συγκέντρωσης του οξειδωτικού, για t=30min 

 

 

2.4.4 In vitro Αντιοξειδωτική ∆ράση-Μέθοδος FRAP  

H µέθοδος FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), αναπτύχθηκε αρχικά από τους Benzie και Strain26 για τη µέτρηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας του πλάσµατος, στη συνέχεια όµως τροποποιήθηκε και βρήκε ευρεία εφαρµογή στην µέτρηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας φυτικών εκχυλισµάτων.27�31 Η µέθοδος στηρίζεται στις αντιδράσεις που περιλαµβάνουν µεταφορά ενός ηλεκτρονίου (singlet 

electron transfer SET). H αντίδραση περιλαµβάνει την αναγωγή του άχρωµου συµπλόκου Fe(III)(TPTZ)2Cl3, (TPTZ=2,4,6-tripyridyl-s-triazine), προς ένα έγχρωµο προϊόν (βαθύ κυανό). Σχήµα 2.5 
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 Σχήµα 2.5 Αντίδραση αναγωγής του Fe(III)(TPTZ)2Cl3 
20 

 

 Η αντίδραση ανιχνεύει ουσίες που έχουν αναγωγικό δυναµικό <0,7 V, που είναι το αναγωγικό δυναµικό του TPTZ, συνεπώς η FRAP είναι µια κατάλληλη µέθοδος για την εκτίµηση της ικανότητας διατήρησης της αναγωγικής ισορροπίας στα κύτταρα και τους ιστούς. Η αναγωγική ικανότητα µιας ουσίας φαίνεται να σχετίζεται µε το βαθµό υδροξυλίωσης και το βαθµό σύζευξης της, όπως για παράδειγµα στις πολυφαινόλες. Παρόλα αυτά η µέθοδος FRAP δε µπορεί να ανιχνεύσει ουσίες που δρουν µέσω προσφοράς υδρογόνου, ειδικά τις θειόλες και τις πρωτεΐνες.32 

 Η τυπική πειραµατική διαδικασία περιλαµβάνει τα ακόλουθα: Το οξειδωτικό διάλυµα, παρασκευάζεται µε ανάµιξη ρυθµιστικού διαλύµατος οξικού οξέος (pH 3.6),  µε διάλυµα TPTZ (10 mM σε 40 mM HCl), και διάλυµα 

FeCl3 σε αναλογία όγκων 10:1:1. Το προκύπτον διάλυµα είναι γνωστό ως 
“αντιδραστήριο FRAP”. Το pH του διαλύµατος είναι όξινο προκειµένου να εξασφαλιστεί η διαλυτότητα του σιδήρου. Στη συνέχεια 3 mL  του αντιδραστηρίου 
FRAP, το οποίο προηγουµένως έχει θερµανθεί στους 37 �C  αναµιγνύονται µε 100 µL διαλύµατος δείγµατος και 300µL  ύδατος. Η απορρόφηση του µίγµατος µετράται στα 

593 nm κάθε 15 sec για χρονικό διάστηµα 15min.33 

H µεταβολή στην απορρόφηση: )( min0min4 AAA −=∆ , υπολογίζεται και συγκρίνεται µε την αντίστοιχη µεταβολή για πρότυπο διάλυµα Fe(II). Η ∆Α είναι εξαρτάται γραµµικά από τη συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού. Μια “µονάδα FRAP”, ορίζεται ως η αναγωγή 1mol Fe(III) σε Fe(II). 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ 

 111 

Η µικρή συσχέτιση που εµφανίζεται συχνά σε σχέση µε άλλες αντιοξειδωτικές µεθόδους αποδίδεται στο γεγονός ότι η ικανότητα αναγωγής του Fe(III)  δεν έχει σχέση µε τις αντιδράσεις µεταφοράς ατόµων υδρογόνου στις οποίες συµµετέχουν συνήθως τα αντιοξειδωτικά σε άλλες µεθόδους. Ο µηχανισµός στη µέθοδο FRAP είναι καθαρά µεταφορά ηλεκτρονίων οπότε σε συνδυασµό µε άλλες αντιοξειδωτικές µεθόδους µπορεί να συµβάλει στην αποσαφήνιση του κυρίαρχου µηχανισµού σε κάθε περίπτωση.20,33 Επιπλέον, επειδή τα ανηγµένα µέταλλα είναι ενεργοποιητές των αλυσιδωτών αντιδράσεων των ριζών , µέσω σχηµατισµού •RO , φαίνεται ότι υπάρχει σύνδεση µεταξύ υψηλών τιµών FRAP και της τάσης των πολυφαινολών να δρουν ως προοξειδωτικοί παράγοντες υπό ορισµένες συνθήκες.34 Ένα από τα µειονεκτήµατα της µεθόδου έγκειται στο γεγονός ότι τα 4 min δεν είναι πάντοτε αρκετός χρόνος για να ολοκληρωθεί η αντίδραση αναγωγής. Στην πραγµατικότητα κάποιες πολυφαινόλες αντιδρούν πολύ αργά και απαιτούν περισσότερο από 30 min προκειµένου να ολοκληρωθεί η αντίδραση. Ως αποτέλεσµα η σειρά δραστικότητας διαφέρει σηµαντικά ανάλογα µε το χρονικό διάστηµα για το οποίο παρακολουθείται η ανάλυση.  

 

2.4.5 Πειραµατική ∆ιαδικασία-Υλικά και Μέθοδοι:  Η µέθοδος που εφαρµόστηκε στηρίχθηκε σε αυτή των Firuzi και συνεργατών35 οι οποίοι τροποποίησαν τη µέθοδο των Benzie & Strain26 ώστε να τη µετατρέψουν σε µικροµέθοδο. Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 
 � 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) ≥  98%  Sigma  � FeCl3

.6H2O reagent grade Sigma≥  98%  Sigma � FeSO4 FIXANAL, Riedel de Haën � CH3COOH Glacial  J. T. Baker � CH3COONa ≥  99%  Sigma-Aldrich � HCl 37 % ACS reagent, (Sigma-Aldrich) 
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 Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής διαλύµατα: 

 • Ρυθµιστικό διάλυµα CH3COOH/ CH3COONa µε pH 3,6 παρασκευάζεται µε ανάµιξη 1,55 g CH3COONa και 8 ml CH3COOH και ο όγκος συµπληρώνεται στα 

500ml µε απεσταγµένο νερό.  • ∆ιάλυµα TPTZ 10 mM, το οποίο παρασκευάζεται µε διαλυτοποίηση 312 mg TPTZ σε υδατικό διάλυµα HCl συγκέντρωσης 0,04Ν και συµπλήρωση του όγκου µέχρι τα 100 ml.  • ∆ιάλυµα FeCl3 συγκέντρωσης 20 mM, το οποίο παρασκευάζεται µε διαλυτοποίηση 540 mg σε απεσταγµένο νερό και συµπλήρωση του όγκου µέχρι τα 
100 ml.  • Αντιδραστήριο FRAP, παρασκευάζεται µε ανάµιξη 10 ml ρυθµιστικού διαλύµατος οξικού οξέος µε 1 ml διαλύµατος TPTZ και 1ml διαλύµατος FeCl3. Το αντιδραστήριο FRAP πρέπει να παρασκευάζεται καθηµερινά πριν από την ανάλυση. • ∆ιάλυµα FeSO4 0,1 Μ από το οποίο ετοιµάζονται διαδοχικές αραιώσεις προκειµένου να κατασκευαστεί η καµπύλη αναφοράς.   Τα πλακίδια (microplates) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν U bottom 96 θέσεων της 
Greiner µε αναλυτή µικροπλακών (BMG Labtechologies) 

 

2.4.5.1 Πειραµατική διαδικασία:  Πριν από την ανάλυση παρασκευάζονται 
20 ml από το αντιδραστήριο FRAP και τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους  37 �C. Από τα διαλύµατα των εκχυλισµάτων σε MeOH συγκέντρωσης 10 mg/ml (stock solutions) παρασκευάζονται κατάλληλες αραιώσεις 
(συνήθως 200 και 50 µg/ml) σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15). Οι αραιώσεις κρίνονται απαραίτητες προκειµένου η απορρόφηση να είναι στα όρια ανίχνευσης του οργάνου 
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και να ισχύει ο νόµος του Beer-Lambert. Από αυτές τις αραιώσεις τοποθετούνται 25 µL εις τριπλούν στις οπές των υποδοχέων 96 θέσεων U bottom. Επίσης παρασκευάζονται διαδοχικές αραιώσεις διαλύµατος FeSO4 στην περιοχή συγκεντρώσεων µεταξύ 125-20 µΜ.  Με την αυτόµατη πολύπιπέτα 8 θέσεων τοποθετούνται 175 µL αντιδραστηρίου 
FRAP και το πλακίδιο εισάγεται στο plate-reader Fluostar Galaxy, το οποίο διαθέτει θερµοστάτη και ρυθµίζεται στους 37�C. Η αύξηση της απορρόφησης καταγράφεται στα 595 nm από t = 0min έως  t =30min κάθε 3min. Επίσης καταγράφεται η απορρόφηση σε χρόνο t = 45 min, 1h και 1,5 h. Με τα δεδοµένα αυτά µπορεί να κατασκευαστεί καµπύλη µεταβολής της απορρόφησης συναρτήσει του χρόνου για µια συγκεκριµένη συγκέντρωση δείγµατος, όπως φαίνεται στο Γράφηµα 2.1   Η αναγωγική ικανότητα των δειγµάτων εκφράζεται µε τη βοήθεια της καµπύλης αναφοράς σε µΜ FeSO4, αφού πρώτα  διορθωθεί ως προς την αραίωση. Για τα εκχυλίσµατα η αναγωγική ικανότητα (“Τιµή FRAP” ), είναι η µέγιστη συγκέντρωση διαλύµατος Fe(ΙΙΙ), που µπορεί να αναχθεί πλήρως σε Fe(ΙΙ), από ένα διάλυµα εκχυλίσµατος 100 µg/ml.36  Κατά αντιστοιχία στους οίνους  η “Τιµή FRAP”, αναφέρεται στην ικανότητα του αδιάλυτου οίνου, να προκαλέσει αναγωγή του  Fe+3 �  Fe+2.  Εκτός από την αναγωγική ικανότητα των δειγµάτων, µετρήθηκε και η αναγωγική ικανότητα των καθαρών φαινολικών ουσιών (Γράφηµα 2.2).  
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Γράφηµα 2.1 Μεταβολή της απορρόφησης στο διάλυµα ενός εκχυλίσµατος γιγάρτων συναρτήσει του χρόνου  
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2.4.6 Μέθοδος Ολικών Φαινολικών –Folin Ciocalteu  

H µέθοδος Folin-Ciocalteu  (F-C), για τη µέτρηση των ολικών φαινολικών, είναι µια φωτοµετρική µέθοδος η οποία αναπτύχθηκε αρχικά το 1927, για τον προσδιορισµό πρωτεϊνών εκµεταλλευόµενοι το γεγονός ότι το αντιδραστήριο που χρησιµοποιείται αντιδρά µε το φαινολικό δακτύλιο της τυροσίνης, σχηµατίζεται έγχρωµο προϊόν.37 Στη συνέχεια οι Singleton και Rossi38 βελτίωσαν τη µέθοδο και τη χρησιµοποίησαν για τον προσδιορισµό των ολικών φαινολικών ουσιών στο κρασί. H µέθοδος έγινε πολύ δηµοφιλής και έκτοτε χρησιµοποιείται ευρέως για τον προσδιορισµό του φαινολικού περιεχοµένου διαφόρων φυσικών προϊόντων.  Παρά το γεγονός ότι η µέθοδος F-C, χρησιµοποιείται για των προσδιορισµό των φαινολικών ουσιών, στην πραγµατικότητα προσδιορίζεται η αναγωγική ικανότητα του δείγµατος καθώς η αντίδραση που πραγµατοποιείται είναι οξειδοαναγωγική. Ως εκ τούτου η παραπάνω µέθοδος µπορεί να θεωρηθεί και ως µέθοδος µέτρησης αντιοξειδωτικής ικανότητας..  

Γράφηµα 2.2 Μεταβολή της απορρόφησης σε διαλύµατα προτύπων ουσιών συναρτήσει του χρόνου  
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Ο µηχανισµός της αντίδρασης ανήκει στην κατηγορία της µεταφοράς ηλεκτρονίων, γι΄ αυτό δεν πρέπει να ξαφνιάζει το γεγονός ότι το “πολυφαινολικό προφιλ” που προσδιορίζεται µε αυτή τη µέθοδο παρουσιάζει πολύ καλή γραµµική συσχέτιση µε την αντιοξειδωτική ικανότητα που προσδιορίζεται µε άλλες αντιοξειδωτικές µεθόδους που περιλαµβάνουν µεταφορά ηλεκτρονίων, όπως για παράδειγµα µε τη FRAP.  Το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu , παρασκευάζεται µε ανάµιξη 

OHMoONa 242 2⋅ , OHWoONa 242 2⋅ , π. HCl , 85% 43POH  και ύδωρ και βράσιµο για 

10 h. Κατόπιν προστίθεται OHSOLi 242 4⋅ , το οποίο δίνει στο αντιδραστήριο το χαρακτηριστικό κίτρινο χρώµα.  Η ακριβής χηµική σύσταση του αντιδραστηρίου δεν είναι γνωστή, η αντίδραση όµως που συµβαίνει περιλαµβάνει αναγωγή του Mo(VI) σε Mo(V) µε µεταφορά ενός ηλεκτρονίου.20 

)()( VMoeVIMo →+ −  

 Προφανώς η παραπάνω αντίδραση δεν είναι επιλεκτική µόνο για τις φαινόλες κα µπορεί να πραγµατοποιηθεί παρουσία και άλλων αναγωγικών παραγόντων 
(βιταµίνη C, Cu(I), κ.τ.λ.). οι φαινολικές ουσίες αντιδρούν µε το αντιδραστήριο F-C µόνο σε βασικό περιβάλλον, για το λόγο πριν από την προσθήκη του αντιδραστηρίου 

F-C, το pH του δείγµατος γίνεται βασικό ( 10≈pH ) µε προσθήκη διαλύµατος  
32CONa . Η απόσπαση ενός φαινολικού πρωτονίου οδηγεί στο σχηµατισµό ενός φαινολικού ανιόντος που ανάγει το αντιδραστήριο F-C σχηµατίζοντας ένα βαθύ µπλε σύµπλοκο που απορροφά σε µήκος κύµατος 745-750 nm.  

H πειραµατική διαδικασία όπως περιγράφεται από τους Singleton και Rossi38 έχει ως εξης: 1 ml δείγµατος κατάλληλα αραιωµένου, αναµιγνύεται µε 60 ml ύδατος και 5 ml αντιδραστηρίου F-C. Στη συνέχεια προστίθενται 15ml διαλύµατος 32CONa  και ο τελικός όγκος ρυθµίζεται στα 100ml µε προσθήκη ύδατος. Μετά από επώαση για 2 h απουσία φωτός, µετράται η απορρόφηση του δείγµατος στα 765 nm. Για την κατασκευή της καµπύλης αναφοράς   χρησιµοποιείται γαλλικό οξύ ως πρότυπη ουσία σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 
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Η µέθοδος FC είναι απλή, επαναλήψιµη και εύκολη, εποµένως έχει εξελιχθεί σε µια µέθοδο ρουτίνας τόσο για τη µέτρηση των ολικών φαινολικών, όσο και για την αξιολόγηση της αντιοξειδωτική δράσης.  
 

2.4.7 Πειραµατική ∆ιαδικασία-Υλικά και Μέθοδοι: Η µέθοδος των Singleton και Rossi38, τροποποιήθηκε ώστε να µετατραπεί σε µικροµέθοδο. Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: � Αντιδραστήριο Folin& Ciocalteu’s phenol reagent 2N (Fluka) � 32CONa  anhydrous powder (Aldrich) � Γαλλικό οξύ (Sigma) Οι υποδοχείς δειγµάτων (microplates) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 96-θέσεων U 

bottom της Greiner.  Η απορρόφηση των δειγµάτων µετρήθηκε στο Fluostar Galaxy µε αναλυτή µικροπλακών (BMG Labtechologies) 

 

2.4.7.1 Πειραµατική διαδικασία: Από τα διαλύµατα των εκχυλισµάτων σε 
MeOH συγκέντρωσης 10 mg/ml (stock solutions) παρασκευάζονται κατάλληλες αραιώσεις 
(συνήθως 1000 και 200 µg/ml) σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15). Οι αραιώσεις κρίνονται απαραίτητες προκειµένου η απορρόφηση να είναι στα όρια ανίχνευσης του οργάνου και να ισχύει ο νόµος του Beer-Lambert. Από αυτές τις αραιώσεις τοποθετούνται 50 µL εις τριπλούν στις οπές των υποδοχέων. Επίσης παρασκευάζονται διαδοχικές αραιώσεις διαλύµατος γαλλικού οξέος στην περιοχή συγκεντρώσεων µεταξύ 160-32 mg/L προκειµένου να κατασκευαστεί η καµπύλη αναφοράς. Στη συνέχεια προστίθενται  50 µL απεσταγµένου νερού και  
100 µL διαλύµατος 32CONa  20% w.v. µετά από 10 min προστίθενται 50 µL αντιδραστηρίου Folin- Ciocalteu αραιωµένου µε απεσταγµένο νερό 1:1. Το 
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microplate καλύπτεται µε αλουµινόχαρτο και αφήνεται για 1 h σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε να ολοκληρωθεί η αντίδραση. Η απορρόφηση των δειγµάτων καταγράφεται στα 595 nm. Η συγκέντρωση των ολικών πολυφαινολών προσδιορίζεται βάσει της καµπύλης αναφοράς.σε mg γαλλικού οξέος ανά g εκχυλίσµατος ή mg γαλλικού οξέος ανά L οίνου.  

 

2.4.8 In vitro Αντιοξειδωτική ∆ράση-Μέθοδος οξείδωσης LDL  Αυτή η µέθοδος συνίσταται στην προκαλούµενη οξείδωση της λιποπρωτείνης χαµηλής πυκνότητας (LDL) από Cu(II). Η ανίχνευση της οξείδωσης γίνεται µε προσδιορισµό της συγκέντρωσης της µαλοναλδεύδης (MDA) που απελευθερώνεται στο µίγµα της αντίδρασης, η οποία είναι ένα δευτερογενές προϊόν της οξείδωσης των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων. Σε όξινές συνθήκες και υπό θέρµανση, η MDA που σχηµατίζεται µπορεί να αντιδράσει µε θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA), σχηµατίζοντας ένα έγχρωµο προϊόν, που µπορεί να ανιχνευθεί είτε µε µέτρηση της απορρόφησης στα 

532 nm είτε µε φθορισµοµετρία.39�40 (Η LDL-χοληστερόλη που χρησιµοποιείται αποµονώνεται από ανθρώπινο πλάσµα και διατηρείται στους 4�C σε ρυθµιστικό διαλυµα φωσφορικού οξέος µε pH 7,4 (PBS), το οποίο περιέχει EDTA για την αποφυγή της αυτοοξείδωσης της LDL). Πριν την πειραµατική διαδικασία πραγµατοποιείται αποµάκρυνση του EDTA συνήθως µε χρήση µεµβράνης. H πειραµατική διαδικασία συνοπτικά έχει ως εξης: διαφορετικές συγκεντρώσεις αντιοξειδωτικού τοποθετούνται σε δοκιµαστικούς σωλήνες, στη συνέχεια προστίθεται κατάλληλη ποσότητα διαλύµατος LDL και Cu(II), ο όγκος συµπληρώνεται µε PBS , οπότε σχηµατίζεται ένα γαλάκτωµα και οι δοκιµαστικοί σωλήνες επωάζονται σε θερµοκρασία δωµατίου προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η αντίδραση. ένας δοκιµαστικός σωλήνας χωρίς 
Cu(II), χρησιµεύει ως θετικό control, ενώ ένας δοκιµαστικός σωλήνας χωρίς αντιοξειδωτικό χρησιµεύει ως αρνητικό control. Προκειµένου να παρακολουθηθεί η πορεία της αντίδρασης, κάθε 2 h περίπου αποµακρύνονται 0,5 ml µίγµατος, στα οποία προστίθενται 0,25 ml διαλύµατος TBA 

(1% 50 mM σε NaOH) και 0,25 ml διαλύµατος TCA (2,8%). Τα δείγµατα επωάζονται 
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σε θερµοκρασία 95�C για 45 min, οπότε σχηµατίζεται ένα έγχρωµο προϊόν (Σχήµα 
2.6)  Στη συνέχεια µετράται η απορρόφηση των δειγµάτων στα 532 nm, αφού έχει προηγηθεί φυγοκέντρηση προκειµένου να αποµακρυνθεί το ίζηµα που σχηµατίζεται. Η ποσοτικοποίηση της παραγόµενης MDA, γίνεται µε καµπύλη αναφοράς πρότυπης ουσίας σε διάφορες συγκεντρώσεις. 

 

2.4.9 Πειραµατική ∆ιαδικασία-Υλικά και Μέθοδοι: Η πειραµατική διαδικασία στηρίχθηκε στη µέθοδο των Yu και συνεργατών40 µε ορισµένες τροποποιήσεις. Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την πραγµατοποίηση της µεθόδου ήταν: � Lipoprotein low density from human plasma  (LDL) ≥95% solution (Sigma) � 2-Thiobarbituric acid (TBA) ≥  98% (Sigma-Aldrich) � Trichloroacetic acid  (TCA) Biochemica Ultra  ≥99,5% (Fluka) � Phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 Aldrich � 2,2(thienylmethylene)malonaldehyde (MDA) Aldrich � CuSO4 anydrous powder ≥  99,99%, Aldrich � Dimethyl sulfoxide (DMSO) anhydrous  ≥  99,99%, Aldrich 

 Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής διαλύµατα:  • Εµπορικό διάλυµα LDL το οποίο αραιώθηκε µε διάλυµα PBS σε τελικό όγκό 

4,43 mL ώστε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης να είναι 1,12 mg/mL. • ∆ιάλυµα CuSO4 0,2 mΜ που παρασκευάστηκε µε διαλυτοποίηση 25 mg CuSO4 σε απεσταγµένο νερό σε τελικό όγκο 500 mL. • ∆ιάλυµα TCA 2,8% v.v που παρασκευάστηκε µε προσθήκη 700 µL TCA 100% σε απεσταγµένο νερό σε τελικό όγκό 25 mL. 
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• ∆ιάλυµα TBA 1% w.v. που παρασκευάστηκε  µε διαλυτοποίηση 250mg σε διάλυµα NaOH 50 mM µε θέρµανση και ανάδευση. Ο όγκο προσαρµόστηκε στα 25 mL. • ∆ιάλυµα MDA συγκέντρωσης 200 mM σε DMSO (stock solution),  το οποίο παρασκευάστηκε µε προσθήκη 40 µL MDA (d=0,92) σε 760 µL DMSO. Από το πυκνό αυτό διάλυµα παρασκευάστηκαν διαδοχικές αραιώσεις σε διαλύτη 

PBS µε συγκεντρώσεις µεταξύ 40-2,5 nM προκειµένου να παρασκευαστεί η καµπύλη αναφοράς.  Τα πλακίδια (microplates) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν U bottom 96 θέσεων της 
Greiner µε αναλυτή µικροπλακών (BMG Labtechologies) 

 

2.4.9.1 Πειραµατική ∆ιαδικασία Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: Από τα εκχυλίσµατα των δειγµάτων παρασκευάζονται πυκνά διαλύµατα συγκέντρωσης 10 mg/ml σε διαλύτη DMSO 

(stock solutions). Από το πυκνό διάλυµα στη συνέχεια παρασκευάζονται διαδοχικές αραιώσεις συγκέντρωσης 1000 µg/mL, 100 µg/mL και 10 µg/mL σε διαλύτη DMSO.  Σε eppendorf tubes χωρητικότητας 1,5 mL, τοποθετούνται 36 µL διαλύµατος LDL, στη συνέχεια προστίθενται 20 µL από κάθε αραίωση εκχυλίσµατος και 100 µL CuSO4 0,2 mΜ. Τέλος προστίθενται 44 µL PBS ώστε ο τελικός όγκος να γίνει 200 µL. Οι συγκεντρώσεις των συστατικών στο µίγµα της αντίδρασης είναι: 200 µg protein/mL, 100 nM CuSO4, και 100 µg/mL, 10 µg/mL ή 1 µg/mL δείγµατος. Έπίσης παρασκευάζεται ένα θετικό control χωρίς CuSO4 αλλά µε 100 µL Η2Ο και ένα αρνητικό χωρίς δείγµα αλλά µε 20 µL DMSO.  Τα eppendorf 

tubes σκεπάζονται και αφήνονται για 24 h σε θερµοκρασία δωµατίου απουσία φωτός. Στη συνέχεια σε κάθε µίγµα προστίθενται 100 µL δ/τος TBA 1% w.v. και 100 µL δ/τος TCA 2,8% v.v και τα eppendorf tubes τοποθετούνται σε υδατόλουτρο στους  
95�C  για 1h. Αφού η φθάσουν σε θερµοκρασία δωµατίου φυγοκεντρούνται για 10 

min στις 12000 rpm και θερµοκρασία  4�C, ώστε να καταβυθιστούν τα αιωρούµενα 
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σωµατίδια. Στη συνέχεια 100 µL από την κάθε συγκέντρωση τοποθετούνται σε υποδοχείς δειγµάτων (microplates) 96-θέσεων U bottom εις τριπλούν και λαµβάνεται η µέτρηση της απορρόφησης στα 550 nm µε αναλυτή µικροπλακών (µήκος κύµατος αναφοράς 690 nm). Το ποσοστό της  LDL που οξειδώθηκε σε κάθε περίπτωση υπολογίζεται από τον τύπο: 

100)(% ⋅−−=
positivenegative

positivesample
ox AA

AA
LDL   (Σχέση 2.8) όπου:  LDLox = η οξειδωµένη  LDL-χοληστερόλη 

          Αsample = η απορρόφηση του δείγµατος 
          Αpositive = η απορρόφηση του θετικού control 

          Anegative = η απορρόφηση του αρνητικού control 

 Στη συνέχεια σχηµατίζεται γραφική παράσταση του ποσοστού της οξειδωµένης LDL (%LDL ox) συναρτήσει της συγκέντρωσης του δείγµατος σε µg/ml από την οποία εξάγεται η τιµή IC50 (Inhibitory Concentration), η οποία αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του δείγµατος η οποία είναι ικανή να προστατεύσει το 50% της LDL από την οξείδωση.  Για τον υπολογισµό του IC50, χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραµµα ΟriginPro 7.0.  Επίσης η ποσότητα της µαλοναλδεΰδης που παράχθηκε κατά την οξείδωση της 
LDL µπορεί να υπολογιστεί βάσει της καµπύλης αναφοράς που κατασκευάζεται µε τις διαφορετικές συγκεντρώσεις MDA ως προς την απορρόφηση.  

 

2.4.10  In vitro Αντιοξειδωτική ∆ράση-Μέθοδος ενδοκυτταρικών ROS 

 Οι περισσότερες τεχνικές µέτρησης αντιοξειδωτικής ικανότητας εφαρµόζονται σε εξωκυτταρικά συστήµατα, µε συνέπεια να µη λαµβάνονται υπόψη οι µηχανισµοί που επηρεάζουν την απόκριση των κυττάρων και 
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πιθανόν να διαφέρουν από κύτταρο σε κύτταρο. Εποµένως για την περιγραφή της αντιοξειδωτικής ικανότητας ενός προϊόντος µε όρους πιο κοντά στις πραγµατικές συνθήκες, είναι απαραίτητη η διεξαγωγή πειραµάτων σε κυτταρικό επίπεδο. Η ουσία 

Dichlorodihydrofluorescin diacetate (H2DCF-DA) χρησιµοποιείται συχνά για τον προσδιορισµό των ενδοκυτταρικών ROS. Πρόκειται για µη πολική ουσία η οποία διαχέεται γρήγορα στον ενδοκυττάριο χώρο. Οι εστεράσες των κυττάρων υδρολύουν την H2DCF-DA στη µη φθορίζουσα ουσία H2DCF η οποία είναι πολική µε αποτέλεσµα να παγιδεύεται στο εσωτερικό του κυττάρου. Κατά την οξείδωση της 
H2DCF παράγεται το DCF που φθορίζει ισχυρά. Μέχρι πρόσφατα επικρατούσε η άποψη ότι η οξείδωση της H2DCF συµβαίνει µόνο παρουσία  H2O2, όµως υπάρχουν ενδείξεις ότι στην πραγµατικότητα η διαδικασία παραγωγής του DCF, είναι πολύ πιο περίπλοκη. Η H2DCF µπορεί να οξειδωθεί από ένα πλήθος προοξειδωτικών παραγόντων όπως περoξειδάσες, και συµπαράγοντες (σίδηρος, οξειδάση της ξανθίνης και κυτοχρώµατα)41. Περαιτέρω η διάσπαση της H2DCF από τις εστερασες µπορεί να απελευθερώσει H2O2 που προκαλεί  την αυτοοξείδωση της. Σαν αποτέλεσµα το σήµα της DCF ενισχύεται. Εποµένως η H2DCF-DA είναι µια ουσία κατάλληλη για την ανίχνευση ενός µεγάλου εύρους οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων που λαµβάνουν χώρα όταν τα κύτταρα τελούν υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες.42 

 

2.4.11 Πειραµατική ∆ιαδικασία-Υλικά και Μέθοδοι: Για τη διεξαγωγή των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν κυτταρικές σειρές ανθρώπινων αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων HVTs-SM1, τα οποία είχαν αναπτυχθεί στο εργαστήριο κυτταρικού πολλαπλασιασµού και γήρανσης του Ινστιτούτου Βιολογίας του ΕΚΕΦΕ ∆ηµόκριτος.43�44 Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν στην ιδανική θερµοκρασία των 37�C σε θρεπτικό µέσο DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), εφοδιασµένο µε νεοµυκίνη 
(G418 200 µg/ml, Gibco-Invitrogen, Paisley, UK) καθώς και µε  πενικιλίνη (100 

U/ml), στρεπτοµυκίνη (100 µg/ml) και 10% FBS (Fetal Bovine Serum). Τα κύτταρα 

HVTs-SM1 όταν έφτασαν σε ποσοστό πυκνότητας, περίπου 80%-90%, ανακαλλιεργήθηκαν µε θρυψίνη-κιτρικού οξύ (0.25%-0.3%, αντίστοιχα). Το επίπεδο των ενδοκυτταρικών ROS, υπολογίστηκε µε τη µέθοδο των Athanasas και συνεργατών.41 
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H πειραµατική διαδικασία είχε ως εξής: Αρχικά τα κύτταρα θρυψινοποιήθηκαν και τοποθετήθηκαν σε microplates 96-θέσεων µε επίπεδο πυθµένα, σε συγκέντρωση 10,000 κύτταρα/οπή. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν ξανά στους θαλάµους επώασης σε θερµοκρασία 37�C για 18 h, χρονικό διάστηµα αρκετό ώστε τα κύτταρα να προσαρµοστούν και να αρχίσουν να µεγαλώνουν. Στη συνέχεια προετοιµάστηκαν οι αραιώσεις των εκχυλισµάτων που µελετήθηκαν. Αρχικά παρασκευάστηκαν διαλύµατα παρακαταθήκης (stock solutions) των εκχυλισµάτων σε DMSO συγκέντρωσης 104 µg/ml. Για κάθε δείγµα πραγµατοποιήθηκαν κατάλληλες αραιώσεις στο µέσο της καλλιέργειας (MEM 10% 

FBS). Από κάθε αραίωση τοποθετήθηκαν 25 µL εις τριπλούν στις οπές των 
microplates, ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων να είναι 100 µg/ml, 

33,3 µg/ml, 11,1 µg/ml και 3,7 µg/ml. Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό µέσο, µε το ίδιο ποσοστό DMSO, όπως οι αραιώσεις των εκχυλισµάτων. Τα κύτταρα επωάστηκαν για άλλες 24 h και στη συνέχεια το θρεπτικό µέσο αποµακρύνθηκε µε απόχυση, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε  PBS (phosphate buffered saline) και σε κάθε οπή προστέθηκαν 100µLδιαλύµατος  DCFH-DA 10µΜ. Μετά από επώαση 3 h στους 
37�C, ο φθορισµός µετρήθηκε µε χρήση του φωτοµέτρου Fluostar Galaxy µε αναλυτή µικροπλακών, για τιµές διέγερσης  485 nm και εκποµπής 520 nm.  Σαν θετικό control, χρησιµοποιήθηκαν οι πρότυπες ουσίες (+)�κατεχίνη, κερκετίνη, τρόλοξ (((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid, �98% Fluka) )  και ένα εµπορικό εκχύλισµα πεύκου (πυκνογενόλη, Vilco). Η αξιολόγηση της µεταβολή των ενδοκυτταρικών ROS, πραγµατοποιήθηκε σε σύγκριση µε τις τιµές φθορισµού του µάρτυρα για κάθε συγκέντρωση και χρησιµοποιήθηκε η ακόλουθη σχέση: 

100)(% ⋅=
control

sample

F

F
ROS  ( Σχέση 2.9) όπου:  

          Fsample = η τιµή φθορισµού του δείγµατος 
          Fcontrol = η τιµή φθορισµού του control 
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Στη συνέχεια σχηµατίζεται γραφική παράσταση του ποσοστού των ενδοκυτταρικών ROS (%ROS) συναρτήσει της συγκέντρωσης του δείγµατος σε µg/ml από την οποία εξάγεται η τιµή IC50 (Inhibitory Concentration), η οποία αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του δείγµατος η οποία είναι ικανή να µειώσει το ποσοστό των ενδοκυτταρικών  ROS κατά 50% . Για τον υπολογισµό του IC50, χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραµµα ΟriginPro 7.0.  

 

2.4.12 Μελέτη Κυτταροτοξικότητας Η κυτταροτοξικότητα των εκχυλισµάτων µετρήθηκε µε την δοκιµασία τετραζολίου για µικροκαλλιέργειες. Τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε υποδοχείς δειγµάτων (microplates) 96-θέσεων µε επίπεδο πυθµένα σε συγκέντρωση περίπου 
10,000 κυττάρων / οπή και επωάστηκαν για 24 h σε 37 �C. Ακολούθως εκτέθηκαν σε διαδοχικά αυξανόµενες  συγκεντρώσεις δεκαπέντε εκχυλισµάτων -σταφυλιών, φλοιών, γιγάρτων και βοστρύχων- εντός DMSO. Συνολικά πραγµατοποιήθηκαν πέντε διαδοχικές αραιώσεις ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 100 µg/ml, 33,3 µg/ml, 

11,1 µg/ml, 3,7 µg/ml και 1,1 µg/ml. Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό µέσο, µε το ίδιο ποσοστό DMSO, όπως οι αραιώσεις των εκχυλισµάτων. Από κάθε αραίωση τοποθετήθηκαν 25 µL σε κάθε οπή εις τριπλούν και τα κύτταρα επωάστηκαν για   

48 h. το επωαστικό µέσον αντικαταστάθηκε από ΜΤΤ (Sigma) συγκέντρωσης  
1 mg/mL εντός DMEM (Biochrom KG) και η επώαση συνεχίστηκε για 4 h. Κατόπιν το ΜΤΤ διαλύθηκε εντός 2-προπανόλης και µετρήθηκε η απορρόφηση σε µήκος κύµατος 550 nm, µε αναλυτή µικροπλακών (µήκος κύµατος αναφοράς 690 nm). Για τον υπολογισµό της κυτταροτοξικότητας υπολογίστηκε ο λόγος της απορρόφησης για κάθε συγκέντρωση εκχυλίσµατος προς την απορρόφηση του µάρτυρα. Για όλα τα δείγµατα ο λόγος αυτός είχε τιµή �1,0 εποµένως θεωρείται ότι στις συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν τα εκχυλίσµατα δεν παρουσιάζουν κυτταροτοξικότητα.  
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2.4.13 Μελέτη Αντιβακτηριακής ∆ράσης 
 Η αντιβακτηριακή δράση των υπό εξέταση εκχυλισµάτων µελετήθηκε µε τις ακόλουθες µεθόδους: 
1) Μέθοδος Αγωγιµότητας,  
2) Μέθοδος Τρυβλίων 
2.4.13.1 Μέθοδος Αγωγιµότητας Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στη µέτρηση της βακτηριακής ανάπτυξης παρακολουθώντας τις µεταβολές αγωγιµότητας που συµβαίνουν στο µέσο ανάπτυξης εξαιτίας της µεταβολικής δραστηριότητας των µικροοργανισµών. Η µέτρηση της αγωγιµότητας πραγµατοποιείται µε το σύστηµα Malthus (∆ιεθνές Ραδιόµετρο, Κοπεγχάγη, ∆ανία). Ένα χαρακτηριστικό σωληνάκι αγωγιµότητας Malthus περιέχει ηλεκτρόδια πλατίνας, που επιτρέπουν την µέτρηση της αγωγιµότητας του µέσου ανάπτυξης. Το χρονικό διάστηµα µεταξύ δύο διαδοχικών µετρήσεων είναι 6min και η παρακολούθηση της ανάπτυξης διαρκεί συνολικά 48 h. Η µετρούµενη αγωγιµότητα εκφράζεται σε µονάδες µS (microsiemens). Η γραφική απεικόνιση των τιµών αγωγιµότητας συναρτήσει του χρόνου ονοµάζεται καµπύλη αγωγιµότητας (Εικόνα 

2.13).   
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2.4.13.2   Μέθοδος Τρυβλίων  Πρόκειται για την κλασσική  µέθοδο απαρίθµησης µικροβιακού φορτίου, η οποία στηρίζεται στην ανάπτυξη αποικιών του µικροοργανισµού πάνω σε στερεό θρεπτικό µέσο και καταµέτρηση του αριθµού τους. Η γραφική απεικόνιση του πληθυσµού του µικροοργανισµού συναρτήσει του χρόνου ονοµάζεται καµπύλη ανάπτυξης.   
2.4.13.3  Ανάλυση ∆εδοµένων Η  ερµηνεία των αποτελεσµάτων µε τη µέθοδο της αγωγιµότητας βασίζεται στην σύγκριση της περιοχής (εµβαδό) κάτω από την καµπύλη αγωγιµότητας µε αυτό του µάρτυρα.45 Η αποτελεσµατικότητα του αντιµικροβιακού συστήµατος που εξετάζεται, προκύπτει από την τιµή του λόγου του εµβαδού κάτω από την καµπύλη αγωγιµότητας του αντιµικροβιακού δια του εµβαδού κάτω από την καµπύλη αγωγιµότητας του µάρτυρα.46 Το εµβαδό κάτω από την καµπύλη υπολογίζεται µε τη µέθοδο των τραπεζίων και ο λόγος τους καλείται κλασµατική περιοχή FA (fractional 

area) και είναι καθαρός αριθµός.46 Όσο πιο µικρή είναι η τιµή του  FA, τόσο µεγαλύτερη δράση έχει η ουσία που εξετάζεται.  Κατά αντιστοιχία το FA µπορεί να υπολογιστεί και στην περίπτωση που εφαρµόζεται η τεχνική των τρυβλίων, όπου χρησιµοποιούνται τα εµβαδά κάτω από τις καµπύλες ανάπτυξης του µικροοργανισµού που κατασκευάζονται βάσει των τιµών πυκνότητας πληθυσµού (cfu/mL) συναρτήσει του χρόνου. 
 

2.4.13.4 Υπολογισµός της ΕΑΣ  Για τον προσδιορισµό της ΕΑΣ (Ελάχιστης Ανασταλτικής Συγκέντρωσης  
M IC), δηλαδή της µικρότερης συγκέντρωσης του αντιµικροβιακού που απαιτείται προκειµένου να ανασταλεί η ανάπτυξη του µικροοργανισµού, χρησιµοποιήθηκε η τροποποιηµένη συνάρτηση του Gompertz.46�48 Η εξίσωση αυτή συνδέει την τιµή του FA (y) µε το δεκαδικό λογάριθµο της συγκέντρωσης του αντιµικροβιακού (x) και έχει τη µορφή: 

 

)]}(exp[exp{ MxBCAy −−⋅+=   (Σχέση 2.10) 
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 όπου Α: η χαµηλότερη ασύµπτωτη της γραφικής παράστασης  y(x) Β: η κλίση του ευθύγραµµου τµήµατος της γραφικής παράστασης  y(x) 

C: η απόσταση µεταξύ της µεγαλύτερης και της µικρότερης ασύµπτωτης της γραφικής παράστασης  y(x) Μ: ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης στο σηµείο καµπής της γραφικής παράστασης  y(x) 

 Η τιµή της ΕΑΣ, ορίζεται ως το σηµείο τοµής της ευθείας y=A + C, µε την εφαπτοµένη στο σηµείο (M, (A + Ce-1))46 και δίνεται από την εξίσωση: 

 

)
1

(
10 B

M +=ΕΑΣ   (Σχέση 2.11) 

 Οι τιµές των παραµέτρων A, C, B και M, προκύπτουν από µια µη-ευθύγραµµη διαδικασία προσαρµογής (non-linear fitting procedure)46 Για τη στατιστική επεξεργασία των παραπάνω τιµών χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πρόγραµµα Fig.P 

2.5.     
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2.4.14 Πειραµατική ∆ιαδικασία  

2.4.14.1 Μικροοργανισµός Για τη διεξαγωγή της µελέτης  χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος L. monocytogenes 

Scott Α (ορολογικός τύπος 4b), το οποίο παρελήφθη από την τράπεζα µικροοργανισµών του εργαστηρίου Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίµων του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών.  Τα κύτταρα του µικροοργανισµού επωάστηκαν για µια νύχτα σε υγρό θρεπτικό µέσο BH  (Merck cat. No 1.100493), σε θερµοκρασία 30 °C, ιδανική για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών. Τα κύτταρα αποµονώθηκαν µε φυγοκέντρηση 
(3000 rpm για 15min στους 4 °C). Ακολούθησε απόχυση του υπερκείµενου υγρού, έκπλυση των κυττάρων δύο φορές και µεταφορά τους σε δοκιµαστικό σωλήνα που περιείχε θρεπτικό µέσο BH (LabM) ώστε η τελική τους συγκέντρωση να είναι της τάξης 106 �107 cfu/mL. 

2.4.14.2  Προετοιµασία κυψελίδων αντίδρασης 
2ml από το υγρό θρεπτικό µέσο BH τοποθετήθηκε στις γυάλινες κυψέλες του 

malthus, που φέρουν τα ηλεκτρόδια, πωµατίστηκαν και αποστειρώθηκαν στους  
121 oC για 15 min. 

2.4.14.3  Προετοιµασία εκχυλισµάτων Τα δείγµατα που αναλύθηκαν ως προς την αντιβακτηριακή τους δράση, ήταν εκχυλίσµατα ραγών, γιγάρτων, στεµφύλων και βοστρύχων δύο ερυθρών και µιας λευκής ποικιλίας της Σαντορίνης. Από κάθε εκχύλισµα προετοιµάστηκαν τρία διαλύµατα παρακαταθήκης (stock solutions) σε DMSO, µε συγκεντρώσεις 6%, 5% και 4% w/v αντίστοιχα. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν επτά διαδοχικές δυαδικές αραιώσεις στις κυψελίδες του malthus σε υγρό θρεπτικό µέσο BH, καλύπτοντας ένα εύρος συγκεντρώσεων από 3% έως 0,03125% w/v. Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό µέσο, µε το ίδιο ποσοστό DMSO, όπως οι αραιώσεις των εκχυλισµάτων.  Οι κυψελίδες επωάστηκαν στους 30 oC για 30 min και στη συνέχεια εµβολιάστηκαν µε 0,2 ml από µια καλλιέργεια του παθογόνου µικροοργανισµού L. 
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monocytogenes Scott A, που είχε επωαστεί για 18 h στους 30 °C και η συγκέντρωση της ήταν 103 CFU/ml. Οι κυψελίδες τοποθετήθηκαν στο malthus και επωάστηκαν στους 30 oC για 48 h.  
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3. ΟΙΝΟΣ 

3.1 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΟΙΝΟΠΟΙΗΣΗΣ 

 

3.1.1 Εισαγωγή 

 Η διαδικασία της οινοποίησης συνεπάγεται την εφαρµογή µιας µεγάλης ποικιλίας τεχνικών, οι οποίες είναι σε απευθείας συνάρτηση µε το είδος του υπό παραγωγή οίνου. Επιπλέον, ο εκσυγχρονισµός των οινοποιείων  έχει επιτρέψει την ανάπτυξη και εφαρµογή νέων τεχνικών που διασφαλίζουν καλύτερο έλεγχο των συνθηκών οινοποίησης, ενώ η µεγάλη πρόοδος της βιοτεχνολογίας έχει κάνει δυνατή τη χρήση βελτιωµένων στελεχών ζυµοµυκήτων για την παραγωγή ποιοτικότερων οίνων.  Παραδοσιακά, η οινοποίηση είναι δυνατόν να διαχωριστεί στους παρακάτω δύο τύπους, την:  

1. Λευκή  

2. Ερυθρά/Ροζέ Επιπλέον υπάρχουν και ορισµένες ειδικές κατηγορίες οινοποίησης, οι οποίες αποσκοπούν στην παραγωγή  οίνων µε ιδιαίτερα χαρακτηριστικά, όπως1: 

1. Αφρώδεις  
2. Γλυκείς  
3. Τύπου Nouveau 

4. Αρωµατισµένοι  Στη συνέχεια παρουσιάζονται –σε γενικές γραµµές– τα σηµαντικότερα στάδια της οινοποιητικής διαδικασίας που εφαρµόζονται στα σύγχρονα οινοποιεία.  
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3.1.2 Αποβοστρύχωση Αµέσως µετά τη συγκοµιδή τους (τρυγητό), τα σταφύλια οδηγούνται στις εγκαταστάσεις του οινοποιείου και οδηγούνται, ανάλογα µε την ποικιλία τους, στις αντίστοιχες σταφυλοδόχους. Εκεί λαµβάνει χώρα το πρώτο στάδιο της επεξεργασίας τους, η αποβοστρύχωση που αφορά το µηχανικό διαχωρισµό των ραγών από τον κύριο κορµό των σταφυλιών. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται στο εκραγιστήριο.1,2 Η αποµάκρυνση των βοστρύχων και των φύλλων –από το πρώτο στάδιο της οινοποίησης– αποσκοπεί στην αποφυγή της εκχύλισης των τανινών τους στο µούστο, επειδή αυτές προσδίδουν στυφή και πικρή γεύση που είναι ανεπιθύµητη.  Επιπλέον, η αποµάκρυνση των φύλλων περιορίζει την παραγωγή αλδεϋδών και αλκοολών κατά την ενζυµατική οξείδωση του λινολεϊκού και λινολενικού οξέος.3  
3.1.3 Σύνθλιψη  Στη συνέχεια λαµβάνει χώρα η σύνθλιψη των ραγών προκειµένου να αποφευχθεί η µικροβιακή µόλυνση και να η περιοριστεί η οξείδωση. Κατά τη διαδικασία αυτή, οι ράγες περνούν ανάµεσα από τους κυλίνδρους του θλιπτηρίου, όπου συνθλίβονται. Στη συνέχεια ο χυµός και η σταφυλόµαζα συλλέγονται σε δεξαµενές. Πρέπει να σηµειωθεί ότι στα σύγχρονα οινοποιεία η σύνθλιψη γίνεται µε ήπιο τρόπο έτσι ώστε να παραµείνουν ανέπαφα τα γίγαρτα, αφού η εκχύλιση των ελαίων ή/και των τανινών τους επηρεάζει αρνητικά την ποιότητα και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του οίνου. 

3.1.4  Προσθήκη διοξειδίου του θείου Η προσθήκη SO2 λειτουργεί προστατευτικά κατά της οξείδωσης και της δράσης ανεπιθύµητων µικροοργανισµών. Η πρώτη προσθήκη γίνεται πριν τη ζύµωση, ενώ η τελευταία κατά το στάδιο της εµφιάλωσης. Όµως δεν αποκλείεται και η προσθήκη κατά τα ενδιάµεσα στάδια της διαδικασίας µε στόχο να εξασφαλιστεί η παρουσία ικανής ποσότητας SO2.
1 

3.1.5 Εκχύλιση Στο στάδιο αυτό διαφοροποιείται η λευκή από την ερυθρά οινοποίηση. Για την παραγωγή ερυθρών και ροζέ κρασιών, ο σταφυλοπολτός οδηγείται σε συγκεκριµένες 
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δεξαµενές όπου ο χυµός παραµένει σε επαφή µε τα στέµφυλα, προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η εκχύλιση των χρωστικών και των αρωµατικών συστατικών. Αρχικά η εκχύλιση πραγµατοποιείται µε τη δράση των υδρολυτικών ενζύµων που απελευθερώνονται κατά την έκθλιψη των ραγών,4 αφού αυτά συµµετέχουν στην αποδέσµευση και διαλυτοποίηση των συστατικών που βρίσκονται προσκολληµένα στα κύτταρα του φλοιού της σάρκας και των γιγάρτων.3   Η ένταση του ερυθρού χρώµατος εκάστου οίνου εξαρτάται αποκλειστικά από το χρονικό διάστηµα που διαρκεί η εκχύλιση. Πρακτικά, για τους ροζέ οίνους απαιτούνται λιγότερες από 24 h, ενώ για τους ερυθρούς οίνους η εκχύλιση µπορεί να διαρκέσει 3�5 ηµέρες. Τέλος, ορισµένοι οίνοι που προορίζονται για παλαίωση είναι δυνατόν να διατηρηθούν υπό τις συνθήκες αυτές για 21 ηµέρες.  Η εκχύλιση στην ερυθρά οινοποίηση ουσιαστικά λαµβάνει χώρα ταυτόχρονα µε τη ζύµωση. Έτσι στη διαδικασία της εκχύλισης παίζει πρωτεύοντα ρόλο και η παραγόµενη αιθανόλη, τόσο µέσω της αλκοολικής εκχύλισης, όσο και της αιθανόλυσης. Η αιθανόλη είναι σηµαντική για την εκχύλιση των ανθοκυανινών –που προσδίδουν το χρώµα στον οίνο– και των άχρωµων πολυφαινολών (όπως φλαβονοειδή, προανθοκυανίνες και φαινολικά οξέα) από τους φλοιούς και τα γίγαρτα,. Επίσης η αιθανόλη προσροφά αρωµατικά συστατικά από τους φλοιούς και τη σάρκα των σταφυλιών, διαµορφώνοντας τα γευστικά και αρωµατικά χαρακτηριστικά των παραγόµενων οίνων.1 Έως πρόσφατα, η ζύµωση λάµβανε χώρα κυρίως µε τη δράση των ενδογενών ζυµών που υπήρχαν στην επιφάνεια των ραγών. Όµως η εξέλιξη της βιοτεχνολογίας έχει πλέον επιτρέψει τη χρήση επιλεγµένων στελεχών ζυµών, τα οποία εξασφαλίζουν την ανάπτυξη των επιθυµητών χαρακτηριστικών του οίνου και αποτρέπουν τη µικροβιακή αλλοίωση του προϊόντος από τη δράση των ανεξέλεγκτων µικροοργανισµών.   Στη λευκή οινοποίηση, το στάδιο της εκχύλισης είναι κατά πολύ βραχύτερο. Έτσι, η ποσότητα των πολυφαινολών που εκχυλίζονται στο γλεύκος είναι σε άµεση συνάρτηση µε τη θερµοκρασία που εφαρµόζεται και το χρόνο επαφής των στεµφύλων µε το χυµό.1,3  
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3.1.6 Πίεση  Μετά το στάδιο της εκχύλισης, η σταφυλόµαζα οδηγείται στα πιεστήρια, όπου µέσω της πίεσης που ασκείται –συνήθως µε τη χρήση αέρα– ολοκληρώνεται η παραγωγή του χυµού. Πρέπει να σηµειωθεί ότι οι καλύτερης ποιότητας οίνοι παράγονται από χυµούς “ελευθέρας ροής” , δηλαδή τους χυµούς που συλλέγονται πριν εφαρµοστεί πίεση. Από τους χυµούς αυτούς παράγονται οι εµφιαλωµένοι οίνοι υψηλής ποιότητας.  
3.1.7 Απολάσπωση Το γλεύκος που παραλαµβάνεται από το πιεστήριο, οδηγείται σε δεξαµενές, όπου παραµένει για 12�24 h σε θερµοκρασία 5-8 °C, προκειµένου να διαυγάσει. Η διαδικασία στηρίζεται στη βαρύτητα, αφού αυτή είναι το αίτιο που βοηθά στην καθίζηση των αιωρούµενων σωµατιδίων.  
3.1.8 Ζύµωση Μετά την απολάσπωση το γλεύκος οδηγείται στις δεξαµενές, όπου θα πραγµατοποιηθεί η ζύµωση (ή θα συνεχιστεί/ολοκληρωθεί, για τους ερυθρούς οίνους).  Κατά την αλκοολική ζύµωση εκλύεται θερµική ενέργεια µε αποτέλεσµα να αυξηθεί η θερµοκρασία. Η ιδανική θερµοκρασία ζύµωσης είναι 25�28 °C για τους ερυθρούς και 15�18 °C για τους λευκούς οίνους, αφού η επίτευξη υψηλότερων θερµοκρασιών συνεπάγεται απώλεια των αρωµατικών συστατικών. Έτσι, η διαδικασία της ζύµωσης γίνεται υπό ψύξη, σε δεξαµενές µε διπλά τοιχώµατα µέσα στα οποία κυκλοφορεί νερό που ψύχει το σύστηµα. Μετά την ολοκλήρωση της αλκοόλης ζύµωσης είναι δυνατόν να λάβει χώρα και µια δεύτερη, η µηλογαλακτική που προκαλείται από τη δράση των βακτηρίων. Η µηλογαλακτική ζύµωση είναι µια πολύ σηµαντική παράµετρος για την παραγωγή των ερυθρών οίνων, ιδιαίτερα σε περιοχές µε ψυχρό κλίµα, όπου η αυξηµένη οξύτητα του γλεύκους προκαλεί προβλήµατα στην οινοποίηση. Κατά τη µηλογαλακτική ζύµωση το µηλικό οξύ µετατρέπεται σε γαλακτικό, µε αποτέλεσµα να γίνεται ηπιότερη η γεύση του παραγόµενου οίνου.1 
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3.1.9 Μετάγγιση Μετά το τέλος της ζύµωσης, ο οίνος αφήνεται µέσα σε δεξαµενές για 2 περίπου εβδοµάδες, κατά τη διάρκεια των οποίων καθιζάνουν τα στερεά υπολείµµατα των σταφυλιών και τα νεκρά κύτταρα των ζυµών. Ακολουθεί η µετάγγιση του καθαρού οίνου από την επιφάνεια των δεξαµενών σε άλλες καθαρές δεξαµενές. Η µετάγγιση συµβάλει στην επίτευξη µεγαλύτερης διαύγειας του οίνου, επιπρόσθετα όµως η σύντοµη επαφή µε το ατµοσφαιρικό οξυγόνο επηρεάζει θετικά τον οίνο.  

3.1.10 Ωρίµανση - παλαίωση Συχνά ο φρέσκος οίνος δεν είναι έτοιµος προς κατανάλωση, αφού τα γευστικά του χαρακτηριστικά δεν έχουν ισορροπήσει ακόµη. Για το λόγο αυτό απαιτείται ένα χρονικό διάστηµα προκειµένου να ωριµάσει. Η ωρίµανση του οίνου γίνεται είτε σε ανοξείδωτες δεξαµενές είτε σε δρύινα βαρέλια. Οι ανοξείδωτες δεξαµενές δεν επηρεάζουν το χαρακτήρα του παραγόµενου οίνου, αποτρέπουν όµως την επαφή του µε το οξυγόνο. Αντίθετα, τα βαρέλια εµπλουτίζουν τον οίνο µε αρώµατα από το ξύλο, όµως το πορώδες υλικό τους επιτρέπει την επαφή µε το οξυγόνο και συνεπώς την  ταχύτερη ωρίµανσή τους. Ο χρόνος παλαίωσης κυµαίνεται από λίγες εβδοµάδες έως αρκετά χρόνια. Κατά τη διαδικασία της παλαίωσης επέρχονται µεταβολές στο χρώµα, την οσµή και τη γεύση του οίνου. Ο οίνος γίνεται «απαλός» στη γεύση, χάνει την οσµή της «ζύµης» και αποκτά µια ευωδία που µε την πάροδο του χρόνου γίνεται περισσότερο σύνθετη. Οι µεταβολές αυτές οφείλονται κυρίως στις βραδείες χηµικές αντιδράσεις (οξειδώσεις, αναγωγές και εστεροποιήσεις) των συστατικών του οίνου, οι οποίες πραγµατοποιούνται κατά τη διάρκεια της παραµονής του είτε στα δρύινα βαρέλια ή/και στις φιάλες. Επιπλέον, κατά την παλαίωση παρατηρείται µια µείωση της περιερχόµενης αλκοόλης λόγω εξάτµισης, µείωση της οξύτητας λόγω καταβύθισης των αλάτων του τρυγικού οξέος και σε ορισµένες περιπτώσεις µια µικρή αύξηση της πτητικής οξύτητας, δηλαδή παραγωγή οξικού οξέος που σχετίζεται µε τη δραστηριοποίηση των βακτηρίων της οξικής ζύµωσης.1 Η παλαίωση αφορά κυρίως τους ερυθρούς και µόνο λευκούς οίνους υψηλής ποιότητας. Η διάρκειά της ποικίλει, ανάλογα µε το κρασί, αποσκοπώντας πάντα στη βελτίωσή του. Οι παλαιωµένοι ερυθροί οίνοι αποκτούν ένα έντονο κεραµιδί χρώµα, ενώ οι λευκοί έντονο κίτρινο (κεχριµπαρένιο) χρώµα. 
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3.1.11 ∆ιαύγαση Πριν από την εµφιάλωση προηγείται το στάδιο της διαύγασης, που αποτελείται από µια σειρά διαδικασιών που συνολικά αποσκοπούν στην απαλλαγή του οίνου από τα αιωρούµενα σωµατίδια που προκαλούν θόλωση. Στο πλαίσιο αυτό, οι συνηθέστερες διαδικασίες που πραγµατοποιούνται είναι οι παρακάτω:  

1) Σταθεροποίηση: πραγµατοποιείται µε την ψύξη του οίνου σε θερµοκρασίες κάτω από το µηδέν, έτσι ώστε να καταβυθιστούν τα  τρυγικά άλατα  

2) Κολλάρισµα: αποσκοπεί στην αποµάκρυνση των πρωτεϊνών που προκαλούν τη θόλωση, αλλά και στη µείωση των επιπέδων των τανινών που δηµιουργούν ιζήµατα και επηρεάζουν αρνητικά τα γευστικά χαρακτηριστικά του οίνου. Αποτέλεσµα της διαδικασίας αυτής είναι η µείωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου, κυρίως στους λευκούς οίνους. Για τη πραγµατοποίηση του κολλαρίσµατος χρησιµοποιούνται διάφορες οµάδες µορίων, όπως πρωτεΐνες (π.χ. αλβουµίνη, καζεϊνη), συνθετικά πολυµερή (π.χ. PVPP, nylon), πολυσακχαρίτες (π.χ. άγαρ, κόµµεα), πηκτή διοξειδίου του πυριτίου, µπετονίτης, καολίνης κλπ2. 

3) Φιλτράρισµα: είναι µια προαιρετική διαδικασία που έχει ως σκοπό την αποµάκρυνση από τον οίνο των αιωρούµενων σωµατιδίων και των µικροοργανισµών. Αρκετοί οινοποιοί αποφεύγουν την πραγµατοποίηση της διαδικασίας αυτής, καθώς το φιλτράρισµα µπορεί να αφαιρέσει “σώµα” και αρωµατικές ουσίες από ένα κρασί. Πάντως, η λογική χρήση του φιλτραρίσµατος αφήνει το κρασί σχεδόν ανέπαφο. 

3.1.12 Εµφιάλωση Πριν την εµφιάλωση πραγµατοποιείται µια τελευταία προσθήκη διοξειδίου του θείου. Ο εµφιαλωµένος οίνος είναι πλέον έτοιµος προς πώληση και κατανάλωση.  
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3.2 Πολυφαινολικό περιεχόµενο των σταφυλιών και των οίνων 
3.2.1 Εισαγωγή  Οι οίνοι εµπεριέχουν µια µεγάλη ποικιλία πολυφαινολών, οι περισσότερες από τις οποίες εκχυλίζονται από τα σταφύλια. Η παρουσία των πολυφαινολών έχει ιδιαίτερη σηµασία αφού το ποιοτικό και ποσοτικό τους περιεχόµενο συµβάλλει στη διαµόρφωση των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών ενός οίνου, ενώ στους ερυθρούς οίνους το πολυφαινολικό περιεχόµενο καθορίζει το χρώµα και επιτρέπει την παλαίωση  λειτουργώντας ως συντηρητικά.5 Εξάλλου,  χάρη στις αντιοξειδωτικές και αντιφλεγµονώδεις ιδιότητές τους,6�9 οι βιοδραστικές πολυφαινόλες των οίνων έχουν συνδεθεί µε διάφορα οφέλη για την υγεία.  Οι διαφορετικές τεχνικές που εφαρµόζονται κατά την ερυθρά και λευκή οινοποίηση έχουν ως αποτέλεσµα να εκχυλίζεται πολύ µεγαλύτερο ποσοστό πολυφαινολών από τα σταφύλια στους ερυθρούς οίνους σε σύγκριση µε τους αντίστοιχους λευκούς οίνους. Εκτός από την τεχνική της οινοποίησης, καθοριστικό λόγο για τη διαµόρφωση του ποιοτικού και ποσοτικού περιεχοµένου των πολυφαινολών στους οίνους παίζουν η προς οινοποίηση ποικιλία, οι εδαφοκλιµατολογικές συνθήκες της περιοχής, οι καλλιεργητικές τεχνικές και η προσβολή των αµπελιών από διάφορες ασθένειες. Στο σηµείο αυτό είναι σηµαντικό να τονιστεί ξανά ότι ο ερυθρός οίνος αποτελεί προϊόν εκχύλισης του συνόλου των σταφυλιών, ενώ ο λευκός οίνος αποτελεί προϊόν µόνο του χυµού των σταφυλιών. Έτσι, λαµβάνοντας υπόψη ότι το µεγαλύτερο µέρος των πολυφαινολών κατανέµεται στο φλοιό και τα γίγαρτα των σταφυλιών, είναι φυσικό οι ερυθροί οίνοι να περιέχουν πολύ µεγαλύτερη ποσότητα πολυφαινολών σε σχέση µε τους λευκούς. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι σε ένα ποτήρι ερυθρού οίνου περιέχονται κατά µέσο όρο 200 mg πολυφαινολών, σε σύγκριση µε τα µόλις 40 mg πολυφαινολών που περιέχονται σε ένα ποτήρι λευκού οίνου.5 Στον Πίνακα 3.1 αναφέρονται οι περιεκτικότητες ερυθρών και λευκών οίνων σε πολυφαινόλες βάσει βιβλιογραφικών δεδοµένων. Οι τιµές αυτές είναι ενδεικτικές και παρουσιάζουν µεγάλες διαφοροποιήσεις.  
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 Πίνακας 3.1 Τυπική πολυφαινολική σύσταση λευκών και ερυθρών επιτραπέζιων οίνων5. 

 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ ΕΙ∆ΟΣ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ Φρέσκοι Παλαιωµένοι Φρέσκοι Παλαιωµένοι Μη φλαβονοειδή mg/L mg/L Υδροξυκιναµµωµικά οξέα 154 130 165 60 Υδροξυβενζοϊκά οξέα 10 15 60 60 Στιλβένια 0,5 0,5 7 7 Ταννίνες από το βαρέλι  0 100 0 250 Σύνολο 164,5 245,5 232 377 Φλαβονοειδή mg/L mg/L Μονοµερείς φλαβανόλες 25 15 200 100 Προανθοκυανιδίνες και συµπυκνωµένες τανίνες 20 25 750 1000 Φλαβονόλες - - 100 100 Ανθοκυανίνες - - 400 90 ∆ιάφορα φλαβονοειδή - - 50 75 Σύνολο 45 40 1500 1365 Συνολικές πολυφαινόλες 209,5 285,5 1732 1742 

 Οι πολυφαινόλες των οίνων και των σταφυλιών µπορούν να διαχωριστούν, ανάλογα µε τον ανθρακικό τους σκελετό, σε φλαβονοειδή και σε µη φλαβονοειδή φαινολικά παράγωγα. Από αυτά, τα φλαβονοειδή περιέχονται κυρίως στους φλοιούς, τα γίγαρτα και τους βοστρύχους, ενώ τα µη φλαβονοειδή συναντώνται κυρίως στη σάρκα. Στη συνέχεια παρουσιάζονται οι κύριοι τύποι των µορίων που ανήκουν στις παραπάνω κατηγορίες και έχουν ανιχνευθεί στους οίνους και τα παράγωγα τους.6 
 

3.2.2 Μη φλαβονοειδή: Τα κυριότερα µη φλαβονοειδή φαινολικά παράγωγα που συναντώνται στους οίνους, είναι τα φαινολικά οξέα (υδροξυβενζοϊκά και υδροξυκιναµµωµικά οξέα) και τα στιλβένια. 
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3.2.2.1 Υδροξυβενζοϊκά οξέα Από τα υδροξυβενζοϊκά οξέα , στους οίνους έχουν ανιχνευθεί το γαλλικό, το π-υδροξυβενζοϊκό, το πρωτοκατεχικό (3,4-διυδρόξυβενζοϊκό), το βανιλικό, το συριγγικό και το γενιστικό οξύ.6 Εκτός από τα ελεύθερα υδροξυβενζοϊκά οξέα, µε χρήση της φασµατοσκοπίας µαζών έχει διαπιστωθεί ότι στους οίνους εµπεριέχονται και ποικίλα παράγωγά τους, όπως οι εστέρες και οι γλυκοσίδες.10�11  Από τα υδροξυβενζοϊκά οξέα, µόνο το γαλλικό έχει αποδειχθεί ότι εµπεριέχεται και στα σταφύλια, είτε ως ελεύθερο οξύ ή ως γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης.12  

3.2.2.2 Υδροξυκιναµµωµικά οξέα Τα υδροξυκιναµµωµικά οξέα (καφεϊκό, π-κουµαρικό οξύ, φερουλικό οξύ), βρίσκονται στα κενοτόπια του φλοιού και της σάρκας των σταφυλιών, ως εστέρες του τρυγικού οξέος. Κατά κύριο λόγο οι παραπάνω εστέρες βρίσκονται µε τη µορφή του 

trans ισοµερούς και µόνο ένα µικρό τους ποσοστό είναι υπό τη µορφή του cis ισοµερούς.6 Επίσης στα σταφύλια έχει αναφερθεί και η παρουσία γλυκοζιτών των υδροξυκιναµµωµικών οξέων.13 Στους οίνους, τα υδροξυκιναµµωµικά οξέα ανιχνεύονται ως ελεύθερα, αλλά και ως εστέρες14 (Σχήµα 3.1). 

 Υδροξυκιναµωµικό οξύ R1 R2 π-Κουµαρικό H OH Καφεΐκό ΟH OH Φερουλικό ΟCH3 OH Σιναπικό ΟCH3 OH 
   

 Εστέρας R1 

Trans-καφεοτρυγικό οξύ (καφταρικό οξύ) ΟΗ 
Trans-π-κουµαροτρυγικό οξύ (κουταρικό οξύ) Η 
Trans-φερουλοτρυγικό οξύ (φερταρικό οξύ) ΟCH3 

 Σχήµα 3.1 Υδροξυκιναµµωµικά οξέα και εστέρες αυτών που συναντώνται στους οίνους6    
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3.2.2.3 Στιλβένια Τα υδροξυλιωµένα παράγωγα των στιλβενίων είναι φυτοαλεξίνες οι οποίες παράγονται στα σταφύλια, κυρίως στο φλοιό, τα φύλλα, τους βοστρύχους και τις ρίζες, ως αντίδραση σε παθογενείς καταστάσεις, όπως η έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία και η προσβολή από µύκητες και βακτήρια.15�17 Η trans και η cis µορφές της ρεσβερατρόλης, όπως και τα αντίστοιχα γλυκοζιτικά τους παράγωγα – 

trans και  cis πικεΐδης– έχουν ανιχνευτεί πολλές φορές τόσο σε  σταφύλια όσο και σε οίνους.18�20 Το 2002 οι Landrault και συνεργάτες21 για πρώτη φορά κατάφεραν να ποσοτικοποιήσουν, σε οίνους διάφορων τύπων, την παρουσία των διµερών στιλβενίων παλλιδόλης και ε-βινιφερίνης.  
 

3.2.3 Φλαβονοειδή Οι κύριοι τύποι φλαβονοειδών που εµπεριέχονται στα σταφύλια και τους οίνους είναι οι φλαβονόλες, οι φλαβανόλες και οι ανθοκυανίνες, ενώ σε µικρότερο βαθµό συναντώνται οι φλαβανονόλες και οι φλαβόνες. Οι ενώσεις αυτές υπάρχουν τόσο υπό τη µορφή των άγλυκων, όσο και µε τη µορφή γλυκοζιτών.  

3.2.3.1 Φλαβονόλες Οι φλαβονόλες είναι κίτρινες χρωστικές που βρίσκονται κυρίως στα κενοτόπια των επιδερµικών ιστών. Στο είδος Vitis vinifera απαντώνται τα µόρια κερκετίνη, καµφερόλη, µυρικετίνη και ισοραµνετίνη µε τη µορφή των 3-Ο-γλυκοζιτών τους. Μέχρι στιγµής έχουν αναγνωρισθεί οκτώ µονογλυκοζίτες και τρεις διγλυκοζίτες στους φλοιούς των σταφυλιών6 (Σχήµα 3.2). Το περιεχόµενο των οίνων σε φλαβονόλες διαφοροποιείται σε σύγκριση µε το αντίστοιχο των σταφυλιών, λόγω της παρουσίας σε αυξηµένες ποσότητες και των άγλυκων µορίων, τα οποία κατά πάσα πιθανότητα προκύπτουν από την υδρόλυση των γλυκοζιτών κατά τις διαδικασίας της οινοποίησης, ωρίµανσης ή/και παλαίωσης των οίνων.22�24 
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 Ο ρόλος των φλαβονολών είναι προστατευτικός κατά της υπεριώδους ακτινοβολίας, µε αποτέλεσµα η παρουσία τους είναι αυξηµένη σε σταφύλια που είναι άµεσα εκτεθειµένα στην ηλιακή ακτινοβολία.25 Σύµφωνα µε τους  McDonald και συνεργάτες,26 οι ποικιλίες σταφυλιών που έχουν παχύ φλοιό ή µεγάλη τιµή λόγου φλοιού/όγκου ράγας οδηγούν στην παραγωγή οίνων µε µεγάλη περιεκτικότητα σε φλαβονόλες, οι παρουσία των οποίων συµβάλλει σηµαντικά στη σταθερότητα του χρώµατος του οίνου.  

3.2.3.2 Ανθοκυανίνες Οι ανθοκυανίνες είναι χρωστικές που βρίσκονται κατά κύριο λόγο στο φλοιό των σταφυλιών και είναι υπεύθυνες για το χρώµα των ερυθρών σταφυλιών και οίνων. Οι ανθοκυανίνες που βρίσκονται στο είδος Vitis vinifera, είναι οι 3-Ο-

Φλαβονόλη R1 R2 Καµφερόλη H H Καµφερόλη-3-Ο-γλυκοσίδης H H Καµφερόλη-3-Ο-γαλακτοσίδης H H Καµφερόλη-3-Ο-γλουκουρονίδιο 
H H Κερκετίνη OH H Κερκετίνη-3-Ο-γλυκοσίδης OH H Κερκετίνη-3-Ο-γλουκουρονίδιο 
OH H Μυρισετίνη OH OH Μυρισετίνη-3-Ο-γλυκοσίδης OH OH Μυρισετίνη-3-Ο-γλουκουρονίδιο 
OH OH Ισοραµνετίνη OCH3 H Ισοραµνετίνη-3-Ο-γλυκοσίδης OCH3 H γαλ= γαλακτόζη, γλυκ= γλυκόζη, γλουκ= γλουκουρονικό οξύ  

   

 Σχήµα 3.2 Χαρακτηριστικές φλαβονόλες οίνων6. 
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µονογλυκοσίδες (τα ακετυλιωµένα τους παράγωγα) των παρακάτω πέντε ανθοκυανιδινών: δελφινιδίνη, πεονιδίνη, πετουνιδίνη, κυανιδίνη και µαλβιδίνη.  

 

3.2.3.3 Φλαβανόλες  Οι φλαβανόλες βρίσκονται στα γίγαρτα, τους φλοιούς και τους βοστρύχους των σταφυλιών, υπό τη µορφή  µονοµερούς, ολιγοµερούς και πολυµερούς. Τα τελευταία αναφέρονται και ως προανθοκυανιδίνες ή αδιάλυτες  τανίνες.  Μονοµερή: Οι µονοµερείς φλαβανόλες που ανιχνεύονται στο είδος Vitis vinifera, είναι η 

(+)–κατεχίνη, η (–)–επικατεχίνη, η (+)–γαλλοκατεχίνη και η (–)–επιγαλλοκατεχίνη. Η 

(–)–επικατεχίνη ανιχνεύεται και ως εστέρας του γαλλικού οξέος (3-O-γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης). Η παρουσία της (+)–κατεχίνης, της (–)–επικατεχίνης και του γαλλικού της εστέρα έχει επίσης πιστοποιηθεί στα γίγαρτα και στους φλοιούς των σταφυλιών, ενώ µόνο τα δυο πρώτα µόρια έχουν αναφερθεί ως συστατικά των βοστρύχων.27 

 Στους οίνους έχει αναφερθεί η παρουσία της (+)–κατεχίνης, της  
(–)–επικατεχίνης, του 3-O-γαλλικού εστέρα της επικατεχίνης, της (+)–γαλλοκατεχίνης και του γαλλικού εστέρα της γαλλοκατεχίνης.28� 29 

Φλαβονόλη R1 R2 Κυανιδίνη ΟH H ∆ελφινιδίνη ΟH OH Πεονιδίνη ΟCH3 H Πετουνιδίνη ΟCH3 OH Μαλβιδίνη ΟCH3 ΟCH3 
 Σχήµα 3.3 Χαρακτηριστικές ανθοκυανίνες οίνων6 
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3.2.4 Προανθοκυανιδίνες Οι προανθοκυανίδες µε θέρµανση σε όξινο περιβάλλον απελευθερώνουν ανθοκυανίδίνες (30). Στα σταφύλια του είδους Vitis vinifera έχει αναφερθεί η παρουσία των παρακάτω δύο διαφορετικών ειδών προανθοκυανιδινών, οι οποίες διαφοροποιούνται ανάλογα µε το είδος των ανθοκυανιδινών που απελευθερώνεται κατά τη διάσπασή τους:  α)  προκυανιδίνες, οι οποίες αποτελούνται από µονάδες (+)–κατεχίνης και    
(–)–επικατεχίνης, και  β) προδελφινιδίνες που  αποτελούνται από µονάδες (+)–γαλλοκατεχίνης και  
(–)–επιγαλλοκατεχίνης.  Στα γίγαρτα εµπεριέχονται µόνο προκυανιδίνες, ενώ στους φλοιούς υπάρχουν τόσο προκυανιδίνες όσο και προδελφινιδίνες. Τέλος, στους οίνους ανιχνεύονται προανθοκυανιδίνες και τα δυο είδη.6 

 

 

 

Φλαβαν-3-ολη R1 C-2 C-3 

(+)–Κατεχίνη Η R S 
(+)–Γαλλοκατεχίνη ΟH R S 
(-)–Επικατεχίνη H R R 
(-)–Επιγαλλοκατεχίνη OH R R 

 Σχήµα 3.4 Χαρακτηριστικές φλαβανόλες οίνων6. 
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3.2.5 Χηµικές αντιδράσεις πολυφαινολών κατά την οινοποίηση Οι κυριότερες αντιδράσεις που λαµβάνουν χώρα κατά τη διαδικασία της οινοποίησης είναι είτε ενζυµατικές και χηµικές αντιδράσεις οξείδωσης ή αντιδράσεις συµπύκνωσης. Μερικές από τις τελευταίες αναφέρονται σε αντιδράσεις συµπύκνωσης ανθοκυανινών µε τανίνες, τανινών µε τανίνες, µε τη συµµετοχή ακεταλδεύδης, αντιδράσεις συµπύκνωσης φλαβανολών, αντιδράσεις συµπύκνωσης ανθοκυανινών-πυρουβικού οξέος κλπ. Οι αντιδράσεις αυτές δεν παρουσιάζονται διεξοδικά, αφού δεν εµπίπτουν στο άµεσο ενδιαφέρον της  διατριβής.   
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3.3 Βιολογικές ιδιότητες Οίνου 

3.3.1 Εισαγωγή Σε όλες σχεδόν τις επιδηµιολογικές έρευνες που έχουν διεξαχθεί τις τελευταίες δεκαετίες µε στόχο τη διασαφήνιση της σχέση µεταξύ θνησιµότητας και κατανάλωσης αλκοόλ, κατά τη γραφική αναπαράσταση των αποτελεσµάτων προκύπτει µια καµπύλη σχήµατος U ή J. Εποµένως εξάγεται το συµπέρασµα ότι η  κατανάλωση αλκοόλ –σε λογικές ποσότητες ηµερησίως– έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση του κινδύνου θνησιµότητας από οποιαδήποτε φυσιολογική αιτία σε άνδρες και γυναίκες, σε σχέση µε άτοµα που δεν καταναλώνουν αλκοόλ.31�36 

 Στο Σχήµα 3.5 παρουσιάζεται η γραφική παράσταση µεταξύ σχετικού κινδύνου θνησιµότητας και ηµερήσιας κατανάλωσης αλκοόλ, σε µια έρευνα που διεξήχθη από τους Thun και συνεργάτες,36 στις Η.Π.Α. Ο ορισµός της “µέτριας κατανάλωσης” αλκοόλ µεταφράζεται σε 1-4 ποτά ηµερησίως για τους ενήλικες άνδρες και 1-2 ποτά ηµερησίως για τις γυναίκες.37 Οι ποσότητες που αντιστοιχούν σε ένα ποτό γενικώς ορίζονται ως: 45 mL λικέρ, 150 mL οίνου ή 360 mL µπύρας.38 

 

 Σχήµα 3.5 Γραφική παράσταση σχετικού κινδύνου θνησιµότητας και ηµερήσιας κατανάλωσης αλκοόλ.36 
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3.3.2 Οίνος - Επιδηµιολογικές Μελέτες Οι πρώτες αναφορές για τα οφέλη της κατανάλωσης οίνου στην πρόληψη των καρδιαγγειακών παθήσεων ανάγονται στα τέλη της δεκαετίας του ‘70. Πρώτος ο St 

Léger και συνεργάτες39 το 1979, έδειξε ότι υπάρχει µια αντιστρόφως ανάλογη σχέση µεταξύ του ποσοστού θνησιµότητας από καρδιαγγειακά νοσήµατα και της κατανάλωσης οίνου σε 18 χώρες του ∆υτικού κόσµου. Στη συνέχεια, ευρείες µεταγενέστερες επιδηµιολογικές έρευνες επιβεβαίωσαν αυτή την παρατήρηση.40�44 Το 1987 ο Richard44 ήταν ο πρώτος που εισήγαγε τον όρο “Γαλλικό Παράδοξο” για να υπογραµµίσει την αντίφαση µεταξύ του χαµηλού ποσοστού θνησιµότητας από νόσους της στεφανιαίας στη Γαλλία και της παραδοσιακής τους δίαιτας που είναι πλούσια σε κορεσµένα λιπαρά.  Οι Renaud & de Lorgeril43 το1992, έκαναν ευρέως γνωστό τον όρο µε τη δηµοσίευση των αποτελεσµάτων της έρευνας τους που έδειχνε πολύ µικρά ποσοστά θνησιµότητας από ισχαιµικές καρδιακές παθήσεις στη Γαλλία, παρά τα υψηλά ποσοστά πρόσληψης κορεσµένων λιπαρών οξέων µέσω της διατροφής τους. Τα τελευταία είναι συγκρίσιµα µε τα αντίστοιχα ποσά που καταγράφονται για τη διατροφή στις Ηνωµένες Πολιτείες και τη Βρετανία. Ενδεικτικά, σε δείγµα 100.000 ανδρών ηλικίας 35�64 ετών, ο ετήσιος ρυθµός θνησιµότητας ήταν 78 στην Τουλούζη, 348 στο Μπέλφαστ και 380 στη Γλασκόβη.  Η υπόθεση της υπεροχής του οίνου σε σχέση µε τα άλλα οινοπνευµατώδη ποτά ενισχύθηκε περαιτέρω από τα αποτελέσµατα µιας εκτεταµένης έρευνας που διεξήχθη στη ∆ανία και είναι γνωστή ως “Copenhagen Heart Study”. Η έρευνα αυτή διήρκεσε περισσότερο από 12 χρόνια  και συµµετείχαν 13.285 άνδρες και γυναίκες.46 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της έρευνας αυτής, στα άτοµα µε χαµηλή έως µέτρια κατανάλωση οίνου, ο κίνδυνος θανάτου από καρδιαγγειακές παθήσεις µειώθηκε στο µισό σε σχέση µε αυτούς που δεν κατανάλωναν καθόλου αλκοόλ. Τα αποτελέσµατα δεν ήταν τόσο θετικά για τα άτοµα που κατανάλωναν µπύρα ή αποστάγµατα.  Η αξία των αποτελεσµάτων αυτών ενισχύθηκε ακόµα περισσότερο όταν η ίδια οµάδα διεξήγαγε περαιτέρω έρευνες, στις οποίες πέραν του είδους του οινοπνευµατώδους ποτού ελήφθησαν  υπόψη και άλλοι παράγοντες όπως εάν τα άτοµα ήταν καπνιστές, το µορφωτικό τους επίπεδο, η φυσική τους δραστηριότητα και ο δείκτης µάζας του σώµατος.35 Στην έρευνα αυτή, τα άτοµα που κατανάλωναν κάποιο άλλο αλκοολούχο ποτό σε λογικές ποσότητες, είχαν σχετικό ποσοστό 
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κινδύνου θνησιµότητας από όλες τις αιτίες 0,9 ενώ στα άτοµα που κατανάλωναν οίνο το αντίστοιχο ποσοστό ήταν 0,6.  

3.3.2.1 Σύγκριση του οίνου µε άλλα αλκοολούχα ποτά. Όσον αφορά τη σύγκριση του οίνου µε άλλα οινοπνευµατώδη ποτά, τα αποτελέσµατα είναι αντικρουόµενα. Τα έως τώρα ερευνητικά αποτελέσµατα δεν έχουν καταλήξει σε σαφή συµπεράσµατα ως προς την υπεροχή ή όχι του οίνου, σε σχέση µε άλλα αλκοολούχα ποτά στη µείωση του κινδύνου θνησιµότητας. Αρκετές επιδηµιολογικές έρευνες αναφέρουν ότι ο οίνος –ιδιαίτερα ο ερυθρός– υπερέχει σε σχέση µε την καθαρή αλκοόλη και τα άλλα οινοπνευµατώδη ποτά,35, 44 υπάρχουν όµως και άλλες που υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει διαφοροποίηση µεταξύ οίνου και άλλων οινοπνευµατωδών ποτών.47�49 Αρκετοί ερευνητές όπως οι Klatsky και συνεργάτες,50 βρήκαν ότι η κατανάλωση αλκοόλ γενικά  έχει προστατευτική δράση στις νόσους της στεφανιαίας, µε τη µπύρα να διαθέτει ένα ελαφρό προβάδισµα στους άνδρες και τον οίνο στις γυναίκες. Όµως µια περισσότερο πρόσφατη έρευνα έδειξε ότι ο οίνος πιθανότατα υπερέχει στον τοµέα αυτόν έναντι των άλλων οινοπνευµατωδών ποτών.51 Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι η συντριπτική πλειοψηφία των µελετών που έχουν πραγµατοποιηθεί από ευρωπαίους ερευνητές υποστηρίζουν τα οφέλη του οίνου, ενώ οι περισσότερες  έρευνες στις Ηνωµένες πολιτείες καταλήγουν στο συµπέρασµα ότι δεν υπάρχουν ουσιαστικές διαφορές  στη δράση µεταξύ των οινοπνευµατωδών ποτών.38 Ένας λόγος που πιθανόν να εξηγεί τις διαφορές αυτές είναι η υπόθεση ότι οι καρδιοπροστατευτικές ιδιότητες των ερυθρών οίνων διαφοροποιούνται ανάλογα µε την ποικιλία, τη χώρα προέλευσης και τον τύπο τους.52�53 Επιπλέον, η φύση των επιδηµιολογικών µελετών οδηγεί σε µια σειρά από µειονεκτήµατα που αναφέρονται τόσο στον τρόπο διεξαγωγής τους, όσο και στην επεξεργασία των αποτελεσµάτων τους. Έτσι είναι κατά κάποιο τρόπο φυσιολογικό να µην είναι δυνατή  η εξαγωγή ενιαίων συµπερασµάτων. Για παράδειγµα µια επιδηµιολογική έρευνα που διεξήχθη πρόσφατα στην Ιταλία αποκάλυψε ότι η µείωση στα ποσοστά θνησιµότητας ήταν µεγαλύτερη όταν η κατανάλωση οίνου συνοδευόταν από την κατανάλωση φαγητού.54 

  Στις επόµενες παραγράφους συνοψίζονται οι πληροφορίες που έχουν προκύψει από έρευνες που αφορούν στη βιολογική δράση του οίνου και των εκχυλισµάτων του. 
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3.3.3 Αντιαθηρωµατική ∆ράση Η πλειοψηφία των ερευνών για τις βιολογικές δράσεις του οίνου, έχει επικεντρωθεί στις ευεργετικές του ιδιότητες στην πρόληψη των καρδιαγγειακών παθήσεων, οι οποίες παραµένουν ως µια από τις κυριότερες αιτίες θανάτου στις ανεπτυγµένες χώρες.38 Οι αρχικές ενδείξεις έχουν προέλθει από επιδηµιολογικές µελέτες, οι οποίες όµως στη συνέχεια υποστηρίχθηκαν από κλινικές µελέτες µε αποτέλεσµα πλέον να έχουν αποδειχθεί µε πειραµατικά ευρήµατα. Στο πλαίσιο αυτό, µια σειρά in vitro και in vivo πειραµάτων έδειξαν ότι, εκτός από την αιθανόλη που περιέχει ο οίνος, τα φαινολικά παράγωγα που εµπεριέχονται  σε αυτόν παίζουν ενεργό παρεµποδιστικό ρόλο στην έναρξη και εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης. Στον Πίνακα 3.1 συνοψίζονται οι κύριες οµάδες των φαινολικών παραγώγων που περιέχονται στους λευκούς και τους ερυθρούς οίνους.  Όπως τονίστηκε και προηγουµένως, η περιεκτικότητα των φαινολών είναι κατά πολύ µεγαλύτερη στους ερυθρούς οίνους, γεγονός στο οποίο αποδίδονται οι καλύτερες βιολογικές δράσεις των ερυθρών οίνων. Ενίσχυση λειτουργίας του ενδοθηλίου  Το ενδοθήλιο των αγγείων –που βρίσκεται στην επιφάνεια των ιστών και του αίµατος– είναι ιδιαίτερα ευαίσθητο στις αλλαγές που παρατηρούνται στους αιµοδυναµικούς δείκτες της καρδιάς, όπως στη ροή του αίµατος και την αρτηριακή πίεση.  Το ενδοθήλιο ανταποκρίνεται στις αλλαγές αυτές συνθέτοντας και στη συνέχεια απελευθερώνοντας στην κυκλοφορία του αίµατος αγγειοενεργές ουσίες. Με τον τρόπο αυτό διατηρείται η οµοιόσταση των αγγείων.38 Η διαταραχή της  ισορροπίας που περιγράφηκε, οδηγεί σε δυσλειτουργία του ενδοθηλίου των στεφανιαίων αρτηριών. Είναι δε χαρακτηριστικό ότι το τραυµατισµένο ενδοθήλιο είναι πλέον επιρρεπές στο σχηµατισµό αθηρωµάτωσης.  Η αθηρωµάτωση δηµιουργείται όταν τα µονοκύτταρα –ορισµένα λευκοκύτταρα του αίµατος– κινούµενα µέσω της αιµατικής οδού και του τραυµατισµένου ενδοθηλίου µιας αρτηρίας, καταλήγουν στο τοίχωµά της όπου υφίστανται διαφοροποίηση µετατρεπόµενα σε µακροφάγα. Τα µακροφάγα είναι εφοδιασµένα µε τους ονοµαζόµενους υποδοχείς αποκάθαρσης, οι οποίοι συνδέονται και εσωτερικοποιούν τα µόρια της LDL και ιδιαίτερα τα µόρια της οξειδωµένης µορφής της LDL. Με τον τρόπο αυτό, τα µακροφάγα φορτίζονται µε χοληστερόλη 
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και µετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα. Ταυτόχρονα όµως, τα λεία µυϊκά κύτταρα κινούνται από το µέσο χιτώνα προς το ενδοθήλιο όπου και πολλαπλασιάζονται, ενώ κάτω από το ενδοθήλιο συσσωρεύονται ως συνδετικός/ελαστικός ιστός, ποικίλα νεκρά  κύτταρα, κρύσταλλοι χοληστερόλης και ασβέστιο. Αυτή η συσσώρευση των αφρωδών κυττάρων, των λείων µυϊκών κυττάρων και άλλων υλικών διαµορφώνει µια ετερόκλητη συσσώρευση, την αποκαλούµενη αθήρωµα ή αθηρωσκληρυντική πλάκα. Καθώς η πλάκα µεγαλώνει από τη συνεχή εναπόθεση των ανωτέρω υλικών, αυξάνει σε όγκο και καταλαµβάνει το εσωτερικό της αρτηρίας. Αυτό δηµιουργεί τοπικά στένωση της αρτηρίας που εµποδίζει την οµαλή ροή του αίµατος.55 Η αιθανόλη και οι πολυφαινόλες που εµπεριέχονται στους ερυθρούς οίνους έχει δειχθεί ότι επηρεάζουν θετικά την οµαλή λειτουργία του ενδοθηλίου, περιορίζοντας τη δηµιουργία αθηρωµατικής πλάκας. Μάλιστα υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι δρουν µεταξύ τους και συνεργιστικά.56 Στο σχήµα 3.6 φαίνεται η ευεργετική επίδραση της αλκοόλης και των φαινολικών παραγώγων στη διατήρηση της δοµής του ενδοθηλίου των αρτηριών. 

 

 Ο συνολικός µηχανισµός της αντιαθηρωµατικής δράσης των ερυθρών οίνων αποτελεί συνισταµένη των παρακάτω δράσεων των συστατικών του58:  

1. Αντιοξειδωτική  

2. Αντιθροµβωτική  

Σχήµα 3.6 Σχηµατική αναπαράσταση του προστατευτικού ρόλου των συστατικών του οίνου στην πρόληψη δηµιουργίας  αθηρωµατικής πλάκας στις αρτηρίες.38 
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3. Αγγειοδιασταλτική  

 Μελέτες των Corder και συνεργατών,58 (2001), έδειξαν ότι η κατανάλωση ερυθρού οίνου µπορεί να επιβραδύνει την παραγωγή της ενδοθυλίνης–1, ενός σηµαντικού µορίου που παράγεται από τα κύτταρα του ενδοθηλίου και εµπλέκεται στη εκδήλωση της στεφανιαίας νόσου. Η υπερβολική παραγωγή αυτής προκαλεί αθηρωσκλήρυνση.  Η Εικόνα 3.7 περιέχει τους µηχανισµούς µέσω των οποίων τα συστατικά του ερυθρού οίνου –αιθανόλη και φαινολικά παράγωγα– συµβάλουν στη µείωση του κινδύνου αθηρωσκλήρυνσης.  
 Σχήµα 3.7  ΝΟ= µονοξείδιο του αζώτου, ΕΤ-1= ενδοθυλίνη-1, LDL= λιποπρωτεΐνη χαµηλής πυκνότητας,  VCAM-1= vascular adhesion molecule-1, MCP-1= χηµειοτακτική πρωτεΐνη των µονοκυττάρων, SMC= λεία µυϊκά κύτταρα, CRP= ενεργή πρωτεΐνη-C,  HDL= υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη.38 

 Έρευνες σε ζώα Μια από τις πρώτες έρευνες σε ζώα διεξήχθη από τους Klurfeld και 
Kritchevsky.59  Σε αυτήν, κουνέλια τράφηκαν µε δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας σε κορεσµένα λιπαρά και νερό (µάρτυρες) ή ένα από πέντε διαφορετικά είδη οινοπνευµατωδών ποτών µε ίση περιεκτικότητα αιθανόλης. Μετά την παρέλευση τριών µηνών όλοι οι µάρτυρες και τα ζώα που έπιναν µπύρα, είχαν αναπτύξει ενδοθηλιακές κακώσεις στη στεφανιαία αρτηρία. Τα υπόλοιπα ζώα που κατανάλωναν 
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άλλα οινοπνευµατώδη ποτά παρουσίασαν µειωµένα περιστατικά ενδοθηλιακών κακώσεων σε σχέση µε τους µάρτυρες. Είναι δε χαρακτηριστικό ότι τα ζώα που κατανάλωναν ερυθρό οίνο επέδειξαν τα πλέον εντυπωσιακά αποτελέσµατα, αφού οι κακώσεις µειώθηκαν στο 40% σε σχέση µε τους µάρτυρες.  Η υπεροχή του ερυθρού σε σχέση µε το λευκό οίνο και το χυµό σταφυλιών έγινε εµφανέστερη µε την έρευνα των Demrow και συνεργατών,55 στην οποία χρησιµοποιήθηκαν σκυλιά µε µηχανική στένωση στεφανιαίων αρτηριών.  Σε αυτά επάγονταν περιοδικά η δηµιουργία οξείας θρόµβωσης, η οποία είχε ως αποτέλεσµα την κυκλική µείωση της ροής του αίµατος στη στεφανιαία αρτηρία. Όµως το φαινόµενο αυτό εξαλείφθηκε εντελώς µε τη χορήγηση ερυθρού οίνου που πραγµατοποιήθηκε είτε ενδοφλεβίως σε ποσότητα 1,62 mL/kg ή ενδογαστρικά σε ποσότητα 4,0 mL/kg. Για την επίτευξη αντίστοιχου αποτελέσµατος απαιτήθηκε η ενδοφλέβια χορήγηση 2,04 mL/kg χυµού σταφυλιού ή 10 mL/kg ενδογαστρικά. Η χορήγηση λευκού οίνου δεν έδειξε κανένα αξιόλογο αποτέλεσµα, ακόµα και σε δόσεις 2,0 mL/kg και 4,0 mL/kg αντίστοιχα. Σε µια άλλη ερευνητική προσπάθεια από τους Diebolt και συνεργάτες,60 διερευνήθηκε η επίδραση ενός εκχυλίσµατος ερυθρού οίνου στις αιµοδυναµικές παραµέτρους και την αγγειακή δραστηριότητα των µυών. Σε αυτά χορηγήθηκαν καθηµερινά  20 mg/kg εκχυλίσµατος ερυθρού οίνου ενδογαστρικά, ενώ στους µάρτυρες εδόθη 5% γλυκόζη. Το εκχύλισµα του οίνου προκάλεσε µείωση της συστολικής πίεσης σε διάστηµα 4 ηµερών. Οι αορτές των µυών παρουσίασαν αυξηµένη χαλάρωση στην ακετυλοχολίνη, φαινόµενο που αποδόθηκε στην απελευθέρωση αυξηµένης ποσότητας ΝΟ στο ενδοθήλιο. Σε γενετικό επίπεδο παρατηρήθηκε αυξηµένη έκφραση των γονιδίων που ελέγχουν την παραγωγή ΝΟ–συνθετάσης και κυκλοοξυγενάσης–2 στα αρτηριακά τοιχώµατα. Έρευνες σε ανθρώπους Οι επιδηµιολογικές µελέτες αναµφισβήτητα είναι χρήσιµες, κυρίως λόγω του µεγάλου δείγµατος ανθρώπων που αναφέρονται και της πληθώρας των πληροφοριών που παρέχουν. Όµως επειδή οδηγούν αναπόφευκτα σε γενικεύσεις, είναι απαραίτητη και η διεξαγωγή ερευνών σε συγκεκριµένα άτοµα προκειµένου να αξιολογηθούν καλύτερα οι επιδράσεις του οίνου στην υγεία και να αποσαφηνιστούν οι µηχανισµοί δράση του.  
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Οι Seigneur και συνεργάτες,61 διερεύνησαν την επίδραση του ερυθρού και λευκού οίνου και ενός αποστάγµατος σε 16 υγιείς ενήλικες. Η χορήγησή τους για ένα διάστηµα 15 ηµερών είχε ως αποτέλεσµα το απόσταγµα να µειώσει τη συγκέντρωση της LDL, να ενισχύσει τη συσσώρευση αθηρωµατικής πλάκας και να αυξήσει τη συγκέντρωση της apo-AI στον ορό του αίµατος. Στους ενήλικες που χορηγήθηκε λευκός οίνος παρατηρήθηκε αύξηση της συνολικής συγκέντρωσης της LDL και της 
HDL–χοληστερόλης, ενώ η κατανάλωση ερυθρού οίνου προκάλεσε µείωση της αθηρογένεσης και αύξησε τη συγκέντρωση της HDL–χοληστερόλης. Οι Lavy και συνεργάτες,62 πραγµατοποίησαν µια έρευνα σε 20 υγιείς ενήλικες άνδρες, οι µισοί από τους οποίους κατανάλωσαν 400 mL ερυθρού οίνου και οι υπόλοιποι 400 mL λευκού οίνου. Η σύγκριση µεταξύ τους κατέληξε στο συµπέρασµα ότι ο ερυθρός οίνος αυξάνει σηµαντικά τη συγκέντρωση της HDLC και της apo- AI στο πλάσµα. Οι Struck και συνεργάτες,63 διερεύνησαν την επίδραση του λευκού και ερυθρού οίνου στη συγκέντρωση των λιπιδίων του ορού καθώς και στη δηµιουργία αθηρωµάτωσης και οξειδωτικών προϊόντων στο αίµα. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι τόσο ο ερυθρός όσο και ο λευκός οίνος εµπόδισαν σηµαντικά τη δηµιουργία αθηρωµατικής πλάκας, µέσω της λειτουργίας της θροµβίνης, ενώ ταυτόχρονα προκάλεσαν  µείωση στα επίπεδα της LDL και της οξειδωµένης της µορφής στο αίµα.  Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και από την έρευνα των Goldberg και συνεργατών,63 (1996) που είχε ως αντικείµενο την ικανότητα του ερυθρού και λευκού οίνου να προλαµβάνουν τη συσσώρευση αθηρωµατική πλάκας εµποδίζοντας την οξείδωση των λιποπρωτεϊνών και τη σύνθεση των εικοσανοειδών. Αντίθετα, έρευνες των Fuhrman και συνεργατών,65 έδειξαν ότι η κατανάλωση ερυθρού οίνου µειώνει  σηµαντικά την πιθανότητα οξείδωσης της LDL στον ορό ενηλίκων, παρουσία οξειδωτικών συστηµάτων όπως ελευθέρων ριζών και ιόντων 
Cu2+. Σε αντίστοιχο πείραµα, η χορήγηση λευκού οίνου αύξησε την πιθανότητα των λιπιδίων του πλάσµατος και της LDL να υποστούν οξείδωση. 

3.3.4 Αντιµικροβιακή ∆ράση Οι αντιµικροβιακές ιδιότητες του οίνου είναι γνωστές από την αρχαιότητα, καθώς ο οίνος χρησιµοποιείτο ευρύτατα στην απολύµανση των πληγών. Όµως οι αντιµικροβιακές ιδιότητες του οίνου δεν οφείλονται αποκλειστικά στην 
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περιεκτικότητα του σε αιθανόλη, αλλά και στις πολυφαινόλες που εµπεριέχει, κυρίως στον ερυθρό οίνο. Υπάρχουν αρκετές µελέτες σχετικές µε τις αντιµικροβιακές ιδιότητες του οίνου και των εκχυλισµάτων του.  Το 1995 οι Weisse και συνεργάτες,66  συνέκριναν δείγµατα ερυθρών και λευκών οίνων, σαλικυλικού βισµουθίου, αιθανόλης και ενός αλκοολούχου αποστάγµατος σε σχέση µε την παρεµποδιστική τους ικανότητα στην ανάπτυξη των εντεροβακτηρίων Salmonella, Shigella και Escherichia coli,  που ευθύνονται για την εµφάνιση τροφικών δηλητηριάσεων κυρίως στους ταξιδιώτες. Η απευθείας χρησιµοποίηση δειγµάτων οίνου (λευκού και ερυθρού) και σαλικυλικού βισµουθίου έδειξαν την καλύτερη βακτηριοστατική δράση, ενώ όταν εξετάστηκαν αραιωµένα, τα δείγµατα του οίνου ήταν περισσότερο αποτελεσµατικά σε σχέση µε τα  αντίστοιχα δείγµατα του σαλικυλικού βισµουθίου.  Σε ένα διαφορετικό πείραµα οι Dolara και συνεργάτες,67 παρασκεύασαν οργανικό ερυθρό οίνο χωρίς την προσθήκη SO2, σύµφωνα µε τον τρόπο παρασκευής του οίνου κατά την αρχαιότητα. Σκοπός ήταν η σύγκριση των αντιµικροβιακών ιδιοτήτων του οίνου αυτού σε σχέση µε τις αντίστοιχες ιδιότητες των οίνων του εµπορίου στην καταπολέµιση των µικροοργανισµών Salmonella, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae και Staphylococcus aureus. Επίσης, προσδιόρισαν και τη βακτηριοστατική δράση της αιθανόλης (συγκέντρωση 

3% στο θρεπτικό µέσο), του HCl (τιµή pH 3,5), µίγµατος πολυφαινολών που εµπεριέχεται σε οίνους (0,75 g/L) και του οξικού οξέος (συγκέντρωση 0,15 g/L, η οποία αντιστοιχεί στη συγκέντρωση που βρίσκεται φυσιολογικά στους οίνους). Η αιθανόλη, το HCl και οι πολυφαινόλες δεν άσκησαν καµία παρεµπόδιση στην ανάπτυξη των µικροοργανισµών. Αντίθετα, οι εµπορικοί οίνοι (ερυθροί και λευκοί) ήταν περισσότερο αποτελεσµατικοί, ενώ και ο οργανικός οίνος έδειξε αξιόλογη βακτηριοστατική δράση, γεγονός που αποδεικνύει ότι οι αντιµικροβιακές ιδιότητες των οίνων δεν οφείλονται αποκλειστικά στο SO2
 που περιέχουν. Τέλος, το διάλυµα του οξικού οξέος έδειξε δράση ανάλογη µε αυτή των οίνων. Αυτή θα µπορούσε να είναι µια εξήγηση της αντιµικροβιακής δράσης των οίνων, καθώς το οξικό οξύ έχει  αποδειχθεί ότι αναστέλλει την ανάπτυξη των µικροοργανισµών, πιθανόν παρεµβαίνοντας στην µεταγραφή των γονιδίων.68 Οι Rodriguez-Vaquero και συνεργάτες,69 µελέτησαν την ικανότητα αρκετών ερυθρών οίνων και των αποµονωµένων φαινολικών παραγώγων που εµπεριέχουν,  στην παρεµπόδιση της ανάπτυξης των παθογόνων µικροοργανισµών Proteus 
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mirabilis, Serratia marcescens, Flavobacterium sp., Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, και διάφορων στελέχών Escherichia coli και 
Staphylococcus aureus. Πριν από την εφαρµογή τους, οι οίνοι είχαν υποστεί συµπύκνωση σε διαφορετικό βαθµό και είχε εξατµιστεί η αιθανόλη τους. Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε οίνος από τον οποίο είχαν αφαιρεθεί οι πολυφαινόλες και η αιθανόλη. Έτσι, ο µικροοργανισµός  E. Coli ήταν ο περισσότερο ευαίσθητος ενώ ο 

Flavobacterium sp. εµφάνισε τη µεγαλύτερη ανθεκτικότητα τόσο στους οίνους όσο και στις καθαρές πολυφαινόλες. Όλοι οι οίνοι που µελετήθηκαν έδειξαν αντιµικροβιακή δράση, η οποία ήταν ανάλογη του βαθµού συµπύκνωσης, ενώ ο µάρτυρας δεν εµφάνισε καµία δράση. Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και σε πειράµατα µε τον Gram(+) µικροοργανισµό Listeria monocytogenes.70  

3.3.5 Αντικαρκινική ∆ράση Οι αντικαρκινικές ιδιότητες των πολυφαινολικών συστατικών του οίνου, έχουν µελετηθεί εκτεταµένα οδηγώντας σε εντυπωσιακά ευρήµατα, ιδιαίτερα για την trans-ρεσβερατρόλη και την κερκετίνη (70). Όσον αφορά τον οίνο ως σύνολο, τα στοιχεία για τις πιθανές αντικαρκινικές του ιδιότητες προέρχονται κυρίως από επιδηµιολογικές και δηµογραφικές µελέτες, οι οποίες συνήθως έχουν αντιφατικά αποτελέσµατα. Όµως όλα τα στατιστικά στοιχεία συνδέουν την κατανάλωση αλκοόλ µε την αύξηση του κινδύνου εµφάνισης ορισµένων µορφών καρκίνου, όπως οι καρκίνοι του πνεύµονα και του µαστού.72�75 ∆εν έχει όµως ακόµα αποσαφηνιστεί εάν υπάρχει διαφοροποίηση ανάλογη µε το είδος του οινοπνευµατώδους ποτού που καταναλώθηκε.  Καρκίνος των πνευµόνων Οι Prescott και συνεργάτες,75 αναλύοντας τα στοιχεία από τρεις επιδηµιολογικές µελέτες που διεξήχθησαν στη ∆ανία τα έτη 1964–1992, κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι η υψηλή κατανάλωση αλκοολούχων αποσταγµάτων και µπύρας αυξάνει τον κίνδυνο εµφάνισης καρκίνου του πνεύµονα στους άνδρες, ενώ η κατανάλωση οίνου δρα πιθανώς προστατευτικά. Για τις γυναίκες δεν προέκυψαν αρκετά στοιχεία για να τεκµηριώσουν αντίστοιχη παρατήρηση.  
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Οι Gronbaek και συνεργάτες,35 βρήκαν ότι ο κίνδυνος θνησιµότητας από καρκίνο, αυξάνει όσο αυξάνει η κατανάλωση αλκοόλ, είναι όµως µικρότερος για όσους προτιµούν τον οίνο σε σχέση µε τα άλλα οινοπνευµατώδη. Καρκίνος του µαστού 
H συσχέτιση µεταξύ καρκίνου του µαστού και κατανάλωσης αλκοόλ –ακόµη και σε χαµηλή περιεκτικότητα– µε την ανάπτυξη καρκίνου στο µαστό έχει τεκµηριωθεί από πολλές έρευνες76�78 και αποδίδεται στη διαταραχή των επιπέδων των ορµονών που προκαλεί η κατανάλωση αλκοόλ. Ακόµη και 1–2 ποτά ηµερησίως αυξάνουν τον κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του µαστού κατά 30-50%. Πρόσφατα οι 

Terry και συνεργάτες,74 διεξήγαγαν µια µεγάλη πληθυσµιακή έρευνα η οποία επιβεβαίωσε τις παραπάνω παρατηρήσεις και κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι η κατανάλωση οίνου δεν µειώνει το ποσοστό του κινδύνου. Αντίθετα, πειράµατα µε συµπυκνωµένο ερυθρό οίνο –απαλλαγµένο από αιθανόλη– έδειξαν αντικαρκινική δράση σε ανθρώπινα κύτταρα από καρκίνο του µαστού, ακόµη και σε πολύ µεγάλες αραιώσεις.79 Καρκίνος των ωοθηκών Με βάση διάφορες επιδηµιολογικές µελέτες, ο κίνδυνος εµφάνισης καρκίνου των ωοθηκών είτε δεν επηρεάζεται,80, 81 ή µειώνεται σε γυναίκες που καταναλώνουν αλκοόλ, σε σχέση µε αυτές που δεν έχουν τη συνήθεια αυτή. Οι Webb και συνεργάτες,82 που διερεύνησαν τη σχέση µεταξύ της εµφάνισης του καρκίνου των ωοθηκών και της κατανάλωσης αλκοόλ στον πληθυσµό της Αυστραλίας για το διάστηµα 1990-1993, επιβεβαίωσαν την αντιστρόφως ανάλογη σχέση µεταξύ καρκίνου τα των ωοθηκών και κατανάλωσης αλκοόλ. Επίσης, παρατήρησαν ότι η µείωση του κινδύνου ήταν µεγαλύτερη για τις γυναίκες που κατανάλωναν οίνο και ειδικά ερυθρό οίνο. Στο ίδιο συµπέρασµα κατέληξαν και οι Goodman και Tung83 γεγονός που αποδίδεται στην αυξηµένη παρουσία των αντιοξειδωτικών πολυφαινολών στους ερυθρούς οίνους. 
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3.3.6 Αντιοξειδωτική ∆ράση Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί πολλές µέθοδοι για την αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής δράσης των φυσικών προϊόντων. Όσον αφορά τον οίνο, έχουν γίνει οι παρακάτω µελέτες: 
In vitro δοκιµασίες Οι µελέτες που αφορούν την αντιοξειδωτική δράση του οίνου επικεντρώνονται κυρίως στην προστασία της οξείδωσης της LDL, παρουσία ιόντων Cu2+, λόγω της συσχέτισής της µε το σχηµατισµό της αθηρωµατικής πλάκας και την ανάπτυξη καρδιαγγειακών νοσηµάτων. Η µέτρηση της αντιοξειδωτικής δράσης γίνεται συνήθως µε τον προσδιορισµό των συζευγµένων διενίων που παράγονται κατά την οξείδωση της LDL.84, 85 Οι ερυθροί οίνοι συνήθως εµφανίζουν πολύ µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε τους λευκούς, γεγονός που αντανακλά το πλούσιο πολυφαινολικό τους περιεχόµενο.65 Οι Frankel και συνεργάτες,9 έδειξαν ότι ένας αραιωµένος κατά 103 φορές  ερυθρός οίνος ανέστειλε πολύ αποτελεσµατικότερα την οξείδωση της LDL σε σχέση µε την α-τοκοφερόλη. Οι Landrault και συνεργάτες,86 συνέκριναν την αντιοξειδωτική δράση των ερυθρών οίνων µε οίνων που προέρχονται από τη λευκή ποικιλία Chardonnay που είχαν παρασκευαστεί µε ειδική µέθοδο οινοποίησης, παρόµοια µε εκείνης των ερυθρών οίνων. Είναι δε χαρακτηριστικό ότι  οι λευκοί έδειξαν δραστικότητα συγκρίσιµη µε την αντίστοιχη των ερυθρών οίνων. Σε ένα αντίστοιχο πείραµα ευρέθη ότι οι γλυκείς οίνοι είχαν 1,7 φορές µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε τους ξηρούς. Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε ήταν η αυτοµατοποιηµένη µέθοδος Randox που βασίζεται στην επώαση του ABTS 

(2,2′-αζινοδινο-3-αιθυλοβενζοθειαζολινικό σουλφονικό αλάτι) παρουσία µιας υπεροξυδάσης και υπεροξειδίου του υδρογόνου. Ο προσδιορισµός πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση της κατιονικής ρίζας +•ABTS , η οποία έχει κυανό χρώµα και απορροφά στα 600nm. Οι Kerry και Abbey87 µελέτησαν την ικανότητα δειγµάτων από ερυθρό οίνο, καθαρή αιθανόλη και οίνο χωρίς πολυφαινόλες, να αναστέλλουν την οξείδωση της 
LDL παρουσία Cu2+ και αζωενώσεων. Η επώαση της LDL µε ερυθρό οίνο συγκέντρωσης 0,025-20 mg/L µονάδων γαλλικού οξέος για 3 h πριν από την 
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επίδραση των οξειδωτικών παραγόντων, είχε ως αποτέλεσµα i) την αύξηση περιόδου επώασης (lag-phase) για το σχηµατισµό των συζευγµένων διενίων, ii) την αναστολή της παραγωγής των TBARS (δραστικά συστατικά θειοβαρβιτουρικού οξέος 
thiobarbituric acid reactive substances) και iii) τη µείωση της ηλεκτροφορητικής ικανότητας της LDL. Το µέγεθος των παραπάνω επιδράσεων ήταν σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση των πολυφαινολών, ενώ κανένα από αυτά δεν παρατηρήθηκε κατά την επώαση της LDL µε καθαρή αιθανόλη ή µε οίνο χωρίς πολυφαινόλες, ενισχύοντας την υπόθεση ότι η αντιοξειδωτική δράση του ερυθρού οίνου οφείλεται στην παρουσία των πολυφαινολών. Στην ίδια έρευνα,  η επώαση µε πλάσµα ερυθρού οίνου (75 mg/L µονάδες γαλλικού οξέος) στους 37 °C οδήγησε στην επιµήκυνση κατά 60% την περίοδο επώασης για το σχηµατισµό των συζευγµένων διενίων. Αντίστοιχα, η πρόσληψη της LDL, που αποµονώθηκε από αυτό το πλάσµα, από καλλιέργειες µακροφάγων J774 ήταν 3 φορές χαµηλότερη σε σχέση µε το LDL που δεν είχε επωαστεί παρουσία οίνου. Είναι ενδεικτικό ότι η συγκέντρωση των ολικών πολυφαινολών που απαιτείται για την in vitro αναστολή κατά 60% της οξείδωσης της 
LDL αντιστοιχεί σε περίπου 0,15 mg/L γαλλικού οξέος ενώ η in vivo συγκέντρωση που απαιτείται για το ίδιο αποτέλεσµα είναι 75 mg/L, δηλαδή 500 φορές µεγαλύτερη, γεγονός που οφείλεται στη µικρή επιφάνεια επαφής των πολυφαινολών του οίνου µε την λιποπρωτεΐνη. 

 Ιn vivo δοκιµασίες Ο in vivo προσδιορισµός της αντιοξειδωτικής δράσης του οίνου παρουσιάζει ορισµένες επιπλοκές που αποδίδονται στην προοξειδωτική δράση της αιθανόλης και οδηγούν στην εξαγωγή αντικρουόµενων αποτελεσµάτων. Συγκεκριµένα, το 1995 οι Fuhrman και συνεργάτες,65 µελέτησαν την ικανότητα του λευκού και ερυθρού οίνου να αυξάνουν την αντιοξειδωτική ικανότητα του πλάσµατος σε υγιείς εθελοντές. Μετά από δύο εβδοµάδες  λήψης ερυθρού οίνου, η οξείδωση των λιπιδίων του πλάσµατος –παρουσία ενός συστήµατος παραγωγής ελευθέρων ριζών– µειώθηκε κατά 20%. Επιπλέον, η επώαση της LDL που αποµονώθηκε από το πλάσµα των εθελοντών που κατανάλωσαν ερυθρό οίνο είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση κατά 46% της παραγωγής των TBARS, την κατά 54% µείωση της παραγωγής συζευγµένων διενίων και την κατά 72% µείωση της παραγωγής υπεροξειδίων των λιπών. Αντίθετα, η κατανάλωση λευκού οίνου είχε ως αποτέλεσµα 
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την κατά 34% αύξηση της τάσης του πλάσµατος να υποστεί οξείδωση των λιπιδίων, ενώ αυξήθηκε κατά 41% η οξείδωση της LDL. Η εξήγηση που προτάθηκε είναι ότι ορισµένες από τις πολυφαινόλες του ερυθρού οίνου προσροφώνται στην LDL του πλάσµατος αποτρέποντας την οξείδωση της.  Οι Van Golde και συνεργάτες,88 σε in vitro πειράµατα έδειξαν ότι ο ερυθρός οίνος έχει την ιδιότητα να επιµηκύνει σηµαντικά την lag-phase της οξείδωσης της 
LDL από ιόντα Cu2+. Σε αντίστοιχα in vivo πειράµατά τους, η κατανάλωση ερυθρού οίνου µετά από δύο εβδοµάδες επέδρασε δραµατικά στη µείωση της περιόδου επώασης, ενώ η κατανάλωση λευκού οίνου και καθαρής αλκοόλης µείωσαν το χρόνο που µεσολαβεί για την οξείδωση της LDL. Τέλος, ενώ σε in vitro συνθήκες ο χυµός ερυθρών σταφυλιών παρουσιάζει µειωµένη αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε αυτήν του ερυθρού οίνου, σε in vivo πειράµατα η σχέση αντιστρέφεται, γεγονός που πιθανόν να συνδέεται µε την προοξειδωτική δράση της αιθανόλης.  

Oι de Rijke και συνεργάτες,89 χορήγησαν σε υγιείς εθελοντές 550 mL ηµερησίως ερυθρό ή λευκό οίνο µειωµένης περιεκτικότητας σε αλκοόλ µε σκοπό να µελετήσουν την επίδραση της αιθανόλης. Μετά από χορήγηση για 4 εβδοµάδες, τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η κατανάλωση των οίνων δεν προκάλεσε καµία σηµαντική αλλαγή στο οξειδωτικό δυναµικό του πλάσµατος. Επιπλέον οι συγκεντρώσεις του ασκορβικού και ουρικού οξέος, όπως και της γλουταθειόνης στο πλάσµα έµειναν ανεπηρέαστες σε όλη τη διάρκεια του πειράµατος.  
 Οι Serafini και συνεργάτες,90 διεξήγαγαν ένα πείραµα που αναφέρονταν στη χορήγηση σε δέκα υγιείς εθελοντές 113 mL ερυθρού οίνου χωρίς αλκοόλ (αντιστοιχεί σε 300 mL κανονικού οίνου) και τη λήψη δειγµάτων αίµατος µετά από 30, 50 και 120 

min. Το πείραµα επαναλήφθηκε µετά από µια εβδοµάδα –µε τους ίδιους εθελοντές– µε λευκό οίνο χωρίς αλκοόλ και µετά από δύο εβδοµάδες µε νερό. Το αντιοξειδωτικό δυναµικό του πλάσµατος αξιολογήθηκε µε τη µέθοδο TRAP (υπολογισµός του συνολικού δυναµικού δέσµευσης των αντιοξειδωτικών) που βασίζεται στη µέτρηση του ποσοστού διάσπασης της φθορίζουζας ουσίας R-φυτοερευθρίνης κατά την πραγµατοποίηση αντιδράσεων υπεροξείδωσης. Έτσι, στην περίπτωση της κατανάλωσης του ερυθρού οίνου οι τιµές TRAP του πλάσµατος αυξήθηκαν προοδευτικά φθάνοντας τη µέγιστη τιµή στα 50 min. Αντίθετα κατά την κατανάλωση λευκού οίνου ή νερού δεν παρατηρήθηκε καµία µεταβολή. Σε αντίστοιχα in vitro πειράµατα οι τιµές TRAP ήταν 20 φορές µεγαλύτερες για τον ερυθρό οίνο σε σχέση µε τον λευκό.  
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3.4 Πειραµατική ∆ιαδικασία  

3.4.1 Πειραµατικός σχεδιασµός Κύριο αντικείµενο της συγκεκριµένης µελέτης είναι ο προσδιορισµός µε 
HPLC των κυριότερων πολυφαινολών που εµπεριέχονται στους ερυθρούς και λευκούς οίνους της εγχώριας παραγωγής, µε το ενδιαφέρον να εστιάζεται κυρίως στους οίνους που προέρχονται από ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών.  

3.4.2 Συλλογή ∆ειγµάτων Στα πλαίσια της συγκεκριµένης διατριβής αναλύθηκαν µόνο µονοποικιλιακοί οίνοι, των οποίων η πλειοψηφία προερχόταν από ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών. Η συλλογή των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε κατά τις οινοποιητικές περιόδους 2003-

2005, µε τη συνεργασία της ΚΕΟΣΟΕ και των τοπικών οινοποιητικών συνεταιρισµών στα πλαίσια του προγράµµατος 2001 ΠΕΝΕ∆ 227. 

 

3.4.2.1 Συνθήκες φύλαξης και εκχύλισης δειγµάτων Τα δείγµατα φυλάχθηκαν σε θερµοκρασία 4 �C απουσία φωτός µέχρι την ανάλυσή τους. Οι περιοχές και οι ποικιλίες των σταφυλιών από τις οποίες ελήφθησαν τα δείγµατα παρουσιάζονται στον παρακάτω Πίνακα 3.2: 
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Πίνακας 3.2  Περιοχή Συνεταιρισµός-Εταιρεία Ποικιλίες Οίνων  Σαντορίνη 

Ένωση Συνεταιρισµών Θηραϊκών Προϊόντων 
(SantoWines) 

 

Μανδηλαριά, Μαυροτράγανο, Βοηδόµατο, Αθήρι, Ασύρτικο, Αηδάνι Ρόδος Καΐρ-Ρόδος Α.Ε. 
Μανδηλαριά, Αθήρι, Μοσχάτο Κρήτη 

Ένωση Αγροτικών Συνεταιρισµών Σητείας Λιάτικο, Βηλάνα Πελοπόννησος Κτήµα Σπυρόπουλου 
Αγιωργίτικο, Μοσχοφίλερο Θεσσαλία 

Συνεταιρισµός αγροτικών προϊόντων Τυρνάβου 

Μοσχάτο Αµβούργου, Ροδίτης, Μπαντίκι Νάουσα Κτήµα Κυρ-Γιάννη 
Ξινόµαυρο, Merlot, 

Syrah  

 

 Αναλώσιµα Όλοι οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των εκχυλισµάτων των οίνων ήταν αναλυτικής καθαρότητας και αγοράστηκαν από την εταιρεία J. T. Baker. Οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των εκχυλισµάτων και των προτύπων διαλυµάτων, ως και στην παρασκευή της κινητής φάσης της υγρής χρωµατογραφίας ήταν καθαρότητας HPLC και αγοράστηκαν επίσης από την εταιρεία J. T. Baker. Για τις εκχυλίσεις χρησιµοποιήθηκε απεσταγµένο νερό, ενώ για το HPLC χρησιµοποιήθηκε δισαπεσταγµένο νερό που παρήχθη µε τη χρήση συσκευής Milli-Q Plus. Το L(+)- τρυγικό οξύ αγοράστηκε από την εταιρεία Fluka καθαρότητας �99,5%. Οι µη ιονικές πολυµερείς ρητίνες XAD4 και XAD7, ήταν της 
Amberlite.  
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3.4.3 Ανάλυση των οίνων µε απευθείας εισαγωγή στο HPLC Η ανάλυση των οίνων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης αντιστρόφου φάσης (RP-HPLC), σύµφωνα µε τη µέθοδο που περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.2.2.3. Πριν από κάθε ανάλυση προηγήθηκε διήθηση των δειγµάτων µε φίλτρα σύριγγας τύπου PVDF µε διάµετρο πόρων 0,45µm και στη συνέχεια τα δείγµατα εισήχθησαν µε απευθείας ένεση στο 

HPLC. Για την κατασκευή της καµπύλης αναφοράς χρησιµοποιήθηκαν µεθανολικά µίγµατα διαλυµάτων από τις πρότυπες ουσίες, από τα οποία πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές εκχυλίσεις σε µίγµα αιθανόλης 15% v/v σε υδατικό διάλυµα L(+)- τρυγικού οξέος συγκέντρωσης 3 g/L (synthetic wine matrix)91. Στις Εικόνες 3.1-3.2 παρουσιάζονται δύο χαρακτηριστικά χρωµατογραφήµατα ερυθρού και λευκού οίνου. Οι συγκεντρώσεις των πολυφαινολών εκφρασµένες ως mg/L οίνου παρουσιάζονται στους  Πίνακες 1Α-3Α του Παρατήµατος Α. Τα αποτελέσµατα έχουν οµαδοποιηθεί βάσει του τύπου των οίνων.  Στους ίδιους πίνακες επίσης αναφέρεται το ολικό πολυφαινολικό  περιεχόµενο των οίνων ως ισοδύναµα γαλλικού οξέος  (mg γαλλικού οξέος /L οίνου) και ο µέσος όρος της κάθε ουσίας για τους διάφορους τύπους οίνων. 
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Εικόνα 3.1 Χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα ερυθρού οίνου: 1. γαλλικό οξύ, 2 trans-καφταρικό οξύ, 3.προκυανιδίνη Β1, 4. 
(+)κατεχίνη, 5. καφεϊκό οξύ, 6. συριγγικό οξύ, 7. (-)επικατεχίνη, 8. φλαβανόλη-1, 9. π-κουµαρικό οξύ, 10. 3-D-γαλακτοσίδης κερκετίνης, 11.3-β-D- γλυκοσίδης κερκετινης, 12. 3-ραµνοσίδης κερκετίνης, 13. trans-ρεσβερατρόλη, 14. ε-βινιφερίνη 
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Εικόνα 3.2 Χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα λευκού οίνου: 1. γαλλικό οξύ, 2 trans-καφταρικό οξύ, 3. προκυανιδίνη Β1 4.(+)�κατεχίνη οξύ, 5.καφεϊκό οξύ, 6. (�)�επικατεχίνη, 7. π-κουµαρικό οξύ, 8. 3-D-γαλακτοσίδης κερκετίνης, 9.3-β-D- γλυκοσίδης κερκετινης, 10. trans-ρεσβερατρόλη 
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3.5 Αποτελέσµατα- Συµπεράσµατα Το  περιεχόµενο και η συγκέντρωση των πολυφαινολών είναι πολύ µεγαλύτερο στους ερυθρούς οίνους σε σχέση µε τους λευκούς, γεγονός που οφείλεται στις διαφορετικές τεχνικές οινοποίησης που ακολουθούνται. Από τους λευκούς οίνους, η µεγαλύτερη συγκέντρωση πολυφαινολών παρατηρήθηκε για τους οίνους που προέρχονται από την ποικιλία Ασύρτικο της Σαντορίνης, ενώ από τους ερυθρούς οίνους αυτοί που προέρχονται από την ποικιλία Μανδηλαριά Σαντορίνης.  
3.5.1 Κύρια πολυφαινολικά συστατικά των οίνων Από τις διάφορες οµάδες πολυφαινολών που µελετήθηκαν, στους οίνους πιστοποιήθηκε η παρουσία των παρακάτω: 

 Φλαβανόλες Από τις µονοµερείς φλαβανόλες προσδιορίστηκαν τα µόρια (+)–κατεχίνη και 
 (–)–επικατεχίνη. Οι ποσότητες που προσδιορίστηκαν στους ελληνικούς ερυθρούς οίνους είναι αντίστοιχες µε προηγούµενες αναφορές,92 ενώ εµφανίζονται µικρότερες σε σχέση µε αυτές που προσδιόρισαν οι Kallithraka και συνεργάτες93, 94 και Arnous και συνεργάτες95 (2001), κυρίως όσον αφορά τις συγκεντρώσεις της  
(–)–επικατεχίνης. Οι διαφορές αυτές δικαιολογούνται λαµβάνονας υπόψη την πληθώρα των παραγόντων που επηρεάζουν την πολυφαινολική σύσταση των οίνων, όπως είναι η ποικιλία, η οινοποιητική τεχνική που εφαρµόζεται, οι εδαφοκλιµατολογικές συνθήκες που επικρατούν και παλαίωση των οίνων.  Από τις διµερείς προκυανιδίνες σε µεγαλύτερη ποσότητα ανιχνεύθηκε η προκυανιδίνη Β1 µε συγκέντρωση κατά µέσο όρο 72,4 mg/L στους ερυθρούς οίνους, κατά αντιστοιχία µε τα αποτελέσµατα των Kallithraka και συνεργάτες.93 Η παρουσία της προκυανιδίνης Β2 ανιχνεύθηκε µόνο στους ερυθρούς οίνους, όµως ο ποσοτικός της προσδιορισµός παρουσίασε επίσης προβλήµατα, αφού κατά την ανάλυση µε 
HPLC δεν έγινε δυνατόν να διαχωριστεί ικανοποιητικά η κορυφή της προκυανιδίνης Β2 από την κορυφή του καφεϊκού οξέος, το οποίο γενικά βρισκόταν σε µεγαλύτερες ποσότητες µε αποτέλεσµα να υπάρχει αλληλεπικάλυψη.  
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Επίσης, στα χρωµατογραφήµατα των περισσότερων ερυθρών οίνων καθώς και σε αρκετούς λευκούς οίνους αµέσως µετά την (–)–επικατεχίνη εµφανίστηκε µια µεγάλη κορυφή, της οποίας ο χρόνος κατακράτησης και το υπεριώδες φάσµα ήταν ταυτόσηµες µε του γαλλικού εστέρα της επιγαλλοκατεχίνης. Πιθανόν να αποτελεί προϊόν αντίδρασης συµπύκνωσης φλαβονόλης µε γαλλικό οξύ, η οποία λαµβάνει χώρα κατά την οινοποίηση και η σχετικά µεγάλη της ποσότητα υπαγόρευσε την µέτρησή που πραγµατοποιήθηκε µε χρήση καµπύλης αναφοράς του γαλλικού εστέρα της επιγαλλοκατεχίνης για την ποσοτικοποίησή της. Αναφέρεται όµως ως φλαβανόλη–1.   Υδροξυβενζοϊκά οξέα Το γαλλικό οξύ –σε ελεύθερη και εστεροποιηµένη µορφή– είναι το υδροξυβενζοϊκό οξύ µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση στους οίνους. Η συγκέντρωσή του στους ερυθρούς οίνους είναι κατά µέσο όρο 86,5 mg/L, ενώ στους λευκούς 3,3 

mg/L. Επίσης ανιχνεύτηκε η παρουσία συριγγικού οξέος, ενώ σε ορισµένους οίνους πιστοποιήθηκε η παρουσία µικρών ποσοτήτων πρωτοκατεχικού και βανιλικού οξέος, οι οποίες όµως δεν παρουσιάζονται στους πίνακες καθώς στις περισσότερες περιπτώσεις βρισκόταν κάτω από το όριο ποσοτιοποίησης.   Οι σχετικές αναλογίες και οι τιµές που προσδιορίστηκαν σε γενικές γραµµές βρίσκονται σε συµφωνία µε τις αντίστοιχες που προσδιόρισαν οι Kallithraka και συνεργάτες.94 Υδροξυκιναµµωµικά οξέα Από τα υδρόξυκιναµµωµικά οξέα, το καφεϊκό και το π-κουµαρικό οξύ, έχουν τη µεγαλύτερη συγκέντρωση στους οίνους, ενώ ανιχνεύθηκε και η παρουσία σε µικρές ποσότητες του φερουλικού οξέος. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν σε γενικές γραµµές µε τα ευρήµατα των  Kallithraka και συνεργάτες,94 αν και η συγκεντρώσεις π-κουµαρικού που ευρέθησαν είναι κατά πολύ µικρότερες. Επίσης στους οίνους έχει αναφερθεί η παρουσία εστέρων του τρυγικού µε υδροξυκιναµµωµικά οξέα (σε µορφές cis και trans), όπως για παράδειγµα το 

 trans -κουταρικό οξύ (εστέρας του π-κουµαρικού οξέος) και το trans-φερτατικό οξύ 

(εστέρας του φερουλικού οξέος). Οι συγκεντρώσεις τους όµως είναι πολύ µικρότερες από το trans–καφταρικό οξύ.98, 99 Στους συγκεκριµένους προσδιορισµούς, σε µεγαλύτερη ποσότητα ανιχνεύθηκε η παρουσία του trans–καφταρικού οξέος (εστέρας του καφεϊκού µε το τρυγικό οξύ) 
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το οποίο βρίσκεται σε αφθονία τόσο στους ερυθρούς όσο και στους λευκούς οίνους µε µέσο όρο συγκέντρωσης 36,16 mg/L και 22,47 mg/L αντίστοιχα.  Φλαβονόλες Στους οίνους ανιχνεύθηκαν οι φλαβονόλες κερκετίνη και καµφερόλη καθώς και οι γλυκοζίτες 3–D–γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3–β–D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 
(ισοκερκιτρίνη) και 3–ραµνοσίδης της κερκετίνης (κερκιτρίνη),  µε τα δύο πρώτα µόρια να προσδιορίζονται σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Πρέπει όµως να σηµειωθεί ότι κατά την ανάλυση των προτύπων ουσιών δεν έγινε δυνατό να επιτευχθεί ικανοποιητικός διαχωρισµός µεταξύ των κορυφών του ρουτινοσίδη της κερκετίνης 
(ρουτίνη) και του 3–β–D-γλυκοσίδη της κερκετίνης, µε αποτέλεσµα να συνεκλούονται. Εποµένως δεν αποκλείεται η παρουσία ρουτίνης στους οίνους, η οποία όµως ποσοτικοποιήθηκε ως 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης.  Επίσης πρέπει να σηµειωθεί ότι ενώ στα σταφύλια η κερκετίνη και η καµφερόλη βρίσκονται σε ίχνη, στους οίνους η συγκέντρωση τους είναι αυξηµένη, ενώ µειώνεται αντίστοιχα η συγκέντρωση των γλυκοζιτών της κερκετίνης που ανιχνεύονται. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι κατά την οινοποίηση υδρολύονται οι γλυκοζίτες των φλαβονολών. Οι µεγαλύτερες συγκεντρώσεις κερκετίνης βρέθηκαν στην ποικιλία Syrah, από την περιοχή της Νάουσας (16,54 mg/L), κατά αντιστοιχία µε προηγούµενα ευρήµατα.92, 94 Στιλβένια Από τα στιλβένια στους οίνους προσδιορίστηκε η συγκέντρωση της trans-ρεσβερατρόλης και της ε-βινιφερίνης, σε ερυθρούς κυρίως οίνους. Ενώ η συγκέντρωση της ε-βινιφερίνης είναι ιδιαίτερα αυξηµένη στα σταφύλια και στα στέµφυλα που αποµένουν µετά την οινοποίηση, στους οίνους ανιχνεύεται σε χαµηλές συγκεντρώσεις, γεγονός που δείχνει ότι το µόριο αυτό –λόγω χαµηλής διαλυτότητας– δεν εκχυλίζεται ικανοποιητικά στον οίνο.  Όπως έχουν παρατηρήσει και άλλοι ερευνητές, η συγκέντρωση της trans–ρεσβερατρόλης παρουσιάζει διαφοροποιήσεις ακόµη και ανάµεσα σε οίνους της ίδιας ποικιλίας,100, 101 ενώ η συγκέντρωσή της είναι µικρότερη σε σχέση µε τη συγκέντρωση την κερκετίνη. Σε γενικές όµως γραµµές, οι συγκεντρώσεις της trans–ρεσβερατρόλης που προσδιορίστηκαν στους ελληνικούς οίνους βρίσκονται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες που έχουν διεξαχθεί.92, 101�103 
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3.5.2 Ανάλυση οίνου µε LC/MS  Εκτός από την ανάλυση µε τη µέθοδο HPLC, που περιγράφεται ανωτέρω, πραγµατοποιήθηκε και ανάλυση µε LC/MS σε ένα δείγµα ερυθρού οίνου, προκειµένου να ταυτοποιηθούν και άλλες πολυφαινόλες οι οποίες πιθανόν βρίσκονται στους οίνους  και για τις οποίες δε διατίθενται πρότυπες ενώσεις εµπορικά. Ο οίνος που χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση ήταν εσοδείας 2005 από την ποικιλία µανδηλαριά Σαντορίνης. Για την ανάλυση οίνων στο LC/MS χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος XIC 

(Extracted Ion Chromatogram) η οποία αναπτύχθηκε µε σκοπό το διαχωρισµό και την ταυτοποίηση πολυφαινολών και περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.4. του  Κεφαλαίου 2.   

3.5.2.1 Προετοιµασία ∆είγµατος Πριν την ανάλυση, το δείγµα του οίνου φυγοκεντρήθηκε στις 10000 rpm  για 

3 min και εισήχθη απευθείας µε έγχυση στη χρωµατογραφική στήλη.  Στην Εικόνα 3.3 παρουσιάζεται ένα χρωµατογράφηµα προτύπων ενώσεων σε σύγκριση µε το χρωµατογράφηµα του οίνου, όπως αναλύθηκαν µε τη µέθοδο XIC.  Η ταυτοποίηση των ουσιών πραγµατοποιήθηκε µε βάση α) το χρόνο συγκράτησης των προτύπων στη χρωµατογραφική διαδικασία και β) το m/z του αποπρωτονιωµένου µοριακού ιόντος των αναλυτών.  Στον Πίνακα 3.3, παρουσιάζονται τα ΜΒ και τα αποπρωτονιοµένα µοριακά ιόντα, των ουσιών που αναγνωρίστηκαν στο δείγµα του οίνου.  
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  Πίνακας 3.3 ΕΝΩΣΗ Μ.Β. m/z Γαλλικό οξύ 170,12 169,12 

(+)–κατεχίνη 290,27 289,27 

(–)–επικατεχίνη 290,27 289,27 

trans-ρεσβερατρόλη 228,24 227,24 Κερκετίνη 302,24 301,24 

Trans-καφταρικό οξύ 311 310 Καµφερόλη 286,24 285,24 

3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης 464,38 463,38 
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Εικόνα 3.3 Χρωµατογράφηµα και φάσµα µαζών πρότυπων φαινολικών ενώσεων: 1. Γαλλικό οξύ, 2. trans-ρεσβερατρόλη, 3. Καµφερόλη, 4. (+)–κατεχίνη, 5. (–)–επικατεχίνη, 6. Κερκετίνη, 

7. 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 8. 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 
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3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 464,38 463,38 

3-Ο-γλυκοσίδης της καµφερόλης 448,38 447,38 Ρουτινοσίδης της κερκετίνης 610,52 609,52 

3-β-D-Γλουκουρονίδιο της κερκετίνης 478,36 477,36 

3-Ο-γλυκοσίδης της trans-ρεσβερατρόλης 390,24 389,24 Προκυανιδίνη Β1 578,52 577,52 Προκυανιδίνη Β2 578,52 577,52 Προκυανιδίνη Β3 578,52 577,52 

(�)�Γαλλοκατεχίνη 306,27 305,27 

(�)�Επιγαλλοκατεχίνη 306,27 305,27 

 Στις Εικόνες 1Α-7Α του Παραρτήµατος Α, παρουσιάζονται οι κορυφές των πολυφαινολών που αναγνωρίστηκαν στο χρωµατογράφηµα του οίνου καθώς και το φάσµα µάζας της κάθε µίας. Οι καινούργιες ενώσεις οι προσδιορίστηκαν είναι οι ακόλουθες: 
1. 3-Ο-γλυκοσίδης της trans-ρεσβερατρόλης (πικεΐδης), 2. 3-β-D-Γλουκουρονίδιο της κερκετίνης, 3. Ρουτινοσίδης της κερκετίνης, 4. (–)–γαλλοκατεχίνη, 

 5. (–)–επιγαλλοκατεχίνη 6. Προκυανιδίνη Β3, 7. 3-Ο-γλυκοσίδης της καµφερόλης.  
 Η εφαρµογή της τεχνικής LC-MS συνέβαλλε πολύ στον προσδιορισµό του πολυφαινολικού περιεχοµένου των οίνων, καθώς κατέστη δυνατή η ανίχνευση και άλλων σηµαντικών πολυφαινολικών ενώσεων για τις οποίες δεν υπήρχαν πρότυπες ουσίες. Επιπλέον προσδιορίστηκε η ύπαρξη ενώσεων, όπως ο ρουτινοσίδης και το γλουκουρονίδιο της κερκετίνης, για τις οποίες δεν ήταν δυνατό να επιτευχθεί ικανοποιητικός χρωµατογραφικός διαχωρισµός µε αποτέλεσµα να συνεκλούονται µε άλλες ενώσεις.  
3.5.3 Ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο Το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο των οίνων, προσδιορίστηκε µε τη φωτοµετρική µέθοδο Folin-Ciocalteu και εκφράζεται σε mg γαλλικού οξέος/ L οίνου, 
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όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.5. Στον Πίνακα 3.4 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των επιµέρους πολυφαινολών και των ολικών πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν για τους διάφορους τύπους οίνων που αναλύθηκαν. Όπως ήταν αναµενόµενο οι ερυθροί οίνοι, έχουν ιδιαίτερα υψηλή περιεκτικότητα σε πολυφαινόλες σε σχέση µε τους λευκούς. Το γεγονός σχετίζεται αφενός στις διαφορετικές τεχνικές που εφαρµόζονται κατά την ερυθρά και την λευκή οινοποίηση, επιτρέποντας την εκχύλιση µεγάλων ποσοτήτων πολυφαινολών  στους ερυθρούς οίνους, και αφετέρου στην παρουσία των ανθοκυανινών στους φλοιούς των ερυθρών σταφυλιών οι οποίες λόγω �υδατοδιαλυτότητας� εκχυλίζονται σε µεγάλες ποσότητες στο µούστο συµβάλλοντας έτσι  στην αύξηση του πολυφαινολικού περιεχοµένου των ερυθρών οίνων. Είναι χαρακτηριστικό ότι η µέση τιµή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου των ερυθρών οίνων είναι σχεδόν οκτώ φορές µεγαλύτερη σε σχέση µε την αντίστοιχη τιµή για τους λευκούς. Επίσης πρέπει να τονιστεί το υψηλό πολυφαινολικό περιεχόµενο των ερυθρών οίνων από ελληνικές γηγενείς ποικιλίες ,  το οποίο είναι συγκρίσιµο µε αυτό ξένων ποικιλιών.104, 105, 106  Το γεγονός αυτό είναι ενδεικτικό της βιολογικής δραστικότητας των οίνων, καθώς όπως περιγράφεται αναλυτικά στο Κεφάλαιο 6. το πολυφαινολικό τους περιεχόµενο είναι ευθέως ανάλογο της αντιοξειδωτικής τους δράσης. 
 Πίνακας 3.4 Μέσοι όροι συγκεντρώσεων πολυφαινολών και ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου σε ελληνικούς οίνους 

mg/L Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ 86,47 52,99 27,23 72,87 10,22 68,13 0,93 2,12 3,91 6,21 36,16 3,85 0,33 8,89 5,30 3,13 5,73 0,78 2521,6 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ 3,29 9,37 3,45 15,21 0,91 3,15 0,32 0,34 0,19 2,94 22,47 1,45 0,40 2,45 2,33 0,59 1,25 0,45 326,2 ΕΡΥΘΡΟΙ ΓΛΥΚΕΙΣ ΟΙΝΟΙ 42,31 15,93 13,96 10,77 ∆Α**  22,80 1,25 0,41 6,19 6,91 66,74 11,44 0,52 4,60 1,54 1,57 3,08 0,68 2328,7 ΛΕΥΚΟΙ ΓΛΥΚΕΙΣ ΟΙΝΟΙ 8,35 9,91 7,96 11,07 ∆Α 8,18 0,55 0,34 0,62 4,10 38,92 3,04 0,32 3,61 2,23 0,61 2,16 0,47 802,1 

*= mg γαλλικού οξέος/L οίνου 

** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 

 

3.5.4 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών κατά τη διαύγαση Στα πλαίσια της διατριβής µελετήθηκε και η επίδραση των διαφόρων διαδικασιών διαύγασης στη συγκέντρωση των πολυφαινολών των λευκών και 
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ερυθρών οίνων. Όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο 3.1.11, η διαύγαση αποσκοπεί στην αποµάκρυνση των πρωτεϊνών και των τανινών που ευθύνονται για τη θόλωση και επηρεάζουν αρνητικά τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των οίνων. Η διαδικασία αυτή είναι ιδιαίτερα σηµαντική για τους λευκούς οίνους, όπου η διαύγαση επιτυγχάνεται συνήθως µε τη χρήση διαφόρων χηµικών ουσιών, ενώ στους ερυθρούς οίνους συχνά η διαύγαση επιτυγχάνεται µέσω της φυσιολογικής διαδικασίας της καταβύθισης λόγω βαρύτητας.  Για το σκοπό αυτό αναλύθηκαν δείγµατα λευκών και ερυθρών οίνων –ως προς το πολυφαινολικό τους περιεχόµενο– σε διάφορα στάδια της διαδικασίας διαύγασης, µέχρι την εµφιάλωση. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.5 Όπως παρατηρείται σε όλες τις περιπτώσεις, η διαδικασία της διαύγασης επιφέρει µείωση τόσο στο ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο όσο και στις επιµέρους πολυφαινόλες των οίνων. Στα ∆ιαγράµµατα 3.1-3.2, παρουσιάζεται η µεταβολή των πολυφαινολών κατά τα διάφορα στάδια της επεξεργασίας για ένα ερυθρό και ένα λευκό οίνο, εσοδείας 2005.  
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Πίνακας 3.5 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών σε λευκούς και ερυθρούς οίνους στα διάφορα στάδια επεξεργασίας µετά τη ζύµωση
 mg/L Γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη συριγκικό οξύ καφεϊκό καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Μανδηλάρι Ρόδος 2005 πριν το κολλαρισµα 74,72 63,32 21,58 63,35 5,44 52,31 1,37 ∆Α**  3,28 6,98 45,55 4,72 ∆Α 8,47 4,32 3,17 4,35 0,58 2507,8 Μανδηλάρι Ρόδος 2005 µετά το κολλαρισµα 65,74 47,44 20,64 49,31 4,84 44,08 0,97 ∆Α 3,57 5,99 42,90 3,95 ∆Α 8,54 3,80 2,90 4,50 0,61 2299,4 Μανδηλάρι Ρόδος 2005 κατά την εµφιάλωση 46,94 48,92 20,07 37,46 3,43 33,17 0,73 ∆Α 3,31 6,36 34,09 4,41 ∆Α 6,52 3,89 2,28 3,35 0,52 1843,5 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Αθήρι Ρόδος πριν τη διαύγαση2005  4,56 9,58 1,89 1,53 ∆Α 2,61 0,23 ∆Α ∆Α 2,09 8,53 1,05 ∆Α 1,70 2,99 0,74 1,42 0,42 299,0 Αθήρι Ρόδος  µετά τη διαύγαση2005 2,27 10,91 1,33 1,71 ∆Α 2,96 0,17 ∆Α ∆Α 1,52 7,26 0,98 ∆Α 3,05 3,16 0,75 1,62 0,55 302,0 Αθήρι Ρόδος  εµφιαλωµένο 2005 1,52 1,87 0,18 ∆Α ∆Α 3,48 0,14 ∆Α ∆Α 1,18 6,38 0,80 ∆Α 1,17 2,56 0,85 0,51 0,30 166,1 

3,71 10,77 3,76 15,96 ∆Α 6,02 0,38 ∆Α 0,16 2,23 8,21 1,08 0,46 2,75 1,27 0,35 0,73 2,10 307,6 Αθήρι Ρόδος πριν διαυγαση 2004 
3,72 11,59 11,43 ∆Α ∆Α 5,48 0,38 ∆Α ∆Α 2,22 10,17 1,06 0,48 2,86 1,36 0,34 2,65 0,72 280,3 

1,95 4,40 3,31 12,41 ∆Α 4,75 0,31 0,34 ∆Α 1,46 9,31 0,49 0,38 1,33 1,70 0,51 ∆Α ∆Α 198,4 

2,49 4,75 2,56 17,74 ∆Α ∆Α 0,33 ∆Α 0,37 1,96 9,78 0,47 ∆Α 1,39 1,84 0,52 0,87 0,25 202,6 Αθηρι Ρόδος µετα τη διαυγαση 2004  

2,08 4,59 6,81 1,21 ∆Α 4,99 0,37 ∆Α 0,14 1,54 10,08 0,49 0,43 1,35 1,76 0,54 0,85 0,26 195,3 Αθήρι Ρόδος εµφιαλωµένο 2004  1,97 4,62 7,02 ∆Α ∆Α ∆Α 0,00 ∆Α 0,00 1,59 10,17 0,51 0,44 1,37 1,79 0,51 0,88 0,24 208,5 Ασύρτικο Σαντορίνη 2005 3,12 15,08 1,43 24,06 ∆Α 1,36 0,21 ∆Α ∆Α 4,24 43,13 1,26 ∆Α 5,19 4,53 0,94 1,32 0,42 515,6 Ασυρτικο Σαντορίνη µετά τη διαύγαση2004  3,71 21,27 5,22 34,86 ∆Α 1,34 0,71 ∆Α 0,25 2,69 48,42 1,62 ∆Α 5,01 3,24 0,61 1,93 0,40 430,0 Ασύρτικο Σαντορίνη εµφιαλωµένο 
2005  3,78 14,95 1,24 16,00 ∆Α 1,96 0,15 ∆Α ∆Α 3,13 38,61 1,20 ∆Α 4,05 4,41 1,10 0,63 0,34 495,02 
* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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Γράφηµα 3.1 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών σε διάφορα στάδια της επεξεργασίας µετά τη ζύµωση σε ερυθρό οίνο 
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Γράφηµα 3.2 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών σε διάφορα στάδια της επεξεργασίας µετά τη ζύµωση σε λευκό οίνο 
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3.5.5 Σύγκριση οίνων διαφορετικών ποικιλιών της ίδιας περιοχής  Προκειµένου να καθοριστεί η επίδραση της ποικιλίας στο πολυφαινολικό περιεχόµενο των οίνων, έγινε µελέτη/σύγκριση τριών λευκών και τριών ερυθρών µονοποικιλιακών οίνων της Σαντορίνης. Όλα τα δείγµατα αναφέρονται στην οινοποιητική περίοδο 2005 και στο στάδιο της εµφιάλωσης, τα δε αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα  3.6. Όπως είναι εµφανές µεταξύ των λευκών οίνων, το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο παρουσιάζει η ποικιλία ασύρτικο, ενώ µεταξύ των ερυθρών η ποικιλία µανδηλαριά.  Το γεγονός αυτό συµφωνεί και µε τα ευρήµατα για τις πολυφαινόλες που περιέχονται στα αντίστοιχα δείγµατα σταφυλιών που µελετώνται στο Κεφάλαιο 4.  Στα ∆ιαγράµµατα 3.3-3.4 παρουσιάζεται η γραφική αναπαράσταση των παραπάνω αποτελεσµάτων. 

 
 Πίνακας 3.6 Εξάρτηση πολυφαινολικής σύστασης οίνων από την ποικιλία 

            Οίνοι Σαντορίνης 
2005 

(mg/L) Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη συριγκικό οξύ καφεϊκό καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-
ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Μανδηλαριά  103,20 71,00 39,98 80,99 4,03 95,56 1,38 ∆Α**  3,11 6,09 65,87 2,67 ∆Α 14,88 9,55 3,02 4,25 0,57 3667,1 Βοηδόµατο  108,55 48,62 23,38 66,77 11,04 88,91 0,54 ∆Α 2,01 8,37 28,52 5,00 ∆Α 10,23 4,96 2,34 5,30 1,10 2579,0 Μαυροτράγανο  130,72 52,47 24,45 57,70 14,89 104,58 0,49 ∆Α 2,87 6,85 27,40 5,50 ∆Α 12,28 6,76 0,00 6,71 1,34 3052,2 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Ασύρτικο  3,78 14,95 1,24 16,00 ∆Α 1,96 0,15 ∆Α ∆Α 3,13 38,61 1,20 ∆Α 4,05 4,41 1,10 0,63 0,34 495,0 Αηδάνι  3,34 11,35 1,73 4,58 ∆Α 1,63 0,15 ∆Α ∆Α 2,64 30,29 1,02 ∆Α 4,62 5,99 1,86 0,59 0,32 423,9 Αθήρι  5,16 14,29 1,00 14,93 ∆Α 3,12 0,27 ∆Α 0,00 3,81 37,02 1,26 ∆Α 4,65 3,78 0,00 0,84 0,37 405,1 

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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Γράφηµα 3.3 Σύγκριση πολυφαινολικής σύστασης  ερυθρών οίνων, διαφορετικής ποικιλίας 
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Γράφηµα 3.4 Σύγκριση πολυφαινολικής σύστασης  λευκών οίνων, διαφορετικής ποικιλίας 
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3.5.6 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών  οίνων της ίδιας ποικιλίας σε διαφορετικά έτη Στον Πίνακα 3.7 παρουσιάζεται το πολυφαινολικό περιεχόµενο που προσδιορίστηκε για τους ερυθρούς και λευκούς µονοποικιλιακούς οίνους που παράχθηκαν στην ίδια περιοχή σε διαδοχικά έτη. Η διακύµανση των επιµέρους και των ολικών πολυφαινολών φαίνεται στα Γραφήµατα 3.5-3.7 Θα πρέπει να τονιστεί ότι υπάρχουν γενικά µεγάλες διαφορές µεταξύ διαφόρων ετών, χωρίς όµως να διαµορφώνεται κάποια συγκεκριµένη τάση για κάθε χρονιά, γεγονός που υποδηλώνει ότι η κλιµατολογικές συνθήκες και ασθένειες των αµπελιών –που διαφοροποιούνται σηµαντικά ανά έτος– παίζουν καθοριστικό ρόλο στη διαµόρφωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου των οίνων.  
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 Πίνακας 3.7 Μεταβολη των πολυφαινολών για οίνους της ίδιας ποικιλίας και της ίδιας περιοχής σε διαφορετικές χρονιές
 mg/L Γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη συριγκικό οξύ καφεϊκό tr
an

s-

καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003  135,36 51,64 25,06 55,65 6,52 98,91 0,50 ∆Α 4,67 7,27 18,47 3,04 ∆Α 7,30 3,27 1,67 5,00 0,47 2896,5 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004  119,52 56,62 39,37 59,18 ∆Α 99,27 0,88 0,63 2,38 9,82 4,23 3,90 0,62 10,02 6,24 1,73 3,73 0,68 2711,8 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005  108,55 48,62 23,38 66,77 11,04 88,91 0,54 ∆Α 2,01 8,37 28,52 5,00 ∆Α 10,23 4,96 2,34 5,30 1,10 2579,0 Μανδηλαρια Σαντορίνη 2002 191,54 91,03 45,46 176,10 ∆Α 193,93 1,67 ∆Α ∆Α 11,13 63,35 4,83 ∆Α 12,63 5,14 2,69 9,97 0,73 4084,6 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003  113,12 83,86 62,61 41,00 6,15 106,18 1,48 0,23 5,07 6,99 57,30 3,15 ∆Α 11,20 6,88 1,90 3,30 0,34 3956,1 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005  103,20 71,00 39,98 80,99 4,03 95,56 1,38 ∆Α 3,11 6,09 65,87 2,67 ∆Α 14,88 9,55 3,02 4,25 0,57 3667,1 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003  38,40 47,67 28,40 40,28 2,55 34,11 0,56 ∆Α 3,43 2,85 17,21 1,99 ∆Α 6,77 4,97 2,42 4,06 0,52 925,7 

Mαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 105,05 41,04 36,25 59,04 ∆Α 94,69 1,13 0,54 2,55 3,54 8,54 6,99 1,05 10,92 9,21 2,56 3,88 0,69 2082,4 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005  130,72 52,47 24,45 57,70 14,89 104,58 0,49 ∆Α 2,87 6,85 27,40 5,50 ∆Α 12,28 6,76 0,00 6,71 1,34 3552,2 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Ασυρτικο Σαντορίνη 2002 6,95 14,57 2,27 9,02 ∆Α 3,72 0,36 ∆Α ∆Α 6,04 26,30 2,69 ∆Α 3,71 1,32 0,35 1,44 ∆Α 484,6 Ασυρτικο Σαντορίνη 2003 2,87 14,94 3,80 20,23 ∆Α 1,54 0,32 ∆Α 0,74 5,26 34,60 2,28 ∆Α 3,36 1,89 0,49 3,12 0,41 489,8 Ασυρτικο Σαντορίνη 2004  3,71 21,27 5,22 34,86 ∆Α 1,34 0,71 ∆Α 0,25 2,69 48,42 1,62 ∆Α 5,01 3,24 0,61 1,93 0,40 430,0 Ασύρτικο Σαντορίνη 2005  3,78 14,95 1,24 16,00 ∆Α 1,96 0,15 ∆Α ∆Α 3,13 38,61 1,20 ∆Α 4,05 4,41 1,10 0,63 0,34 495,0 Αθήρι Ρόδος εµφιαλωµένο 2004  1,97 4,62 7,02 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,00 1,59 10,17 0,51 0,44 1,37 1,79 0,51 0,88 0,24 208,5 Αθήρι Σαντορίνη  2005  5,16 14,29 1,00 14,93 ∆Α 3,12 0,27 ∆Α 0,00 3,81 37,02 1,26 ∆Α 4,65 3,78 0,00 0,84 0,37 405,1 Τυρναβος Ροδίτης 2004  4,29 7,62 3,77 33,68 ∆Α ∆Α 0,50 ∆Α ∆Α 1,66 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,84 ∆Α 291,7 Ροδίτης Τυρνάβου 2005 3,89 3,39 0,91 0,22 ∆Α 0,98 0,17 ∆Α ∆Α ∆Α 1,36 0,00 ∆Α 0,39 ∆Α ∆Α 0,41 0,26 270,0 
* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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Γράφηµα 3.6 Ετήσια διακύµανση πολυφαινολικής σύστασης λευκού οίνου µεταξύ των ετών 2003-2005 

Γράφηµα 3.5 Ετήσια διακύµανση πολυφαινολικής σύστασης ερυθρού οίνου µεταξύ των ετών 2003-2005 
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3.5.7 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου οίνων ίδιας ποικιλίας από διαφορετικές περιοχές.   Στον Πίνακα 3.8 παρουσιάζεται το πολυφαινολικό περιεχόµενο λευκών και ερυθρών µονοποικιλιακών οίνων που παράχθηκαν το ίδιο έτος σε διαφορετικές οινοποιητικές περιοχές της Ελλάδας. Όπως γίνεται φανερό το πολυφαινολικό περιεχόµενο των οίνων της Σαντορίνης, είναι υψηλότερο σε σχέση µε άλλες περιοχές. Το γεγονός αυτό µπορεί να αποδοθεί στις διαφορετικές οινοποιητικές τεχνικές που εφαρµόζονται, αλλά κυρίως στο υψηλότερο πολυφαινολικό φορτίο της αρχικής ύλης 
(σταφυλιών), όπως αναλύεται στο Κεφάλαιο 4 και αφορά τις ιδιάζουσες κλιµατολογικές συνθήκες της περιοχής. Οι τελευταίες –ηλιοφάνεια, ύψος βροχής, υγρασία, αέρας, θερµοκρασία– φαίνεται ότι επιδρούν καθοριστικά στο σχηµατισµό του πολυφαινολικού περιεχοµένου. Στα διαγράµµατα 3.8-3.9 παρουσιάζονται ενδεικτικά τα αποτελέσµατα για δύο ερυθρούς και δύο λευκούς οίνους. 

 

Γράφηµα 3.7 Ετήσια διακύµανση  ολικών πολυφαινολών σύστασης ερυθρών µονοποικιλιακών οίνων 0,0
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Πίνακας 3.8 Σύγκριση του πολυφαινολικού περιεχοµένου οίνων της ίδιας ποικιλίας και χρονιάς από διαφορετικές περιοχές 
mg/L οίνου  Γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό tr
an

s 
-καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-

D
-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Μανδηλάρι Ρόδος 2005  
74,72 63,32 21,58 63,35 5,44 52,31 1,37 ∆Α**  3,28 6,98 45,55 4,72 ∆Α 8,47 4,32 3,17 4,35 0,58 2507,8 Μανδηλαριά Σαντορίνη 

2005  
103,20 71,00 39,98 80,99 4,03 95,56 1,38 ∆Α 3,11 6,09 65,87 2,67 ∆Α 14,88 9,55 3,02 4,25 0,57 3667,1 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Αθήρι Ρόδος 

2005 
1,52 1,87 0,18 ∆Α ∆Α 3,48 0,14 ∆Α 0,00 1,18 6,38 0,80 ∆Α 1,17 2,56 0,85 0,51 0,30 166,1 Αθήρι Σαντορίνη 

2005  
5,16 14,29 1,00 14,93 ∆Α 3,12 0,27 ∆Α 0,00 3,81 37,02 1,26 ∆Α 4,65 3,78 0,00 0,84 0,37 405,1 Ασυρτικο Σαντορίνη 

2004  
3,71 21,27 5,22 34,86 ∆Α 1,34 0,71 ∆Α 0,25 2,69 48,42 1,62 ∆Α 5,01 3,24 0,61 1,93 0,40 430,0 Ασυρτικο Σητεια 2004 
3,94 5,16 4,18 18,10 ∆Α ∆Α 0,42 ∆Α ∆Α 5,6 23,12 8,93 0,63 0,59 0,72 0,00 2,51 0,37 329,4 

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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Γράφηµα 3.9 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου λευκών οίνων ποικιλίας ασύρτικο Ρόδου και Σαντορίνης 
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Γράφηµα 3.8 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου ερυθρών οίνων ποικιλίας µανδηλαριά Ρόδου και Σαντορίνης 
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3.5.8 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου γλυκών οίνων Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η πολυφαινολική σύσταση των επιδόρπιων οίνων που αναλύθηκαν. Οι οίνοι αυτοί έχουν κατηγοριοποιηθεί σε λευκούς και ερυθρούς, ενώ τα αποτελέσµατα εµπεριέχονται στον Πίνακα 3Α του Παραρτήµατος Α. Αντίστοιχα, στα Γραφήµατα 3.10-3.11 παρουσιάζονται οι διαφορές µεταξύ των ερυθρών και λευκών επιδόρπιων οίνων. Όσον αφορά τους λευκούς οίνους, το Βινσάντο της Σαντορίνης φαίνεται να υπερέχει, ιδίως στη συγκέντρωση του γαλλικού και του trans–καφταρικού οξέος, ενώ το συνολικό του περιεχόµενο σε πολυφαινόλες είναι πολλαπλάσια σε σχέση µε τους υπόλοιπους οίνους, προσεγγίζοντας τις τιµές των ερυθρών οίνων. Από τους ερυθρούς ιδιαίτερα πλούσιο σε πολυφαινόλες εµφανίζεται το ερυθρό Βινσάντο Σαντορίνης.  Όσον αφορά τη σύγκριση µεταξύ ξηρών και γλυκών οίνων, η γενική τάση είναι οι λευκοί γλυκείς να εµφανίζουν µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο σε σχέση µε τους ξηρούς, ενώ στους ερυθρούς οίνους παρατηρείται το αντίθετο φαινόµενο. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η σύγκριση µεταξύ ξηρών και γλυκών οίνων της ίδιας ποικιλίας. Στον Πίνακα 3.9 παρουσιάζεται η πολυφαινολική σύσταση ερυθρού οίνου της ποικιλίας µανδηλαριάς Σαντορίνης και λευκού οίνου της ποικιλίας ασύρτικο καθώς και των αντίστοιχων γλυκών οίνων που παράγονται από τις ποικιλίες αυτές. Το ερυθρό και το λευκό Βινσάντο. Η παραγωγή των οίνων Βινσάντο, στηρίζεται στην έκθεση των σταφυλιών στον ήλιο για διάστηµα περίπου 15 ηµερών πριν την οινοποίηση τους προκειµένου να αυξηθεί το περιεχόµενο τους σε σάκχαρα. Επίσης οι παραγόµενοι οίνοι αφήνονται προς παλαίωση περίπου ένα χρόνο πριν την εµφιάλωση τους.  Όπως παρατηρείται στους ερυθρούς οίνους, το ερυθρό βινσάντο εµφανίζει σαφή µείωση σχεδόν σε όλες τις πολυφαινόλες που ανιχνεύθηκαν µε HPLC, εκτός από το trans-καφταρικό οξύ, το οποίο έχει διπλάσια συγκέντρωση. Η ίδια µείωση εµφανίζεται και στο ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο. Η µείωση αυτή, µπορεί να σχετίζεται µε την οξείδωση µέρους των πολυφαινολών, κατά τη διαδικασία της ξήρανσης των σταφυλιών, καθώς και στην παλαίωση του οίνου. Η επίδραση της παλαίωσης στους ερυθρούς οίνους αναλύεται στην επόµενη παράγραφο.  Στους λευκούς οίνους, οι συγκεντρώσεις των περισσότερων πολυφαινολών στον ξηρό και τον γλυκό οίνο είναι συγκρίσιµες, εκτός από τις συγκεντρώσεις των 
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φλαβανολών που είναι µικρότερες στο λευκό βινσάντο.  Αντίθετα οι ολικές πολυφαινόλες παρουσιάζουν πολύ µεγάλη αύξηση όπως ήδη παρατηρήθηκε. Το φαινόµενο, αυτό ίσως οφείλεται σε πολυφαινόλες που εκχυλίστηκαν από το ξύλο, κατά τη διάρκεια της παλαίωσης. 
 Πίνακας 3.9 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου, ξηρών και γλυκών οίνων της ίδιας ποικιλίας 

mg/L Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό tr
an

s 
-καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-

D
-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Μανδηλαριά Σαντορίνη 
2003 

113,12 83,86 62,61 51,00 6,15 106,18 1,48 0,23 5,07 6,99 57,30 3,15 ∆Α**  11,20 6,88 1,90 3,30 0,34 3956,1 Βινσάντο   Ερυθρό 2003 
61,40 24,95 26,07 6,03 ∆Α 30,82 1,99 ∆Α 9,50 6,88 106,8 4,31 0,86 7,53 2,84 2,90 3,67 1,20 2760,0 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Ασυρτικο Σαντορίνη 

2003 
2,87 14,94 3,80 20,23 ∆Α 1,54 0,32 ∆Α 0,74 5,26 34,60 2,28 ∆Α 3,36 1,89 0,49 3,12 0,41 455,9 Βινσάντο Λευκό 2004 

2003 
12,59 8,84 3,43 11,46 ∆Α 7,72 0,34 0,34 0,50 4,10 47,76 2,02 0,46 6,81 5,06 0,85 4,19 0,67 2033,8 

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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Γράφηµα 3.10 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου επιδόρπιων οίνων Μαυροδάφνης Πατρών και Βινσάντο Σαντορίνης 
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Γράφηµα 3.11 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου επιδόρπιων οίνων από λευκές ποικιλίες σταφυλιών 
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 Φουράνια: Εκτός από τις πολυφαινόλες στους γλυκείς οίνους ανιχνεύθηκε και η παρουσία της υδροξυµεθυλοφουρφουράλης. Αυτή ήταν ιδιαίτερα αισθητή στους παλαιωµένους οίνους. Το µόριο αυτό είναι µια κυκλική αλδεΰδη που παράγεται από την όξινη αποικοδόµηση των µονοσακχάρων και είναι δυνατό να αποτελέσει πειστήριο, αλλά και δείκτη παλαίωσης ενός οίνου. Στον Πίνακα 3.10 παρουσιάζεται η συγκέντρωση της υδροξυµεθυλοφουρφουράλης στους γλυκείς οίνους που µελετήθηκαν. 
 Πίνακας 3.10. Συγκέντρωση υδροξυµεθυλοφουρφουράλης σε γλυκείς οίνους. 
 Οίνος Υδροξυµεθυλο-φουρφουράλη  Μαυροδάφνη Πατρών 17,91 

Vin Doux Σάµος 2001 (µοσχάτο) 5,91 Βινσάντο  2004 Ερυθρό (µανδηλαριά) 0,58 Βινσάντο Λευκό 2004 Σαντορίνη (ασύρτικο) 0,81 Σπυρόπουλος Μελιαστό 2004 (µοσχοφίλερο) 0,13 Σπυρόπουλος Μαντινεία από Μοσχοφίλερο 2004 0,14 

 

 Όπως αναµενόταν η συγκέντρωση της υδροξυµεθυλοφουρφουράλης αυξάνει µε την παλαιότητα του οίνου. Η µεγαλύτερη ποσότητα αυτής ανιχνεύθηκε στη µαυροδάφνη, Πατρών, η οποία εµφιαλώνεται µετά από παραµονή στο βαρέλι για πολύ µεγάλο χρονικό διάστηµα. Επίσης βρέθηκε στον οίνο Vin Doux της Σάµου, εσοδείας 2001. Στους νεότερους οίνους η παρουσία της υδροξυµεθυλοφουρφουράλης ήταν σε πολύ µικρή ποσότητα. Βιβλιογραφικά, οι Ho και συνεργάτες,107 έχουν προσδιορίσει την παρουσία της  υδροξυµεθυλοφουρφουράλης σε γλυκείς οίνους τύπου Πόρτο, σε  συγκεντρώσεις 
33,3 mg/L σε οίνους παλαιωµένους για 10 χρόνια και 168,7 mg/L για οίνους παλαιωµένους 30 χρόνια. Aντίστοιχα αποτελέσµατα βρήκαν και οι Camara και συνεργάτες,108 σε οίνο Μαλβαζία παλαιωµένο κατά 25 χρόνια.  Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι παρουσία φουρανίων έχει αναφερθεί και στους επιτραπέζιους οίνους που παλαιώνουν σε βαρέλια.109, 110 
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3.5.9 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών κατά την παλαίωση στη φιάλη Η µεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου, των οίνων κατά την παλαίωση τους στη φιάλη, µελετήθηκε για ερυθρούς µονοποικιλιακούς οίνους της Σαντορίνης οι οποίοι ήταν εσοδείας 2003. η αρχική ανάλυση στο HPLC, έγινε σε διάστηµα 2 µηνών από την παραγωγή τους. Οι υπόλοιπες σφραγισµένες φιάλες, αποθηκεύτηκαν σε σκοτεινό και δροσερό µέρος. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν δύο αναλύσεις ακόµη, µετά από διάστηµα 18 µηνών και 36 µηνών. Η σύγκριση πραγµατοποιήθηκε ως προς το περιεχόµενο σε (+)�κατεχίνη, (�)�επικατεχίνη, trans-ρεσβερατρόλη, κερκετίνη και φαινολικά οξέα, καθώς και ως προς το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.11, ενώ στο ∆ιάγραµµα 3.12 απεικονίζεται γραφικά η µεταβολή των πολυφαινολικών συστατικών για την ποικιλία µανδηλαριά κατά την παλαίωση στη φιάλη. 

 Όπως γίνεται φανερό η πιο δραµατική µείωση παρατηρείται στη συγκέντρωση των φλαβανόλών (+)�κατεχίνη  και (�)�επικατεχίνη κατά την ωρίµανση. Τα επίπεδα των φαινολικών οξέων δεν παρουσιάζουν ιδιαίτερη διαφοροποίηση κατά την παλαίωση, µε εξαίρεση τον εστέρα trans-καφταρικό, ο οποίος στις ποικιλίες βοηδόµατο και µανδηλαριά, παρουσίασε σηµαντική µείωση κατά την παλαίωση, ενώ για την ποικιλία µαυροτράγανο, δεν παρατηρήθηκε µεταβολή. Σταθερή παραµένει και η τάση για τις φλαβονόλες κερκετίνη και καµφερόλη.  Οι ολικές πολυφαινόλες εµφανίζουν µικρή µεταβολή µετά από παραµονή 18 µηνών στη φιάλη -µάλιστα στην ποικιλία µανδηλαριά παρατηρείται µικρή αύξηση- ενώ αντίθετα στους 36 µήνες παρατηρείται έντονη πτώση (∆ιάγραµµα 3.13).   Τα παραπάνω ευρήµατα µπορούν σε γενικές γραµµές να συσχετιστούν µε τα αποτελέσµατα άλλων ερευνητών. Οι Roginsky και συνεργάτες111, παρατήρησαν µείωση των µονοµερών και ολιγοµερών φαινολικών παραγώγων κατά την παλαίωση 

21 ερυθρών οίνων, ενώ αντίθετα αυξήθηκε το ποσοστό των πολυµερών φαινολκών παραγώγων, γεγονός που υποδηλώνει την πραγµατοποίηση αντιδράσεων συµπύκνωσης κατά την παλαίωση. Οι Zafrilla και συνεργάτες,24 κατά την παρακολούθηση των µεταβολών του πολυφαινολικού περιεχοµένου λευκών και ερυθρών οίνων κατά την παλαίωση σε διάστηµα 7 µηνών, παρατήρησαν µείωση του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου των ερυθρών οίνων, λόγω κυρίως της διάσπασης των ανθοκυανινών που περιέχονται σε αυτό σε ποσοστό 80%. Η διάσπαση των ανθοκυανινών ευθύνεται και για τη µεταβολή του χρώµατος των παλαιωµένων 
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οίνων από βαθύ ερυθρό σε κεραµιδί. το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο των λευκών οίνων παρέµεινε σταθερό, όπως και οι συγκεντρώσεις των υδροξυκιναµµωµικών οξέων και των φλαβονολών.  Οι Monagas και συνεργάτες,112 οι οποίοι µελέτησαν µε φωτοµετρικές µεθόδους το περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες, ανθοκυανίνες και κατεχίνες, ερυθρών οίνων κατά την παλαίωση τους στη φιάλη για διάστηµα 24 µηνών, παρατήρησαν επίσης απότοµη µείωση του ποσοστού των ανθοκυανινών από τους πρώτους µήνες, της παλαίωσης. Αντίθετα για τις ολικές πολυφαινόλες η τάση ήταν αυξοµειούµενη µε τη µεγαλύτερη πτώση να παρατηρείται τους 12 πρώτους µήνες, ενώ στη συνέχεια παρατηρήθηκε άνοδος και πάλι πτώση µετά τους 20 µήνες παλαίωσης. Οι ολικές κατεχίνες παρουσίασαν µάλλον αυξητική τάση καθ’ όλη την περίοδο παλαίωσης.  Γίνεται εποµένως φανερό ότι οι βιοχηµικές διεργασίες συνεχίζονται ακόµη και µετά το τέλος της ζύµωσης, διαµορφώνοντας τον τελικό  χαρακτήρα των οίνων. 
 Πίνακας 3.11 Μεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου ερυθρών οίνων κατά την παλαίωση στη φιάλη  Οίνοι εσοδείας 2003 Γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη συριγκικό οξύ καφεϊκό tr
an

s 
-καφταρικό π-κουµαρικό οξύ κερκετίνη Καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Βοηδόµατο Σαντορίνη παλαίωση 2 µήνες 139,09 63,97 80,20 0,50 4,43 8,12 22,89 3,90 2,68 0,36 2896,5 Βοηδόµατο Σαντορίνη παλαίωση 

18µήνες  135,36 51,64 25,06 0,50 4,67 7,27 18,47 3,04 5,00 0,47 2656,8 Βοηδόµατο Σαντορίνη παλαίωση 
36µήνες 128,60 37,04 13,20 0,31 3,21 8,51 9,99 3,40 3,05 0,54 1747,20 Μανδηλαριά Σαντορίνη παλαίωση 
2 µήνες 124,84 83,81 62,61 1,48 4,98 6,53 60,21 4,87 2,89 0,50 3956,1 Μανδηλαριά Σαντορίνη παλαίωση 
18µήνες  113,12 62,86 15,88 1,13 5,07 6,99 57,30 3,15 3,30 0,34 4278,8 Μανδηλαριά Σαντορίνη παλαίωση 
36µήνες 113,24 45,35 7,21 0,76 3,08 8,81 39,56 4,39 3,36 0,47 2596,3 Μαυροτράγανο Σαντορίνη παλαίωση 2 µήνες 42,93 45,68 28,46 1,33 3,31 3,10 15,89 1,55 2,86 1,20 1025,7 Μαυροτράγανο Σαντορίνη παλαίωση 18µήνες  38,40 47,67 9,40 0,56 3,43 2,85 17,21 1,99 4,06 0,52 955,30 Μαυροτράγανο Σαντορίνη παλαίωση 36µήνες 37,36 21,58 4,89 0,41 2,45 3,20 13,52 2,53 3,06 0,65 814,10 

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου 
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Γράφηµα 3.12 Μεταβολή της συγκέντρωσης των επιµέρους και των ολικών πολυφαινολών ερυθρών οίνων κατά την παλαίωση στη φιάλη 
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3.6 Ανάλυση οίνων µετά από κατεργασία µε ρητίνες Προκειµένου να πραγµατοποιηθούν µελέτες αντιοξειδωτικής ικανότητας οίνων σε καλλιέργειες κυττάρων µε τη µέθοδο µέτρησης των ενδοκυτταρικών ROS �τα αποτελέσµατα της οποίας παρουσιάζονται στο Κεφάλαιο 6- παρασκευάστηκαν εκχυλίσµατα οίνων µε τη χρήση  πολυµερών ρητινών προσρόφησης. Η διαδικασία παραλαβής των εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε ως εξής: 
150 mL οίνου αραιώθηκαν µε απεσταγµένο νερό σε τελικό όγκο 300 mL. Το µίγµα αυτό πέρασε µέσω στήλης διαµέτρου 3 cm, η οποία προηγουµένως είχε πληρωθεί µε10g ρητίνης XAD4 και είχε ενεργοποιηθεί µε διαδοχικό πέρασµα 100 mL απεσταγµένου νερού, 100 mL µεθανόλης και 100 mL  απεσταγµένου νερού. Η ταχύτητα ροής του δείγµατος από τη στήλη προσαρµόστηκε στα 1 mL /min. Μετά τη διέλευση του διαλύµατος του οίνου, η στήλη εκπλύθηκε µε 200 mL, απεσταγµένου νερού προκειµένου να αποµακρυνθούν τα σάκχαρα και στέγνωσε µε διέλευση ρεύµατος αέρα. Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε διέλευση 50 mL µεθανόλης από τη στήλη µε ταχύτητα ροής 1mL/min. Το µεθανολικό κλάσµα συλλέχθηκε, εξατµίστηκε υπό κενό δίνοντας ένα στερεό υπόλειµµα που αφού ζυγίστηκε επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη (συγκέντρωση 2.103 µg/ mL). Ακολούθησε διήθηση από φίλτρο σύριγγας PVDF µε διαµέτρου πόρων 0.45µm και στη συνέχεια αναλύθηκε µε HPLC. Η καµπύλη αναφοράς για την ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων κατασκευάστηκε χρησιµοποιώντας µίγµατα των προτύπων µορίων σε µεθανόλη. 

 Το αντίστοιχο υδατικό έκλουσµα της στήλης, µετά από το πέρασµα του οίνου από τη στήλη, συλλέχθηκε και στη συνέχεια διήλθε µέσω στήλης διαµέτρου 3cm, η οποία προηγουµένως είχε πληρωθεί µε 10g ρητίνης XAD7 και είχε ενεργοποιηθεί µε διαδοχικό πέρασµα 100 mL απεσταγµένου νερού, 100 mL µεθανόλης και 100 mL  απεσταγµένου νερού. Η ταχύτητα ροής του δείγµατος από τη στήλη προσαρµόστηκε στα 1m mL /min. Ακολούθησε η διαδικασία που ήδη περιγράφηκε και για το µεθανολικό κλάσµα της στήλης. Το στερεό υπόλειµµα αφού ζυγίστηκε επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη (συγκέντρωση 104 µg/ mL). Ακολούθησε διήθηση από φίλτρο σύριγγας PVDF µε διαµέτρου πόρων 0.45µm και στη συνέχεια αναλύθηκε µε HPLC. 
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Στην Εικόνα 3.4  παρουσιάζεται το χρωµατογράφηµα ενός εκχυλίσµατος που προέκυψε µετά από πέρασµα ερυθρού οίνου ποικιλίας Μανδηλαριάς Σαντορίνης, από στήλη XAD4. Στους Πίνακες 3.12�3.13 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ανάλυσης για δύο ερυθρούς και ένα λευκό οίνο εκφρασµένα σε mg/g εκχυλίσµατος και σε mg/L οίνου. 
3.6.1 Συζήτηση  Σε γενικές γραµµές τα εκχυλίσµατα που προέκυψαν από την XAD4 έχουν µεγαλύτερη συγκέντρωση σε πολυφαινόλες σε σχέση µε εκείνα της XAD7. Όπως όµως φαίνεται από τον Πίνακα 3.13 το βάρος των εκχυλισµάτων της XAD7 για τους ερυθρούς οίνους, είναι πολύ µεγαλύτερο  των αντίστοιχων της XAD4, λόγω της ικανότητας της πρώτης να συγκρατεί τις ανθοκυανίνες, οι οποίες βρίσκονται σε µεγάλες συγκεντρώσεις στους ερυθρούς οίνους.  Κατά την αναγωγή των αποτελεσµάτων σε mg/L οίνου προκύπτει ότι η ανάκτηση της (+)�κατεχίνης, του γαλλικού και του trans-καφταρικού οξέος, καθώς και των γλυκοζιτών της κερκετίνης είναι πολύ χαµηλή για τα εκχυλίσµατα της XAD4. 
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 Εικόνα 3.4 Χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα ερυθρού οίνου: 1. γαλλικό οξύ, 2 trans-καφταρικό οξύ, 3.προκυανιδίνη Β1, 4. 
(+)κατεχίνη, 5. καφεϊκό οξύ, 6. συριγγικό οξύ, 7. (-)επικατεχίνη, 8. φλαβανόλη-1, 9. π-κουµαρικό οξύ, 10. 3-D-γαλακτοσίδης κερκετίνης, 11.3-β-D- γλυκοσίδης κερκετινης, 12. 3-ραµνοσίδης κερκετίνης, 13. trans-ρεσβερατρόλη, 14. ε-βινιφερίνη 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  ΟΙΝΟΣ 

 195 

Πίνακας 3.12 Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων οίνων  ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ ΟΙΝΩΝ mg/g εκχ Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό tr
an

s-

καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Βάρος εκχυλίσµατος (mg) Μανδηλαριά Σαντορίνη 2002 
XAD4 16,58 19,86 18,33 4,94 ∆Α 107,83 1,10 1,50 1,94 11,39 6,46 3,81 0,23 2,52 1,10 0,49 6,41 0,58 353 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2002 
XAD7 5,40 6,73  0,23 1,01 ∆Α 0,81 ∆Α ∆Α 0,02 0,10 0,39 ∆Α ∆Α 0,26 0,14 0,35 0,16 0,05 2416 Μανδηλαριά Ρόδος 2004 XAD4 5,25 2,32 0,26 ∆Α ∆Α 22,94 0,84 ∆Α 2,00 2,91 6,06 2,09 0,09 2,53 2,87 0,40 5,29 0,30 302 Μανδηλαριά Ρόδος 2004 XAD7 5,87 5,51 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,20 0,26 4,46 ∆Α ∆Α 2,20 1,01 0,58 ∆Α 0,07 1020 Ασύρτικο Σαντορίνη 2002 XAD4 0,52 4,73 0,46 ∆Α ∆Α 2,47 ∆Α ∆Α 0,13 6,92 5,20 4,51 0,32 2,04 0,60 ∆Α 2,80 0,05 231 Ασύρτικο Σαντορίνη 2002 XAD7 6,81 4,39 1,88 ∆Α ∆Α 0,28 0,02 ∆Α 0,06 0,33 22,27 0,05 ∆Α 1,85 0,41 ∆Α ∆Α ∆Α 74 ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε                    

 Πίνακας 3.13 Πολυφαινολικό περιεχόµενο οίνων όπως προσδιορίστηκε από την ανάλυση των εκχυλισµάτων τους ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ ΟΙΝΩΝ mg/L οίνου Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό tr
an

s-

καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Μανδηλαριά Σαντορίνη 2002 XAD4 19,51 23,36 21,57 5,82 ∆Α 126,87 1,29 1,75 2,28 13,41 7,60 4,49 0,27 2,97 1,29 0,57 7,55 0,68 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2002 XAD7 43,50 18,70 1,84 8,15 ∆Α 6,53 ∆Α ∆Α 0,03 0,83 3,17 ∆Α ∆Α 2,07 1,13 2,83 1,29 0,41 Μανδηλαριά Ρόδος 2004 XAD4 5,21 18,74  0,26 ∆Α ∆Α 22,79 0,83 ∆Α 1,98 2,89 6,02 2,08 0,09 2,52 2,85 0,40 5,26 0,30 Μανδηλαριά Ρόδος 2004 XAD7 19,96 6,69 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,68 0,87 15,16 ∆Α ∆Α 7,47 3,43 1,96 ∆Α 0,22 Ασύρτικο Σαντορίνη 2002 XAD4 0,40 3,64 0,36 ∆Α ∆Α 1,90 ∆Α ∆Α 0,10 5,33 4,01 3,47 0,25 1,57 0,46 ∆Α 2,15 0,04 Ασύρτικο Σαντορίνη 2002 XAD7 1,68 1,08 0,46 ∆Α ∆Α 0,07 0,01 ∆Α 0,01 0,08 5,49 0,01 ∆Α 0,46 0,10 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε                   
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4. ΣΤΑΦΥΛΙΑ (Vitis Vinifera L.)  

 

4.1 Ποικιλίες που µελετήθηκαν  Οι ποικιλίες οινοποιήσιµων σταφυλιών του είδους Vitis vinifera L. που µελετήθηκαν κατά την εκπόνηση της διατριβής παρουσιάζονται στη συνέχεια, χωρισµένα σε λευκές και ερυθρές ποικιλίες.  
 

4.1.1 Λευκές ποικιλίες Αθήρι Πρόκειται για λευκή ποικιλία που καλλιεργείται ευρύτατα στα  νησιά του Αιγαίου και ιδιαίτερα τη Ρόδο.1,3 Στην ηπειρωτική Ελλάδα, καλλιεργείται κυρίως στη Πελοπόννησο και τη Χαλκιδική.  Η µελέτη της ποικιλίας αυτής παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, κυρίως λόγω της αρχαίας καταγωγής του. Αν και δεν είναι επιστηµονικά τεκµηριωµένο, θεωρείται ότι η ποικιλία αθήρι ταυτίζεται µε τη θηριακή άµπελο της αρχαιότητας, που είχε λάβει την ονοµασία αυτή από τη Θήρα.1,2 Παραδοσιακά, το αθήρι συνοινοποιείται µε άλλες λευκές ποικιλίες, µε εξαίρεση την παραγωγή της Ρόδου, όπου ο συνδυασµός της γεωγραφικής τοποθεσίας του νησιού και του µικροκλίµατος παράγει αθήρι που είναι έχει τη δυνατότητα µονοποικιλιακής οινοποίησης.  Εκτός της Ρόδου η Σαντορίνη είναι µια ακόµα περιοχή όπου παράγεται µονοποικιλιακός οίνος από αθήρι.  Ασύρτικο Η ποικιλία ασύρτικο θεωρείται ως η καλύτερη ελληνική για την παραγωγή λευκού οίνου.3 Η καλλιέργεια του ασύρτικου είναι παραδοσιακή µόνο στη Σαντορίνη –όπου καλύπτει περίπου το 70% των αµπελώνων– γεγονός ασυνήθιστο για την ελληνική αµπελουργία. Το γεγονός αυτό ενισχύει την υπόθεση ότι σχετικά πρόσφατα εισήχθη η καλλιέργεια της ποικιλίας αυτής στη Σαντορίνη. Σύµφωνα µε µια µη εξακριβωµένη εκδοχή, η 
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καλλιέργεια της ποικιλίας αυτή ήρθε στο νησί από την περιοχή Jerez της Ισπανίας.1 Το ασύρτικο έχει την ξεχωριστή ιδιαιτερότητα –σε σχέση µε τις υπόλοιπες ποικιλίες που ευδοκιµούν στη νότια Μεσόγειο– να διατηρεί υψηλή οξύτητα κατά την ωρίµανσή του.  Το κρασί που παράγεται από το ασύρτικο είναι πλούσιο σε φαινολικά παράγωγα, µε αποτέλεσµα να είναι επιρρεπές στην οξείδωση. Η ιδιαιτερότητα αυτή του ασύρτικου, δηλαδή να αποκτά σκούρο χρώµα και να αναπτύσσει βαθιά αρώµατα ως αποτέλεσµα της ελεγχόµενης οξείδωσης, βρίσκει ιδιαίτερη εφαρµογή στην παραγωγή του Vinsanto, του πασίγνωστου γλυκού οίνου της Σαντορίνης2.  Αηδάνι Η ποικιλία αυτή καλλιεργείται σε περιορισµένη κλίµακα µόνο στις Κυκλάδες, κυρίως τη Σαντορίνη και την Πάρο. Θεωρείται σχεδόν βέβαιο ότι πρόκειται για την “εδάνη άµπελο” που αναφέρει ο λεξικογράφος Ησύχιος γύρω στον 5ο αιώνα µ.Χ.1 

 Συνήθως συνοινοποιείται µαζί µε το ασύρτικο, σε σχέση µε το οποίο διαθέτει πολύ χαµηλότερη οξύτητα και περιεχόµενο σακχάρων µε αποτέλεσµα να συµβάλει στην ανάπτυξη εξωτικών αρωµάτων στο κρασί που τελικά απάγεται.2 Παρότι δεν είναι σηµαντική σε µέγεθος η καλλιέργεια της ποικιλίας αυτής, εντούτοις παίζει σηµαντικό ρόλο στην οινοποιητική παραγωγή Σαντορίνης, αφού συµµετέχει – µαζί µε το ασύρτικο και το αθήρι– στην παραγωγή ξηρών και ηµίξερων οίνων, καθώς και στην παραγωγή του Vinsanto. Στην Νάξο χρησιµοποιείται –σε συνδυασµό µε το αθήρι– στην παραγωγή του παραδοσιακού γλυκού οίνου, του Απίρανθου. Τέλος, θεωρείται ότι, όπως και το αθήρι, συµµετείχε στην παρασκευή του οίνου Μαλβαζία κατά τους Μεσαιωνικούς χρόνους.2 Ροδίτης Καλλιεργείται κυρίως στη βόρειο Πελοπόννησο, όµως είναι όµως διαδεδοµένη και στην υπόλοιπη Ελλάδα. Στην πραγµατικότητα, ο ροδίτης είναι µια οικογένεια συγγενών κλώνων που διαφέρουν µεταξύ τους στο χρώµα της επιδερµίδας, από λευκό έως ερυθρό. Βέβαια διαφοροποιούνται ανάλογα και τα χαρακτηριστικά του εκάστοτε παραγόµενου οίνου. Συχνά χρησιµοποιείται για την παραγωγή είτε ξηρών λευκών οίνων, όπως οι ΟΠΑΠ Αγχιάλου και Πατρών, ή έγχρωµων ρετσινωµένων στη Στερεά Ελλάδα και την Πελοπόννησο.1 
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Γουστολίδι Η ποικιλία είναι σηµαντική για την οινοποιητική παράδοση των Ιονίων νησιών και ιδιαίτερα της Ζακύνθου, όπου στο παρελθόν αποτελούσε το κυριότερο συστατικού στο Λιανορόγγι, ένα γλυκό οίνο που έχαιρε ιδιαίτερης εκτίµησης. Επίσης χρησιµοποιείται για την παρασκευή του Βερντέα, ενός είδος οίνου που επιβιώνει στα Ιόνια νησιά έως τις µέρες µας.2 Βηλάνα Αποτελεί τη σπουδαιότερη λευκή ποικιλία της ανατολικής και κεντρικής Κρήτης. Πρόκειται για µια παλιά τοπική ποικιλία, το όνοµα της οποίας ανάγεται στην εποχή της Ενετοκρατίας στην Κρήτη, αφού βηλάνα αποκαλείται ένα είδος κάστρου στην Κρήτη. Επειδή η ποικιλία βηλάνα παράγει ιδιαίτερα ευοξείδωτους οίνους, αυτοί εµφιαλώνονται άµεσα χωρίς προηγούµενη παραµονή σε βαρέλια.1 

 

4.1.2 Ερυθρές Ποικιλίες Μανδηλάρι Πρόκειται για την πλέον διαδεδοµένη στα νησιά του Αιγαίου και την Κρήτη ερυθρά ποικιλία. Έχει αιγαιοπελαγίτικη καταγωγή και µάλιστα στη Ρόδο αναφέρεται ως “αµοργιανό”, γεγονός που πιθανόν να υποδηλώνει τον τόπο της καταγωγής της.1  Είναι ποικιλία ιδιαίτερα πλούσια σε τανίνες και χρωστικές, δίνει δε οίνους µε χαµηλό ποσοστό αιθανόλης το οποίο δεν αρκεί για την παραγωγή µονοποικιλιακών οίνων. Για το λόγο αυτό συνήθως οινοποιείται µαζί µε άλλες ποικιλίες, όπως για παράδειγµα στα Πεζά και τις Αρχάνες της Κρήτης αναµιγνύεται σε ποσοστό 20%-40% µε την ντόπια ποικιλία κοτσιφάλι, δηµιουργώντας οίνους που ενδείκνυνται ιδιαίτερα για παλαίωση 

(2). Αντίστοιχα, στη Σαντορίνη η µανδηλαριά αναµιγνύεται µε την ποικιλία µαυροτράγανο, ενώ στη Χίο παράγουν από τη µανδηλαριά ένα γλυκό µαύρο οίνο, γνωστό ως κουρουνιώτικο, αφού πρώτα τα σταφύλια λιαστούν για µια εβδοµάδα.2 Μοναδική εξαίρεση είναι η Ρόδος, όπου η όψιµης ωρίµανσης µανδηλαριά αφήνεται να ωριµάσει πλήρως στους σχετικά χαµηλού υψοµέτρου αµπελώνες µε αποτέλεσµα 
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να είναι δυνατή η παραγωγή µονοποικιλιακών οίνων που περιέχουν ικανό ποσοστό αιθανόλης.1  Κοτσιφάλι  Το κοτσιφάλι είναι µια ιδιαίτερη ποικιλία που καλλιεργείται σχεδόν αποκλειστικά στην Κρήτη και ευδοκιµεί σε αργιλώδη, ασβεστολιθικού χαρακτήρα εδάφη. Πρόκειται για µια ποικιλία καθαρά µεσογειακή που όταν χειριστεί κατάλληλα, δίνει οίνους ανώτερης ποιότητας που ωφελούνται ιδιαίτερα από την παλαίωση. Όπως αναφέρθηκε πριν, οι τυπικοί ερυθροί οίνοι των Αρχανών και των Πεζών παρασκευάζονται µε ανάµιξη µανδηλαριάς µε κοτσιφάλι. Η παρουσία της µανδηλαριάς µειώνει την οξύτητα, µετριάζει το αλκοολικό περιεχόµενο και αυξάνει το περιεχόµενο σε τανίνες. Επιπλέον κάνει το χρώµα βαθύτερο και σταθερότερο.1�2 Αγιωργίτικο  Πρόκειται για την ελληνική ποικιλία µε τις µεγαλύτερες δυνατότητες παραγωγής ποιοτικού οίνου. Καλλιεργείται σχεδόν αποκλειστικά στην περιοχή Νεµέα της Πελοποννήσου και είναι τόσο καλά προσαρµοσµένο στο περιβάλλον του, ώστε απέτυχαν παταγωδώς όλες οι προσπάθειες να µεταφυτευθεί η καλλιέργεια και σε άλλες περιοχές.1 Βάσει των ερευνών που έχει διεξάγει το Ελληνικό Ινστιτούτο Οίνου, είναι δυνατό –µε βάση το υψόµετρο– να οριοθετηθούν τρεις ζώνες παραγωγής του αγιωργίτικου στην περιοχή της Νεµέας. Η πρώτη ζώνη είναι σε υψόµετρο 450-650 µέτρα από την επιφάνεια της θάλασσας και παράγει τους πλέον φηµισµένους οίνους, µε πλούσιο σώµα και βαθύ χρώµα που δίνουν στο αγιωργίτικο το προσωνύµιο “αίµα του Ηρακλή” ή “αίµα του λιονταριού”. Η περιεκτικότητά τους σε αιθανόλη φτάνει συνήθως τους 13 βαθµούς και προσφέρονται για παλαίωση σε βαρέλι. Σε χαµηλότερο υψόµετρο, τα σταφύλια ωριµάζουν πολύ ταχύτερα δίνοντας οίνους µε αλκοολικό δυναµικό 14-15 βαθµούς, λόγω της µεγαλύτερης περιεκτικότητας τους σε σάκχαρα. Έτσι έχουν τη δυνατότητα να χρησιµοποιηθούν και για την παραγωγή γλυκών οίνων.1 
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Λιάτικο  Πρόκειται για ποικιλία η προέλευση της οποίας ανάγεται στους αρχαίους χρόνους. Οι αµπελογράφοι θεωρούν πως το λιάτικο είναι συγγενές µε την κορινθιακή σταφυλή που χρησιµοποιούσαν από την αρχαιότητα για την παραγωγή της µαύρης σταφίδας. Καλλιεργείται στην ανατολική Κρήτη, στην περιοχή της Σητείας. Η ονοµασία της είναι συντετµηµένος τύπος του “ιουλιάτικου”  που αναφέρεται στον Ιούλιο µήνα για να περιγράψει την πρωιµότητα της ποικιλίας.1�2 Ληµνιό Η ποικιλία ληµνιό θεωρείται παγκοσµίως ότι πρόκειται για την αρχαία ποικιλία Ληµνία, η οποία αναφέρεται από τον Ισίωδο.2,3 Η ονοµασία του δηλώνει τον τόπο προέλευσης του, τη Λήµνο, στην οποία έχει την τοπική ονοµασία “Καλαµπάκι”. Όµως η χρήση της στην σύγχρονη οινοποιεία της Λήµνου έχει περιοριστεί, λόγω της επικράτησης της καλλιέργειας στο νησί της ποικιλίας Μοσχάτο Αλεξανδρείας. Το ληµνιό καλλιεργείται συστηµατικά στην περιοχή Ραψάνη της Θεσσαλίας, όπου χρησιµοποιείται για την παραγωγή τοπικού οίνου, γνωστού µε την ονοµασία ληµνιώνα.2 Μαυροδάφνη Η µαυροδάφνη είναι πιθανότατα η πλέον γνωστή ερυθρή ελληνική ποικιλία στην Ευρώπη.2 Παρόλο που η µαυροδάφνη αντλεί την καταγωγή της από τα Ιόνια νησιά, η καλλιέργεια της συναντάται σχεδόν αποκλειστικά στην Αχαΐα, όπου και παράγεται ένας από τους γνωστότερους ελληνικούς οίνους, η “Μαυροδάφνη Πατρών”. Πρόκειται για ένα γλυκό ερυθρό οίνο, περιεκτικότητας σε αλκοόλη περίπου 15% v/v.  

 Η µαυροδάφνη που καλλιεργείται στην Αχαΐα έχει µικρότερη περιεκτικότητα σε σάκχαρα σε σύγκριση µε αυτή των Επτανήσων. Έτσι, για να παραχθεί η Μαυροδάφνη Πατρών, συνοινοποιείται η µαυροδάφνη Αχαΐας µε την ποικιλία που παράγει την µαύρη κορινθιακή σταφίδα, η οποία είναι πλούσια σε σάκχαρα Βέβαια, ο οίνος που δικαιούται να φέρει την ονοµασία «ΜΑΥΡΟ∆ΑΦΝΗ ΠΑΤΡΑΣ» πρέπει να έχει παρασκευαστεί κατά τουλάχιστον 50% από την ποικιλία µαυροδάφνη.1 
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4.2 Βιολογική δράση των σταφυλιών  
4.2.1 Εισαγωγή Τα σταφύλια (V. Vinifera) είναι πλούσια σε πολυφαινόλες, ουσίες µε αξιόλογη αντιοξειδωτική και βιολογική δράση, στην παρουσία των οποίων αποδίδονται κατά κύριο λόγο οι θετικές για την υγεία επιδράσεις του ερυθρού κυρίως οίνου. Η πλειοψηφία των φαινολικών αυτών παραγώγων εντοπίζεται στο φλοιό, τα γίγαρτα και τους βοστρύχους των σταφυλιών. Ως εκ τούτου, τα σταφύλια αποτελούν σηµαντική φυσική πηγή πρόσληψης –µέσω της διατροφής– των βιοδραστικών αυτών µορίων. Όµως και  τα υποπροϊόντα της οινοποίησης (βόστρυχοι, γίγαρτα και στέµφυλα) µπορούν να αξιοποιηθούν για την παρασκευή εκχυλισµάτων πλούσιων σε πολυφαινόλες. Στη συνέχεια συνοψίζονται οι βιολογικές δράσεις που έχει αναφερθεί ότι διαθέτουν τα σταφύλια και τα υποπροϊόντα της οινοποίησης. 
4.2.2 Αντιαθηρωµατική δράση Ο χυµός των σταφυλιών, όπως και τα εκχυλίσµατα των φλοιών και των γιγάρτων, έχει αναφερθεί ότι εµποδίζουν το σχηµατισµό της αθηρωµατικής πλάκας σε in vitro και in vivo δοκιµασίες. Σε πειράµατα µε ζώα, η χορήγηση χυµού από ερυθρά σταφύλια εµπόδισε σηµαντικά την ex vivo διαδικασία σχηµατισµού αθηρωµατικής πλάκας και των θροµβώσεων στη στεφανιαία αρτηρία.4�6 Αντίστοιχο αποτέλεσµα παρατηρήθηκε και σε ανθρώπους µε τη χορήγηση είτε 700 mL χυµού ερυθρών σταφυλιών ή 350 mL ερυθρού οίνου.7�8  Συγκρίνοντας τη βιοδραστικότητα του χυµού των ερυθρών σταφυλιών, µε αυτήν των χυµών πορτοκαλιού και γκρέιπφρουτ, οι Keevil και συνεργάτες9 ανακάλυψαν ότι µόνο η πρόσληψη χυµού σταφυλιών για διάστηµα 7-10 ηµερών, µειώνει αποτελεσµατικά το σχηµατισµό της αθηρωµατικής πλάκας στο αίµα υγιών ανθρώπων.  Αντίστοιχα, οι Shanmuganayagam και συνεργάτες5 µελέτησαν σε σκυλιά (ex 

vivo) και σε ανθρώπινο αίµα (in vitro) την επίδραση στην αθηρογένεση των εκχυλισµάτων από φλοιούς και γίγαρτα. Είναι χαρακτηριστικό ότι ξεχωριστά τα εκχυλίσµατα έδειξαν ελάχιστη ή µέτρια (σε µεγάλες συγκεντρώσεις) επίδραση. Ο 
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συνδυασµός τους όµως µείωσε δραµατικά το σχηµατισµό αθηρωµατικής πλάκας σε ποσοστό έως 56%.   

  

4.2.3 Αντιβακτηριακή δράση Οι µελέτες για τον προσδιορισµό των αντιβακτηριακών ιδιοτήτων των εκχυλισµάτων από σταφύλια ή τα επιµέρους συστατικά τους είναι σχετικά περιορισµένες. Αναλυτικότερα, οι Jayaprakasha και συνεργάτες,10 µελέτησαν την επίδραση µεθανολικών και ακετονικών εκχυλισµάτων από γίγαρτα κατά των βακτηρίων: Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli και Pseudomonas aeruginosa. Τα πειράµατα έδειξαν ότι τα εκχυλίσµατα ανέστειλαν εντελώς την ανάπτυξη των Gram (+) βακτηρίων σε συγκεντρώσεις 850–1000 ppm, ενώ για τα Gram(–) βακτήρια απαιτήθηκαν συγκεντρώσεις της τάξης των 1250–1500 ppm. Αντίστοιχα, οι Baydar και συνεργάτες,11 (2004) διερεύνησαν την αντιβακτηριακή δράση εκχυλισµάτων από γίγαρτα και στέµφυλα –που εκχυλίστηκαν µε τον ίδιο τρόπο όπως και πριν– εναντίον ενός µεγάλου αριθµού µικροοργανισµών όπως: Aeromonas hydrophila, Bacillus brevis, B. cereus, B. Amyloliquefaciens, 

Enterobacter aerogenes, Enterococcus feacalis, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa. Το εκχύλισµα των γιγάρτων σε συγκέντρωση 20%, ανέστειλε την ανάπτυξη όλων των βακτηρίων, εκτός από τον B. Amyloliquefaciens, ενώ το εκχύλισµα των στεµφύλων δεν επέδειξε καµία δράση. Έρευνα των Thuille και συνεργάτες,12 έδειξε ότι ένα εκχύλισµα γίγαρτων, σε συγκέντρωση 1 mg/mL, µπορεί να σκοτώσει σε διάστηµα 30-90 min ποικίλα Gram 

(+) βακτήρια, όπως τα Staphylococcus  pyogenes, S. aureus. Επίσης, ο χυµός των ερυθρών σταφυλιών και τα εκχυλίσµατα των γιγάρτων, είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατικά για την αναστολή της ανάπτυξης του µικροοργανισµού L. 

monocytogenes.13 Γενικά, θα πρέπει να τονιστεί ότι τα Gram(+)  βακτήρια επιδεικνύουν µεγαλύτερη ευαισθησία, ενώ τα Gram(–) και οι µύκητες είναι περισσότερο ανθεκτικά. Έτσι, τα εκχυλίσµατα των γιγάρτων, χάρη στις αντιµικροβιακές τους ιδιότητες, θα µπορούσαν από µόνα τους (ή σε συνδυασµό µε άλλες αντιµικροβιακές ουσίες) να χρησιµοποιηθούν ως συντηρητικά τροφίµων. 
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Τέλος, ο χυµός των άγουρων σταφυλιών (περιεκτικότητας σε τρυγικό οξύ 2,8% και 
pH 2,5) έχει αποδειχθεί ότι αναστέλλει την ανάπτυξη του µικροοργανισµού 

Salmonella typhimurium σε εµβολιασµένα λαχανικά.14 

 

4.2.4 Αντικαρκινική δράση Οι Agarwal και συνεργάτες,15�17 σε πειράµατα µε κυτταρικές καλλιέργειες και ποντίκια ανέφεραν ότι τα εκχυλίσµατα των γιγάρτων παρεµποδίζουν την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων του µαστού και του προστάτη, ενώ παράλληλα επιταχύνουν τη διαδικασία της απόπτωσης.  Επίσης πραγµατοποιήθηκαν αντίστοιχα πειράµατα για να προσδιοριστούν οι αντικαρκινικές ιδιότητες εκχυλισµάτων από σταφύλια και τσάι σε καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της µήτρας. Στο πλαίσιο αυτό βρέθηκε ότι το αιθανολικό εκχύλισµα των φλοιών διαθέτει σηµαντική αντικαρκινική δράση, ενώ ο συνδυασµός των εκχυλισµάτων από σταφύλι και τσάι διαθέτει µεγαλύτερη αντικαρκινική δραστικότητα σε σύγκριση µε κάθε ένα εκχύλισµα ξεχωριστά. Το εύρηµα αυτό αποτελεί σαφή ένδειξη της συνεργιστικής δράσης που διαθέτουν οι πολυφαινόλες του σταφυλιού και οι κατεχίνες του τσαγιού18. Άλλωστε έχει βρεθεί ότι ο στόχος των παραπάνω φυτοχηµικών είναι η πρωτεΐνη t–NOX, η οποία ρυθµίζει την ανάπτυξη των καρκινικών όγκων. Η αναστολή της δράσης της πρωτεΐνης αυτής έχει ως αποτέλεσµα τη διακοπή της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων και την αδυναµία τους να διαιρεθούν, µε αποτέλεσµα µετά από κάποιες ηµέρες να υφίστανται τη φυσιολογική διαδικασία της απόπτωσης. Οι Zhao και συνεργάτες,19 έδειξαν ότι το εκχύλισµα γιγάρτων µπορεί να αποτρέψει τη διαδικασία της ογκογένεσης στο δέρµα των µυών επί των οποίων είχε εφαρµοστεί ένα πρωτόκολλο επαγωγής καρκινογένεσης σε δύο στάδια. Η αντικαρκινική δράση του εκχυλίσµατος βρέθηκε ότι ήταν ανάλογη της δόσης, αφού η χορήγηση 1,5 mg εκχυλίσµατος είχε ως αποτέλεσµα την κατά 60% µείωση του ποσοστού ογκογένεσης και την κατά 87% µείωση του µεγέθους του όγκου. Από τη ξεχωριστή µελέτη εκάστου συστατικού του εκχυλίσµατος προέκυψε ότι ο γαλλικός εστέρας της προκυανιδίνης Β5-3́  διαθέτει τη µεγαλύτερη αντικαρκινική δράση. Οι Sharma και συνεργάτες,20 µελέτησαν την αντικαρκινική δράση ενός µίγµατος που αποτελείτο από εκχύλισµα γιγάρτων και δοξορουµπικίνη, ένα µόριο που χρησιµοποιείται στη χηµειοθεραπεία για την καταπολέµηση του καρκίνου του 
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µαστού. Το µίγµα δοκιµάστηκε σε διάφορους συνδυασµούς συγκεντρώσεων σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα τύπου είτε MCF-7 που είναι θετικά στους υποδοχείς των οιστρογόνων ή/και MDA-MB468 που είναι αρνητικά στους υποδοχείς των οιστρογόνων. Η χορήγηση για 48 ώρες µίγµατος 100µg/mL από εκχύλισµα γιγάρτων και 25�27 nM δοξορουµπικίνης ήταν η πλέον αποτελεσµατική, δείχνοντας αφενός ένα ισχυρό συνεργιστικό αποτέλεσµα στην παρεµπόδιση της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων και αφετέρου ένα πολύ σηµαντικό προσθετικό αποτέλεσµα στις διαδικασίες που προκαλούσαν το θάνατο των κυττάρων.  Η δράση των ελευθέρων ριζών στα κύτταρα έχει ως αποτέλεσµα την καταστροφή του DNA  που οδηγεί σε µεταλλάξεις και αποτελεί µια από τις κύριες αιτίες της καρκινογένεσης. Η κατανάλωση –σε καθηµερινή βάση– χυµών από σταφύλια έχει βρεθεί ότι µειώνει τη δηµιουργία ελευθέρων ριζών και περιορίζει την καταστροφή του DNA στα περιφερειακά λεµφοκύτταρα.21 Τέλος, in vitro πειράµατα έδειξαν ότι εκχυλίσµατα από στέµφυλα, λευκών και ερυθρών ποικιλιών, διαθέτουν χηµειοπροστατευτικό ρόλο. Συγκεκριµένα, παρεµποδίζουν τη δράση των τοποΐσοµεράση Ι και Μιτοµυκίνης C, δυο παραγόντων που ευθύνονται για τη διάσπαση των αλυσίδων του DNA.22 

4.2.5 Αντιική δράση Οι Konowalchuk & Speirs,23,24 έδειξαν ότι τα υδατικά εγχύµατα από ολόκληρα σταφύλια, φλοιούς και γίγαρτα, διαθέτουν ιδιαίτερα αποτελεσµατική δράση για την αναστολή διαφόρων εντερικών ιών, όπως των coxsackievirus, poliovirus και 
echovirus, καθώς και του ιού herpes simplex τόσο σε ουδέτερο, όσο και σε φυσιολογικό–όξινο pH. Επίσης, προσδιορίστηκε ότι οι εµπορικοί χυµοί σταφυλιών παρεµποδίζουν πλήρως τη µολυσµατική δράση του ιού της πολυοµυελίτιδας. Μια νεότερη έρευνα των Cohen & Lipson25,  έδειξε ότι ο χυµός των σταφυλιών είναι ικανός να αδρανοποιήσει πλήρως διάφορους βακτηριοφάγους και να αποτρέψει τη µόλυνση από τον ιό ρετροϊού simian. Τέλος, έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι το εκχύλισµα των γιγάρτων ενεργοποιεί το ανοσοποιητικό σύστηµα ρυθµίζοντας την παραγωγή των κυτοκινινών της Th–1.26 
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4.2.6 Αντιοξειδωτική ∆ράση Όµως οι περισσότερες βιολογικές µελέτες αφορούν τη διερεύνηση της αντιοξειδωτικής δράσης εκχυλισµάτων των γίγαρτων, τα οποία περιέχουν µεγάλες ποσότητες διµερών και ολιγοµερών προανθοκυανιδινών που διαθέτουν υψηλή αντιοξειδωτική δράση.  Οι Jayaprakasha και συνεργάτες,27 συνέκριναν την in vitro αντιοξειδωτική δράση εκχυλισµάτων των γιγάρτων που είχαν προκύψει µε χρήση διαφόρων διαλυτών όπως ακετόνη, οξικό αιθυλεστέρα, µεθανόλη, νερό και µιγµάτων τους. Η αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας έγινε  µε τη µέθοδο του λινολεϊκού οξέος / β-καροτενίου, σε συγκεντρώσεις της τάξης των 100 ppm. Πολλά από τα εκχυλίσµατα έδειξαν αναστολή 65 έως 90% στην οξείδωση του λινολεϊκού οξέος, την υψηλότερη όµως δράση έδειξε ότι διαθέτει το  εκχύλισµα µε µίγµα οξικού αιθυλεστέρα-νερού (17:3). Μια άλλη ερευνητική προσπάθεια των Jayaprakasha και συνεργατών10, είχε ως αντικείµενο τη σύγκριση της in vitro αντιοξειδωτικής δράσης δύο εκχυλισµάτων γίγαρτων, τα οποία είχαν προκύψει από τη χρήση µιγµάτων ακετόνης, νερού, οξικού οξέος (90:9,5:0,5) και µεθανόλης, νερού, οξικού οξέος 
(90:9,5:0,5) αντίστοιχα. Στο πείραµα αυτό, η ικανότητα δέσµευσης των ελευθέρων ριζών προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο DPPH, η οποία προσδιορίζει τη δέσµευση της ελεύθερης ρίζας ως συνέπεια µεταβολής  της απορρόφησης στα 517 nm.  Το ακετονικό εκχύλισµα παρουσίασε υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση, αφού σε συγκέντρωση 50 ppm επέδειξε ποσοστό εξουδετέρωσης της ελεύθερης ρίζας περίπου 

85%. Στο µεθανολικό η αντίστοιχη αναστολή ήταν περίπου 75%. Η παρατήρηση αυτή ήταν σε συµφωνία και µε την ποσοτική ανάλυση του περιεχοµένου τους που έδειξε ότι το ακετονικό εχκύλισµα είχε πλουσιότερο πολυφαινολικό περιεχόµενο.  Υψηλό αντιοξειδωτικό δυναµικό διαθέτουν και τα στέµφυλα που προκύπτουν ως υποπροϊόντα της οινοποιίας και της παραγωγής χυµού σταφυλιού. Οι Ruberto και συνεργάτες,26 µελέτησαν την in vitro ικανότητα εξουδετέρωσης των ελευθέρων ριζών από µεθανολικά εκχυλίσµατα από στέµφυλα διαφόρων ποικιλιών µε τις µεθόδους 
DPPH και ABTS. Όλα τα εκχυλίσµατα έδειξαν ότι διαθέτουν αξιόλογη αντιοξειδωτική δράση, η οποία ήταν σε άµεση συνάρτηση µε το υψηλό πολυφαινολικό του  περιεχόµενο. Αντίστοιχα αποτελέσµατα έδωσε και η έρευνα των 
Yilmaz και Toledo28 σε εκχυλίσµατα στεµφύλων χρησιµοποιώντας ποικιλία διαλυτών και τη µέθοδο ORACPE (Oxygen Radical Absorbance Capacity) για τον προσδιορισµό της αντιοξειδωτικής δράσης. Την καλύτερη αντιοξειδωτική δράση εµφάνισαν τα 
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εκχυλίσµατα µεθανόλης–νερού και ακετόνης–νερού, τα οποία είναι χαρακτηριστικό ότι διέθεταν τις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις  πολυφαινολών. Συντήρηση τροφίµων Το 2006 ο Shaker30 µελέτησε τις αντιοξειδωτικές ικανότητες των αιθανολικών εκχυλισµάτων από γίγαρτα και φλοιούς σταφυλιών, σε σχέση µε την ικανότητα τους να αναστέλλουν την πρωτογενή και δευτερογενή οξείδωση των λιπαρών οξέων ηλιελαίου και συζευγµένου ηλιελαίου. Η παρακολούθηση της οξείδωσης πραγµατοποιήθηκε απουσία φωτός στους 60 °C για χρονικό διάστηµα 7 ηµερών και µε εφαρµογή τριών µεθόδων: α) µέτρηση των συζευγµένων διενίων  (CD), για την παρακολούθηση της πρωτογενούς οξείδωσης β) SHGC (Static headspace gas 

chromatography) και γ) PYR-MS (proton transfer reaction-mass spectrometry) για την παρακολούθηση της παραγωγής των προϊόντων της δευτερογενούς οξείδωσης 
(προπανάλη, εξανάλη, οκτανάλη και 1-πεντεν-3-όνη). Προκειµένου να συγκριθεί απευθείας η δράση τους,  χρησιµοποιήθηκε συγκέντρωση 200 ppm σε ισοδύναµο ολικό φαινολικό περιεχόµενο από κάθε εκχύλισµα. Το εκχύλισµα του φλοιού ήταν ιδιαίτερα αποτελεσµατικό στην αναστολή της δευτερογενούς οξείδωσης του συζευγµένου ηλιελαίου κατά ποσοστό 41%, ενώ κανένα από τα εκχυλίσµατα δεν έδειξε δράση στη φάση του σχηµατισµού των συζευγµένων διενίων (πρωτογενής οξείδωση). Αντίθετα, στο ηλιέλαιο και τα δύο εκχυλίσµατα εµφάνισαν προοξειδωτική δράση κατά τη δευτερογενή φάση της οξείδωσης.  Οι Pazos και συνεργάτες,31  αποµόνωσαν κλάσµατα φαινολικών ουσιών από αιθανολικό εκχύλισµα στεµφύλων και διερεύνησαν την ικανότητά τους να προλαµβάνουν την παραγωγή δυσάρεστων οσµών (που οφείλονται στην οξείδωση των λιπαρών οξέων) σε κατεψυγµένα ψάρια,. Επίσης δοκίµασαν τη δράση τους σε ιχθυέλαιο και γαλακτώµατα ιχθελαίου–νερού. Το κλάσµα µε τη µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα ήταν αυτό που περιείχε ολιγοµερείς φλαβανόλες  
(προκυανιδίνες), οι οποίες φαίνεται ότι διαθέτουν ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση από τις µονοµερείς.  Η χρήση των εκχυλισµάτων από γίγαρτα διερευνήθηκε και στη συντήρηση διαφόρων τύπων κρέατος, ιδιαίτερα λευκού κρέατος όπως των πουλερικών το οποίο είναι πλούσιο σε πολυακόρεστα λιπαρά.32 Συγκεκριµένα, αξιολογήθηκε η αντιοξειδωτική δράση ενός εµπορικού εκχυλίσµατος γιγάρτων σε κρέας γαλοπούλας 
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µε τη µέτρηση του ποσοστού των δραστικών συστατικών του θειοβαρβιτουρικού 

(TBARS, Thiobarbituric Reactive Substances) και του σχηµατισµού πτητικών ενώσεων που προέρχονται από την οξείδωση των λιπών, όπως εξανάλη, πεντανάλη, οκτανάλη, 1-οκτεν-3-όλη, 2-οκτεν-1-όλη κ.τ.λ.  Είναι χαρακτηριστικό ότι η προσθήκη του εκχυλίσµατος πριν από τη διαδικασία του µαγειρέµατος ενίσχυσε σηµαντικά τη σταθερότητα των ακόρεστων λιπαρών οξέων του κρέατος, τόσο κατά τη θέρµανση όσο και κατά την αποθήκευσή του σε συσκευασία κενού. Σε ένα άλλο πείραµα, η προσθήκη σε κρέας γαλοπούλας εκχυλίσµατος γιγάρτων σε συγκεντρώσεις 0,1 και 0,2%, µείωσε κατά 10 φορές το ποσοστό των TBARS σε σχέση µε το µάρτυρα.33 Τέλος, οι Ahn και συνεργάτες,34 διαπίστωσαν ότι η προσθήκη εκχυλίσµατος γιγάρτων σε µαγειρεµένο κρέας βοδινού µείωσε σηµαντικά την παραγωγή TBARS και εξανάλης, ενώ βελτίωσε τα οργανοληπτικά του χαρακτηριστικά.  

 Μελέτες in vivo Οι Kotamballi και συνεργάτες,35 συνέκριναν τις αλλαγές που επάγει στο οξειδωτικό δυναµικό του οργανισµού η χορήγηση CCl4 σε µύες που διατρέφονται µε κανονικό σιτηρέσιο, σε σύγκριση µε άλλους στων οποίων η διατροφή έχει εµπλουτιστεί µε µεθανολικό εκχύλισµα στεµφύλων. Έτσι, η χορήγηση µίας µόνο δόσης CCl4 (1,25 mL/kg σωµατικού βάρους) προκάλεσε δραµατική µείωση της λειτουργίας της καταλάσης, της δισµουτάσης του υπεροξειδίου (SOD) και της υπεροξειδάση, ενώ σχεδόν τριπλασιάστηκε το ποσοστό των οξειδωµένων λιπών. Αντίθετα,  η προσθήκη εκχυλίσµατος γίγαρτων στο σιτηρέσιο είχε ως αποτέλεσµα την αποκατάσταση της λειτουργίας της καταλάσης, της υπεροξειδάσης και της SOD σε ποσοστό 44%, 73% και 54% αντίστοιχα, ενώ η οξειδωτική κατάσταση των λιπιδίων παρέµεινε σε επίπεδα συγκρίσιµα µε αυτά των µαρτύρων.  Τα εκχυλίσµατα γιγάρτων διαθέτουν και πιθανή νευροπροστατευτική δράση. Η in vivo χορήγησή τους σε µύες είχε ως αποτέλεσµα την αναστολή της καταστροφής του DNA που προκαλεί –λόγω γήρανσης– η συσσώρευση οξειδωτικών προϊόντων στα νευρικά κύτταρα του εγκεφάλου.36  Σε ένα διαφορετικό πείραµα, οι Nuttall και συνεργάτες,37 µελέτησαν την επίδραση που προκαλεί σε νέους εθελοντές η χορήγηση, µε τη µορφή κάψουλας, ενός εµπορικού εκχυλίσµατος σταφυλιών πλούσιου σε πολυφαινόλες. Συγκεκριµένα προσδιόρισαν την επίδραση στο αντιοξειδωτικό δυναµικό και τα επίπεδα των 
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βιταµινών C και E του ορού του αίµατος. Έτσι, η χορήγηση του εκχυλίσµατος δεν είχε καµία επίδραση στα επίπεδα των βιταµινών ενώ αύξησε σηµαντικά την αντιοξειδωτική ικανότητα του ορού µετά από 5 ηµέρες λήψης. Το ίδιο προϊόν χορηγήθηκε σε καπνιστές για διάστηµα 4 εβδοµάδων προκειµένου να µελετηθεί η επίδραση του στην οξείδωση της LDL. Οι µισοί εθελοντές λάµβαναν το εκχύλισµα ενώ οι υπόλοιποι όχι (placebo).  Οι εθελοντές που έλαβαν το σκεύασµα εµφάνισαν σηµαντικά µειωµένα ποσοστά των δραστικών συστατικών του θειοβαρβιτουρικού 

(TBARS), ενώ επιµηκύνθηκε η  διάρκεια παραγωγής των συζευγµένων διενίων.  Τέλος, δεν αναφέρθηκε καµία παρενέργεια.  
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4.3 ∆ιαδικασία Παραλαβής Πολυφαινολών από Φυτά 

4.3.1 Εισαγωγή Τα φαινολικά παράγωγα κατανέµονται, ανάλογα µε τη δοµή τους, στους διάφορους ιστούς των φυτών. Έτσι, οι διαλυτές πολυφαινόλες χαµηλού µοριακού βάρους βρίσκονται στα κενοτόπια των κυττάρων. Αντίστοιχα, τα αδιάλυτα φαινολικά παράγωγα, όπως οι πολυµερείς λιγνίνες, αποτελούν τα δοµικά συστατικά των κυτταρικών τοιχωµάτων συµβάλλοντας στη σταθερότητα και τη µορφολογία των φυτών, καθώς και την απόκριση των κυττάρων σε συνθήκες στρες.38 Τα φαινολικά οξέα, όπως το π-κουµαρικό και το φερουλικό, συνήθως βρίσκονται υπό τη µορφή µη υδατοδιαλυτών εστέρων, όπως πηκτίνες και αραβινοξυλάνες,  ή  παρεµβάλλονται ως ενδιάµεσα µόρια στους πολυσακχαρίτες των κυτταρικών τοιχωµάτων µε τη µορφή διµερών όπως το δεϋδροφερουλικό και το τρουξιλικό οξύ.  

 Η διαδικασία της εκχύλισης αποσκοπεί στην απελευθέρωση των φαινολικών παργώγων από τα κύτταρα και τους ιστούς στους οποίους βρίσκονται, µε σκοπό τον ποιοτικό και τον ποσοτικό προσδιορισµό τους. Η διαδικασία που ακολουθείται συνήθως περιλαµβάνει τη ρήξη των κυτταρικών ιστών και τη µείωση του µεγέθους των σωµατιδίων, µε τη χρήση ενός οµογενοποιητή. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται εµβάπτιση σε κατάλληλο διαλύτη, µε σκοπό την παραλαβή των φαινολικών παραγώγων µέσω διάχυσης.39 Η παραλαβή των πολυφαινολών από το φυτικό υλικό επηρεάζεται από ένα πλήθος παραγόντων, όπως η χηµική σύσταση, η εφαρµοζόµενη διαδικασία εκχύλισης,  οι συνθήκες και ο χρόνος αποθήκευσης, το µέγεθος των σωµατιδίων και η παρουσία ανεπιθύµητων ουσιών. Συνήθως τα εκχυλίσµατα αποτελούνται από µίγµατα ποικίλων πολυφαινολών που είναι διαλυτές στο σύστηµα διαλυτών, όµως περιέχουν και µόρια που είναι ανεπιθύµητα, όπως λίπη, κηροί, τερπένια, και χλωροφύλλες. Για να αποµακρυνθούν τα τελευταία απαιτούνται συχνά επιπλέον διαδικασίες, όπως η τεχνική εκχύλισης στερεάς φάσης (solid phase extraction, SPE) ή η κλασµατοποίηση µε βάση την πολικότητα των ουσιών.40 Η διαλυτότητα των πολυφαινολών εξαρτάται από την πολικότητα του διαλύτη που χρησιµοποιείται, το βαθµό πολυµερισµού τους καθώς και η αλληλεπίδραση τους µε άλλες ουσίες όπως πρωτεΐνες προς σχηµατισµό αδιάλυτων προϊόντων. Για τους παραπάνω λόγους δεν υπάρχει µια ενιαία διαδικασία  για την παραλαβή από ένα 
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φυτικό δείγµα όλων των φαινολικών παραγώγων ή µιας µόνο κατηγορίας φαινολών38.  Οι πλέον συνηθισµένες τεχνικές που εφαρµόζονται για την παραλαβή των φαινολικών παραγώγων από τα φυτά αναφέρονται στην εκχύλιση µε τη χρήση: α) διαλυτών, και β) υπερκρίσιµων υγρών (Sypercritical Fluid Extraction, SFE). 

 

4.3.2 Εκχύλιση µε τη χρήση διαλυτών Οι διαλύτες που χρησιµοποιούνται συχνότερα για να εκχυλιστούν οι πολυφαινόλες είναι η µεθανόλη και η τα µίγµατα µεθανόλης-νερού. Ορισµένες φορές χρησιµοποιούνται και άλλοι διαλύτες όπως αιθανόλη, ακετόνη, οξικός αιθυλεστέρας ή και µίγµατά τους, µε µικρότερες όµως αποδόσεις.  Οι συνηθέστεροι παράγοντες που επηρεάζουν την απόδοση της εκχύλισης των πολυφαινολών  είναι: • Το pH του εκχυλιστικού µέσου, το οποίο επιδρά στη διαλυτότητα των ευδιάλυτων συστατικών και επηρεάζει τη διαλυτοποίηση των υδρολυόµενων φαινολικών παραγώγων. Η εκχύλιση σε όξινες συνθήκες αποσκοπεί στην υδρόλυση των γλυκοζιτών των φαινολών, ενώ η εκχύλιση σε αλκαλικό περιβάλλον αποσκοπεί στην υδρόλυση των εστέρων των φαινολών και την παράλληλη απελευθέρωση των πολυφαινολών που βρίσκονται στα κυτταρικά τοιχώµατα.41 • Η θερµοκρασία. Είναι γενικά αποδεκτό ότι η εκχύλιση σε υψηλές θερµοκρασίες εξασφαλίζει καλύτερες αποδόσεις σε φαινολικά παράγωγα. Όµως επειδή οι πολυφαινόλες είναι θερµοευαίσθητα µόρια που διασπώνται σε υψηλές θερµοκρασίες, συνήθως η θερµοκρασία της εκχύλισης δεν πρέπει να ξεπερνά τους 25��C. • Ο αριθµός των διαδοχικών εκχυλίσεων και ο όγκος του διαλύτη. Η απόδοση της εκχύλισης αυξάνει µε τον αριθµό των διαδοχικών εκχυλίσεων. Άλλωστε είναι γνωστό ότι για συγκεκριµένο όγκο διαλύτη είναι προτιµότερη η πραγµατοποίηση πολλαπλών εκχυλίσεων χρησιµοποιώντας µικρότερους όγκους σε σύγκριση µε µία µόνο εκχύλιση που χρησιµοποιεί το σύνολο του διαλύτη. Γενικά, η ποσοτική παραλαβή των φαινολικών παραγώγων απαιτεί 3–

5 διαδοχικές εκχυλίσεις.  
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Για δείγµατα µε µεγάλη περιεκτικότητα σε νερό –όπως τα σταφύλια– συνιστάται η κατάψυξή τους πριν από τη διαδικασία της εκχύλισης,  προκειµένου να αδρανοποιηθούν οι ενζυµικές λειτουργίες και να προστατευθούν οι ασταθείς πολυφαινόλες. Επιπλέον, η εκχύλιση των πολυφαινολών διευκολύνεται όταν έχει προηγηθεί κατάψυξη των δειγµάτων, καθώς οι κρύσταλλοι του νερού που σχηµατίζονται καταστρέφουν τα κυτταρικά τοιχώµατα ευνοώντας την απελευθέρωση του ενδοκυττάριου υλικού. Τέλος, µια άλλη πρακτική που ακολουθείται είναι η λιοφυλίωση των δειγµάτων, η οποία πραγµατοποιείται σε χαµηλές θερµοκρασίες και αφήνει ανέπαφες τις πολυφαινόλες, επιτρέποντας τη διατήρηση των δειγµάτων  για αρκετά µεγάλο χρονικό διάστηµα.  

4.3.2.1 Εκχύλιση µε υπερήχους Η  εκχύλιση των πολυφαινολών µε τη χρήση διαλυτών, συχνά υποβοηθείται µε τη χρήση υπερήχων, η οποία εξασφαλίζει µεγαλύτερες αποδόσεις. Η διαδικασία αυτή είναι ταχύτερη και αποδοτικότερη σε σύγκριση µε τις παραδοσιακές τεχνικές,  οι οποίες στηρίζονται στην απλή διάχυση των συστατικών, αφού η επιφάνεια επαφής µεταξύ  της υγρής και της στερεής φάσης αυξάνει σηµαντικά λόγω της διάσπασης των σωµατιδίων που συνεπάγεται η χρήση τους42,43 Ένα από τα σηµαντικότερα πλεονεκτήµατα της χρήσης των υπερήχων αφορά στη µείωση του συνολικού χρόνου της εκχύλισης, η οποία µπορεί να ολοκληρωθεί ακόµη και εντός 30min.41 Επίσης η χρήση των υπερήχων έχει ως αποτέλεσµα την επίτευξη καλύτερων αποδόσεων σε χαµηλές θερµοκρασίες, σύγκριση µε τις παραδοσιακές τεχνικές εκχύλισης, γεγονός πολύ σηµαντικό για τη διατήρηση της σταθερότητας των πολυφαινολών.44 

 

4.3.3 Τεχνικές διαχωρισµού και αποµόνωσης πολυφαινολών  
4.3.3.1 Εκχύλιση Στερεάς Φάσης (SPE) Πρόκειται για µια ταχεία µέθοδο, σε σχέση µε την εκχύλιση µε διαλύτες, η οποία µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την εκχύλιση πολυφαινολών από  υγρά δείγµατα ή συµπληρωµατικά στην εκχύλιση δειγµάτων µε τη χρήση διαλυτών, µε σκοπό το διαχωρισµό των πολυφαινολών µε βάση την οξύτητά τους.   
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Η εκχύλιση στερεάς φάσης µε τη χρήση στηλών αντιστρόφου φάσης µε υλικό πλήρωσης το C18 έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως για την επιλεκτική εκχύλιση φαινολικών οξέων και φλαβονοειδών από δείγµατα οίνων και σταφυλιών.45�46 

 

4.3.3.2 Εκχύλιση υγρής-στερεάς φάσης  Τα εκχυλίσµατα πολυφαινολών που έχουν προκύψει µετά την εκχύλιση µε διαλύτες είναι δυνατόν να καθαριστούν περαιτέρω  µε τη χρήση ιονανταλλακτικών ρητινών.38 

 

4.3.4 Εκχύλιση µε χρήση Υπερκρίσιµων υγρών (SFE) Παρότι η συγκεκριµένη τεχνική αυτή αναπτύχθηκε τη δεκαετία του 1960, εφαρµόστηκε πρόσφατα για την εκχύλιση φαινολικών παραγώγων37. Η αρχή της µεθόδου στηρίζεται στη χρησιµοποίηση των υγρών και αερίων ιδιοτήτων  του εκχυλιστικού. Συγκεκριµένα, κάθε καθαρό µόριο είναι δυνατόν να µετατραπεί σε υπερκρίσιµο υγρό, όταν οι τιµές της πίεσης και της θερµοκρασίας ξεπεράσουν το κρίσιµο σηµείο, δηλαδή τη µέγιστη τιµή πίεσης και θερµοκρασίας στην οποία το µόριο υπάρχει σε ισορροπία υγρής και αέριας µορφής. Πέρα από τις συνθήκες αυτές, το µόριο βρίσκεται σε µια ενδιάµεση κατάσταση µεταξύ υγρού και αερίου και χαρακτηρίζεται ως υπερκρίσιµο υγρό 

(Σχήµα 4.1). Σε θερµοκρασίες πέραν του κρίσιµου σηµείου, το µόριο δε µπορεί πλέον να µεταβεί σε υγρή κατάσταση, όσο µεγάλη πίεση και αν εφαρµοστεί. Τα υπερκρίσιµα υγρά διατηρούν τις εκχυλιστικές ιδιότητες των υγρών διαλυτών και τις ικανότητες µεταφοράς µάζας των αερίων, γεγονός που τα καθιστά άριστα εκχυλιστικά µέσα.  

 Το χαµηλό ιξώδες των υπερκρίσιµων υγρών ενισχύει την ικανότητα  διάχυσής τους, διευκολύνοντας την απελευθέρωση των φαινολικών παραγώγων που 

Σχήµα 4.1 Καµπύλη πίεσης θερµοκρασίας ενός µορίου.47 
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βρίσκονται στα κυτταρικά τοιχώµατα. Επιπλέον, η σχετικά µεγάλη τους πυκνότητα ενισχύει την εκχυλιστική τους “δύναµη”, καθιστώντας την εκχύλιση γρήγορη και αποδοτική. Ένα ακόµη πλεονέκτηµα της µεθόδου αναφέρεται στην ελαχιστοποίηση των αντιδράσεων οξείδωσης και ισοµερισµού των πολυφαινολών, που λαµβάνουν χώρα κατά την εφαρµογή των παραδοσιακών τεχνικών εκχύλισης.  Ο πλέον κοινός διαλύτης εκχύλισης µε υπερκρίσιµα υγρά είναι το CO2, το οποίο παρουσιάζει διάφορα πλεονεκτήµατα, όπως χηµική αδράνεια, χαµηλή τοξικότητα και µειωµένα προβλήµατα υπόλειµµατικότητας και ρύπανσης. Όµως επειδή όµως το CO2 είναι άπολος διαλύτης, η εφαρµογή τους θα πρέπει να συνδυαστεί µε ένα πολικότερο διαλύτη (πχ µεθανόλη), προκειµένου να καταστεί δυνατή η εκχύλιση σχετικά πολικών µορίων όπως είναι οι πολυφαινόλες.  
 

4.4 Πειραµατική ∆ιαδικασία 

4.4.1 Συλλογή ∆ειγµάτων Η συλλογή των δειγµάτων των σταφυλιών πραγµατοποιήθηκε κατά τις οινοποιητικές περιόδους 2003-2005 –µε τη συνεργασία της ΚΕΟΣΟΕ και των τοπικών οινοποιητικών συνεταιρισµών στα πλαίσια του προγράµµατος ΠΕΝΕ∆ 227 

(2001) – λαµβάνοντας δείγµατα από διάφορα στάδια  ωρίµανσης. 
 Οι περιοχές από τις οποίες παρελήφθησαν τα δείγµατα και οι αντίστοιχες ποικιλίες των σταφυλιών που µελετήθηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω Πίνακα 

4.1: 
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Πίνακας 4.1 Περιοχή Συνεταιρισµός-Εταιρεία Ποικιλίες Σαντορίνη 

Ένωση Συνεταιρισµών Θηραϊκών Προϊόντων 
SantoWines 

Μανδηλαριά, Μαυροτράγανο, Βοηδόµατο, Αθήρι, Ασύρτικο, Αηδάνι Ρόδος Καΐρ-Ρόδος Α.Ε. Μανδηλαριά, Ασύρτικο Κρήτη 

Ένωση Αγροτικών Συνεταιρισµών Πεζών Ένωση Αγροτικών Συνεταιρισµός Σητείας Μανδηλαριά, Κοτσιφάλι Λιάτικο, Βηλάνα Πελοπόννησος (Νεµέα) Κτήµα Σπυρόπουλου Αγιωργίτικο, Μοσχοφίλερο Θεσσαλία (Τύρναβος) Συνεταιρισµός αγροτικών προϊόντων Τυρνάβου Μοσχάτο Αµβούργου, Ροδίτης Αττική (Βοτανικός) Αµπελώνας Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών Μαυροδάφνη, Ληµνιό, Ληµνιώνα, Ρωµέικο, Αγιαννιώτικο, Γουστολίδι, Ξινόµαυρο, Βερτζαµί, Ροδίτης, Γουστολίδι, Φιλέρι Χίος Συνεταιρισµός αγροτικών προϊόντων Χίου Μανδηλαριά, Μπεγλέρι 
 

 

4.4.1.1 Συνθήκες φύλαξης και εκχύλισης δειγµάτων Η φύλαξη των δειγµάτων έγινε σε θερµοκρασία –25��C, απουσία φωτός µέχρι την ανάλυση τους. Σε κάθε δείγµα ράγας προσδιορίστηκε η περιεκτικότητα σε σάκχαρα (σε µονάδες �Βrix, κλίµακα �Βrix 0,0-32,0 %). Ο προσδιορισµός της περιεκτικότητας των ραγών σε σάκχαρα χρησιµεύει για να προσδιοριστεί το στάδιο ωρίµανσης των σταφυλιών.  Πριν από την εκχύλισή τους, οι ράγες αποκολλήθηκαν µηχανικά και αφού καταγράφηκε ο αριθµός τους, χωρίστηκαν σε δύο ίσα µέρη που ζυγίστηκαν επακριβώς. Το πρώτο µέρος (περίπου 250g) λυοφιλιοποιήθηκε παράγοντας ένα 
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κολλώδες στερεό υπόλειµµα που ζυγίστηκε για να προσδιοριστεί το βάρος επί ξηρού. Το δεύτερο µέρος διαχωρίστηκε σε φλοιούς και γίγαρτα. Τα γίγαρτα ξεπλύθηκαν µε απεσταγµένο νερό και ξηράνθηκαν στον ατµοσφαιρικό αέρα. Στη συνέχεια, αφού καταµετρήθηκε ο αριθµός τους ζυγίστηκαν και κονιοποιήθηκαν. Οι φλοιοί ξεπλύθηκαν µε απεσταγµένο νερό και λυοφιλιοποιήθηκαν. Στη συνέχεια ζυγίστηκαν για να προσδιοριστεί το βάρος τους επί ξηρού.  

 Αναλώσιµα-Συσκευές:  Όλοι οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν για τις εκχυλίσεις των δειγµάτων ήταν βαθµού αναλυτικής καθαρότητας και η προµήθειά τους έγινε από την εταιρεία J. 

T. Baker. Οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν για τη διαλυτοποίηση των εκχυλισµάτων και την παρασκευή της κινητής φάσης ήταν βαθµού καθαρότητας 
HPLC της εταιρείας J. T. Baker. Για τις εκχυλίσεις χρησιµοποιήθηκε απιονισµένο ύδωρ, ενώ στη χρωµατογραφία HPLC χρησιµοποιήθηκε δισαπεσταγένο ύδωρ που παρήχθη µε τη χρήση συσκευής Milli-Q Plus. Το ψηφιακή συσκευή που χρησιµοποιήθηκε για την ρύθµιση του pH των δειγµάτων  ήταν της εταιρείας 
Metrohm µοντέλο 654pH-Meter. H περιεκτικότητα των σταφυλιών σε σάκχαρα προσδιορίστηκε µε τη χρήση διαθλασιµέτρου χειρός (ATAGO N-1α) σε µονάδες �Βrix (κλίµακα �Βrix 0,0-32,0 %), προσαρµοσµένες σε θερµοκρασία 20 �C. 

4.4.2 Εκχύλιση ραγών: 
 Το στερεό υπόλειµµα µετά τη λυοφυλίοποίηση επαναζυγίστηκε και οµογενοποιήθηκε για να κονιοποιηθούν τα περιεχόµενα γίγαρτα. Στη συνέχεια, εκχυλίστηκε µε µίγµα MeOH-H2O-HCl 0,1N (90:9,5:0,5), σε λουτρό υπερήχων µε µέριµνα να µην υπερβεί η θερµοκρασία τους 25� �C. Έκαστο δείγµα εκχυλίστηκε τέσσερις φορές χρησιµοποιώντας 100 mL διαλύτη κάθε φορά. Εκάστη εκχύλισης διήρκεσε 30min και µετά ακολούθησε διήθηση από ηθµό Wattman. Τα εκχυλίσµατα αφού ενώθηκαν, στη συνέχεια συµπυκνώθηκαν µε εξάτµιση υπό κενό σε θερµοκρασία κάτω των 35�C δίνοντας ένα υπόλειµµα που επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µικρή ποσότητα µεθανόλης και φυγοκεντρήθηκε µε σκοπό να αποµακρυνθούν τα στερεά υπολείµµατα. Ακολούθησαν τρεις διαδοχικές εκχυλίσεις µε πετρελαϊκό αιθέρα –για την αποµάκρυνση των λιπών και των χλωροφυλλών– και τέλος η µεθανόλη αποµακρύνθηκε ξανά µε εξάτµιση υπό κενό (κάτω των 35�C), δίνοντας ένα 
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κολλώδες στερεό. Το υπόλειµµα επαναδιαλυτοποιήθηκε µε τη βοήθεια υπερήχων σε κορεσµένο υδατικό διάλυµα NaCl και εκχυλίστηκε τέσσερις φορές διαδοχικά  µε οξικό αιθυλεστέρα. Οι οργανική φάσες ενώθηκαν, ξηράθηκαν µε προσθήκη Νa2SO4 

(για να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα της υγρασίας) και ο οργανικός διαλύτης εξατµίστηκε υπό κενό. Το στερεό υπόλειµµα αφού ζυγίστηκε επαναδιαλυτοποιήθηκε σε κατάλληλη ποσότητα µεθανόλης έτσι ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 2 .103 µg/mL.  Τέλος, διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF µε διάµετρο πόρων 0.45µm για να είναι πλέον κατάλληλο να εγχυθεί στη συσκευή HPLC.  Ο ποσοτικός προσδιορισµός των φαινολικών παραγώγων έγινε µε σύγκριση µε πρότυπη καµπύλη αναφοράς η οποία κατασκευάστηκε χρησιµοποιώντας ένα σύνθετο µίγµα προτύπων µορίων διαλυµένων σε µεθανόλη. Τα αποτελέσµατα των αναλύσεων εκφράστηκαν σε mg/g εκχυλίσµατος και σε mg/Kg φρέσκων ραγών και παρουσιάζονται στο Παράρτηµα Β. Στην Εικόνα 4.1, παρουσιάζεται ένα χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα ραγών.  
 

4.4.3 Εκχύλιση γιγάρτων-φλοιών Η  εκχύλιση των φλοιών και των γιγάρτων, πραγµατοποιήθηκε µε µέθοδο παραπλήσια αυτής που περιγράφηκε για την εκχύλιση των ραγών. Μετά το τέλος της εκχύλισης, τα υπολείµµατα επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε µεθανόλη έτσι ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 103 µg/mL για τα γίγαρτα και 104 µg/mL για τους φλοιούς.  Τα αποτελέσµατα των αναλύσεων σε HPLC. εκφράστηκαν σε mg/g εκχυλίσµατος για τους φλοιούς και σε mg/100g για τα γίγαρατα και παρουσιάζονται στο Παράρτηµα Β. Στις Εικόνες 4.2�4.3, παρουσιάζονται χαρακτηριστικά χρωµατογραφήµατα εκχυλισµάτων των φλοιών και των γιγάρτων 
. 
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Eικόνα 4.1  Χρωµατογράφηµα εκχυλίσµατος ραγών: 1. γαλλικό οξύ, 2. trans-καφταρικό οξύ, 3. προκυανιδίνη Β1, 4. 
(+)�κατεχίνη, 5. προκυανιδίνη Β2, 6. (�)�επικατεχίνη, 7 προκυανιδίνη Β3, 8. γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης,  
9. 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 10. 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης, 11. 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης, 12. trans-ρεσβερατρόλη, 13. ε-βινιφερίνη 
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Eικόνα 4.2  Χρωµατογράφηµα εκχυλίσµατος γιγάρτων: 1. γαλλικό οξύ, 2. προκυανιδίνη Β1, 3. (+)κατεχίνη, 4. προκυανιδίνη Β2, 5. (-)επικατεχίνη, 6. προκυανιδίνη Β3, 7. γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης 
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Eικόνα 4.3  Χρωµατογράφηµα εκχυλίσµατος φλοιού . 1. 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 2. 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης, 3. 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης, 4. trans-ρεσβερατρόλη, 5. κερκετίνη, 6. ε-βινιφερίνη. 
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4.4.4 Αξιολόγηση της µεθόδου (έλεγχος ανάκτησης των πολυφαινολών) Προκειµένου να αξιολογηθεί η ακρίβεια της µεθόδου και να ελεγχθεί ο βαθµός ανάκτησης των βασικών πολυφαινολών που µελετήθηκαν κατά την προηγούµενη µέθοδο εκχύλισης, χρησιµοποιήθηκε ένα δείγµα σταφυλιών που αφού αποψύχθηκε και διαχωρίστηκαν οι ράγες, χωρίστηκε σε τρία ίσα µέρη βάρους 200g έκαστο. Το πρώτο µέρος αναλύθηκε µε τη µέθοδο που ήδη περιγράφηκε και πραγµατοποιήθηκε προσδιορίστηκαν ποσοτικά οι πολυφαινόλες. Στο δεύτερο τµήµα προστέθηκε ποσότητα µίγµατος πρότυπων ουσιών (γαλλικού οξέος, (+)�κατεχίνης, 
(�)�επικατεχίνης, trans-ρεσβερατρόλης, κερκετίνη), διαλυτοποιηµένες σε µικρή ποσότητα µεθανόλης, ώστε η τελική συγκέντρωση τους να είναι διπλάσια αυτής που προσδιορίστηκε για το αρχικό δείγµα. Τέλος, στο τρίτο τµήµα προστέθηκε κατάλληλη ποσότητα προτύπων έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι τριπλάσια αυτής του αρχικού. Τα εµβολιασµένα αυτά δείγµατα εκχυλίστηκαν και αναλύθηκαν ποσοτικά χρησιµοποιώντας την ίδια βασική µέθοδο ανάλυσης που χρησιµοποιήθηκε για το πρώτο τµήµα. Έτσι, η  % ανάκτηση προσδιορίστηκε από τη Σχέση 

100% ⋅=Α ντρωσησυγκθεωρητικ ντρωσησυγκπειραµατικκτησην έή έήά    Σχέση. 4.1 Στον Πίνακα 4.2 παρουσιάζονται οι θεωρητικά αναµενόµενες συγκεντρώσεις και οι πειραµατικές συγκεντρώσεις που προσδιορίστηκαν. Στην Τρίτη στήλη εµφανίζεται η % ανάκτηση των υπό µελέτη µορίων. 
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Πίνακας 4.2 Αξιολόγηση Μεθόδου Εκχύλισης Πρότυπη Ουσία 

Θεωρητική Συγκέντρωση 

mg/L 

Πειραµατική Συγκέντρωση 

mg/L 

% Ανάκτηση Εµβολιασµός  1ου δείγµατος 
(+)κατεχίνη 4,27 4,62 108,2 

(-)επικατεχίνη 99,34 100,45 101,1 Κερκετίνη 0,52 0,55 105,7 

trans-ρεσβερατρόλη 0,21 0,25 119,0 Εµβολιασµός  2ου δείγµατος 
(+)�κατεχίνη 8,54 9,02 105,6 

(-)�επικατεχίνη 198,68 185,29 93,26 Κερκετίνη 1,04 1,20 115,4 

trans-ρεσβερατρόλη 0,42 0,51 121,4 

 

4.4.5 Υδρόλυση εστέρων των φαινολικών οξέων Η µέθοδος που εφαρµόστηκε αποτελεί µια τροποποίηση της µεθόδου που χρησιµοποιείται για την παραλαβή των φαινολικών οξέων από κυτταρικά τοιχώµατα41. Συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκε κατεργασία µε πυκνό διάλυµα NaOH 

(4 N) του στερεού υπολείµµατος που απέµεινε µετά από το τέλος της εκχύλισης των δειγµάτων µε το µεθανολικό διάλυµα. Έτσι έγινε δυνατό να υδρολυθούν οι αδιάλυτοι εστέρες των φαινολικών οξέων, που όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο 4.3.1 υπάρχουν στα κυτταρικά τοιχώµατα των φυτών. Το διάλυµα αναδεύτηκε για 4h και στη συνέχεια το pH του δείγµατος ρυθµίστηκε στην τιµή 2,0 µε τη προσθήκη διαλύµατος HCl (6N). Το διάλυµα διηθήθηκε από ηθµό Whattman και εκχυλίστηκε διαδοχικά τέσσερις φορές µε οξικό αιθυλεστέρα. Τα εκχυλίσµατα ενώθηκαν και διαχειρίστηκαν  σύµφωνα µε τη διαδικασία που έχει ήδη περιγραφεί και το στερεό υπόλειµµα που προέκυψε αφού επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη, διηθήθηκε από ηθµό σύριγγας PVDF 0,45 µm. Ακολούθησε ποσοτική ανάλυση µε  HPLC, της οποίας τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε mg/g εκχυλίσµατος και σε mg/Κg φρέσκου δείγµατος  και παρουσιάζονται στο Παράρτηµα Β. Στην Εικόνα 4.4 παρουσιάζεται ένα χαρακτηριστικό χρωµατογράφηµα υδρολυµένου εκχυλίσµατος ραγών.
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Εικόνα 4.4 Χρωµατογράφηµα υδρολυµένου κλάσµατος ραγών: 1.γαλλικό οξύ, 2.πρωτοκατεχικό οξύ 3. άγνωστο προϊόν, 4. βανιλλικό οξύ, 5. καφεϊκό οξύ 6. συριγγικό οξύ 7. π-κουµαρικό οξύ 8. φερουλικό οξύ. 
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4.5 Μέθοδοι Εκχύλισης 
4.5.1 Βελτιστοποίηση µεθόδων εκχύλισης µε χρήση υγρών διαλυτών Για να προσδιοριστεί η βέλτιστη διαδικασία εκχύλισης µε τη χρήση υγρών διαλυτών, σε ένα δείγµα σταφυλιού (250g ραγών) εφαρµόστηκε  η διαδικασία εκχύλισης που περιγράφηκε παραπάνω, µέχρι το στάδιο της εκχύλισης µε πετρελαϊκό αιθέρα. Μετά την εξάτµιση της µεθανόλης, το στερεό υπόλειµµα επαναδιαλυτοποιήθηκε σε συνολικό όγκο 100mL απεσταγµένου νερού µε τη βοήθεια υπερήχων. Στη συνέχεια, το δείγµα  χωρίστηκε σε πέντε κλάσµατα, έκαστο από τα οποία περιέχει 20mL υδατικού διαλύµατος. Αυτά υπέστησαν τις παρακάτω κατεργασίες: 

 

1) Κλάσµα (Α): Ξηράνση µε λιοφυλιοποίηση έδωσε ένα κολλώδες στερεό που αφού ζυγίστηκε, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη έτσι ώστε να δώσει διάλυµα συγκέντρωσης 104 µg/mL. Αυτό διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF 0,45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. 

2) Κλάσµα (Β): Εκχύλιση τέσσερις φορές διαδοχικά µε βουτανόλη (n-ButOH).  Τα  οργανικά κλάσµατα συνενώθηκαν και ο διαλύτης αποµακρύνθηκε υπό κενό σε θερµοκρασία έως 35 �C. Το στερεό υπόλειµµα αφού ζυγίστηκε, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη,  διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας nylon 

0,45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. 

3) Κλάσµα (Γ):  Προσθήκη κατάλληλης ποσότητας διαλύµατος NaOH 0,1 Ν, έτσι ώστε το pH να γίνει 5 και εκχύλιση τέσσερις φορές µε οξικό αιθυλεστέρα. Συνένωση των οργανικών φάσεων, ξήρανση µε Νa2SO4 και εξάτµιση υπό κενό του οργανικού διαλύτη έδωσε ένα στερεό υπόλειµµα. Το τελευταίο, αφού ζυγίστηκε, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη για να επιτευχθεί συγκέντρωση 2 .103 µg/mL,  διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF 0,45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. 

4) Κλάσµα (∆): Οξίνιση µε διάλυµα HCl 0,1N έτσι ώστε το pH να γίνει 2 και  τέσσερις διαδοχικές εκχυλίσεις µε οξικό αιθυλεστέρα. Συνένωση των οργανικών φάσεων, ξήρανση µε Νa2SO4 και εξάτµιση υπό κενό του οργανικού διαλύτη έδωσε 
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ένα στερεό υπόλειµµα. Το τελευταίο, αφού ζυγίστηκε, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη για να επιτευχθεί συγκέντρωση 2 .103 µg/mL, διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF 0,45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. 

5) Κλάσµα (Ε): Οξίνιση µε διάλυµα HCl 0,1N ώστε το pH να γίνει 1 και θέρµανση στους 90�C υπό ανάδευση απουσία φωτός για 2h. Στη συνέχεια, τέσσερις διαδοχικές εκχυλίσεις µε οξικό αιθυλεστέρα,  συνένωση των οργανικών φάσεων, ξήρανση µε Νa2SO4 και εξάτµιση υπό κενό του οργανικού διαλύτη. Το στερεό υπόλειµµα αφού ζυγίστηκε, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη για να επιτευχθεί συγκέντρωση 2 .103 µg/mL, διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF 0,45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. 

6) Κλάσµα (ΣΤ): Η υδατική φάση που απέµεινε µετά την εκχύλιση του κλάσµατος Γ 

(20mL), πέρασε -µε εφαρµογή πίεσης- από στήλη αντιστρόφου φάσης RP18 

(Merck), η οποία προηγουµένως είχε ενεργοποιηθεί  µε  διαδοχική δίοδο 10mL µεθανόλης και 10mL απεσταγµένου νερού. Η στήλη εκλύθηκε µε 20 mL απιονισµένο ύδωρ και στη συνέχεια διαβιβάστηκαν 50mL µίγµατος µεθανόλης-νερού (50:50). Το έκλουσµα συλλέχθηκε και εξατµίστηκε υπό κενό δίνοντας ένα στερεό υπόλειµµα που ζυγίστηκε, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη για να επιτευχθεί συγκέντρωση 104 µg/mL, διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF 

0,45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης εκφράστηκαν σε mg/Κg ραγών και παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.3.  



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4   ΣΤΑΦΥΛΙΑ 

 237 

Πίνακας 4.3 Σύγκριση απόδοσης µεθόδων εκχύλισης 

 

4.5.1.1 Συµπεράσµατα  Οι µεγαλύτερες πειραµατικές τιµές συγκέντρωσης (mg/Kg ραγών) προσδιορίστηκαν για τα κλάσµατα Α, Β και ∆,  γεγονός που υποδηλώνει µεγάλο ποσοστό ανάκτησης για τις αντίστοιχες µεθόδους εκχύλισης. Κριτήριο για την επιλογή µιας από αυτές τις µεθόδους, αποτέλεσε η συγκέντρωση των παραπάνω ουσιών στα εκχυλίσµατα. Το µεθανολικό και το βουτανολικό εκχύλισµα (Α και Β αντοίστιχα) είναι πολύ αραιά σε αντίθεση µε το εκχύλισµα ∆ που είναι ιδιαίτερα συµπυκνωµένο, καθώς είναι απαλλαγµένο από το  µεγαλύτερο ποσοστό των σακχάρων και των πρωτεϊνών του σταφυλιού. Το γεγονός αυτό έχει ιδιαίτερη σηµασία για την παρασκευή εκχυλισµάτων που εµφανίζουν αυξηµένη βιοδραστικότητα.     Όσον αφορά τις µεθόδους εκχύλισης µε οξικό αιθυλεστέρα, οι µεγαλύτερες συγκεντρώσεις υπολογίστηκαν για το κλάσµα ∆, στο οποίο η υδατική φάση είχε οξινιστεί. Το κλάσµα Γ έχει µικρότερες συγκεντρώσεις σε σχέση µε το ∆ και ειδικά για τις ουσίες: προκυανιδίνη Β1, Β2, γαλλικός εστέρα της επικατεχίνης, trans-καφταρικό οξύ και το γαλακτοσίδη της κερκετίνης. Οι ουσίες αυτές πρέπει να 

Κλάσµα γαλλικό οξύ προκυανιδίνη Β1 (+
)-

κατεχίνη προκυανιδίνη Β2 (-
)-

επικατεχίνη προκυανιδίνη Β3 Γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης της κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης ραµνοσίδης της κερκετίνης 
mg/Kg Ραγών Α 10,9 61,9 858,1 65,14 246,0 97,93 135,5 20,57 0,17 2,33 22,2 8,0 0,12 Β 9,33 26,8 851,8 86,10 273,0 83,87 181,6 1,60 0,26 3,23 26,9 11,7 1,17 Γ 11,6 49,8 810,4 61,57 255,4 85,80 169,4 0,72 0,28 2,64 9,9 9,8 1,24 ∆ 11,8 75,6 839,5 99,50 238,1 86,75 227,6 21,60 0,34 2,90 18,9 9,4 8,79 Ε 11,6 68,7 305,9 78,42 106,7 69,65 145,2 21,47 0,23 2,04 14,4 5,2 5,30 ΣΤ 0,2 16,8 13,25 13,83 5,95 � ∆Α ∆Α 0,27 ∆Α ∆Α 14,1 0,7 ∆Α �∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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παραµένουν στην υδατική φάση, όπως άλλωστε φαίνεται από τη σύσταση του κλάσµατος ΣΤ, που προέκυψε µε εκχύλιση στερεάς φάσης του υδατικού υπολείµµατος. Εποµένως οι καλύτερες αποδόσεις επιτυγχάνονται όταν κατά την εκχύλιση νερού-οξικού αιθυλεστέρα, το pH της υδατικής φάσης είναι περίπου 2,0.  Στην περίπτωση του κλάσµατος Ε, όπου πριν από την εκχύλιση µε οξικό αιθυλεστέρα  είχε προηγηθεί οξίνιση και θέρµανση στους 90�C, οι συγκεντρώσεις που προσδιορίστηκαν είναι εµφανώς χαµηλότερες, από αυτές του κλάσµατος ∆, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι πολυφαινόλες καταστρέφονται κατά τη θέρµανση. Επιπλέον δεν επιτεύχθηκε υδρόλυση των γλυκοζιτών, καθώς η κερκετίνη  που απελευθερώθηκε είναι σε πολύ µικρή ποσότητα.  
 

4.5.2 ∆οκιµές Εκχυλίσεων µε χρήση Ρητινών και Εκχύλιση Στερεάς Φάσης 
(SPE).  Ένα δείγµα στεµφύλων (50g ραγών) εκχυλίστηκε µε τη µέθοδο που περιγράφηκε προηγουµένως, έως το στάδιο της εκχύλισης σε πετρελαϊκό αιθέρα.  Μετά την εξάτµιση της µεθανόλης, το στερεό υπόλειµµα επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 
100mL απεσταγµένου ύδατος µε τη βοήθεια υπερήχων και διηθήθηκε από ηθµό 
Whatman (για την αποµάκρυνση των στερεών αιωρηµάτων). Στη συνέχεια, το δείγµα  χωρίστηκε σε τέσσερα κλάσµατα, έκαστο από τα οποία περιέχει 30mL υδατικού διαλύµατος. Αυτά υπέστησαν τις παρακάτω κατεργασίες: 

 Κλάσµα (Α): Οξίνιση προσθήκη διαλύµατος HCl 0,1N ώστε το pH να γίνει 1 και . τέσσερις διαδοχικές εκχυλίσεις µε οξικό αιθυλεστέρα. Επεξεργασία µε βάση τη µέθοδο που έχει περιγραφεί έδωσε ένα στερεό υπόλειµµα που αφού ζυγίστηκε,  επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη έτσι ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 2.103 µg/mL,  διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF µε διάµετρο πόρων 0.45µm και αναλύθηκε  µε HPLC.  Κλάσµα (Β): Πέρασµα µέσω στήλης διαµέτρου 3cm, η οποία προηγουµένως είχε πληρωθεί µε 10g ρητίνης τύπου XAD4 και ενεργοποιηθεί µε διαδοχική διέλευση 
100mL απεσταγµένου ύδατος, 100mL µεθανόλης και 100mL απεσταγµένου ύδατος. Η ταχύτητα ροής του δείγµατος από τη στήλη προσαρµόστηκε στα 1mL/min. Μετά τη διέλευση του διαλύµατος του οίνου, η στήλη εκπλύθηκε µε 200mL απεσταγµένο 
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ύδωρ µε σκοπό να αποµακρυνθούν τα σάκχαρα και στέγνωσε µε εφαρµογή ρεύµατος αέρα. Στη συνέχεια, προστέθηκαν στη στήλη 50 mL µεθανόλης µε ροή 1mL/min.Το µεθανολικό κλάσµα που συλλέχθηκε, εξατµίστηκε υπό κενό και το στερεό υπόλειµµα που προέκυψε, αφού ζυγίστηκε επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη έτσι ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 2.103 µg/mL,  διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας PVDF µε διάµετρο πόρων 0.45µm και αναλύθηκε  µε HPLC.  Κλάσµα (Γ): Πέρασµα 10mL υδατικού διαλύµατος από στήλη στήλης αντίστροφης φάσης C18 -µε εφαρµογή πίεσης- η οποία προηγουµένως είχε ενεργοποιηθεί  µε  διαδοχική διέλευση 5 mL µεθανόλης και 5mL απεσταγµένου ύδατος. Στη συνέχεια, η στήλη εκπλύθηκε µε διέλευση 10 mL απιονισµένου ύδατος και στέγνωσε µε διαβίβαση ρεύµατος αζώτου.  Στη συνέχεια διαβιβάστηκαν 10mL µίγµατος µεθανόλης και το έκλουσµα της συλλέχθηκε και εξατµίστηκε υπό κενό. Το στερεό υπόλειµµα που προέκυψε αφού ζυγίστηκε,  επαναδιαλυτοποιήθηκε σε µεθανόλη έτσι ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 2.103 µg/mL,  διηθήθηκε από φίλτρα σύριγγας 
PVDF µε διάµετρο πόρων 0.45µm και αναλύθηκε  µε HPLC. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης εκφράστηκαν σε mg/Κg ξηρού βάρους και παρουσιάζονται στον Πίνακα 

4.4.  Πίνακας 4.4 Σύγκριση ανάκτησης πολυφαινολών µε εφαρµογή διαφόρων τεχνικών εκχύλισης 
 Ουσία Κλάσµα Α 

EtΟAC 

Κλάσµα Β 

XAD4 

Κλάσµα Γ 

SPE Γαλλικό οξύ 146,85 92,40 109,51 

(+)�κατεχίνη 25,43 28,46 24,16 

(�)�επικατεχίνη 36,37 33,34 32,55 Φλαβανόλη-1 60,98 69,15 57,93 τrans-καφταρικό  οξύ 36,78 7,34 8,46 Καφεϊκό οξύ 3,47 4,93 0,80 π-κουµαρικό οξύ 4,82 3,81 1,11 Φερουλικό οξύ 3,57 2,72 *∆Α 

trans-ρεσβερατρόλη 12,75 7,56 10,73 ε-βινιφερίνη 78,56 54,70 62,27 

3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης 14,05 8,20 12,36 

3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 10,60 6,97 8,48 

3-ραµνοσίδης της κερκετίνης 8,21 3,38 7,55 Κερκετίνη 19,42 21,65 21,36 �∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε�
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4.5.2.1 Συµπεράσµατα Το κλάσµα Α, εµφανίζει τις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις για τις ουσίες που µελετήθηκαν. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι τα εκχυλίσµατα που προέκυψαν µε πέρασµα από ρητίνη XAD4 και εκχύλιση στερεάς φάσης, εµφανίζουν πολύ µικρό ποσοστό ανάκτησης των φαινολικών οξέων, γεγονός που υποδηλώνει ότι δε συγκρατούνται από τη στήλη και περνάνε στην υδατική φάση. Περαιτέρω η εκχύλιση στερεάς φάσης είναι εφικτή µόνο για πολύ µικρές ποσότητες δείγµατος (περίπου 4g στεµφύλων), καθώς οι στήλες που διατίθεται εµπορικά έχουν ποσότητα πληρωτικού υλικού C-18 µέχρι 1g.  Επίσης η διέλευση του υδατικού διαλύµατος από τη στήλη, παρουσιάζει προβλήµατα, λόγω των αιωρούµενων σωµατιδίων που προκαλούν κλείσιµο των πόρων της στήλης. 
 

4.6 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.6.1 ΡΑΓΕΣ 

 Στους Πίνακες 1Β�8Β  του Παραρτήµατος Β, περιέχεται η συγκέντρωση των κυριότερων πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν µε HPLC για τα δείγµατα ραγών που αναλύθηκαν την οινοποιητική περιόδου 2003-2005 καθώς και το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο, όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu. Τα δείγµατα είναι οµαδοποιηµένα σε ερυθρές και λευκές ποικιλίες. Η συγκέντρωση των επιµέρους πολυφαινολών εκφράζεται σε mg/Kg αρχικού δείγµατος και mg/g εκχυλίσµατος, ενώ αντίστοιχα το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο εκφράζεται σε 
mg γαλλικού οξέος ανά Kg αρχικού δείγµατος και mg γαλλικού οξέος ανά g εκχυλίσµατος. Επίσης δίνεται το % ποσοστό σε σάκχαρα του κάθε δείγµατος (σε βαθµούς �Brix) προκειµένου να προσδιοριστεί ο βαθµός ωρίµανσης. 
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4.6.2 Συζήτηση  

 

4.6.2.1 Κυριότερες πολυφαινόλες ραγών Οι κυριότερες επιµέρους πολυφαινόλες που προσδιορίστηκαν στα δείγµατα ραγών που συλλέχθηκαν τα έτη 2004-2005 ανήκαν στην κατηγορία των φλαβονοειδών.  Φλαβανόλες  Σε µεγαλύτερες ποσότητες ανιχνεύθηκαν τα µονοµερή (+)�κατεχίνη και  
(�)�επικατεχίνη, ενώ σε σηµαντικές ποσότητες προσδιορίστηκαν και οι προκυανιδίνες Β1,Β2, Β3 και ο γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης.  Φλαβονόλες Οι φλαβονόλες κερκετίνη και καµφερόλη υπήρχαν σε πολύ µικρές ποσότητες και δεν ήταν δυνατό να ποσοτικοποιηθούν. Αντίθετα σε σηµαντικές ποσότητες βρέθηκαν οι γλυκοζίτες 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 
(ισοκερκιτρίνη) και 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης (κερκιτρίνη). Στα σταφύλια έχει προσδιοριστεί ένα πλήθος γλυκοζιτών των φλαβονολών. Το πιο άφθονο φαίνεται να είναι το 3-Ο –γλουκουρονίδιο της κερκετίνης και ο 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης. Ο 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης έχει αναφερθεί από τους Osmiaski και Lee,48 στις ποικιλίες σταφυλιών Concord και Chanauc  µε µέσο όρο συγκέντρωσης 34,95 

mg/Kg, και από τους Pena-Neira και συνεργάτες.49 Ο γλυκοζίτης 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης έχουν βρεθεί στα σταφύλια σε συγκεντρώσεις µεταξύ 32,6�84 

mg/Kg.50 Όσον αφορά τις άλλες φλαβονόλες, έχουν βρεθεί διάφοροι γλυκοζίτες τους, όπως 3-D-γλυκοσίδης της µυρισετίνης, της καµφερόλης και της ισοραµνετίνης, ο 3-ρουτινοσίδης της καµφερόλης κ.α.  Οι συγκεντρώσεις παρουσιάζουν µεγάλες διαφοροποιήσεις και αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η βιοσύνθεση των φλαβονολών έχει αποδειχθεί ότι επάγεται από την ηλιακή ακτινοβολία. Έτσι σταφύλια που είναι άµεσα εκτεθειµένα στον ήλιο παράγουν µεγαλύτερες ποσότητες φλαβονολών. 51 
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Φαινολικά οξέα Από τα φαινολικά οξέα σε ελεύθερη µορφή προσδιορίστηκε µόνο το γαλλικό οξύ σε σηµαντικές ποσότητες, ενώ από τους εστέρες των φαινολικών οξέων, ανιχνεύθηκε τo trans-καφταρικό οξύ που αποτελεί εστέρα του καφεϊκού οξέος µε τρυγικό οξύ.  Στα σταφύλια έχει επίσης προσδιοριστεί το cis- καφταρικό οξύ, καθώς και εστέρες του τρυγικού και µε άλλα υδροξυκιναµµωµικά οξέα όπως το π-κουµαρικό (κουταρικό οξύ), και το  φερουλικό (φερταρικό οξύ) τόσο σε cis- όσο και σε  trans- µορφή52, 53 όµως το trans-καφταρικό βρίσκεται σε µεγαλύτερη συγκέντρωση, όπως και στους οίνους. Επίσης στους φλοιούς και το χυµό των σταφυλιών έχουν βρεθεί και ελεύθερα φαινολικά οξέα, όπως το πρωτοκατεχικό, το φερουλικό, το π-κουµαρικό και το συριγγικό το οποίο έχει ανιχνευθεί σε µεγαλύτερη αφθονία.  Στιλβένια Στα δείγµατα ραγών που αναλύθηκαν προσδιορίστηκαν τα στιλβένια ε-βινιφερίνη και trans-ρεσβερατρόλη. Η  trans-ρεσβερατρόλη γενικά υπήρχε σε πολύ µικρές ποσότητες στα περισσότερα µε µέγιστη συγκέντρωση τα 7,08 mg/Kg φρέσκου δείγµατος. Αντίθετα η ε-βινιφερίνη ανιχνεύθηκε σε µεγαλύτερες ποσότητες. 
Oι Pastrana-Bonilla και συνεργάτες,53 βρήκαν αντίστοιχα πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις trans-ρεσβερατρόλη σε σταφύλια του είδους Vitis rotundifolia, ενώ σε κάποια δείγµατα δεν ανιχνεύθηκε καθόλου. Η σύνθεση της trans-ρεσβερατρόλη είναι γνωστό ότι εξαρτάται από περιβαλλοντικούς παράγοντες, όµως η χαµηλή της συγκέντρωση στα σταφύλια, µπορεί να οφείλεται και στο σχηµατισµό γλυκοζιτών της κατά αντιστοιχία µε τους γλυκοζίτες των φαλβονολών.  Πράγµατι οι γλυκοζίτες της 

trans- και  cis- ρεσβερατρόλης (trans- και  cis- πισεΐδης) έχουν ταυτοποιηθεί και αποµονωθεί από το φλοιό και τους βόστρυχους σταφυλιών.54�57  Οι Roldan και συνεργάτες,58 βρήκαν ότι σε υγιή σταφύλια η συγκέντρωση των γλυκοζιτών της ρεσβερατρόλης είναι δεκαπλάσια σε σχέση µε την ελεύθερη µορφή (14,20 και 1,45 

mg/Kg φλοιού αντίστοιχα). Σύµφωνα µε τους ίδιους ερευνητές η συγκέντρωση και της γλυκοσιλιωµένων και των ελεύθερων µορφών της ρεσβερατρόλης, αύξανε σηµαντικά ανάλογα µε το βαθµό προσβολής από βοτρύτη (botrytis cinerea).  Στον Πίνακα 4.5 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των συγκεντρώσεων που προσδιορίστηκαν για τις επιµέρους και τις ολικές πολυφαινόλες, για ερυθρές και λευκές ποικιλίες στο στάδιο της ωρίµανσης µεταξύ των ετών 2003�2005. 
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Όσον αφορά τη σύσταση και τη συγκέντρωση των συγκεκριµένων πολυφαινολών δε φαίνεται να υπάρχει ιδιαίτερος διαχωρισµός µεταξύ ερυθρών και λευκών ποικιλιών. Πρέπει να σηµειωθεί ότι η σύγκριση δεν αφορά τις ανθοκυανίνες οι οποίες υπάρχουν µόνο στις ερυθρές ποικιλίες. Αντίθετα, ο παράγοντας που διαµορφώνει καθοριστικά το πολυφαινολικό προφίλ, είναι η ποικιλία.  Μεταξύ των ερυθρών ποικιλιών το υψηλότερο πολυφαινολικό περιεχόµενο εµφανίζει η ποικιλία Μανδηλαριά, ενώ µεταξύ των λευκών η ποικιλία Ασύρτικο.  Τα δείγµατα του 2003 �τα οποία εκχυλίστηκαν µε ανέπαφα τα γίγαρτα�παρουσιάζουν σηµαντικά χαµηλότερες συγκεντρώσεις φλαβανολών σε σχέση µε τα οµοειδή τους (ίδιος τόπος και ποικιλία) των ετών 2004�2005, ενώ η συγκέντρωση των υπολοίπων πολυφαινολών κυµαίνεται στα ίδια επίπεδα. Από αυτό εξάγεται το συµπέρασµα ότι το µεγαλύτερο µέρος των φλαβανολών υπάρχει στο ενδοσπέρµιο των γιγάρτων και δεν εκχυλίζονται κατά την οινοποίηση όπου η σύνθλιψη των γιγάρτων είναι ανεπιθύµητη, όπως ήδη αναφέρθηκε.  
 Πίνακας 4.5 Μέσοι όροι συγκεντρώσεων πολυφαινολών που προσδιορίσθηκαν σε ερυθρές και λευκές ποικιλίες σταφυλιών.  

 Ράγες 
 mg/Kg γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης 
*ολικές πολυφαινόλες 

2003 Ερυθρές ποικιλίες 3,83 63,04 41,96 4,10 11,52 ∆Α**  3,31 0,79 1,05 3,56 5,82 4,97 4,47 319,62 Λευκές ποικιλίες 2,34 33,49 21,85 4,00 10,04 ∆Α 4,87 1,41 0,18 1,85 10,80 11,28 6,10 204,07 

2004 Ερυθρές ποικιλίες 8,70 121,36 88,41 24,14 39,57 15,00 23,46 1,63 0,82 3,70 12,33 11,77 11,27 715,94 Λευκές ποικιλίες 4,48 103,69 56,34 24,54 27,63 13,25 25,17 4,84 0,10 0,45 10,79 11,50 8,84 900,39 

2005 Ερυθρές ποικιλίες 6,415 67,44 72,09 22,5 26,15 20,89 6,12 3,756 1,429 2,14 6,58 16,94 7,726 474,06 Λευκές ποικιλίες 4,207 84,79 49,24 29,92 31,93 11,91 16,43 7,183 0,133 0,31 17,89 16,88 11,89 1052,2 

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών 
**∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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4.6.2.2 ∆ιαφορές ανά περιοχή  Ένας άλλος παράγοντας που µελετήθηκε και βρέθηκε ότι συµβάλλει σηµαντικά στην τελική συγκέντρωση πολυφαινολών σε µια ποικιλία, ήταν η περιοχή απ’ όπου προήλθαν τα δείγµατα µιας συγκεκριµένης ποικιλίας. Έτσι επιλέχθηκε να µελετηθεί η ποικιλία Μανδηλαριά η οποία αποτελεί την πιο διαδεδοµένη ποικιλία στο Νότιο Αιγαίο και την Κρήτη.  Στον Πίνακα 4.6 παρουσιάζεται η συγκέντρωση σε πολυφαινόλες, τεσσάρων δειγµάτων µανδηλαριάς στο στάδιο της ωρίµανσης, οι οποίες συλλέχθηκαν από τα νησιά της Σαντορίνης, της Κρήτης, της Ρόδου και της Χίου τον Αύγουστο του 2003. Οι διαφορές στη συγκέντρωση των επιµέρους πολυφαινολών φαίνεται στο Γράφηµα 
4.1 Το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο γενικά εµφανίζουν η µανδηλαριά Σαντορίνης και Κρήτης.  Η µανδηλαριά Σαντορίνης εµφανίζει αυξηµένη συγκέντρωση σε (+)�κατεχίνη, (�)�επικατεχίνη και προκυανιδίνες, καθώς και σε γλυκοζίτες της κερκετίνης. Η συγκέντρωση των στιλβενίων δεν παρουσιάζει συγκεκριµένη τάση µεταξύ των δειγµάτων και σχετίζεται µε το γεγονός ότι πρόκειται για φυτοαλεξίνες που συντίθενται σε καταστάσεις στρες, όπως για παράδειγµα οι προσβολές από µικροοργανισµούς ή οι κακώσεις των ιστών από την υπεριώδη ακτινοβολία..    

 Πίνακας 4.6 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου ραγών της ποικιλίας Μανδηλαριά από διάφορες περιοχές της Ελλάδας ΡΑΓΕΣ (mg/Kg) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης Μανδηλάρι Σαντορίνη 19 2,30 124,51 98,78 15,85 21,97 8,51 6,07 0,23 1,89 17,90 14,67 5,84 Μανδηλάρι Κρήτη 17 12,50 116,75 90,53 6,16 17,05 9,92 0,14 0,74 14,92 5,93 2,42 0,05 Μανδηλάρι Χίος* 17 4,13 70,58 43,43 2,39 9,97 0,16 0,31 2,05 2,05 0,73 2,13 0,04 Μανδηλάρι Ρόδος 17 4,12 118,07 33,20 6,97 15,00 3,44 1,17 1,56 3,73 15,07 7,11 6,57 

*Οι συγκεντρώσεις αναφέρονται στους µέσους όρους των τριών δειγµάτων που συλλέχθηκαν από διαφορετικούς αµπελώνες  
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4.6.2.3 Εποχική ∆ιακύµανση  Προκειµένου να καθοριστεί η διακύµανση του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου των ραγών και των επιµέρους πολυφαινολών στα διάφορα στάδια ανάπτυξης των ραγών, συλλέχθηκαν και αναλύθηκαν δείγµατα από την ίδια ποικιλία και περιοχή για το διάστηµα Ιούλιος�Σεπτέµβριος 2003. Ο βαθµός ωρίµανσης προσδιορίστηκε βάσει του ποσοστού σακχάρων και οι συγκεντρώσεις εκφράστηκαν ως mg/Kg φρέσκων ραγών. Όπως γίνεται φανερό από τους Πίνακες 1Β�2Β και 
5Β�6Β του Παραρτήµατος Β, το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο των ραγών, όσο και η συγκέντρωση των επιµέρους πολυφαινολών, µειώνεται όσο αυξάνει η περιεκτικότητα των ραγών σε σάκχαρα. Η  µείωση είναι πολύ έντονη όταν πλέον τα δείγµατα έχουν φτάσει σε πλήρη ωρίµανση. Όσον αφορά τις επιµέρους πολυφαινόλες η ίδια πτωτική τάση παρατηρείται για τις µονοµερείς και διµερείς φλαβονόλες, αντίθετα οι γλυκοζίτες της κερκετίνης εµφανίζουν µάλλον ανοδική τάση, ενώ τα οξέα και τα στιλβένια παρουσιάζουν διακυµάνσεις.  Οι Fernandez de Simon και συνεργάτες,52 παρατήρησαν µείωση της 

Γράφηµα 4.1 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου ραγών της ποικιλίας µανδηλαριάς από διαφορετικές περιοχές της Ελλαδας. 0,0
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συγκέντρωσης των φλαβανολών και των εστέρων των κιναµµωµικών οξέων κατά την ωρίµανση, εκτός από τα ελεύθερα φαινολικά οξέα στους φλοιούς, που παρουσίασαν αύξηση. Η µείωση του συνολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου είναι συνέπεια της αύξησης του βάρους των ραγών κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης λόγω συσσώρευσης νερού και σακχάρων. Η αύξηση του ποσοστού σακχάρων συµβαίνει κατά αναλογία µε την αύξηση του µεγέθους  των ραγών, εποµένως το ποσοστό συµµετοχής των  γιγάρτων και του φλοιού στο συνολικό βάρος των ραγών µειώνεται. Αντίθετα όσον αφορά τους γλυκοζίτες στα πρώιµα δείγµατα η συγκέντρωση τους είναι χαµηλή, λόγω χαµηλής συγκέντρωσης σακχάρων και αυξάνει σταδιακά. Μια σηµαντική παρατήρηση είναι ότι στη µανδηλαριά Σαντορίνης, το πολυφαινολικό περιεχόµενο παραµένει αρκετά υψηλό ακόµα και στο στάδιο της ωρίµανσης, γεγονός που αποδίδεται αφενός στον µεγάλο αριθµό γιγάρτων ανά ράγα και αφετέρου στο σχετικά χαµηλό ποσοστό σακχάρων στο στάδιο ωρίµανσης. Η µείωση στο πολυφαινολικό περιεχόµενο των σταφυλιών κατά την ωρίµανση έχει παρατηρηθεί και από άλλους ερευνητές. Οι Lee και Jaworski59, ενώ αρχικά προσδιόρισαν αυξηµένες συγκεντρώσεις εστέρων των υδροοξικινναµωµικών οξέων σε πέντε αµερικάνικες ποικιλίες σταφυλιών, στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης, στη συνέχεια παρατηρήθηκε σταθερή µείωση µέχρι την ωρίµανση και τη συγκοµιδή. Όσον αφορά τις συγκεντρώσεις των µονοµερών και ολιγοµερών φλαβανολών 
(εκφρασµένες σε mg/L), η τάση είναι ανοδική µέχρι τα αρχικά στάδια της ωρίµανσης οπότε και σταµατά η βιοσύνθεση αυτών των πολυφαινολών ενώ στη συνέχεια παρατηρείται απότοµη πτώση.  Αντίστοιχα ήταν και τα αποτελέσµατα των Romeyer και συνεργατών60, και De Freitas και συνεργατών61, σε γαλλικές ποικιλίες σταφυλιών.   Ενδεικτικά στον Πίνακα 4.7 παρουσιάζεται η εποχική διακύµανση των επιµέρους και των ολικών πολυφαινολών για την ερυθρά ποικιλία µανδηλαριά και την λευκή ποικιλία αηδάνι Σαντορίνης κατά τη διάρκεια του έτους 2004, ενώ στα ∆ιαγράµµατα 4.2�4.4 παρουσιάζεται η διακύµανση των ολικών και των επιµέρους πολυφαινολών για διάφορες ποικιλίες της Σαντορίνης.  
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 Πίνακας 4.7 Εποχική διακύµανση πολυφαινολών στην ερυθρά ποικιλία µανδηλαριά Σαντορίνης ΡΑΓΕΣ 
(mg/Kg) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  

(º
B

rix
) 

(+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης γαλλικό οξύ tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 

10,0 945,45 399,08 200,63 171,53 137,42 301,33 17,18 8,04 ∆Α 4,35 20,96 8,28 2,78 3583,2 

12,0 839,5 238,1 75,57 99,5 86,75 227,6 11,79 21,6 0,34 2,9 18,97 9,41 8,79 3043,7 

15,0 216,97 66,36 57,83 68,07 6,28 10,75 7,64 6,13 0,08 4,19 20,75 9,33 4,19 1174,4 

16,0 183,73 82,88 81,50 105,95 0,00 7,96 7,16 5,56 0,24 ∆Α**  15,84 7,79 3,45 1004,5 

Μανδηλαριά Σαντορίνη 
2004 

19,0 138,39 75,75 24,24 88,90 13,75 13,38 7,49 2,04 0,47 ∆Α 13,30 5,75 2,88 751,2 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 

14,0 490,90 187,36 48,53 46,41 63,61 108,83 4,13 3,29 0,03 ∆Α 6,66 4,50 2,23 1307,6 

15,0 409,81 174,92 30,31 40,92 47,24 80,57 5,15 2,02 0,06 ∆Α 6,83 6,36 5,02 1114,6 

Αηδάνι Σαντορίνη 
2004 

17,0 95,83 39,41 20,48 50,98 6,44 12,80 6,82 0,26 ∆Α ∆Α 6,75 17,83 14,93 506,6 
*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 

 

 

 

Γράφηµα 4.2  Μεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου ραγών  σε διάφορα στάδια ωρίµανσης 200,0
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4.6.2.4 Ετήσια διακύµανση Η ετήσια διακύµανση του πολυφαινολικού περιεχοµένου οµοειδών δειγµάτων  
(ίδια ποικιλία, ποσοστό σακχάρων και τόπος) µελετήθηκε για διαφορετικές ερυθρές και λευκές ποικιλίες µεταξύ των ετών 2004�2005. Ενδεικτικά στον Πίνακα 4.7 παρουσιάζεται το πολυφαινολικό περιεχόµενο δύο ερυθρών και δύο λευκών ποικιλιών της Σαντορίνης στο στάδιο της ωρίµανσης. Από τις τιµές του πίνακα δεν προκύπτει κάποια συγκεκριµένη τάση διακύµανσης. Το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο παραµένει σταθερό και στις δύο χρονιές. Στα Γραφήµατα 4.5�4.6 φαίνεται η µεταβολή των επιµέρους πολυφαινολών για τις ποικιλίες µαυροτράγανο και αηδάνι.  Οι αιτίες που θα µπορούσαν να διαφοροποιήσουν το πολυφαινολικό προφίλ των ραγών είναι µεταβολή των κλιµατολογικών συνθηκών, προσβολή των φυτών από ασθένειες κ.τ.λ.   Πίνακας 4.7 Ετήσια διακύµανση πολυφαινολών σε ερυθρές και λευκές ποικιλίες Σαντορίνης ΡΑΓΕΣ (mg/Kg) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 
19,0 7,49 138,4 75,7 24,2 88,9 13,7 13,4 2,0 0,5 ∆Α**  13,3 5,75 ∆Α 951,2 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005 
19,0 4,26 151,9 35,9 46,1 52,4 10,9 4,9 0,5 ∆Α 1,8 22,4 16,41 6,1 1086,0 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004  
20,0 4,51 67,4 63,2 11,3 29,1 14,5 9,4 0,5 0,7 2,4 11,8 14,96 7,4 917,4 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005 
22,5 3,13 68,0 67,0 22,5 28,5 10,1 2,7 2,2 0,6 4,5 18,1 29,72 9,9 900,8 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Αηδάνι Σαντορίνη 2004 
21,0 6,8 95,8 39,4 20,5 51,0 6,4 12,8 0,3 ∆Α ∆Α 13,7 36,3 30,4 706,6 Αηδάνι Σαντορίνη 2005 
21,0 2,4 65,8 48,0 38,0 51,2 35,2 30,8 16,3 ∆Α 1,1 33,7 42,5 23,1 933,4 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 
21,0 5,0 172,3 49,5 28,9 35,5 7,8 12,1 2,3 0,1 0,4 19,5 10,0 6,7 941,5 Ασύρτικο Σαντορίνη 2005 
19,0 5,4 186,4 64,3 43,1 35,1 10,1 13,6 19,9 0,2 0,3 23,7 7,1 2,7 1047,3 

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
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Γράφηµα 4.5  Ετήσια µεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου ραγών  της ποικιλίας µαυροτράγανο 
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Γράφηµα 4.6  Ετήσια µεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου ραγών  της ποικιλίας αηδάνι 
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4.6.3 ΓΓΑΡΤΑ-ΦΛΟΙΟΙ Στους Πίνακες 9Β�12Β  του Παραρτήµατος Β, περιέχεται η συγκέντρωση των κυριότερων πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν µε HPLC για τα δείγµατα γιγάρτων και φλοιών που αναλύθηκαν την οινοποιητική περιόδου 2003-2005 καθώς και το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο, όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Folin-

Ciocalteu. Τα δείγµατα είναι οµαδοποιηµένα σε ερυθρές και λευκές ποικιλίες. Η συγκέντρωση των επιµέρους πολυφαινολών εκφράζεται σε mg/100g γιγάρτων ή φλοιών σε mg/g εκχυλίσµατος, ενώ αντίστοιχα το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο εκφράζεται σε mg γαλλικού οξέος ανά 100g γιγάρτων ή φλοιών και mg γαλλικού οξέος ανά g εκχυλίσµατος.  
 

4.6.3.1 Αποτελέσµατα 

4.6.3.2 Κυριότερες πολυφαινόλες γιγάρτων Οι κυριότερες επιµέρους πολυφαινόλες που προσδιορίστηκαν στα δείγµατα γιγάρτων που αποµονώθηκαν από τα δείγµατα ραγών των ετών 2004-2005 ήταν µονοµερείς και διµερείς φλαβανόλες. Η µεγαλύτερη σε αφθονία πολυφαινόλη, ήταν η  

(+)�κατεχίνη ακολουθούµενη από την (�)�επικατεχίνη. Σε αρκετά µεγάλες ποσότητες προσδιορίστηκαν και οι προκυανιδίνες Β1,Β2, Β3 και ο γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης. Οι φλαβονόλες κερκετίνη και καµφερόλη και οι γλυκοζίτες 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης (ισοκερκιτρίνη) και 
3-ραµνοσίδης της κερκετίνης (κερκιτρίνη) υπήρχαν σε πολύ µικρές ποσότητες και δεν ήταν δυνατό να ποσοτικοποιηθούν. Από τα φαινολικά οξέα ανιχνεύθηκε µόνο το γαλλικό οξύ.  Οι µέσοι όροι των συγκεντρώσεων των ολικών και των επιµέρους πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν για τα γίγαρτα σταφυλιών στο στάδιο της ωρίµανσης φαίνονται στον Πίνακα 4.8 Από τις τιµές των συγκεντρώσεων φαίνεται ότι το πολυφαινολικό περιεχόµενο των γιγάρτων είναι ιδιαίτερα υψηλό. Όπως και στις ράγες δεν προκύπτει κάποιος διαχωρισµός στη σύσταση µεταξύ ερυθρών και λευκών ποικιλιών, αλλά µεταξύ  διαφορετικών ποικιλιών. Το µεγαλύτερο 
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πολυφαινολικό δυναµικό εµφανίζει η ποικιλία µανδηλαριά Σαντορίνης και η ποικιλία ασύρτικο Σαντορίνης.  
 Πίνακας 4.8 Μέσοι όροι πολυφαινολικού περιεχοµένου γιγάρτων ερυθρών και λευκών ποικιλιών 
Αντίστοιχες µελέτες ως προς την πολυφαινολική σύσταση γιγάρτων ελληνικών ποικιλιών σταφυλιών είναι πολύ λίγες. Οι Guendez και συνεργάτες62,63 προσδιόρισαν ανάλογες συγκεντρώσεις πολυφαινολών σε εκχυλίσµατα γιγάρτων, ελληνικών ποικιλιών, τα οποία προέκυψαν µε απευθείας εκχύλιση µε οξικό αιθυλεστέρα. Τα γίγαρτα της ποικιλίας µανδηλαριάς βρέθηκαν να έχουν το υψηλότερο πολυφαινολικό περιεχόµενο σε αντίθεση µε τις ποικιλίες ληµνιό και ξινόµαυρό που ήταν εξαιρετικά φτωχές.  Τα ευρήµατα αυτά βρίσκονται σε συµφωνία µε τις δικές µας παρατηρήσεις. Άλλοι ερευνητές έχουν αναφέρει χαµηλότερες συγκεντρώσεις για τις αντίστοιχες ουσίες σε γίγαρτα ξένων ποικιλιών64, ενώ οι 

Pastrana-Bonilla και συνεργάτες53, προσδιόρισαν σηµαντικά αυξηµένες συγκεντρώσεις σε γίγαρτα του είδους Vitis rotundifolia Εκτός από τις παραπάνω πολυφαινόλες στα γίγαρτα έχουν προσδιοριστεί µια πληθώρα φλαβανολών, κυρίως διµερείς, τριµερείς και τετραµερείς προκυανιδίνες που αποτελούνται από µονάδες (+)�κατεχίνης και (�)�επικατεχίνης καθώς και εστέρες των προκυανιδινών µε γαλλικό οξύ.56, 65�67  

4.6.3.3 Κυριότερες πολυφαινόλες φλοιών Οι κυριότερες επιµέρους πολυφαινόλες που προσδιορίστηκαν στα δείγµατα γιγάρτων που αποµονώθηκαν από τα δείγµατα ραγών των ετών 2004-2005 ανήκαν στην κατηγορία των φλαβονολών και των στιλβενίων. Σε µεγαλύτερες ποσότητες ανιχνεύθηκαν οι γλυκοζίτες 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3-β-D-γλυκοζίδης της κερκετίνης (ισοκερκιτρίνη) και 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης (κερκιτρίνη). Από τα 

ΓΙΓΑΡΤΑ 
(mg/100g γιγάρτων) γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης *ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 
17,79 285,84 204,03 59,01 112,34 28,68 19,97 2085,16 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 
17,33 271,37 129,76 63,92 98,93 31,56 28,55 1905,54 

*mg γαλλικού οξέος / 100g γιγάρτων 
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στιλβένια βρέθηκαν οι ουσίες trans-ρεσβερατρόλη και ε-βινιφερίνη. Από τα φαινολικά οξέα σε ελεύθερη µορφή προσδιορίστηκε µόνο το γαλλικό οξύ σε σηµαντικές ποσότητες ενώ σε ίχνη ανιχνεύθηκαν και τα οξέα καφεϊκό και συριγγικό οξύ και δεν ήταν δυνατό να ποσοτικοποιηθούν. Από τους εστέρες των φαινολικών οξέων, ανιχνεύθηκε τo trans-καφταρικό οξύ.  Επίσης σε µικρές ποσότητες βρέθηκαν οι φλαβανόλες (+)κατεχίνη και (�)�επικατεχίνη και οι προκυανιδίνες Β1 και Β2. Στους πίνακες του παραρτήµατος δεν αναφέρονται οι συγκεντρώσεις των προκυανιδινών που ανιχνεύθηκαν, καθώς στις περισσότερες περιπτώσεις ήταν µη ποσοτικοποιήσιµες. Οι Fernandez de Simon και συνεργάτες53, προσδιόρισαν µόνο (+)�κατεχίνη στους φλοιούς σταφυλιών, όµως άλλοι ερευνητές αναφέρουν ότι στους φλοιούς υπάρχουν µονοµερείς φλαβονόλες και προκυανιδίνες σε σηµαντικές ποσότητες. Εξαίρεση αποτελει η (�)�επικατεχίνη η οποία ανιχνεύεται σε πολύ µικρή συγκέντρωση στους φλοιούς συγκριτικά µε την (+)�κατεχίνη, σε αντίθεση µε τα γίγαρτα που οι συγκεντρώσεις τους είναι της ίδιας τάξης µεγέθους.64,68 Σε γενικές γραµµές ο προσδιορισµός των διαλυτών φλαβανολών στους φλοιούς παρουσιάζει προβλήµατα καθώς βρίσκονται σε χαµηλότερες ποσότητες συγκριτικά µε άλλες πολυφαινολικές ουσίες όπως οι φλαβονόλες, οι ανθοκυανίνες και τα παράγωγα των υδροξυκιναµµωµικών οξέων. Για το λόγο αυτό συνήθως εφαρµόζονται διάφορες πολύπλοκες τεχνικές διαχωρισµού τους από τους φλοιούς. Επίσης οι φλαβανόλες στους φλοιούς συνήθως έχουν µεγάλο βαθµό πολυµερισµού και απελευθερώνονται µε θειόλυση.68�69  

 

4.6.3.4 Σύγκριση περιεχοµένου ραγών-φλοιών και γιγάρτων Στον Πίνακα 4.9 φαίνεται η πολυφαινολική σύσταση όπως προσδιορίστηκε µε 
HPLC για τις ράγες δύο λευκών και δύο ερυθρών ποικιλιών και οι τιµές που προέκυψαν κατά την πρόσθεση των συγκεντρώσεων των πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν ξεχωριστά για τα γίγαρτα και τους φλοιούς των ίδιων δειγµάτων. Οι συγκεντρώσεις έχουν εκφραστεί σε mg/Kg φρέσκων ραγών Όπως γίνεται φανερό η πολυφαινολική σύσταση των ραγών, στην ουσία αποτελεί συνδυασµό της σύστασης των γιγάρτων και του φλοιού, καθώς στις ράγες ανιχνεύονται οι ίδιες ουσίες ποιοτικά και ποσοτικά που βρίσκονται στα γίγαρτα και 
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τους φλοιούς και εποµένως η σάρκα έχει πολύ µικρή συµµετοχή στο ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο των ραγών. Η καλύτερη συσχέτιση βρέθηκε για τις µονοµερείς φλαβανόλες εκτός από τον γαλλικό εστέρα της επικατεχίνης, ο οποίος βρέθηκε σε χαµηλότερη συγκέντρωση στα γίγαρτα σε σχέση µε τις αντίστοιχες ράγες. Το γεγονός αυτό µάλλον οφείλεται σε χαµηλή ανάκτηση της συγκεκριµένης ουσίας κατά τη διαδικασία εκχύλισης των γιγάρτων καθώς δεν υπάρχουν αναφορές ανίχνευσης της στο χυµό των σταφυλιών. Επίσης το trans-καφταρικό οξύ βρέθηκε σε µεγαλύτερες ποσότητες στις ράγες σε σχέση µε το φλοιό, γεγονός που µπορεί να αποδοθεί σε αυξηµένη συγκέντρωση τους στο χυµό.  Ένα σηµαντικό εύρηµα που προκύπτει είναι ότι το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο των γιγάρτων είναι σχεδόν ταυτόσιµο µε των ραγών, ενώ η συµµετοχή των φλοιών είναι πολύ µικρή. 

 Πίνακας 4.9 Σύγκριση του πολυφαινολικού περιεχοµένου που προσδιορίζεται µε εκχύλιση των ραγών σε σχέση µε αυτό που προσδιορίζεται κατά την εκχύλιση των γιγάρτων και του φλοιού των αντίστοιχων δειγµάτων  
 

(mg/Kg) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-
ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Μανδηλαριά Σαντορίνη 

2004 
19,0 7,5 138,4 75,8 24,2 88,9 13,7 13,4 2,0 0,5 ∆Α**  13,3 5,8 ∆Α 751,2 Μανδηλαριά Σαντορίνη 

2004 γίγαρτα 
19,0 13,6 156,2 60,4 33,8 61,7 11,1 4,0 ∆Α**  ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 659,9 Μανδηλαριά Σαντορίνη 

2004 φλοιός 19,0 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,1 0,8 7,8 5,9 2,9 123,2 Μανδηλαριά Ηράκλειο 

2004 
17,0 10,0 170,8 119,3 25,4 60,7 ∆Α 7,5 2,0 0,8 4,5 4,6 2,5 3,6 1362,8 Μανδηλαριά Ηράκλειο 

2004 γίγαρτα 
17,0 6,8 158,4 103,7 38,1 46,7 6,3 0,4 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 1396,8 Μανδηλαριά Ηράκλειο 

2004 φλοιός 17,0 0,1 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,2 1,5 6,7 5,1 3,5 1,7 119,5 
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(mg/Kg) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  

(º
B

rix
) γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη 
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Αηδάνι Σαντορίνη 2004 17,0 6,8 95,8 39,4 20,5 51,0 6,4 12,8 0,3 ∆Α ∆Α 6,7 17,8 14,9 506,6 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 γίγαρτα 
17,0 3,7 86,2 35,7 17,7 51,1 12,9 3,0 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 412,4 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 φλοιός 17,0 0,1 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,1 0,0 0,2 4,0 8,0 8,4 28,9 Ασύρτικο Σαντορίνη 

2004 
11,0 3,3 488,7 101,0 79,0 34,3 45,2 130,2 13,9 ∆Α 0,5 11,2 3,6 15,2 1587,7 Ασύρτικο Σαντορίνη 

2004 γίγαρτα 
11,0 2,6 597,5 123,5 79,3 26,9 45,4 118,0 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 1312,1 Ασύρτικο Σαντορίνη 

2004 φλοιός 11,0 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,7 0,1 0,2 5,8 1,2 0,2 13,8 

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 

 

4.6.3.5 Εποχιακή ∆ιακύµανση γιγάρτων Στα περισσότερα δείγµατα που αναλύθηκαν, το πολυφαινολικό περιεχόµενο των γιγάρτων παρουσίαζε συνολικά πτωτική τάση, σε συνάρτηση µε την ωρίµανση των σταφυλιών, δηλαδή αύξανε το περιεχόµενο σε σάκχαρα. Η αλλαγή αυτή παρατηρήθηκε τόσο στις ολικές πολυφαινόλες, όσο και στη συγκέντρωση των επιµέρους πολυφαινολών που αναλύθηκαν και ήταν ιδιαίτερα έντονο όταν τα δείγµατα έφταναν στο στάδιο της ωρίµανση . Οι παρατηρήσεις αυτές συµφωνούν µε προηγούµενα  ευρήµατα άλλων ερευνητών. Για παράδειγµα οι De Freitas & Glorie, 64 αναφέρουν ότι κατά την ωρίµανση των σταφυλιών -και κατ’ επέκταση των γιγάρτων- µειώνεται το περιεχόµενο τόσο σε µονοµερείς φλαβανόλες όσο και σε προκυανιδίνες, µε εξαίρεση την προκυανιδίνη Β2, η οποία παρουσιάζει αύξηση. Στην παρούσα µελέτη όµως, δεν παρατηρήθηκε κάτι αντίστοιχο. Οι Kennedy και συνεργάτες,70 οι οποίοι µελέτησαν το περιεχόµενο σε µονοµερείς φλαβονόλες και προκυανιδίνες γιγάρτων της ποικιλίας Cabernet Sauvignon  κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης και κατά την εφαρµογή διαφορετικών καλλιεργητικών τεχνικών, παρατήρησαν µείωση των πολυφαινολών κατά την ωρίµανση, η οποία ήταν περισσότερο έντονη, στα δείγµατα τα οποία είχαν αρδευτεί. Σε επόµενη έρευνα οι Kennedy και συνεργάτες71, 
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οι οποίοι µελέτησαν τη διακύµανση της συγκέντρωσης των πολυφαινολών σε γίγαρτα της ποικιλίας  Shiraz �για όλα τα στάδια της ανάπτυξης� ανέφεραν ότι τα γίγαρτα αποκτούν το µέγιστο περιεχόµενο σε προκυανιδίνες τρεις εβδοµάδες πριν από την πλήρη ωρίµανση. Στη συνέχεια το πολυφαινολικό περιεχόµενο µειώνεται απότοµα. Αντίθετα οι µονοµερείς φλαβανόλες συνεχίζουν να αυξάνουν ή παραµένουν σχεδόν σταθερές µέχρι την ωρίµανση και στη συνέχεια µειώνονται εκθετικά. Ως πιθανή εξήγηση της απότοµης µείωσης του πολυφαινολικού περιεχοµένου των γιγάρτων όταν φτάσουν στην πλήρη ωρίµανση, προτάθηκε η θεωρία ότι οι φλαβονόλες οξειδώνονται σύµφωνα µε τους παρακάτω δύο τρόπους:  α)την ελεγχόµενη ή “προγραµµατισµένη” οξείδωση   β) την “µη προγραµµατισµένη” οξείδωση.  Στην πρώτη περίπτωση παύει η βιοσύνθεση των φλαβανολών και δίνεται το σήµα για την παραγωγή φαινοξυλικών ριζών. Για τη µέτρηση του φαινοµένου χρησιµοποιήθηκε φασµατοσκοπία EPR (Electron Paramagnetic Resonance 

Spectroscopy). To στάδιο αυτό συµπίπτει µε την σκλήρυνση και την αλλαγή χρώµατος στο εξωτερικό κάλυµµα των γιγάρτων.  Στη δεύτερη περίπτωση, τα επίπεδα και η σύσταση των πολυφαινολών παραµένουν σε σταθερά επίπεδα αν και εξακολουθούν να υπάρχουν οι φαινοξυλικές ρίζες. Αντίθετα οι µονοµερείς φλαβανόλες εµφανίζονται πλέον ανθεκτικές απέναντι στην οξείδωση,  γεγονός που πιθανόν αποδίδεται στις π-π αλληλεπιδράσεις µεταξύ γειτονικών Β-δακτυλίων.72 Παράλληλα οι Guo και συνεργάτες,73 ανίχνευσαν σταθερές ρίζες φαινοξυλίου-προκυανιδίνών σε γίγαρτα.  Το φαινόµενο αυτό σε συνδυασµό µε την αύξηση του συνολικού βάρους ευθύνεται για την απότοµη µείωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου στις ράγες κατά το στάδιο της ωρίµανσης, η οποία αναφέρθηκε στην παράγραφο 4.6.1.1.3. Στον πίνακα 4.10, παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις των πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν κατά την ανάλυση γιγάρτων από ερυθρές ποικιλίες της Σαντορίνη σε διάφορα στάδια της ανάπτυξης των ραγών. Ο βαθµός ωρίµανσης καθορίζεται από τους βαθµούς �Brix. Επίσης στα Γραφήµατα 4.7-4.10 φαίνεται η εποχική διακύµανση των επιµέρους πολυφαινολών και των ολικών πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν σε γίγαρτα διαφόρων ποικιλιών της Σαντορίνης.  
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Πίνακας 4.10 Εποχιακή διακύµανση πολυφαινολών από γίγαρτα ερυθρών και λευκών ποικιλιών  ΓΙΓΑΡΤΑ (mg/100g γιγάρτων) 
%

 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης *ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 

12,0 18,08 1470,89 440,18 86,3 109,8 36,2 7,8 3586,5 

15,0 19,3 914,4 269,6 107,7 145,1 41,1 5,9 2210,1 

16,0 161,7 661,2 203,3 129,2 275,3 20,4 7,2 2612,5 
Μανδηλαρι Σαντορίνη 2004 

19,0 48,6 411,1 158,9 89,0 128,6 29,2 5,5 1736,6 

14,0 33,4 214,5 221,1 73,5 160,6 72,6 18,8 1732,2 

16,5 35,9 279,9 183,5 100,3 143,0 62,6 16,5 1684,4 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 

20,0 1,5 219,3 168,3 35,2 126,0 31,2 8,8 1808,8 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 

11,0 7,22 1067,04 220,5 172,41 74,79 98,59 284,2 3313,5 

16,0 29,75 1505,21 450,3 146,32 69,57 73,16 118,1 5199,5 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 

20,0 8,89 403,35 116,0 83,12 58,82 22,52 6,06 2711,7 

14,0 19,4 513,5 126,3 32,6 82,0 99,5 49,2 1281,2 

15,0 10,9 555,0 168,3 55,6 73,7 146,8 38,5 1127,8 Αηδανι Σαντορίνη2004 

17,0 9,35 143,63 89,21 44,37 127,86 32,21 7,39 824,8 

*mg γαλλικού οξέος / 100g γιγάρτων 
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Γράφηµα 4.7  Μεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου γιγάρτων µανδηλαριάς στα διάφορα στάδια ωρίµανσης των σταφυλιών 
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Γράφηµα 4.8  Μεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου γιγάρτων αηδάνι στα διάφορα στάδια ωρίµανσης των σταφυλιών 0,0
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Γράφηµα 4.8  Μεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου γιγάρτων αηδάνι στα διάφορα στάδια ωρίµανσης των σταφυλιών 
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4.6.3.6 Ετήσια διακύµανση γιγάρτων Στον Πίνακα 4.11 παρουσιάζεται η ετήσια διακύµανση των πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν για γίγαρτα ερυθρών ποικιλιών της Σαντορίνης µεταξύ των ετών 
2004�2005 κατά το στάδιο της ωρίµανσης. Όπως είναι εµφανές η συγκέντρωση των ολικών πολυφαινολών για κάθε ποικιλία παραµένει σχεδόν σταθερή, ενώ µεταξύ των επιµέρους πολυφαινολών υπάρχουν κάποιες διακυµάνσεις, χωρίς όµως να διαµορφώνεται κάποια συγκεκριµένη τάση. 

 Πίνακας 4.11 Ετήσια διακύµανση πολυφαινολών γιγάρτων ΓΙΓΑΡΤΑ (mg/100g γιγάρτων) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης *ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Μανδηλαρι Σαντορίνη 2004 19,0 48,6 411,1 158,9 89,0 128,6 29,2 5,5 1936,6 Μανδηλάρι Σαντορίνη 2005 19,0 15,4 481,3 173,7 84,4 144,1 7,9 7,0 2199,0 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 20,0 1,5 219,3 168,3 35,2 126,0 31,2 8,8 1808,8 

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005 24,0 0,1 181,1 192,0 45,9 112,0 16,6 16,2 1826,3 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 20,0 21,3 150,1 107,6 30,9 87,4 22,1 40,2 1898,2 Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005 26,5 0,2 151,5 309,2 39,4 121,6 46,0 27,9 2279,5 

*mg γαλλικού οξέος / 100g γιγάρτων          

Γράφηµα 4.10  Μεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου γιγάρτων σε διάφορα στάδια ωρίµανσης 500,0
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4.6.3.7 Εποχική ∆ιακύµανση φλοιών Σε αντίθεση µε τις ράγες και τα γίγαρτα, η συγκέντρωση των πολυφαινολών που ανιχνεύονται στους φλοιούς εµφανίζει µάλλον ανοδική τάση, τόσο στις συνολικές όσο και στις επιµέρους πολυφαινόλες. Οι κυριότερες πολυφαινόλες που εντοπίστηκαν στους φλοιούς ήταν γλυκοζίτες της κερκετίνης και στιλβένια. Τα στιλβένια δεν εµφανίζουν κάποια συγκεκριµένη τάση, καθώς η βιοσύνθεση τους ευνοείται σε συνθήκες στρες για το φυτό. Η ε-βινιφερίνη εντοπίζεται σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις από την trans-ρεσβερατρόλη. Η trans-ρεσβερατρόλη εντοπίζεται σε µεγάλες συγκεντρώσεις σε δείγµατα τα οποία έχουν προσβληθεί από ασθένειες- κυρίως βοτρύτη- και η µέγιστη συγκέντρωση στην οποία ανιχνεύθηκε είναι  
6,18 mg/100g φλοιού.  Οι γλυκοζίτες της κερκετίνης αυξάνουν όσον αυξάνει η συγκέντρωση των σακχάρων στις ράγες, φτάνοντας στη µέγιστη συγκέντρωση στο στάδιο της ωρίµανσης. Άλλωστε σύµφωνα µε τους Coombe και McCarthy74, η φάση της πλήρους  ωρίµανσης, χαρακτηρίζεται εκτός από το µέγιστο περιεχόµενο των ραγών σε νερό και σάκχαρα και από συσσώρευση µη-ανθοκυανινών- γλυκοσιδών.  Η αύξηση των ολικών πολυφαινολών είναι πιο έντονη στις ερυθρές ποικιλίες και αυτό οφείλεται κυρίως στην σύνθεση των ανθοκυανινών, των χρωστικών που εντοπίζονται στην επιδερµίδα των ερυθρών σταφυλιών.  Στα Γραφήµατα 4.11-4.13 εµφανίζεται η εποχική µεταβολή των ολικών και των επιµέρους πολυφαινολών του φλοιού για ερυθρές και λευκές ποικιλίες σταφυλιών.   
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Πίνακας 4.12 Εποχιακή διακύµανση πολυφαινολικής σύστασης φλοιών ερυθρών και λευκών ποικιλιών ΦΛΟΙΟΙ (mg/100g φλοιού) 

%
 Ποσοστό σακχάρων  

(º
B

rix
) 

3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη tr
an

s-

καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη Ολικές πολυφαινόλες* ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 

12,0 31,45 11,06 5,45 ∆Α**  0,51 0,85 2,38 0,95 ∆Α 0,22 ∆Α 3,58 ∆Α 191,7 

15,0 38,72 22,72 3,19 ∆Α ∆Α 0,40 7,82 0,77 ∆Α 0,11 ∆Α ∆Α ∆Α 208,7 

16,0 49,94 21,28 16,24 ∆Α 1,10 0,93 6,53 1,20 2,50 0,17 ∆Α 0,35 ∆Α 352,0 

Μανδηλαρι Σαντορίνη 2004 

19,0 30,14 22,56 11,31 0,08 0,33 0,44 3,14 0,18 ∆Α 0,19 1,55 ∆Α ∆Α 473,9 

14,0 10,90 7,91 2,61 ∆Α ∆Α 0,04 1,10 0,09 0,49 0,12 0,34 ∆Α ∆Α 102,0 

16,5 26,29 21,91 16,97 2,12 0,15 ∆Α 2,27 0,34 0,32 0,77 1,20 2,18 ∆Α 246,7 
Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 

20,0 23,71 26,64 15,30 ∆Α 0,16 ∆Α 1,77 0,26 0,34 0,69 1,30 2,37 ∆Α 221,4 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟIΚΙΛΙΕΣ 

14,0 16,48 6,12 4,33 0,17 0,19 0,07 0,61 2,04 0,13 0,62 ∆Α 8,14 1,71 53,2 

15,0 9,57 3,87 3,91 0,69 0,45 ∆Α 0,28 0,45 ∆Α 2,23 ∆Α 3,31 1,73 99,3 
Αηδανι Σαντορίνη 

2004 
17,0 6,53 12,84 13,47 ∆Α 0,38 ∆Α 0,51 0,16 ∆Α 0,02 ∆Α ∆Α ∆Α 90,4 

11,0 50,07 10,72 1,95 0,17 ∆Α 1,18 1,71 5,86 ∆Α 0,18 ∆Α ∆Α ∆Α 119,3 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 16,0 56,66 16,70 2,73 ∆Α ∆Α 0,04 2,20 3,87 ∆Α 0,09 ∆Α ∆Α ∆Α 167,7 

*mg γαλλικού οξέος / 100g φλοιού 
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 

 

 

 

Γράφηµα 4.13  Μεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου φλοιών σε διάφορα στάδια ωρίµανσης 0,0
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Γράφηµα 4.11  Μεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου φλοιών µανδηλαριάς στα διάφορα στάδια ωρίµανσης  

Γράφηµα 4.12  Μεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου φλοιών αηδάνι στα διάφορα στάδια ωρίµανσης  

0,0

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

m
g/

10
0g

 γιγάρτων
3-

D
-γαλακτοσίδης κερκετίνης

3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη
tr

an
s-

καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη

Φλοιοί Μανδηλαριά Σαντορίνης
12 Brix

15 Brix

16 Brix

19 Brix

0,0

5,0

10,0

15,0

20,0

m
g/

10
0g

 γιγάρτων

3
-D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης

3
-β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης

tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη

tr
a

ns
-καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+

)κατεχίνη
(-

)επικατεχίνη
Φλοιοί Αηδάνι Σαντορίνης

14 Brix

15 Brix

17 Brix



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4   ΣΤΑΦΥΛΙΑ 

 263 

4.6.4 Φαινολικά οξέα από υδρόλυση εστέρων Στους Πίνακες 13Β�15Β του παραρτήµατος Β παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις των φαινολικών οξέων που απελευθερώθηκαν κατά την υδρόλυση των εστέρων τους στα δείγµατα ραγών, φλοιών, γιγάρτων και στεµφύλων που µελετήθηκαν. Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν ως mg/kg ραγών και στεµφύλων και 
mg/100g γιγάρτων ή φλοιών.  Από τα υδροξυβενζοϊκά οξέα ανιχνέυθηκαν: γαλλικό, πρωτοκατεχικό, βανιλλικό και συριγγικό οξύ.  Από τα υδροξυκιναµµωµικά οξέα ευρέθησαν: καφεϊκό, π-κουµαρικό και φερουλικό οξύ.  Τέλος στα χρωµατογραφήµατα πολλών δειγµάτων εµφανίστηκε µια κορυφή µε µέγιστο απορρόφησης στα 290 nm, η οποία δεν έγινε δυνατό να ταυτοποιηθεί. 
(Εικόνα 4.6). Για την ποσοτικοποίηση αυτής της κορυφής χρησιµοποιήθηκε η καµπύλη αναφοράς του γαλλικού οξέος.  Όσον αφορά τα αποτελέσµατα των προσδιορισµών, είναι αξιοσηµείωτο ότι σε ελεύθερη µορφή ανιχνεύθηκε στις ράγες  µόνο το γαλλικό οξύ, ενώ µετά τη διαδικασία της υδρόλυσης απελευθερώθηκαν σηµαντικές ποσότητες φαινολικών οξέων. Εποµένως εξάγεται το συµπέρασµα ότι τα φαινολικά οξέα, στους φυτικούς ιστούς, βρίσκεται µε τη µορφή εστέρων.  Το γαλλικό και το π-κουµαρικό οξύ ανιχνεύθηκαν σχεδόν σε όλα τα δείγµατα σε αρκετά µεγάλες συγκεντρώσεις. Το συριγγικό οξύ, βρέθηκε σε µεγάλες ποσότητες στις ερυθρές ποικιλίες ως συστατικό του φλοιού, αντίθετα το πρωτοκατεχικό βρέθηκε σε µεγαλύτερες ποσότητες στους φλοιούς των λευκών σταφυλιών.  

 

Εικόνα 4.6 Φάσµα απορρόφησης στο UV της άγνωστης κορυφής που εµφανίζεται στα χρωµατογραφήµατα των υδρολυµένων φαινολικών οξέων. 
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5. ΥΠΟΠΡΟΪΌΝΤΑ  ΟΙΝΟΠΟΙΗΣΗΣ 

 

5.1.1 Εισαγωγή Η καλλιέργεια των σταφυλιών είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένη παγκοσµίως, κυρίως στις χώρες της εύκρατης ζώνης αποτελώντας έναν ιδιαίτερα δυναµικό κλάδο της οικονοµίας. Το 2004 η παγκόσµια παραγωγή σταφυλιών, έφτασε τα 61 εκατοµµύρια τόνους και ήταν δεύτερη σε µέγεθος παραγωγή υπολειπόµενη κατά ένα µικρό ποσοστό της παραγωγής των πορτοκαλιών1. Είναι αξιοσηµείωτο ότι το 80% περίπου της παραγωγής αυτής χρησιµοποιείται στην οινοποίηση, µε αποτέλεσµα να παράγονται ετησίως από τα οινοποιεία τεράστιες ποσότητες οργανικών υποπροϊόντων – λυµάτων µε υψηλή περιεκτικότητα σε πολυφαινόλες, τανίνες και άλλες οργανικές ενώσεις. Τα σύνολο των υποπροϊόντων ανά έτος αντιστοιχεί περίπου σε 10 εκατοµµύρια τόνους που ισοδυναµεί µε το 17% του βάρους των σταφυλιών που οινοποιούνται. Το ποσοστό αυτό συνεχώς µεγεθύνεται, ως αποτέλεσµα της ολοένα αυξανόµενης ζήτησης για την παραγωγή οίνων ανώτερης ποιότητας. Αντίστοιχα, στην Ελλάδα οινοποιούνται –από 400 οινοποιεία– 520.000 τόνοι σταφυλιών ανά έτος παράγοντας 
Εικόνα 5.1 Στέµφυλα που έχουν απορριφθεί µετά την οινοποίηση 

Εικόνα 5.2 Οινολάσπες που παράγονται  κατά τη διαδικασία της οινοποίησης2.  
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περίπου 120.000 τόνους υποπροϊόντων Παγκοσµίως, τα περισσότερα οινοποιεία είναι µικρής κλίµακας επιχειρήσεις που είναι διάσπαρτες σε επαρχίες και δεν έχουν τα µέσα και τις δυνατότητες να διαχειριστούν κατάλληλα τα οργανικά τους απόβλητα. Έτσι είναι συνήθης πρακτική να τα εναποθέτουν σε αγρούς µε στόχο τη µετατροπή τους σε λίπασµα µε αερόβια διάσπαση (βιοαπoικοδόµηση). Τα στερεά απόβλητα κατά τη διαδικασία αυτή παραµένουν εκτεθειµένα, αποτελώντας σηµαντική εστία µόλυνσης, κυρίως λόγω του όγκου και των πολλών φυσικών προϊόντων που εµπεριέχουν. Άλλωστε θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι παράγονται µαζικά µέσα σε ελάχιστο χρονικό διάστηµα (όσο  διαρκεί ο τρυγητός και η οινοποίηση).  Το µεγαλύτερο µέρος τους αντιστοιχεί στα στέµφυλα (περισσότερο από το 50% του συνολικού βάρους), ακολουθούµενο από τους βόστρυχους και τις οινολάσπες3. Ένας επιπλέον παράγοντας που θα πρέπει να ληφθεί υπόψη είναι το γεγονός ότι το πολυφαινολικό τους περιεχόµενο διαθέτει σηµαντική αντιµικροβιακή δραστικότητα, µε αποτέλεσµα να αναστέλλεται η δράση των βακτηρίων που συµµετέχουν στη βιοαποικοδόµηση. Έτσι, η µάζα αυτή παραµένει στο περιβάλλον δηµιουργώντας σηµαντική όχληση και συµβάλλοντας στην εµφάνιση φυτοτοξινών φαινοµένων που επηρεάζουν την ανάπτυξη των φυτών, την υποβάθµιση της ποιότητας του πόσιµου ύδατος, τον θάνατο των ευπαθών θαλάσσιων ζωικών οργανισµών κλπ   Ο χαρακτηρισµός των οργανικών αυτών αποβλήτων ως υποπροϊόντων της οινοποίησης υποδηλώνει ότι υπάρχει σηµαντική δυνατότητα αξιοποίησής τους για την παραγωγή δευτερευόντων προϊόντων, όπως για παράδειγµα ποικίλων αποσταγµάτων (τσίπουρο, ρακί κλπ), καθαρής αιθανόλης, ζωοτροφών και οργανικού λιπάσµατος. Εκτός όµως από τις παραδοσιακές και περιορισµένου οικονοµικού ενδιαφέροντος αυτές χρήσεις, το ενδιαφέρον για τη διαχείριση των υποπροϊόντων της οινοποίησης έχει τα τελευταία χρόνια ανανεωθεί, αφού αυτά αποτελούν µια πλούσια πηγή για την ανάκτηση από αυτά των βιοδραστικών µορίων (κυρίως πολυφαινολών) υψηλής βιολογικής και οικονοµικής αξίας. Είναι γνωστό ότι τα σταφύλια, περιέχουν µεγάλες ποσότητες πολυφαινολών, οι οποίες κατανέµονται κυρίως στα στερεά µέρη του φυτού (φλοιοί, γίγαρτα, βόστυχοι). Κατά τη διαδικασία της οινοποίησης ένα µικρό ποσοστό των πολυφαινολών εκχυλίζεται στον παραγόµενο οίνο –κυρίως κατά την ερυθρά οινοποίηση– ενώ οι υπόλοιπες καταλήγουν στα υποπροϊόντα της οινοποίησης. Οι παρουσία των πολυφαινολών σε αυτά, σε συνδυασµό µε την τάση αντικατάστασης των συνθετικών χηµικών µε αντίστοιχα φυτικής προέλευσης, έχει 
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ελκύσει το ενδιαφέρον της βιοµηχανίας φαρµάκων, τροφίµων και καλλυντικών για την αξιοποίηση του υλικού αυτού, προς την κατεύθυνση της παραγωγής προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας.   Ένας από τους στόχους της διατριβής είναι η διερεύνηση του πολυφαινολικού περιεχοµένου των υποπροϊόντων της οινοποίησης που παράγονται από ελληνικές ποικιλίες σταφυλιών και ο προσδιορισµός του αντιοξειδωτικού τους δυναµικού.  
 

5.1.2 Ανάλυση Υποπροϊόντων Οινοποίησης Τα δείγµατα των υποπροϊόντων της οινοποίησης που µελετήθηκαν  (βόστρυχοι, γίγαρτα, στέµφυλα και οινολάσπες) συλλέχθηκαν από διάφορα οινοποιεία κατά τις οινοποιητικές περιόδους  2003 και 2004. Τα δείγµατα των βοστρύχων, γιγάρτων και στεµφύλων ξηράθηκαν στον ατµοσφαιρικό αέρα, σε προστατευµένο χώρο απουσία φωτός. Στη συνέχεια, κονιοποιήθηκαν σε µύλο και φυλάχθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου απουσία φωτός µέχρι την ανάλυση τους.  Οι οινολάσπες διατηρήθηκαν υπό κατάψυξη ( – 24 ºC). Πριν την εκχύλιση ζυγίστηκε ποσότητα 50g από έκαστο δείγµα 
(200g για τις οινολάσπες), η οποία εκχυλίστηκε σε λουτρό υπερήχων, σύµφωνα  µε τη διαδικασία που ήδη περιγράφηκε στο κεφάλαιο 4. Μετά το τέλος της εκχύλισης το στερεό υπόλειµµα ζυγίστηκε και επαναδιαλυτοποιήθηκε  σε µεθανόλη, φιλτραρίστηκε µε φίλτρα σύριγγος PVDF 0,45µm ώστε να αναλυθεί στο HPLC. Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν σε mg/g εκχυλίσµατος και σε mg/100g ξηρού δείγµατος  και παρουσιάζονται αναλυτικά στο Παράρτηµα Γ. Στις Εικόνες 5.3�5.5, παρουσιάζονται χαρακτηριστικά χρωµατογραφήµατα  στεµφύλων, βοστρύχων και οινολάσπης. 
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Εικόνα 5.3 Χρωµατογράφηµα στεµφύλων: 1.γαλλικό οξύ, 2. trans-καφταρικό οξύ, 3. προκυανιδίνη Β1, 4. (+)�κατεχίνη, 5. καφεϊκό οξύ, 
6., συριγγικό οξύ, 7. (�)�επικατεχίνη, 8. φλαβανόλη-1, 9. π-κουµαρικό οξύ, 10. γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 11. γλυκοσίδης της κερκετίνης, 12. ραµνοσίδης της κερκετίνης, 13. trans-ρεσβερατρόλη, 14. κερκετίνη, 15. ε-βινιφερίνη, 16. καµφερόλη. 
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Εικόνα 5.4 Χρωµατογράφηµα γλευκολασίας: 1.γαλλικό οξύ, 2. πρωτοκατεχικό οξύ, 3. βανιλλικό οξύ, 4. καφεϊκό οξύ, 5. συριγγικό οξύ, 6. π-κουµαρικό οξύ, 7. φερουλικό οξύ, 8. γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 9. γλυκοσίδης της κερκετίνης, 10. κερκετίνη, 11. καµφερόλη. 
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Εικόνα 5.5 Χρωµατογράφηµα βοστρύχων: 1.γαλλικό οξύ, 2.trans-καφταρικό οξύ, 3. προκυανιδίνη Β1, 4. (+)�κατεχίνη, 5. προκυανιδίνη Β2, 6. (�)�επικατεχίνη, 7. προκυανιδίνη Β3, 8. π-κουµαρικό οξύ, 9. γαλλικός εστέρας της επικατεχίνης 10. γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 11. γλυκοσίδης της κερκετίνης, 12. ραµνοσίδης της κερκετίνης, 13. trans-ρεσβερατρόλη, 14. κερκετίνη, 15.ε-βινιφερίνη, 16. καµφερόλη. 
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5.2 Αποτελέσµατα  Οι βιβλιογραφικές αναφορές σχετικά µε τη φαινολική σύσταση των υποπροϊόντων της οινοποίησης είναι περιορισµένες, σε πλήρη αντίθεση µε τις εργασίες που έχουν εκπονηθεί για τα σταφύλια και τους οίνους. Στις επόµενες παραγράφους παρατίθενται τα ευρήµατα των µελετών που εκπονήθηκαν στο πλαίσιο της διατριβής και αφορούν την παρουσία και συγκέντρωση των πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν στα δείγµατα που αναλύθηκαν. Τα ευρήµατα συγκρίθηκαν µε τα  βιβλιογραφικά στοιχεία.  

5.2.1 Στέµφυλα 

4.2.1.1.1 Κυριότερες πολυφαινόλες των  στεµφύλων  
 Στα στέµφυλα ανιχνεύθηκε ένα πλήθος πολυφαινολών, οι κυριότερες (από άποψη ποσότητας) των οποίων είναι οι:  Φλαβανόλες:  Η παρουσία των µονοµερών (+)–κατεχίνη και (–)–επικατεχίνη ανιχνεύτηκε  σε µεγάλες συγκεντρώσεις στα στέµφυλα, όπως και αυτή των προκυανιδινών Β1, Β2 και Β3. Επίσης προσδιορίστηκε η παρουσία του εστέρα του γαλλικού οξέως µε την  επικατεχίνη, όπως και η ίδια ουσία που ευρέθη σε µεγάλες ποσότητες στους οίνους και χαρακτηρίστηκε ως φλαβανόλη-1 .   

 Φλαβονόλες:  Στα στέµφυλα προσδιορίστηκε η παρουσία –σε σηµαντικές ποσότητες– διαφόρων φλαβονολών. Τα µόρια αυτά υπάρχουν είτε σε άγλυκη µορφή (κερκετίνη, καµφερόλη) ή ως  γλυκοζίτες. Η τελευταία κατηγορία περιλαµβάνει τα παρακάτω µόρια: 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης 
(ισοκερκιτρίνη) και 3-ραµνοσίδης της κερκετίνης (κερκιτρίνη). Σε στέµφυλα έχουν αναγνωριστεί και άλλοι γλυκοζίτες των φλαβονολών όπως το 3-γλουκουρονίδιο της κερκετίνης, ο 3- D-γλυκοσίδης και ο 3-D-γαλακτοσίδης της καµφερόλης. Τέλος, έχουν αναγνωριστεί και οι 3- D-γλυκοσίδες  της διυδροκερκετίνης (αστιλβίνη) και της καµφερόλης (εγγελετίνη)4. 
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Στους προδιορισµούς της διατριβής πιστοποιήθηκε η παρουσία της κερκετίνης σε µεγαλύτερες ποσότητες σε σχέση µε την καµφερόλη. Η διαφορά αυτή ήταν σε αντιστοιχία µε αυτή που συναντώνται στους οίνους. Το γεγονός ότι τα µόρια αυτά σπάνια απαντώνται σε ελεύθερη µορφή στα σταφύλια, υποδηλώνει  ότι κατά την οινοποίηση υδρολύεται µέρος των γλυκοζιτών τους και απελευθερώνονται στο µούστο, περνώντας τελικά στα στέµφυλα.  Φαινολικά οξέα:  Από τα υδροξυβενζοϊκά οξέα πιστοποιήθηκε η παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων γαλλικού και  συριγγικού οξέος, ενώ σε ορισµένα δείγµατα βρέθηκαν σε µικρές ποσότητες πρωτοκατεχικό και βανιλλικό οξύ. Από τα υδροξυκιναµµωµικά οξέα ανιχνεύθηκαν το καφεϊκό, π-κουµαρικό και φερουλικό οξύ, καθώς επίσης και ο εστέρας του καφεϊκού µε το τρυγικό οξύ, trans-καφταρικό. Η ύπαρξη των οξέων αυτών στα στέµφυλα και τους οίνους αποδίδεται –όπως και προηγουµένως– στην υδρόλυση των εστέρων των φαινολικών οξέων που υπάρχουν στα σταφύλια κατά τη διαδικασία της οινοποίησης. Σε στέµφυλα έχει επίσης πιστοποιηθεί η παρουσία των φαινολικών οξέων σιναπικό και π-υδροξυβενζοϊκό οξύ και οι cis και trans µορφές των εστέρων του τρυγικού µε το π-κουµαρικό και φερουλικό οξύ, κουταρικό και φερταρικό οξύ4, 5.  Σε µικρές ποσότητες ανιχνεύθηκε και η παρουσία της αλδεΰδης υδρόξυµέθυλοφουρφουράλη, η οποία όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 3., ανιχνεύεται σε παλαιωµένους επιδόρπιους οίνους.  Σε στέµφυλα έχουν ανιχνευτεί και γλυκοζίτες των φαινολικών οξέων, όπως 4-γλυκοσίδης του γαλλικού οξέος και ο 3-γλυκοσίδης του γαλλικού οξέος. Οι Lu & 

Foo4, ανίχνευσαν για  πρώτη φορά σε στέµφυλα, µε φασµατοσκοπία NMR, την παρουσία γλυκοζιτών του γαλλικού οξέος, τον 2-υδροξυ-5-(2-υδροξυαιθυλο) φαινυλογλυκοσίδη και τα cis και  trans ισοµερή του κουταρικού οξέος. Στιλβένια: Από τα στιλβένια έχει διαπιστωθεί η παρουσία σε ιδιαίτερα αυξηµένες συγκεντρώσεις –σε σχέση µε τις ποσότητες που ανχνεύονται στα σταφύλια– των µορίων trans-ρεσβερατρόλη και ε-βινιφερίνη. Η παρατήρηση αυτή είναι δυνατόν να  συσχετιστεί µε το γεγονός ότι το µεγαλύτερο ποσοστό των στιλβενίων των σταφυλιών είναι υπό τη µορφή γλυκοζιτών. Έτσι κατά τη διαδικασία της οινοποίησης ένα µέρος τους υδρολύεται. Επίσης θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι τα στα στέµφυλα 
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περιλαµβάνονται και οι ποδίσκοι των ραγών, που αποτελούν τµήµα των βοστρύχων. Αυτοί –όπως θα συζητηθεί στη συνέχεια–είναι ιδιαίτερα πλούσιοι σε trans-ρεσβερατρόλη και ε-βινιφερίνη. Όµως αν και οι ποσότητες της trans-ρεσβερατρόλης και ε-βινιφερίνης στα στέµφυλα παρουσιάζονται αυξηµένες, δεν παρατηρείται αντίστοιχη συγκέντρωση των µορίων αυτών στους ερυθρούς οίνους, οι οποίοι οινοποιούνται παρουσία των στεµφύλων. Μια πιθανή εξήγηση του φαινοµένου αυτού αφορά την µικρή ικανότητα των µορίων αυτών να εκχυλίζονται, λόγω µειωµένης πολικότητας. Σε στέµφυλα έχει προσδιοριστεί και το στιβένιο trans-πολυδατίνη, σε συγκεντρώσεις 15,5mg/Kg επί ξηρού βάρους5. Τέλος, πρέπει να αναφερθεί ότι µετά το πέρας της οινοποίησης των ερυθρών ποικιλιών, στα στέµφυλα παραµένει ένα  µεγάλο ποσοστό από ανθοκυανίνες, οι οποίες συµβάλλουν στο αντιοξειδωτικό δυναµικό των στεµφύλων.  
4.2.1.1.2 Σύγκριση µεταξύ ποικιλιών  Από τις ερυθρές ποικιλίες που µελετήθηκαν, το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο παρουσίασαν τα στέµφυλα της ποικιλίας λιάτικο Σητείας και µανδηλαριάς Σαντορίνης ενώ από τις λευκές τα στέµφυλα της ποικιλίας  ασύρτικο Σαντορίνης. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι ανάλογα µε τα αντίστοιχα ευρήµατα για τα σταφύλια, που παρουσιάστηκαν στο Κεφάλαιο 4. Είναι όµως αξιοσηµείωτο ότι τα στέµφυλα του ασύρτικου Σαντορίνης εµφανίζουν υψηλότερη συγκέντρωση σε πολυφαινόλες ακόµα και από τα στέµφυλα της µανδηλαριάς. Το γεγονός αυτό οφείλεται αφενός στο υψηλό αρχικό πολυφαινολικό φορτίο των σταφυλιών της ποικιλίας αυτής και αφετέρου στην οινοποιητική τεχνική που εφαρµόζεται στους λευκούς οίνους, η οποία δεν επιτρέπει την εκτεταµένη εκχύλιση των πολυφαινολών από τα σταφύλια στο µούστο, όπως γίνεται κατά την ερυθρά οινοποίηση.  Στα Γραφήµατα 5.1�5.2 γίνεται σύγκριση του πολυφαινολικού περιεχοµένου στεµφύλων ερυθρών και λευκών ποικιλιών κατά την οινοποιητική περίοδο 2003. 
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Γράφηµατα 5.1-5.2 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου στεµφύλων ερυθρών και λευκών ποικιλιών 0,0
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4.2.1.1.3 Ετήσια διακύµανση στεµφύλων Στον Πίνακα 5.1 παρουσιάζεται η ετήσια διακύµανση των πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν σε δείγµατα στεµφύλων από την ίδια ποικιλία και οινοποιητική περιοχή (Σαντορίνη) κατά δύο διαδοχικά έτη (2003-2004).  Σε όλες τις περιπτώσεις παρατηρείται άνοδος στη συγκέντρωση –τόσο των επιµέρους όσο και των ολικών πολυφαινολών– για το έτος 2004. H διαφορά είναι ιδιαίτερα µεγάλη για την ποικιλία βοηδόµατο.  Έτσι, για µια ακόµα φορά καταδεικνύεται πόσο πολύ επιδρούν οι ανά έτος διαφορετικές κλιµατολογικές συνθήκες (έτος οινοποίησης), στο πολυφαινολικό περιεχόµενο των προϊόντων και υποπροϊόντων οινοποίησης. 
5.2.2 Οινολάσπες 
4.2.2.1.1 Κυριότερες πολυφαινόλες οινολασπών  Για τις ανάγκες υλοποίησης της διατριβής αναλύθηκαν οινολάσπες ερυθράς οινοποίησης, οι οποίες παρελήφθησαν µε δυο διαφορετικές τεχνικές, η πρώτη µε απλό φιλτράρισµα και η δεύτερη µε τη χρήση φιλτροπρέσας (διήθηση υπό πίεση). Οι κυριότερες πολυφαινόλες που ανιχνεύθηκαν στα δείγµατα που αναλύθηκαν ανήκαν στις οµάδες των φλαβονολών και των φαινολικών οξέων. Σε µεγαλύτερη συγκέντρωση προσδιορίστηκε η κερκετίνη, ενώ σε µικρότερες ποσότητες ανιχνεύθηκαν η καµφερόλη και οι γλυκοζίτες 3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης και 
3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης.  Από τα υδροξυβενζοϊκά διαπιστώθηκε η παρουσία του γαλλικού, συριγγικού, βανιλλικού και πρωτοκατεχικού οξέος, ενώ από τα υδροξυκιναµµωµικά ανιχνεύτηκε το καφεϊκό, π-κουµαρικό και φερουλικό οξύ. Επίσης σε µικρή ποσότητα βρέθηκε και η φλαβανόλη (+)–κατεχίνη.  Είναι ιδιαίτερα σηµαντικό το γεγονός, ότι η συγκέντρωση των παραπάνω πολυφαινολών, ήταν πολλαπλάσια στην οινολάσπη που είχε παραληφθεί από την φιλτρόπρεσα. Έτσι είναι φανερό ότι η εφαρµογή της τεχνικής αυτής έχει ως αποτέλεσµα την απώλεια των πλέον υδατοδιαλυτών πολυφαινολών, όπως είναι τα φαινολικά οξέα. 
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5.2.3 Βόστρυχοι  
4.2.3.1.1 Κυριότερες πολυφαινόλες των βοστρύχων  Στους βόστρυχους ανιχνεύθηκε παρουσία πολυφαινολών ποιοτικά αντίστοιχη µε αυτές των στεµφύλων αλλά σε πολύ µεγαλύτερες ποσότητες. Οι κυριότερες πολυφαινόλες που προσδιορίστηκαν στους βόστρυχους ανήκουν στις παρακάτω κατηγορίες: Φλαβανόλες:  Η παρουσία της (+)–κατεχίνης στους βόστρυχους ανιχνεύτηκε σε πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις, ενώ αντίθετα το ισοµερές της (-)–επικατεχίνη υπήρχε σε πολύ χαµηλότερες συγκεντρώσεις και σε κάποια δείγµατα  ήταν κάτω από το όριο ανίχνευσης. Κατά αντιστοιχία οι Souquet και συνεργάτες6, (2000), κατά την ανάλυση βοστρύχων από την ποικιλία Merlot, έχουν προσδιορίσει την παρουσία σε ίχνη της  
(–)–επικατεχίνης και σε πολύ µικρή ποσότητα της (+)–κατεχίνης.  Από τις προκυανιδίνες στους βόστρυχους προσδιορίστηκαν οι Β1, Β2 και Β3, µε την προκυνιδίνη Β1 να είναι η επικρατέστερη. Επίσης ανιχνεύθηκε η παρουσία –για πρώτη φορά σε βόστρυχους– του γαλλικού εστέρα  της επικατεχίνης.  Φλαβονόλες:  

Oι βόστρυχοι περιέχουν σηµαντικές ποσότητες φλαβονολών, τόσο υπό τη µορφή άγλυκων (κερκετίνη, καµφερόλη), όσο και µε τη µορφή των γλυκοζιτών τους. Από τους τελευταίους διαπιστώθηκε η παρουσία των παρακάτω γλυκοζιτών:  3-D-γαλακτοσίδης της κερκετίνης, 3-β-D-γλυκοσίδης της κερκετίνης (ισοκερκιτρίνη) και 
3-ραµνοσίδης της κερκετίνης (κερκιτρίνη). Εϊναι δε χαρακτηριστικό ότι η φλαβονόλη κερκετίνη ανιχνεύεται πάντα σε µεγαλύτερη ποσότητα σε σχέση µε την καµφερόλη. Σε προηγούµενη µελέτη των Souquet και συνεργατών6, σε  δείγµατα βοστρύχων διαφόρων ποικιλιών ανέφεραν ότι από τις φλαβονόλες το 3-D-γλουκουρονίδιο  της κερκετίνης υπάρχει σε µεγαλύτερη ποσότητα (200mg/Kg), ενώ  ανίχνευσαν και τους γλυκοζίτες της δυιδροκερκετίνης αστιλβίνη και εγγελετίνη.   Φαινολικά οξέα:  Από τα υδροξυβενζοϊκά ανιχνεύθηκαν τα οξέα γαλλικό και συριγγικό, ενώ από τα υδροξυκιναµµωµικά ανιχνεύθηκαν τα οξέα καφεϊκό, π-κουµαρικό και 
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φερουλικό οξύ. Τέλος προσδιορίστηκε σε µεγάλες συγκεντρώσεις ο εστέρας του καφεϊκού trans-καφταρικό. Στιλβένια: Από τα στιλβένια ανιχνεύθηκαν σε ιδιαίτερα µεγάλες ποσότητες τα µόρια  

trans-ρεσβερατρόλη και ε-βινιφερίνη. Σε βόστρυχους έχει αναφερθεί σε σηµαντικές ποσότητες και η παρουσία των στιλβενίων παλιδόλη και πισιτανόλη7. 

 Στον Πίνακα 5.2 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των συγκεντρώσεων των πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν σε δείγµατα βοστρύχων από ερυθρές και λευκές ποικιλίες της Σαντορίνης για το έτος 2003. Μεταξύ ερυθρών και λευκών ποικιλιών δεν εµφανίζονται αξιοσηµείωτες διαφορές. Θα πρέπει όµως να τονιστεί ότι το πολυφαινολικό περιεχόµενο των βοστρύχων είναι σε άµεση συνάρτηση µε την κάθε µελετώµενη ποικιλία, σε αντιστοιχία µε τα υπόλοιπα µέρη των σταφυλιών που αναλύθηκαν προηγουµένως. Σε γενικές όµως γραµµές, το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο προσδιορίστηκε στις ποικιλίες µανδηλαριά και ασύρτικο της Σαντορίνης. Στα Γραφήµατα 5.3�5.6 γίνεται σύγκριση του πολυφαινολικού περιεχοµένου βοστρύχων ερυθρών και λευκών ποικιλιών. 
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Πίνακας 5.1 Ετήσια διακύµανση του πολυφαινολικού περιεχοµένου στεµφύλων ερυθρών ποικιλιών Σαντορίνης 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Πίνακας 5.2 Μέσοι όροι πολυφαινολικου περιεχοµένου βοστρύχων, ερυθρών και λευκών ποικιλιών 
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ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ Φλαβανόλη-1 ολικές πολυφαινόλες ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Μανδηλαριά  
2003 

70,5 184,0 81,2 24,8 44,2 34,0 7,2 **∆Α 23,8 74,3 23,6 37,5 11,0 34,2 3,5 ∆Α 5,4 1,4 0,3 16,1 1328,3 Μανδηλαριά  
2004 

190,3 129,8 121,4 50,2 44,9 ∆Α ∆Α 89,1 27,8 105,1 64,5 36,5 24,8 45,4 0,8 5,3 57,9 6,6 0,9 110,8 2877,9 Μανδηλαριά Λιαστά  2003 
168,4 107,0 51,2 21,0 3,2 ∆Α ∆Α 3,3 42,2 109,6 31,9 25,6 18,5 28,7 0,6 5,5 13,3 4,9 1,2 107,1 1408,8 Μανδηλαριά Λιαστά  2004 
147,4 355,4 136,6 88,9 148,3 43,2 31,0 42,0 39,9 99,3 126,6 75,9 35,2 34,9 5,2 12,6 32,8 ∆Α ∆Α ∆Α 3809,0 Βοηδόµατο 

2003 
3,8 149,2 77,5 21,4 21,9 16,4 8,8 ∆Α 5,7 21,5 0,4 6,1 4,7 11,5 1,2 ∆Α 0,6 0,7 0,5 ∆Α 1452,0 Βοηδόµατο 

2004 
255,5 137,0 188,0 51,5 97,9 37,4 18,4 1,5 3,0 25,0 49,5 33,5 10,8 47,8 19,1 ∆Α 11,8 ∆Α ∆Α ∆Α 3541,1 
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ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ ολικές πολυφαινόλες   ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΕΣ 234,6 1093,8 82,9 477,3 107,9 105,9 83,0 100,9 140,7 299,4 168,8 74,0 12,6 19,3 2,32 4,32 3,25 1,55 0,86 8181,6 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 166,5 1056,6 107,5 362,6 75,9 106,4 66,0 85,0 122,9 247,5 175,8 75,1 15,0 10,0 1,00 0,58 1,21 0,70 1,11 7656,7 
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Γράφηµατα 5.3-5.4 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου βοστρύχων ερυθρών ποικιλιών 
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Γράφηµατα 5.5-5.6 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου βοστρύχων λευκών ποικιλιών 
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4.2.3.1.2 Ετήσια διακύµανση βοστρύχων Στον Πίνακα 5.3 παρουσιάζεται η ετήσια διακύµανση των πολυφαινολών σε δείγµατα βοστρύχων της ίδιας ποικιλίας και οινοποιητικής περιοχής (Σαντορίνη) για δύο διαδοχικά έτη (2003-2004).  Στις ερυθρές ποικιλίες παρατηρήθηκε µείωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου, ενώ για τη λευκή ποικιλία ασύρτικο, παρατηρήθηκε άνοδος. Μάλιστα, η συγκέντρωση της trans-ρεσβερατρόλης σε ένα από τα δείγµατα βοστρύχων του 2004 που αναλύθηκαν προσδιορίστηκε σε 219mg/Kg ξηρού δείγµατος.  Γενικά, θα πρέπει να επισηµανθεί ότι, σε σχέση µε τα στέµφυλα, οι βόστρυχοι εµφανίζουν µεγαλύτερο πολυφαινολικό δυναµικό και παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον χάρις στην παρουσία υψηλών ποσοτήτων trans-ρεσβερατρόλης, ενός µορίου µε πολύ µεγάλη βιολογική δράση 

.
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Πίνακας 5.3 Ετήσια διακύµανση του πολυφαινολικού περιεχοµένου βοστρύχων ερυθρών και λευκών ποικιλιών Σαντορίνης 
 ΒΟΣΤΡΥΧΟΙ  ΣΑΝΤΟΡΙΝΗ 

(mg/Kg) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη 

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ 
tr

an
s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ ολικές πολυφαινόλες   ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Μαυροτράγανο 2003 181,8 1077,4 79,8 887,3 307,7 **∆Α 130,2 166,1 87,8 258,3 222,9 86,5 27,5 ∆Α 0,7 9,2 10,2 4,0 1,5 10110,8 

111,6 888,1 69,8 281,9 45,1 ∆Α 35,9 31,3 64,9 212,0 147,9 78,2 8,5 12,8 2,3 0,7 0,2 1,0 ∆Α 4933,9 Μαυροτράγανο 2004 
68,2 1065,2 59,0 204,8 43,5 ∆Α 90,0 125,4 128,1 258,8 150,8 61,9 8,3 6,1 1,3 0,5 0,4 1,3 ∆Α 5223,3 Βοηδόµατο 2003 195,3 794,5 189,4 349,3 ∆Α ∆Α 95,3 273,8 92,9 217,4 205,0 65,6 15,3 13,7 ∆Α 8,6 2,4 2,0 ∆Α 5401,6 Βοηδοµατο 2004 278,3 711,7 ∆Α 138,2 ∆Α 32,8 64,9 53,9 173,7 414,4 126,2 61,4 23,8 19,6 2,3 0,5 0,0 0,7 ∆Α 3100,0 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ Ασύρτικο 2003 468,8 1089,4 18,2 453,6 36,2 113,7 59,1 69,6 87,6 223,1 193,4 65,1 4,6 31,0 1,3 ∆Α 1,8 1,1 ∆Α 6480,7 Ασύρτικο 2004 47,2 1831,5 27,9 798,5 66,1 144,4 86,5 57,2 136,5 227,1 241,7 137,1 18,8 5,0 ∆Α 0,4 0,0 1,2 ∆Α 15271,4 

 43,6 1884,7 ∆Α 494,6 163,9 143,0 85,5 234,9 219,0 278,6 368,5 137,3 29,4 6,1 0,8 ∆Α 0,0 0,2 ∆Α 7020,8 

** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5   ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑ 

 290 

 

5.3 Βιβλιογραφία 5ου Κεφαλαίου  

1) FAOSTAT-FAO Statistical Database, www.fao.org 

2) http://winebusiness.com 

3) Sort X. Environmental problem of agro-industrial spill, Environmental 

management, Electr. J. Environm. Agric. Food Chem. 2003, 2 (1). 

4) Lu Y. and Foo Y.The polyphenol constituents of grape pomace. Food Chem. 

1999, 25, 1�8.  

5) Kammerer D., Claus A., Carle R., Schieber A. Polyphenol screening of pomace 

from red and white grape varieties (Vitis vinifera L.) by HPLC-DAD-MS/MS,  J. 

Agric.  Food Chem. 2004, 52, 4360�4367. 

6) Souquet J-M., Labarbe B., Le Guerneve C., Cheynier V., Moutounet M. Phenolic 

composition of grape stems, J. Agric.  Food Chem. 2000,48, 1076�1080. 

7) Delaunay, J.-C., Castagnino, C., Cheze, C., Vercauteren, J. Preparative isolation of 

polyphenolic compounds from Vitis vinifera by centrifugal partition 

chromatography, J.  Chromatogr. A 2002, 964, 123�128. 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6   ΜΕΛΕΤΗ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

 291 

6. ΜΕΛΕΤΗ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΟΙΝΩΝ ΚΑΙ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ  

 

6.1 Αντιβακτηριακή δράση 

6.1.1 Εισαγωγή Η ασφάλεια των τροφίµων συνιστά σηµαντικό παράγοντα συνεχούς µελέτης και έρευνας για τη βιοµηχανία τροφίµων σε παγκόσµια κλίµακα. Τα τελευταία όµως χρόνια, έχει παρατηρηθεί το ιδιαίτερα ανησυχητικό φαινόµενο της ανθεκτικότητας που παρουσιάζουν διάφοροι παθογόνοι µικροοργανισµοί στα χρησιµοποιούµενα χηµικά συντηρητικά. Το ίδιο φαινόµενο έχει παρατηρηθεί και στην φαρµακευτική αντιµετώπιση διαφόρων λοιµώξεων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο παθογόνος µικροοργανισµός Staphylococcous aureus για τον οποίο θα πρέπει να τονιστεί ότι 50% των στελεχών του βακτηρίου που έχουν αποµονωθεί τα τελευταία χρόνια σε περιστατικά  τροφικής δηλητηρίασης στη Μ. Βρετανία, παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη µεθισιλίνη.1 Παράλληλα, η αρνητική στάση των καταναλωτών για τα συνθετικά χηµικά συντηρητικά ως και η προσπάθεια υιοθέτησης ενός υγιεινού τρόπου ζωής, έχουν µετατοπίσει το ενδιαφέρον του καταναλωτικού κοινού προς την κατεύθυνση της αναζήτησης και επιλογής φυσικών προϊόντων για την παρασκευή των τροφίµων. Στόχος είναι ο περιορισµός της χρήσης των συνθετικών χηµικών συντηρητικών, η ελάττωση της περιεκτικότητας του NaCl και η ελάχιστη δυνατή επεξεργασία προκειµένου να διατηρούνται αναλλοίωτα τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά και η διατροφική αξία των τροφίµων.  Στο πλαίσιο αυτό, αποτελεί πρόκληση για τη µικροβιολογία τροφίµων η ανταπόκριση στις σύγχρονες αυτές απαιτήσεις, εξασφαλίζοντας παράλληλα την ασφάλεια τους από µικροβιολογική άποψη. Έτσι, τα τελευταία χρόνια στις παραδοσιακές µεθόδους συντήρησης των τροφίµων, όπως η θερµική επεξεργασία, η ψύξη/κατάψυξη, η προσθήκη αντιµικροβιακών ουσιών και η µείωση της ενεργότητας του νερού, έχει προστεθεί και η χρησιµοποίηση φυσικών αντιµικροβιακών συστηµάτων φυτικής, ζωικής ή µικροβιακής προέλευσης.  
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Οι πολυφαινόλες έχει βρεθεί ότι µπορούν να επηρεάσουν την ανάπτυξη και το µεταβολισµό των µικροοργανισµών είτε θετικά ή αρνητικά, ανάλογα µε την δοµή και τη συγκέντρωση τους. Επιπρόσθετα, η ευαισθησία των µικροοργανισµών στην παρουσία πολυφαινολών διαφέρει ανάλογα µε το είδος τους.2 Στη βιβλιογραφία, οι αναφορές για την αντιβακτηριακή δράση των πολυφαινολών είναι αντικρουόµενες, φαινόµενο που εν µέρει µπορεί να αποδοθεί στις διαφορετικές µεθόδους που εφαρµόζονται για την αξιολόγηση των αντιµικροβιακών ιδιοτήτων. Ένας άλλος παράγοντας που συµβάλει στις διαφοροποιήσεις των αποτελεσµάτων θεωρείται και η έλλειψη σταθερών συνθηκών που είναι απαραίτητη για την  επαναληψιµότητα των διαφόρων µεθόδων που χρησιµοποιούνται για τον προσδιορισµό της αντιβακτηριακής δράσης. 3 Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής µελετήθηκε η αντιβακτηριακή δράση εκχυλισµάτων από σταφύλια και υποπροϊόντα (γιγάρτων, στεµφύλων, βοστρύχων) της ελληνικής οινοποιητικής παραγωγής.  
 

6.1.2 Αποτελέσµατα Η µελέτη της αντιβακτηριακής ικανότητας των εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε µε δύο διαφορετικές µεθόδους: τη µέθοδο της Αγωγιµότητας και τη µέθοδο των Τρυβλίων. Για τα πειράµατα επιλέχθηκε ο Gram�(+) µικροοργανισµός Listeria monocytogenes ScottA, ένα παθογόνο που εµπλέκεται σε πολλά περιστατικά τροφικών δηλητηριάσεων. Τα δείγµατα που αναλύθηκαν ως προς την αντιµιβακτηριακή τους δράση, ήταν εκχυλίσµατα ραγών, γιγάρτων, στεµφύλων και βοστρύχων των ερυθρών ποικιλιών µανδηλαριά και βοηδόµατο και της λευκής ποικιλίας ασύρτικο Σαντορίνης. Από κάθε εκχύλισµα προετοιµάστηκαν τρία διαλύµατα παρακαταθήκης (stock solutions) σε 
DMSO, µε συγκεντρώσεις 6%, 5% και 4% w/v αντίστοιχα. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν επτά διαδοχικές δυαδικές αραιώσεις σε υγρό θρεπτικό µέσο BH 

(Brain Heart), καλύπτοντας ένα εύρος συγκεντρώσεων από 3% έως 0,03125% w/v. Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό µέσο, µε το ίδιο ποσοστό DMSO, όπως οι αραιώσεις των εκχυλισµάτων.  
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Στον Πίνακα 6.1 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των δύο µεθόδων για τα εκχυλίσµατα που εξετάστηκαν για συγκεντρώσεις 1%, 0,4% και 0,1% w/v. Οι τιµές  που αναγράφονται αντιστοιχούν  α) Στο χρόνο ανίχνευσης (detection time), ο οποίος ορίζεται ως το χρονικό διάστηµα που µεσολαβεί έως ότου καταγραφεί µεταβολική δραστηριότητα του µικροοργανισµού  β) Στη µέγιστη τιµή αγωγιµότητας (µS) που καταγράφηκε σε διάστηµα 48 h για κάθε συγκέντρωση γ) Στο δεκαδικό λογάριθµο της πυκνότητας πληθυσµού του µικροοοργανισµού µετά τις 48 h όπως υπολογίστηκε µε τη µέθοδο των τρυβλίων. Επίσης παρουσιάζεται η συγκέντρωση των ολικών πολυφαινολών όλων των εκχυλισµάτων εκφρασµένη σε mg γαλλικού οξέος ανά g εκχυλίσµατος . Όπως φαίνεται τα εκχυλίσµατα µε τη µεγαλύτερη  αντιβακτηριακή ικανότητα ήταν το εκχύλισµα γιγάρτων βοηδόµατου και το εκχύλισµα βοστρύχων µανδηλαριάς, τα οποία έχουν και το υψηλότερο πολυφαινολικό περιεχόµενο, γεγονός που υποδηλώνει ότι η αντιµιβακτηριακή δράση των εκχυλισµάτων συνδέεται άµεσα µε τη συγκέντρωση τους σε πολυφαινόλες.   
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CΕικόνα 6.1 Καµπύλες αγωγιµότητας για διάφορες συγκεντρώσεις ενός εκχυλίσµατος βοστρύχων.  
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Πίνακας 6.1 Αντιµικροβιακή ικανότητα εκχυλισµάτων 
 Εκχύλισµα 

Συγκέντρωση, 
(w/v) 

Χρόνος ανίχνευσης 
(h) 

Μέγιστη τιµή Αγωγιµότητας  
(µS) 

Πληθυσµός µικροοργανισµού 
Log (cfu/ml) 

Ολικές πολυφαινόλες*  ΡΑΓΕΣ 
1% ─ ─ <1 

0,40% 19,9±0,7 375±15 8,54 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,7±0,1 410±10 8,78 

472±3,8 

1% ─ ─ <1 

0,40% 18,4±0,9 390±5 8,57 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,7±0,1 415±0 8,85 

467,4±8,4 

1% ─ ─ <1 

0,40% 38,9±1,7 115±20 6,58 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,4±0,3 410±10 8,94 

492,7±15,6 ΓΙΓΑΡΤΑ   

1% ─ ─ <1 

0,40% ─ ─ 3,22 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 

0,10% 10,4±0,3 405±10 8,81 

811,9±12,7 

1% 43,7±2,3 100±15 6,25 

0,40% 11,4±0,9 400±10 8,87 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,5±0,0 420±0 8,84 

619,48±3,9 

1% ─ ─ <1 

0,40% 20,7±1,5 345±15 7,89 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005 

0,10% 9,3±0,4 400±10 8,85 

325,37±4,7 

1% ─ ─ <1 

0,40% 31,3±2,1 135±15 7,22 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,8±0,2 415±5 8,75 

428,2±9,9 ΣΤΕΜΦΥΛΑ   

1% ─ ─ <1 

0,40% 18,4±0,9 385±5 8,76 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,7±0,1 420±0 8,88 

367,71±2,84 

1% 36,7±1,9 115±20 6,74 

0,40% 15,1±0,8 395±15 8,47 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 

0,10% 9,8±0,1 420±5 8,7 

107,12±1,98 

1% ─ ─ <1 

0,40% 38,3±1,9 180±20 7,35 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,3±0,2 410±10 8,92 

437,73±3,99 

1% ─ ─ <1 

0,40% 16,3±0,4 390±10 8,85 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,8±0,2 415±10 8,78 

465,28±3,15 ΒΟΣΤΡΥΧΟΙ   

1% 39,3±1,9 120±20 7,28 

0,40% 12,8±0,9 370±10 8,75 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 

0,10% 9,6±0,1 425±5 8,89 

494,2±7,0 

1% ─ ─ <1 

0,40% 43,3±2,3 105±15 6,55 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 

0,10% 9,8±0,2 415±5 8,89 

484,3±11,2 

1% ─ ─ <1 

0,40% ─ ─ 5,16 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 

0,10% 10,5±0,1 410±10 8,8 

536,8±11,3 

1% ─ ─ <1 

0,40% 16,3±0,5 285±15 8,75 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 

0,10% 9,9±0,1 415±5 8,86 

367,1±6,5 

* mg γαλλικού οξέος / g εκχυλ 
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6.1.2.1 Υπολογισµός ΕΑΣ Για την εξαγωγή της ΕΑΣ (Ελάχιστη Ανασταλτική Συγκέντρωση, MIC) επιλέχθηκαν τα εκχυλίσµατα µε τη µεγαλύτερη αντιµικροβιακή δράση. Για τον υπολογισµό της ΕΑΣ, χρησιµοποιήθηκε η Σχέση 2.10      
)

1
(

10 B
M +=ΕΑΣ   Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν σε % w.v. συγκέντρωση εκχυλίσµατος στο µέσο ανάπτυξης και παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.2   

 Πίνακας 6.2 Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση εκχυλισµάτων όπως υπολογίστηκε µε τη µέθοδο µέτρησης Αγωγιµότητας και µε τη µέθοδο των Τρυβλίων Εκχυλίσµατα 

Μέθοδος Αγωγιµότητας* ΕΑΣ %w/v 

Μέθοδος Τρυβλίων* ΕΑΣ %w/v Γίγαρτα Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 0,261±0,008 0,261±0,022 

 Βόστρυχοι Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 
0,339±0,014 0,345±0,019 

* Oι τιµές ΕΑΣ αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων 
 Και τα δύο εκχυλίσµατα διαθέτουν σηµαντική αντιµικροβιακή δράση, µε το εκχύλισµα των γιγάρτων να εµφανίζει καλύτερη αντιµικροβιακή δράση σε συµφωνία µε το υψηλότερο πολυφαινολικό του περιεχόµενο. Τα αποτελέσµατα αυτά, έρχονται σε συµφωνία µε τις παρατηρήσεις άλλων ερευνητών, ως προς τη δραστικότητα εκχυλισµάτων γιγάρτων έναντι των Gram�(+) µικροοργανισµών.4�7 

 Εποµένως µπορεί να εξαχθεί το συµπέρασµα ότι τα  εκχυλίσµατα γιγάρτων και βοστρύχων, µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό µε άλλους αντιµικροβιακούς παράγοντες για την συντήρηση των τροφίµων.  Επιπλέον οι τιµές που υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο της αγωγιµότητας είναι σχεδόν ταυτόσηµες µε αυτές που υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο των τρυβλίων η οποία αποτελεί µέθοδο αναφοράς. Συνεπώς η µέθοδος µέτρησης αγωγιµότητας µπορεί να θεωρηθεί ακριβής και επαρκής µέθοδος για την εκτίµηση της αντιµικροβιακής δράσης εκχυλισµάτων.  
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6.2 Αντιοξειδωτική ∆ράση 

6.2.1 Εισαγωγή Οι πολυφαινόλες, ανήκουν στην κατηγορία των φυσικών αντιοξειδωτικών ουσιών µε τη µεγαλύτερη αφθονία και διάδοση στο φυτικό βασίλειο. Παραδοσιακά αποτελούν σηµαντικό µέρος της διατροφής του ανθρώπου, καθώς βρίσκονται σε µια πληθώρα φυτικών τροφών όπως φρούτα, λαχανικά, χυµούς, ελαιόλαδο, τσάι και ερυθρό οίνο, τροφές που αποτελούν και τη βάση της Μεσογειακής διατροφής.  Η ηµερήσια πρόσληψη πολυφαινολών  µέσω της διατροφής µπορεί να φτάσει έως και 1 

g την ηµέρα για τους ενήλικες. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι η ποσότητα αυτή είναι 10 φορές υψηλότερη από την πρόσληψη βιταµίνης C και 100 φορές υψηλότερη από την πρόσληψη βιταµίνης Ε και καροτενοειδών.8 Παρόλα αυτά, έως το µέσον της δεκαετίας του ’90 ελάχιστη προσοχή είχε δοθεί στις βιολογικές ιδιότητες των πολυφαινολών, κυρίως λόγω της µεγάλης ποικιλότητας και πολυπλοκότητας των χηµικών τους δοµών. Όµως η ανάπτυξη νέων αναλυτικών τεχνικών επέτρεψε την παράκαµψη των δυσκολιών αυτών επιτρέποντας την αποµόνωση και το χαρακτηρισµό της δοµής των περισσότερων πολυφαινολών, καθώς και τον ποσοτικό προσδιορισµό τους στα τρόφιµα.  Έτσι, τα τελευταία χρόνια παρατηρείται µια κατακόρυφη αύξηση του ενδιαφέροντος για τις πολυφαινόλες, καθώς προκύπτουν πολύ ενθαρρυντικά αποτελέσµατα ως προς τις πιθανές προστατευτικές επιδράσεις των ενώσεων αυτών στην υγεία. Πρόσφατα στοιχεία υποδεικνύουν σηµαντική συνεισφορά των πολυφαινολών στην πρόληψη ασθενειών όπως νοσήµατα του καρδιαγγειακού, καρκινογένεση, οστεοπόρωση, σακχαρώδης διαβήτης καθώς και εκφυλιστικές ασθένειες του νευρικού συστήµατος, όπως η νόσος του Alzheimer.9 Σε µια πρόσφατη αναφορά του ∆ιεθνούς Οργανισµού Υγείας αναφέρεται ότι µε βάση τα έως τώρα στοιχεία, η θεωρία περί µείωσης του κινδύνου ανάπτυξης ασθενειών µέσω της πρόσληψης πολυφαινολών χαρακτηρίζεται πλέον “πιθανή” για τα καρδιαγγειακά νοσήµατα και “ανεπαρκής” για τον καρκίνο10.  Τα πιθανά οφέλη των πολυφαινολών στην υγεία σχετίζονται σε µεγάλο βαθµό µε τις αντιοξειδωτικές τους ικανότητες, καθώς θεωρείται ότι προστατεύουν τον 
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οργανισµό από το οξειδωτικό στρες και κατά συνέπεια µειώνουν τον κίνδυνο εµφάνισης εκφυλιστικών ασθενειών που σχετίζονται µε αυτό. Ως οξειδωτικό στρες  ορίζεται η κατάσταση στην οποία ανατρέπεται η ισορροπία προοξειδωτικών και αντιοξειδωτικών παραγόντων στον οργανισµό, εις βάρος των τελευταίων.11�12 Η διαδικασία αυτή έχει αναγνωριστεί ότι εµπλέκεται άµεσα σε διάφορους µηχανισµούς παθογένεσης.  Σε χαµηλά επίπεδα, οι ενεργές µορφές οξυγόνου (ROS), όπως τα ιόντα υπεροξειδίου (Ο2-), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), οι ρίζες υδροξυλίου (.ΟΗ) και οι υπεροξυ ρίζες (RO.), παράγονται φυσιολογικά στον οργανισµό µέσω του αερόβιου µεταβολισµού και  ρυθµίζουν τις κυτταρικές λειτουργίες και την έκφραση των γονιδίων, µέσω ενδοκυτταρικών σηµάτων, που ενεργοποιούνται από εξωτερικά ερεθίσµατα.13�14 Όταν όµως συσσωρευθούν µπορεί να προκαλέσουν ζηµιά στους ιστούς. Ανάλογα µε το είδος των παραγόµενων ROS και την οδό από την οποία προκύπτουν το φαινόµενο του οξειδωτικού στρες µπορεί να υποδιαιρεθεί σε διάφορες κατηγορίες, όπως α) το µεταβολικό οξειδωτικό στρες, β) το περιβαλλοντικό οξειδωτικό στρες, γ) το φωτοοξειδωτικό στρες.15 και δ) το οξειδωτικό στρες που προκαλείται από φαρµακευτικές ουσίες. 
H διατροφή θεωρείται ότι συµβάλλει σηµαντικά στον έλεγχο του οξειδωτικού στρες: τα φρούτα, τα λαχανικά και ο ερυθρός οίνος µειώνουν το οξειδωτικό στρες, ενώ τροφές πλούσιες σε κορεσµένα λιπαρά, ευνοούν την εµφάνιση του.16  

 Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, έγινε προσπάθεια µιας πρώτης αξιολόγησης του αντιοξειδωτικού δυναµικού των ελληνικών οίνων αλλά και εκχυλισµάτων από ελληνικά αµπελοκοµικά προϊόντα (σταφύλια, φλοιοί, γίγαρτα) και υποπροϊόντα της οινοποίησης (βόστρυχοι, στέµφυλα). Η αντιοξειδωτική τους ικανότητα διερευνήθηκε ως  προς την ικανότητα δέσµευσης της ελεύθερης ρίζας 
DPPH, καθώς και της αναγωγής του τρισθενούς σιδήρου (FRAP). Επίσης προσδιορίσθηκε η προστατευτική τους δράση κατά της οξείδωσης της LDL-χοληστερόλης από ιόντα χαλκού, καθώς και η επίδρασή τους στα ενδοκυτταρικά επίπεδα ενεργών µορφών οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS) µε χρήση της φθορίζουσας ένωσης DCFH-DA.  Η αντιοξειδωτική ικανότητα των δειγµάτων συγκρίθηκε µε τη δραστικότητα  καθαρών προτύπων ενώσεων. 
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6.3 Αποτελέσµατα 

6.4 Οίνοι  Στον Πίνακα 1∆ του Παραρτήµατος ∆, παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα –σε δείγµατα ελληνικών οίνων– των µεθόδων Frap και DPPH για τη διερεύνηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας και της µεθόδου Folin-Ciocalteu για τον προσδιορισµό των ολικών πολυφαινολικών που περιέχουν.  Συγκεκριµένα, τα αποτελέσµατα της µεθόδου Frap εκφράζονται σε µM FeSO4 και αντιπροσωπεύουν την αναγωγική ικανότητα του αδιάλυτου οίνου. Αντίστοιχα, τα αποτελέσµατα της µεθόδου DPPH  εκφράζονται σε  % v/v συγκέντρωση οίνου  σε δ/µα EtOH/H2O (15:85) και αντιπροσωπεύουν την ελάχιστη συγκέντρωση οίνου που απαιτείται για την εξουδετέρωση της µισής ποσότητας της ελεύθερης ρίζας (IC50). Τέλος, όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 2, η µέθοδος Folin-Ciocalteu που χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου δειγµάτων και τα αποτελέσµατά της εκφράζονται σε mg γαλλικού οξέος ανά L  οίνου, στην πραγµατικότητα όµως προσδιορίζει αναγωγική ικανότητα αφού η αντίδραση που λαµβάνει χώρα είναι οξειδοαναγωγική.  

6.4.1.1 Σύγκριση αντιοξειδωτικής δράσης λευκών και ερυθρών οίνων.  Στον Πίνακα 6.3 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των τιµών των ολικών πολυφαινολών και της αντιοξειδωτικής δράσης  για κάθε µέθοδο που εφαρµόστηκε για λευκούς και ερυθρούς οίνους.  
 Πίνακας 6.3 Μέσοι όροι τιµών ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου και  αντιοξειδωτικής δράσης των οίνων που µελετήθηκαν ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΟΙΝΩΝ 

F-C   

mg/L οίνου 

ΤΙΜΗ FRAP     µΜ FeSO4 

DPPH IC50 

% οίνος v/v ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ 2257,61 5434,05 1,30 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ 311,23 545,02 15,44 ΓΛΥΚΕΙΣ ΟΙΝΟΙ 1087,99 2183,93 7,26 

 Όπως ήταν αναµενόµενο, η αντιοξειδωτική ικανότητα των ερυθρών οίνων είναι πολύ υψηλότερη σε σχέση µε αυτή των λευκών µε όλες τις  µεθόδους που 
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εφαρµόστηκαν. Οι µέσες τιµές που προσδιορίστηκαν  για τις επιµέρους µεθόδους είναι σχεδόν 10 φορές µεγαλύτερες στους ερυθρούς οίνους συγκριτικά µε τους λευκούς. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε άµεση συνάρτηση µε το πολυφαινολικό περιεχόµενο των οίνων, τόσο το ολικό όσο και των συγκεντρώσεων των επιµέρους πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν µε HPLC.  Ένα ενδιαφέρον αποτέλεσµα αποτελεί η σηµαντική αντιοξειδωτική δράση της πλειονότητας των γλυκών οίνων –και ιδιαιτέρως των λευκών– των οποίων η αντιοξειδωτική ικανότητα είναι σηµαντικά αυξηµένη σε σχέση µε των αντίστοιχων λευκών ξηρών οίνων.   Μεταξύ των ερυθρών οίνων,  η καλύτερη αντιοξειδωτική δράση εντοπίστηκε στους οίνους της Σαντορίνης και ειδικότερα στην ποικιλία µανδηλαριά. Το αποτέλεσµα αυτό αντανακλά άµεσα και το πλούσιο πολυφαινολικό περιεχόµενο των δειγµάτων που προέρχονται από την ποικιλία αυτή.  Μεταξύ των λευκών οίνων και πάλι η καλύτερη αντιοξειδωτική δράση εντοπίστηκε στους οίνους της Σαντορίνης και ειδικότερα στην ποικιλία ασύρτικο.  Τα παραπάνω αποτελέσµατα είναι σύµφωνα µε τους αντίστοιχους προσδιορισµούς του πολυφαινολικού τους περιεχοµένου που παρουσιάστηκαν στο Κεφάλαιο 3.  

6.4.1.2 Μεταβολή της συγκέντρωσης των πολυφαινολών κατά τη διαύγαση Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής µελετήθηκε η επίδραση των διαφόρων διαδικασιών διαύγασης στην αντιοξειδωτική δράση ερυθρών και λευκών οίνων, σε επιλεγµένα δείγµατα. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.4. Όπως γίνεται φανερό σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις παρατηρήθηκε µείωση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των οίνων µετά τη διαύγαση. Μεγαλύτερη µείωση παρατηρήθηκε στους οίνους της Ρόδου,  ιδιαίτερα, για την ποικιλία αθήρι. Αντίθετα για τους λευκούς οίνους της Σαντορίνης παρατηρήθηκε πολύ µικρή µεταβολή στην αντιοξειδωτική πριν και µετά τη διαδικασία της διαύγασης. Η διαφορά αυτή πιθανότατα οφείλεται στις διαφορετικές τεχνικές διαύγασης που εφαρµόζονται από τα οινοποιεία αυτά. Τα αποτελέσµατα αυτά βρίσκονται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα που αφορούν την µεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου των οίνων κατά τη διαύγαση και παρουσιάστηκαν στην παράγραφο 3.5.11. Εποµένως 
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µπορεί µε ασφάλεια να εξαχθεί το συµπέρασµα ότι η µείωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου, οδηγεί σε µείωση του αντιοξειδωτικού δυναµικού των οίνων.  
 Πίνακας 6.4 Μεταβολή της αντιοξειδωτικής ικανότητας ερυθρών και λευκών οίνων στα διάφορα στάδια επεξεργασίας µετά τη ζύµωση. ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΟΙΝΩΝ F-C mg/L οίνου  FRAP TIMH*        µΜ FeSO4 

 DPPH  IC50       
% οίνος v/v ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Μανδηλάρι Ρόδος 2005 πριν τη διαύγαση 2599,4 ± 10,5 6074,2 ± 38,7 0,31 ± 0,06 Μανδηλάρι Ρόδος 2005 µετά τη διαύγαση 2207,8 ± 37,1 5440,0 ± 98,22 0,58 ± 0,00 Μανδηλάρι Ρόδος 2005 κατά την εµφιάλωση 1843,5 ± 4,2 4351,9 ± 38,77 1,20 ± 0,21 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Αθήρι Ρόδος πριν τη διαύγαση 2005  322,0 ± 1,6 590,0 ± 2,53 15,70 ± 1,76 Αθήρι Ρόδος  µετά τη διαύγαση 2005 299,0 ± 3,56 517,7 ± 2,04 16,17 ± 1,96 Αθήρι Ρόδος  εµφιαλωµένο 2005 166,1 ± 0,86 306,0 ± 3,56 29,60 ± 4,93 

307,6 ± 5,12 573,0 ± 4,03 22,45 ± 0,24 Αθήρι Ρόδος πριν διαυγαση 2004 
290,3 ± 3,36 564,8 ± 4,16 22,48 ± 3,82 

198,4 ± 4,02 354,0 ± 1,14 27,20 ± 3,60 

202,6 ± 0,13 311,0 ± 6,11 26,70 ± 2,15 Αθηρι Ρόδος µετα τη διαυγαση 2004  

195,3 ± 3,63 335,0 ± 1,61 27,40 ± 2,08 Αθήρι Ρόδος εµφιαλωµένο 2004  208,5 ± 3,86 409,4 ± 2,56 27,81 ± 1,94 Ασυρτικο Σαντορίνη πριν τη διαύγαση 2004  469,4 ± 13,42 807,0 ± 0,79 7,90 ± 0,81 Ασυρτικο Σαντορίνη µετά τη διαύγαση 2004  430,0 ± 6,22 766,8 ± 7,59 10,20 ± 1,49 Ασύρτικο Σαντορίνη  πριν τη διαύγαση 2005 495,02 ± 11,98 887,0 ± 12,71 6,50 ± 0,13 Ασύρτικο Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005  515,6 ± 4,9 939,0 ± 13,92 6,14 ± 0,53 

* Αναγωγική ικανότητα οίνου          

 Στα Γραφήµατα 6.1�6.2 απεικονίζεται και γραφικά η µεταβολή των ολικών πολυφαινολών και της αντιοξειδωτικής ικανότητας για ένα ερυθρό και ένα λευκό οίνο όπως προσδιορίστηκε µε τις µεθόδους Folin-Ciocalteu, Frap και DPPH.  
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6.4.1.3 Σύγκριση οίνων διαφορετικών ποικιλιών της ίδιας περιοχής  Προκειµένου να καθοριστεί η επίδραση της ποικιλίας στην αντιοξειδωτική ικανότητα των οίνων, επιλέχθηκαν τρεις λευκοί και τρεις ερυθροί µονοποικιλιακοί οίνοι από τη Σαντορίνη εσοδείας 2005 κατά το στάδιο της εµφιάλωσης. Τα αποτελέσµατα παρατίθενται στον Πίνακα 6.5. Όπως είναι εµφανές µεταξύ των λευκών οίνων το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο εµφανίζει η ποικιλία ασύρτικο, ενώ µεταξύ των ερυθρών η ποικιλία µανδηλαριά.  Το γεγονός αυτό συµφωνεί και µε τα ευρήµατα ως προς την πολυφαινολική σύσταση των σταφυλιών τα οποία παρουσιάζονται στο Κεφάλαιο 4.  
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∆ιάγραµµα 6.2 Μεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας λευκού οίνου κατά τη διαύγαση 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6   ΜΕΛΕΤΗ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

 302 

Πίνακας 6.5  Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου και αντιοξειδωτικής δράσης ερυθρών και λευκών οίνων της Σαντορίνης  ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΟΙΝΩΝ F-C mg/L οίνου  
FRAP TIMH*       µΜ FeSO4 

 DPPH  IC50        
% οίνος v/v ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005  3667,1 ± 32,4 8909,7 ± 89,93 0,17 ± 0,01 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005  3052,2 ± 32,9 7900,0 ± 112,9 0,19 ± 0,03 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005  2579,0 ± 61,0 6838,7 ± 47,45 0,22 ± 0,01 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Ασύρτικο Σαντορίνη 2005  515,6 ± 4,9 939,0 ± 13,92 6,14 ± 0,53 Αθήρι Σαντορίνη 2005  405,1 ± 3,35 746,2 ± 9,38 13,13 ± 1,79 Αηδάνι Σαντορίνη 2005  423,9 ± 11,7 783,3 ± 4,77 13,56 ± 0,57 

* Αναγωγική ικανότητα οίνου 
 

6.4.1.4 Ετήσια διακύµανση πολυφαινολικού περιεχοµένου και αντιοξειδωτικής ικανότητας οίνων  Οίνοι της ίδιας ποικιλίας και περιοχής, από διαφορετική εσοδεία, συγκρίθηκαν ως προς το ολικό τους περιεχόµενο σε πολυφαινόλες και  την αντιοξειδωτική τους ικανότητα in vitro. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.6 οµαδοποιηµένα σε ερυθρούς και λευκούς οίνους. Όσον αφορά τους ερυθρούς οίνους, το υψηλότερο πολυφαινολικό περιεχόµενο και η µεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα εντοπίζεται στους οίνους εσοδείας 2004, µε εξαίρεση τη µανδηλαριά Σαντορίνης εσοδείας 2002 για την οποία προσδιορίστηκε εντυπωσιακά υψηλή αντιοξειδωτική ικανότητα όπως και περιεκτικότητα σε ολικές πολυφαινόλες. Το φαινόµενο αυτό µπορεί να αποδοθεί στις κλιµατολογικές συνθήκες που επικράτησαν τη συγκεκριµένη χρονιά κατά την περίοδο ανάπτυξης και ωρίµανσης των σταφυλιών, οι οποίες ήταν ιδιαίτερα αντίξοες, ευνοώντας τη βιοσύνθεση των πολυφαινολών.   
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 Πίνακας 6.6 Ετήσια διακύµανση του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας µονοποικιλιακών οίνων. ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΟΙΝΩΝ F-C mg/L οίνου  
FRAP TIMH*         µΜ FeSO4 

 DPPH  IC50     
% οίνος v/v ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003  2896,5 ± 41,5 6800,0 ± 114,4 1,05 ± 0,07 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004  2711,8 ± 60,0 6532,9 ± 34,26 0,76 ± 0,06 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005  2579,0 ± 61,0 6838,7 ± 47,45 0,22 ± 0,01 Μανδηλαρια Σαντορίνη 2002 4084,6 ± 82,9 10240,0 ± 19,07 0,31 ± 0,05 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003  2956,1 ± 22,3 6935,4 ± 117,9 0,56 ± 0,05 Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005  3667,1 ± 32,4 8909,7 ± 89,93 0,17 ± 0,01 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003  1025,7 ± 28,3 2059,6 ± 32,22 2,37 ± 0,04 

Mαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 2082,4 ± 11,4 5392,2 ± 37,47 0,64 ± 0,07 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005  3052,2 ± 32,9 7900,0 ± 112,9 0,19 ± 0,03 Μανδηλάρι Ρόδος 2004 2460,0 ± 16,3 5678,3 ± 19,08 0,81 ± 0,12 Μανδηλάρι Ρόδος 2005  2599,4 ± 10,5 6074,2 ± 38,7 0,31 ± 0,06 ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Αθήρι Σαντορίνη 2003  339,7 ± 7,92 623,0 ± 7,2 17,00 ± 0,63 Αθηρι Σαντορίνη  2004 355,0 ± 3,08 637,5 ± 11,31 16,20 ± 0,97 Αθήρι Σαντορίνη 2005  405,1 ± 3,35 746,2 ± 9,38 13,13 ± 1,79 Ασυρτικο Σαντορίνη 2002 484,6 ± 8,76 857,0 ± 11,12 5,81 ± 0,53 Ασυρτικο Σαντορίνη 2003 455,9 ± 2,08 834,0 ± 14,61 7,20 ± 0,22 Ασυρτικο Σαντορίνη 2004  430,0 ± 6,22 766,8 ± 7,59 10,20 ± 1,49 Ασύρτικο Σαντορίνη 2005  515,6 ± 4,9 939,0 ± 13,92 6,14 ± 0,53 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 436,3 ± 12,14 807,0 ± 9,81 10,40 ± 1,08 Αηδάνι Σαντορίνη 2005  423,9 ± 11,71 783,3 ± 4,77 13,56 ± 0,57 Αθήρι Ρόδος 2003 273,0 ± 3,18 387,7 ± 6,07 18,00 ± 2,33 Αθήρι Ρόδος 2004  208,5 ± 3,86 409,4 ± 2,56 27,81 ± 1,94 Αθήρι Ρόδος  2005 166,1 ± 0,86 306,0 ± 3,56 29,60 ± 4,93 

* Αναγωγική ικανότητα οίνου          
 Στα Γραφήµατα 6.3�6.4 παρουσιάζεται και γραφικά η ετήσια διακύµανση των πολυφαινολών και της αντιοξειδωτικής ικανότητας ερυθρών και λευκών οίνων. 
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Γράφηµα 6.4 Ετήσια µεταβολή του πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας λευκών οίνων 
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6.4.1.5 Σύγκριση µεθόδων Folin-Ciocalteu και Frap Στο Γράφηµα 6.5 φαίνεται η γραµµική παλινδρόµηση µεταξύ των τιµών αντιοξειδωτικής ικανότητας όλων των ερυθρών και λευκών οίνων που προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Frap και ολικών πολυφαινολών µε τη µέθοδο Folin-

Ciocalteu. Όπως φαίνεται υπάρχει πολύ καλή γραµµική συσχέτιση µεταξύ των αποτελεσµάτων (R2= 0,993). Κύρια αιτία για το φαινόµενο αυτό αποτελεί το γεγονός ότι ο µηχανισµός και των δύο αντιδράσεων περιλαµβάνει αντίδραση µεταφοράς ηλεκτρονίων17 όπως αναλύθηκε διεξοδικά στις παραγράφους 2.3.3 και 2.3.4. Επιπλέον για την ποσοτική έκφραση των αποτελεσµάτων των µεθόδων Frap και 
Folin-Ciocalteu  ακολουθείται η ίδια διαδικασία: κατασκευάζονται καµπύλες  αναφοράς  FeSO4  και γαλλικού οξέος αντίστοιχα και τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως προς αυτές. Αυτό συµβάλει στην οµοιοµορφία των αποτελεσµάτων.  

 

∆ιάγραµµα 6.5 Γραµµική συσχέτιση µεταξύ των τιµών των ολικών πολυφαινολών των οίνων όπως υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu και της αντιοξειδωτικής ικανότητας των οίνων όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Frap.   
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6.4.1.6 Συσχέτιση αποτελεσµάτων µεθόδων Folin-Ciocalteu και DPPH Στο Γράφηµα 6.6 παρουσιάζεται η συσχέτιση µεταξύ των τιµών IC50 που υπολογίστηκαν για τους ερυθρούς και λευκούς οίνους µε τη µέθοδο DPPH και των ολικών πολυφαινολών που προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu. Όπως φαίνεται η σχέση µεταξύ τους δεν είναι γραµµική, αλλά περιγράφεται από υπερβολική συνάρτηση. Το φαινόµενο αυτό αποδίδεται σε δύο παράγοντες:  α)Στο διαφορετικό µηχανισµό στον οποίο στηρίζονται οι δύο µέθοδοι καθώς η DPPH µετά την ικανότητα του αντιοξειδωτικού να δεσµεύει ελεύθερες ρίζες, ενώ η F-C στηρίζεται σε µια απλή αντίδραση µεταφοράς ηλεκτρονίων. β) Στο διαφορετικό τρόπο έκφρασης των αποτελεσµάτων των δύο µεθόδων, καθώς  στη µέθοδο DPPH, µέτρο της αντιοξειδωτικής ικανότητας αποτελεί η τιµή IC50 ή “αποτελεσµατική συγκέντρωση”  η οποία λαµβάνει µικρότερες τιµές όσο αυξάνει η αντιοξειδωτική ικανότητα του υπό εξέταση δείγµατος. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα για συγκεντρώσεις ολικών πολυφαινολών ανώτερες των 1000mg γαλλικού οξέος /L οίνου, η τιµή IC50 πρακτικά να προσεγγίζει την τιµή µηδέν, δηλαδή φτάνει σε πλατώ.  Επιπλέον η µέθοδος DPPH, παρουσιάζει προβλήµατα, όταν εξετάζονται έγχρωµα δείγµατα που απορροφούν στην περιοχή κοντά στα 515nm, περιορίζοντας την ακρίβεια των µετρήσεων.18 Η ίδια σχέση προκύπτει και κατά την γραφική απεικόνιση των αποτελεσµάτων της µεθόδου DPPH και της µεθόδου Frap, όπως φαίνεται στο Γράφηµα 6.7.  
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∆ιάγραµµα 6.7 Συσχέτιση τιµών αντιοξειδωτικής ικανότητας όπως υπολογίστηκαν µε τις µεθόδους DPPH και Frap. 

 

 
 
 
 

∆ιάγραµµα 6.6 Συσχέτιση τιµών ολικών πολυφαινολών των οίνων όπως υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu και της αντιοξειδωτικής ικανότητας των οίνων όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο DPPH.   
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6.5 Εκχυλίσµατα Όλα τα εκχυλίσµατα σταφυλιών, φλοιών, γιγάρτων και υποπροϊόντων της οινοποίησης που παρασκευάστηκαν αναλύθηκαν ως προς το ολικό πολυφαινολικό τους περιεχόµενο µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu και την αντιοξειδωτική τους ικανότητα µε τις µεθόδους Frap και DPPH.  Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν παρατίθενται στους Πίνακες 2∆�6∆ του Παραρτήµατος ∆.  Τα αποτελέσµατα της µεθόδου Folin-Ciocalteu εκφράζονται ως mg γαλλικού οξέος 
/g εκχυλίσµατος.  Τα αποτελέσµατα της µεθόδου Frap εκφράζονται σε µM FeSO4 και αντιπροσωπεύουν την αναγωγική ικανότητα διαλύµατος εκχυλίσµατος 100 mg/ml σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15). Τα αποτελέσµατα της µεθόδου DPPH  εκφράζονται σε  συγκέντρωση εκχυλίσµατος µg/mL σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15) και αντιπροσωπεύουν την ελάχιστη συγκέντρωση του εκχυλίσµατος που απαιτείται για την εξουδετέρωση της µισής ποσότητας της ελεύθερης ρίζας (IC50 ).  Τα αποτελέσµατα έχουν οµαδοποιηθεί, ανάλογα µε το είδος τους σε σταφύλια, φλοιούς γίγαρτα, βόστρυχους, στέµφυλα και οινολάσπες.  

 

6.5.1 Ράγες Στον Πίνακα 6.9 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των τιµών που υπολογίστηκαν κατά την εφαρµογή των µεθόδων Folin-Ciocalteu, Frap και DPPH σε εκχυλίσµατα ραγών σταφυλιών. 

 Πίνακας 6.9 Μέσοι όροι τιµών ολικών πολυφαινολών και αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων σταφυλιών ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ∆ΡΑΣΗ ΕΚΧΥΛ. ΡΑΓΩΝ 

F-C 

mg/g εκχυλ ΤΙΜΗ FRAP* 

( µΜ FeSO4) 

DPPH  IC50 

(µg/ml.) ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 379,79 88,09 15,27 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 341,25 82,98 18,19 

* Εκφράζει την Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ 
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Τα εκχυλίσµατα των σταφυλιών παρουσιάζουν υψηλό πολυφαινολικό περιεχόµενο, και σηµαντική αντιοξειδωτική δράση όπως φαίνεται από τις τιµές που προσδιορίστηκαν. Είναι αξιοσηµείωτο, ότι δεν υπάρχει ουσιαστική διαφοροποίηση µεταξύ ερυθρών και λευκών ποικιλιών, σε αντίθεση  µε ότι παρατηρήθηκε για τους οίνους.   
6.5.1.1 Εποχιακή µεταβολή αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων Όπως περιγράφεται στην παράγραφο 4.6.1.1.3 το πολυφαινολικό περιεχόµενο των σταφυλιών εκφρασµένο σε mg/Kg φρέσκων ραγών, µειώνεται κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης. Στο Γράφηµα 6.8 περιγράφεται η µεταβολή του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας των εκχυλισµάτων δύο ποικιλιών ερυθρών σταφυλιών σε διάφορα στάδια της ωρίµανσης τους. Όπως παρατηρείται και στις δύο ποικιλίες η ωρίµανση συνεπάγεται µείωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας των εκχυλισµάτων και στις δύο ποικιλίες σταφυλιών. Αυτό σχετίζεται αφενός µε τη µείωση του συνόλου των πολυφαινολών στα σταφύλια και αφετέρου µε την αύξηση του ποσοστού των σακχάρων, που έστω και σε µειωµένο ποσοστό περνάνε στα εκχυλίσµατα, παρεµποδίζοντας την αντιοξειδωτική τους δράση. Πρέπει να σηµειωθεί όµως ότι η µείωση του πολυφαινολικού περιεχοµένου που παρατηρείται στα εκχυλίσµατα δεν είναι τόσο δραµατική όσο στις φρέσκες ράγες. 
6.5.2 Γίγαρτα Στον Πίνακα 6.10 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των τιµών που υπολογίστηκαν κατά την εφαρµογή των µεθόδων Folin-Ciocalteu, Frap και DPPH σε εκχυλίσµατα γιγάρτων.  

 Πίνακας 6.10 Μέσοι όροι τιµών ολικών πολυφαινολών και αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων γιγάρτων ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛ. ΓΙΓΑΡΤΩΝ 

F-C 

mg/g εκχυλ ΤΙΜΗ FRAP* 

( µΜ FeSO4) 

DPPH IC50 

(µg/ml) ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 582,49 130,35 7,65 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 506,35 124,83 13,17 

* Εκφράζει την Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ 
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Τα εκχυλίσµατα γιγάρτων εµφάνισαν το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο και την υψηλότερη  αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε όλα τα είδη εκχυλισµάτων που αναλύθηκαν. Το γεγονός αυτό οφείλεται στην µεγάλη περιεκτικότητα των γιγάρτων σε φλαβονοειδή  και ιδιαίτερα στην παρουσία προκυανιδινών και ολιγοµερών φλαβανολών τα οποία θεωρείται ότι διαθέτουν καλύτερη αντιοξειδωτική δράση σε σχέση µε τα αντίστοιχα µονοµερή, όπως η (+)�κατεχίνη και (�)�επικατεχίνη. Επιπλέον στα γίγαρτα δεν περιέχονται καθόλου σάκχαρα µε αποτέλεσµα να λαµβάνονται εκχυλίσµατα σε µορφή σκόνης πολύ συµπυκνωµένα.  

6.5.3 Φλοιοί  Στον Πίνακα 6.11 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των τιµών που υπολογίστηκαν κατά την εφαρµογή των µεθόδων Folin-Ciocalteu, Frap και DPPH σε εκχυλίσµατα φλοιών.  

 Πίνακας 6.11 Μέσοι όροι τιµών ολικών πολυφαινολών και αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων φλοιών ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛ. ΦΛΟΙΩΝ 

F-C 

mg/g εκχυλ ΤΙΜΗ FRAP*     

 ( µΜ FeSO4)       

 DPPH  IC50  

(µg/ml) ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 149,42 30,49 59,87 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 69,97 13,57 144,65 

* Εκφράζει την Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ 

 Τα εκχυλίσµατα των φλοιών παρουσιάζουν εξαιρετικά χαµηλή αντιοξειδωτική ικανότητα, κατά αντιστοιχία µε το χαµηλό τους πολυφαινολικό περιεχόµενο. Επιπλέον όπως συζητήθηκε στην παράγραφο 4.6.3.3. η πλειοψηφία των πολυφαινολών που ανιχνεύθηκαν στους φλοιούς ήταν γλυκοζίτες της κερκετίνης. Η κερκετίνη αποτελεί ένα φλαβονοειδές το οποίο -σε ελεύθερη  µορφή- παρουσιάζει ισχυρή αντιοξειδωτική δράση, όπως όµως έχει αποδειχθεί οι γλυκοζίτες της διαθέτουν µειωµένη in vitro ικανότητα δέσµευσης ελευθέρων ριζών, αφού η ύπαρξη  γλυκοζιτικού δεσµού µειώνει την αντιοξειδωτική ικανότητα των γειτονικών υδροξυλίων λόγω στερεοχηµικής παρεµπόδισης.19�21 
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Όσον αφορά τη σύγκριση µεταξύ ερυθρών και λευκών ποικιλιών, τα εκχυλίσµατα φλοιών που προέρχονται από ερυθρά σταφύλια, έχουν διπλάσο πολυφαινολικό περιεχόµενο και αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση µε τα εκχυλίσµατα των λευκών. Το γεγονός αυτό συνδέεται µε την παρουσία ανθοκυανινών στο φλοιό των ερυθρών ποικιλιών, αν και η συγκεκριµένη µέθοδος εκχύλισης που ακολουθήθηκε δε στόχευε στην παραλαβή τους. Στον Πίνακα 6.12 πραγµατοποιείται σύγκριση του πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων ραγών και των αντίστοιχων εκχυλισµάτων φλοιών και γιγάρτων που έχουν προέλθει από αυτά.  

 

 Πίνακας 6.12 Σύγκριση πολυφαινολικού περιεχοµένου και αντιοξειδωτικής δράσης εκχυλισµάτων ραγών, γιγάρτων και φλοιού του ίδιου δείγµατος ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΡΑΓΩΝ 

F-C  
 (mg/g εκχυλ) 

FRAP TIMH*  
  ( µΜ FeSO4)           

 DPPH IC50      
(µg/ml) Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005 Ράγες 411,2 ± 2,5 86,7 ± 0,31 17,6 ± 0,76 Γίγαρτα 542,69 ± 3,3 137,01 ± 1,16 6,8 ± 0,64 Φλοιός 204,21 ± 0,60 40,07 ± 1,05 23,59 ± 0,98 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005 Ράγες 301,0 ± 3,6 52,2 ± 0,74 20,2 ± 0,84 Γίγαρτα 714,39 ± 7,4 150,20 ± 4,89 6,6 ± 3,36 Φλοιός 222,21 ± 8,47 48,39 ± 0,14 22,3 ± 0,27 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005 Ράγες 317,87 ± 5,1 69,8 ± 1,59 19,6 ± 0,10 Γίγαρτα 660,73 ± 7,4 146,4 ± 2,42 7,94 ± 0,14 Φλοιός 136,53 ± 0,99 26,88 ± 0,81 54,42 ± 1,82 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 Ράγες 492,7 ± 15,6 108,85 ± 6,00 13,0 ± 0,58 Γίγαρτα 428,20 ± 9,9 111,35 ± 4,18 14,8 ± 2,46 Φλοιός 47,46 ± 2,20 10,57 ± 0,20 117,0 ± 3,14 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 Ράγες 376,9 ± 14,0 90,0 ± 0,67 13,1 ± 0,8 Γίγαρτα 540,6295 ± 9,4 126,0 ± 1,87 13,4 ± 2,23 Φλοιός 32,31 ± 2,26 3,10 ± 0,12 274,2 ± 2,10 

*Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ      
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Τα αποτελέσµατα του πίνακα απεικονίζονται και γραφικά στο Γράφηµα 6.9. Όπως παρατηρείται το πολυφαινολικό περιεχόµενο και η αντιοξειδωτική ικανότητα των εκχυλισµάτων ραγών και γιγάρτων είναι παρόµοιες, σε αντίθεση µε αυτή των φλοιών, γεγονός που επιβεβαιώνει ότι το µεγαλύτερο ποσοστό διαλυτών πολυφαινολών εντοπίζεται στα γίγαρτα των ραγών.  
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∆ιάγραµµα 6.8 Εποχιακή διακύµανση του ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου και της αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων σταφυλιών. 
∆ιάγραµµα 6.9 Σύγκριση ολικού πολυφαινολικού περιεχοµένου και αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων ραγών, γιγάρτων και φλοιών του ίδιου δείγµατος 

Folin-Ciocalteu

0,0

100,0

200,0

300,0

400,0

500,0

600,0

10,0 12,0 15,0 16,0 19,0

% ποσοστό σακχάρων (0Brix)

m
g/

g 

γαλλικού οξέος Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 FRAP

0,0

20,0
40,0

60,0

80,0
100,0

120,0

140,0

10,0 12,0 15,0 16,0 19,0

% ποσοστό σακχάρων (0Brix)

µM FeSO Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 DPPH

0,0

5,0

10,0

15,0

20,0

25,0

10,0 12,0 15,0 16,0 19,0

% ποσοστό σακχάρων (0Brix)

IC
50
 (

µg/mL Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004
0

100

200

300

400

500

600

700

800

m
g
/g

 γαλλικού οξέος ΜανδηλαριάΣαντορίνη
2005

ΒοηδόµατοΣαντορίνη
2005

ΑηδάνιΣαντορίνη
2004

FOLIN-CIOCALTEU ΡάγεςΓίγαρταΦλοιοί 
0

20

40

60

80
100

120

140

160µΜ ΜανδηλαριάΣαντορίνη
2005

ΒοηδόµατοΣαντορίνη
2005

ΑηδάνιΣαντορίνη
2004

FRAP ΡάγεςΓίγαρταΦλοιοί 
0

50

100

150

200

250

IC
5
0 µg/mL ΜανδηλαριάΣαντορίνη

2005

ΒοηδόµατοΣαντορίνη
2005

ΑηδάνιΣαντορίνη
2004

DPPH ΡάγεςΓίγαρταΦλοιοί 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6   ΜΕΛΕΤΗ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

 314 

 

6.5.4 Υποπροϊόντα Στον πίνακα 6.13 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των οι µέσοι όροι των τιµών που υπολογίστηκαν κατά την εφαρµογή των µεθόδων Folin-Ciocalteu, Frap και 
DPPH σε εκχυλίσµατα στεµφύλων. 
 Πίνακας 6.13 Μέσοι όροι τιµών ολικών πολυφαινολών και αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων υποπροϊόντων της οινοποίησης ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ 

F-C 

mg/g εκχυλ ΤΙΜΗ 

FRAP* 

(µΜ 

FeSO4) 

DPPH IC50  

(µg/ml) ΒΟΣΤΡΥΧΟΙ ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 507,71 101,99 13,75 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 481,23 95,15 12,33 ΣΤΕΜΦΥΛΑ ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 312,35 64,17 25,83 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 351,43 76,79 22,68 ΟΙΝΟΛΑΣΠΕΣ ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ 74,31 16,50 133,32 

 Όπως φαίνεται τα εκχυλίσµατα των βοστρύχων είναι ιδιαίτερα πλούσια σε ολικές πολυφαινόλες και παρουσιάζουν υψηλή αντιοξειδωτική ικανότητα προσδιορίστηκε για τα εκχυλίσµατα γιγάρτων.  Τα εκχυλίσµατα των στεµφύλων, διαθέτουν και αυτά σηµαντικό πολυφαινολικό περιεχόµενο και αντιοξειδωτικό δυναµικό παραπλήσιο µε των εκχυλισµάτων σταφυλιών.  Τα αποτελέσµατα αυτά έχουν ιδιαίτερη αξία, καθώς αναδεικνύουν την πιθανότητα αξιοποίησης των υποπροϊόντων της οινοποίησης προς την κατεύθυνση παραγωγής προϊόντων υψηλής βιολογικής και οικονοµικής αξίας.  
  Τέλος τα αποτελέσµατα των αντιοξειδωτικών µεθόδων βρίσκονται σε αντιστοιχία µε τα αποτελέσµατα που προέκυψαν κατά την ανάλυση των εκχυλισµάτων στο HPLC, υποδηλώνοντας ότι υψηλό πολυφαινολικό περιεχόµενο συνεπάγεται αύξηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των εκχυλισµάτων.  
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6.5.4.1 Αντιοξειδωτική Ικανότητα Προτύπων Ενώσεων Εκτός από τη µελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης των οίνων και των εκχυλισµάτων των αµπελοκοµικών προϊόντων και υποπροϊόντων της οινοποίησης, θεωρήθηκε σκόπιµη η µελέτη της αντιοξειδωτικής ικανότητας καθαρών προτύπων ουσιών, που ανιχνεύθηκαν στα παραπάνω δείγµατα σε αξιόλογες ποσότητες, προκειµένου να καταστεί δυνατή η σύνδεση του πολυφαινολικού περιεχοµένου µε την αντιοξειδωτική τους δράση. Η αντιοξειδωτική ικανότητα των προτύπων ουσιών διερευνήθηκε ως  προς την ικανότητα δέσµευσης της ελεύθερης ρίζας DPPH, καθώς και της αναγωγής του τρισθενούς σιδήρου (FRAP). Παράλληλα η αντιοξειδωτική ικανότητα των καθαρών πολυφαινολών συγκρίθηκε  µε την αντιοξειδωτική δράση ενός πρότυπου αντιοξειδωτικού, του τρόλοξ ((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2-carboxylic acid ) που αποτελεί υδατοδιαλυτό παράγωγο της βιταµίνης Ε. Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν παρατίθενται στον Πίνακα 6.10 Τα αποτελέσµατα της µεθόδου Frap εκφράζονται σε µM FeSO4 και αντιπροσωπεύουν την αναγωγική ικανότητα 1mM πρότυπης ένωσης σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15)  Τα αποτελέσµατα της µεθόδου DPPH  εκφράζονται σε  συγκέντρωση εκχυλίσµατος µΜ πρότυπης ένωσης σε διαλύτη Η2Ο/EtOH (85:15) και αντιπροσωπεύουν την ελάχιστη συγκέντρωση της ένωσης που απαιτείται για την εξουδετέρωση της µισής ποσότητας της ελεύθερης ρίζας (IC50 ).  Πίνακας 6.10 Αντιοξειδωτική ικανότητα προτύπων ενώσεων  ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΠΡΟΤΥΠΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ 

ΤΙΜΗ FRAP* 
(µΜ FeSO4) 

 
 

DPPH  IC50 
(µΜ) 

 
 κερκετίνη 1196,7 ± 13,3 23,06 ± 0,61 ρουτινοσίδης της κερκετίνης 854,7 ± 10,9 36,67 ± 0,68 

(�)�επικατεχίνη 967,7 ± 13,8 23,88 ± 0,94 

(+)�κατεχίνη 928,2 ± 14,1 24,94 ± 0,02 γαλλικό οξύ 972 ± 5,9 23,34 ± 0,71 συριγγικό οξύ 819,6 ± 7,1 34,45 ± 0,03 καφεϊκό οξύ 707,8 ± 5,3 38,08 ± 1,18 φερουλικό οξύ 465,9 ± 2,0 67,71 ± 2,32 π-κουµαρικό οξύ 71,4 ± 3,8 >500   τρόλοξ 491,5 ± 7,1 54,46 ± 0,64 

*Αναγωγική Ικανότητα 1mM πρότυπης ουσίας 
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 Όπως παρατηρείται η συσχέτιση των δύο µεθόδων, είναι αρκετά ικανοποιητική. Στη µέθοδο DPPH η ικανότητα των προτύπων πολυφαινολών να εξουδετερώνουν την ελεύθερη ρίζα ακολουθεί τη σειρά: κερκετίνη>γαλλικό οξύ> 

(-)�επικατεχίνη>(+)�κατεχίνη>συρριγγικό οξύ>ρουτίνη>καφεϊκό οξύ>τρόλοξ φερουλικό οξύ>π-κουµαρικό οξύ. Στη µέθοδο Frap, η αναγωγική ικανότητα των προτύπων πολυφαινολών ακολουθεί τη σειρά: κερκετίνη>γαλλικό οξύ>(-)�επικατεχίνη>(+)�κατεχίνη> ρουτίνη >συρριγγικό οξύ> καφεϊκό>τρόλοξ>φερουλικό οξύ>π-κουµαρικό οξύ. 

 Τα παραπάνω αποτελέσµατα ερµηνεύονται βάσει της δοµής των φαινολικών ουσιών, όπως αναλύθηκε διεξοδικά στην παράγραφο 1.9 του Κεφαλαίου 1.  Επίσης ένα πολύ σηµαντικό εύρηµα αποτελεί το γεγονός ότι οι περισσότερες από τις πολυφαινόλες που µελετήθηκαν έχουν µεγαλύτερη in vitro αντιοξειδωτική ικανότητα σε σύγκριση µε το τρόλοξ.  Οι παραπάνω φαινολικές ενώσεις και τα παράγωγα τους (ολιγοµερή, πολυµερή, γλυκοζίτες), βρίσκονται σε µεγαλύτερη αφθονία στους οίνους και στα εκχυλίσµατα που µελετήθηκαν, εποµένως η παρουσία τους συνδέονται άµεσα µε την αυξηµένη αντιοξειδωτική ικανότητα των δειγµάτων αυτών.   
 Συσχέτιση µεθόδων Folin-Ciocalteu και Frap Στο Γράφηµα 6.10 φαίνεται η γραµµική συσχέτιση µεταξύ των τιµών αντιοξειδωτικής ικανότητας όλων εκχυλισµάτων που προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο 

Frap και ολικών πολυφαινολών µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu. Όπως φαίνεται υπάρχει πολύ καλή γραµµική συσχέτιση µεταξύ των αποτελεσµάτων, αντίστοιχη µε αυτή που βρέθηκε για τους οίνους.   Παροµοίως η γραφική αναπαράσταση των αποτελεσµάτων της Folin-Ciocalteu και της µεθόδου DPPH παρουσιάζει εικόνα αντίστοιχη µε αυτή που βρέθηκε για τους οίνους (Γράφηµα 6.11).  
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 Γράφηµα 6.10 Γραµµική συσχέτιση µεταξύ των τιµών των ολικών πολυφαινολών των εκχυλισµάτων όπως υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu και της αντιοξειδωτικής ικανότητας των εκχυλισµάτων όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Frap 
 

∆ιάγραµµα 6.11 Συσχέτιση τιµών ολικών πολυφαινολών των οίνων όπως υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu και της αντιοξειδωτικής ικανότητας των οίνων όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο DPPH 
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6.5.5 Αποτελέσµατα µεθόδων LDL και Ενδοκυτταρικών ROS Όπως ήδη αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 2. για την καλύτερη αξιολόγηση της αντιοξειδωτικής φράσης ενός συστήµατος είναι απαραίτητη η διαξαγωγή µιας σειράς τεστ, τα οποία να προσοµοιάζουν όσο το δυνατόν περισσότερο στις οξειδωτικές διαδικασίες που λαµβάνουν χώρα στα βιολογικά συστήµατα. Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκαν δύο in vitro τεστ : η µέθοδος οξείδωσης της LDL-χοληστερόλης παρουσία ιόντων Cu(II) και η µέθοδος προσδιορισµού των ενδοκυτταρικών Ενεργών Μορφών Οξυγόνου (ROS). Η πρώτη µέθοδος σχετίζεται άµεσα µε την περισσότερο µελετηµένη ιδιότητα των πολυφαινολών, την αναστολή της οξείδωσης της χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτείνης (LDL) και κατά συνέπεια την παρεµπόδιση δηµιουργίας αθηρωµατικής πλάκας.  Η δεύτερη µέθοδος είναι επίσης σηµαντική καθώς σχετίζεται µε το οξειδωτικό στρες σε ανθρώπινα κύτταρα, το οποίο έχει αναγνωρισθεί ως αιτία εµφάνισης πολλών ασθενειών όπως διάφορες µορφές καρκίνου, καρδιαγγειακά νοσήµατα, σακχαρώδης διαβήτης, ασθένειες του νευρικού συστήµατος κ.α.  Για την διεξαγωγή των συγκεκριµένων τεστ, επιλέχθηκαν από κάθε κατηγορία δειγµάτων τα εκχυλίσµατα µε το µεγαλύτερο πολυφαινολικό περιεχόµενο. Για τη µελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης των οίνων παρασκευάστηκαν στερεά εκχυλίσµατα µε τη χρήση ρητίνης XAD4, αφενός για να επιτευχθεί συµπύκνωση των περιεχόµενων πολυφαινολών στους οίνους, και αφετέρου για να αποφευχθεί η τοξική επίδραση της αιθανόλης στις καλλιέργειες κυττάρων, καθώς στις συγκεντρώσεις που βρίσκεται στους οίνους, είναι ιδιαιτέρως κυτταροτοξική.  Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε για την διεξαγωγή των συγκεκριµένων αντιοξειδωτικών µεθόδων περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο 2.  Στον Πίνακα 7∆ του Παραρτήµατος ∆ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα που προέκυψαν, κατά την εφαρµογή των µεθόδων Folin-Ciocalteu,  Frap, DPPH, LDL και µεθόδου ενδοκυτταρικών ROS σε όλα τα εκχυλίσµατα. Τα αποτελέσµατα έχουν οµαδοποιηθεί σε κατηγορίες δειγµάτων, προκειµένου να καταστεί εύκολη η σύγκριση µεταξύ τους.  Τα αποτελέσµατα της µεθόδου LDL έχουν εκφραστεί σε µg/mL εκχυλίσµατος, και αντιπροσωπεύουν την ελάχιστη συγκέντρωση εκχυλίσµατος που απαιτείται για να εµποδίσει την οξείδωση της LDL από ιόντα Cu(II) σε ποσοστό 50% (IC50 ) 
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Τα αποτελέσµατα της µεθόδου των ενδοκυτταρικών ROS, εκφράστηκαν σε µg/mL εκχυλίσµατος και αντιπροσωπεύουν την ελάχιστη συγκέντρωση εκχυλίσµατος που απαιτείται για να µειώσει τα ποσοστό των ενδοκυτταρικών ROS σε ποσοστό 25% 

(IC75 ). 

6.5.5.1 Αποτελέσµατα µεθόδου LDL Τα περισσότερα από τα εκχυλίσµατα επέδειξαν µεγάλη ικανότητα αναστολής της οξείδωσης της LDL παρουσία ιόντων Cu(II), ακόµη και σε χαµηλές συγκεντρώσεις. Επίσης υπολογίστηκε το IC50 για της καθαρής ένωσης (-)�επικατεχίνη, και υπολογίστηκε 20,9 µΜ.  Τα αποτελέσµατα αυτά είναι πολύ σηµαντικά καθώς στηρίζουν την υπόθεση της αναστολής της οξείδωσης της LDL στον οργανισµό από τα πολυφαινολικά συστατικά του οίνου και πρόληψη της δηµιουργίας αθηρωµατικής πλάκας στις αρτηρίες.  Η καλύτερη αντιοξειδωτική δράση παρατηρήθηκε για τα εκχυλίσµατα γιγάρτων, σταφυλιών και βοστρύχων, ενώ η χειρότερη για τα εκχυλίσµατα φλοιών. Στα Γραφήµατα 6.12-6.13 φαίνεται η εξάρτηση του  % ποσοστού οξείδωσης της LDL παρουσία εκχυλισµάτων ραγών, γιγάρτων, φλοιών, οίνων, στεµφύλων και βοστρύχων µιας ερυθράς και µιας λευκής ποικιλίας σε συγκεντρώσεις 100 µg/ml, 10 µg/ml και 1 

Γράφηµα 6.12�6.13 Εξάρτηση του ποσοστού οξείδωσης της LDL από τη συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού 
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µg/ml εκχυλίσµατος. Σηµαντική παρατήρηση αποτελεί το γεγονός ότι για τα περισσότερα δείγµατα, επιτυγχάνεται ικανοποιητική αναστολή της οξείδωσης της 
LDL ακόµη και σε συγκέντρωση 1 µg/ml εκχυλίσµατος. 
6.5.5.2 Συσχέτιση µεθόδων LDL και DPPH Στο Γράφηµα 6.14 παρουσιάζεται η γραµµική συσχέτιση των τιµών IC50 που υπολογίστηκαν µε τις µεθόδους DPPH και LDL. Η γραµµική συσχέτιση είναι αρκετά καλή (R2 =0,977), γεγονός ιδιαίτερα σηµαντικό, καθώς συνδέει τα αποτελέσµατα µιας µεθόδου που σχετίζεται σε µεγάλο βαθµό µε τις βιολογικές διεργασίες στον οργανισµό �δηλαδή την οξείδωση της LDL�  µε µια µέθοδο που στηρίζεται στην εξουδετέρωση µιας συνθετικής ρίζας (DPPH). 

 

 

6.5.5.3 Συσχέτιση µεθόδων LDL και Folin-Ciocalteu Στο Γράφηµα 6.15 παρουσιάζεται η συσχέτιση των αποτελεσµάτων της LDL, µε το ολικό πολυφαινολικό περιεχόµενο των εκχυλισµάτων που µελετήθηκαν. Όπως φαίνεται για συγκέντρωση πολυφαινολών µεγαλύτερη από 300mg/g εκχυλίσµατος, οι τιµές IC50 που υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο LDL παρουσιάζουν πλατώ, δηλαδή τα 
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∆ιάγραµµα 6.14 Γραµµική συσχέτιση της αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων οίνων, αµπελοκοµικών προϊόντων και υποπροϊόντων οινοποίησης, όπως αξιολογήθηκαν µε τις µεθόδους LDL και DPPH  
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εκχυλίσµατα αυτά διαθέτουν ιδιαίτερα αυξηµένη ικανότητα αναστολής της οξείδωσης της LDL, µε αποτέλεσµα οι τιµές IC50 να τείνουν στην τιµή µηδέν.  Επιπλέον η µη γραµµική συσχέτιση αποδίδεται στον διαφορετικό τρόπο µε τον οποίο εκφράζονται τα αποτελέσµατα των δύο µεθόδων. Για το λόγο αυτό καλή γραµµική συσχέτιση εµφανίζεται µεταξύ των µεθόδων Frap και  Folin-Ciocalteu και αντίστοιχα 

µεταξύ των µεθόδων LDL και DPPH.  

 

6.5.5.4 Αποτελέσµατα µεθόδου ενδοκυτταρικών ROS Σε γενικές γραµµές τα εκχυλίσµατα που µελετήθηκαν επέδειξαν µέτρια ικανότητα µείωσης του επιπέδου των ενδοκυτταρικών ROS σε καλλιέργειες λείων µυϊκών κυττάρων. Την καλύτερη δράση έδειξαν τα εκχυλίσµατα ραγών και γιγάρτων, ενώ τη χειρότερη επέδειξαν τα εκχυλίσµατα φλοιών. Εκτός από τα εκχυλίσµατα η µέθοδος εφαρµόστηκε και στις  πρότυπες ουσίες (+)�κατεχίνη, κερκετίνη, τρόλοξ καθώς και σε ένα εµπορικό εκχύλισµα πεύκου (πυκνογενόλη ,Vilco) σε εύρος συγκεντρώσεων 250�2,5 µΜ. Οι τιµές IC75 που υπολογίστηκαν �εκφρασµένες σε µΜ� παρατίθενται στον Πίνακα 6.11  

 

 

∆ιάγραµµα 6.15 Συσχέτιση της αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων οίνων, αµπελοκοµικών προϊόντων και υποπροϊόντων οινοποίησης, όπως αξιολογήθηκαν µε τις µεθόδους LDL και του ολικού του πολυφαινολικού περιεχοµένου  

y = 10573x-1,3082

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00 900,00 1000,00

F-C mg γαλλικού οξέος/g εκχL
D

L
 IC

 5
0 

(µg/ml)



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6   ΜΕΛΕΤΗ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

 322 

 Πίνακας 6.11 Aξιολόγηση αντιοξειδωτικές ικανότητας προτύπων ενώσεων σε καλλιέργειες κυττάρων Πρότυπη Ένωση IC75 µΜ 

(+)�Κατεχίνη 12,51± 1,34 Κερκετίνη 8,78± 0,78 Τρόλοξ >250 Πυκνογενόλη � 

 Η κερκετίνη και η (+)-κατεχίνη παρουσίασαν µεγάλη αντιοξειδωτική ικανότητα σε αντίθεση µε το τρόλοξ που αποδείχθηκε ανενεργό σε αυτές τις συγκεντρώσεις, ενώ η πυκνογενόλη στις µεγάλες συγκεντρώσεις παρουσίασε έντονη κυτταροτοξικότητα, εποµένως δεν ήταν δυνατό να εξαχθεί τιµή IC75 . 

 

6.5.5.5 Σύγκριση µεθόδου ενδοκυτταρικών ROS µε τις µεθόδους LDL και DPPH 

 Στα Γραφήµατα 6.16-6.17 φαίνεται η γραµµική συσχέτιση των τιµών IC75 που υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο των ενδοκυτταρικών ROS και των τιµών IC50 που υπολογίστηκαν κατά την εφαρµογή των µεθόδων LDL και DPPH αντίστοιχα. Η συσχέτιση είναι καλύτερη µεταξύ των µεθόδων LDL και ROS, (R2 =0,932) γεγονός που πιθανώς να οφείλεται στο ότι και οι δύο µέθοδοι αναφέρονται σε βιολογικές διεργασίες  
Γράφηµα 6.16 Γραµµική συσχέτιση µεταξύ της αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων οίνων, αµπελοκοµικών προϊόντων και υποπροϊόντων οινοποίησης, όπως αξιολογήθηκαν µε τις µεθόδους LDL και ενδοκυτταρικών ROS. 
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∆ιάγραµµα 6.17 Γραµµική συσχέτιση της αντιοξειδωτικής ικανότητας εκχυλισµάτων οίνων, αµπελοκοµικών προϊόντων και υποπροϊόντων οινοποίησης, όπως αξιολογήθηκαν µε τις µεθόδους LDL και ενδοκυτταρικών DPPH 
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 Πίνακας 6.12 Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων γιγάρτων προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP, DPPH, LDL και DCFHDA 

 ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ  

FOLIN-
CIOCALTEU       

mg/g εκχυλ 

FRAP VALUE       
( µΜ FeSO4)        

 DPPH             
IC 50 (µg/ml.) 

 LDL              
IC 50 (µg/ml) 

DCFHDA         
IC 75 (µg/ml) ΣΤΕΜΦΥΛΑ Ασύρτικο  Ρόδος 2003 414,16 ± 7,21 90,17 ± 1,18 15,3 ± 0,53 2,11 ± 0,07 14,32 ± 2,20 Λιατικο  Σητεία 2003 333,87 ± 1,42 77,22 ± 0,24 18,1 ± 0,23 6,80 ± 0,42 24,58 ± 0,07 Λευκά  Σαντορίνη 2003 273,58 ± 5,62 68,11 ± 0,40 21,2 ± 1,91 5,60 ± 0,51 15,13 ± 0,76 Λιαστά  Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 222,91 ± 0,98 43,00 ± 1,34 26,2 ± 1,17 9,31 ± 0,82 17,02 ± 1,46 Λιαστά  Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004 207,79 ± 3,73 50,14 ± 0,90 28,1 ± 1,68 9,84 ± 0,16 14,67 ± 0,08 

 Βινσαντο Σαντορίνη 2003 173,38 ± 3,61 51,92 ± 1,17 28,8 ± 0,40 ∆Μ    38,80 ± 0,42 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 165,00 ± 1,88 28,61 ± 1,20 42,8 ± 1,85 ∆Μ    19,47 ± 1,62 

Aσύρτικο  Σαντορίνη 2004 50,0 ± 5,0 12,00 ± 1,61 157,0 ± 27,19 76,80 ± 0,50 27,64 ± 2,19 ΒΟΣΤΡΥΧΟΙ Αθήρι  Σαντορίνη 2003 559,22 ± 12,33 120,48 ± 2,31 7,0 ± 0,49 1,91 ± 0,03 18,67 ± 0,62 
 Λιαστά Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004  536,85 ± 11,28 106,32 ± 1,86 8,3 ± 0,15 2,32 ± 0,02 14,14 ± 1,17 Μαυροτράγανο  Σαντορίνη 
2003  587,15 ± 22,57 121,00 ± 0,42 8,7 ± 0,49 1,87 ± 0,44 16,19 ± 1,59 

 Βινσαντο Σαντορίνη 2003 543,30 ± 37,42 114,09 ± 0,70 9,1 ± 0,15 2,72 ± 0,06 10,44 ± 2,02 Βηλάνα Σητεία  2003 454,40 ± 8,82 90,00 ± 1,29 10,0 ± 0,27 2,21 ± 0,82 17,21 ± 1,25 Ασύρτικο Σαντορίνη 2003 400,00 ± 8,24 103,80 ± 0,91 12,4 ± 0,73 6,93 ± 0,13 18,28 ± 1,57 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 372,29 ± 8,31 97,90 ± 0,24 16,5 ± 0,21 4,40 ± 0,15 4,25 ± 0,66 Βοηδοµατο Σαντορίνη 2004  367,10 ± 5,89 74,45 ± 0,54 23,4 ± 0,39 ∆Μ    49,05 ± 5,46 ΓΙΓΑΡΤΑ Αγιαννιώτικο ΓΠΑ  908,58 ± 34,60 197,00 ± 4,90 4,8 ± 0,09 1,71 ± 0,45 16,51 ± 3,68 Ροδιτης Τυρναβου /2004  762,16 ± 18,9 175,57 ± 2,2 4,9 ± 0,18 2,04 ± 0,06 4,30 ± 0,25 Μανδηλαρι Ηράκλειο 2004  641,97 ± 12,90 133,00 ± 2,33 5,2 ± 0,05 3,98 ± 0,48 7,69 ± 1,64 

Chardonnay Αρκαδία 2004  543,85 ± 7,4 139,68 ± 4,8 5,3 ± 0,73 2,14 ± 0,14 7,16 ± 1,86 Αηδανι Σαντορίνη 2004  595,93 ± 13,0 144,13 ± 0,8 5,3 ± 2,20 1,53 ± 0,53 4,72 ± 1,81 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 811,95 ± 12,7 172,0 ± 1,5 6,2 ± 0,21 2,72 ± 0,09 23,54 ± 4,31 Μαυροτραγανο Σαντορίνη 
2004 714,4 ± 7,45 150,20 ± 4,89 6,6 ± 3,36 ∆Μ    11,23 ± 1,53 Μανδηλάρι Σαντορίνη 2004 628,00 ± 12,50 129,00 ± 0,98 6,7 ± 0,19 2,38 ± 0,18 4,57 ± 1,79 Μανδηλάρι Σαντορίνη 2005 542,69 ± 3,3 137,01 ± 1,2 6,8 ± 0,64 3,20 ± 0,30 3,85 ± 0,18 Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 449,92 ± 18,1 113,45 ± 2,3 8,7 ± 0,21 ∆Μ    23,10 ± 8,00 Αγιωργιτικο Αρκαδία  445,26 ± 12,63 111,25 ± 2,18 10,6 ± 2,05 ∆Μ    7,62 ± 1,59 Μανδηλάρι Σαντορίνη 2003 516,02 ± 10,44 112,83 ± 0,81 12,1 ± 0,43 10,56 ± 0,09 4,37 ± 0,71 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 540,63 ± 9,4 126,0 ± 1,9 13,4 ± 2,23 ∆Μ    11,26 ± 0,47 Ασυρτικο Σαντορίνη 2004 428,20 ± 9,9 111,35 ± 4,2 14,8 ± 2,46 2,11 ± 0,01 7,80 ± 1,19 Βοηδόµατο 3δειγµα 2004 599,00 ± 6,9 150,00 ± 3,5 18,1 ± 1,38 6,00 ± 0,23 8,08 ± 0,04 
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ΦΛΟΙΟΙ Μαυροτράγανο Σαντορίνη 
2004 222,21 ± 8,47 48,39 ± 0,14 22,3 ± 0,27 13,71 ± 0,04 16,24 ± 1,60 Μανδηλαρια Σαντορίνη 2005 204,21 ± 10,10 40,07 ± 1,49 30,9 ± 2,94 13,72 ± 0,18 ∆Μ ±   Μαυροτράγανο Σαντορίνη 
2005 234,93 ± 11,42 49,37 ± 1,50 42,5 ± 1,55 23,05 ± 1,02 12,67 ± 0,53 Μαυροτραγανο Σαντορίνη 
2005 213,19 ± 7,01 38,50 ± 6,53 46,4 ± 9,63 26,00 ± 1,26 18,42 ± 0,90 

123,07 ± 5,15 24,51 ± 4,33 39,7 ± 0,58 23,20 ± 0,34 41,93 ± 1,23 Μανδηλαρι Σαντορίνη 2004 
 144,31 ± 3,32 26,33 ± 1,89 55,7 ± 0,44 31,60 ± 1,20 50,00 ± 9,58 Αηδάνι Σαντο Σαντορίνη 2004 40,7 ± 1,0 13,86 ± 0,83 103,7 ± 10,17 49,64 ± 3,18 68,00 ± 4,85 Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 47,46 ± 2,20 10,57 ± 0,20 117,0 ± 3,14 57,70 ± 8,29 74,02 ± 0,76 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 43,00 ± 5,83 9,30 ± 2,40 177,5 ± 2,00 ∆Μ    >100    Αηδάνι Σαντορίνη 2004 32,31 ± 2,26 3,10 ± 0,12 274,2 ± 2,10 ∆Μ    >100    ΣΤΑΦΥΛΙΑ Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 502,8 ± 5,4 121,23 ± 1,61 9,3 ± 0,05 2,33 ± 0,47 4,59 ± 0,08 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 472,43 ± 3,76 108,33 ± 2,73 9,4 ± 0,03 2,73 ± 0,37 8,66 ± 0,17 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 

2004 530,93 ± 1,36 111,06 ± 0,21 10,0 ± 0,24 2,57 ± 0,24 7,94 ± 2,75 Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 442,8 ± 3,2 98,45 ± 0,63 10,6 ± 0,75 ∆Μ    4,99 ± 1,54 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 322,16 ± 6,3 90,32 ± 0,8 10,6 ± 0,97 ∆Μ    4,03 ± 0,10 Μανδηλάρι Σαντορίνη 2004 418,53 ± 2,99 108,04 ± 1,10 10,9 ± 0,13 1,91 ± 0,39 11,67 ± 0,90 Μανδηλ Σαντο Σαντορίνη 
2005 422,77 ± 16,61 99,13 ± 0,81 12,3 ± 0,31 3,85 ± 0,18 3,87 ± 0,35 Αηδανι Σαντορίνη 2004 381,38 ± 4,51 89,00 ± 1,64 12,4 ± 1,12 1,92 ± 0,02 7,75 ± 0,99 Αγιωργιτικο Νεµέα 2004  388,68 ± 7,48 101,73 ± 3,72 12,7 ± 0,63 2,52 ± 0,23 <3,7 ±   Ασυρτικο Σαντορίνη 2004 492,74 ± 15,58 108,85 ± 6,00 13,0 ± 0,58 2,55 ± 0,11 8,21 ± 2,46 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 365,25 ± 8,84 81,21 ± 1,94 14,4 ± 0,33 3,60 ± 0,15 4,90 ± 1,10 Ροδίτης Τυρνάβου 2004 328,7 ± 1,6 75,73 ± 0,39 15,0 ± 0,75 4,00 ± 0,09 7,30 ± 2,78 Αηδάνι Σαντορίνη 2004 140,5 ± 5,2 39,96 ± 0,07 18,1 ± 0,84 6,80 ± 0,11 38,61 ± 5,42 ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ ΟΙΝΩΝ Εκχυλισµα µανδηλαρι 2002 Σαντορινη 382,32 ± 10,7 87,57 ± 1,75 14,1 ± 2,97 8,34 ± 1,98 5,37 ± 0,17 Εκχυλισµα ασυρτικο 2002 Σαντορινη 169,4 ± 4,7 30,00 ± 2,19 40,9 ± 3,84 20,25 ± 0,75 23,71 ± 0,37 Εκχυλισµα µανδηλαρι 2002 Ρόδος 276,0 ± 1,2 77,00 ± 2,70 15,6 ± 0,31 5,79 ± 0,21 <100     Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ ∆Μ= ∆ε Μετρήθηκε 
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3Εικόνα 7-Α   Φάσµα µάζας των ενώσεων: 1.Προκυανιδίνη B1, 2.Προκυανιδίνη Β2, 

3.Προκυανιδίνη B3 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΟΙΝΩΝΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙ Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s
- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό tr

an
s

-καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες*Μανδηλάρι Ρόδος 2005 πριν τη διαύγαση 74,72 63,32 21,58 63,35 5,44 52,31 1,37**∆Α 3,28 6,98 45,55 4,72 ∆Α 8,47 4,32 3,17 4,35 0,58 2507,8Μανδηλάρι Ρόδος 2005 µετά τη διαύγαση 65,74 47,44 20,64 49,31 4,84 44,08 0,97∆Α 3,57 5,99 42,90 3,95 ∆Α 8,54 3,80 2,90 4,50 0,61 2299,4Μανδηλάρι Ρόδος 2005 εµφιαλωµένο 46,94 48,92 20,07 37,46 3,43 33,17 0,73∆Α 3,31 6,36 34,09 4,41 ∆Α 6,52 3,89 2,28 3,35 0,52 1843,5

65,85 55,38 27,94 90,52 14,11 41,40 1,66 0,82 1,93 3,68 61,782,21 0,26 8,67 4,72 2,78 2,01 0,37 2420,6

76,99 72,68 15,91 87,78 15,53 48,32 0,34 6,28 3,20 3,66 66,922,04 0,37 10,80 5,78 3,34 2,50 0,38 2335,7

73,14 76,32 15,11 83,39 14,75 45,90 0,32 5,97 3,04 3,47 63,571,94 0,35 10,26 5,49 3,17 2,37 0,36 2420,6Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 135,36 51,64 25,06 55,65 6,52 98,91 0,50∆Α 4,67 7,27 18,47 3,04 ∆Α 7,30 3,27 1,67 5,00 0,47 2896,5Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 119,52 56,62 39,37 59,18 ∆Α 99,27 0,88 0,63 2,38 9,82 4,23 3,90 0,62 10,02 6,24 1,73 3,73 0,68 2711,8Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005 108,55 48,62 23,38 66,77 11,04 88,91 0,54∆Α 2,01 8,37 28,52 5,00 ∆Α 10,23 4,96 2,34 5,30 1,10 2579,0Μανδηλαρια Σαντορίνη 2002 191,54 112,03 45,46 176,10 ∆Α 193,93 1,67 ∆Α ∆Α 11,13 63,35 4,83 ∆Α 12,63 5,14 2,69 9,97 0,73 4084,6Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 134,12 83,86 62,61 41,00 6,15 106,18 1,48 0,23 5,07 6,99 57,30 3,15 ∆Α 11,20 6,88 1,90 3,30 0,34 3956,1Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005 103,20 71,00 39,98 80,99 4,03 95,56 1,38∆Α 3,11 6,09 65,87 2,67 ∆Α 14,88 9,55 3,02 4,25 0,57 3667,1Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003 38,40 47,67 28,40 40,28 2,55 34,11 0,56∆Α 3,43 2,85 17,21 1,99 ∆Α 6,77 4,97 2,42 4,06 0,52 1025,7

Mαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 105,05 41,04 36,25 59,04 ∆Α 94,69 1,13 0,54 2,55 3,54 8,54 6,99 1,05 10,92 9,21 2,56 3,88 0,69 2082,4Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005 130,72 52,47 24,45 57,70 14,89 104,58 0,49∆Α 2,87 6,85 27,40 5,50 ∆Α 12,28 6,76 0,00 6,71 1,34 3052,2Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 91,07 53,70 20,50 45,42 10,20 54,26 0,60∆Α 9,35 3,40 21,99 4,20 ∆Α 4,29 1,78 0,00 1,83 0,40 2838,50

Syrah Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 38,46 19,64 12,76 67,66 ∆Α 28,12 0,74 ∆Α 6,54 10,92 18,92 6,27 ∆Α 6,55 6,32 9,38 16,54 3,28 1784,5

Syrah Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 49,77 27,27 26,74 67,53 ∆Α 28,15 0,92 ∆Α 6,60 4,63 24,03 4,45 ∆Α 4,98 5,61 8,61 12,95 0,40 1838,1

Merlot  Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 72,78 40,85 34,82 90,50 15,10 65,39 1,35∆Α 4,67 9,57 9,38 4,70 0,24 8,51 7,27 7,66 9,07 0,52 2666,0Ξινόµαυρο υπερώριµο Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 89,38 29,46 17,27 119,28 23,59 56,07 0,48∆Α 5,26 3,76 24,93 1,81 0,19 2,64 1,44 4,14 6,60 0,53 2773,9Λιάτικο Σητεία 2004 25,55 33,91 13,53 81,37 11,39 17,35 1,40 0,38 1,31 5,14 54,413,09 ∆Α 10,28 3,80 0,00 7,95 2,05 1045,0Μοσχάτο Αµβούργου Τυρναβος 2004 10,61 13,49 9,46 59,87 ∆Α 2,56 0,51 0,34 0,57 2,06 14,78 0,54 0,17 2,12 0,37 0,50 0,92 0,24 491,4

M.O. 87,47 53,99 27,23 72,39 10,22 68,13 0,93 2,12 3,91 6,21 36,163,85 0,44 8,89 5,30 3,13 5,73 0,78 2515,66

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου
**∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε

ΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙΜανδηλαρι Ρόδος πριν τη διαύγαση 2004

Πίνακας 1-A  Συγκεντρώσεις πολυφαινολών ερυθρών οίνων 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΟΙΝΩΝΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ Γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s
- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ καφεϊκό tr

an
s

-καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες*Αθήρι Ρόδος πριν τη διαύγαση 2005 4,56 9,58 1,89 1,53 ∆Α 2,61 0,23 **∆Α ∆Α 2,09 8,53 1,05 ∆Α 1,70 2,99 0,74 1,42 0,42 299,0Αθήρι Ρόδος  µετά τη διαύγαση 2005 2,27 10,91 1,33 1,71 ∆Α 2,96 0,17 ∆Α 0,00 1,52 7,26 0,98 ∆Α 3,05 3,16 0,75 1,62 0,55 302,0Αθήρι Ρόδος  εµφιαλωµένο 2005 1,52 1,87 0,18 ∆Α ∆Α 3,48 0,14 ∆Α 0,00 1,18 6,38 0,80 ∆Α 1,17 2,56 0,85 0,51 0,30 166,1

3,71 10,77 3,76 15,96 ∆Α 6,02 0,38 ∆Α 0,16 2,23 8,21 1,08 0,46 2,75 1,27 0,35 0,73 2,10 307,6

3,72 11,59 11,43 ∆Α ∆Α 5,48 0,38 ∆Α 0,00 2,22 10,17 1,06 0,48 2,86 1,36 0,34 2,65 0,72 280,3

1,95 4,40 3,31 12,41 ∆Α 4,75 0,31 0,34 ∆Α 1,46 9,31 0,49 0,38 1,33 1,70 0,51 ∆Α ∆Α 198,4

2,49 4,75 2,56 17,74 ∆Α ∆Α 0,33 ∆Α 0,37 1,96 9,78 0,47 ∆Α 1,39 1,84 0,52 0,87 0,25 202,6

2,08 4,59 6,81 1,21 ∆Α 4,99 0,37 ∆Α 0,14 1,54 10,08 0,49 0,43 1,35 1,76 0,54 0,85 0,26 195,3Αθήρι Ρόδος εµφιαλωµένο 2004 1,97 4,62 7,02 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 1,59 10,17 0,51 0,44 1,37 1,79 0,51 0,88 0,24 208,5Αθήρι Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2003 2,84 5,63 2,45 9,66 ∆Α 2,52 0,14 ∆Α ∆Α 4,34 27,30 1,66 ∆Α 1,48 1,32 0,43 0,49 0,28 339,7Αθηρι Σαντορίνη  µετά διαύγαση 2004 3,86 11,586 3,1134 13,7271 ∆Α 4,27 0,44 ∆Α 0,15 3,27 41,52 0,70 0,22 2,73 1,66 0,33 1,05 0,35 355,0Αθήρι Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005 5,16 14,29 1,00 14,93 ∆Α 3,12 0,27 ∆Α 0,00 3,81 37,02 1,26 ∆Α 4,65 3,78 0,00 0,84 0,37 405,1Ροδίτης Ρόδος µετά τη διαύγαση  2004 0,41 2,31 NF ∆Α ∆Α 1,75 0,33 ∆Α ∆Α 0,84 2,54 0,48 0,38 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 167,8Ασυρτικο Σαντορίνη 2002 6,95 14,57 2,27 9,02 ∆Α 3,72 0,36 ∆Α ∆Α 6,04 26,30 2,69 ∆Α 3,71 1,32 0,35 1,44 ∆Α 484,6Ασυρτικο Σαντορίνη 2003 2,87 14,94 3,80 20,23 ∆Α 1,54 0,32 ∆Α 0,74 5,26 34,60 2,28 ∆Α 3,36 1,89 0,49 3,12 0,41 455,9Ασυρτικο Σαντορίνη πριν τη διαύγαση 2004 3,83 19,15 5,12 40,35 ∆Α 1,89 0,75 ∆Α 0,25 3,64 40,11 1,62 ∆Α 3,61 3,91 0,72 2,48 0,44 469,4Ασυρτικο Σαντορίνη µετά τη διαύγαση 2004 3,71 21,27 5,22 34,86 ∆Α 1,34 0,71 ∆Α 0,25 2,69 48,42 1,62 ∆Α 5,01 3,24 0,61 1,93 0,40 430,0Ασύρτικο Σαντορίνη  πριν τη διαύγαση 2005 3,12 15,08 1,43 24,06 ∆Α 1,36 0,21 ∆Α ∆Α 4,24 43,13 1,26 ∆Α 5,19 4,53 0,94 1,32 0,42 515,6Ασύρτικο Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005 3,78 14,95 1,24 16,00 ∆Α 1,96 0,15 ∆Α ∆Α 3,13 38,61 1,20 ∆Α 4,05 4,41 1,10 0,63 0,34 495,0Ασυρτικο Σητεια  µετά τη διαύγαση 2004 3,94 5,1602 4,18 18,10 ∆Α ∆Α 0,42 ∆Α ∆Α 5,6 23,119 8,93 0,63 0,59 0,72 0,00 2,51 0,37 329,4Αηδάνι Σαντορίνη µετά τη διαύγαση 2004 4,98 7,29 4,80 1,21 ∆Α 4,95 0,34 0,34 0,31 2,53 36,34 0,82 0,36 1,30 1,77 0,74 0,86 0,37 436,3Αηδάνι Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005 3,34 11,35 1,73 4,58 ∆Α 1,63 0,15 ∆Α ∆Α 2,64 30,29 1,02 ∆Α 4,62 5,99 1,86 0,59 0,32 423,9

Bηλάνα Σητεία 2003 1,72 10,78 ∆Α 28,23 ∆Α 4,84 0,36 ∆Α ∆Α 6,44 46,54 1,99 ∆Α 1,21 0,24 0,23 0,73 0,24 329,8Τυρναβος Ροδίτης 2004 4,29 7,62 3,77 33,68 ∆Α ∆Α 0,50 ∆Α ∆Α 1,66 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,84 ∆Α 291,7Ροδίτης Τυρνάβου2005 3,89 3,39 0,91 0,22 ∆Α 0,98 0,17 ∆Α ∆Α ∆Α 1,36 0,00 ∆Α 0,39 ∆Α ∆Α 0,41 0,26 270,0Μπαντικι Τυρνάβου 2005 ∆Α 1,04 UD ∆Α 0,91 ∆Α ∆Α ∆Α 0,30 1,51 4,67 1,75 0,24 0,00 0,28 ∆Α ∆Α ∆Α 151,5Μ.Ο. 3,32 9,37 3,45 15,21 0,91 3,15 0,33 0,34 0,21 2,94 22,47 1,45 0,40 2,45 2,33 0,59 1,25 0,45 327,34

Πίνακας 2-A Συγκεντρώσεις πολυφαινολών λευκών οίνων 

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου, **∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε
Αθήρι Ρόδος πριν διαυγαση 2004Αθηρι Ρόδος µετα τη διαυγαση 2004 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΟΙΝΩΝ
Γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 φλαβανόλη-1 tr
an

s
- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη Συριγκικό οξύ tr

an
s-

καφεϊκό καφταρικό π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης    κερκετίνης κερκετίνη Καµφερόλη Ολικές πολυφαινόλες*Μαυροδαφνη Πατρών 23,23 6,90 1,85 15,50 **∆Α 14,78 0,50 0,41 2,87 6,94 26,65 18,57 0,17 1,67 0,24 0,23 2,500,16 1897,3Βινσάντο  2004 Ερυθρό 61,40 24,95 26,07 6,03 ∆Α 30,82 1,99 ∆Α 9,50 6,88 106,83 4,31 0,86 7,53 2,84 2,90 3,67 1,20 2760,0Βινσάντο Λευκό 2004 Σαντορίνη 12,59 8,84 3,43 11,46 ∆Α 7,72 0,34 0,34 0,50 4,10 47,76 2,02 0,46 6,81 5,06 0,85 4,19 0,67 2033,8

Vin Doux Σάµος 2002 9,40 8,41 2,14 11,77 ∆Α 8,64 0,55 0,34 0,26 4,93 40,02 5,79 0,17 5,52 1,86 0,51 2,98 0,73 606,3Σπυρόπουλος Μελιαστό 2004 6,66 9,64 11,59 10,87 ∆Α ∆Α 0,66 ∆Α 1,01 3,92 36,26 2,53 ∆Α 0,95 1,40 0,68 0,73 0,24 300,4Σπυρόπουλος Μαντινεία από Μοσχοφίλερο 2004 4,74 12,75 14,68 10,17 ∆Α ∆Α 0,65 ∆Α 0,68 3,47 31,65 1,83 ∆Α 1,16 0,62 0,42 0,73 0,24 267,9Μ.Ο. 19,67 11,92 9,96 10,97 ∆Α 15,49 0,78 0,36 2,47 5,04 48,20 5,84 0,42 3,94 2,00 0,93 2,47 0,54 1310,9∆είγµα προς απόσταξη µε στέµφυλα Τύρναβος 
2004 27,03 12,38 20,79 22,80 4,90 10,43 ∆Α ∆Α ∆Α 1,09 15,85 0,38 ∆Α 0,21 2,67 0,21 ∆Α 0,29 1030,5∆είγµα µετά την απόσταξη µε στέµφυλα Τύρναβος 
2004 18,31 4,04 13,16 15,08 7,01 3,93 ∆Α ∆Α ∆Α 0,11 0,11 0,16 ∆Α 0,21 0,24 ∆Α ∆Α 0,24 1419,7Μούστος Μοσχ. Αµβούργου  Τύρναβος 2005 4,91 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 18,61 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 245,0

* = mg γαλλικού οξέος / L οίνου
**∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑ
Πίνακας 3-Α Πολυφαινολικό περιεχόµενο γλυκών οίνων και υποπροϊόντων οινοποίησηςΓΛΥΚΕΙΣ ΟΙΝΟΙ



 
 
 
 
 
 ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ  Β 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 1Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο ραγών ερυθρών ποικιλιών σταφυλιών για την οινοποιητική περιόδο 2003ΡΑΓΕΣ (mg/Kg)

%
 Ποσοστό σακχάρων  

(�Brix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ

tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης �ολικές πολυφαινόλες
13 4,16 133,93 132,30 2,40 19,55 59,61 0,87 0,46 0,63 6,62 4,77 1,71 470,5

18 1,67 28,95 38,11 3,82 11,09 **∆Α 0,29 0,51 ∆Α 0,11 9,00 3,61 239,8

21 1,84 21,83 34,34 2,93 13,33 0,98 0,30 0,46 1,82 4,77 4,28 2,13280,0

12 3,86 91,50 67,28 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 1,79 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 401,1

18 2,25 39,10 30,81 3,98 11,57 11,72 0,37 1,89 3,67 5,06 11,22 4,39 252,2

21 1,45 26,63 19,02 0,96 4,17 3,34 0,06 0,21 1,20 4,48 3,13 0,25 402,0

12 13,17 276,31 126,37 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,05 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 1223,7

16 7,10 257,68 187,46 21,97 37,50 12,53 1,74 0,20 3,62 27,82 16,96 3,45 1188,7

19 2,30 124,51 98,78 15,85 21,97 8,51 6,07 0,23 1,89 17,90 14,675,84 684,8

15 10,06 222,03 109,71 7,62 7,23 9,72 0,87 2,21 1,49 0,60 1,87∆Α 578,9

17 12,50 116,75 90,53 6,16 17,05 9,92 0,14 0,74 18,92 5,93 2,42 0,05 608,2

18 2,71 39,61 26,45 1,66 4,87 0,04 0,31 1,99 0,92 0,72 2,97∆Α 389,2

19 5,40 72,52 56,51 4,12 17,28 0,30 0,32 3,45 4,75 1,38 1,90∆Α 422,8

19 4,27 99,61 47,35 1,40 7,75 0,14 0,30 0,72 0,46 0,09 1,52 0,04 489,9Μανδηλάρι Ρόδος 2003 17 4,12 118,07 33,20 6,97 15,00 3,44 1,17 1,56 3,73 15,07 7,11 6,57 577,4

18 2,07 28,35 26,91 2,03 9,08 0,06 0,16 0,39 8,99 29,47 7,38∆Α 255,8

21 3,66 38,60 44,19 2,70 5,35 0,56 0,45 1,21 6,13 9,30 3,67∆Α 180,6

17 2,41 97,13 58,22 1,02 7,45 31,60 0,16 0,52 0,87 21,80 39,16 27,90 398,2

22 2,58 36,61 26,01 ∆Α 2,54 3,98 ∆Α 2,17 4,24 0,31 1,42 1,53 234,9Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 3,75 53,26 22,41 3,42 8,29 1,41 0,06 1,07 1,49 5,10 4,92 3,08 409,2Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 23 1,56 7,04 7,84 2,48 6,77 ∆Α 0,08 0,28 0,78 3,75 6,74 3,65 73,5Ληµνιό Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 22 2,09 35,98 33,84 5,24 23,50 7,07 ∆Α 0,86 0,00 2,61 4,20 13,98 224,3∆35 ερυθρό Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 20 1,88 42,20 22,90 1,78 12,17 ∆Α ∆Α 0,30 0,21 3,96 2,27 12,09 234,3Αγιωργίτικο Νεµέα 2003 21 7,31 112,46 66,08 5,90 12,69 ∆Α 0,16 0,57 6,81 11,89 13,37 ∆Α 467,0Μ.Ο. 4,34 88,36 58,61 4,97 12,55 9,16 0,73 0,99 3,46 8,12 7,50 5,64 445,29

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΒοηδόµατο Σαντορίνη 2003Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003Μανδηλάρι Σαντορίνη 2003Μανδηλάρι Ηράκλειο 2003Μανδηλάρι Χίος 2003Κοτσιφάλι Ηράκλειο 2003Λιάτικο Σητεία 2003



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 2Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο ραγών λευκών ποικιλιών σταφυλιών για την οινοποιητική περιόδο 2003ΡΑΓΕΣ (mg/Kg)

%
 Ποσοστό σακχάρων  

(�Brix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ

tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης �ολικές πολυφαινόλες
12 4,59 247,71 85,24 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,03 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 734,4

18 3,68 95,48 23,44 13,92 9,54 7,08 1,52 0,10 0,43 25,54 12,89 3,34 276,9

22 4,59 83,61 23,55 5,28 12,98 ∆Α 5,58 0,10 0,26 11,45 10,33 1,80 265,0

12 1,43 88,86 70,91 6,19 14,52 18,34 1,42 0,03 0,27 14,63 3,68 0,64 309,0

18 2,02 26,26 26,22 2,11 6,16 14,78 1,66 0,10 0,41 16,02 12,21 7,40 218,8

23 2,82 10,88 19,18 ∆Α ∆Α ∆Α ∆Α 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 102,8

12 5,40 289,18 147,46 37,08 55,81 15,34 3,00 0,07 0,24 20,53 4,67 2,25 1172,2

18 2,44 39,62 23,41 9,63 21,96 12,10 0,16 0,10 0,00 23,10 34,44 29,06 757,6

22 1,51 30,88 15,24 6,93 16,19 2,33 0,17 0,08 0,24 5,35 9,54 7,60273,5

15 3,73 12,58 19,96 3,58 2,04 7,78 2,48 0,36 2,06 43,38 37,14 36,62 170,4

17 2,81 7,90 10,01 ∆Α ∆Α ∆Α 1,02 0,74 1,96 7,22 8,90 12,40 144,7Ροδίτης Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 1,47 7,81 6,71 0,34 2,24 0,82 0,07 0,11 0,21 1,30 3,92 1,73 134,9Γουστολίδι Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 22 1,99 82,17 69,03 6,25 17,23 11,45 1,55 0,11 0,88 17,96 18,63 13,09 366,2Μπεγλέρι Χίος 2003 21 1,20 11,22 9,25 1,20 1,56 ∆Α 0,08 0,00 9,38 32,33 27,62 ∆Α 175,0Μ.Ο. 2,83 73,87 39,26 8,41 14,57 10,00 1,56 0,15 1,26 16,83 14,159,66 364,38

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεΒηλάνα Σητεία 2003

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2003Αθήρι Σαντορίνη 2003Αηδάνι Σαντορίνη 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 3-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων  ραγών ερυθρών ποικιλιών σταφυλιών για την οινοποιητική περιόδο 2003ΡΑΓΕΣ (mg/g εκχυλ)
%

 Ποσοστό σακχάρων  (�Brix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης �ολικές πολυφαινόλες
13 3,47 111,61 110,25 2,00 16,29 49,68 0,72 0,38 0,53 5,52 3,97 1,43 326,7

18 1,67 28,95 38,11 3,82 11,09 0,00 0,29 0,51 ∆Α 0,11 9,00 3,61 199,8

21 1,28 15,16 23,85 2,04 9,26 0,68 0,21 0,32 1,26 3,32 2,98 1,48 162,1

12 2,41 57,19 42,05 4,72 6,74 4,99 0,84 1,12 ∆Α 5,41 9,94 1,19 208,90

18 1,56 27,15 21,39 2,76 8,04 8,14 0,26 1,31 2,55 3,51 7,79 3,05 145,93

21 0,82 15,13 10,81 0,55 2,37 1,90 0,03 0,12 0,68 2,54 1,78 0,14 190,33

12 4,58 96,01 43,91 6,98 14,56 6,57 0,89 0,02 0,73 6,57 3,04 0,38354,3

16 2,37 85,89 62,49 7,32 12,50 4,18 0,58 0,07 1,21 9,27 5,65 1,15330,2

19 1,72 55,88 29,09 11,89 5,98 1,88 4,55 0,17 1,42 13,43 11,00 4,38 178,00

15 5,92 130,61 64,53 4,49 4,25 5,72 0,51 1,30 0,88 0,36 1,10∆Α 383,9

17 10,41 97,29 75,45 5,13 14,21 8,27 0,12 0,62 15,77 4,94 2,02 0,04 330,8

18 3,39 49,51 33,06 2,07 6,09 0,06 0,39 2,48 1,15 0,90 3,71∆Α 189,4

19 6,75 90,65 70,63 5,15 21,60 0,37 0,40 4,31 5,94 1,72 2,37∆Α 321,9

19 5,34 124,51 59,18 1,75 9,69 0,18 0,37 0,90 0,58 0,12 1,89 0,05365,8Μανδηλάρι Ρόδος 2003 17 3,35 95,99 27,00 5,66 12,19 2,80 0,95 1,27 3,04 12,25 5,78 5,34 352,54

18 2,20 30,16 28,63 2,16 9,66 0,06 0,17 0,41 9,57 31,35 7,85∆Α 178,3

21 3,82 40,21 46,03 2,82 5,58 0,59 0,47 1,27 6,38 9,68 3,83∆Α 123,88

17 4,01 125,21 97,03 1,69 12,42 52,67 0,26 0,87 1,44 36,33 65,2646,50 354,1

22 4,29 61,01 43,34 0,00 4,23 6,63 ∆Α 3,61 7,07 0,52 2,37 2,55 223,2Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 3,99 56,66 23,84 3,64 8,82 1,50 0,07 1,13 1,59 5,42 5,23 3,28 267,54Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 23 2,61 11,73 13,07 4,14 11,28 0,00 0,14 0,47 1,30 6,25 11,23 6,09 102,12Ληµνιό Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 22 1,39 23,99 22,56 3,49 15,67 4,71 ∆Α 0,57 ∆Α 1,74 2,80 9,32 124,62∆35 ερυθρό Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 20 2,35 52,75 28,62 2,22 15,21 ∆Α ∆Α 0,37 0,26 4,95 2,84 15,12 244,05Αγιωργίτικο Νεµέα 2003 21 8,12 124,95 73,42 6,55 14,10 ∆Α 0,18 0,63 7,57 13,21 14,86 ∆Α 321,98Μ.Ο. 3,66 67,01 45,35 3,88 10,49 7,34 0,59 1,01 3,38 7,48 7,85 5,84249,18

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΒοηδόµατο Σαντορίνη 2003Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003Μανδηλάρι Σαντορίνη 2003

Λιάτικο Σητεία 2003

Μανδηλάρι Ηράκλειο 2003Μανδηλάρι Χίος 2003Κοτσιφάλι Ηράκλειο 2003



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 4-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων  ραγών λευκών ποικιλιών σταφυλιών για την οινοποιητική περιόδο 2003ΡΑΓΕΣ (mg/g εκχυλ)
%

 Ποσοστό σακχάρων  (�Brix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s-

ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης �ολικές πολυφαινόλες
12 2,30 123,86 42,62 4,49 3,95 4,77 1,70 0,01 0,15 9,45 2,84 0,95306,00

18 3,68 95,48 23,44 13,92 9,54 7,08 1,52 0,10 0,43 25,54 12,89 3,34 230,73

22 4,88 88,95 25,05 5,62 13,80 0,00 5,93 0,11 0,27 12,18 10,99 1,91 234,9

12 1,19 74,05 59,10 5,16 12,10 15,28 1,18 0,02 0,23 12,19 3,07 0,53 320,12

18 2,24 29,18 29,13 2,35 6,84 16,42 1,85 0,11 0,46 17,80 13,57 8,22 202,61

23 4,03 15,54 27,40 0,96 3,80 12,83 3,04 0,17 0,30 15,24 11,41 9,01 122,40

12 1,80 96,39 49,15 12,36 18,60 51,14 1,00 0,02 0,08 6,84 1,56 0,75 325,60

18 1,22 19,81 11,70 4,81 10,98 6,05 0,08 0,05 0,00 11,55 17,22 14,53 315,68

22 0,75 15,44 7,62 3,47 8,09 1,17 0,09 0,04 0,12 2,68 4,77 3,80 113,96

15 6,21 20,97 33,27 5,97 3,39 12,97 4,13 0,60 3,43 72,29 61,90 61,04 254,9

17 1,69 4,74 6,01 ∆Α ∆Α ∆Α 0,61 0,45 1,17 4,33 5,34 7,44 89,2Ροδίτης Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 2,62 13,94 11,99 0,61 4,00 1,47 0,13 0,19 0,37 2,33 7,00 3,09 234,55Γουστολίδι Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 22 0,60 24,90 20,92 1,89 5,22 3,47 0,47 0,03 0,27 5,44 5,64 3,97 276,2Μπεγλέρι Χίος 2003 21 1,34 12,56 10,36 1,34 1,75 ∆Α 0,09 0,00 10,50 36,21 30,94 ∆Α 195,0Μ.Ο. 2,47 45,41 25,55 4,84 7,85 11,05 1,56 0,14 1,27 16,72 13,51 9,12 230,13

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε
ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2003Αθήρι Σαντορίνη 2003Αηδάνι Σαντορίνη 2004Βηλάνα Σητεία 2003



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 5-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο ραγών ερυθρών ποικιλιών σταφυλιών  για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s
-καφταρικό οξύ tr

an
s

- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες
10,0 17,18 945,45 399,08 200,63 171,53 137,42 301,33 8,04 **∆Α 4,35 20,96 8,28 ∆Α 3583,2

12,0 11,79 839,5 238,1 75,57 99,5 86,75 227,6 21,6 0,34 2,9 18,97 9,41 8,79 3043,7

15,0 7,64 216,97 66,36 57,83 68,07 6,28 10,75 6,13 0,08 4,19 20,75 9,33 4,19 1174,4

16,0 7,16 183,73 82,88 81,50 105,95 ∆Α 7,96 5,56 0,24 ∆Α 15,84 7,79 ∆Α 1004,5

19,0 7,49 138,39 75,75 24,24 88,90 13,75 13,38 2,04 0,47∆Α 13,30 5,75 ∆Α 751,2

19,0 4,26 151,91 35,95 46,12 52,41 10,90 4,91 0,48 0,00 1,77 22,37 16,41 6,08 1086,0

21,0 3,60 154,37 44,83 44,06 46,85 3,42 9,97 3,92 ∆Α 1,28 22,76 14,41 7,15 951,2

19,0 5,35 172,16 50,89 28,83 56,25 8,67 2,31 0,97 1,11 0,00 20,80 11,86 2,14 945,7

6,0 6,22 517,68 365,51 102,08 125,97 135,08 273,58 1,46 0,030,77 18,72 10,00 1,36 1827,9

14,0 11,69 178,61 182,45 62,76 32,92 29,92 59,47 4,79 0,86 4,90 14,68 9,92 3,88 1454,6

20,0 4,51 67,44 63,17 11,27 29,14 14,50 9,41 0,51 0,69 2,42 11,78 14,96 7,37 917,4

24,0 3,29 48,28 42,95 11,52 26,55 6,51 5,41 0,18 5,12 0,92 7,65 9,50 4,85 1052,2

26,5 3,13 68,01 67,04 22,52 28,55 10,15 2,74 2,20 0,56 4,51 18,07 29,72 9,86 900,8

24,5 3,38 48,94 38,98 23,51 30,41 9,67 ∆Α 2,64 0,65 2,10 22,89 27,09 10,38 766,8

6,0 0,45 470,35 194,02 138,35 69,94 118,34 349,41 1,95 0,05 0,48 17,00 6,12 14,36 2188,7

13,0 4,73 243,89 131,58 50,15 38,51 55,22 144,54 0,59 0,16 0,78 7,92 4,14 2,19 1127,4

15,0 5,33 134,37 104,33 19,01 28,54 7,51 85,51 0,40 0,11 0,538,84 5,25 2,65 716,5

20,0 3,85 113,73 135,35 20,93 51,20 16,61 19,30 0,64 0,21 2,08 9,99 12,37 4,66 928,7

27,5 2,32 49,16 78,90 11,17 34,03 21,48 3,22 0,02 0,11 0,57 4,52 10,07 7,36 646,7

26,5 0,71 37,25 62,25 7,17 29,53 5,80 9,66 0,02 ∆Α 0,91 6,63 14,88 6,86 438,8

24,0 0,81 32,40 39,36 17,69 22,97 ∆Α 10,33 0,10 ∆Α 1,06 7,19 6,04 2,18 438,4

16,0 8,58 373,27 184,62 5,77 11,74 62,05 0,94 0,13 0,35 6,12 2,13 0,89 ∆Α 1284,2

20,0 2,02 146,77 52,23 2,48 7,62 0,84 ∆Α 0,33 0,31 6,48 20,25 6,23 ∆Α 965,1
Κοτσιφάλι Ηράκλειο 2004

Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005

ΡΑΓΕΣ (mg/Kg) ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαριά Σαντορίνη 2004Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 5-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο ραγών ερυθρών ποικιλιών σταφυλιών  για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s
-καφταρικό οξύ tr

an
s

- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλεςΡΑΓΕΣ (mg/Kg)

7,2 9,97 989,34 488,91 41,73 102,94 ∆Α 491,16 67,12 0,02 1,79 55,89 13,11 ∆Α 3293,1

13,0 19,71 265,40 146,95 11,32 58,50 ∆Α 22,68 14,57 0,08 1,02 23,38 5,25 ∆Α 2098,3

17,0 10,00 170,85 119,27 25,44 60,72 ∆Α 7,53 2,04 0,83 4,53 4,58 2,48 3,60 1362,8

18,0 18,09 247,59 226,07 21,01 29,03 50,72 133,44 7,97 0,12 0,41 7,89 4,03 3,81 480,2

23,0 6,53 100,04 42,10 12,03 18,83 9,94 9,81 0,20 0,08 0,31 13,48 12,67 8,24 493,2Αγιωργιτικο Νεµέα 2004 17,0 43,67 366,23 352,43 73,66 173,08 21,97 32,22∆Α 0,75 14,62 54,89 41,02 44,40 514,4Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 23,0 1,68 7,59 8,51 ∆Α 5,55 ∆Α ∆Α 2,64 0,59 1,21 14,27 17,00 4,16 273,4Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 22,0 0,33 8,10 6,41 2,86 11,77 2,78 3,29 0,10 1,00 8,44 5,98 8,09 3,66 269,4Βερτζαµι Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 23,0 2,90 31,12 16,91 ∆Α 13,44 2,14 5,59 0,78 1,29 1,02 3,71 17,42 10,29 422,9Βερτζαµι Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 22,0 4,30 49,31 40,81 26,08 12,50 2,11 5,66 4,14 0,27 2,10 3,99 29,34 4,48 614,9Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 8,70 168,59 49,71 47,30 23,97 18,83 23,95 0,39 3,50 8,241,13 8,75 25,99 1107,4ΑυγουστιάτηςΑµπελώνας ΓΠΑ 2004 22,0 0,55 0,70 1,33 ∆Α 5,50 0,73 1,74 ∆Α ∆Α 2,73 1,40 6,78 3,18 355,6Ληµνιωνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 3,10 18,65 6,46 2,99 7,41 ∆Α 1,67 0,36 0,96 0,32 3,57 3,57 8,33 334,9Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 20,0 4,83 77,16 51,65 ∆Α 17,28 ∆Α 0,23 0,28 7,08 0,50 2,53 1,26 0,27 625,9Ξινόµαυρο Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 21,0 3,16 72,86 54,64 ∆Α 4,04 ∆Α 3,87 ∆Α 0,37 0,30 0,13 0,85 0,39 644,1

22,0 2,97 59,22 27,42 15,85 20,55 15,75 6,25 0,46 2,28 3,62 5,42 18,79 ∆Α 375,1

6,82 204,24 112,21 39,57 46,72 29,53 63,91 4,61 0,90 2,71 13,75 11,30 7,33 1063,08

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεΜ.Ο.

Μανδηλαρια Ηράκλειο 2004 Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004

Ληµνιο Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 6-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο ραγών λευκών ποικιλιών σταφυλιών  για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s
-καφταρικό οξύ tr

an
s

- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες
11,0 3,31 488,71 101,00 78,96 34,25 45,16 130,15 13,90 **∆Α 0,54 11,24 3,60 15,25 1587,7

16,0 8,81 445,54 133,30 43,31 20,59 21,66 34,95 9,58 0,33 0,63 20,83 4,95 5,27 1417,2

21,0 4,99 172,27 49,52 35,50 25,12 9,62 14,89 2,79 0,16 0,43 19,45 9,95 6,72 941,5

17,0 5,89 202,94 69,96 93,75 31,27 11,03 14,78 21,65 0,16 0,29 25,83 9,69 2,95 1085,5

19,0 5,42 186,45 64,28 43,07 35,05 10,13 13,58 19,89 0,15 0,27 23,73 7,07 2,71 1047,3

21,0 4,42 105,79 51,79 29,86 21,05 ∆Α 6,25 1,98 ∆Α ∆Α 21,40 13,51 3,83 1147,3

14,0 4,13 490,90 187,36 48,53 46,41 63,61 108,83 3,29 0,03∆Α 6,66 4,50 2,23 1307,6

15,0 5,15 409,81 174,92 30,31 40,92 47,24 80,57 2,02 0,06∆Α 6,83 6,36 5,02 1114,6

21,0 6,82 95,83 39,41 20,48 50,98 6,44 12,80 0,26 ∆Α ∆Α 6,75 17,83 14,93 506,6

21,0 2,39 65,82 48,03 38,04 51,20 35,16 30,77 16,33∆Α 1,08 33,69 42,46 23,11 933,4

25,0 6,36 76,55 93,79 19,51 74,94 15,37 29,00 0,93 0,08 0,19 9,51 17,88 12,34 1091,3

23,0 5,42 87,56 42,52 23,82 42,06 13,29 14,48 1,30 0,20∆Α 30,67 44,73 46,02 1056,2

17,0 3,85 85,28 68,08 23,99 30,14 14,52 23,46 4,55 0,06 0,45 13,21 4,89 4,16 756,6

19,0 7,56 29,16 32,78 15,30 22,92 14,81 25,88 1,04 ∆Α 0,87 13,07 8,98 7,89 597,3

16,0 3,77 9,01 24,45 8,61 8,28 6,98 10,05 0,38 0,12 0,29 5,73 7,38 8,49 579,3

16,0 1,99 9,67 23,73 9,17 14,76 7,37 8,10 0,11 ∆Α ∆Α 3,89 4,90 3,90 643,7

19,0 2,19 19,36 24,60 3,46 8,72 7,83 20,92 2,09 0,09 0,07 6,586,26 3,67 586,0

15,0 3,82 117,48 142,72 37,43 55,18 40,59 104,98 1,09 0,22 0,64 1,99 2,77 2,54 1916,7

19,0 2,10 63,68 28,94 10,99 12,62 15,97 46,23 0,01 0,23 0,36 1,03 5,92 13,11 549,7

15,0 5,68 77,60 43,37 13,90 21,08 7,65 10,29 0,16 0,13∆Α 0,20 0,79 0,40 1037,7

18,0 8,67 56,68 51,33 13,64 14,79 6,09 10,33 0,84 0,11 0,81 1,62 6,37 8,72 1015,6

14,0 2,71 70,16 27,73 16,81 18,68 4,89 4,19 UDL 0,11 0,83 2,675,87 3,46 542,8Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 15,0 2,93 42,41 20,37 9,15 11,79 5,38 3,97 0,50 ∆Α 0,65 2,38 3,73 1,51 489,1

Αηδάνι Σαντορίνη 2004Αηδάνι Σαντορίνη 2005Αθήρι Σαντορίνη 2004

ΡΑΓΕΣ (mg/Kg) ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσυρτικο  Σαντορίνη 2004Ασυρτικο  Σαντορίνη 2005

Αθήρι Σαντορίνη 2005Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004Ροδίτης Τυρνάβου 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 6-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο ραγών λευκών ποικιλιών σταφυλιών  για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s
-καφταρικό οξύ tr

an
s

- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλεςΡΑΓΕΣ (mg/Kg)Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 19,0 2,35 29,58 6,33 19,49 15,03 ∆Α 22,62 ∆Α ∆Α 0,29 1,03 2,44 2,64 271,3

10,0 0,79 35,71 20,05 13,76 9,81 6,88 46,03 17,03 0,03 0,36 4,47 1,93 3,12 588,4

Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 9,0 0,44 53,30 58,48 26,23 27,08 33,26 43,17 36,09 0,30∆Α 1,96 1,14 2,09 981,4Ροδίτης Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 3,87 62,84 63,35 26,54 23,54 5,37 4,68 ∆Α ∆Α 0,09 4,04 21,37 8,03 495,4

M.O. 4,29 132,97 62,67 27,91 28,45 18,25 32,44 6,57 0,14 0,48 10,39 9,90 7,93 899,53

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεMerlot Αρκαδία 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 7-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων ραγών σταφυλιών για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
) γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες
10,0 2,24 95,92 40,49 20,35 17,40 13,94 30,57 1,05 **∆Α 0,57 2,73 1,08 ∆Α 467,4

12,0 2,61 151,41 57,83 18,87 14,46 16,86 32,62 0,14 0,05 0,511,92 1,88 0,24 543,5

15,0 3,18 90,30 27,62 24,07 28,33 2,61 4,47 2,55∆Α 1,74 8,63 3,88 1,74 488,8

16,0 2,98 76,55 34,53 33,96 44,14 ∆Α 3,32 2,32 0,10 ∆Α 6,60 3,24 ∆Α 418,5

19,0 4,04 74,58 40,82 13,06 47,91 7,41 7,21 1,10 0,25∆Α 7,17 3,10 ∆Α 404,8

19,0 0,82 29,12 11,20 21,11 16,32 3,40 2,25 0,22∆Α 0,81 10,24 7,51 2,78 339,0

21,0 1,60 68,61 19,92 19,58 20,82 1,52 4,43 1,74∆Α 0,66 11,67 7,39 3,67 422,8

19,0 2,33 74,85 22,13 12,53 24,46 3,77 1,00 0,42 0,48 0,00 9,04 5,15 0,93 411,2

6,0 1,22 101,27 71,50 19,97 24,64 26,42 53,52 0,29 0,01 0,15 3,66 1,96 0,27 357,6

14,0 4,39 65,69 61,54 10,98 28,39 14,12 9,17 0,50 0,68 2,36 11,48 14,57 7,18 530,9

16,5 2,48 37,93 38,75 13,33 6,99 6,35 12,63 1,02 0,18 1,04 3,12 2,11 0,82 301,0

24,0 1,64 24,14 21,47 5,76 13,27 3,26 2,71 0,09 0,07 0,46 3,834,75 2,43 300,6

26,5 0,90 19,43 19,16 6,43 8,16 2,90 0,78 5,77 0,06 1,29 5,16 8,49 2,82 257,4

24,5 1,48 21,37 17,02 10,27 13,28 4,22 0,00 1,15 2,29 0,92 10,00 11,83 4,53 334,9

6,0 0,06 62,42 25,75 18,36 9,28 15,71 46,37 0,26 0,01 0,06 2,26 0,81 1,91 290,5

13,0 1,98 102,20 55,14 21,01 16,14 23,14 60,57 0,25 0,07 0,333,32 1,74 0,92 472,4

15,0 3,60 90,79 70,50 12,85 19,29 5,08 57,78 0,45 0,12 0,59 5,97 3,55 1,79 387,3

20,0 8,23 20,14 6,53 44,73 53,23 7,59 0,25 0,08 0,82 3,93 4,871,83 0,00 365,3

27,5 0,81 17,21 27,61 3,91 11,91 7,52 1,13 0,01 0,04 0,20 1,583,52 2,58 226,4

26,5 0,54 28,66 47,89 5,51 22,72 4,46 7,43 0,01∆Α 0,70 5,10 11,44 5,27 337,6

24,0 0,59 23,49 28,54 12,82 16,65 4,99 7,49 0,07∆Α 0,77 5,21 4,38 1,58 317,9

16,0 1,23 62,21 26,37 0,96 1,68 10,34 0,13 0,02 0,05 1,02 0,300,15 ∆Α 280,71

20,0 0,78 56,45 20,09 0,95 2,93 0,32 ∆Α 0,13 0,12 2,49 7,79 2,40 ∆Α 271,9

ΡΑΓΕΣ (mg/g εκχυλ) ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαριά Σαντορίνη 2004Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005Κοτσιφάλι Ηράκλειο 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 7-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων ραγών σταφυλιών για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
) γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλεςΡΑΓΕΣ (mg/g εκχυλ)

7,2 1,32 29,21 14,44 1,00 0,95 0,59 1,28 0,11 0,29 0,20 0,08 0,25 ∆Α 389,67

13,0 6,07 56,67 43,95 2,99 8,28 3,91 4,82 0,07 0,36 9,18 2,88 1,18 0,02 465,3

17,0 3,06 52,30 36,51 7,79 18,59 0,00 2,31 0,62 0,25 1,39 1,400,76 1,10 417,18

18,0 6,32 86,49 78,97 7,34 10,14 17,72 46,62 2,78 0,04 0,14 2,75 1,41 1,33 342,8

23,0 4,45 68,09 28,65 8,19 12,82 6,76 6,68 0,14 0,05 0,21 9,188,62 5,61 326,9

17,0 7,42 62,26 59,91 12,52 29,42 3,73 5,48 UDL 0,13 2,49 9,336,97 7,55 388,7

23,0 1,02 4,63 5,20 ∆Α 3,38 ∆Α ∆Α 1,61 0,36 0,74 8,71 10,37 2,54 102,5

22,0 0,25 6,08 4,81 2,14 8,83 2,08 2,47 0,08 0,75 6,33 4,49 6,06 2,74 202,1

23,0 1,53 16,41 8,91 ∆Α 7,09 1,13 2,94 0,41 0,68 0,54 1,96 9,18 5,42 222,9

22,0 1,20 13,81 11,43 7,30 3,50 0,59 1,59 1,16 0,08 0,59 1,12 8,22 1,25 266,4

21,0 2,18 42,31 12,48 11,87 6,01 4,73 6,01 0,10 0,88 2,07 0,282,20 6,52 277,9

22,0 0,19 0,24 0,45 ∆Α 1,86 0,25 0,59 ∆Α ∆Α 0,92 0,47 2,29 1,07 120,2

21,0 1,40 8,39 2,91 1,35 3,33 ∆Α 0,75 0,16 0,43 16,29 1,61 1,61 3,75 150,7

20,0 3,55 56,63 37,91 ∆Α 12,68 ∆Α 0,17 0,21 5,19 0,37 1,86 0,93 0,20 450,65

21,0 1,67 38,58 28,93 ∆Α 2,14 ∆Α 2,05 ∆Α 0,19 0,16 0,07 0,45 0,21 340,98

22,0 1,10 22,00 10,19 5,89 7,63 5,85 2,32 0,17 0,85 1,35 2,01 6,98 ∆Α 139,34

2,37 50,23 30,21 12,35 15,36 6,86 11,67 0,76 0,50 1,72 4,61 4,47 2,52 336,73

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεM.O.

Βερτζαµι Αµπελώνας ΓΠΑ 2004Βερτζαµι Αµπελώνας ΓΠΑ 2005Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004ΑυγουστιάτηςΑµπελώνας ΓΠΑ 2004Ληµνιωνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003Ξινόµαυρο Αµπελώνας ΓΠΑ 2005Ληµνιο Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 

Αγιωργιτικο Νεµέα 2004 Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2004Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2005

Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004

Μανδηλαρια Ηράκλειο 2004 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 8-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων ραγών σταφυλιών για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
) γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλες
11,0 1,03 151,67 31,35 24,51 10,63 14,01 40,39 4,31 **∆Α 0,17 3,49 1,12 4,73 492,7

16,0 2,48 125,38 37,51 12,19 5,80 6,09 9,84 2,70 0,01 0,18 5,86 1,39 1,48 398,8

21,0 2,20 61,62 17,72 12,70 8,99 3,44 5,33 1,00 0,06 0,19 8,564,38 2,96 414,3

19,0 2,95 101,47 34,98 46,88 15,64 5,51 7,39 10,82 0,08 0,15 12,92 3,85 1,48 455,9

21,0 2,71 85,23 29,38 19,69 16,02 4,63 6,21 9,09 0,07 0,12 10,85 3,23 1,24 389,0

14,0 1,25 29,96 14,67 8,46 5,96 0,00 1,77 0,56∆Α ∆Α 6,06 3,83 1,08 324,9

14,0 1,20 143,18 54,65 14,16 13,53 18,55 31,74 0,96 0,01∆Α 1,94 1,31 0,65 381,4

15,0 2,47 196,71 83,96 14,55 19,64 22,68 38,67 0,97 0,03∆Α 3,28 3,05 2,41 535,0

17,0 3,11 43,69 17,97 9,34 23,25 2,94 5,83 0,12∆Α ∆Α 6,26 16,54 13,85 322,2

25,0 0,22 5,92 4,32 3,42 4,61 3,16 2,77 1,47∆Α 0,10 3,03 3,82 2,08 173,3

20,5 1,84 22,12 27,10 5,64 21,65 4,44 8,38 0,27 0,02 0,06 2,755,17 3,57 315,3

23,0 1,63 26,27 12,76 7,15 12,62 3,99 4,34 0,39 0,06∆Α 9,20 13,42 13,81 376,9

19,0 1,87 41,49 33,12 11,67 14,66 7,06 11,41 2,22 0,03 0,22 6,43 2,38 2,02 336,1

19,0 3,78 14,58 16,39 7,65 11,46 7,41 12,94 0,52∆Α 0,44 6,54 4,49 3,94 298,6

16,0 1,01 2,40 6,52 2,30 2,21 1,86 2,68 0,10 0,03 0,19 3,82 4,92 5,66 234,5

16,0 0,79 3,87 9,49 3,67 5,91 2,95 3,24 0,05∆Α ∆Α 1,87 2,35 1,87 257,5

19,0 1,00 8,85 11,25 1,58 3,98 3,58 9,56 0,95 0,04 0,03 3,01 2,86 1,68 267,9

15,0 1,00 30,82 37,44 9,82 14,47 10,65 27,54 0,29 0,06 0,17 0,52 0,73 0,67 502,8

19,0 0,83 25,03 11,37 4,32 4,96 6,28 18,17 0,00 0,09 0,14 0,402,33 5,15 216,0

15,0 1,89 25,87 14,46 4,63 7,03 2,55 3,43 0,05 0,04∆Α 0,07 0,26 0,13 345,9

18,0 2,81 18,34 16,61 4,41 4,79 1,97 3,34 0,27 0,03 0,26 0,53 2,06 2,82 328,7

14,0 1,71 44,22 17,48 10,59 11,77 3,08 2,64∆Α 0,07 0,53 1,68 3,70 2,18 342,1

15,0 2,13 30,87 14,83 6,66 8,58 3,92 2,89 0,36∆Α 0,47 1,74 2,71 1,10 356,0

Αηδάνι Σαντορίνη 2004

Ροδίτης Τυρνάβου 2004

ΡΑΓΕΣ (mg/g εκχυλ)

Αηδάνι Σαντορίνη 2005Αθήρι Σαντορίνη 2004Αθήρι Σαντορίνη 2005Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσυρτικο  Σαντορίνη 2004

Μοσχάτο Τυρνάβου 2004

Ασυρτικο  Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΣΤΑΦΥΛΙΑΠίνακας 8-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων ραγών σταφυλιών για τις οινοποιητικές περιόδους 2004-2005

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
) γαλλικό οξύ (+

)κατεχίνη
(-

)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης *ολικές πολυφαινόλεςΡΑΓΕΣ (mg/g εκχυλ)Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 19,0 1,80 22,68 4,85 14,94 11,53 ∆Α 17,34 0,00 ∆Α 0,23 0,79 1,87 2,03 208,0

10,0 0,27 12,23 6,86 4,71 3,36 2,36 15,76 5,83 0,01 0,12 1,53 0,66 1,07 201,5

Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 9,0 0,10 11,78 12,92 5,79 5,98 3,67 9,54 7,97 0,07∆Α 0,43 0,25 0,46 113,6Ροδίτης Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 3,56 57,82 58,28 24,42 21,65 4,94 4,31∆Α ∆Α 0,08 3,72 19,66 7,39 455,8

M.O. 1,76 49,78 23,64 10,96 10,77 5,84 11,39 2,05 0,05 0,20 3,97 4,16 3,24 334,99

*mg γαλλικού οξέος / Kg ραγών, **∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεMerlot Αρκαδία 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΓΙΓΑΡΤΑΓΙΓΑΡΤΑ (mg/100g γιγάρτων)
%

 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης *ολικές πολυφαινόλες

12,0 18,08 1470,89 440,18 86,3 109,8 36,2 7,8 3586,5

15,0 19,3 914,4 269,6 107,7 145,1 41,1 5,9 2210,1

16,0 161,7 661,2 203,3 129,2 275,3 20,4 7,2 2612,5

19,0 48,6 411,1 158,9 89,0 128,6 29,2 5,5 1736,6

19,0 13,6 575,0 174,2 95,2 133,6 9,6 9,3 1939,1

22,2 13,2 596,0 172,3 117,0 150,7 14,4 11,3 2587,6

19,0 15,4 481,3 173,7 84,4 144,1 7,9 7,0 2199,0

14,0 33,4 214,5 221,1 73,5 160,6 72,6 18,8 1732,2

16,5 35,9 279,9 183,5 100,3 143,0 62,6 16,5 1684,4

20,0 1,5 219,3 168,3 35,2 126,0 31,2 8,8 1808,8

24,0 0,1 181,1 192,0 45,9 112,0 16,6 16,2 1826,3

26,5 24,9 99,8 114,3 34,1 83,2 45,1 31,6 1725,3

24,5 9,5 160,4 186,2 35,7 82,9 59,5 33,3 1663,8

13,0 30,0 545,9 368,1 83,5 136,6 16,7 341,7 3764,5

15,0 19,0 478,6 371,6 67,7 101,7 26,8 304,6 2732,4

20,0 21,3 150,1 107,6 30,9 87,4 22,1 40,2 1898,2

27,5 1,5 226,0 340,9 41,7 118,5 57,0 49,4 2133,1

26,5 0,2 151,5 309,2 39,4 121,6 46,0 27,9 2279,5

24,0 7,6 115,7 262,7 44,1 136,7 76,7 29,7 1594,9Μανδηλαρια Ηράκλειο 2004 17,0 15,80 368,47 241,14 115,54 108,64 14,55 0,82 5713,5

18,0 29,92 377,36 270,48 39,94 109,87 13,52 6,92 1886,1

23,0 43,33 92,76 97,05 31,03 88,58 56,54 48,52 1675,6Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 17,0 43,67 366,23 352,43 73,66 173,08 21,97 32,22 2024,6Ληµνιώνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 21,0 0,49 141,69 86,44 27,51 68,93 12,16 1,43 1222,4Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 20,0 21,28 305,92 246,82 58,68 18,43 13,04 12,62 1197,1Μ.Ο. 25,16 383,40 228,48 67,48 122,58 32,94 43,01 2217,36

11,0 7,22 1067,04 220,5 172,41 74,79 98,59 284,2 3313,5

16,0 29,75 1505,21 450,3 146,32 69,57 73,16 118,1 5199,5

20,0 8,89 403,35 116,0 83,12 58,82 22,52 6,06 2711,7

14,0 19,4 513,5 126,3 32,6 82,0 99,5 49,2 1281,2

15,0 10,9 555,0 168,3 55,6 73,7 146,8 38,5 1127,8

17,0 9,35 143,63 89,21 44,37 127,86 32,21 7,39 824,8

19,0 19,3 105,9 84,5 38,4 92,1 13,3 75,1 1795,6

19,0 27,7 42,0 66,1 34,7 91,8 45,9 97,1 2363,4

14,0 8,90 369,62 192,44 78,39 140,26 8,19 6,76 2397,4

15,0 10,60 215,27 138,27 48,84 133,00 34,91 7,88 1744,6

19,0 1,45 285,25 268,66 57,85 170,15 44,68 4,19 2169,7Ροδιτης Τυρναβου 2004 18,0 46,57 1084,21 152,51 182,36 112,56 46,56 0,68 3310,8

Merlot Αρκαδία 2004 10,0 1,26 7,12 3,69 9,40 ∆Α 14,11 11,19 648,2

Chardonnay Αρκαδία 2004 21 7,92 143,31 261,15 50,87 158,75 45,89 19,95 1781,0Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 20 29,83 45,56 44,41 17,65 33,05 28,69 45,66 1321,3Ροδίτης Απελώνας Γεωπονικής 2004 21,0 4,90 189,03 85,26 65,94 45,26 4,29 0,91 871,6Μ.Ο. 15,25 417,19 154,23 69,92 97,58 47,46 48,29 2053,88

Αθήρι Σαντορίνη 2004Μοσχάτο Τυρνάβου 2004

Αηδανι Σαντορίνη2004

Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2004

Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005

Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαρι Σαντορίνη 2004

Πίνακας 9-B Πολυφαινολικό περιεχόµενο γιγάρτων ερυθρών και λευκών ποικιλιών σταφυλιών
Μανδηλάρι Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΓΙΓΑΡΤΑΓΙΓΑΡΤΑ (mg/g εκχυλ)
%

 Ποσοστό σακχάρων  (ºBrix) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης *ολικές πολυφαινόλες

12,0 3,11 252,91 75,69 18,26 23,04 6,22 2,24 619,48

15,0 6,21 198,18 54,71 34,73 46,80 6,63 1,90 631,46

16,0 33,98 75,89 42,70 27,15 57,83 4,29 1,51 628,00

19,0 16,75 141,68 54,78 30,68 44,31 10,06 1,90 598,53

19,0 2,61 75,72 33,38 18,24 25,61 1,85 1,79 325,37

22,2 3,17 142,81 41,28 28,03 36,12 3,44 2,72 620,04

19,0 3,80 91,63 42,86 20,82 35,55 1,95 1,72 542,69

14,0 11,12 71,51 73,70 24,50 53,52 24,20 6,27 577,40

16,5 11,96 93,29 61,17 33,42 47,66 20,85 5,50 561,48

20,0 0,60 86,60 66,46 13,91 49,75 12,33 3,47 714,40

24,0 0,03 95,33 101,06 24,14 58,97 8,74 8,55 537,16

26,5 7,14 28,62 32,76 9,77 23,85 12,91 9,04 494,50

24,5 2,85 48,33 56,10 10,74 24,97 17,94 10,05 501,41

13,0 6,46 117,75 79,40 18,00 29,46 3,60 73,71 811,95

15,0 4,00 100,88 78,33 14,28 21,43 5,64 64,20 575,89

20,0 15,22 33,60 41,38 11,87 33,60 8,51 15,47 451,94

27,5 0,39 57,45 86,66 10,60 30,12 14,49 12,55542,32

26,5 0,05 44,70 91,24 11,62 35,88 13,57 8,24 672,64

24,0 3,14 47,94 108,85 18,28 56,61 31,79 12,29 660,73Μανδηλαρια Ηράκλειο 2004 17,0 1,77 41,27 27,01 12,94 12,17 1,63 0,09 642,0

18,0 8,14 102,71 73,62 10,87 29,91 3,68 1,88 456,1

23,0 2,28 41,32 75,30 14,67 45,78 13,23 5,75 543,8Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 17,0 8,73 73,25 70,49 14,73 34,62 4,39 6,44 449,9Ληµνιώνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2005 21,0 0,26 74,14 45,23 14,39 36,07 6,36 0,75 639,6Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 20,0 1,06 15,30 12,34 2,93 0,92 0,65 0,63 598,6Μ.Ο. 6,19 86,11 61,06 17,98 35,78 9,56 10,35 575,90

11,0 7,22 1067,04 220,5 172,41 74,79 98,59 284,2 3313,5

16,0 29,75 1505,21 450,3 146,32 69,57 73,16 118,1 5199,5

20,0 8,89 403,35 116,0 83,12 58,82 22,52 6,06 2711,7

14,0 19,4 513,5 126,3 32,6 82,0 99,5 49,2 1281,2

15,0 10,9 555,0 168,3 55,6 73,7 146,8 38,5 1127,8

17,0 9,35 143,63 89,21 44,37 127,86 32,21 7,39 824,8

19,0 19,3 105,9 84,5 38,4 92,1 13,3 75,1 1795,6

19,0 27,7 42,0 66,1 34,7 91,8 45,9 97,1 2363,4

14,0 8,90 369,62 192,44 78,39 140,26 8,19 6,76 2397,4

15,0 10,60 215,27 138,27 48,84 133,00 34,91 7,88 1744,6

19,0 1,45 285,25 268,66 57,85 170,15 44,68 4,19 2169,7Ροδιτης Τυρναβου 2004 18,0 46,57 1084,21 152,51 182,36 112,56 46,56 0,68 3310,8

Merlot Αρκαδία 2004 10,0 1,26 7,12 3,69 9,40 ∆Α 14,11 11,19 648,2

Chardonnay Αρκαδία 2004 21 7,92 143,31 261,15 50,87 158,75 45,89 19,95 1781,0Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 20 29,83 45,56 44,41 17,65 33,05 28,69 45,66 1321,3Ροδίτης Απελώνας Γεωπονικής 2004 21,0 4,90 189,03 85,26 65,94 45,26 4,29 0,91 871,6Μ.Ο. 15,25 417,19 154,23 69,92 97,58 47,46 48,29 2053,88

Αηδανι Σαντορίνη2004Αθήρι Σαντορίνη 2004Μοσχάτο Τυρνάβου 2004

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2004

Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005

Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαρι Σαντορίνη 2004

Πίνακας 10-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων γιγάρτων ερυθρών και λευκών ποικιλιών σταφυλιών
Μανδηλάρι Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΦΛΟΙΟΙΠίνακας 11-B Πολυφαινολικό περιεχόµενο φλοιών ΦΛΟΙΟΙ (mg/100g φλοιού)

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
)

3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη tr
an

s-

καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη

*ολικές πολυφαινόλες
12,0 31,45 11,06 5,45 **∆Α 0,51 0,85 2,38 0,95 ∆Α 0,22 ∆Α 3,58 ∆Α 191,7

15,0 38,72 22,72 3,19 ∆Α ∆Α 0,40 7,82 0,77 ∆Α 0,11 ∆Α ∆Α ∆Α 208,7

16,0 49,94 21,28 16,24 ∆Α 1,10 0,93 6,53 1,20 2,50 0,17 ∆Α 0,35 ∆Α 352,0

19,0 30,14 22,56 11,31 0,08 0,33 0,44 3,14 0,18∆Α 0,19 1,55 ∆Α ∆Α 473,9

19,0 51,94 24,28 16,07 ∆Α 0,21 1,02 6,09 0,69 0,97 0,12 0,82 2,40∆Α 435,0

22,2 36,46 17,05 25,64 ∆Α 0,33 1,63 4,28 1,09 1,55 0,20 1,31 3,83∆Α 596,4

19,0 31,11 17,58 8,61 ∆Α 0,01 3,48 13,72 0,86 0,97 0,67 ∆Α 12,31 4,13 689,2

14,0 10,90 7,91 2,61 ∆Α ∆Α 0,04 1,10 0,09 0,49 0,12 0,34 ∆Α ∆Α 102,0

16,5 26,29 21,91 16,97 2,12 0,15 ∆Α 2,27 0,34 0,32 0,77 1,20 2,18 ∆Α 246,7

20,0 23,71 26,64 15,30 ∆Α 0,16 ∆Α 1,77 0,26 0,34 0,69 1,30 2,37 ∆Α 221,4

24,0 73,46 65,05 30,84 ∆Α 0,13 0,60 1,35 0,92 ∆Α 0,17 ∆Α ∆Α ∆Α 620,5

26,5 67,89 70,01 34,57 ∆Α 0,63 1,91 9,26 2,35 1,06 0,37 ∆Α 3,29 2,54 683,7

24,5 69,53 103,55 33,32 ∆Α 0,14 6,18 7,42 6,37 ∆Α 0,25 ∆Α 4,81 ∆Α 1258,6

13,0 8,84 3,12 3,80 ∆Α 0,05 0,01 0,54 0,15 ∆Α 0,05 ∆Α ∆Α ∆Α 64,5

15,0 25,17 19,70 8,98 0,01 0,10 0,32 1,11 0,25∆Α 0,28 0,53 1,81 ∆Α 315,6

20,0 21,35 23,64 10,77 0,01 0,12 0,38 1,33 0,30∆Α 0,34 0,64 2,17 ∆Α 321,4

27,5 34,89 28,01 9,74 ∆Α 0,11 0,00 9,23 0,20 ∆Α 0,45 ∆Α 3,98 1,08 278,7

26,5 32,91 33,13 11,10 ∆Α 0,09 1,29 1,70 0,50 0,23 0,15 ∆Α 3,71 ∆Α 258,9

24,0 34,89 28,01 9,74 ∆Α 0,11 ∆Α 9,23 0,20 ∆Α 0,45 ∆Α 10,25 1,78 555,2Μανδηλαρια Ηράκλειο 2004 17,0 12,08 8,45 4,03 ∆Α 0,66 3,56 15,99 0,41 1,22 0,35 0,54 1,43 1,32 284,5Αγιωργίτικο Βιολογικό 2004 18,0 49,87 34,72 27,28 ∆Α ∆Α 0,14 0,60 0,55 ∆Α 0,32 3,05 1,23 0,69 150,5Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 17,0 16,95 13,59 10,57 ∆Α ∆Α 0,65 0,98 0,47 ∆Α 2,37 0,78 5,17 6,01 106,8Ληµνιώνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 10,56 7,71 1,16 0,17 0,86 2,38 3,46 0,10∆Α 0,64 ∆Α ∆Α ∆Α 564,0Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 20,0 2,55 5,50 3,61 0,07 0,05 0,15 0,98 0,03 0,00 0,80 0,29∆Α ∆Α 49,7Μ.Ο. 32,98 26,55 13,37 0,41 0,29 1,25 4,68 0,80 0,88 0,43 1,03 3,822,51 376,23

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαρι Σαντορίνη 2004Μανδηλάρι Σαντορίνη 2005Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΦΛΟΙΟΙΠίνακας 11-B Πολυφαινολικό περιεχόµενο φλοιών ΦΛΟΙΟΙ (mg/100g φλοιού)

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
)

3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη tr
an

s-

καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη

*ολικές πολυφαινόλες
11,0 50,07 10,72 1,95 0,17 ∆Α 1,18 1,71 5,86 ∆Α 0,18 ∆Α ∆Α ∆Α 119,3

16,0 56,66 16,70 2,73 ∆Α ∆Α 0,04 2,20 3,87 ∆Α 0,09 ∆Α ∆Α ∆Α 167,7

14,0 16,48 6,12 4,33 0,17 0,19 0,07 0,61 2,04 0,13 0,62∆Α 8,14 1,71 53,2

15,0 9,57 3,87 3,91 0,69 0,45 ∆Α 0,28 0,45 ∆Α 2,23 ∆Α 3,31 1,73 99,3

17,0 6,53 12,84 13,47 ∆Α 0,38 ∆Α 0,51 0,16 ∆Α 0,02 ∆Α ∆Α ∆Α 90,4

19,0 26,61 12,72 8,54 0,13 0,03 0,03 0,48 0,44∆Α 0,14 ∆Α 4,43 1,89 125,7

19,0 21,21 15,54 10,44 0,16 0,04 0,02 0,38 0,12∆Α 0,11 ∆Α 3,61 1,54 132,8

Merlot Αρκαδία 2004 10,0 16,80 2,59 3,45 ∆Α UDL ∆Α 0,31 34,55 ∆Α 0,17 ∆Α ∆Α ∆Α 169,7

Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 9,0 6,489 1,5429 1,429 0,018 0,011∆Α ∆Α 25,9 ∆Α 0,18 ∆Α ∆Α ∆Α 238,0

15,0 10,76 10,99 7,94 ∆Α 0,25 0,03 0,96 1,62 ∆Α 0,39 0,12 0,24 0,25 100,4

19,0 27,56 25,97 12,65 0,139 0,039∆Α 2,012 1,306 ∆Α 0,07 ∆Α ∆Α ∆Α 88,0Μ.Ο. 22,61 10,87 6,44 0,21 0,17 0,23 0,95 6,94 0,13 0,38 0,12 3,95 1,43 125,86

*mg γαλλικού οξέος /100g φλοιού
** ∆Α= ∆ενΑνιχνεύθηκε

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2004Αηδανι Σαντορίνη 2004Αθήρι Σαντορίνη 2004Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΦΛΟΙΟΙΠίνακας 12-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων φλοιώνΦΛΟΙΟΙ (mg/g εκχυλ) %
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
)

3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη tr
an

s-

καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη

*ολικές πολυφαινόλες
12,0 20,20 7,10 3,50 **∆Α 0,33 0,55 1,53 0,61 ∆Α 0,14 ∆Α 2,30 ∆Α 123,1

15,0 38,72 22,72 3,19 ∆Α ∆Α 0,40 2,59 0,77 ∆Α 0,11 ∆Α ∆Α ∆Α 134,0

16,0 13,03 5,55 4,24 ∆Α 0,29 0,24 1,70 0,31 0,65 0,04 ∆Α 0,09 ∆Α 144,3

19,0 12,36 9,25 4,64 0,03 0,13 0,18 1,29 0,07 ∆Α 0,08 0,63 ∆Α ∆Α 110,0

19,0 15,39 7,20 4,76 ∆Α 0,06 0,30 1,80 0,20 0,29 0,04 0,24 0,71 ∆Α 128,9

22,2 19,24 8,99 5,95 ∆Α 0,08 0,38 2,26 0,25 0,36 0,05 0,30 0,89 ∆Α 138,4

19,0 16,41 9,27 4,54 ∆Α 0,01 1,84 7,24 0,46 0,51 0,35 ∆Α 6,49 2,18 204,2

14,0 9,62 6,98 2,31 ∆Α 0,00 0,03 0,97 0,08 0,43 0,11 0,30 ∆Α ∆Α 90,0

16,5 26,73 22,28 17,25 2,16 0,18 ∆Α 2,00 0,30 0,39 0,78 1,47 2,67 ∆Α 250,9

20,0 23,79 26,74 15,36 ∆Α 0,16 ∆Α 1,78 0,26 0,35 0,69 1,30 2,38 ∆Α 222,2

24,0 18,60 16,47 7,81 ∆Α 0,03 0,15 0,34 0,23 ∆Α 0,04 ∆Α ∆Α ∆Α 157,1

26,5 21,17 21,83 10,78 ∆Α 0,20 0,59 2,89 0,73 0,33 0,11 ∆Α 1,03 0,79 213,2

24,5 12,98 19,33 6,22 ∆Α 0,03 1,15 1,39 1,19 ∆Α 0,05 ∆Α 0,90 ∆Α 234,9

13,0 5,90 2,08 2,53 ∆Α 0,03 0,01 0,36 0,10 ∆Α 0,03 ∆Α ∆Α ∆Α 43,0

15,0 16,78 15,48 7,05 0,01 0,08 0,25 0,87 0,20 ∆Α 0,22 0,42 1,42 ∆Α 147,3

20,0 16,78 18,58 8,46 0,01 0,09 0,30 1,05 0,24 ∆Α 0,27 0,50 1,71 ∆Α 150,0

27,5 5,19 6,24 3,15 ∆Α 0,00 0,33 0,74 0,04 ∆Α 0,09 0,42 0,73 0,07 130,0

26,5 11,92 12,00 4,02 ∆Α 0,03 0,47 0,62 0,18 0,08 0,05 ∆Α 1,34 ∆Α 123,0
24,0 8,58 6,89 2,39 ∆Α 0,03 0,00 2,27 0,05 ∆Α 0,11 ∆Α 2,52 0,26 136,5Μανδηλαρια Ηράκλειο 2004 17,0 8,03 5,61 2,68 ∆Α 0,44 2,36 10,63 0,27 ∆Α 0,23 0,30 0,93 0,81 189,0Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 18,0 17,81 12,40 9,74 ∆Α ∆Α 0,05 0,21 0,19 ∆Α 0,12 1,09 0,44 0,25 85,0Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 17,0 16,95 13,59 10,57 ∆Α ∆Α 0,65 0,98 0,47 ∆Α 2,37 0,78 5,17 6,01 86,1Ληµνιώνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 3,5201 2,5705 0,6607 0,0969 0,4895 1,3585 1,9778 0,0588∆Α 0,3652 ∆Α ∆Α ∆Α 188,0Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 20,0 2,0903 4,5034 2,9546 0,0568 0,038 0,1188 0,8005 0,021∆Α 0,6507 0,2398 ∆Α ∆Α 40,6

M.O. 15,07 11,82 6,03 0,39 0,13 0,53 2,01 0,30 0,38 0,30 0,62 1,87 1,48 144,6

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαρι Σαντορίνη 2004Μανδηλάρι Σαντορίνη 2005Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΦΛΟΙΟΙΠίνακας 12-Β Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων φλοιώνΦΛΟΙΟΙ (mg/g εκχυλ) %
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
)

3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη tr
an

s-

καφταρικό οξύ καφεϊκό οξύ γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη

*ολικές πολυφαινόλες
11,0 19,92 4,26 0,78 0,07 ∆Α 0,47 0,68 2,33 ∆Α 0,07 ∆Α ∆Α ∆Α 47,5

16,0 27,20 8,02 1,31 ∆Α ∆Α 0,02 1,06 1,86 ∆Α 0,04 ∆Α ∆Α ∆Α 100,6

14,0 12,61 4,68 3,31 0,13 0,14 0,05 0,47 1,56 0,10 0,48∆Α 6,23 1,31 40,7

15,0 7,17 2,90 2,93 0,52 0,34 ∆Α 0,21 0,34 ∆Α 1,67 ∆Α 2,48 1,30 74,4

17,0 3,78 7,43 7,80 0,00 0,22 ∆Α 0,30 0,09 ∆Α 0,01 ∆Α ∆Α ∆Α 32,3
19,0 16,86 8,05 5,41 0,08 0,02 0,02 0,31 0,28 ∆Α 0,09 ∆Α 2,81 1,20 79,6

19,0 18,32 13,42 9,02 0,14 0,03 0,02 0,33 0,10 ∆Α 0,10 ∆Α 3,12 1,33 114,7

Merlot Αρκαδία 2004 10,0 3,40 0,52 0,70 ∆Α UDL ∆Α 0,06 6,99 ∆Α 0,03 ∆Α ∆Α ∆Α 34,4
Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 9,0 3,85 0,92 0,85 0,01 0,01 ∆Α ∆Α 15,38 ∆Α 0,11 ∆Α ∆Α ∆Α 30,0

15,0 8,97 9,16 6,61 ∆Α 0,21 0,03 0,80 1,35 ∆Α 0,32 0,10 0,20 0,21 83,7
19,0 27,564 25,97 12,647 0,1389 0,0391∆Α 2,0119 1,3058 ∆Α 0,0685 ∆Α ∆Α ∆Α 88,0

M.O. 12,21 5,94 3,87 0,14 0,14 0,10 0,47 3,03 0,10 0,29 0,10 2,97 1,07 63,8

*mg γαλλικού οξέος /100g φλοιού
** ∆Α= ∆ενΑνιχνεύθηκε
Ασύρτικο Σαντορίνη 2004Αηδανι Σαντορίνη 2004

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑθήρι Σαντορίνη 2004Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΦΑΙΝΟΛΙΚΑ ΟΞΕΑΠίνακας 13-Β Συγκέντρωση σε υδρολυµένα φαινολικά οξέα ραγών και στεµφύλωνΡΑΓΕΣ/ΣΤΕΜΦΥΛΑ (mg/Kg)

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
) γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό πρωτοκατεχικό οξύ βανιλλικό οξύ καφεϊκό οξύ φερουλικό οξύ άγνωστο 

10,0 93,34 ∆Α 3,69 2,81 ∆Α 6,84 0,55 0,66

12,0 9,41 0,90 1,07 1,63 0,64 4,90 0,48 ∆Α
15,0 21,88 2,56 2,96 4,32 ∆Α 10,12 0,76 0,86

16,0 3,02 9,65 23,72 11,17 ∆Α 2,91 1,39 9,06

19,0 1,42 9,01 4,64 0,53 0,78 ∆Α 0,38 1,91

6,0 8,28 29,24 13,13 21,88 16,43 0,18 1,27 76,89

14,0 89,66 16,21 9,47 2,35 2,24 7,05 0,42 0,04

20,0 27,36 10,30 12,35 9,07 4,41 0,93 3,12 9,69

15 3,77 2,14 8,29 2,65 0,22 2,45 0,19 ∆Α
17 1,57 0,62 0,13 ∆Α ∆Α 9,05 1,22 ∆ΑΡωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 23,10 3,21 4,74 ∆Α ∆Α 0,58 0,59 ∆ΑΡωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 22 4,83 3,60 6,03 1,59 1,84 ∆Α 1,47 11,28Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 17,0 46,18 14,06 16,42 2,23 3,88 7,85 2,16 0,24Μαυροδάφνη Αµπελώνας  ΓΠΑ 2004 23,0 10,17 44,58 29,72 1,80 ∆Α 1,46 0,63 1,76Ληµνίωνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21,0 7,83 51,17 33,32 27,39 2,71 9,57 1,54 4,51Ξινόµαυρο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21 23,73 7,90 9,77 0,82 ∆Α 6,32 0,70 1,42Βερτζαµί Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 23,0 0,47 5,37 17,75 0,99 1,01 0,48 0,69 ∆ΑΑυγουστιάτης Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 22,0 4,44 17,45 23,35 6,65 0,88 1,37 1,33 0,65

18,0 15,14 76,15 38,88 10,49 ∆Α ∆Α 0,29 17,95

23,0 21,82 10,70 6,49 1,88 ∆Α 0,77 ∆Α 4,42Αγιωργίτικο Νεµέα 18 31,50 ∆Α 4,05 2,01 ∆Α 4,75 0,25 3,82Μ.Ο. 21,38 16,57 12,86 5,91 3,19 4,31 0,97 9,07

Merlot Αρκαδία 2004 10,0 14,79 0,13 2,96 14,57 ∆Α 6,54 0,20 6,15

Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 9,0 2,55 ∆Α 6,91 29,79 ∆Α ∆Α 0,38 28,99

 Chardonnay Αρκαδία 2004 9 25,91 ∆Α 0,83 1,46 ∆Α 1,15 0,34 1,08Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 15 22,97 4,88 11,14 114,47 5,43 ∆Α 3,80 224,24Μ.Ο. 16,55 2,51 5,46 40,07 5,43 3,85 1,18 65,12Λιαστά µανδηλαρια  Σαντορίνη 2003 179,45 238,49 183,79 25,32 11,60 21,77 11,61 ∆ΑΛιαστά µανδηλαρια  Σαντορίνη 2004 805,88 ∆Α 395,00 55,78 ∆Α 90,37 30,02 ∆ΑΒοηδόµατο Σαντορίνη 2004 555,47 276,28 264,06 48,39 41,30 55,08 26,40 ∆ΑΜανδηλαρια  Σαντορίνη 2005 341,79 17,59 21,97 87,40 7,33 11,97 5,48 ∆ΑΒόστρυχοι Μανδηλαριά Ρόδος 2005 152,10 ∆Α 24,30 62,14 ∆Α 41,01 33,99 29,05Μ.Ο. 406,9 177,5 177,8 55,8 20,1 44,0 21,5 29,0∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαριά Σαντορίνη 2004 Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004Μανδηλαριά Ηράκλειο 2004 

Αγιωργιτικο Αρκαδία  2004 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΣΤΕΜΦΥΛΑ



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β ΦΑΙΝΟΛΙΚΑ ΟΞΕΑΠίνακας 14-Β Συγκέντρωση γιγάρτων σε υδρολυµένα φαινολικά οξέα
 ΓΙΓΑΡΤΑ (mg/100g )

%
 Ποσοστό σακχάρων  (º
B

rix
) γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό πρωτοκατεχ ικό οξύ βανιλλικό οξύ καφεϊκό οξύ φερουλικό οξύ άγνωστο 

15,0 87,93 ∆Α 5,04 6,80 ∆Α ∆Α 1,09 ∆Α
16,0 2,36 ∆Α 11,68 7,70 4,55 ∆Α 1,03 6,59

19,0 9,57 ∆Α 2,68 ∆Α ∆Α 0,08 0,28 4,23

6,0 59,04 0,97 8,25 35,04 7,76 ∆Α 1,44 68,85

14,0 32,74 ∆Α 0,83 9,31 ∆Α ∆Α 0,25 15,11

16,5 64,81 ∆Α 0,29 11,61 ∆Α 1,43 60,05 7,39Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 37,97 0,24 1,55 3,06 1,03 ∆Α 3,03 4,25Ρωµέικο Αµπελώνας Γεωπονικής 2004 22 64,56 1,05 8,16 34,80 4,64 ∆Α 2,59 85,65Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 17,0 22,11 ∆Α 1,28 1,54 0,60 ∆Α 17,37 1,45Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 23,0 39,42 ∆Α ∆Α ∆Α 0,00 0,81 2,46 1,60Μ.Ο. 42,05 0,75 4,42 13,73 3,10 0,77 8,96 21,68

21,0 16,15 0,84 5,58 12,09 6,16 ∆Α 0,89 11,59

25,0 67,18 ∆Α 2,19 21,46 ∆Α ∆Α 0,56 46,65

23,0 49,23 ∆Α 3,56 10,70 2,23 0,23 1,19 37,47

11,0 8,29 0,34 0,59 1,40 0,54 ∆Α 0,00 2,47

16,0 7,58 ∆Α 1,95 5,72 0,80 ∆Α 0,46 29,02Μ.Ο. 29,69 0,59 2,77 10,28 2,43 0,23 0,62 25,44∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεΠίνακας 15-Β Συγκέντρωση φλοιών σε υδρολυµένα φαινολικά οξέαΦΛΟΙΟΙ (mg/100g )

%
 Ποσοστό σακχάρων γαλλικό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό πρωτοκατεχικόοξύ βανιλλικό οξύ καφεϊκό οξύ φερουλικό οξύ άγνωστο 

12,0 1,08 16,18 14,31 7,60 2,31 0,70 1,67 5,20

15,0 2,25 21,27 22,28 20,87 5,55 1,29 3,37 44,33

16,0 25,00 37,87 46,46 10,10 2,20 6,72 0,46 5,88

19,0 0,14 79,36 41,98 0,53 5,34 ∆Α 1,61 16,73Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 20 23,99 75,42 32,73 43,23 12,31 4,10 0,69 24,58Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 20 8,52 68,30 23,25 ∆Α 16,83 ∆Α 1,38 ∆ΑΡωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 21 8,35 6,66 6,79 ∆Α 0,72 2,70 0,50 ∆ΑΡωµέικο Αµπελώνας Γεωπονικής 2004 22 3,65 28,90 18,50 2,84 4,55 ∆Α 1,56 20,50Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 17,0 0,05 60,90 10,52 0,63 15,76 ∆Α 0,79 2,14Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 23,0 7,83 3,12 0,64 ∆Α 56,89 45,27 6,12 3,06Ξινόµαυρο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 21 24,41 34,28 27,33 2,46 0,00 8,67 1,19 5,62Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 17 6,86 98,51 63,04 0,00 0,00 4,83 0,99 11,40Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 18 1,01 44,31 21,81 12,18 2,95 ∆Α 1,55 14,30Μ.Ο. 8,70 44,24 25,36 10,04 9,65 9,28 1,68 13,98

21,0 0,56 ∆Α 12,43 1,17 3,55 ∆Α 6,33 18,76

25,0 1,90 0,23 18,28 10,80 1,46 0,17 4,32 40,96

23,0 0,65 0,42 9,22 13,46 ∆Α ∆Α 1,01 24,59

11,0 15,12 ∆Α 7,24 61,75 ∆Α ∆Α 1,72 41,12

16,0 12,04 2,00 11,12 37,08 ∆Α 6,88 6,33 43,98Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 19 0,82 4,11 10,03 6,23 0,78 ∆Α 1,70 18,26

Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 9 1,34 ∆Α 26,20 32,20 1,18 ∆Α 4,28 73,10Μ.Ο. 4,63 1,69 13,50 23,24 1,74 3,52 3,67 37,25∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαριά Σαντορίνη 2004Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑηδάνι Σαντορίνη 2004  

Αηδάνι Σαντορίνη 2004  Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 

Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαριά Σαντορίνη 2004

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ



 
 
 
 
 
 ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ  Γ 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑΠίνακας 1-Γ Πολυφαινολικό περιεχόµενο στεµφύλων ερυθρών και λευκών ποικιλίωνΣΤΕΜΦΥΛΑ (mg/Kg) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 φλαβανόλη-1 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ *ολικές πολυφαινόλες
 Μανδηλαριά Σαντορίνη  2003 70,5 184,0 81,2 24,8 44,2 34,0 16,1 7,2 **∆Α 23,8 74,3 23,6 37,5 11,0 34,2 3,5 ∆Α 5,4 1,4 0,3 1528,3
 Μανδηλαριά Σαντορίνη  2004 190,0 129,8 121,4 50,2 44,9 42,7 110,8 13,6 89,1 27,8 105,1 64,5 36,5 24,8 45,4 0,8 5,3 57,9 6,6 0,9 2877,9
 Μανδηλαριά Λιαστά Σαντορίνη  2003 168,4 107,0 51,2 21,0 3,2 ∆Α 107,1 ∆Α 3,3 42,2 109,6 31,9 25,6 18,5 28,7 0,6 5,5 13,3 4,9 1,2 1408,8
 Μανδηλαριά Λιαστά Σαντορίνη  2004 147,4 177,7 68,3 44,5 74,2 21,6 ∆Α 15,5 42,0 39,9 99,3 126,6 75,9 35,2 34,9 5,2 12,6 32,8∆Α ∆Α 2302,3Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 13,8 149,2 77,5 21,4 21,9 16,4 ∆Α 8,8 ∆Α 5,7 21,5 0,4 6,1 4,7 11,5 1,2 ∆Α 0,6 0,7 0,5 1452,0Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 192,1 103,0 141,3 38,7 73,6 28,1 ∆Α 13,8 1,1 2,3 18,8 37,2 25,2 8,2 36,0 14,4 ∆Α 8,9 ∆Α ∆Α 2541,1Βινσάντο Σαντορίνη 2003 150,1 230,9 74,5 45,2 33,7 ∆Α 45,8 ∆Α 2,1 4,6 26,8 25,4 30,4 12,4 38,2 0,1 2,4 3,0 4,5 1,0 1612,5
 Μαυροτράγανο Σαντορίνη  2004 137,3 77,7 67,4 18,5 49,2 25,9 ∆Α 9,9 10,4 4,7 26,6 103,0 76,7 22,2 55,7 16,7 11,5 28,6 2,8∆Α 1516,8
 Λιάτικο Σητεία 2003 78,6 279,8 264,2 35,1 115,0 72,0 ∆Α 3,9 15,7 51,3 74,0 75,7 26,2 40,3 12,8 1,3 8,0 2,5 1,7∆Α 1669,3Μ.Ο. 134,7 156,9 108,2 34,3 52,0 34,5 87,9 10,9 23,4 22,3 60,2 58,137,8 20,8 32,9 5,0 7,5 18,4 3,5 0,9 1922,6Λευκές ποικιλίες Σαντορίνη 2003 103,0 73,3 22,1 36,3 2,7 ∆Α 212,6 ∆Α 7,8 1,0 51,8 204,6 57,5 18,3 68,5 9,0 0,8 1,3 1,0 0,2 2374,7

238,5 509,0 234,3 56,0 229,0 ∆Α 131,1 ∆Α 4,8 3,2 15,1 45,6 99,7 40,4 37,8 5,8 2,4 2,7 2,8 0,9 2798,1
172,5 1689,2 598,3 159,3 384,1 0,0 ∆Α 46,9 ∆Α 5,3 13,2 24,9 116,6 53,5 76,0 8,7 0,8 2,6 4,0 0,6 7444,5Ασύρτικο Ρόδος 2003 164,9 390,2 198,1 39,9 214,6 77,5 ∆Α 32,4 ∆Α 6,2 21,9 131,0 88,5 63,3 37,3 8,1 ∆Α 1,1 0,6 2,0 2052,7Μ.Ο. 169,8 665,4 263,2 72,9 207,6 38,7 171,8 39,6 6,3 3,9 25,5 101,5 90,6 43,9 54,9 7,9 1,4 1,9 2,1 1,0 3667,5

*mg γαλλικού οξέος /Kg ξηρού βάρους,** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε Πίνακας 3-Γ Πολυφαινολικό περιεχόµενο γλευκολασίαςΓΛΕΥΚΟΛΑΣΙΕΣ mg/Kg βάρους επί ξηρού γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

tr
an

s- ρεσβερατρόλη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D- γλυκοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ φλαβανόλη-1 πρωτοκατεχικό οξύ βανιλλικό οξύ *ολικές πολυφαινόλεςΓλευκολασια Σαντορίνη από φιλτροπρέσα 12,2 2,0 **∆Α 0,9 0,6 42,7 4,4 4,0 1,2 0,4 0,3 8,0 1,4 2,9 111,0Γλευκολασια Σαντορίνη από φιλτραρισµα 2,1 ∆Α ∆Α 0,3 0,1 13,6 2,9 0,6 0,4 ∆Α 0,6 ∆Α 0,9 ∆Α 65,1

*mg γαλλικού οξέος /Kg ξηρού βάρους,** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 
Ασύρτικο Σαντορίνη 2003

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ
ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑΠίνακας 2-Γ Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων στεµφύλων ερυθρών και λευκών ποικιλίωνΣΤΕΜΦΥΛΑ (mg/g εκχυλ) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 φλαβανόλη-1 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

-γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D-γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ *ολικές πολυφαινόλες
 Μανδηλαριά Σαντορίνη  2003 5,71 14,91 3,34 2,01 3,58 2,76 1,30 0,58 **∆Α 1,93 6,02 1,91 3,03 0,89 2,77 0,29 ∆Α 0,44 0,12 0,03 107,12Μανδηλαριά Σαντορίνη  2004 13,64 9,32 8,72 3,61 3,22 1,65 7,96 0,53 6,40 2,00 7,55 4,63 2,62 1,78 3,26 0,06 0,38 4,16 0,47 0,06 207,79
 Μανδηλαριά Λιαστά Σαντορίνη  2003 26,64 16,92 8,10 3,32 ∆Α ∆Α 16,95 ∆Α 0,52 6,67 17,34 5,05 4,06 2,92 4,54 0,09 0,88 2,10 0,77 0,20 222,91
 Μανδηλαριά Λιαστά Σαντορίνη  2004 5,56 13,42 5,16 3,36 5,60 1,63 ∆Α 1,17 1,58 1,51 3,75 4,78 2,87 1,33 1,32 0,19 0,47 1,24∆Α ∆Α 369,09Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 0,43 28,32 8,81 2,43 ∆Α 1,87 ∆Α 1,00 ∆Α 0,65 2,45 0,05 0,69 0,54 1,31 0,14 ∆Α 0,06 0,08 0,06 165,00Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 20,44 10,96 15,04 4,12 7,83 2,99 ∆Α 1,47 0,12 0,24 2,00 3,96 2,68 0,87 3,83 1,53∆Α 0,95 ∆Α ∆Α 376,71Βινσάντο Σαντορίνη 2003 16,14 24,83 8,01 4,86 3,62 ∆Α 4,93 ∆Α 0,23 0,49 2,88 2,73 3,26 1,33 4,10 0,01 0,26 0,32 0,48 0,10 173,38
 Μαυροτράγανο Σαντορίνη  2004 8,58 4,85 4,21 1,16 1,26 3,08 ∆Α 1,62 0,62 0,65 0,30 1,66 6,44 4,80 1,39 3,48 1,05 0,72 1,78 0,50 379,20
 Λιάτικο Σητεία 2003 15,72 75,96 72,84 7,03 22,99 14,40 ∆Α 0,78 3,14 16,26 14,80 15,13 5,23 8,06 2,56 0,27 1,60 0,50 0,34∆Α 333,87Μ.Ο. 12,54 22,17 14,91 3,54 6,87 4,05 7,78 1,02 1,80 3,38 6,34 4,433,43 2,50 2,79 0,67 0,77 1,16 0,58 0,16 259,45Λευκές ποικιλίες Σαντορίνη 2003 11,87 8,44 2,54 4,19 0,31 ∆Α 24,49 ∆Α 0,90 0,11 5,97 23,57 6,63 2,11 7,89 1,04 0,09 0,15 0,12 0,03 273,6

22,21 47,40 12,50 5,22 21,32 ∆Α 12,21 ∆Α 0,44 0,29 1,41 4,25 4,63 1,90 3,52 0,54 0,23 0,25 0,26 0,09 167,4
10,78 105,57 37,39 9,96 24,01 0,00 ∆Α 2,93 ∆Α 0,33 0,83 1,56 7,29 3,34 4,75 0,54 0,05 0,17 0,25∆Α 465,3Ασύρτικο Ρόδος 2003 13,52 31,98 40,82 3,27 25,79 6,35 ∆Α 10,85 ∆Α 0,51 1,79 10,74 15,45 5,19 3,06 0,67 ∆Α 0,09 0,05 0,17 414,2Μ.Ο. 14,59 48,35 23,32 5,66 17,86 3,18 18,35 6,89 0,67 0,31 2,50 10,03 8,50 3,13 4,80 0,70 0,12 0,16 0,17 0,09 330,1

*mg γαλλικού οξέος /Kg ξηρού βάρους,** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε Πίνακας 4-Γ Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων γλευκολασίαςΓΛΕΥΚΟΛΑΣΙΕΣ mg/g εκχυλ γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

tr
an

s- ρεσβερατρόλη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D- γλυκοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ φλαβανόλη-1 πρωτοκατεχικό οξύ βανιλλικό οξύ *ολικές πολυφαινόλεςΓλευκολασια Σαντορίνη από φιλτροπρέσα 9,8 1,6 **∆Α 0,7 0,5 34,2 3,5 3,2 1,0 0,3 0,3 6,4 1,1 2,3 93,7Γλευκολασια Σαντορίνη από φιλτραρισµα 1,8 ∆Α ∆Α 0,2 0,1 11,9 2,5 0,5 0,4 ∆Α 0,5 ∆Α 0,8 ∆Α 54,9

*mg γαλλικού οξέος /Kg ξηρού βάρους,** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε 

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ
ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2003



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑΠίνακας 5-Γ Πολυφαινολικό περιεχόµενο βοστρύχων ερυθρών και λευκών ποικιλίωνΒΟΣΤΡΥΧΟΙ (mg/Kg) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D- γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ *ολικές πολυφαινόλες Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 777,6 1226,8 81,4 488,0 96,6 **∆Α 59,0 91,4 236,8 378,1 153,8 38,7 6,3 63,7 5,9 6,4 8,6 0,7 0,89086,4Λιαστα Μανδηλαριας Σαντορίνη 2003 193,9 1295,7 6,5 476,4 ∆Α 60,3 117,4 24,5 265,1 474,5 100,1 69,6 7,0 9,1 3,0∆Α 1,0 1,2 0,5 10253,8Λιαστα Βινσάντο Σαντορίνη 2003 70,4 1691,1 94,6 992,8 46,4 224,6 71,3 41,1 76,2 181,6 243,3 130,0 4,2 10,3 0,7 ∆Α ∆Α 1,5 0,6 14343,2Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003 181,8 1077,4 79,8 887,3 307,7 ∆Α 130,2 166,1 87,8 258,3 222,9 86,5 27,5 2,0 0,7 9,2 10,2 4,0 1,510110,8
111,6 888,1 69,8 281,9 45,1 ∆Α 35,9 31,3 64,9 212,0 147,9 78,2 8,5 12,8 2,3 0,7 0,2 1,0∆Α 4933,9
68,2 1065,2 59,0 204,8 43,5 ∆Α 90,0 125,4 128,1 258,8 150,8 61,9 8,3 6,1 1,3 0,5 0,4 1,3∆Α 5223,3Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 195,3 794,5 189,4 349,3 ∆Α ∆Α 95,3 273,8 92,9 217,4 205,0 65,6 15,3 13,7∆Α 8,6 2,4 2,0 ∆Α 8401,6Βοηδοµατο Σαντορίνη 2004 278,3 711,7 ∆Α 138,2 ∆Α 32,8 64,9 53,9 173,7 414,4 126,2 61,4 23,8 19,6 2,3 0,5 0,0 0,7∆Α 3100,0

M.O. 234,6 1093,8 82,9 477,3 107,9 105,9 83,0 100,9 140,7 299,4 168,8 74,0 12,6 17,2 2,3 4,3 3,3 1,5 0,9 8181,6Αθήρι Σαντορίνη 2003 170,6 699,1 51,6 383,3 48,8 ∆Α 77,0 7,6 74,0 167,3 87,2 57,7 17,3 9,4 0,5 1,4 3,5 0,9 1,110725,9Ασύρτικο Σαντορίνη 2003 468,8 1089,4 18,2 453,6 36,2 113,7 59,1 69,6 87,6 223,1 193,465,1 4,6 31,0 1,3 ∆Α 1,8 1,1 ∆Α 6480,7
47,2 1831,5 27,9 798,5 66,1 144,4 86,5 57,2 136,5 227,1 241,7137,1 18,8 5,0 ∆Α 0,4 ∆Α 1,2 ∆Α 15271,4
43,6 1884,7 ∆Α 494,6 163,9 143,0 85,5 234,9 219,0 278,6 368,5 137,3 29,4 6,10,8 ∆Α ∆Α 0,2 ∆Α 7020,8Βηλάνα Σητεία 2003 121,5 384,7 ∆Α 161,0 55,2 24,5 53,9 5,1 96,0 414,9 141,8 50,9 15,8 7,7 1,4 0,50,4 0,6 ∆Α 3998,8Αθήρι Σαντορίνη 2004 104,8 737,4 58,0 215,2 36,0 ∆Α 34,2 135,6 124,0 174,3 196,9 71,5 19,3 7,3 1,0 0,1∆Α 0,1 ∆Α 7219,8Μ.Ο. 159,4 1104,5 38,9 417,7 67,7 106,4 66,0 85,0 122,9 247,5 204,9 86,6 17,5 11,1 1,0 0,6 1,9 0,7 1,1 8452,9

 *mg γαλλικού οξέος /Kg ξηρού βάρους
** ∆Α= ∆εν Ανιχνεύθηκε

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑΒΟΣΤΡΥΧΟΙ (mg/g εκχυλ) γαλλικό οξύ (+
)κατεχίνη

(-
)επικατεχίνη προκυανιδίνη Β1 προκυανιδίνη Β2 προκυανιδίνη Β3 γαλλικός εστέρας επικατεχίνης tr
an

s-

καφταρικό οξύ tr
an

s- ρεσβερατρόλη ε-βινιφερίνη 3-
D

- γαλακτοσίδης κερκετίνης 3-

β-D- γλυκοσίδης κερκετίνης 3-

ραµνοσίδης κερκετίνης κερκετίνη καµφερόλη καφεϊκό οξύ συριγγικό οξύ π-κουµαρικό οξύ φερουλικό οξύ *ολικές πολυφαινόλες  Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 41,44 65,39 4,34 26,01 5,15 **∆Α 3,14 4,87 12,62 20,15 8,20 2,06 0,34 3,40 0,32 0,34 0,46 0,04 0,04 484,3Λιαστα Βινσάντο Σαντορίνη 2003 2,66 64,06 3,58 37,61 1,76 8,51 2,70 1,56 2,89 6,88 9,22 4,92 0,16 0,39 0,03 ∆Α ∆Α 0,06 0,02 543,3Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003 10,55 62,49 4,63 51,47 17,85 0,00 7,55 9,63 5,09 14,98 12,93 5,02 1,60 0,00 0,04 0,53 0,59 0,23 0,09 587,2
8,33 66,28 5,21 21,04 3,36 0,00 2,68 2,33 4,85 15,82 11,04 5,84 0,63 0,96 0,17 0,05 0,01 0,07∆Α 584,5
6,46 100,96 5,59 19,41 4,13 0,00 8,53 11,89 12,14 24,53 14,305,87 0,79 0,58 0,12 0,05 0,03 0,12∆Α 464,3Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 11,49 46,74 11,14 20,54 0,00 0,00 5,61 16,11 5,47 12,79 12,063,86 0,90 0,80 0,00 0,51 0,14 0,12∆Α 494,2Βοηδοµατο Σαντορίνη 2004 32,96 84,28 0,00 16,36 0,00 3,89 7,68 6,38 20,56 49,08 14,95 7,27 2,82 2,32 0,28 0,06 ∆Α 0,08 ∆Α 367,1Λιαστα Μανδηλαριας Σαντορίνη 2004 12,84 85,81 0,43 31,55 0,00 4,00 7,78 1,62 17,56 31,42 6,63 4,61 0,46 0,60 0,20 ∆Α 0,07 0,08 0,03 536,8Μ.Ο. 16,27 70,03 4,93 27,49 4,61 2,07 5,41 7,54 9,09 20,60 11,81 4,98 1,03 1,21 0,14 0,26 0,25 0,10 0,05 503,55Αθήρι Σαντορίνη 2003 8,90 36,49 2,69 20,01 2,55 0,00 4,02 0,40 3,86 8,73 4,55 3,01 0,90 0,49 0,03 0,07 0,18 0,04 0,06 559,2Ασύρτικο Σαντορίνη 2003 32,65 75,87 1,27 31,59 2,52 7,92 4,12 4,84 6,10 15,54 13,47 4,53 0,32 2,16 0,09 0,00 0,13 0,08∆Α 451,3
1,78 68,85 0,00 30,02 2,48 5,43 3,25 2,15 5,13 8,54 9,09 5,15 0,71 0,19 ∆Α 0,01 ∆Α 0,04 ∆Α 574,1
2,27 98,29 0,00 25,79 8,55 7,46 4,46 12,25 11,42 14,53 19,22 7,16 1,53 0,32 0,04 0,00 ∆Α 0,01 ∆Α 367,1Βηλάνα Σητεία 2003 14,67 46,46 0,00 19,45 6,66 2,96 6,51 0,61 11,60 50,10 17,12 6,15 1,91 0,93 0,17 0,05 0,05 0,07∆Α 454,4Αθήρι Σαντορίνη 2004 7,25 51,05 4,02 14,90 2,49 0,00 2,37 9,39 8,59 12,07 13,63 4,95 1,34 0,50 0,07 0,01 ∆Α 0,01 ∆Α 464,1Μ.Ο. 11,25 62,84 1,33 23,63 4,21 3,96 4,12 4,94 7,78 18,25 12,85 5,16 1,12 0,77 0,08 0,02 0,12 0,04 0,06 478,38

 *mg γαλλικού οξέος /Kg ξηρού βάρους
** ∆Α= ∆εν ΑνιχνεύθηκεΑσύρτικο Σαντορίνη 2004

Πίνακας 6-Γ Πολυφαινολικό περιεχόµενο εκχυλισµάτων βοστρύχων ερυθρών και λευκών ποικιλίωνΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΟΙΝΩΝΜανδηλάρι Ρόδος 2005 πριν τη διαύγαση 2599,4 ± 10,5 6074,2 ± 38,7 0,31 ± 0,06Μανδηλάρι Ρόδος 2005 µετά τη διαύγαση 2207,8 ± 37,1 5440,0 ± 98,22 0,58 ± 0,00Μανδηλάρι Ρόδος 2005 κατά την εµφιάλωση 1843,5 ± 4,2 4351,9 ± 38,77 1,20 ± 0,21

2460,0 ± 16,3 5678,3 ± 19,08 0,81 ± 0,12

2335,7 ± 28,0 5688,5 ± 54,28 0,66 ± 0,03

2420,6 ± 67,7 5666,9 ± 68,89 0,90 ± 0,07Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 2896,5 ± 41,5 6800,0 ± 114,4 1,05 ± 0,07Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004 2711,8 ± 60,0 6532,9 ± 34,26 0,76 ± 0,06Βοηδόµατο Σαντορίνη 2005 2579,0 ± 61,0 6838,7 ± 47,45 0,22 ± 0,01Μανδηλαρια Σαντορίνη 2002 4084,6 ± 82,9 10240,0 ± 19,07 0,31 ± 0,05Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 2956,1 ± 22,3 6935,4 ± 117,9 0,56 ± 0,05Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005 3667,1 ± 32,4 8909,7 ± 89,93 0,17 ± 0,01Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003 1025,7 ± 28,3 2059,6 ± 32,22 2,37 ± 0,00

Mαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 2082,4 ± 11,4 5392,2 ± 37,47 0,64 ± 0,07Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2005 3052,2 ± 32,9 7900,0 ± 112,9 0,19 ± 0,03Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 2838,50 ± 20,2 7347,00 ± 55,73 0,40 ± 0,00

Syrah Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 1784,5 ± 29,4 4237,6 ± 1,08 0,48 ± 0,09

Syrah Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 1838,1 ± 21,8 4190,8 ± 67,96 0,61 ± 0,06

Merlot  Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 2666,0 ± 56,9 6156,2 ± 102,7 0,30 ± 0,01Ξινόµαυρο υπερώριµο Κτήµα Κυρ Γιάννης 2003 2773,9 ± 15,1 6121,1 ± 20,5 0,28 ± 0,04Λιάτικο Σητεία 2004 1045,0 ± 28,6 2864,1 ± 51,5 3,50 ± 0,61Μοσχάτο Αµβούργου Τυρναβος 2004 491,4 ± 10,7 751,5 ± 2,1 9,00 ± 1,41Μοσχάτο Αµβούργου Τυρναβος 2005 684,9 ± 11,3 1535,3 ± 3,26 3,96 ± 0,26Θήβα ερυθρό 2002 907,3 ± 18,3 2198,5 ± 43,57 4,19 ± 0,43

Grenache Ρόδος 2002 1311,4 ± 25,8 2875,1 ± 56,2 1,20 ± 0,12Αµύντας Φλώρινα 2003 3434,5 ± 78,3 8500,0 ± 129,3 0,27 ± 0,05Αθήρι Ρόδος πριν τη διαύγαση 2005 322,0 ± 1,6 590,0 ± 2,53 15,70 ± 1,76Αθήρι Ρόδος  µετά τη διαύγαση 2005 299,0 ± 3,6 517,7 ± 2,04 16,17 ± 1,96Αθήρι Ρόδος  εµφιαλωµένο 2005 166,1 ± 0,9 306,0 ± 3,56 29,60 ± 4,93

307,6 ± 5,1 573,0 ± 4,03 22,45 ± 0,24

290,3 ± 3,4 564,8 ± 4,16 22,48 ± 3,82

198,4 ± 4 354,0 ± 1,14 27,20 ± 3,60

202,6 ± 0,1 311,0 ± 6,11 26,70 ± 2,15

195,3 ± 3,6 335,0 ± 1,61 27,40 ± 2,08Αθήρι Ρόδος εµφιαλωµένο 2004 208,5 ± 3,9 409,4 ± 2,56 27,81 ± 1,94Αθήρι Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2003 339,7 ± 7,9 623,0 ± 7,2 17,00 ± 0,63Αθηρι Σαντορίνη  µετά διαύγαση 2004 355,0 ± 3,1 637,5 ± 11,31 16,20 ± 0,97Αθήρι Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005 405,1 ± 3,4 746,2 ± 9,38 13,13 ± 1,79Ροδίτης Ρόδος µετά τη διαύγαση  2004 167,8 ± 1,9 240,0 ± 3,98 32,60 ± 1,67Ασυρτικο Σαντορίνη 2002 484,6 ± 8,8 857,0 ± 11,12 5,81 ± 0,53

Πίνακας 1-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα οίνων προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPHΕΡΥΘΡΟΙ ΟΙΝΟΙΜανδηλαρι Ρόδος πριν τη διαύγαση 2004

ΛΕΥΚΟΙ ΟΙΝΟΙ 

F-C mg/L οίνου 
 DPPH  IC50       
% οίνος v/v

FRAP TIMH*       µΜ FeSO4

Αθήρι Ρόδος πριν διαυγαση 2004Αθηρι Ρόδος µετα τη διαυγαση 2004 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΟΙΝΩΝΠίνακας 1-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα οίνων προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPH

F-C mg/L οίνου 
 DPPH  IC50       
% οίνος v/v

FRAP TIMH*       µΜ FeSO4Ασυρτικο Σαντορίνη 2003 455,9 ± 2,1 834,0 ± 14,61 7,20 ± 0,22Ασυρτικο Σαντορίνη πριν τη διαύγαση 2004 469,4 ± 13 807,0 ± 0,79 7,90 ± 0,81Ασυρτικο Σαντορίνη µετά τη διαύγαση 2004 430,0 ± 6,2 766,8 ± 7,59 10,20 ± 1,49Ασύρτικο Σαντορίνη  πριν τη διαύγαση 2005 495,02 ± 12 887,0 ± 12,71 6,50 ± 0,13Ασύρτικο Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005 515,6 ± 4,9 939,0 ± 13,92 6,14 ± 0,53Ασυρτικο Σητεια  µετά τη διαύγαση 2004 329,4 ± 8 637,9 ± 0,33 18,70 ± 0,98Αηδάνι Σαντορίνη µετά τη διαύγαση 2004 436,3 ± 12 807,0 ± 9,81 10,40 ± 1,08Αηδάνι Σαντορίνη εµφιαλωµένο 2005 423,9 ± 12 783,3 ± 4,77 13,56 ± 0,57

Bηλάνα Σητεία 2003 329,8 ± 9,9 547,0 ± 5,98 16,23 ± 1,17Τυρναβος Ροδίτης 2004 291,7 ± 7,9 477,8 ± 3,1 20,20 ± 2,80Ροδίτης Τυρνάβου2005 270,0 ± 6,6 465,6 ± 2 24,48 ± 2,39Μπαντικι Τυρνάβου 2005 151,5 ± 1 205,0 ± 0,37 32,60 ± 6,50Αιγαιοπελαγίτικος οίνος  Σάµος 2003 234,1 ± 3,4 342,6 ± 6,26 19,08 ± 0,25∆ορισσα Λευκό Σαµος 168,6 ± 2,8 275,5 ± 2,57 27,60 ± 0,10

Golden Samena Σάµος 2003 237,5 ± 0,7 362,1 ± 7,16 21,52 ± 0,44Αθήρι Ρόδος 2003 273,0 ± 3,2 387,7 ± 6,07 18,00 ± 2,33Μοσχάτο Ρόδος 2002 224,0 ± 0,9 306,0 ± 1,6 22,00 ± 4,09Βινσάντο  2004 Ερυθρό 2760,0 ± 7,5 5981,9 ± 30,86 0,60 ± 0,02Βινσάντο Λευκό 2004 Σαντορίνη 2033,8 ± 23 4193,7 ± 24,19 0,50 ± 0,08Αρκαδία Μελιαστό 2004 300,4 ± 1,9 462,4 ± 0,43 15,78 ± 1,33Μαντινεία από Μοσχοφίλερο 2004 216,9 ± 0,5 453,4 ± 8,12 19,36 ± 3,34

Vin Doux Σάµος 2001 610,6 ± 16 1022,5 ± 9,71 3,57 ± 0,18

Vin Doux Σάµος 2002 606,3 ± 10 989,8 ± 13,67 3,74 ± 0,12Στέµφυλα πριν την απόσταξη µε στέµφυλα Τύρναβος 2004
1030,5 ± 10,5 2144,0 ± 21,42 1,94 ± 0,23Στέµφυλα µετά την  απόσταξη µε στέµφυλα Τύρναβος 2004
1219,7 ± 32,0 2630,0 ± 15,55 0,79 ± 0,10Μούστος Μοσχ Αµβουργου 2005 245,0 ± 7,0 593,9 ± 10,83 18,90 ± 2,98

* Αναγωγική ικανότητα οίνου
ΓΛΥΚΕΙΣ ΟΙΝΟΙ ΥΠΟΠΡΟΪΟΝΤΑ



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΓΙΓΑΡΤΩΝ
176,71 ± 2,01 79,32 ± 0,22 25,21 ± 0,56

199,80 ± 2,56 72,56 ± 0,38 33,74 ± 0,14

162,06 ± 4,17 47,07 ± 0,42 36,76 ± 0,70

354,31 ± 1,25 83,35 ± 2,28 27,04 ± 0,24

330,19 ± 5,29 82,78 ± 1,14 25,26 ± 0,71

78,00 ± 0,59 49,88 ± 0,85 22,85 ± 0,18

145,93 ± 2,88 57,37 ± 1,21 21,96 ± 0,44

190,33 ± 0,76 55,86 ± 1,67 31,66 ± 0,67

123,88 ± 1,27 52,99 ± 0,11 34,63 ± 0,57

180,71 ± 4,76 63,53 ± 0,19 23,38 ± 0,23Μανδηλαρι Ρόδος 2003 352,54 ± 5,50 79,18 ± 2,25 13,90 ± 0,19Μαυροδαφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 102,12 ± 0,85 57,50 ± 0,03 30,64 ± 0,64Ληµνιο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 124,62 ± 0,91 45,39 ± 0,21 25,00 ± 0,29∆/35 Κατερινα Κοκκινο 244,05 ± 2,54 54,91 ± 0,14 19,93 ± 0,47

234,43 ± 1,95 64,32 ± 1,05 46,69 ± 0,70

230,73 ± 2,45 81,67 ± 1,43 34,18 ± 0,86

202,61 ± 1,49 63,67 ± 1,60 40,77 ± 0,68

122,40 ± 1,17 51,50 ± 0,94 39,41 ± 0,10

325,60 ± 5,43 70,99 ± 1,27 25,64 ± 0,51

315,68 ± 4,06 63,02 ± 1,76 25,98 ± 0,46

113,96 ± 0,53 79,83 ± 1,49 19,07 ± 0,55Μ.Ο. 205,27 64,60 28,75

*Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ

Πίνακας 2-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων ραγών προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και 
DPPHΒοηδοµατο Σαντορίνη 2003Μανδηλαρι Σαντορίνη 2003Κοτσιφαλι Ηράκλειο 2003

Μαυροτραγανο Σαντορίνη 2003

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ  DPPH IC50         

(µg/ml)
FRAP ΤΙΜΗ*     
( µΜ FeSO4)       

F-C mg/g εκχυλ

Αηδανι Σαντορίνη 2003

Ασυρτικο Σαντορίνη 2003Αθηρι Σαντορίνη 2003



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΡΑΓΩΝ
467,4 ± 8,4 110,0 ± 0,64 11,5 ± 0,19
543,5 ± 9,8 118,3 ± 1,20 9,4 ± 0,25
488,8 ± 12,7 112,9 ± 2,57 10,4 ± 0,26

418,53 ± 3,0 108,04 ± 1,10 10,9 ± 0,13
404,8 ± 1,1 72,5 ± 0,36 12,6 ± 0,33
339,0 ± 5,2 78,2 ± 1,17 15,6 ± 0,28

422,77 ± 16,6 99,13 ± 0,81 12,3 ± 0,31
411,2 ± 2,5 86,7 ± 0,31 17,6 ± 0,76
357,6 ± 6,8 85,7 ± 2,34 15,1 ± 0,55

530,93 ± 1,4 111,06 ± 0,21 10,0 ± 0,24
301,0 ± 3,6 52,2 ± 0,74 20,2 ± 0,84
300,6 ± 8,7 86,8 ± 1,43 11,2 ± 0,25
257,4 ± 1,3 75,8 ± 0,61 17,2 ± 0,77
334,9 ± 6,0 87,7 ± 2,17 19,5 ± 1,31
290,5 ± 4,2 65,2 ± 0,74 26,3 ± 0,73

472,43 ± 3,8 108,33 ± 2,73 9,4 ± 0,03
387,3 ± 6,3 90,4 ± 1,04 16,0 ± 0,47

365,25 ± 8,8 81,21 ± 1,94 14,4 ± 0,33
226,4 ± 5,0 68,2 ± 0,48 23,9 ± 0,62
337,6 ± 5,6 81,6 ± 1,10 17,7 ± 0,89

317,87 ± 5,1 69,8 ± 1,59 19,6 ± 0,10Μανδηλάρι Ηράκλειο 2004 71,29 ± 0,8 417,18 ± 0,11 13,73 ± 0,65Κοτσιφάλι Ηράκλειο 2004 271,9 ± 5,4 55,00 ± 1,33 17,87 ± 0,15Αγιωργιτικο Νεµέα 2004 388,68 ± 7,5 101,73 ± 3,72 12,7 ± 0,63Αγιωργιτικο Νεµέα 2004 334,3 ± 3,7 67,00 ± 1,91 17,48 ± 0,83
Aγιωργιτικο Αρκαδία 2004 442,8 ± 3,2 98,45 ± 0,63 10,6 ± 0,75Αγιωργίτικο Αρκαδία 98,45 ± 1,2 342,8 ± 0,09 10,61 ± 0,64Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 277,9 ± 4,7 53,21 ± 0,06 11,28 ± 0,60Αυγουστιάτης Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 120,2 ± 1,3 24,59 ± 0,31 33,423 ± 1,94Μαυροδάφνη Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 102,5 ± 1,4 26,26 ± 2,17 52,06 ± 1,77Μαυροδάφνη Αµελώνας ΓΠΑ 2005 44,33 ± 0,1 202,06 ± 0,66 28,39 ± 1,93Βερτζαµι Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 192,9 ± 1,9 38,91 ± 0,10 24,534 ± 1,69Βερτζαµί Απελώνας ΓΠΑ 2005 266,4 ± 3,0 60,00 ± 1,21 26,15 ± 0,23Ληµνιωνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 150,7 ± 2,6 48,73 ± 0,16 18,78 ± 0,61

M.O. 315,82 99,58 17,60

492,7 ± 15,6 108,85 ± 6,00 13,0 ± 0,58
398,8 ± 10,4 93,4 ± 3,06 14,9 ± 0,5
455,9 ± 14,8 99,7 ± 0,66 10,5 ± 0,3
389,0 ± 11,9 91,0 ± 2,94 10,2 ± 0,4
324,9 ± 14,9 78,1 ± 1,80 16,4 ± 0,0

381,38 ± 4,5 89,00 ± 1,64 12,4 ± 1,1

535,0 ± 4,9 127,1 ± 2,76 8,8 ± 0,2
322,16 ± 6,3 90,32 ± 0,84 10,6 ± 1,0
173,3 ± 7,0 38,0 ± 1,11 34,8 ± 1,7
315,3 ± 10,7 76,8 ± 2,32 23,2 ± 0,8
376,9 ± 14,0 90,0 ± 0,67 13,1 ± 0,8

F-C  (mg/g εκχυλ)
Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005

Αηδανι Σαντορίνη 2005

Αηδανι Σαντορίνη 2004

Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ

Πίνακας 3-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων ραγών προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPH

Ασύρτικο Σαντορίνη 2005

Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

FRAP TIMH*      
( µΜ FeSO4)       Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΜανδηλαριά Σαντορίνη 2005

Ασύρτικο Σαντορίνη 2004

 DPPH IC50      
(µg/ml)



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΡΑΓΩΝ F-C  (mg/g εκχυλ)Πίνακας 3-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων ραγών προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPH

FRAP TIMH*      
( µΜ FeSO4)       

 DPPH IC50      
(µg/ml)

336,1 ± 7,3 75,9 ± 2,95 17,2 ± 1,0
298,6 ± 3,3 90,5 ± 0,81 15,3 ± 0,1
234,5 ± 2,9 50,0 ± 1,54 29,4 ± 0,5
157,5 ± 2,5 40,9 ± 0,30 32,5 ± 1,0
267,9 ± 3,7 67,5 ± 2,65 28,6 ± 1,2
342,1 ± 14,7 89,60 ± 2,33 14,173 ± 0,7
356,0 ± 13,3 84,01 ± 3,08 12,252 ± 0,7
208,0 ± 9,7 66,57 ± 2,02 20,64 ± 0,5
328,7 ± 1,6 75,73 ± 0,39 15,0 ± 0,8
455,8 ± 16,5 92,9 ± 2,34 12,05 ± 0,8
216,0 ± 7,7 74,03 ± 2,69 11,86 ± 0,0
502,8 ± 5,4 121,23 ± 1,61 9,3 ± 0,1

Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 113,6 ± 2,7 33,99 ± 0,90 25,45 ± 1,0
Merlot Αρκαδία 2004 201,5 ± 5,4 56,11 ± 1,03 23,00 ± 1,0Μ.Ο. 327,4 80,0 17,4

*Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλΜοσχοφιλερο Αρκαδία 2004

Μοσχάτο Τυρνάβου 2004Ροδίτης Τυρνάβου 2004

Αθήρι Σαντορίνη 2004Αθήρι Σαντορίνη 2005



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΓΙΓΑΡΤΩΝΜανδηλαριά Σαντορίνη 2003 516,0 ± 10,9 112,83 ± 1,38 12,11 ± 0,72

619,48 ± 3,7 144,07 ± 3,40 10,22 ± 0,63
631,46 ± 5,5 111,07 ± 1,30 6,35 ± 0,01
628,00 ± 12,5 129,00 ± 0,98 6,7 ± 0,19
598,53 ± 9,5 157,52 ± 2,86 5,97 ± 0,42
325,37 ± 4,7 111,83 ± 1,51 7,75 ± 0,39
620,04 ± 5,1 132,2 ± 2,66 8,07 ± 0,12
542,69 ± 3,3 137,01 ± 1,16 6,8 ± 0,64
577,40 ± 5,9 110,16 ± 1,72 5,58 ± 0,22
561,48 ± 11,0 102,61 ± 0,22 5,98 ± 0,08

714,395 ± 7,4 150,20 ± 4,89 6,6 ± 3,36

537,16 ± 8,6 121,70 ± 3,47 7,95 ± 0,15

494,50 ± 6,7 110,7 ± 2,08 9,81 ± 0,56

501,41 ± 1,5 108,9 ± 2,89 10,89 ± 0,73
811,95 ± 12,7 172,0 ± 1,45 6,2 ± 0,21
575,89 ± 4,0 154,79 ± 2,33 4,82 ± 0,64

451,942 ± 6,1 139,8 ± 5,59 11,99 ± 0,03
542,322 ± 9,9 129,23 ± 3,36 8,57 ± 0,50
672,64 ± 16,4 120,00 ± 1,62 7,11 ± 0,49
660,73 ± 7,4 146,4 ± 2,42 7,94 ± 0,14Μανδηλαριά 2004 Ηράκλειο 641,97 ± 12,9 133,00 ± 2,33 5,2 ± 0,05Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 449,92 ± 18,1 113,45 ± 2,27 8,7 ± 0,21
456,1 ± 2,6 119,1 ± 2,47 20,39 ± 1,82

445,26 ± 12,6 111,25 ± 2,18 10,6 ± 2,05Ξινόµαυρο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 479,8 ± 10,2 95,67 ± 3,40 9,78 ± 0,47Ληµνιό Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 650,0 ± 12,3 144,00 ± 2,31 7,13 ± 0,3Ληµνιώνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 639,6 ± 11,2 164,0 ± 0,48 7,55 ± 0,46Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 908,58 ± 34,6 197,00 ± 4,90 4,8 ± 0,09ΜαυροδάφνηΑµπελώνας ΓΠΑ 2004 545,1 ± 7,3 107,19 ± 1,40 10,818 ± 0,28Ρωµέικο Αµπελώνας 2003 598,6 ± 3,9 105,93 ± 5,06 6,837 ± 0,1ΡωµέικοΑµπελώνας ΓΠΑ 2004 568,1 ± 14,9 110,32 ± 3,22 10,527 ± 0,03Μ.Ο. 579,56 129,13 8,38

428,20 ± 9,9 111,35 ± 4,18 14,8 ± 2,46
715,99 ± 20,1 137,6 ± 0,89 9,22 ± 0,82
350,43 ± 7,5 98,54 ± 1,42 18,65 ± 0,25
595,93 ± 13,0 144,13 ± 0,82 5,3 ± 2,20

537,055 ± 3,4 135,1 ± 1,56 17,03 ± 0,34
540,63 ± 9,4 126,0 ± 1,87 13,4 ± 2,23
334,77 ± 6,8 95,79 ± 0,24 19,33 ± 1,17
547,81 ± 4,1 137,5 ± 4,13 7,68 ± 0,49Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 628,1 ± 15,3 155,7 ± 0,05 11,06 ± 0,16Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 621,6 ± 17,6 155,0 ± 0,69 9,46 ± 0,62Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 593,2 ± 14,5 129,8 ± 6,03 13,11 ± 0,60

Αηδανι Σαντορίνη 2004

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005

Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

F-C (mg/g εκχυλ)

Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005

Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004

FRAP TIMH*      
( µΜ FeSO4)       

 DPPH IC50            

(µg/ml)

Πίνακας 4-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων γιγάρτων προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPH

Αηδανι Σαντορίνη 2005

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ
Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005

Ασύρτικο Σαντορίνη 2004

Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΓΙΓΑΡΤΩΝ F-C (mg/g εκχυλ)
FRAP TIMH*      
( µΜ FeSO4)       

 DPPH IC50            

(µg/ml)

Πίνακας 4-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων γιγάρτων προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPHΡοδιτης Τυρναβου 2004 662,2 ± 3,6 145,57 ± 4,76 6,03 ± 0,38Ροδιτης Τυρναβου 2004 657,8 ± 18,8 112,00 ± 4,14 6,47 ± 0,11Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 526,5 ± 2,5 155,4 ± 3,12 8,44 ± 0,25Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 505,6 ± 12,3 138,6 ± 0,25 11,90 ± 0,16
Chardonnay Αρκαδία 2004 543,85 ± 7,4 139,68 ± 4,75 5,3 ± 0,73

Sauvignon Blanc Αρκαδία 2004 284,4 ± 0,7 88,04 ± 4,07 13,65 ± 0,18

Merlot Αρκαδία 2004 352,9 ± 2,1 82,54 ± 1,13 12,19 ± 0,73Μ.Ο. 523,7 127,1 11,3Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΦΛΟΙΩΝ
123,07 ± 5,15 24,51 ± 4,33 39,7 ± 0,58
134,00 ± 2,27 27,09 ± 1,73 41,43 ± 1,75
144,31 ± 3,32 26,33 ± 1,89 55,7 ± 0,44
110,00 ± 1,64 16,15 ± 0,36 97,85 ± 2,96
128,90 ± 2,71 29,65 ± 1,90 81,56 ± 4,95
135,31 ± 3,69 31,76 ± 2,22 70,99 ± 1,98
204,21 ± 0,60 40,07 ± 1,05 23,59 ± 0,98
90,00 ± 1,47 15,72 ± 1,05 114,39 ± 3,54

250,88 ± 3,57 53,30 ± 2,82 27,98 ± 0,59
222,21 ± 8,47 48,39 ± 0,14 22,3 ± 0,27
157,10 ± 3,91 31,47 ± 0,85 37,97 ± 1,24
234,93 ± 11,42 49,37 ± 1,50 42,5 ± 1,55
204,21 ± 10,10 40,07 ± 1,49 30,9 ± 2,94
43,00 ± 5,83 9,30 ± 2,40 177,5 ± 2,00

147,26 ± 1,36 24,70 ± 1,41 28,87 ± 0,57
111,00 ± 1,14 19,50 ± 0,26 64,77 ± 1,47
130,04 ± 2,38 30,47 ± 1,04 48,93 ± 0,23
123,00 ± 0,49 22,30 ± 0,03 51,18 ± 2,39
136,53 ± 0,99 26,88 ± 0,81 54,42 ± 1,82Μανδηλάρι Ηράκλειο 2004 189,0 ± 3,5 30,12 ± 1,95 49,01 ± 0,22Αγιωργίτικο Νεµέα 2004 211,0 ± 5,7 34,00 ± 0,07 40,00 ± 1,83Αγιωργίτικο Αρκαδία 2004 189,9 ± 1,2 29,98 ± 1,36 45,03 ± 1,04Αγιαννιώτικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 176,1 ± 2,6 27,44 ± 0,57 52,39 ± 1,12Ξινόµαυρο Αµπελώνα ΓΠΑ 2003 58,7 ± 1,6 10,86 ± 0,50 133,03 ± 0,29Ληµνιώνα Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 188,0 ± 4,0 30,00 ± 0,90 35,00 ± 0,59Ληµνιό Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 129,0 ± 3,6 21,00 ± 0,01 64,73 ± 0,99Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2003 40,6 ± 1,0 7,15 ± 0,32 260,00 ± 13,67Ρωµέικο Αµπελώνας ΓΠΑ 2004 40,0 ± 0,9 6,10 ± 0,06 257,04 ± 4,49

M.O. 144,73 27,27 73,17

47,46 ± 2,20 10,57 ± 0,20 117,0 ± 3,14
100,63 ± 1,90 18,48 ± 0,62 97,56 ± 2,46

40,7 ± 1,0 13,86 ± 0,83 103,7 ± 10,17
74,45 ± 0,21 15,13 ± 0,96 149,59 ± 10,08
32,31 ± 2,26 3,10 ± 0,12 274,2 ± 2,10
79,58 ± 2,12 18,63 ± 1,71 130,63 ± 6,70

114,71 ± 2,21 21,35 ± 2,00 99,23 ± 3,42Μοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 83,7 ± 0,5 17,11 ± 0,08 90,00 ± 5,10
Mοσχοφίλερο Αρκαδία 2004 88,0 ± 0,4 16,47 ± 0,29 122,03 ± 3,62
Merlot Αρκαδία 2004 34,4 ± 0,9 7,59 ± 0,56 143,30 ± 6,98Μοσχάτο Τυρνάβου 2004 46,8 ± 0,5 12,80 ± 0,10 153,78 ± 7,61Ροδίτης Τυρνάβου 2004 16,0 ± 0,3 2,00 ± 0,14 339,52 ± 8,40
Sauvignon blanc Αρκαδία 2004 30,0 ± 0,3 6,94 ± 0,37 141,68 ± 3,76
Chardonnay Αρκαδία 2004 115,0 ± 3,2 19,00 ± 1,75 64,84 ± 0,99Μ.Ο. 64,55 13,07 144,79

*Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ
Αθήρι Σαντορίνη 2004

Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004Μανδηλαριά Σαντορίνη 2005Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004

Mαυροτραγανο Σαντορίνη 2005Βοηδόµατο Σαντορίνη 2004Βοηδοµατο Σαντορίνη 2005

Πίνακας 5-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων φλοιών προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPH

ΛΕΥΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣΑσύρτικο Σαντορίνη 2004Αηδανι Σαντορίνη 2004

ΕΡΥΘΡΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣF-C       mg/g εκχυλ FRAP TIMH*     
( µΜ FeSO4)       

 DPPH              
IC50 (µg/ml)



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ∆ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝΜανδηλαριά Σαντορίνη 2003 484,3 ± 11,2 122,2 ± 0,33 12,3 ± 0,36Βινσάντο Σαντορίνη 2003 543,30 ± 37,4 114,09 ± 0,70 9,1 ± 0,15Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2003 587,15 ± 22,6 121,00 ± 0,42 8,7 ± 0,49

584,5 ± 16,5 100,4 ± 1,92 14,6 ± 0,4

464,3 ± 9,1 101,6 ± 0,25 17,9 ± 0,0Βοηδόµατο Σαντορίνη 2003 494,2 ± 7,0 91,4 ± 1,02 15,7 ± 0,4Βοηδοµατο Σαντορίνη 2004 367,10 ± 5,9 74,45 ± 0,54 23,4 ± 0,39Λιαστα Μανδηλαριας Σαντορίνη 2004 536,85 ± 11,3 106,32 ± 1,86 8,3 ± 0,15Μ.Ο. 507,7 103,9 13,7Αθήρι Σαντορίνη 2003 559,22 ± 12,3 120,48 ± 2,31 7,0 ± 0,49Ασύρτικο Σαντορίνη 2003 400,00 ± 8,2 103,80 ± 0,91 12,4 ± 0,73

574,1 ± 14,9 107,0 ± 2,9 14,0 ± 0,26

367,1 ± 6,5 74,4 ± 0,8 18,2 ± 0,14Βηλάνα Σητεία 2003 454,40 ± 8,8 90,00 ± 1,29 10,0 ± 0,27Αθήρι Σαντορίνη 2004 464,1 ± 9,1 73,3 ± 1,0 15,6 ± 0,14Μ.Ο. 471,0 99,2 12,3

 Μανδηλαρια Σαντορίνης 2003 107,12 ± 1,98 24,54 ± 0,46 61,46 ± 1,64Μανδηλάρι Σαντορίνη 2004 437,73 ± 3,99 99,19 ± 2,27 10,85 ± 0,18Λιαστά  Μανδηλαριά Σαντορίνη 2003 222,91 ± 0,98 43,00 ± 1,34 26,2 ± 1,17

207,79 ± 3,73 50,14 ± 0,90 28,1 ± 1,68

369,09 ± 9,73 85,00 ± 1,42 15,61 ± 0,81Βοηδόµατο Σαντορίνης 2003 165,00 ± 1,88 28,61 ± 1,20 42,8 ± 1,85Βοηδόµατο  Σαντορίνης 2004 376,71 ± 2,84 86,06 ± 1,49 14,31 ± 0,31

 Βινσάντο Σαντορίνη 2003 173,38 ± 3,61 51,92 ± 1,17 28,8 ± 0,40Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004 379,2 ± 8,3 96,07 ± 1,09 12,09 ± 0,05Λιατικο Σητεία 2003 333,87 ± 1,42 77,22 ± 0,24 18,1 ± 0,23Μ.Ο. 277,28 64,17 25,83Λευκά  Σαντορίνη 2003 273,58 ± 6,57 68,11 ± 1,48 23,95 ± 0,33

267,42 ± 2,92 46,66 ± 0,65 35,18 ± 0,25

465,28 ± 3,15 103,00 ± 2,71 15,58 ± 0,31Ασύρτικο Ρόδος 2003 414,16 ± 7,21 90,17 ± 1,18 15,3 ± 0,53Ασύρτικο Σαντορίνη 2004 336,7 ± 8,9 76,00 ± 0,98 23,38 ± 0,24Μ.Ο. 351,43 76,79 22,68Γλευκολασία από φιλτραρισµα 2003 54,92 ± 0,92 9,68 ± 0,14 194,66 ± 5,69Γλευκολασία από φιλτροπρέσσα 2003 93,71 ± 2,46 23,33 ± 0,40 71,98 ± 1,26

*Αναγωγική Ικανότητα 100µg/ml εκχυλ

FOLIN-
CIOCALTEU       

mg/g εκχυλ FRAP TIMH *      
( µΜ FeSO4)        

 DPPH IC50             

(µg/g εκχυλ.)

Πίνακας 6-∆ Περιεχόµενο σε ολικές πολυφαινόλες και αντιοξειδωτική ικανότητα εκχυλισµάτων υποπροϊόντων προσδιορισµένη µε τη µέθοδο FRAP και DPPHΒΟΣΤΡΥΧΟΙ
ΣΤΕΜΦΥΛΑ
ΟΙΝΟΛΑΣΠΕΣ

Μαυροτράγανο Σαντορίνη 2004Ασύρτικο Σαντορίνη 2004

Λιαστά  Μανδηλαριά Σαντορίνη 2004

Ασύρτικο Σαντορίνη 2003 



ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 
DPPH  2,2-διφαινυλο-1-πικρυλυδραζύλιο   

LDL  Χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη 

FRAP  Ικανότητα του πλάσµατος να ανάγει το Fe(III) 

ROS  Ενεργές µορφές οξυγόνου 

ABTS  2,2′-αζινοδινο-3-αιθυλοβενζοθειαζολινικό σουλφονικό άλας 
HPLC  Υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 
MS  Φασµατοµετρία µαζών 
LC  Υγρή χρωµατογραφία 

ESI  Ιονισµός µε ηλεκτροψεκασµό 

IC  Ανασταλτική συγκέντρωση  

MIC  Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση 

TBA  Θειοβαρβιτουρικό οξύ 

MDA  Μαλοναλδεΰδη 

TCA  Τριφθοροοξικό οξύ 

NMR  Πυρηνικός µαγνητικός συντονισµός 
ACN  Ακετονιτρίλιο 

RT  Χρόνος συγκράτησης 
UV-VIS Υπεριώδες-Ορατό 

D.L.  Όριο ανίχνευσης 
Q.L.  Όριο ποσοτικοποίησης 
SD  Τυπική απόκλιση 

A  Απορρόφηση 

F  Ένταση φθορισµού 

TPTZ  2,4,6-τριπυριδυλ-s-τριαζίνη 



DMSO  ∆ιµέθυλοσουλφοξείδιο 

H2DCF-DA 2́ ,7΄-∆ιχλωρο-διυδροφλωρεσκείνη διοξικό 

DCF   ∆ιχλωροφλωρεσίνη 

PBS   Ρυθµιστικό δ/µα φωσφορικού οξέος 
FA  Τµηµατική περιοχή 

TBARS   ∆ραστικά συστατικά θειοβαρβιτουρικού οξέος 
ORACPE  Ικανότητα απορρόφησης ριζών οξυγόνου 

SPE   Εκχύλιση Στερεάς Φάσης 
PVDF  πολύ-1,1-διφλωλοαιθένιο  

EtOAc  Οξικός αιθυλεστέρας 
BuOH  Βουτανόλη Μ.Β.  Μοριακό βάρος 
XIC  Χρωµατογράφηµα εξαγόµενου ιόντος  
m/z   Λόγος µάζας-προς-φορτίο 


