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Περίληψη 
 
Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη οργανικού εκχυλίσματος από 

αρωματικά φυτά και συγκεκριμένα, ο ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός των 
κυριότερων συστατικών τους και η εκτίμηση της βιολογική τους δράσης έναντι 
μικροοργανισμών του στόματος. Μελετήθηκαν τα φυτά: κρόκος (Crocus sativus L.), 
μελισσόχορτο (Melissa officinalis L.) και χαμομήλι (Matricaria recutita L.). 

 
Για την παραλαβή του μεθανολικού εκχυλίσματος ακολουθήθηκαν τα παρακάτω 

βήματα: πραγματοποιήθηκε διαδοχική εκχύλιση υποβοηθούμενη από υπερήχους (35 
KHz), με διαλύτες διαφορετικής πολικότητας κατά σειρά: πετρελαϊκός αιθέρας, εξάνιο, 
διαιθυλαιθέρας. Ακολούθως το φυτικό υλικό εκχυλίστηκε με μεθανόλη υπό μηχανική 
ανάδευση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για δεκαέξι περίπου ώρες και η μεθανόλη 
εξατμίστηκε σε περιστροφικό συμπυκνωτή κενού. Στα εκχυλίσματα της μεθανόλης 
προσδιορίστηκε το ολικό φαινολικό περιεχόμενο (εκφρασμένο σε καφεϊκό οξύ) με τη 
μέθοδο Folin-Ciocalteu και η αντιοξειδωτική δράση με τις μεθόδους ABTS•+ και DPPH•. 
Στη συνέχεια έγινε ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός των κύριων συστατικών 
των εκχυλισμάτων με υγρή χρωματογραφία συνδυασμένη με ανιχνευτή φωτοδιόδων 
(LC/DAD). 

 
Το εκχύλισμα του κρόκου ήταν πλούσιο σε κροκίνες και συγκεκριμένα 

κυριάρχησαν οι trans-4-GG και η trans-3-Gg, στο εκχύλισμα του μελισσόχορτου 
επιράτησε το ροσμαρινικό οξύ και στο χαμομήλι ο γλυκοζίτης του φερουλικού οξέος και 
ο 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης. Από άποψη φαινολικού περιεχομένου, μεγαλύτερη 
περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά είχε το μελισσόχορτο με 59,00 mg καφεϊκού 
οξέος/g φυτικού υλικού, ακολούθησε το χαμομήλι με 37,74 mg καφεϊκού οξέος/g 
φυτικού υλικού και τέλος ο κρόκος με 23,66 καφεϊκού οξέος/g φυτικού υλικού. Όσον 
αφορά την αντιοξειδωτική δράση, με τη μέθοδο DPPH•, τα εκχυλίσματα έλαβαν την εξής 
κατάταξη αυξανόμενης αντιοξειδωτικής δράσης: κρόκος με τιμή IC50 859,1 μg/mL, 
χαμομήλι με τιμή IC50 52,7 μg/mL, μελισσόχορτο με τιμή IC50 9,6 μg/mL. Με τη μέθοδο 
ABTS•+ ισχύει η ακόλουθη κατάταξη αυξανόμενης αντιοξειδωτικής δράσης: κρόκος με 
τιμή TEAC 0,069 mmol Trolox/g εκχυλίσματος, χαμομήλι με τιμή TEAC 0,544 mmol 
Trolox/g εκχυλίσματος και μελισσόχορτο με τιμή TEAC 2,407 mmol Trolox/g 
εκχυλίσματος. Μετά τη σύγκριση των αποτελεσμάτων των παραπάνω μεθόδων 
διαπιστώθηκε συσχέτιση της αντιοξειδωτικής δράσης με το ολικό φαινολικό 
περιεχόμενο των εκχυλισμάτων. 

 
Για την εκτίμηση in vitro της αντιμικροβιακής ικανότητας των εκχυλισμάτων 

έναντι των Streptococcus mutans LMG 14558T και Streptococcus sobrinus LMG14641T 
χρησιμοποιήθηκαν δύο διαλύτες, μεθανόλη-H2O και αιθανόλη-H2O σε αναλογία 70:30. 
Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ (Well diffusion assay-
WDA) με διάφορες συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων για μια πρώτη εκτίμηση της 
αντιμικροβιακής δράσης τους. Επίσης, επειδή οι Streptococcus mutans και Streptococcus 
sobrinus εμπλέκονται σε παθογένειες της στοματικής κοιλότητας σχηματίζοντας 
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βιοϋμένιο, προσδιορίστηκε η ικανότητα των εκχυλισμάτων να παρεμποδίζουν τον 
σχηματισμό του βιοϋμενίου και να αποικοδομούν το ήδη σχηματισμένο βιοϋμένιο. 

 
Σχετικά με την αντιμικροβιακή ικανότητα των εκχυλισμάτων με τη μέθοδο WDA 

διαπιστώθηκε ικανοποιητική δράση των υδρομεθανολικών και υδροαιθανολικών 
εκχυλισμάτων έναντι των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus. Αναφορικά 
με τη μελέτη παρεμπόδισης σχηματισμού του βιοϋμενίου, στην περίπτωση του 
Streptococcus mutans, και τα τρία υδρομεθανολικά εκχυλίσματα επέδειξαν ισχυρή 
δράση με αυτό του κρόκου να υπερισχύει ελάχιστα έναντι των εκχυλισμάτων των 
άλλων φυτών (90,69% παρεμπόδιση). Αντίστοιχα, και τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα 
επέδειξαν αξιοσημείωτη δράση με το υδροαιθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου να 
κυριαρχεί ελαφρώς έναντι των εκχυλισμάτων των άλλων φυτών (89,29% 
παρεμπόδιση). Έναντι του Streptococcus sobrinus ισχυρή δράση παρουσίασαν τα 
υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά εκχυλίσματα του μελισσόχορτου, με μικρή 
διαφορά μεταξύ τους (82,11% και 82,14% παρεμπόδιση αντίστοιχα). Όσον αφορά τη 
μελέτη αποικοδόμησης του ήδη σχηματισμένου βιοϋμενίου στις δύο ώρες όλα τα 
εκχυλίσματα εμφάνισαν μικρότερη δράση από ότι στη μελέτη παρεμπόδισης του 
σχηματισμένου βιοϋμενίου. Ακόμη, τα εκχυλίσματα παρουσίασαν οριακή δράση με αυτό 
του κρόκου να εμφανίζει ελαφρώς καλύτερα αποτελέσματα (27,76% αποικοδόμηση για 
τον Streptococcus mutans και 26,18% αποικοδόμηση για τον Streptococcus sobrinus). 
Στη μελέτη παρεμπόδισης σχηματισμού του βιοϋμενίου και αποικοδόμησής του, πιο 
ανθεκτικός εμφανίστηκε ο Streptococcus sobrinus. Γενικά, ισχυρότερη δράση εμφάνισαν 
τα εκχυλίσματα του κρόκου, κάτι που δεν συνδέεται με την αντιοξειδωτική τους δράση. 
 

Επιστημονικό πεδίο: Χημεία, Γεωπονικές επιστήμες 

Λέξεις -Κλειδιά: Αντιοξειδωτική δράση; Αντιμικροβιακή δράση; Folin; DPPH; ABTS; 
Crocus sativus L., Melissa officinalis L., Matricaria recutita L., Streptococcus mutans; 
Streptococcus sobrinus 
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Abstract 
 

‘Determination of components and biological activity of aromatic plant extracts’ 
 

The aim of this thesis was to study organic extracts from aromatic plants, 
particularly the quantitative and qualitative determination of the major components and 
evaluation of their potential antioxidant and biological activity against microorganisms 
found in the oral cavity. The selected plants were saffron (Crocus sativus L.), lemon balm 
(Melissa officianalis L.), and chamomile (Matricaria recutita L.). 

 
The procedure in order to obtain the methanolic extract is based on the following 

steps: the plants were subjected to sequential ultrasound assisted extraction (35 KHz) 
with solvents of different polarity in the following order: petroleum ether, hexane and 
diethyl ether. Afterwards, the samples were subjected to extraction by using magnetic 
stirring and methanol as a solvent, at room temperature, for about 16 hours. Once 
extraction was finished, the solvent was removed using a rotary vacuum evaporator 
until dryness. The content of total phenolic compounds in methanolic extracts was 
determined by Folin–Ciocalteu method (in terms of caffeic acid), while the antioxidant 
activity was estimated with ABTS•+ and DPPH• assay. LC-DAD (Liquid chromatograph 
equipped with a diode array detector) analysis was carried out in order to determine 
the quality and quantity of the major components. 

 
The results indicate that the Crocus sativus L. methanolic extract was rich in 

crocins, especially trans-4-GG and cis-4-GG, in Melissa officinalis L. methanolic extract 
rosmarinic acid was prevalent, and in Matricaria recutita L. methanolic extract the major 
constituents were ferulic acid glucoside and apigenin 7-O-glucoside. Concerning the 
total phenolic content, the Melissa officinalis L. methanolic extract was the richest extract 
in phenolic components (59,00 mg caffeic acid/g dry plant), second in phenolic content 
was the Matricaria recutita L. methanolic extract (37,74 mg caffeic acid/g dry plant) and 
last the Crocus sativus L. methanolic extract (23,66 mg caffeic acid/g dry plant). With 
respect to the total antioxidant capacity, (DPPH• assay) the ranking in increasing order 
was: saffron methanolic extract (IC50=859,1 μg/mL), chamomile methanolic extract 
(IC50=52,7 μg/mL) and lemon balm methanolic extract (IC50=9,6 μg/mL). For the ABTS•+ 
assay the ranking in increasing order was as follows: saffron extract (TEAC=0,069 mmol 
Trolox/g extract), chamomile extract (TEAC=0,544 mmol Trolox/g extract) and lemon 
balm (TEAC= 2,407 mmol Trolox/g extract). The comparison between the results 
proved that there is a positive correlation between total phenolic content and 
antioxidant capacity of the extracts. 

 
In order to determine the in vitro antimicrobial activity of the extracts against 

Streptococcus mutans LMG 14558T and Streptococcus sobrinus LMG14641T , two solvents 
were used, water- methanol and water- ethanol in 70:30 proportion. Well diffusion 
assay (WDA) was used as a first antimicrobial screening and extracts in various 
concentrations were tested against the bacterial strains. Streptococcus mutans and 
Streptococcus sobrinus attach to the pellicle on the tooth surface forming a dental biofilm 
and thus they are connected with the etiology and pathogenesis of human dental caries. 
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The aqueous methanol and aqueous ethanol extracts have been investigated for their 
potential to inhibit the formation of the biofilm and destruct the biofilm that has been 
already formed by the bacteria. 

 
Regarding the well diffusion assay, all the aqueous methanol and aqueous ethanol 

extracts showed activity against Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus. All 
three aqueous methanolic extracts showed great inhibitory activity against 
Streptococcus mutans (saffron methanolic extract was able to inhibit 90.69% the 
formation of biofilm). The aqueous ethanol extracts were active too and lemon balm 
aqueous ethanol extract was slightly more active than the rest of the extracts, showing a 
biofilm inhibition of 89.29%. Aqueous methanol and aqueous ethanol extracts from 
Melissa officinalis L. were effective against Streptococcus sobrinus (82.11% and 82.14% 
inhibition respectively). Concerning the determination of the destruction that extracts 
caused to the developed biofilm in two hours, all the extracts showed low activity 
(saffron extracts yielded the best results for both bacteria, 27.76% destruction for 
Streptococcus mutans and 26.18% destruction for Streptococcus sobrinus). Generally, the 
percentage of inhibition surpassed the percentage of destruction and saffron extract 
showed the greatest activity, even thought this fact is not in a positive correlation with 
its antioxidant activity. In both assays, Streptococcus sobrinus was more resistant than 
Streptococcus mutans.  
 

Discipline: Chemistry, Agricultural Sciences 

Keywords: Antioxidant activity; Antimicrobial activity; Folin; DPPH; ABTS; Crocus 
sativus L., Melissa officinalis L., Matricaria recutita L., Streptococcus mutans; 
Streptococcus sobrinus 
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1  Εισαγωγή 

1.1 Δευτερογενείς μεταβολίτες 

1.1.1 Εισαγωγή 
 

Η προέλευση, οι ιδιότητες και η σημασία των φυσικών προϊόντων, έχουν 
προσελκύσει το ενδιαφέρον των επιστημόνων εδώ και πολλά χρόνια και 
πραγματοποιούνται έρευνες τόσο στους τομείς της βοτανικής, της φυσιολογίας φυτών 
και της βιοχημείας όσο και στους τομείς της χημείας, φαρμακολογίας και ιατρικής σε 
επίπεδο κυρίως εφαρμογών. 

Τα φυσικά προϊόντα χρησιμοποιούνται από την ανθρωπότητα εδώ και χιλιάδες 
χρόνια (Roberts et al., 1998) ως χρωστικές ουσίες, αρτυματικές ύλες (π.χ. βανιλλίνη, 
καψαϊκίνη), αρώματα (π.χ. ροδέλαιο, έλαιο λεβάντας), διεγερτικά (π.χ. καφεΐνη, 
νικοτίνη, εφεδρίνη), παραισθησιογόνα (π.χ. μορφίνη, κοκαΐνη, σκοπολαμίνη), 
εντομοκτόνα (π.χ. νικοτίνη, πιπερίνη, πυρεθρίνη), δηλητήρια (π.χ. κωνειΐνη, στρυχνίνη), 
ακόμη και ως θεραπευτικοί παράγοντες (π.χ. ατροπίνη, κινίνη, κωδεΐνη) (Wink, 2009). 

Οι τάξεις των ενώσεων που παραδοσιακά συνδέθηκαν με τη χημεία των φυσικών 
προϊόντων είναι οι πρωτογενείς και οι δευτερογενείς μεταβολίτες. Οι πρωτογενείς 
μεταβολίτες περιλαμβάνουν μόρια τα οποία είναι θεμελιώδη λειτουργικά συστατικά και 
σχηματίζονται από κοινά μεταβολικά μονοπάτια στους περισσότερους οργανισμούς, 
όπως πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, λίπη νουκλεϊκά οξέα. Σε αντίθεση με τους πρωτογενείς 
μεταβολίτες, οι δευτερογενείς μεταβολίτες δεν συμμετέχουν στη βασική λειτουργία του 
οργανισμού και χαρακτηρίζουν το είδος που τα παράγει αφού πολλές φορές είναι 
μοναδικοί από είδος σε είδος. Οι δευτερογενείς μεταβολίτες σχηματίζονται από 
ενδιάμεσα μονοπάτια-κλειδιά των πρωτογενών μεταβολιτών και σε αυτούς ανήκουν τα 
φαινολικά συστατικά, τερπένια, στεροειδή, αλκαλοειδή και πολλά ετεροκυκλικά 
παράγωγα.  

Συνοψίζοντας καταλήγουμε ότι ο όρος φυσικά προϊόντα αναφέρεται στα 
προϊόντα του δευτερογενούς μεταβολισμού φυτικών και ζωικών οργανισμών, ουσίες οι 
οποίες ενώ δεν συμμετέχουν στη βασική λειτουργία του οργανισμού, έχουν ρυθμιστικό 
ρόλο σε συγκεκριμένες βιολογικές λειτουργίες. 

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες δεν αποτελούν άχρηστα παράγωγα, υπόθεση η 
οποία κυριαρχούσε παλαιότερα, καθώς τα τελευταία χρόνια έχει αποδειχθεί ότι 
ρυθμίζουν αλληλεπιδράσεις μεταξύ των οργανισμών. Πολλοί από αυτούς συμμετέχουν 
σε οικολογικές αλληλεπιδράσεις όπως είναι οι σημειοχημικές και τοξικές ουσίες ή 
λειτουργούν σαν ρυθμιστές συγκεκριμένων βιολογικών λειτουργιών όπως τα 
στεροειδή. Κάποια παραδείγματα αποτελούν οι φερομόνες φύλου, οι οποίες 
παράγονται από πολλά είδη εντόμων με σκοπό την ρύθμιση της αναπαραγωγής και 
εντομοαπωθητικές ενώσεις που παράγονται από πολλά είδη φυτών.  
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Πολλοί δευτερογενείς μεταβολίτες έχουν ενδιαφέρουσες φαρμακολογικές 
ιδιότητες για αυτό το λόγο εδώ και αιώνες χρησιμοποιούνται τα αρωματικά φυτά και 
βότανα για τη θεραπεία διαταραχών και ασθενειών. Επίσης, η λειτουργία τους ως 
φυτοφάρμακα παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον για τη βιοτεχνολογία (Stanforth, 
2006; Ιγνατιάδου, 2009). 

 

1.1.2 Οι δευτερογενείς μεταβολίτες στα φυτά 
 

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες που συναντούμε στα φυτά έχουν μεγάλη δομική 
ποικιλία, προέρχονται από διαφορετικά βιοχημικά μονοπάτια και αποτελούν περίπλοκα 
μίγματα που διαφέρουν από όργανο σε όργανο και από φυτό σε φυτό. Τα επίπεδα των 
ενώσεων αυτών στα φυτά εξαρτώνται από την ποικιλία, τις συνθήκες καλλιέργειας και 
ανάπτυξης (King et al., 1998). 

Ένα τυπικό χαρακτηριστικό τους είναι η αποθήκευσή τους σε σχετικά υψηλές 
συγκεντρώσεις, μερικές φορές ακόμη και σε όργανα που δεν τους παράγουν και 
λειτουργούν ως ανενεργά συστατικά τα οποία ενεργοποιούνται ενζυματικά σε 
περίπτωση κινδύνου. Σε γενικές γραμμές, διαπιστώνουμε ότι οι ιστοί και τα όργανα τα 
οποία είναι σημαντικά για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό, όπως η επιδερμίδα 
και ο φλοιός, τα άνθη, οι καρποί και οι σπόροι έχουν συγκεκριμένο προφίλ 
δευτερογενών μεταβολιτών και οι δευτερογενείς μεταβολίτες αποθηκεύονται σε 
υψηλές συγκεντρώσεις σε αυτά τα όργανα.  

Πολλές βιοχημικές και φυσιολογικές λειτουργίες του δευτερογενούς 
μεταβολισμού συνδέονται στενά με τη λειτουργία των δευτερογενών μεταβολιτών οι 
οποίοι αποτελούν απαραίτητα εργαλεία των φυτών στην άμυνά τους έναντι 
φυτοφάγων, μικροβίων (βακτήρια, μύκητες) και ιών. Μερικοί από τους δευτερογενείς 
μεταβολίτες λειτουργούν σαν σήματα για την προσέλκυση εντόμων επικονίασης. 

Μία ερώτηση που προκύπτει είναι γιατί οι δευτερογενείς μεταβολίτες δεν 
αποτελούν άχρηστα προϊόντα του μεταβολισμού. Αυτή η υπόθεση αποτυγχάνει να 
εξηγήσει κάποια φαινόμενα που παρατηρούνται: 

 
 τα άχρηστα προϊόντα του μεταβολισμού είναι παρόντα στους ετερότροφους 

οργανισμούς καθώς αυτοί δεν μπορούν να διασπάσουν πλήρως την τροφή τους 
για την παραγωγή ενέργειας. Αυτοί οι οργανισμοί εκκρίνουν απόβλητα που 
είναι συχνά πλούσια σε άζωτο (δηλαδή ουρία, ουρικό οξύ). Ωστόσο, τα φυτά 
είναι αυτότροφοι οργανισμοί και ως εκ τούτου, δεν χρειάζονται απεκκριτικούς 
μηχανισμούς. 

 το άζωτο είναι απαραίτητο θρεπτικό συστατικό για τα φυτά, συνεπώς η 
παραγωγή εκκρίσεων που περιέχουν άζωτο, όπως τα αλκαλοειδή, θα ήταν 
δύσκολο να εξηγηθεί. Πρέπει ακόμη να αναφερθεί ότι τα αλκαλοειδή 
συναντώνται συχνά σε νεαρούς ή μεταβολικά ενεργούς ιστούς αλλά όχι σε 
γηρασμένα κύτταρα, όπως θα αναμενόταν σύμφωνα με την υπόθεση του 
προϊόντος αποβλήτων. 
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 Οι δευτερογενείς μεταβολίτες δεν είναι αδρανή τελικά προϊόντα του 
μεταβολισμού (ένα αναμενόμενο χαρακτηριστικό των αποβλήτων), αλλά πολλοί 
από αυτούς μεταβολίζονται από τα φυτικά κύτταρα. Για παράδειγμα, τα 
αλκαλοειδή που περιέχουν άζωτο αποθηκεύονται συχνά σε μεγάλες ποσότητες 
στα όσπρια. Κατά τη διάρκεια της βλαστήσεως, παρατηρείται υποβάθμιση 
αυτών των ενώσεων υποδεικνύοντας έτσι ότι το άζωτο τους 
επαναχρησιμοποιείται από το φυτό. 

 Ο δευτερογενής μεταβολισμός είναι αρκετές φορές τόσο περίπλοκα 
οργανωμένος κάτι που θα ήταν ασυνήθιστο αν επρόκειτο για άχρηστο προϊόν 
(Wink, 2009). 

Η άποψη ότι οι δευτερογενείς μεταβολίτες έχουν αμυντικό ρόλο έναντι των 
φυτοφάγων ζώων υποστηρίχθηκε 100 χρόνια πριν από τον Stahl και εξελίχθηκε τις 
τελευταίες δεκαετίες (Swain, 1977) καθώς ένα εύρος πειραματικών αποδείξεων 
υποστηρίζει την ιδέα αυτή (Wink, 1988, 1992, 1993a, 2008b; Harborne, 1993, Bernays 
& Chapman, 1994). Οι δευτερογενείς μεταβολίτες έχουν εξελιχθεί για την προστασία 
ενάντια σε ιούς, βακτήρια, μύκητες, φυτοφάγα ζώα (π.χ. αρθρόποδα και σπονδυλωτά) 
και φυτά που δρουν σαν ανταγωνιστές για νερό, φως και θρεπτικά συστατικά. 

Είναι χαρακτηριστικό ότι οι δευτερογενείς μεταβολίτες παράγονται ως μείγματα 
διαφόρων ουσιών, συνήθως από διαφορετικές τάξεις π.χ. οι πολυφαινόλες που συχνά 
συνοδεύονται από τα τερπενοειδή. Συνεπώς, είναι πιο δύσκολο για ένα φυτοφάγο ή 
μικρόβιο να αναπτύξει αντίσταση σε ένα τέτοιου είδους μίγμα αφού απαιτείται η 
ταυτόχρονη αντίσταση σε αρκετούς στόχους. Επιπλέον, η δραστηριότητα των 
μεμονωμένων μεταβολιτών στα μίγματα μπορεί να είναι αθροιστική ή ακόμη και 
συνεργιστική (Wink, 2010). 

Ακόμη, οι δευτερογενείς μεταβολίτες μπορούν να χρησιμεύσουν ως ενώσεις που 
προσελκύουν τα έντομα επικονιαστές (μονοτερπένια-άρωμα, ανθοκυανίνες & 
καροτενοειδή-χρώμα) και να συμβάλλουν στη διασπορά των σπόρων (Cipollini & 
Levey, 1997) (Σχήμα. 1.1). Σε αρκετές περιπτώσεις, οι δύο διαφορετικές αυτές δράσεις 
εμφανίζονται από τις ίδιες ενώσεις: π.χ. οι ανθοκυανίνες μπορεί να προσελκύουν 
έντομα προς τα άνθη και ταυτόχρονα να λειτουργούν σαν εντομοκτόνα. Αυτή η 
λειτουργία έχει νόημα, δεδομένου ότι τα έντομα πρέπει να προσελκύονται ως 
επικονιαστές, αλλά δεν θα πρέπει να χρησιμοποιούν τα άνθη ως τροφή, γι’αυτό το λόγο 
τους παρέχεται το νέκταρ. Επιπλέον, μερικοί δευτερογενείς μεταβολίτες εμφανίζουν 
φυσιολογικές λειτουργίες, όπως για παράδειγμα να μεταφέρουν και να αποθηκεύουν 
άζωτο και παράλληλα να προστατεύουν από την υπεριώδη ακτινοβολία (Wink, 2009). 
Οι λειτουργίες των δευτερογενών μεταβολιτών στα φυτά συνοψίζονται στο παρακάτω 
σχήμα: 
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1.1.3 Οι δευτερογενείς μεταβολίτες στον ανθρώπινο 
οργανισμό 

 
Όπως ήδη αναφέραμε οι δευτερογενείς μεταβολίτες είναι ενώσεις ιδιαίτερα 

σημαντικές για τους οργανισμούς που τους παράγουν, καθώς λειτουργούν 
προστατευτικά. Μπορούν όμως να προστατεύσουν και τον ανθρώπινο οργανισμό από 
ασθένειες, για αυτό το λόγο τα φυσικά προϊόντα αποτελούν αντικείμενο έρευνας της 
φαρμακευτικής και της ιατρικής επιστήμης και παρουσιάζουν ποικίλες εφαρμογές 
(Wink, 2010; Saxena et al., 2013). Οι δευτερογενείς μεταβολίτες διαθέτουν εξαιρετική 
βιολογική δράση καθώς λειτουργούν σαν αντιοξειδωτικά, αντιμικροβιακοί παράγοντες, 
βοηθούν επίσης στο σχηματισμό των ενζύμων αποτοξίνωσης και των ορμονών, στην 

Λειτουργίες Δευτερογενών μεταβολιτών  

Λειτουργία 

Προστασία 
UV 

Αποθήκη N 

Άμυνα 
Προσέλκυση 

Φυτοφάγα 
Αρπακτικά 

Έντομα 
Σπονδυλωτά 

Μικρόβια 
Ιοί 

Βακτήρια 
Μύκητες 

 
Ανταγωνιστικά 

φυτά 

Απώθηση 
Τοξικότητα 
Αναστολή 
ανάπτυξης 

Τοξικότητα  
Αναστολή 
ανάπτυξης 

Αναστολή 
βλάστησης 

& ανάπτυξης 
σπορόφυτων 

 
Επικονιαστές 

Ζώα που 
συμβάλλουν 

στη μεταφορά 
σπόρων 

αζωτοβακτηρια 

Σχήμα 1.1 Οικολογικές και φυσιολογικές λειτουργίες των δευτερογενών μεταβολιτών στα φυτά 
(Wink, 2009) 
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ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήματος και διαθέτουν αντικαρκινική δράση 
(Narasinga, 2003). 

Εκτός από συγκεκριμένες ουσίες με εξακριβωμένες φαρμακευτικές ιδιότητες 
ουσίες (συμπεριλαμβανομένων των ισχυρών αντινεοπλασματικών φαρμάκων, όπως τα 
αλκαλοειδή βινβλαστίνη, βινκριστίνη ή ταξόλη) (Wink, 2007), χρησιμοποιούνται 
συμπλέγματα εκχυλισμάτων ακόμη και ακατέργαστα φυτά (Wink, 2008a). Κλινικές 
μελέτες έχουν δείξει την αποτελεσματικότητα των διαφόρων εκχυλισμάτων από τα 
φυτά όπως : Ginkgo biloba, Hypericum perforatum, Piper methysticum, Chamomilla 
recutita, Crataegus monogyna, Silibum marianum, Melissa officinalis, Valeriana officinalis 
(Wagner et al., 1995; Van Wyk et al., 2004). 

Τα φυσικά προϊόντα όπως ήδη αναφέραμε στην εισαγωγή έχουν και άλλες 
χρήσεις, ως διεγερτικά (π.χ. καφεΐνη, νικοτίνη, εφεδρίνη), αρώματα (αιθέρια έλαια), 
αρτύματα (π.χ. καψαϊκίνη, πιπερίνη), φυσικές βαφές, δηλητήρια (π.χ. στρυχνίνη) και 
παραισθησιογόνα (π.χ. μορφίνη, ηρωίνη, κοκαΐνη). Η χρήση τους συνοψίζεται στο 
παρακάτω σχήμα (Σχήμα 1.2): 
 

 
 
 

Αρωματικά 
φυτά 

Εκχυλίσματα 

Αρτύματα, Αρώματα, Χρωστικές, Δηλητήρια, Διεγερτικά 

Ιατρική 
Φαρμακευτική 

Ιδιότητες 

1.   Αντιμικροβιακές 
1. Αντιοξειδωτικές 
2. Αντικαρκινικές 
3. Αναλγητικές 
4. Αντιαρρυθμικές 
5. Καρδιοτονωτικές 
6. Αγγειοσυσταλτικές 
7. Αγγειοδιασταλτικές 
8. Αποχρεμπτικές 
9. Διουρητικές 
10. Υποδοχείς 

αγωνιστές/ανταγωνιστές 
11. Μυοχαλαρωτικές 
12. Σπασμολυτικές 
13. Αντικαταθλιπτικές 
14. Αντιπαρασιτικές 

 

Εφαρμογές Δευτερογενών μεταβολιτών  

15. Σχήμα 1.2 Εφαρμογές και ιδιότητες δευτερογενών μεταβολιτών (Wink, 2009, Narasinga, 2003 ) 
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1.1.4 Ταξινόμηση δευτερογενών μεταβολιτών 
 

Σε αυτό το κεφάλαιο θα αναφερθούμε στους κυριότερους δευτερογενείς 
μεταβολίτες που αφορούν την παρούσα μελέτη τις φαινολικές ενώσεις . Η βιβλιογραφία 
υποδεικνύει ότι τα φαινολικά συστατικά υπερέχουν σε αριθμό έναντι των υπολοίπων 
(περισσότερες από 8.000 ουσίες) (Strack, 1997) και ότι έχουν τη μεγαλύτερη δομική 
ποικιλία σε σύγκριση με τους άλλους δευτερογενείς μεταβολίτες (Saxena et al., 2013) 
(Σχήμα 1.3). 
 

Τερπενοειδή 
& Στεροειδή

27%

Φαινολικά 
συστατικά

45%

Άλλα
10%

Αλκαλοειδή
18%

 
Σχήμα 1.3 Διάγραμμα τύπου πίτας με τις κυριότερες κατηγορίες των 

δευτερογενών μεταβολιτών (Saxena et al., 2013) 

 

1.1.5 Φαινολικές ενώσεις 
Οι φαινολικές ενώσεις έχουν στο μόριό τους έναν τουλάχιστον αρωματικό 

δακτύλιο υποκατεστημένο με ένα ή περισσότερα υδροξύλια (Ιγνατιάδου, 2009) και 
παράγονται κατά κύριο λόγο μέσω των μεταβολικών μονοπατιών του σικιμικού και του 
μηλονικού οξέος (Morimoto et al., 2006). Αποτελούν μία ευρεία ποικιλία ενώσεων 
συμπεριλαμβανομένων απλών, μικρού μοριακού βάρους μονοκυκλικών φαινολών και 
φαινολικών οξέων, μέχρι και μεγάλου μοριακού βάρους πολύπλοκων τανινών και 
πολυφαινολών (Crozier et al., 2006). Τα φλαβονοειδή αποτελούν τη μεγαλύτερη και πιο 
μελετημένη ομάδα των φαινολικών συστατικών (Dai et al., 2010).  

Τα φαινολικά συστατικά μπορούν να ταξινομηθούν βάση τον αριθμό και τη 
διάταξη των ατόμων άνθρακα (Πίνακας 1.1) και απαντώνται συνήθως συζευγμένα με 
σάκχαρα και οργανικά οξέα (Crozier et al.,2006). 
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Πίνακας 1.1: Κυριότερες τάξεις φαινολικών ενώσεων (Crozier et al., 2009,Saxena 
et al.,2013) 

 

Αριθμός 
Ανθράκων 

Σκελετός Κατηγορία Παραδείγματα Βασική δομή 

6 C6 Απλές φαινόλες υδροκινόνη,  
θυμόλη  
καρβακρόλη,  
βανιλλίνη 

 
7 C6-C1 Φαινολικά οξέα γαλλικό οξύ 

π-υδροξυβενζοϊκό 
οξύ   

8 C6-C2 
 

Ακετοφαινόνες 
 

gallacetophenon 

 
Φαινυλοξικό οξύ π-υδροξυφαινυλο-

οξικό οξύ 

 
9 C6-C3 Υδροξυκινναμωμικά 

οξέα 
π-κουμαρικό οξύ 
καφεϊκό οξύ,  
φερουλικό οξύ 
σιναπικό οξύ  

9 C6-C3 Κουμαρίνες εσκουλετίνη, 
ουμπελλιφερόνη 
σκοπολετίνη 

 
10 C6-C4 Ναφθοκινόνες πλουμπαγκίνη, 

ζουγκλόνη 

 
13 C6-C1-C6 Ξανθόνες μανγκιφερίνη 
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14 C6-C2-C6 Στιλβένια ρεσβερατρόλη 

 
14 C6-C2-C6 Ανθρακινόνες εμοδίνη, αλιζαρίνη 

 
15 
 

C6-C3-C6 Φλαβονοειδή  

 
Φλαβόνες απιγενίνη, χρυσίνη, 

λουτεολίνη 

 
Φλαβονόλες κερκετίνη, 

καεμφερόλη, 
μυρικετίνη 

 
Φλαβανόνες ναριγκενίνη, 

εσπεριτίνη 

 
Χαλκόνες βουτεΐνη, φλορετίνη 

 
Ισοφλαβόνες γενιστεΐνη, δαϊζδεΐνη 

 
Ανθοκυανίνες δελφινιδίνη, 

κυανιδίνη, μαλβιδίνη, 
πετουνιδίνη 

 

 Συνέχεια πίνακα 
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18 (C6-C3)2 Λιγνάνες πινορεσινόλη, 
σησαμίνη, 
λαρικιρεσινόλη 

 
N (C6-C3-

C6)n 
Συμπυκνωμένες 
ταννίνες 

προδελφινιδίνες, 
προπελαργονιδίνες, 
προκυανιδίνες  

 

 Συνέχεια πίνακα 
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Φαινόλες και φαινολικά οξέα 
 

Οι απλές φαινόλες και τα φαινολικά οξέα συνήθως εμφανίζονται ενωμένα υπό 
μορφή εστέρων, αλάτων ή απλών γλυκοζιτών στους οποίους απαρτίζουν το άγλυκο 
τμήμα της ένωσης και σπανίως συναντώνται σε ελεύθερη μορφή στο φυτό (Ιγνατιάδου, 
2009). Οι περισσότερες απλές φαινόλες αποτελούν μονομερή συστατικά των 
πολυφαινολών και οξέων που συνθέτουν μερικούς από τους ιστούς των φυτών, 
συμπεριλαμβανομένης της λιγνίνης και της μελανίνης (Cseke et al., 2006). Με αλκαλική 
υδρόλυση ή σύντηξη διασπώνται οι ενώσεις της ομάδας των φλαβονοειδών προς απλές 
φαινόλες και φαινολικά οξέα. Με την όξινη υδρόλυση των φυτικών ιστών 
ελευθερώνονται φαινολικά οξέα από τους εστέρες και τα άλατά τους και διασπώνται οι 
γλυκοζίτες (Ιγνατιάδου, 2009).  

Χαρακτηριστικά παραδείγματα απλών φαινολών των φυτών είναι οι: 
υδροκινόνη, καρβακρόλη η οποία είναι από τα κυριότερα συστατικά στο αιθέριο έλαιο 
της ρίγανης (Tsimogiannis , et al., 2006) και κατεχόλη των οποίων η δομή 
παρουσιάζεται παρακάτω (Σχήμα 1.4): 
 

 
Σχήμα 1.4 Δομές απλών φαινολών (Saxena et al., 2013) 

 
Ο όρος φαινολικά οξέα αναφέρεται σε φαινόλες οι οποίες έχουν ένα καρβοξυλικό 

οξύ και είναι φυσικά απαντώμενα στο αγγειόσπερμα (Ιγνατιάδου, 2009) με δύο βασικές 
δομές: υδροξυκινναμωμικά και υδροξυβενζοϊκά οξέα (Balasundram et al., 2006) (Σχήμα 
1.5 & 1.6). Στα φυτά μπορούν να βρεθούν με τη μορφή γλυκοζιδίων ή εστέρων με 
στερόλες, αλκοόλες και υδροξυ –λιπαρά οξέα (Saxena et al., 2013). 
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Σχήμα 1.5 Υδροξυβενζοϊκά οξέα (Saxena et al., 2013) 

 

Σχήμα 1.6 Υδροξυκινναμωμικά οξέα (Saxena et al., 2013) 

Οι ιδιότητες των φαινολικών οξέων αποτελούν αντικείμενο έρευνας χημικών, 
βιολογικών και ιατρικών μελετών λόγω της βιολογικής τους δράσης όπως και των 
ακόλουθων δράσεων: αύξηση έκκρισης της χολής, μείωση των επιπέδων χοληστερόλης 
στο αίμα, αντιφλεγμονώδη, αντικαρκινική, αντικαταθλιπτική, αντισπασμωδική όπως 
και αντιμικροβιακή έναντι στελεχών βακτηρίων (Silva et al., 2007; Ghasemzadeh et al., 
2010). 

Τα φαινυλοπροπανοειδή είναι μία γενικότερη κατηγορία φαινολικών συστατικών 
που διαθέτει μία πλάγια αλυσίδα τριών ατόμων άνθρακα στον φαινολικό δακτύλιο 
(Cseke et al.,2006). Σε αυτήν την τάξη ανήκουν τα υδροξυκινναμωμικά οξέα που 
προαναφέραμε, οι κουμαρίνες και τα φαινυλοπροπένια (Cseke et al., 2006).  

Οι κουμαρίνες οι οποίες είναι παράγωγα λακτονοποίησης των ο-
υδροξυκινναμωμικών οξέων βρίσκονται σε πολλά φυτά με τη μορφή γλυκοζιτικών 
παραγώγων. Η ουμπελλιφερόνη που απαντάται στο χαμομήλι, χρησιμοποιείται ως 
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παράγοντας απορρόφησης των υπεριωδών ακτίνων και βρίσκει εφαρμογή σε 
αντιηλιακά σκευάσματα (Σχήμα 1.7). Τα φαινυλοπροπένια απαντώνται μαζί με τα 
τερπένια στα αιθέρια έλαια των αρωματικών φυτών και συμβάλλουν στο 
χαρακτηριστικό τους άρωμα (Αναστασάκη, 2014). Κάποια από αυτά είναι η ευγενόλη 
και η ανιθόλη εκ των οποίων η ευγενόλη χρησιμοποιείται σαν αναλγητικό στην 
οδοντιατρική (Σχήμα 1.8) (Cseke et al., 2006; Samuelsson, 2001).  

 

 

Σχήμα 1.7 Ουμπελλιφερόνη & κουμαρίνη 

                       

 

  

Σχήμα 1.8 Ευγενόλη 

 

Οι ναφθοκινόνες ανήκουν μαζί με τις βενζοκινόνες και τις ανθρακινόνες στην 
κατηγορία των φυσικών χρωστικών που περιέχουν στο μόριό τους κινοειδή δακτύλιο 
και υδροξύλια, τις χρωστικές κινόνες. Οι χρωστικές κινόνες έχουν φαινολικές ιδιότητες 
και στα φυτά απαντώνται ενωμένες με σάκχαρα ως γλυκοζίτες ή ως διμερείς κινόλες, 
έτσι η όξινη υδρόλυση οδηγεί σε ελεύθερες κινόνες (Ιγνατιάδου, 2009). 

Φλαβονοειδή 
 

Τα φλαβονοειδή είναι πολυφαινολικά συστατικά με γενική δομή C6-C3-C6 και 
αποτελούνται από 15 άνθρακες, με δύο αρωματικούς δακτυλίους (Α και Β) στα άκρα, οι 
οποίοι ενώνονται με 3 άτομα άνθρακα προς έναν οξυγονωμένο ετεροκυκλικό δακτύλιο 
(C) (Crozier et al., 2009; Harborne, 1993). Ανάλογα με την παρουσία ή όχι κάποιων 
ομάδων στη βασική δομή προκύπτουν οι διάφορες υποκατηγορίες των φλαβονοειδών 
με τις κυριότερες να είναι οι: φλαβόνες, φλαβονόλες, φλαβον-3 όλες, ισοφλαβόνες, 
φλαβανόνες και ανθοκυανίνες (Σχήμα 1.8). Οι υδροξυλομάδες βρίσκονται συνήθως 
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στις θέσεις 4 , 5 και 7. Επιπλέον, τα περισσότερα φλαβονοειδή απαντώνται ενωμένα με 
σάκχαρα με τη μορφή γλυκοζιδίων. Ενώ τα σάκχαρα και οι υδροξυλομάδες αυξάνουν 
την υδατοδιαλυτότητα των φλαβονοειδών, οι άλλοι υποκαταστάτες, όπως ομάδες 
μεθυλίου και ισοπεντυλίου καθιστούν λιπόφιλο τον χαρακτήρα των φλαβονοειδών 
(Crozier et al., 2009). Τα φλαβονοειδή υπάρχουν και ως άγλυκα, δηλαδή χωρίς σάκχαρα 
και συχνά αντιπροσωπεύουν ένα πολύ σημαντικό ποσοστό του συνόλου των 
φλαβονοειδών στο φυτό (Pretorius, 2003). 

 

Σχήμα 1.9 Κυριότερες κατηγορίες φλαβονοειδών (Crozier et al., 2009) 

Με περισσότερους από 4500 διαφορετικούς αντιπροσώπους γνωστούς έως 
τώρα, τα φλαβονοειδή αποτελούν μια τεράστια κατηγορία των φαινολικών 
συστατικών και εμφανίζονται με τη μορφή μονομερών, διμερών και πολυμερών 
(Harborne, 1993; Croteau et al., 2000 ). Βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις στην 
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επιδερμίδα των φύλλων και στον φλοιό των καρπών. Στα φυτά, τα φλαβονοειδή 
εμπλέκονται σε ποικίλες διαδικασίες όπως η προστασία UV και η αύξηση της 
ανθεκτικότητας των φυτών σε ασθένειες (Koes et al., 1994; Pierpoint 2000).  

Οι φλαβόνες είναι υδροξυλιωμένα παράγωγα της φλαβόνης στις θέσεις 5, 7 
καθώς και σε μια ή περισσότερες από τις 3’, 4’ ή 5’. Οι φλαβόνες συνοδεύουν συχνά τις 
ανθοκυανίνες ως συγχρωστικές ενώ παραδείγματα φλαβονών αποτελούν η απιγενίνη 
και λουτεολίνη (Σχήμα 1.10) (Ιγνατιάδου, 2009). Οι φλαβονόλες προκύπτουν από τις 
φλαβόνες με εισαγωγή ενός υδροξυλίου στη θέση 3 και κάποιοι χαρακτηριστικοί 
αντιπρόσωποι αυτής της κατηγορίας είναι οι: μυρισετίνη, κερκετίνη και καεμφερόλη 
(Σχήμα 1.11) οι οποίες συναντώνται πιο συχνά σαν Ο-γλυκοζίτες (Crozier et al., 2009). 
Οι φλαβανόνες προκύπτουν από τις αντίστοιχες φλαβόνες με ανόρθωση του διπλού 
δεσμού Δ2 και οι πιο γνωστές φλαβανόνες είναι η εσπεριτίνη η οποία συναντάται ως 
γλυκοζίτης στα πράσινα εσπεριδοειδή και η ναριγκενίνη (Σχήμα 1.12) (Ιγνατιάδου, 
2009). Οι ισοφλαβόνες είναι υδροξυλιωμένα παράγωγα της μητρικής ουσίας 
ισοφλαβόνη και βρίσκονται στα φυτά είτε ελεύθερες είτε ενωμένες ως γλυκοζίτες. Η 
γενιστεΐνη και δαϊζδεΐνη αποτελούν χαρακτηριστικά παραδείγματα ισοφλαβονών 
(Σχήμα 1.13).Το παράγωγο της φλαβονόλης που έχει τον κεντρικό ετεροκυκλικό 
δακτύλιο υδρογονωµένο λέγεται φλαβαν-3-όλη. Παραδείγματα φλαβαν-3-ολών είναι 
οι : (+)- κατεχίνη και το ισομερές της (-) επικατεχίνη. Τα ολιγοµερή ή πολυµερή των 
φλαβαν-3-ολών, τα οποία ονοµάζονται προανθοκυανιδίνες ή συµπυκνωµένες ταννίνες, 
αποτελούν µια µεγάλη οµάδα φυσικών φαινολικών παραγώγων (Francisco et al., 2008).  

 

    

Σχήμα 1.10 Λουτεολίνη & απιγενίνη 
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Σχήμα 1.11 Καεμφερόλη & κερκετίνη 

    
 

Σχήμα 1.12 Εσπεριτίνη & Ναριγκενίνη 

 

  
 

Σχήμα 1.13 Γενιστεΐνη & Δαϊζδεΐνη 

 

Ανθοκυανίνες 
 

Οι ανθοκυανίνες είναι η σπουδαιότερη ομάδα φυτικών χρωστικών και σε αυτές 
οφείλονται οι διάφοροι έντονοι και ελκυστικοί χρωματισμοί των λουλουδιών γιατί σε 
αντίθεση με τις υπόλοιπες κατηγορίες φλαβονοειδών, οι ανθοκυανίνες απορροφούν 
έντονα την ορατή ακτινοβολία προσδίδοντας μία ποικιλία χρωμάτων στην επιφάνεια 
που βρίσκονται. Στα φυτά συναντώνται μόνο με τη μορφή γλυκοζιτών κυρίως στη θέση 
C3, των οποίων τα άγλυκα τμήματα είναι γνωστά ως ανθοκυανιδίνες και προκύπτουν με 
όξινη υδρόλυση των πρώτων (Ιγνατιάδου, 2009). Έχουν ταυτοποιηθεί περίπου 400 
ανθοκυανίνες στα φυτά (Mazza, 2007) εκ των οποίων μόνο έξι ανθοκυανιδίνες 
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συναντάμε συνήθως στα φυτά συμπεριλαμβανομένων της κυανιδίνης, δελφινιδίνης, 
μαλβιδίνης, πελαργονιδίνης, παιονιδίνης και πετουνιδίνης. Οι γλυκοζίτες των τριών μη 
μεθυλιωμένων ανθοκυανιδών (κυανιδίνη, δελφινιδίνη και πελαργονιδίνη) είναι οι πιο 
διαδεδομένοι στη φύση, σε ποσοστά 80% στα φύλλα, 69% σε καρπούς και 50% σε άνθη 
(Σχήμα 1.14) (Ghosh et al.,2007). 
 

   
1.14 Πελαργονιδίνη & Δελφινιδίνη 

Μία ακόμη σημαντική κατηγορία των φαινολικών συστατικών είναι οι 
πολυμερείς φαινολικές ενώσεις ταννίνες, λιγνάνες και μελανίνες. Οι συγκεκριμένες 
ομάδες πολυμερών σχηματίζονται με συμπύκνωση μονομερών φαινολικών ή 
φλαβονικών μονάδων. Οι ταννίνες διακρίνονται σε δύο κατηγορίες, τις υδρολυομένες 
και τις συμπυκνωμένες ταννίνες. Οι υδρολυομένες ταννίνες συντίθενται από πολυόλες 
όπως η γλυκόζη και το κινικό οξύ και συνδέονται με ένα τουλάχιστον μόριο γαλλικού 
οξέος (γαλλο-ταννίνες) ή με ένα μόριο εξα-υδροξυ-διφαινικού οξέος (ελλαγιταννίνες). Οι 
συμπυκνωμένες ταννίνες γνωστές και ως προανθοκυανιδίνες, είναι πολυμερή των 
φλαβον-3-ολών όπως ήδη προαναφέραμε. Παραδείγματα συμπυκνωμένων ταννινών 
είναι οι προδελφινιδίνες, προπελαργονιδίνες και προκυανιδίνες (Moreno-Arribas et al., 
2009). 

 

1.2 Μελέτη κυριότερων συστατικών με υγρή 
χρωματογραφία (Liquid Chromatography- LC-DAD) 

 

Η υγρή χρωματογραφία είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για τον 
διαχωρισμό ενός δείγματος στα επιμέρους τμήματά του. Αυτός ο διαχωρισμός λαμβάνει 
χώρα με βάση τις αλληλεπιδράσεις του δείγματος με την κινητή και στατική φάση. Τα 
συστατικά ενός δείγματος διαχωρίζονται σε μια στήλη ανάλογα με τη συγγένεια του 
κάθε συστατικού με την κινητή φάση. Έτσι, εάν τα συστατικά έχουν διαφορετικές 
πολικότητες τότε το συστατικό του οποίου η πολικότητα συγγενεύει με αυτής της 
κινητής φάσης, θα διέρχεται διαμέσου της στήλης ταχύτερα από ότι τα άλλα συστατικά.  

Για την επίτευξη ενός επιθυμητού διαχωρισμού είναι απαραίτητο να γίνουν οι 
κατάλληλες επιλογές τόσο στη στήλη (μεγάλο μήκος ή μικρή διάμετρος υλικού 
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πλήρωσης) όσο και στη στατική φάση (πολικότητα) και στην κινητή φάση 
(πολικότητα, τρόπος προώθησης). Ανάλογα με την πολικότητα κινητής-στατικής 
φάσης η υγρή χρωματογραφία διακρίνεται σε: κανονικής φάσης όπου η στατική φάση 
είναι μία πολική ένωση όπως π.χ. αλκυλονιτρίλιο ή μία αλκυλαμίνη και η κινητή φάση 
είναι ένας μη πολικός διαλύτης π.χ εξάνιο και αντίστροφης φάσης, όπου η στατική 
φάση είναι μία μη πολική ένωση π.χ οκτασιλάνιο (OS) και η κινητή φάση είναι ένας 
πολικός διαλύτης όπως π.χ νερό/ακετονιτρίλιο ή νερό/μεθανόλη. Επίσης, σημαντικό 
ρόλο στον διαχωρισμό παίζει και η επιλογή του συστήματος προώθησης του διαλύτη 
(κινητή φάση) διά μέσου της στήλης. Υπάρχει η ισοκρατική έκλουση όπου ένας μόνο 
διαλύτης ή μείγμα διαλυτών διατηρούνται σταθερά καθ’όλη τη διάρκεια της ανάλυσης 
και η βαθμιδωτή έκλουση κατά την οποία η σύσταση της κινητής φάσης αλλάζει με την 
πάροδο του χρόνου κατόπιν προγραμματισμού του οργάνου. Με τη βαθμιδωτή έκλουση 
επιτυγχάνεται καλύτερος διαχωρισμός καθώς μεταβάλλεται η σύσταση και συνεπώς η 
πολικότητα της κινητής φάσης. Η στήλη είναι πάντα συνδεδεμένη με ανιχνευτή υψηλής 
ευαισθησίας (φωτόμετρο υπεριώδους ορατού UV-Vis ή διαφορικό διαθλασίμετρο κ.α.) 
για την ανίχνευση των συστατικών που εκλούονται από τη στήλη. Στην περίπτωση του 
φωτόμετρου UV-Vis μετράται η απορρόφηση των εκλουόμενων συστατικών συνεχώς 
σε συγκεκριμένο ή σε πολλαπλά ή σε μεταβαλλόμενο μήκος κύματος.  

 

1.3 Αντιοξειδωτική δράση 

1.3.1 Οι ελεύθερες ρίζες και το οξειδωτικό στρες 
 

Από τα τέλη της δεκαετίας του 1950, αποδείχθηκε ότι οι αντιδράσεις οξείδωσης 
που συμβαίνουν στον ανθρώπινο οργανισμό, εμπλέκονται στη γήρανση και στην 
εμφάνιση πολλών ασθενειών. Έτσι, προτάθηκε ότι οι αντιοξειδωτικές ενώσεις μπορούν 
να επιβραδύνουν την διαδικασία της γήρανσης, την εξέλιξη ασθενειών και να 
παρατείνουν τη διάρκεια ζωής (Gutteridge et al., 2010). 
 

Το οξυγόνο είναι ένα απαραίτητο μόριο για τους ζωντανούς οργανισμούς, 
ωστόσο, κατά τη διάρκεια των μεταβολικών διαδικασιών αερόβιου τύπου 
αναπόφευκτα παράγονται οξυγονούχες δραστικές ουσίες (Reactive Oxygen Species) και 
ελεύθερες ρίζες (Cai et al., 2004; Halliwell et al., 1989; Sánchez, 2002; Miller et al., 1993). 
Οι ελεύθερες ρίζες είναι άτομα, μόρια ή ιόντα με ασύζευκτα ηλεκτρόνια που είναι 
ιδιαίτερα ασταθή και υπόκεινται σε χημικές αντιδράσεις με άλλα μόρια. Προέρχονται 
από τρία στοιχεία, το οξυγόνο, άζωτο και θείο, δημιουργώντας έτσι (ROS), ελεύθερες 
ρίζες αζώτου (Reactive Nitrogen Species, RNS) και ελεύθερες ρίζες θείου (Reactive 
Sulfur Species, RSS). Οι ROS περιλαμβάνουν ιόντα οξυγόνου και υπεροξείδια τόσο 
ανόργανα όσο και οργανικά, όπως το υπεροξειδικό ανιόν ( -

2O ), η υδροϋπεροξειδική 

ρίζα ( 
2HO ), η ρίζα υδροξυλίου ( OH- )το οξείδιο του αζώτου (NO) και άλλες όπως 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), υποχλωριώδες ανιόν ( -ClO ). Οι RNS προέρχονται 
από αντιδράσεις του NO αντιδρώντας με O2- και οι RSS σχηματίζονται εύκολα με την 
αντίδραση των ROS με θειόλες (Lü et al., 2010).  
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Ουσιαστικά, οι ελεύθερες ρίζες παράγονται σαν ένα φυσιολογικό κομμάτι του 
μεταβολισμού εντός των μιτοχονδρίων, μέσω των διαδικασιών φλεγμονής, 
φαγοκυττάρωσης, ισχαιμίας και σωματικής άσκησης. Εξωτερικοί παράγοντες που 
συμβάλλουν στην παραγωγή των ελευθέρων ριζών είναι το κάπνισμα, οι 
περιβαλλοντικοί ρύποι, η ακτινοβολία, τα φάρμακα, τα φυτοφάρμακα, οι βιομηχανικοί 
διαλύτες και το όζον. Είναι ειρωνικό το γεγονός ότι το οξυγόνο που είναι απαραίτητο 
για τη ζωή έχει αρνητικά αποτελέσματα στον ανθρώπινο οργανισμό μέσω αυτών των 
δραστικών ουσιών (ελεύθερων ριζών) (Lobo et al., 2010). 

Οι ελεύθερες ρίζες σε χαμηλές έως μέτριες συγκεντρώσεις διαδραματίζουν 
σημαντικό ρόλο σε φυσιoλογικές λειτουργίες όπως είναι η απόπτωση, ο αγγειακός 
τόνος, η διατήρηση της ενέργειας στον οργανισμό, η αποτοξίνωση, η ρύθμιση ορμονών 
και η ανοσολογική και προσαρμοστική ανταπόκριση στα ένζυμα (Kelly, 1997; 
Škrovánková et al., 2012). 

Οι συνέπειες του οξειδωτικού στρες δημιουργούν τη βάση για την ανάπτυξη 
καρδιαγγειακών νόσων, καρκίνου, νευροεκφυλιστικών διαταραχών, διαβήτη και 
αυτοάνοσων διαταραχών. Πολλές μελέτες έχοντας σκοπό να συμβάλλουν στην 
πρόληψη ασθενειών που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες έχουν δείξει ότι η 
διατροφή παίζει πολύ σημαντικό ρόλο σε αυτό, λόγω της παρουσίας φυτικών 
βιοδραστικών ενώσεων. Μερικές από αυτές τις ενώσεις είναι τα φαινολικά συστατικά, 
τα καροτενοειδή, τα τερπενοειδή των οποίων η αντιοξειδωτική δράση και οι δυνητικές 
ευεργετικές επιδράσεις προς τον οργανισμό μελετώνται ευρέως τα τελευταία χρόνια 
(Ayoola et al., 2008; Sghaier et al., 2011; Gholivand et al., 2010; Liu et al., 2012; Nahar et 
al., 2012; Nassar et al., 2013; Shan et al., 2013; Zheleva et al., 2013). 

 

1.3.2 Αντιοξειδωτικά 
 

Ως αντιοξειδωτικό ορίζεται κάθε ουσία που καθυστερεί, προλαμβάνει ή 
απομακρύνει την οξειδωτική βλάβη (Halliwell, 2007). Κατά το ίδιο έτος οι Khlebnikov et 
al., (2007) ορίζουν ως αντιοξειδωτικό κάθε ουσία που απομακρύνει άμεσα τις 
ελεύθερες ρίζες ή δρα έμμεσα έτσι ώστε να αυξηθεί η αντιοξειδωτική άμυνα ή 
αναστέλλει την παραγωγή ελεύθερων ριζών. Τα αντιοξειδωτικά δρουν με τους 
παρακάτω τρόπους: 
 
1) Δεσμευτές οξυγόνου σε συνέργεια με άλλα αντιοξειδωτικά, δεσμεύοντας το οξυγόνο 
ώστε να μην υπάρχει η απαιτούμενη ποσότητα για να οξειδώσει τα λιπαρά συστατικά.  
2) Αναστολείς των αντιδράσεων οξείδωσης των ελεύθερων ριζών, εμποδίζοντας τον 
σχηματισμό ή διασπώντας τα προϊόντα της οξείδωσης. 
3) Ουσίες που δημιουργούν χηλικά σύμπλοκα με τα μέταλλα ώστε να αποτρέψουν την 
έναρξη της οξείδωσης. 
4) Ουσίες που διασπούν τα υπεροξείδια έτσι ώστε να μην διασπαστούν σε ρίζες.  
5) Τερματιστές ελεύθερων ριζών. Πρόκειται για ουσίες που τερματίζουν την αλυσιδωτή 
αντίδραση προσφέροντας υδρογόνο ή ηλεκτρόνια.  
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6) Αναστολείς των προοξειδωτικών ενζύμων (Dangles, O. 2012; Kancheva et al., 2009; 
Heim et al., 2002). 

Οι οργανισμοί διαθέτουν μηχανισμούς άμυνας έναντι των ελεύθερων ριζών και 
της βλάβης που προκαλούν, ανάμεσα σε αυτούς είναι: προληπτικοί μηχανισμοί, 
μηχανισμοί επιδιόρθωσης, φυσική άμυνα και αντιοξειδωτική άμυνα (Aruoma, 1998). 
Επίσης έχουν διαφόρους τύπους ενζύμων όπως οι βισμουτάσες υπεροξειδίου (SOD), οι 
αναγωγάσες και υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (GSH), οι καταλάσες των 
μιτοχονδρίων και διάφορα αντιοξειδωτικά μόρια μικρού μοριακού βάρους, όπως η 
βιταμίνη C, η βιταμίνη Ε, η γλουταθειόνη, το ουρικό οξύ, το λιποϊκό οξύ, τα 
καροτενοειδή, η ουβικινόνη και ιόντα μετάλλων (Huang et al., 2005). Οι υπεροξειδάσες 
της γλουταθειόνης είναι γενικά πιο αποτελεσματικές στην απομάκρυνση των 
ελεύθερων ριζών σε σχέση με τις καταλάσες (Aruoma, 1998). Όμως, η προστατευτική 
δράση που παρέχουν αυτοί οι παράγοντες μπορεί να περιορίζεται από μία υψηλή 
παραγωγή ROS, δημιουργώντας οξειδωτικό στρες στα κύτταρα ως αποτέλεσμα της 
ανισορροπίας μεταξύ αντιοξειδωτικών και οξειδωτικών παραγόντων (Ohkatsu et al., 
2001; Triana et al., 2013; Halliwell et al., 1989). Αυτή η ανισορροπία οδηγεί σε βλάβη 
σημαντικών βιομορίων και κυττάρων, με πιθανές επιπτώσεις για ολόκληρο τον 
οργανισμό. Οι ελεύθερες ρίζες έχουν οξειδωτικό χαρακτήρα και στόχο μόρια όπως 
πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, λιπίδια, σάκχαρα και νουκλεϊκά οξέα προκαλώντας τους 
βλάβες (Triana et al., 2013; Lü et al., 2010; Craft et al., 2012; Fraga et al., 2010; Perron & 
Brumaghim, 2009). 

Τα αντιοξειδωτικά μπορεί να καθυστερήσουν, να αναστείλουν και να  
εμποδίσουν την οξείδωση που προκαλούν οι ελεύθερες ρίζες και να μειώσουν το 
οξειδωτικό στρες. Ωστόσο, σε συνθήκες νόσου, η άμυνα κατά των ελεύθερων ριζών 
εξασθενεί ή καταστρέφεται. Υπό αυτές τις συνθήκες, είναι απαραίτητη η εξωτερική 
τροφοδοσία αντιοξειδωτικών για να αντισταθμιστούν οι βλαβερές συνέπειες του 
οξειδωτικού στρες (Ratnam et al, 2006; Reuter et al., 2010). Πρέπει να σημειωθεί ότι τα 
αντιοξειδωτικά υπό ορισμένες συνθήκες μπορεί να λειτουργήσουν ως προοξειδωτικά 
και να προκαλέσουν αντιδράσεις ελεύθερων ριζών (Škrovánková et al., 2012).  

Η κατανάλωση φυτικών προϊόντων έχει συνδεθεί με χαμηλότερη συχνότητα 
εμφάνισης ασθενειών, όπως η αθηροσκλήρωση, η αρτηριακή υπέρταση, το οξύ 
έμφραγμα του μυοκαρδίου, ο διαβήτης, ο καρκίνος και άλλες νευρολογικές και 
εκφυλιστικές διαταραχές όπως η νόσος του Alzeimer και του Parkinson. Η σύνδεση 
αυτή είναι άμεση καθώς τα προϊόντα αυτά διαθέτουν αντι-φλεγμονώδη, αντι-
θρομβωτική, αντι-μικροβιακή, και αντι-νεοπλασματική δράση (Nassar et al., 2013; 
Kumar et al., 2012). 

Τα αντιοξειδωτικά συστατικά μπορούν να ενεργούν ανεξάρτητα  
ή περισσότερο αποτελεσματικά σε συνδυασμό όταν υπάρχει δηλαδή συνέργεια αυτών 
(ο συνδυασμός τους έχει ισχυρότερη δράση) με μία ποικιλία μηχανισμών (Dai & 
Mumper, 2010). Οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες αποδίδονται στα φλαβονοειδή λόγω της 
παρουσίας των φαινολικών υδροξυλομάδων που συνδέονται με δομές δακτυλίου και 
μπορούν να δράσουν ως αναγωγικοί παράγοντες, δότες υδρογόνου, δεσμευτές 
οξυγόνου ακόμη και να σχηματίσουν χηλικά σύμπλοκα. Μπορούν επίσης να 
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ενεργοποιήσουν αντιοξειδωτικά ενζύμων και να αναστείλουν τις οξειδάσες. Η 
ικανότητα των φλαβονοειδών να δρουν σαν αντιοξειδωτικοί παράγοντες χημικά 
έγκειται στο γεγονός ότι τα δυναμικά οξειδοαναγωγής των φλαβανοειδών ριζών που 
σχηματίζονται είναι αρκετά χαμηλά σε σχέση με αυτά των υπεροξειδικών και 
αλκοξυλοριζών. Αυτό σημαίνει ότι τα φλαβονοειδή απενεργοποιούν αυτές τις ελεύθερες 
ρίζες και αποτρέπουν τις καταστροφικές συνέπειες των περαιτέρω αντιδράσεων (Rice-
Evans et al., 1996; Procházková et al., 2011). Τα φαινολικά οξέα δρουν ως χηλικές 
ενώσεις με σοβαρό αντίκτυπο στις υδρόξυ- και υπερόξυ- ρίζες (Terpinc et al, 2011) ενώ 
τα καροτενοειδή δρουν ως δεσμευτές οξυγόνου και μπορούν με αποσύνθεσή τους να 
σχηματίσουν ενώσεις που λειτουργούν ως τερματιστές των ελεύθερων ριζών καθώς 
ενώνονται με αυτές (Paiva and Russell, 1999). 

Η αντιοξειδωτική ικανότητα των φαινολικών συστατικών εξαρτάται από το 
χημικό τύπο και από τον τρόπο με τον οποίο είναι κατανεμημένες οι λειτουργικές 
ομάδες (-ΟΗ) στο μόριο. Οι απλές φαινολικές ενώσεις έχουν μικρότερη δράση σε σχέση 
με τις πολυμερείς φαινόλες σε μεθόδους που μπλοκάρουν την παρουσία ριζών (Moure 
et al., 2001; Wright, 2001). 

Τα βασικά δομικά χαρακτηριστικά των φλαβονοειδών που απαιτούνται για την 
αποτελεσματική δέσμευση ελεύθερων ριζών συνοψίζονται παρακάτω (Σχήμα 1.15): 
 
1. Ορθο-διυδροξυ δομή του δακτυλίου Β. 
2. Διπλός δεσμός στις θέσεις 2,3 σε συζυγία με την 4-κετο-ομάδα. 
3. Δύο υδροξυλομάδες στις θέσεις 3 και 5. 
 

Η ακορεστότητα του ετεροκυκλικού δακτυλίου, ευθύνεται για τον απεντοπισμό 
των ηλεκτρονίων στον δακτύλιο Β ενώ η ταυτόχρονη παρουσία του ο- διφαινολικού 
τμήματος στον δακτύλιο Β έχει τον ρόλο του δότη Η για τη σταθεροποίηση των 
ελεύθερων ριζών. Επιπλέον, ο ενδομοριακός δεσμός υδρογόνου που δημιουργείται 
μεταξύ των -ΟΗ στις θέσεις 3 και 5 με τη κετο-ομάδα, αυξάνει την ικανότητα δέσμευσης 
των ελεύθερων ριζών (Rice-Evans et al., 1996). Όσον αφορά τα φλαβονοειδή, η 
αντιοξειδωτική ικανότητα μειώνεται με την παρουσία γλυκοζιτών στο μόριο σε σχέση 
με το άγλυκο τμήμα (Rice-Evans et al., 1996; Moure et al., 2001). 

Η αντιοξειδωτική δράση των φαινολικών οξέων εξαρτάται από τον αριθμό και τη 
θέση των υδροξυλικών ομάδων σε σχέση με την δραστική καρβοξυλομάδα (Rice-Evans 
et al., 1996). Μονο- υδροξυ υποκαταστημένα βενζοϊκά οξέα με την υδροξυλική ομάδα (-
OH) σε όρθο- ή πάρα- θέση σε σχέση με την καρβοξυλική ομάδα (-COOH) δεν 
παρουσιάζουν αντιοξειδωτική δράση ενώ συμβαίνει το αντίθετο όταν ο 
υποκατάστατης είναι σε μέτα- θέση. Παρατηρείται επίσης αύξηση της αντιοξειδωτικής 
δράσης με την αύξηση του βαθμού υδροξυλίωσης (Rice-Evans et al., 1996). 
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Σχήμα 1.15 Κύρια δομικά χαρακτηριστικά φλαβονοειδών για αποτελεσματική 
δέσμευση ελεύθερων ριζών (Basu et al., 1999) 

Σε πρόσφατη έρευνα, μελετήθηκαν υδατικά εκχυλίσματα αρωματικών φυτών της 
οικογένειας Lamiaceae (Melissa officinalis L., Origanum vulgare L., Origanum dictamnus 
L., Salvia officinalis L. , Hyssopus officinalis L.) για την αντιοξειδωτική τους ικανότητα, με 
διαφορετικούς τρόπους εκχύλισης (εκχύλιση στους 80oC, σε θερμοκρασία δωματίου και 
σε θερμοκρασία δωματίου με τη βοήθεια υπερήχων). Το φυτό Melissa officinalis L. 
επέδειξε την υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση, ενώ το φυτό Hyssopus officinalis L. τη 
μικρότερη και με τους δύο τρόπους εκχύλισης. Είναι φανερό ότι η αντιοξειδωτική 
ικανότητα επηρεάζεται από τον τρόπο εκχύλισης (Skotti et al., 2014). Το φυτό 
Rosmarinus officinalis L. που ανήκει εξίσου στην οικογένεια Lamiaceae έχει ισχυρή 
αντιοξειδωτική δράση η οποία οφείλεται κυρίως στην παρουσία αντιοξειδωτικών όπως 
το καρνοσικό οξύ και ροσμαρινικό οξύ (Wellwood & Cole, 2004). 

Σε άλλη πρόσφατη έρευνα εξετάσθηκε η αντιοξειδωτική ικανότητα των φυτών: 
Salvia officinalis, Achillea millefolium, Origanum vulgare subsp. vulgare και Gentiana 
lutea. Τα υδατικά εκχυλίσματα από τα φύλλα του Achillea millefolium και Salvia 
officinalis παρουσίασαν τη μεγαλύτερη δράση στο σύνολο των φυτών, ενώ τα 
εκχυλίσματα από τη ρίζα του φυτού Gentiana lutea τη μικρότερη. Σε γενικές γραμμές τα 
μεθανολικά εκχυλίσματα επέδειξαν υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση σε σχέση με τα 
υδατικά. Η αντιοξειδωτική δράση των μεθανολικών εκχυλισμάτων πιθανόν οφείλεται 
στην παρουσία φαινολικών ενώσεων, όπως το ροσμαρινικό οξύ και άλλα φαινολικά 
οξέα και φλαβονοειδή ή διτερπένια (Salvia officinalis , Origanum vulgare subsp. vulgare) 
(Deans et al., 2000; Skoula et al., 2002), στην παρουσία σεσκιτερπενίων και 
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τριτερπενίων (Achillea millefolium) (Si et al., 2006) και στην παρουσία φλαβονοειδών 
(Gentiana lutea) (Kusar et al., 2006).  

 

1.3.3 Μέθοδοι μέτρησης αντιοξειδωτικής ικανότητας και του 
ολικού φαινολικού περιεχομένου 

 

Τα φυτικά εκχυλίσματα αξιολογούνται για την αντιοξειδωτική τους ικανότητα με 
διάφορες μεθόδους οι οποίες μετρούν τα ολικά φαινολικά συστατικά, το σύνολο των 
φλαβονοειδών, το σύνολο των φλαβονολών, τα φαινολικά οξέα, τις κατεχίνες, τις 
λιγνάνες και τις τανίνες (Skotti et al., 2014, Guimarães et al., 2010).  

Οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες μετρούνται χρησιμοποιώντας τις ακόλουθες 
μεθόδους: 1,1-διφαινυλο-2-πικρυλυδραζυλίου (DPPH), 2,2΄-αζινοδι-(3- 
αιθυλβενζοδιαζολινο-6-σουλφονικό οξέος)-ABTS ή Ισοδύναμα Trolox- Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity-TEAC, μέθοδος μέτρησης ικανότητας απορρόφησης 
ελεύθερων ριζών-Oxygen Radical Absorbance Capacity-ORAC, ολικές ρίζες υπεροξυλίου-
Trapping Antioxidant Parameter Assay–TRAP, β-καροτένιο/λινολεϊκό οξύ, παρεμπόδιση 
της αυτοοξείδωσης της LDL, προσδιορισμός αναγωγικής δύναμης μέσω της ικανότητας 
αναγωγής του Fe 3+ FRAP- Ferric anion Reducing Antioxidant Power. 

Κάθε μέθοδος έχει συγκεκριμένο μηχανισμό και υπάρχουν τρεις βασικοί 
μηχανισμοί: μεταφορά ατόμου υδρογόνου (Hydrogen Atom Transfer, HAT), μεταφορά 
ηλεκτρονίων (Electron Transfer, ΕΤ) και συνδυασμός των δύο προηγούμενων (Prior et 
al., 2005). Ο μηχανισμός ΗΑΤ μετράει την ικανότητα ενός αντιοξειδωτικού να 
αποσβένει ελεύθερες ρίζες μέσω δωρεάς υδρογόνου ενώ ο μηχανισμός ET ανιχνεύει την 
ικανότητα των αντιοξειδωτικών να μεταφέρουν ένα ηλεκτρόνιο με σκοπό τη μείωση 
των ριζών (Huang et al., 2005). Η μέθοδος Folin-Ciocalteu προσδιορίζει το ολικό 
φαινολικό περιεχόμενο χρησιμοποιώντας τον μηχανισμό ET, το ίδιο και οι μέθοδοι 
ABTS και FRAP. Η μέθοδος ORAC χρησιμοποιεί μηχανισμό HAT ενώ η δοκιμασία DPPH 
συνδυάζει και τους δύο μηχανισμούς. (Lu et al., 2011; Opitz et al., 2014; Αναστασάκη, 
2014; Skotti et al., 2014; Alarcón et al., 2013). Στην περίπτωση των μεθόδων που 
βασίζονται σε αντίδραση μεταφοράς ηλεκτρονίων, λαμβάνει χώρα μία αντίδραση 
οξειδοαναγωγής με το οξειδωτικό. Σε αυτή την αντίδραση, το οξειδωτικό αποσπά ένα 
ηλεκτρόνιο από το αντιοξειδωτικό, προκαλώντας αλλαγή στο χρώμα του οξειδωτικού. 
Ο βαθμός αλλαγής του χρώματος έχει αναλογική σχέση με τη συγκέντρωση των 
αντιοξειδωτικών (Κανέλλου, 2011). 

Τα εκχυλίσματα των φυτών περιέχουν λιπόφιλα και υδρόφιλα συστατικά, για 
αυτό το γεγονός είναι σημαντικό να επιλεχθεί με προσοχή μία συγκεκριμένη μέθοδος. 
Κάποιες μέθοδοι είναι περισσότερο ευαίσθητες σε λιπόφιλα συστατικά όπως οι μέθοδοι 
που χρησιμοποιούν λιπιδικό υπόστρωμα (Παρεμπόδιση της αυτοοξείδωσης της LDL, 
του β-καροτένιο/λινολεϊκό οξύ) ενώ άλλες μέθοδοι έχουν μεγαλύτερη ευαισθησία σε 
υδατικά αντιοξειδωτικά συστατικά όπως οι μέθοδοι του DPPH, TEAC, FRAP (Chun et al., 
2005). 
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Υπάρχουν διάφοροι παράγοντες που επηρεάζουν την αποτελεσματικότητα μίας 
μεθόδου όπως είναι οι ιδιότητες των αντιοξειδωτικών μεταξύ λιπιδίων και υδατικής 
φάσης, οι συνθήκες οξείδωσης και η φυσική κατάσταση του οξειδωμένου 
υποστρώματος (Frankel et al., 1994; Schwarz et al., 1996). Παρά το γεγονός ότι είναι 
διαθέσιμες πολλές μέθοδοι για τον προσδιορισμό της αντιοξειδωτικής δράσης, είναι 
σημαντικό οι μέθοδοι αυτές να είναι σταθερές και ταχείες. Ενώ κάθε μέθοδος έχει τα 
δικά της πλεονεκτήματα και μειονεκτήματά, οι πιο αξιόπιστες και άμεσες μέθοδοι είναι 
οι ABTS και DPPH οι οποίες έχουν τροποποιηθεί και βελτιωθεί τα τελευταία χρόνια 
(Duduku et al., 2011).  

 

1.3.3.1 Μέθοδος μέτρησης φαινολικών συστατικών- Folin- 
Ciocalteu (FC) 

 
Η μέθοδος Folin-Ciocalteu (FC) (Folin et al, 1915) είναι μία εύκολη αναλυτική 

τεχνική με καλή επαναληψιμότητα για τον προσδιορισμό των συνολικών 
πολυφαινολών και βασίζεται στην οξείδωση των φαινολικών ενώσεων από το 
αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1998). Το αντιδραστήριο Folin-
Ciocalteu, είναι διάλυμα σύνθετων πολυμερών ιόντων που σχηματίζονται από 
φωσφομολυβδαινικά (H3PMo12O40) και φωσφοβολφραμικά (H3PW12O40) 
ετεροπολυμερή οξέα. Σε αλκαλικό περιβάλλον, οι φαινολικές ενώσεις οξειδώνονται με 
ταυτόχρονη αναγωγή των οξέων προς μείγμα οξειδίων του βολφραμίου (W8O23) και του 
μολυβδαινίου (Mo8O23), πιθανώς (PMoW11O40)4-, χαρακτηριστικού κυανού χρώματος 
και λαμβάνει χώρα μια αντίδραση μεταφοράς ηλεκτρονίου (Huang et al., 2005).  

Το σχηματιζόμενο κυανό χρώμα παρουσιάζει μέγιστη απορρόφηση περίπου στα 
730 nm και είναι ανάλογο με τη συγκέντρωση των φαινολικών ενώσεων (Αναστασάκη, 
2014). Το σύνολο των πολυφαινολών εκφράζεται σε ισοδύναμα γαλλικού ή καφεϊκού 
οξέος τα οποία χρησιμοποιούνται σαν ποσοτικά πρότυπα (Chen et al., 2015). 

Στη συγκεκριμένη μέθοδο μετά από επώαση δείγματος και αντιδραστηρίων για 2 
ώρες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος και απουσία φωτός, μετριέται η απορρόφηση στα 
725 nm με φασματοφωτόμετρο υπεριώδους- ορατού UV-Vis. Η ακρίβεια των 
αποτελεσμάτων που λαμβάνονται με τη χρήση αυτής της μεθόδου καθορίζεται από τα 
ισοδύναμα πρότυπα που χρησιμοποιούνται, από τη σειρά με την οποία προστίθενται τα 
αντιδραστήρια, και από το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu (FC), το οποίο περιέχει 
μολυβδαίνιο Mo (VI) (Folin et al., 1927). 

Η μέθοδος FC είναι απλή μέθοδος, δεν απαιτεί ιδιαίτερο εξοπλισμό και είναι 
χρήσιμη για τον χαρακτηρισμό βοτανικών δειγμάτων (Prior et al., 2005). Αν και 
εμφανίζει επαναληψιμότητα σε ένα ευρύ φάσμα φαινολικών ενώσεων, τα 
αποτελέσματα αυτά μπορούν να επηρεαστούν από άλλα μη-φαινολικά μόρια (Rover et 
al., 2013). Η μέθοδος FC μπορεί επίσης να επηρεάζεται από έναν αριθμό 
παρεμβαλλόμενων ουσιών, όπως σάκχαρα, αρωματικές αμίνες, διοξείδιο του θείου, 
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ασκορβικό οξύ, οργανικά οξέα κ.α. για αυτό το λόγο πρέπει να γίνονται οι κατάλληλες 
διορθώσεις (Prior et al., 2005). 

 

1.3.3.2   Μέθοδος του Διφαινυλοπικρυλυδραζυλίου – DPPH 
 

Η μέθοδος DPPH περιγράφηκε πρώτη φορά από τον Blois το 1958 και αργότερα 
τροποποιήθηκε από διάφορους ερευνητές (Duduku et al., 2011). Βασίζεται στην 
ικανότητα των αντιοξειδωτικών να αναστέλλουν την οξείδωση των λιπαρών 
συστατικών και επομένως μετράται η ικανότητα περιορισμού των ελεύθερων ριζών. 
Πιο συγκεκριμένα, η μέθοδος στηρίζεται στην ικανότητα των αντιοξειδωτικών να 
αποχρωματίζουν το διάλυμα του DPPH•. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται ευρέως λόγω 
της ταχύτητας που απαιτείται για την ανάλυση και γιατί είναι ιδιαίτερα σταθερή. Το 
αντιδραστήριο DPPH• είναι μια σταθερή ρίζα, το οργανικό διάλυμα του οποίου 
παρουσιάζει έντονο ιώδες χρώμα, αντιδρά με ενώσεις που είναι δότες υδρογόνου και 
παρουσιάζει μέγιστο απορρόφησης στα 515 nm (Škrovánková et al., 2012).  

Το αντιδραστήριο DPPH ανάγεται είτε με άμεση μεταφορά υδρογόνου (Σχήμα 
1.16-αντίδραση 1) ή με έμμεση μεταφορά ηλεκτρονίων και πρωτονίων από την 
αντιοξειδωτική ένωση (Σχήμα 1.16, αντιδράσεις 2-4), με συνέπεια το προκύπτον 
μόριο DPPH,H να χάνει μέρος της ικανότητάς του να απορροφά. Έτσι η αναγωγή του 
DPPH από αντιοξειδωτικούς παράγοντες όπως οι πολυφαινόλες, μπορεί να 
παρακολουθηθεί μέσω της μείωσης στην απορρόφηση στα 515 nm (Lecomte et al., 
2010). Μεγάλη μείωση στην απορρόφηση υποδεικνύει σημαντική αντιοξειδωτική 
δράση του συστατικού (Duduku et al., 2011) ενώ ο αποχρωματισμός του DPPH 
υποδηλώνει την ύπαρξη αντιοξειδωτικών συστατικών. 
 

 
 
Σχήμα 1.16 Αντιδράσεις αντιοξειδωτικών συστατικών και DPPH (Škrovánková 
et al., 2012). 

Συνεπώς, η φασματοφωτομετρική αυτή μέθοδος χρησιμοποιεί τη ρίζα DPPH• ως 
αντιδραστήριο. Μετά από επώαση αντιδραστηρίου και δείγματος για 30 min, στους 25 
OC μετράται η απορρόφηση στα 515 nm με φασματοφωτόμετρο υπεριώδους- ορατού 
UV-Vis. Για την εύρεση του ποσοστού της παρεμποδιστικής δράσης κάθε εκχυλίσματος 
χρησιμοποιείται συγκεκριμένος τύπος ο οποίος αναφέρεται στο κεφάλαιο Υλικά και 
Μέθοδοι. 
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1.3.3.3 Μέθοδος του 2,2΄- αζινοδι-(3-αιθυλβενζοδιαζολινο-6-
σουλφονικού οξέος)- ABTS 

 
Η μέθοδος ABTS αναπτύχθηκε από τους Rice-Evans και Miller το 1994 και στη 

συνέχεια τροποποιήθηκε από τους Re et al., το 1999. Στην βελτιωμένη έκδοσή της, το 
ριζικό κατιόν ABTS•+ παράγεται από την οξείδωση του 2,2- αζινοδι(3-
αιθυλβενζοδιαζολινο-6-σουλφονικό οξέος) (ABTS2-) με υπερθειϊκά ιόντα (Duduku et al., 
2011). Η ρίζα του κατιόντος ABTS•+ έχει έντονο γαλαζοπράσινο χρώμα και 
αποχρωματίζεται παρουσία των αντιοξειδωτικών ουσιών, οπότε ακολουθεί 
φωτομέτρηση στα 734 nm (Moon et al., 2009). Η συγκεκριμένη μέθοδος υπολογίζει τη 
συνολική αντιοξειδωτική ικανότητα τόσο των λιπόφιλων όσο και των υδρόφιλων 
συστατικών.  

Στη συγκεκριμένη μέθοδο μετά από επώαση αντιδραστηρίου και δείγματος για 6 
min, στους 30οC μετράται η απορρόφηση στα 734 nm με φασματοφωτόμετρο 
υπεριώδους- ορατού UV-Vis. Για την εύρεση του ποσοστού της παρεμποδιστικής 
δράσης κάθε εκχυλίσματος χρησιμοποιείται συγκεκριμένος τύπος, ο οποίος αναφέρεται 
στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. 

Η μέθοδος ABTS•+ μαζί με τη μέθοδο DPPH• είναι από τις πιο ευρέως 
χρησιμοποιούμενες μεθόδους προσδιορισμού αντιοξειδωτικής ικανότητας σε φυτικά 
δείγματα (Duduku et al., 2011).  

 

1.4 Αντιμικροβιακή δράση 

1.4.1 Γενικά 
 

Κατά τα τελευταία χρόνια, έχει αυξηθεί η αντοχή των μικροοργανισμών λόγω της 
αδιάκριτης χρήσης των φαρμάκων. Αυτή η κατάσταση οδήγησε τους επιστήμονες να 
ερευνήσουν νέες αντιμικροβιακές ουσίες από διάφορες πηγές, όπως τα αρωματικά 
φυτά που είναι καλές πηγές αντιμικροβιακών παραγόντων (Chew et al., 2012). Τα 
αρωματικά φυτά χρησιμοποιούνται εδώ και χρόνια στην παραδοσιακή ιατρική για τη 
θεραπεία ασθενειών καθώς αποτελούν μια άφθονη πηγή βιοδραστικών δευτερογενών 
μεταβολιτών. Επομένως, έχει ερευνηθεί η αντιμικροβιακή δράση μιας ποικιλίας 
φαρμακευτικών φυτών και των εκχυλισμάτων τους (Cantrell et al., 1998; Cowan, 
1999). 

Ακόμη, υπάρχει αυξανόμενο ενδιαφέρον για την αντιμικροβιακή δράση των 
φαρμακευτικών φυτών και των προϊόντων τους λόγω της εφαρμογής τους στην 
ασφάλεια των τροφίμων. Η παρουσία τους στα τρόφιμα μπορεί να μειώσει την 
εμφάνιση μικροβιακής επιμόλυνσης που προκαλείται από ανεπιθύμητους παθογόνους 
μικροοργανισμούς, όπως Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella 
typhimurium, Bacillus cereus και Staphylococcus aureus. Οι αντιμικροβιακές δραστικές 
ουσίες και τα εκχυλίσματα αρωματικών φυτών έχουν την ικανότητα να βελτιώσουν τη 
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διατηρησιμότητα των τροφίμων και γενικά θα μπορούσαν να ελαχιστοποιήσουν τα 
παθογόνα και τις τοξίνες που παράγονται από μικροοργανισμούς (Škrovánková et al., 
2012). Υπάρχουν περισσότερα από 1340 φυτά με μελετημένες αντιμικροβιακές ενώσεις 
και πάνω από 30.000 συστατικά τα οποία έχουν απομονωθεί από έλαια φυτών και 
χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία τροφίμων (Tajkarimi et al., 2010). 
 

1.4.2 Δευτερογενείς μεταβολίτες και αντιμικροβιακή δράση 
 

Χρησιμοποιώντας μία κλασματοποίηση των βιοδραστικών φυτικών 
εκχυλισμάτων, έχουν απομονωθεί διαφορετικές κατηγορίες δευτερευόντων 
μεταβολιτών που εμφανίζουν αντιμικροβιακές δραστηριότητες. Τα αποτελέσματα που 
λαμβάνονται με αυτή τη μέθοδο έχουν αποκαλύψει ότι η αντιμικροβιακή 
δραστηριότητα αυτών των φυτών οφείλεται κυρίως στα αλκαλοειδή, φλαβονοειδή, 
τερπενοειδή, φαινολικές ενώσεις και στις τανίνες (Grayer et al., 1994). Όλες οι 
κατηγορίες δευτερογενών μεταβολιτών παρουσιάζουν αντιμικροβιακή δράση 
(αλκαλοειδή, τερπενοειδή, ακετοφαινόνες, φλαβονοειδή, ταννίνες κ.α.). Υπάρχουν 
επίσης, δευτερεύοντα συστατικά στα οποία οφείλεται ένα σημαντικό μέρος των 
αντιμικροβιακών ιδιοτήτων πιθανόν λειτουργώντας συνεργιστικά με τα άλλα 
συστατικά. Ωστόσο, για να δράσουν αυτές οι ενώσεις αντιμικροβιακά in vitro και για να 
επιτευχθεί το ίδιο αποτέλεσμα στα τρόφιμα, απαιτείται μεγαλύτερη συγκέντρωση 
αυτών (Škrovánková et al., 2012).  

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες κατά τη διάρκεια διαφόρων μελετών έχουν 
δοκιμαστεί in vitro έναντι των ακόλουθων μικροοργανισμών: 
 

 Θετικά κατά Gram βακτήρια, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Mycobacterium 
intracellulare, Sarcinia flava, Sarcinia lutea, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Streptococcus faecalis, Streptococcus hemolyticus και Streptococcus 
pneumonia 

 Αρνητικά κατά Gram βακτήρια, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella 
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus morgani, Proteus rettgeri, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Salmonella typhosa, Salmonella 
typhimurium, Shigella flexneri και Shigella sonnei 

 Ζύμες, Candida albicans, Candida kruzei, Candida tropicalis, Saccharomyces 
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Torula glabrata, Torulopsis utilis, Torulopsis 
glabrata και Trichosporon capitatum 

 Μύκητες, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, 
Epidermophyton flocosum, Fusarium sporotrichoides, Fusarium tricintum, Microsporum 
canis, Penicillium rubrum, Penicillium spinulosum, Trichophyton rubrum και Trichophyton 
mentagrophytes (Wink et al., 2010). 
 

Η αλληλεπίδραση μεταξύ των δευτερογενών μεταβολιτών και των μικροβίων η 
οποία τελικά επάγει την αντιμικροβιακή δραστηριότητα δεν είναι απόλυτα ξεκάθαρη 
και κατανοητή. Φαίνεται να μην υπάρχει μόνο ένας μηχανισμός δράσης ή ότι δεν είναι 
μόνο μία ένωση υπεύθυνη για την αντιμικροβιακή δράση αλλά υπάρχει συνέργεια 
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πολλών ενώσεων (Wink et al., 2010). Κάποιοι από τους μηχανισμούς δράσης των 
δευτερογενών μεταβολιτών έναντι των μικροοργανισμών είναι οι ακόλουθοι: αλλαγές 
στην κυτταρική μορφολογία (μήκος-σχήμα), αναστολή της κυτταρικής αναπνοής, 
μείωση της συγκέντρωσης της ενδοκυτταρικής τριφωσφορικής αδενοσίνης που 
θεωρείται η ‘βιολογική μπαταρία’ των κυττάρων και αλλαγές στη διαπερατότητα της 
μεμβράνης (Wink et al., 2010). Επίσης, οι δευτερογενείς μεταβολίτες εμφανίζουν 
τοξικότητα έναντι των μικροοργανισμών λόγω της αναστολής διαφόρων μικροβιακών 
ενζύμων, αναστολής της σύνθεσης των μικροβιακών νουκλεϊνικών οξέων, της 
απευθείας σύνδεσής τους με το μικροβιακό κυτταρικό τοίχωμα και της διατάραξης-
αλλοίωσης της ακεραιότητας της κυτταρικής μεμβράνης (Cowan, 1999). 

Η αντιβακτηριακή και η αντιμυκητιακή δράση των φλαβονοειδών  
έχουν μελετηθεί επανειλημμένα, όμως ελάχιστα στοιχεία είναι γνωστά για τον τρόπο 
δράσης τους. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον υπάρχει για τη σχέση δομής -δράσης και επίδρασης 
των φλαβονοειδών (π.χ. φλαβόνες, φλαβονόλες, φλαβανόνες, φλαβανόλες και 
κατεχίνες) στη σύνθεση των DNA και RNA, αρνητικών και θετικών κατά Gram 
βακτηρίων. Ορισμένες φλαβονόλες (π.χ. μυρικετίνη) έχουν πιο αποτελεσματική 
αντιβακτηριακή δράση σε σχέση με φλαβανόνες και φλαβανόλες. Για την 
αντιμικροβιακή δράση είναι απαραίτητη η ύπαρξη ενός 3’,4’,5’-τριυδρόξυ Β δακτυλίου 
και μίας ελεύθερης 3-υδροξυλομάδας (Wink et al., 2010). 
 

1.4.3 Αντιμικροβιακή δράση δευτερογενών μεταβολιτών 
έναντι μικροοργανισμών της στοματικής κοιλότητας 

 
Η στοματική κοιλότητα του ανθρώπινου οργανισμού είναι ένα δυναμικό 

περιβάλλον που εκτίθεται σε αλλαγές, όπως οι μεταβολές του pΗ, τα θρεπτικά 
συστατικά, η διαθεσιμότητα των υδατανθράκων και άλλα. Πάνω από 350 διαφορετικά 
είδη μικροοργανισμών ζουν στη στοματική κοιλότητα, ο πληθυσμός των οποίων όταν 
είναι ισορροπημένος συμβάλλει στην πρόληψη ποικίλων ασθενειών. Παρόλο αυτά, αυτή 
η εύθραυστη ισορροπία μπορεί να διαταραχθεί από ενδογενείς παράγοντες που 
σχετίζονται με την ανοσοαπόκριση του οργανισμού, τη ροή του σάλιου και τη 
ρυθμιστική ικανότητα, όπως και από εξωγενείς παράγοντες όπως είναι η συχνή 
παρουσία σακχαρόζης στη διατροφή. Ένας αριθμός από αυτούς τους παράγοντες 
εμπλέκονται στις παθήσεις του στόματος, των δοντιών και των ούλων (Koo et al., 2006; 
Jenkinson et al., 2005; Bizzini et al., 2012). Έτσι, υπάρχει συσχέτιση μεταξύ των 
ασθενειών της στοματικής κοιλότητας και των δραστηριοτήτων των μικροβίων που 
αποτελούν μέρος της μικροχλωρίδας του στόματος και αναπτύσσονται σε βιοϋμένια 
(Jenkinson et al., 2005).  

Η οδοντική πλάκα είναι ένα πολύπλοκο βιοϋμένιο το οποίο συσσωρεύεται στην 
επιφάνεια των δοντιών και αποτελείται από περισσότερα από 500 είδη βακτηρίων. Μία 
αρχική αποικία βακτηρίων προσκολλάται στην μεμβράνη που δημιουργεί το σάλιο στον 
σμάλτο του δοντιού και ακολουθεί η προσκόλληση άλλης βακτηριακής αποικίας (Rosan 
et al., 2000). Το βιοϋμένιο είναι δύσκολο να εξαλειφθεί και είναι πηγή πολλών 
λοιμώξεων (McNeill et al., 2004). Με τον όρο βιοϋμένιο εννοούμε μια μικροβιακή 
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κοινότητα που προσκολλάται σε μια επιφάνεια ή μεσεπιφάνεια, συνήθως εγκλειόμενη 
σε στρώμα εξωκυτταρικών πολυσακχαριτών παραγόμενων από τα ίδια τα μικρόβια. 

Τα βακτήρια μεταβολίζουν τους υδατάνθρακες και παράγουν πολυσακχαρίτες 
όπως η δεξτράνη από τη γλυκόζη και το γαλακτικό οξύ από τη φρουκτόζη. Η σύνθεση 
κολλώδους, αδιάλυτης γλυκάνης από τη σακχαρόζη, προάγει τη σταθερή προσκόλληση 
των βακτηρίων στην επιφάνεια του δοντιού και έτσι συμβάλλει στο σχηματισμό της 
οδοντικής πλάκας (Εικόνα 1.1) (Hayacibara et al., 2005; Fejerskov et al., 2007). Οι 
γλυκοσυλτρανσφεράσες είναι ένζυμα που παράγονται από τα βακτήρια και τα οποία 
χρησιμοποιούνται για την σύνθεση της αδιάλυτης γλυκάνης από τη σακχαρόζη και την 
προσκόλληση των βακτηρίων στην επιφάνεια των δοντιών. Ευθύνονται και οι 
γλυκοσυλτρανσφεράσες για τη συσσώρευση των βακτηρίων στην οδοντική επιφάνεια 
Μάλιστα μελετάται ιδιαίτερα η βακτηριακή προσκόλληση σε προϋπάρχουσα πλάκα 
εξετάζοντας την αλληλεπίδραση μεταξύ των διαφόρων βακτηριακών στελεχών 
(Newman et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Fejerskov et al., 2007). 
 

 
Εικόνα 1.1 Σχηματισμός οδοντικής πλάκας. 1: Αρχική προσκόλληση των 
βακτηρίων 2: συσσωμάτωση μέσω της σύνθεσης πολυσακχαρίτη 3: 
μεταβολισμός των υδατανθράκων που οδηγεί σε παραγωγή οξέων (Palombo, 
2011). 

 
Τα οξέα όπως το γαλακτικό οξύ, που παράγονται από τον μεταβολισμό των 

υδατανθράκων από τα βακτήρια, διαλύουν το φωσφορικό ασβέστιο των δοντιών 
προκαλώντας απασβέστωση και τελικά φθορά. Η τερηδόνα έχει υπερουλικό 
χαρακτήρα, δηλαδή, σχηματίζεται πάνω από τα ούλα (Loesche, 2007) από την ομάδα 
των στρεπτόκοκκων mutans. Αυτή η ομάδα αποτελείται από οξεάντοχα θετικά κατά 
Gram βακτήρια (Streptococcus mutans και Streptococcus. sobrinus (Tichy et al., 1998; 
Jenkinson et al., 2005). 
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Αντίθετα, οι περιοδοντικές ασθένειες, έχουν υποουλικό χαρακτήρα, δηλαδή 
σχηματίζονται κάτω από τα ούλα. Η ανάπτυξή τους έχει συνδεθεί με αναερόβια 
αρνητικά κατά Gram βακτήρια όπως τα: Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus sp., 
Prevotella sp. and Fusobacterium sp. (Tichy et al., 1998; Jenkinson et al., 2005). 
Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι οι περιοδοντικές ασθένειες σχετίζονται με μια 
ανισορροπία μεταξύ ελεύθερων ριζών και αντιοξειδωτικών στον οργανισμό, τόσο λόγω 
της αύξησης της παραγωγής ελεύθερων ριζών όσο και λόγω της μειωμένης συνολικής 
αντιοξειδωτικής δράσης του σάλιου. Υπάρχουν σήμερα άφθονα στοιχεία που 
αποδεικνύουν το ρόλο των ελεύθερων ριζών στην καταστροφή των περιοδοντικών 
ιστών (Atsumi et al., 2007; Diab-Ladki et al., 2003). 

Από βιοχημική άποψη, τα βακτήρια στο βιοϋμένιο είναι πάντα μεταβολικά ενεργά 
προκαλώντας διακυμάνσεις στο pΗ. Αυτές οι διακυμάνσεις μπορεί να οδηγήσουν σε 
απώλεια των ανόργανων συστατικών από τα δόντια όταν το pΗ μειώνεται ή αύξηση 
της συγκέντρωσης των ανόργανων συστατικών όταν το pH αυξάνεται (Filoche et al., 
2010). Το συσσωρευτικό αποτέλεσμα αυτών των αντίθετων διαδικασιών (αύξηση-
μείωση των ανόργανων συστατικών) έχει ως συνέπεια την απώλεια των ανόργανων 
συστατικών, που με τη σειρά της οδηγεί σε διάλυση των σκληρών ιστών και στο 
σχηματισμό τερηδόνας (Kidd et al., 2004). 

Η ομάδα των στρεπτόκοκκων mutans περιλαμβάνει τους: Streptococcus mutans, S. 
sobrinus, S. cricetus, S. rattus, και S. ferus και έχουν πολλές βιοχημικές και γενετικές 
διαφορές μεταξύ τους (Hardie et al., 1998; Theodore et al., 2006). Οι Streptococcus 
mutans και Streptococcus sobrinus θεωρούνται από τους κυριότερους 
μικροοργανισμούς της στοματικής μικροχλωρίδας που προκαλούν τερηδόνα και 
συγκεκριμένα ο Streptococcus mutans εμπλέκεται σε όλους τους τύπους τερηδόνας 
(Theodore et al., 2006; Loesche et al., 1986; Hamada et al., 1980).  

Υπάρχουν διάφοροι παράγοντες καταπολέμησης της στοματικής πλάκας 
διαθέσιμοι στο εμπόριο, όμως οι χημικές ουσίες που περιέχουν μπορούν να 
μεταβάλλουν τη μικροβιακή χλωρίδα του στόματος και να έχουν ανεπιθύμητες 
παρενέργειες, όπως ο έμετος, η διάρροια, η χρώση των δοντιών, η παροδική απώλεια 
γεύσης, τοξικές επιδράσεις στους ιστούς, ξηρότητα, πόνο και αλλεργικές επιδράσεις, 
(Ciancio, 1995 ; Park et al., 2003; Chung et al., 2006; Newman et al., 2006; McCullough et 
al., 2008; Lindhe et al., 2008). Επίσης, έχουν καταγραφεί περιπτώσεις βακτηρίων που 
έχουν αναπτύξει αντοχή στα περισσότερα (αν όχι σε όλα) τα αντιβιοτικά που συνήθως  
χρησιμοποιούνται για τη θεραπεία λοιμώξεων του στόματος (πενικιλλίνη, 
κεφαλοσπορίνη, ερυθρομυκίνη, τετρακυκλίνη και μετρονιδαζόλη) (Bidault et al., 2007). 
Άλλοι αντιβακτηριακοί παράγοντες που χρησιμοποιούνται για την πρόληψη και τη 
θεραπεία των νόσων του στόματος, συμπεριλαμβανομένων των χλωριούχου 
κετυλοπυριδινίου, χλωρεξιδίνης και φθοριούχων ενώσεων, προκαλούν χρώση των 
δοντιών ή συνδέονται ακόμα και με τον καρκίνο του στόματος (Knoll et al. 2002; 
Lachenmeier et al., 2008; Neumegen et al., 2005; Rodrigues et al., 2007).  

Ως εκ τούτου, τα φυσικά προϊόντα που έχουν απομονωθεί από τα φυτά και 
χρησιμοποιούνται στην παραδοσιακή ιατρική εδώ και χρόνια, μπορεί να αποτελέσουν 
ασφαλή και αποτελεσματικά υποκατάστατα των συνθετικών χημικών ουσιών και να 
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χρησιμοποιηθούν σε προϊόντα διατροφής, στοματικής υγιεινής και σε φαρμακευτικά 
σκευάσματα (Prabu et al., 2006, Smullen et al., 2012). Πολλά παραδοσιακά 
φαρμακευτικά φυτά έχουν αξιολογηθεί για την πιθανή εφαρμογή τους στην πρόληψη ή 
θεραπεία ασθενειών του στόματος. Μια σειρά από μελέτες έχει διερευνήσει τη  
δράση των εκχυλισμάτων των φυτών έναντι των παθογόνων του στόματος, ενώ άλλες 
έχουν επικεντρωθεί στην ικανότητά τους να αναστέλλουν το σχηματισμό του 
βιοϋμενίου μειώνοντας την προσκόλληση των μικροβίων στην επιφάνεια του δοντιού, 
κάτι που αποτελεί το πρωταρχικό στάδιο στον σχηματισμό της οδοντικής πλάκας και 
στην εξέλιξη της φθοράς των δοντιών και των περιοδοντικών παθήσεων (Steinberg et 
al., 2004). 

Πολλές έρευνες έχουν αποδείξει την αντιβακτηριακή δράση των φυτικών 
εκχυλισμάτων (Ross et al., 1980; Scheie 1989; Shapiro et al. 1994; Van der Weijden et 
al., 1998; Hammer et al., 1999; Morgan et al. 2001, Wagner et al., 2008; More et al., 2008; 
Antonio et al., 2011; Nam-Hui Yim et al., 2013; Ocheng et al., 2014; Dicler et al., 2014) 
έναντι των παθογόνων του στόματος. Τα εκχυλίσματα αποτρέπουν την ανάπτυξη των 
βακτηρίων και προλαμβάνουν την προσκόλλησή τους στο σμάλτο του δοντιού, 
εμποδίζοντας τη δράση των γλυκοσυλτρανσφερασών(Ribeiro et al., 2007; Fejerskov et 
al., 2007).  

Η αντιμικροβιακή δράση των φυτικών εκχυλισμάτων αποδίδεται στις  
πολυφαινόλες οι οποίες προκαλούν δομικές ή λειτουργικές βλάβες στη βακτηριακή 
κυτταρική μεμβράνη (Yoo, et al., 2011). Αρκετές μελέτες έχουν καταλήξει στο 
συμπέρασμα ότι οι λειτουργικές υδροξυλομάδες και οι συζυγιακοί διπλοί δεσμοί των 
δευτερογενών μεταβολιτών πιθανόν να εμπλέκονται στην σύνδεση με τα συστατικά 
του κυτταρικού τοιχώματος των βακτηρίων. Τα μικροβιακά κύτταρα επηρεάζονται 
αρνητικά από τα φυσικά προϊόντα μέσω διαφόρων μηχανισμών που προσβάλλουν τη 
διπλή στοιβάδα φωσφολιπιδίων της κυτταρικής μεμβράνης και διαταράσσουν τα 
ενζυμικά συστήματα (Proestos et al., 2008). Επιπλέον, τα φυτικά εκχυλίσματα 
προκαλούν την μειωμένη λειτουργία μιας σειράς ενζύμων τα οποία είναι απαραίτητα 
για τη λειτουργία του μεταβολισμού του Streptococcus mutans, όπως τα ένζυμα που 
είναι υπεύθυνα για τη σύνθεση των αμινοξέων, υδατανθράκων, λιπιδίων και 
νουκλεοτιδίων και για τη μετάφραση (Brighenti et al., 2008). 

Οι μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί έως τώρα αναφορικά με τα εκχυλίσματα 
φυτών και τους μικροοργανισμούς του στόματος διαιρούνται σε in vitro μελέτες που 
διερευνούν την επίδραση των φυτικών εκχυλισμάτων έναντι των μικροβίων, σε in vitro 
μελέτες που διερευνούν την επίδραση συγκεκριμένων πολυφαινολών έναντι των 
μικροβίων και σε in vivo μελέτες (Petti et al., 2009) στις οποίες δεν θα αναφερθούμε. Οι 
in vitro μελέτες με εκχυλίσματα φυτών υποδεικνύουν δραστικότητα έναντι των 
διαφόρων μεταβολικών δραστηριοτήτων των βακτηρίων, με αποτέλεσμα να υπάρχει 
μείωση στην ανάπτυξή τους. Αυτά τα αποτελέσματα δεν μπορούν να αποδοθούν 
αποκλειστικά στις πολυφαινόλες επειδή τα φυτικά εκχυλίσματα περιέχουν και άλλα 
συστατικά (Petti et al., 2009). 

Οι Tichy και Novak (1998) μελέτησαν μια συλλογή από 27 εκχυλίσματα φυτών 
και κάποια από αυτά επέδειξαν ανασταλτική επίδραση στην ανάπτυξη των 
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στρεπτόκοκκων της στοματικής κοιλότητας. Τα πιο ενεργά εκχυλίσματα προέρχονται 
από τα φυτά: Abies Canadensis (Pinaceae), Albizia julibrissin (Fabaceae), Chelidonium 
majus (Papaveraceae), Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), Juniperus virginiana 
(Cupressaceae), Pinus virginiana (Pinaceae), Rosmarinus officinalis (Lamiaceae), 
Sassafras albidum (Lauraceae), Tanacetum vulgare (Asteraceae) και Thuja plicata 
(Cupressaceae).  

Οι Iauk et al. (2003) αξιολόγησαν την ικανότητα αφεψημάτων και εκχυλισμάτων 
μεθανόλης ενός αριθμού φαρμακευτικών φυτών, να αναστέλλουν την ανάπτυξη 
βακτηρίων που λαμβάνονται από το περιοδοντικό υγρό σε ασθενείς με περιοδοντίτιδα. 
Σε γενικές γραμμές, τα εκχυλίσματα μεθανόλης έδειξαν μεγαλύτερη δράση σε σύγκριση 
με τα αφεψήματα. 

Σε άλλη μελέτη, εκχυλίσματα αιθανόλης από το φυτό Piper cubeba (Piperaceae) 
παρουσίασαν καλές αντιμικροβιακές ιδιότητες έναντι μιας σειράς παθογόνων που 
προκαλούν τερηδόνα (MIC = 90–200 μg/mL), αν και δεν δίδονται πληροφορίες σχετικά 
με την δράση έναντι των παθογόνων που προκαλούν περιοδοντίτιδα (Silva et al., 2007). 
Για να αξιολογηθεί η αποτελεσματικότητα ενός εκχυλίσματος έναντι μικροοργανισμών 
λαμβάνεται υπόψη η ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση (Minimum Inhibitory 
Concentration- MIC) που ορίζεται ως η χαμηλότερη συγκέντρωση ενός αντιμικροβιακού 
παράγοντα που υπό καθορισμένες in vitro συνθήκες, εμποδίζει την εμφάνιση ορατής 
ανάπτυξης ενός μικροοργανισμού εντός ενός καθορισμένου χρονικού διαστήματος. 
Εκχυλίσματα με MIC <100 μg/mL και απομονωμένα φυτοχημικά με MIC<20 μg/ mL, 
μπορούν δυνητικά να χρησιμοποιηθούν για την ανάπτυξη προϊόντων με σκοπό την 
αντιμετώπιση συγκεκριμένων μικροοργανισμών (Palombo, 2009). 

Κρύα και ζεστά αφεψήματα όπως και εκχυλίσματα αιθανόλης από τα φυτά 
Breynia nivosus (Euphorbiaceae) και Ageratum conyzoides (Asteraceae) ελέγχθηκαν για 
τη δράση τους έναντι του Streptococcus mutans. Ενώ τα αφεψήματα και αιθανολικά 
εκχυλίσματα (MIC>25mg/ mL) του Breynia nivosus παρουσίασαν δραστικότητα, κανένα 
από τα αφεψήματα και εκχυλίσματα του Ageratum conyzoides δεν είχε δράση. Ωστόσο, 
ο συνδυασμός των αιθανολικών εκχυλισμάτων των δύο φυτών, είχε συνεργιστική 
δράση (Amadi et al., 2007).  

Οι Smullen et al., (2012) προσδιόρισαν την ικανότητα εμπορικώς διαθέσιμων 
εκχυλισμάτων και εκχυλισμάτων προπανόνης (ΡΕ) τροφίμων με υψηλή περιεκτικότητα 
σε πολυφαινόλες, να αναστέλλουν την ανάπτυξη του Streptococcus mutans και άλλων 
παθογόνων του στόματος. Όλα τα εκχυλίσματα επέδειξαν δράση, με το PE εκχύλισμα 
κόκκινου σταφυλιού να παρουσιάζει τη μεγαλύτερη δράση έναντι του Streptococcus 
mutans (MIC=500 μgml-1). Τα εκχυλίσματα PE του πράσινου τσαγιού και των κόκκων 
κακάο ήταν πιο δραστικά έναντι των υπόλοιπων παθογόνων. Συνολικά, τα  
εμπορικά εκχυλίσματα δεν ήταν τόσο δραστικά όσο τα εκχυλίσματα ΡΕ.  
Αυτά τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι τα εκχυλίσματα που περιέχουν πολυφαινόλες 
μπορεί να διαδραματίσουν προληπτικό ρόλο έναντι της τερηδόνας (Palombo, 2011). 

Το φυτό Helichrysum italicum (Compositae) το οποίο είναι ευρέως διαδεδομένο 
στις παραμεσόγειες περιοχές, έχει αποδειχθεί ότι έχει διάφορες βιολογικές ιδιότητες. 
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Μάλιστα, εκχύλισμα αιθανόλης από το άνθος βρέθηκε ότι ασκεί αντιμικροβιακή δράση 
έναντι των Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis και Streptococcus sobrinus (MIC 
31,25 -62,5 μg/ml) (Nostro et al., 2004). 

Σε μία άλλη μελέτη εξετάστηκε μια σειρά από φυτικά εκχυλίσματα, Cocos nucifera 
(Palmae), Ziziphus joazeiro (Rhamnaceae), Caesalpinia pyramidalis (Fabaceae)και 
Aristolochia cymbifera (Aristolochiaceae), τα οποία ήταν ενεργά έναντι των βακτηρίων 
του στόματος, με το αιθανολικό εκχύλισμα από το Aristolochia cymbifera να είναι το πιο 
αποτελεσματικό (MIC=0.1-4.0mg/mL) (Alviano et al., 2008). Αντίστοιχη μελέτη, στα 
φυτά Annona senegalensis (Ammonaceae),Euclea natalensis (Ebenaceae) έδειξε ότι τα 
εκχυλίσματά τους ήταν ιδιαίτερα δραστικά (MIC > 25mg mL-1) (More et al., 2008). 

Επίσης, ένας αριθμός από τα συστατικά του τσαγιού, Camelia sinensis (Theaceae), 
εμφάνισε δράση κατά της τερηδόνας μέσω διαφόρων μηχανισμών όπως: επιπτώσεις 
στην ανάπτυξη των βακτηρίων της στοματικής κοιλότητας, πρόληψη της 
προσκόλλησης των βακτηρίων στην επιφάνεια των δοντιών, αναστολή της παραγωγής 
γλυκάνης. Το αποτέλεσμα αυτό αποδόθηκε σε μονομερείς πολυφαινόλες και 
συγκεκριμένα στις κατεχίνες, όπως η επικατεχίνη, επιγαλλοκατεχίνη και γαλλικού 
επιγαλλοκατεχινυλεστέρα (Hamilton-Miller et al., 2001; Sasaki et al., 2004). 

Η ναριγκενίνη που ανήκει στα φλαβονοειδή και συνήθως συναντάται στα 
εσπεριδοειδή, παρεμποδίζει την ανάπτυξη περιοδοντικών παθογόνων και άλλων 
βακτηρίων του στόματος (MIC=9.8–125mg/ mL)(Tsui et al., 2008).  

Εξετάσθηκαν μεθανολικά εκχυλίσματα φλούδας ροδιού διαφορετικών 
συγκεντρώσεων 4 mg/mL, 8 mg/mL, και 12 mg/mL για την δράση τους ως προς την 
ανάπτυξη βακτηρίων του στόματος. Τα εκχυλίσματα με συγκεντρώσεις 8 mg/mL και 12 
mg/ml ήταν αποτελεσματικά έναντι των Streptococcus mutans και Streptococcus 
salivarius (Abdollahzadeh et al., 2011). Σε μία άλλη παρόμοια in vitro μελέτη, το 
εκχύλισμα ροδιού (αιθανόλη:νερό) είχε ανασταλτική επίδραση κατά του Streptococcus 
mutans (Pinon et al., 2012). 

Σε άλλη πρόσφατη έρευνα, μελετήθηκαν εκχυλίσματα εξανίου, αιθανόλης όπως 
και υδατικά εκχυλίσματα 72 φυτών με τη μέθοδο διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ (Well 
Diffusion Assay-WDA) έναντι των Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus και 
άλλων μικροβίων του στόματος. Από τα φυτά αυτά, 22 έδειξαν αξιόλογη δράση και 
ισχυρότερη τα : Cotinus coggygria Scop., Equisetum hyemale L., Helichrysumlitoreum 
Guss, Juniperus communis L., και Phyllitis scolopendrium (L.) Newman subsp. 
scolopendrium. (Ferrazzano et al., 2013). Το υδατικό εκχύλισμα του Cotinus coggygria 
είχε τη μεγαλύτερη επίδραση και ήταν δραστικό έναντι όλων των μικροοργανισμών 
που εξετάσθηκαν. Το εκχύλισμα εξανίου του Juniperus communis ανέστειλε την 
ανάπτυξη όλων των βακτηρίων εκτός του Lactobacillus casei. Το αιθανολικό εκχύλισμα 
του Helichrysum litoreum ήταν αποτελεσματικό έναντι των Streptococcus mutans και A. 
viscosus, ενώ το αιθανολικό εκχύλισμα του Phyllitis scolopendrium subsp. scolopendrium 
είχε αποτέλεσμα κατά του Streptococcus mutans και Lactobacillus casei. Τα αιθανολικά 
εκχυλίσματα των Bellis perennis και Ceterach officinarum Willd. s.l. επέδειξαν μια μικρή 
ανασταλτική δράση έναντι του Streptococcus sobrinus, ενώ του Thymus vulgaris L. s.l. 
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εμφάνισε μια ήπια δράση έναντι των Streptococcus sobrinus και Lactobacillus casei. Όλα 
τα βακτηριακά στελέχη ήταν περισσότερο ευαίσθητα στα αιθανολικά και έπειτα στα 
υδατικά εκχυλίσματα. Τα ακριβή αίτια δεν είναι ξεκάθαρα, πιθανόν το αιθανολικό 
εκχύλισμα να περιέχει περισσότερα φλαβονοειδή τα οποία είναι ιδιαίτερα διαλυτά σε 
αλκοόλες. Το υδατικό εκχύλισμα περιέχει περισσότερες πολικές ενώσεις (Nikitina et al., 
2007) οι οποίες είναι λιγότερο ενεργές έναντι των μικροοργανισμών αυτών λόγω της 
ισχυρής υδροφοβικότητας της κυτταρικής τους επιφάνειας (Weiss, 1982). Ιδιαίτερα 
ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι το φυτό Thymus vulgaris δεν επέδειξε ιδιαίτερη δράση, 
παρόλο που είναι γνωστό για τις αντιμικροβιακές του ιδιότητες (Panizzi et al., 1993) 
και αυτό ίσως οφείλεται σε περιβαλλοντικούς παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν 
έντονα την ποσότητα των δραστικών ενώσεων του φυτού (Hernandez et al., 2009). 

Ορισμένα φυτικά προϊόντα έχουν ερευνηθεί λόγω της δυνατότητάς τους να 
ελέγχουν την ανάπτυξη του βιοϋμενίου, συμπεριλαμβανομένων των εκχυλισμάτων 
μπιζελιού (Pisum sativum) (Hentzer et al., 2003) και των εκχυλισμάτων από φύλλα 
μουριάς (Morus alba) (Islam et al., 2008). Μετά από φαρμακευτική αξιολόγηση, 
προστέθηκαν εκχυλίσματα από τα συγκεκριμένα φυτά σε στοματικά διαλύματα, 
οδοντόπαστες και άλλα προϊόντα στοματικής υγιεινής, προκειμένου να καταστεί πιο 
αποτελεσματική η πρόληψη του σχηματισμού του βιοϋμενίου (Dicler et al., 2014).  
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1.5 Περιγραφή των φυτών 

1.5.1 Κρόκος (Crocus sativus L.)- Οικογένεια Iridaceae 
 

 
 

Εικόνα 1.2 Κρόκος (Crocus sativus L.) 

 
Ο κρόκος (Εικόνα 1.2) είναι πολυετές φυτό και οι απόψεις διίστανται όσον 

αφορά την προέλευσή του, με πιθανότερη εκδοχή να κατάγεται από την Ελλάδα από 
όπου διαδόθηκε στην Ανατολή και στη συνέχεια σε άλλες περιοχές. Συναντάται σαν 
αυτοφυές ή καλλιεργούμενο στην κεντρική και νοτιοδυτική Ασία, στη βόρεια Αφρική 
και σε χώρες της Ευρώπης. Συγκεκριμένα, καλλιεργείται στο Ιράν, στην Ισπανία, στο 
Μαρόκο, στην Κίνα και στη Νέα Ζηλανδία. Στην Ελλάδα καλλιεργείται στην περιοχή της 
Κοζάνης  

Ανήκει στην οικογένεια Iridaceae και σχηματίζει υπόγειους βλαστούς με διάμετρο 
3-5 cm οι οποίοι ονομάζονται κόρμοι, έχουν σχήμα σφαιρικό και καλύπτονται από τρεις 
προστατευτικούς χιτώνες. Κατά την περίοδο της άνθισης, αναπτύσσεται από τον κόρμο 
ένας λεπτός βλαστός που εξελίσσεται σε φύλλα και άνθη. Τα φύλλα του είναι 
παράρριζα, 4-10 σε κάθε κόρμο, έχουν βαθυπράσινο χρώμα και στενόμακρο, σπαθωτό 
σχήμα. Τα άνθη έχουν ιώδες χρώμα, έξι χωριστά πέταλα, τρεις κίτρινους στήμονες και 
ωοθήκη με στύλο που χωρίζεται σε τρία κόκκινα στίγματα τα οποία και αποτελούν το 
εμπορεύσιμο τμήμα του φυτού (Κουτσός 2006; Δόρδας, 2012). Κατά τη διάρκεια του 
χρόνου παραμένει μέσα στο έδαφος και περίπου στο τέλος του Σεπτεμβρίου 
εμφανίζεται από το έδαφος. Ο κρόκος καλλιεργείται κυρίως για τα στίγματά του τα 
οποία χρησιμοποιούνται σαν μπαχαρικό αλλά και σαν χρωστική (Ulbricht et al., 2011). 

Η φυτοχημική ανάλυση διαφόρων μερών του κρόκου έχει δείξει ότι το φυτό είναι 
πλούσιο σε καροτενοειδή φλαβανοειδή και ανθοκυανίνες (Vignolini et al., 2008; 
Montoro et al., 2008) αλλά είναι αξιοσημείωτη και η παρουσία άλλων δευτερογενών 
μεταβολιτών όπως αλκαλοειδών, ταννινών, τερπενοειδών, στεροειδών, ιδιαίτερα στα 
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πέταλα του κρόκου (Vijender et al., 2011). Το χαρακτηριστικό χρώμα του κρόκου 
αποδίδεται στις ανθοκυανίνες δελφινιδίνη και πετουνιδίνη ενώ τα πέταλα και τα 
σέπαλα είναι πλούσιες πηγές γλυκοζυλιωμένων φλαβονολών (Montoro et al., 2008; 
Termentzi et al., 2008, Vignolini et al., 2008). 

Οι σημαντικότερες ενώσεις των στιγμάτων του κρόκου είναι τα καροτενοειδή 
(κροκετίνη, κροκίνη, α-καροτένιο, λυκοπένιο, ζεξανθίνη), μονοτερπενικές αλδεΰδες 
(πικροκροκίνη και σαφρανάλη), μονοτερπενοειδή, ισοφορόνες και φλαβονοειδή 
(Melnyk et al., 2010; Bathaie and Mousavi, 2010). Τα καροτενοειδή όπως η κροκετίνη 
και οι γλυκοζίτες της (κροκίνη) συνεισφέρουν στο χρώμα ενώ οι μονοτερπενικές 
αλδεΰδες όπως η πικροκροκίνη και το παράγωγό της σαφρανάλη είναι υπεύθυνες για 
την πικρή γεύση και το άρωμα του κρόκου (Bhargava, 2011). Υπάρχει αυξημένο 
ενδιαφέρον για τις ιδιότητες του κρόκου αναφορικά με την υγεία του ανθρώπου λόγω 
της αντιοξειδωτικής δράσης των συστατικών του (Abdullaev, 2002; Abdullaev, 2003; 
Abdullaev, 2004). 

Παραδοσιακά χρησιμοποιείται σαν αναλγητικό και αντιφλεγμονώδες, 
αντιμικροβιακό, αντισπασμωδικό, αποχρεμπτικό, για την τόνωση του καρδιαγγειακού 
συστήματος, σε παθήσεις του στομαχιού, κατά της δυσεντερίας και του ίκτερου, σαν 
ηρεμιστικό και χαλαρωτικό και κατά της κατάθλιψης. Επίσης, χορηγείται τοπικά σε 
παθήσεις του δέρματος (Abdullaev et al., 2004; Bhargava, 2011; Javadi et al., 2003; 
Mousavi et al., 2011; Ríos et al., 1996; Wong et al, 2008). 

Το φαινολικό περιεχόμενο των τεπάλων του κρόκου και η αντιοξειδωτική τους 
ικανότητα έχουν μελετηθεί ιδιαίτερα (Nørbæk et al., 2002; Termentzi et al., 2008; 
Sanchez et al., 2011, 2012; Sanchez-Vioque et al., 2012; Goupy et al., 2013). Ενώ, οι 
στήμονες του κρόκου έχουν παρουσιάσει σημαντική αντιμυκητιακή και αντιοξειδωτική 
δράση, υποδεικνύοντας έτσι την επέκταση των πιθανών χρήσεων του φυτού (Zheng et 
al., 2007).  

Από μελέτη προέκυψε ότι η αντιοξειδωτική δράση των καροτενοειδών του 
κρόκου είναι πιο ισχυρή σε σχέση με της σαφρανάλης. Παρόλο αυτά, η συνεργιστική 
δράση όλων των συστατικών προσδίδει στον κρόκο συγκεκριμένη αντιοξειδωτική 
ικανότητα η οποία, μπορεί να προστατεύσει το DNA και RNA από επιβλαβείς 
αντιδράσεις (Kanakis et al., 2009). Ακόμη η κροκίνη έχει επιδείξει αξιόλογες ιδιότητες 
καθώς επιδρά στη μάθηση και στη μνήμη (Pitsikas et al., 2007; Ghadrdoost et al., 2011; 
Hosseinzadeh et al., 2012). Η αντιφλεγμονώδη δράση της κροκίνης βασίζεται στην 
αντιοξειδωτική της ικανότητα (Kawabata et al., 2012). 

Υπάρχουν ενδείξεις ότι ο κρόκος έχει δράση κατά της νόσου του Alzheimer και η 
κροκίνη δρα ανασταλτικά προς την ακετυλοχολινεστεράση (Geromichalos et al., 2012). 
In vitro όπως και in vivo μελέτες αποκαλύπτουν ότι ο κρόκος δύναται να 
χρησιμοποιηθεί σαν αγχολυτικό και αντικαταθλιπτικό (Akhondzadeh et al. 2004; 
Pitsikas et al., 2008; Wang et al., 2010; Noorbala et al., 2005). Ο κρόκος επιδρά επιπλέον 
στο καρδιαγγειακό σύστημα ενάντια στην αθηροσκλήρωση, υπερλιπιδαιμία και 
υπέρταση όπως αποδεικνύουν in vivo και in vitro μελέτες (He et al., 2005; Xu et al., 
2006; He et al., 2007). Χάρη στην παρουσία της κροκετίνης, μειώνονται τα επίπεδα της 
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χοληστερόλης στο αίμα και έμμεσα μειώνεται ο κίνδυνος καρδιαγγειακών παθήσεων 
(Giaccio, 2004). Εκχυλίσματα από τα στίγματα και πέταλα του κρόκου εμφανίζουν 
αντικαρκινική δράση καθώς εμποδίζουν την ανάπτυξη διαφορετικών τύπων 
καρκινικών κυττάρων η οποία συνδέεται άμεσα με την αντιοξειδωτική δράση λόγω του 
ότι τα συστατικά του κρόκου εμποδίζουν τις αντιδράσεις των ελεύθερων ριζών (Nair, 
1994;Tarantilis et al., 1994a; Molnar, 2000; Hosseinzadeh et al., 2005a; Aung et al., 
2007; Chryssanthi et al., 2007; Zheng, 2007).  

 

1.5.2 Μελισσόχορτο (Melissa officinalis L.)-Οικογένεια 
Lamiaceae 

 

 
 

Εικόνα 1.3 Μελισσόχορτο (Melissa officinalis L.) 

 
Το μελισσόχορτο (Εικόνα 1.3) είναι αυτοφυές φυτό των μεσογειακών χωρών της 

Ευρώπης και ο τόπος καταγωγής του θεωρείται η νότια Ευρώπη. Το συναντούμε επίσης 
σε περιοχές της βόρειας Αφρικής. Στην Ελλάδα αυτοφύεται σε υγρές πεδινές αλλά και 
ορεινές δασώδεις εκτάσεις(υψόμετρο μέχρι 800 μ.) της Θράκης, της Μακεδονίας και 
των νησιών του Ιονίου πελάγους. Καλλιεργείται σε χώρες της νότιας και βόρειας 
Ευρώπης, της Αμερικής και της δυτικής Ασίας.  

Ανήκει στην οικογένεια Lamiaceae και είναι πολυετής πόα με βλαστό 
τετραγωνικό με αραιό τρίχωμα, πολύκλαδο και ύψος 40-100 m. Τα φύλλα έχουν 
επιφάνεια τραχειά, είναι καρδιόσχημα ελαφρώς οδοντωτά με μίσχο μακρύ, αυλακωτό, 
μήκους 2-8 cm και έχουν χαρακτηριστική οσμή λεμονιού. Η ανθοφορία ξεκινά τον 
Ιούνιο και ολοκληρώνεται τον Αύγουστο. Τα άνθη του (4-12) είναι δίχειλα, 10-14 mm, 
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μελιτογόνα με χρώμα άσπρο ή ροδίζον ή κίτρινο ανάλογα με την ποικιλία (Κουτσός, 
2006; Moradkhani et al., 2010; Δόρδας, 2012). 

Το μελισσόχορτο έχει μια σύνθετη χημική σύνθεση και σε αυτό απαντώνται 
πολλές ομάδες συστατικών συμπεριλαμβανομένων των υδροξυκινναμωμικών οξέων 
(ροσμαρινικό οξύ, καφεϊκό οξύ, πρωτοκατεχικό οξύ, π-κουμαρικό οξύ). Υπάρχουν 
επίσης και άλλα συστατικά, όπως τα φλαβονοειδή, π.χ. γλυκοζίτες της λουτεολίνης, 
κερκετίνης, απιγενίνης και καεμφερόλης (Arceusz et al., 2013; Dastmalchi et al., 2008; 
Bolkent et al., 2005; Salah and Jäger, 2005; Gazola et al., 2004; Kennedy et al., 2003; 
Ziaková et al., 2003; Heitz et al., 2000; Carnat et al., 1998). 

Για την παρασκευή φαρμακευτικών σκευασμάτων και στην παραδοσιακή ιατρική 
χρησιμοποιούνται αποξηραμένα ή φρέσκα φύλλα τα οποία έχουν συνήθως ανθισμένες 
κορυφές (Carnat et al., 1998; Janina, 2003; Dastmalchi et al., 2008). Παραδοσιακά 
χορηγείται σε μορφή αφεψήματος, σε περίπτωση πυρετού, κρυολογήματος, 
πονοκεφάλου, πονόδοντου, δυσπεψίας, κολικού, αναιμίας, υπερθυρεοειδισμού, 
υπέρτασης, ρευματισμών και άσθματος. Βοηθά στην καλή λειτουργία του 
κυκλοφορικού και καρδιακού συστήματος , προκαλώντας διαστολή των 
περιφερειακών αγγείων και μειώνοντας έτσι την πίεση του αίματος. Ενισχύει τη μνήμη 
και συμβάλλει θετικά σε περιπτώσεις κατάθλιψης, αϋπνίας και άγχους. Επίσης, 
χρησιμοποιείται ως ηρεμιστικό, αντισπασμωδικό, αφιδρωτικό και για την 
αντιμετώπιση δερματολογικών προβλημάτων και ερεθισμών (Δόρδας, 2012; 
Dastmalchi et al., 2008; Salah and Jäger, 2005; Herodez et al., 2003; Anon, 2002; Carnat 
et al., 1998).  

Επιστημονικές αναφορές δείχνουν ότι το αιθέριο έλαιο του μελισσόχορτου 
διαθέτει αντιερπητικές ιδιότητες ενώ το εκχύλισμα υπολιπιδαιμικές (Schnitzler et al., 
2008; Bolkent et al., 2005). Επιπλέον έχει αντιοξειδωτική δράση (Skotti et al., 2014; 
Kamdem et al., 2013; Dias et al., 2012), ηρεμιστική (Kennedy et al., 2003; Müller et al., 
2006), αντιφλεγμονώδη, ηπατοπροστατευτική (Simmen et al., 2006; Schemann et al., 
2006), αντιμικροβιακή, αντιμυκητιακή, αντιϊκή, αντισταμινική (Carnat et al., 1998; 
Sandraei et al., 2003; Allaverdiyev et al., 2004; Vitullo et al., 2011), αγχολυτική (Santos-
Neto et al., 2006; Ibarra et al., 2010). Τέλος παρουσιάζει δράση έναντι καρκινικών 
κυττάρων (De Sousa et al., 2004) και εμφανίζει αποτελεσματικότητα σε ήπιες 
περιπτώσεις Alzheimer (Pereira et al., 2014; Akondzadeh et al., 2003; Ferreira et al., 
2006). 

Έχει μελετηθεί ακόμη, η χρήση εκχυλισμάτων του μελισσόχορτου στη βιομηχανία 
τροφίμων. Εφαρμόζοντας την κατάλληλη τεχνολογία, τα εκχυλίσματα του φυτού 
λειτουργούν σαν φυσικά αντιοξειδωτικά που προλαμβάνουν την οξείδωση των 
λιπιδίων και των πρωτεϊνών, χωρίς σημαντικές επιπτώσεις στις οργανοληπτικές 
ιδιότητες του προϊόντος (Berasategi et al., 2014) Επίσης, παρέχουν τη δυνατότητα 
διατήρησης του χρώματος, αρώματος και δομής του προϊόντος όπως και συντήρησης 
του προϊόντος, καθιστώντας τα μία εναλλακτική λύση αντί των συνθετικών 
αντιοξειδωτικών (Lara et al., 2011). 
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1.5.3 Χαμομήλι (Matricaria recutita L.)-Οικογένεια Asteraceae 
 

 
 

Εικόνα 1.4 Χαμομήλι (Matricaria recutita L.) 

 
Το χαμομήλι (Εικόνα 1.4) είναι αυτοφυές και προέρχεται από τη νότια Ευρώπη. 

Στην Ελλάδα αυτοφύεται σε χέρσες τοποθεσίες, σε ακαλλιέργητες εκτάσεις και είναι 
διαδεδομένο ως ζιζάνιο στις χειμερινές καλλιέργειες και στους οπωρώνες. 
Καλλιεργείται σε πολλές χώρες της εύκρατης ζώνης, όπως και στην Ιταλία, Γερμανία, 
Γαλλία, Κροατία, Ουγγαρία, Βουλγαρία, Σερβία, Αίγυπτο. Συναντάται επίσης στη δυτική 
Ασία, Αμερική και Αυστραλία (Δόρδας, 2012; McKay et al., 2006; Κουτσός, 2006). 

Ανήκει στην οικογένεια Asteraceae, είναι ετήσια πόα με ύψος 10-80 cm και 
διαθέτει πολύκλαδο βλαστό, όρθιο. Τα φύλλα του είναι πτεροειδή, με τμήματα βραχέα, 
στενά και έχει την τάση να διακλαδώνεται σε μεγάλο βαθμό. Τα άνθη του, που 
ονομάζονται κεφαλίδες και έχουν το χαρακτηριστικό σχήμα της μαργαρίτας που είναι 
σύνηθες στα είδη της οικογένειας των Asteraceae, έχουν διάμετρο 10-30 mm και 
εκφύονται μεμονωμένα στην κορυφή κάθε βλαστιδίου. Τα πέταλα είναι λευκά με μήκος 
6-11 mm,φάρδος 3,5 mm και είναι τοποθετημένα ομόκεντρα. Το συμπαγές ημισφαιρικό 
κεντρικό τμήμα έχει κίτρινο χρώμα και πλάτος 6-8 mm. Το χαμομήλι ανθίζει από τα 
μέσα Απριλίου μέχρι τις αρχές Ιουνίου και ο καρπός είναι αχαίνιο (Δόρδας, 2012; Singh 
et al., 2011; Κουτσός, 2006).  

Στο χαμομήλι έχουν αναγνωριστεί περισσότεροι από 120 δευτερογενείς 
μεταβολίτες (Pirzad et al., 2006; Pino et al., 2002), συμπεριλαμβανομένων 28 
τερπενοειδών, 36 φλαβονοειδών και 52 επιπλέον ενώσεων με δυνητική φαρμακευτική 
δράση (Mann et al., 2002). Από τα πιο δραστικά συστατικά θεωρούνται οι υδροξυ-
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κουμαρίνες, τα φλαβονοειδή (απιγενίνη, λουτεολίνη και κερκετίνη), κουμαρίνες, 
τερπενοειδή (Baser et al., 2006; Lemberkovics et al., 1998). 

 
Για την παρασκευή των διαφόρων σκευασμάτων χαμομηλιού χρησιμοποιούνται 

οι κεφαλίδες του άνθους ως ξηρή δρόγη ή ως υλικό για παραλαβή του αιθερίου ελαίου. 
Πολλές βιολογικές ιδιότητες έχουν αποδοθεί στο χαμομήλι: αντιμικροβιακές, 
αντιοξειδωτικές, κατά της ελονοσίας , αντιμεταλλαξιογόνες, αντικαρκινικές, 
αντιφλεγμονώδεις, αντι-σπασμολυτικές, επουλωτικές, ηρεμιστικές, 
υποχοληστερολαιμικές. Θεωρείται ότι βοηθά τη λειτουργία του γαστρεντερικού, 
κεντρικού νευρικού συστήματος και του αυτόνομου νευρικού συστήματος. Έχει 
χρησιμοποιηθεί σε περιπτώσεις ερεθισμού του φάρυγγα, του αναπνευστικού 
συστήματος, δυσπεψίας, ναυτίας, δυσκοιλιότητας, ρινικής καταρροής και νευρικότητας. 
Επίσης εφαρμόζεται τοπικά στις αιμορροΐδες, στη μαστίτιδα, σε δερματικά εξανθήματα 
και στο έκζεμα (Δόρδας, 2012; Bhaskaran et al., 2010; Hernandez et al., 2010; Srivastava 
et al., 2009; Gardiner et al., 2007; Κουτσός, 2006; Franke et al, 2005; Crotteau et al., 
2006; Kroll et al., 2006; Di Stasi et al., 2002; Kintzios et al., 1999; Salamon et al., 1994; 
Forster et al., 1980). 

Αρκετές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί προκειμένου να αξιολογηθεί η 
αντιοξειδωτική δράση του αιθερίου ελαίου (Hussein et al., 2013) των εκχυλισμάτων 
αιθανόλης και των αφεψημάτων του χαμομηλιού, με τα υδατικά εκχυλίσματα να 
εμφανίζουν υψηλότερη δράση από τα αιθανολικά (Mckay et al., 2006). Τα υδατικά και 
αιθανολικά εκχυλίσματα του χαμομηλιού παρουσιάζουν μέτρια δραστικότητα σε 
σύγκριση με άλλα φαρμακευτικά φυτά (Lee and Shibamoto, 2002; Dragland et al., 2003; 
Koleckar et al., 2008). Από άλλη έρευνα προκύπτουν στοιχεία για τον σχεδιασμό 
λειτουργικών τροφίμων με βάση τα εκχυλίσματα χαμομηλιού προκειμένου να 
προλαμβάνεται η οστεοπόρωση (Kassi et al., 2004). Σε in vivo μελέτη εξετάσθηκε η 
αντιφλεγμονώδη δράση των υδατικών και αιθανολικών εκχυλισμάτων του χαμομηλιού, 
με τα υδατικά εκχυλίσματα να παρουσιάζουν αξιόλογη αντιφλεγμονώδη δράση ενώ 
στην ίδια μελέτη και σε άλλη παρατηρήθηκε μείωση της χοληστερόλης σε 
υπερλιπιδαιμικά ποντίκια (Cemek et al., 2008; Mckay et al., 2006). Σε άλλες έρευνες 
αξιολογήθηκε εκτός από την αντιφλεγμονώδη και η αντιφλογιστική δράση του 
χαμομηλιού (Peña et al., 2006; Sakai et al., 2005; Carnat et al., 2004; Lemberkovics et al., 
1998). 

Οι Nakamura et al.,(2002), μελέτησαν την επίδραση του χαμομηλιού στο 
αυτόνομο νευρικό σύστημα, εξετάζοντας τους καρδιακούς παλμούς, την θερμοκρασία 
του δέρματος και τη διάθεση. Η μείωση των καρδιακών παλμών, η αξιολόγηση της 
διάθεσης με τη βοήθεια εγκεφαλογραφήματος όπως και η αύξηση της θερμοκρασίας 
του σώματος έδειξαν ότι το χαμομήλι έχει χαλαρωτική και αγχολυτική επίδραση στον 
οργανισμό (Awad et al., 2007, Avallone et al., 2000, Zanoli et al., 2000, Salgueiro et al., 
1997, Viola et al., 1995). Επιδρά επίσης και στο καρδιαγγειακό σύστημα με πιθανή 
μείωση του κινδύνου καρδιακής προσβολής (Hertog et al., 1993, Gould et al., 1973). 

Αρκετές μελέτες αναφέρονται στη δράση κρέμας που περιέχει εκχύλισμα 
χαμομηλιού σε περιπτώσεις εκζέματος ή ατοπικής δερματίτιδας (Patzelt-Wenczler et al, 
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2000, Hempel et al., 1999) καθώς και γενικά της επιδράσεως του υδατικού 
εκχυλίσματος χαμομηλιού στην επούλωση πληγών (Martins et al., 2009, Jarrahi, 2008, 
Jarrahi et al., 2008, Nayak et al., 2007, Glowania et al., 1987). Ακόμη, βρέθηκε ότι 
ρόφημα χαμομηλιού που καταναλώνεται με τα γεύματα, μπορεί να συμβάλλει στην 
πρόληψη της εξέλιξης της υπεργλυκαιμίας και του διαβήτη (Kato et al., 2008). 

Άλλη έρευνα, έδειξε την αντιαλλεργική ιδιότητα μεθανολικού εκχυλίσματος 
χαμομηλιού , αφού παρατηρήθηκε επίδραση στα κοκκία των μαστοκυττάρων που 
απελευθερώνουν τους μεσολαβητές και μείωση της απελευθέρωσης της ισταμίνης και 
των μεσολαβητών που προκαλούν τα συμπτώματα αλλεργικής επίδρασης 
(Chandrashekhar et al., 2011, Kobayashi et al., 2003). 
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2 Υλικά & Μέθοδοι  
 

2.1 Φυτικό υλικό 
 

Τα φυτά που χρησιμοποιήθηκαν κατά την πειραματική διαδικασία προέρχονται 
από διαφορετικές περιοχές της Ελλάδος και συγκεκριμένα: το φυτό Crocus sativus L. 
(Κρόκος) από τον Αναγκαστικό Συνεταιρισμό Κροκοπαραγωγών Κοζάνης, το φυτό 
Melissa officinalis L. (Μελισσόχορτο) από τον Αγροτικό Συνεταιρισμό Καλλιεργητών 
Αρωματικών, Φαρμακευτικών και Ενεργειακών Φυτών Αιτωλοακαρνανίας 
(ΑΣΚΑΦΕΦΑ) από την περιοχή του Αγρινίου και το φυτό Marticaria recutita L. 
(Χαμομήλι)από την περιοχή Βάγια Βοιωτίας. 

Η παραλαβή του φυτικού υλικού και η ξήρανση έγινε συμφώνα με τους κανόνες 
της Ορθής Μετασυλλεκτικής Πρακτικής (Douglas et al., 2005) και ακολούθησε φύλαξη 
στους -18oC. Το τμήμα του φυτικού υλικού που χρησιμοποιήθηκε στην περίπτωση του 
στην περίπτωση του κρόκου ήταν τα στίγματα, του μελισσόχορτου τα φύλλα, και από 
το χαμομήλι το κεντρικό κίτρινου χρώματος στέλεχος και τα λευκά γλωσσοειδή 
ανθίδια. Το φυτικό υλικό κονιορτοποιήθηκε χειρωνακτικά και στην περίπτωση του 
μελισσόχορτου αφαιρέθηκαν οι τυχόν ξυλοποιημένοι βλαστοί. 

2.2 Προετοιμασία δειγμάτων  
 

Σε 5 g κονιορτοποιημένου φυτικού υλικού έγινε διαδοχική εκχύλιση με 
πετρελαϊκό αιθέρα (Petroleum Benzine 40-60°C, Chem-Lab NV), εξάνιο (Sigma Aldrich), 
διαιθυλαιθέρα (Diethyl ether, pesticide GRADE, Chem-Lab NV) υποβοηθούμενη από 
λουτρό υπερήχων και με μεθανόλη (Methanol HPLC grade–Sigma Aldrich) υπό 
ανάδευση με μαγνητικό αναδευτήρα. 
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2.2.1 Εκχύλιση υποβοηθούμενη από υπερήχους –USAE  
 

 

Εικόνα 2.1 Εκχύλιση υποβοηθούμενη από υπερήχους 

Αρχικά το φυτικό υλικό τοποθετήθηκε σε σφαιρική φιάλη των 500 mL και 
πληρώθηκε με 100 mL πετρελαϊκού αιθέρα. Ακολούθησε εκχύλιση σε λουτρό υπερήχων 
(Grant Ultrasonic bath-Grant Instruments) το οποίο λειτουργεί σε συγκεκριμένη 
συχνότητα (35 KHz) (Εικόνα 2.1). Η εκχύλιση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 
25±1oC, διήρκησε 15 min και με το πέρας της το εκχύλισμα απορρίφθηκε καθώς δεν 
συμπεριλήφθηκε στην παρούσα μελέτη η ανάλυση των πτητικών συστατικών των 
εκχυλισμάτων. Στο στερεό υπόλειμμα προστέθηκε εκ νέου ποσότητα 100 mL διαλύτη 
και ακολούθησε νέα εκχύλιση η οποία συνολικά επαναλήφθηκε 6 φορές. Ακολούθησαν 
εκχυλίσεις με εξάνιο και διαιθυλαιθέρα όπως περιγράφηκε προηγουμένως. Το στερεό 
υπόλειμμα που παρέμεινε μετά την εκχύλιση με τους παραπάνω διαλύτες οδηγήθηκε σε 
ρεύμα αζώτου Ν2 με σκοπό να εξατμιστεί τυχόν περίσσεια διαλύτη.  
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2.2.2 Εκχύλιση υπό μηχανική ανάδευση σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος  

 

 

Εικόνα 2.2 Συμπύκνωση διαλύτη σε περιστροφικό συμπυκνωτή κενού 

 
Το στερεό φυτικό υπόλειμμα μεταφέρθηκε σε ποτήρι ζέσεως των 2000 mL, 

προστέθηκε ποσότητα 800 mL μεθανόλης και τοποθετήθηκε σε μαγνητικό αναδευτήρα, 
(Heidolph MR Hei-Standard) για όλο το βράδυ. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε 
απουσία φωτός για αυτό το λόγο το ποτήρι ζέσεως καλύφθηκε με αλουμινόχαρτο. Το 
πρωί της επόμενης μέρας, έγινε η συλλογή των 800 mL και στο στερεό φυτικό 
υπόλειμμα προστέθηκαν 400 mL μεθανόλης. Η ποσότητα της μεθανόλης 
απομακρύνθηκε σε περιστροφικό συμπυκνωτή κενού (Heidolph HB digital Laborota 
4000) (συμπύκνωση μέχρι ξηρού) (Εικόνα 2.2 & 2.3). Η παραληφθείσα ποσότητα 
εκχυλίσματος ζυγίστηκε, μεταφέρθηκε σε μπουκαλάκι με βιδωτό πώμα και φυλάχθηκε 
στην κατάψυξη μέχρι την ανάλυσή της. Επιλέχθηκε ο συγκεκριμένος διαλύτης γιατί 
βάσει μελετών εκχυλίζει καλύτερα τα φαινολικά συστατικά λόγω της πολικότητας του 
και της καλής διαλυτότητας που έχει για τα φαινολικά συστατικά (Αναστασάκη, 2014, 
Roby et al., 2013, Siddhuraju et al., 2003). 
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Εικόνα 2.3 Μεθανολικά εκχυλίσματα των τριών φυτών 

2.3 Μελέτη των εκχυλισμάτων με υγρή 
χρωματογραφία (LC-DAD) 

 

Στα εκχυλίσματα της μεθανόλης των φυτών έγινε προσπάθεια ποιοτικής και 
ποσοτικής ανάλυσης των συστατικών χρησιμοποιώντας υγρή χρωματογραφία (LC) και 
ανιχνευτή σειράς φωτοδιόδων (PDA). 

 

2.3.1 Ποιοτικός προσδιορισμός 
 

Ο διαχωρισμός των συστατικών έγινε σε σύστημα Shimadzu LC εξοπλισμένο με 
δυαδική αντλία LC-10ADvp, απαερωτή DGU-14A, αυτόματο δειγματολήπτη SIL-10ADvp 
ρυθμισμένο σε όγκο έγχυσης δείγματος 20μL και ανιχνευτή σειράς φωτοδιόδων (PDA) 
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SPD-M10Avp. Το σύστημα ήταν συνδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή και ειδικό 
λογισμικό Lab Solutions της εταιρείας Shimatzu version 3.40.307 για την επεξεργασία 
των χρωματογραφημάτων.  

Παρασκευάστηκαν διαλύματα συγκέντρωσης 2 mg/mL σε μεθανόλη και πριν την 
εισαγωγή στη στήλη τα διαλύματα διηθήθηκαν με φίλτρο πορώδους 0,20 μm και 
διάμετρο 15 mm (Chromafil Xtra PET- 20/15). 

Η στήλη ήταν Discovery SUPELCO Analytical (Sigma-Aldrich) C18 ανεστραμμένης 
φάσης μήκους 250 mm, εσωτερικής διαμέτρου 4 mm και πορώδους υλικού πλήρωσης 
(5μm). Η μέθοδος ανάλυσης που ακολουθήθηκε ήταν μια τροποποίηση της μεθόδου 
των Caniova και Brandsterova (2001) και ίδια με αυτής της κύριας βιβλιογραφικής 
πηγής (Αναστασάκη, 2014). Η κινητή φάση ήταν συνδυασμός δύο διαλυτών. Ο διαλύτης 
Α ήταν μεθανόλη υψηλής καθαρότητας για HPLC και ο διαλύτης Β ήταν δις 
απεσταγμένο νερό ρυθμισμένο σε pH 2,5 με προσθήκη μυρμηγκικού οξέος. Η ροή της 
κινητής φάσης ήταν ρυθμισμένη από το λογισμικό του συστήματος στη σταθερή τιμή 
0,5 mL/min και η πίεση κυμαινόταν από 140-160 bar. Εφαρμόστηκε η τεχνική της 
βαθμιδωτής έκλουσης (Gradient elution), κατά την οποία η σύσταση της κινητής φάσης 
μεταβαλλόταν βαθμιαία. Το πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε φαίνεται στον Πίνακα 
2.1. 

 
Πίνακας 2.1 Πρόγραμμα έκλουσης που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση των 
οργανικών εκχυλισμάτων των αρωματικών και φαρμακευτικών φυτών 

Σύσταση Διαλυτών 
Χρόνος t 

(min) 
% Α % Β 

0  25  75  
5  25  75  
30  65  35  
60  100  0  
90  100  0  

 

Ο ποιοτικός προσδιορισμός των φαινολικών συστατικών πραγματοποιήθηκε με 
σύγκριση του χρόνου συγκράτησης και του φάσματος υπεριώδους- ορατού του κάθε 
συστατικού με προτύπων (αναλύθηκαν στην κύρια βιβλιογραφική πηγή-Αναστασάκη, 
2014) και με των συστατικών που προσδιορίστηκαν στην κύρια βιβλιογραφική πηγή 
(Αναστασάκη, 2014), ενώ όπου δεν υπήρχαν πρότυπα, βάσει των βιβλιογραφικών 
δεδομένων. 

 

2.3.2 Ποσοτικός προσδιορισμός 
 

Η ποσοτική ανάλυση των συστατικών των εκχυλισμάτων έγινε με τη χρήση 
υγρής χρωματογραφίας συνδυασμένη με ανιχνευτή φωτοδιόδων. Για την 
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ποσοτικοποίηση των φαινολικών συστατικών στα φυτικά εκχυλίσματα 
χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του εξωτερικού προτύπου, αντίστοιχα όπως έγινε και στην 
κύρια βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014). Οι πρότυπες ενώσεις που 
χρησιμοποιήθηκαν λήφθηκαν από τη βιβλιογραφία και παρουσιάζονται στον 
παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2.2) με τους αντίστοιχους χρόνους έκλουσης και τα μήκη 
κύματος που παρουσιάζουν λmax στα φάσματα UV-Vis. 
 
Πίνακας 2.2 Πρότυπες ενώσεις που αναλύθηκαν, καθώς και οι αντίστοιχοι 
χρόνοι έκλουσης (tR) και τα λmax UV-Vis φασμάτων 

Πρότυπες ενώσεις tR (min) UV max (nm) Εξίσωση πρότυπης 
καμπύλης 

Χλωρογενικό οξύ  15.95  223, 235, 325  y=116264.4x-89011.99 
Καφεϊκό οξύ  20.87  243, 297, 324  y=256464.2x-57504.86 
7-O-γλυκοζίτης της 
λουτεολίνης  

28.84  255, 350  y=142835.2x-31409.56 

Ρουτίνη  29.33  256, 356  y=63887.01x-23040.16 
Ροσμαρινικό οξύ  31.32  247, 330  y=115082.5x+484428.8 
7-O-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης  

31.73  267, 340  y=116173.3x-14239.64 

Απιγενίνη  41.6  237, 267, 340  y=187631.8x-20843.3 
 

Στις περιπτώσεις αδυναμίας χρήσης πρότυπων ενώσεων η ποσοτικοποίηση έγινε 
χρησιμοποιώντας τις καμπύλες αναφοράς των ακόλουθων πρότυπων ενώσεων: Οι 
γλυκοζίτες της λουτεολίνης ποσοτικοποιήθηκαν ως προς τον 7-Ο-γλυκοζίτη της 
λουτεολίνης στα 350 nm, οι γλυκοζίτες της απιγενίνης και των φλαβονών ως προς τον 
7-Ο-γλυκοζίτη της απιγενίνης στα 340 nm, οι φλαβόνες ως προς την απιγενίνη στα 340 
nm, οι γλυκοζίτες των φλαβονολών ως προς τη ρουτίνη στα 350 nm, το καφεϊκό και 
φερουλικό οξύ ως προς το καφεϊκό οξύ στα 330 nm, ενώ τα παράγωγα καφεϊκού και 
φερουλικού οξέος ως προς το χλωρογενικό οξύ στα 330 nm. Στην περίπτωση του 
μεθανολικού εκχυλίσματος του κρόκου, η ποσοτικοποίηση των κροκινών έγινε 
σύμφωνα με τους Sánchez et al., (2008) σύμφωνα με τον τύπο: 

 
Συγκέντρωσηi (mg/100 mg) = (Ai x 100/At) x (MWi/ εc,t) x %1

1cmE  440nm/ 10 
 

Όπου το Αi το εμβαδόν της κάθε κορυφής στο χρωματογράφημα και At το 
συνολικό εμβαδόν όλων των κροκινών, MWi ήταν το μοριακό βάρος των κύριων 
κροκινών, %1

1cmE 440nm η χρωστική δύναμη και εc,t ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης ο 
οποίος για τις trans κροκίνες είναι 89000 Μ-1 cm-1 και για τις cis κροκίνες 63350 Μ-1 cm-

1 (Speranza et al., 1984). Η χρωστική δύναμη υπολογίστηκε στις 230 μονάδες 
χρησιμοποιώντας συγκεκριμένο τύπο και μέσω υπολογισμού της υγρασίας του 
δείγματος και της απορρόφησης στα 440 nm (Αναστασάκη, 2014). 
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2.4 Προσδιορισμός της περιεκτικότητας σε ολικά 
φαινολικά συστατικά με τη μέθοδο Folin-Ciocalteau  

 

Η αρχή της μεθόδου περιγράφηκε στο κεφάλαιο 1.3.3.1. Τα δείγματα 
επαναδιαλύθηκαν σε μεθανόλη και διηθήθηκαν από μεμβρανώδη ηθμό πορώδους 0,45 
μm (Chromafil PET-45/25, Macherey-Nagel). Σε 12-well plate προστέθηκαν 1,8 mL 
απιονισμένο νερό, 30 μL δείγματος, 150 μL από το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu 
(Merck) τα οποία αναδεύτηκαν καλά. Μετά το πέρας 3 min προστέθηκαν 450 μL 
Na2CO3 20% w/v, προκειμένου να δημιουργηθεί το αλκαλικό περιβάλλον και να λάβει 
χώρα η αντίδραση και 570 μL απιονισμένο νερό. Ακολούθησε επώαση δύο ωρών σε 
συνθήκες σκότους και σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, οπότε και μετρήθηκε η 
απορρόφηση στα 725 nm μέσω του φασματοφωτόμετρου υπεριώδους- ορατού UV-Vis 
μοντέλο Hach DR/2010 (Hach company). Ο μηδενισμός του οργάνου έγινε με διάλυμα 
που παρασκευάστηκε με την ίδια διαδικασία όμως αντί για δείγμα προστέθηκε 
μεθανόλη. Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν εις τριπλούν για κάθε δείγμα. 

Οι φαινολικές ουσίες που προσδιορίστηκαν με την παραπάνω μέθοδο 
εκφράστηκαν σε ισοδύναμα καφεϊκού οξέος (0-1 mg/mL). Για αυτό το λόγο 
παρασκευάστηκαν διαλύματα γνωστών συγκεντρώσεων, ακολουθήθηκε η 
προαναφερθείσα διαδικασία και προέκυψε πρότυπη καμπύλη μέσω της οποίας έγινε ο 
προσδιορισμός των φαινολικών συστατικών. 
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2.5 Προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής ικανότητας με 
τη μέθοδο του Διφαινυλοπικρυλυδραζυλίου – DPPH•  

 

 

 
 

Εικόνα 2.4 Ο αποχρωματισμός του DPPH• 

Η αρχή της μεθόδου περιγράφηκε στο κεφάλαιο 1.3.3.2. Τα δείγματα 
επαναδιαλύθηκαν σε μεθανόλη και διηθήθηκαν από μεμβρανώδη ηθμό πορώδους 0,45 
μm (Chromafil PET-45/25, Macherey-Nagel). Για την παρασκευή του διαλύματος DPPH• 
χρησιμοποιήθηκε διφαινυλο-πικρυλυδραζύλιο (Sigma Aldrich). Το διάλυμα του DPPH• 
παρασκευάστηκε την ημέρα της ανάλυσης διαλύοντας 4 mg DPPH σε 100 mL 
μεθανόλης (Sigma Aldrich, καθαρότητας HPLC). 30 μL από τα δείγματα προστέθηκαν 
σε 3 mL διαλύματος DPPH•(Εικόνα 2.4). Οι αναλύσεις έγιναν εις τριπλούν. Ως τυφλό 
χρησιμοποιήθηκε μίγμα 3 mL διαλύματος DPPH• με 30 μL μεθανόλης, ενώ για το 
μηδενισμό του οργάνου χρησιμοποιήθηκε μεθανόλη. Αφού αναδεύτηκε το μίγμα, 
ακολούθησε επώαση 30 λεπτών σε σκοτεινό περιβάλλον και θερμοκρασία 25OC, 
κατόπιν μετρήθηκε η απορρόφηση στα 515 nm με φασματοφωτόμετρο υπεριώδους- 
ορατού UV-Vis μοντέλο Hach DR/2010 (Hach company) και προσδιορίστηκε το 
ποσοστό της παρεμπόδισης (I%).  

Για την εύρεση του ποσοστού της παρεμποδιστικής δράσης κάθε εκχυλίσματος 
χρησιμοποιήθηκε ο παρακάτω τύπος:  
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I % = [(A0- A)/A0]*100 
 
όπου I % = η % παρεμπόδιση της ελεύθερης ρίζας  
A0 = η απορρόφηση του τυφλού  
Α = η απορρόφηση του δείγματος  

Ως μέτρο προσδιορισμού της αντιοξειδωτικής ισχύος χρησιμοποιήθηκε η 
συγκέντρωση του εκχυλίσματος που προκαλεί δέσμευση κατά 50% της ελεύθερης ρίζας 
και καλείται Inhibition Concentration (IC50). Η συγκέντρωση αυτή προσδιορίστηκε από 
τη γραφική παράσταση που προέκυψε από τα ποσοστά δέσμευσης της ρίζας DPPH• με 
τη συγκέντρωση των δειγμάτων.  

Στην περίπτωση του κρόκου και λόγω παρεμβολής στην απορρόφηση από τις 
κροκίνες, μετρήθηκε η απορρόφηση της μεθανόλης και της ελεύθερης ρίζας, μίγμα που 
χρησιμοποιήθηκε σαν διαλύτης ελέγχου και στη συνέχεια το όργανο μηδενίστηκε με 
μεθανόλη και με 30 μL από το μελετούμενο δείγμα. Ακολούθως μετρήθηκε η 
απορρόφηση της ελεύθερης ρίζας με το δείγμα της μελετούμενης κάθε φορά 
συγκέντρωσης. 
 

2.6 Προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής ικανότητας με 
τη μέθοδο του 2,2΄- αζινοδι-(3-αιθυλβενζοδιαζολινο-
6-σουλφονικού οξέος)- ABTS  

 

 

 

Η αρχή της μεθόδου περιγράφηκε στο κεφάλαιο 1.3.3.3. Τα δείγματα 
επαναδιαλύθηκαν σε μεθανόλη και διηθήθηκαν από μεμβρανώδη ηθμό πορώδους 0,45 
μm (Chromafil PET-45/25, Macherey-Nagel). Παρασκευάστηκε διάλυμα αμμωνιακού 
άλατος ABTS 7mM ζυγίζοντας 38,4 mg σε 10 mL δις απεσταγμένο νερό. Το τελικό 

Εικόνα 2.5 Ο αποχρωματισμός του ABTS•+ 



Υλικά & Μέθοδοι 

50 

 

διάλυμα είχε συγκέντρωση 7mM και το κατιόν ABTS•+ παρασκευάστηκε από την 
αντίδραση 7mM αμμωνιακού άλατος ABTS με 2,45 mM υπερθειϊκό κάλιο K2S2O8. Η 
οξείδωση του ABTS αρχίζει αμέσως αλλά λόγω της στοιχειομετρικής αναλογίας 1:0,5, η 
απορρόφηση παραμένει σταθερή μετά από 12 ώρες. 

Μετά την παραμονή του διαλύματος της ρίζας για 12-16 ώρες στο σκοτάδι, αυτό 
αραιώθηκε με μεθανόλη έτσι ώστε η απορρόφηση να είναι 0,700±0,005 στα 734nm. Ως 
τυφλό χρησιμοποιήθηκε διάλυμα 3 mL διαλύματος ABTS•+ με 30μL μεθανόλης, ενώ για 
το μηδενισμό του οργάνου χρησιμοποιήθηκαν 3 mL αιθανόλης με 30 μL μεθανόλης. Σε 3 
mL του διαλύματος ABTS•+, προστέθηκαν 30 μL διαφόρων συγκεντρώσεων του προς 
εξέταση φυτικού εκχυλίσματος (Εικόνα 2.5). Το μίγμα αναδεύτηκε καλά και μετά το 
πέρας 6 min στους 30 OC μετρήθηκε η απορρόφηση στα 734 nm με 
φασματοφωτόμετρο υπεριώδους- ορατού UV-Vis μοντέλο Hach DR/2010 (Hach 
company) και υπολογίστηκε το ποσοστό παρεμπόδισης (I %) της ρίζας σύμφωνα με τον 
τύπο: 

 
I % = [(A0- A)/A0]*100 

 
Όπου I % = η % παρεμπόδιση της ελεύθερης ρίζας  
A0 = η απορρόφηση του τυφλού  
Α = η απορρόφηση του δείγματος 

Η αντιοξειδωτική δράση εκφράστηκε σε ισοδύναμα Trolox (6-υδροξυ-2,5,7,8- 
τετραμεθυλχρωμαν-2-καρβοξυλικό οξύ) . (TEAC mmol / g εκχυλίσματος), το οποίο είναι 
ισχυρό αντιοξειδωτικό και υδατοδιαλυτό ανάλογο της βιταμίνης Ε. Έτσι, 
παρασκευάστηκαν διαλύματα γνωστών συγκεντρώσεων Trolox (0-20 μΜ) και 
ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία όπως και στα δείγματα. Στη συνέχεια κατασκευάστηκε 
πρότυπη καμπύλη μέσω της οποίας έγινε ο προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής 
ικανότητας. 
 

2.7 Μελέτη της αντιμικροβιακής δράσης των 
εκχυλισμάτων έναντι μικροοργανισμών της 
στοματικής κοιλότητας 

 
Οργανικά εκχυλίσματα των φυτών μελετήθηκαν για την αντιμικροβιακή τους 

δράση έναντι παθογόνων του στόματος. Για την αρχική εκτίμηση της αντιμικροβιακής 
δράσης των εκχυλισμάτων χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ 
(Well-diffusion assay). Επειδή οι Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus 
εμπλέκονται σε παθογένειες της στοματικής κοιλότητας σχηματίζοντας βιοϋμένιο, 
προσδιορίστηκε η ικανότητα των εκχυλισμάτων να αναστέλλουν την ανάπτυξη του 
βιοϋμενίου και να αποικοδομούν το ήδη σχηματισμένο βιοϋμένιο. 
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2.7.1 Προετοιμασία δειγμάτων και μικροοργανισμοί 

Πριν τη μελέτη της αντιμικροβιακής δράσης έγινε προετοιμασία των δειγμάτων, 
δηλαδή το μεθανολικό εκχύλισμα σε στερεή μορφή διαλύθηκε σε οργανικούς διαλύτες 
και νερό σε αναλογία 70:30. Οι οργανικοί διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 
μεθανόλη (Sigma Aldrich) και αιθανόλη (Sigma Aldrich). Η αιθανόλη επιλέχθηκε επειδή 
έχει το πλεονέκτημα της χαμηλής σχετικά τοξικότητας για τον άνθρωπο και συνεπώς 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σε εφαρμογές στον τομέα των τροφίμων. Στη συνέχεια, 
ακολούθησε διήθηση με φίλτρα 0.22 μm (Millex Syringe Filter, Millipore, USA) και 
αποθήκευσή τους στην κατάψυξη. 

Οι μικροοργανισμοί που εξετάσθηκαν ήταν οι θετικοί κατά Gram Streptococcus 
mutans LMG 14558T και Streptococcus sobrinus LMG14641T οι οποίοι είναι οι πιο συχνά 
εμφανιζόμενοι στη στοματική κοιλότητα. Επιπλέον, ο Streptococcus mutans είναι ο 
κυριότερος από τους στρεπτόκοκκους που προκαλούν τερηδόνα και ο Streptococcus 
sobrinus συνδέεται σε μεγάλο ποσοστό με την εμφάνισή της (Hardie et al., 1998). Το 
θρεπτικό υλικό στο οποίο αναπτύχθηκε ο Streptococcus mutans ήταν BHI (Brain Heart 
Infusion) και 1% w/w σουκρόζη ενώ ο Streptococcus sobrinus, σε BHI (Brain Heart 
Infusion), 1% w/w σουκρόζη και 10%w/v FBS (Fetal Bovine Serum). Η επώαση των 
μικροοργανισμών έγινε στους 37oC. Οι μικροοργανισμοί διατηρούνταν στους -80 oC, σε 
ειδικά φιαλίδια (Nalgen Company, USA) με το κατάλληλο θρεπτικό υπόστρωμα 
παρουσία γλυκερόλης (Mallinckrodt, USA) σε ποσοστό 20% (v/v). 

Πριν από κάθε πείραμα ο οργανισμός ανανεωνόταν υπό ασηπτικές συνθήκες, 
μεταφέροντας 50μL σε σωληνάκι που περιείχε 5 mL από το αντίστοιχο θρεπτικό υλικό 
για κάθε μικροοργανισμό. Ακολουθούσε επώαση στους 37oC για 24 h υπό 
μικροαερόφιλες συνθήκες. Για κάθε καλλιέργεια γινόταν δεύτερη ανανέωση 
μεταφέροντας υπό ασηπτικές συνθήκες 50 μL του μικροοργανισμού σε σωλήνες που 
περιέχουν 5 mL από το κατάλληλο θρεπτικό υλικό.  
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2.7.2 Μέθοδος διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ (Well diffusion 
assay-WDA)  

 

 
 

Εικόνα 2.6 Το στερεοποιημένο θρεπτικό υλικό πριν και μετά τη διάχυση των 
εκχυλισμάτων- Στη δεύτερη εικόνα διακρίνονται οι ζώνες αναστολής 
ανάπτυξης των μικροοργανισμών 

 
Για τον προσδιορισμό της αντιμικροβιακής ικανότητας των εκχυλισμάτων 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ (well diffusion assay- 
WDA). 

Το θρεπτικό υλικό που χρησιμοποιήθηκε σε αυτή την περίπτωση ήταν το 
κατάλληλο για τον κάθε μικροοργανισμό με 1% w/v άγαρ. Καλλιέργειες 18 h (~108 
cfu/mL) ενσωματώνονταν στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο (εμβόλιο 1,0% v/v), όταν η 
θερμοκρασία του μέσου ήταν περίπου στους 40 ⁰C, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση 
των βακτηρίων στο θρεπτικό υλικό να ανέρχεται στα ~106 cfu/mL. Σε τετράγωνα 
τρυβλία petri μεταφέρονταν 50 mL θρεπτικού υλικού και έπειτα από λίγη ώρα 
ακολουθούσε η σταθεροποίησή τους. 

Σε κάθε ένα από τα τρυβλία ανοίχθηκαν οπές διαμέτρου 6 mm στο 
στερεοποιημένο θρεπτικό υλικό με αποστειρωμένες πιπέτες Pasteur και εκεί 
τοποθετούνταν 50μL φυτικού εκχυλίσματος διαφόρων συγκεντρώσεων και ο 
μάρτυρας, ο οποίος ήταν ο κάθε διαλύτης (Εικόνα 2.6). Ακολούθησε η παραμονή των 
ενοφθαλμισμένων τρυβλίων στους 4 οC για 1-2 h ώστε να επιτευχθεί η διάχυση του 
υγρού δείγματος στο στερεοποιημένο θρεπτικό υπόστρωμα και στη συνέχεια, έγινε η 
επώασή τους σε επωαστικό θάλαμο στην κατάλληλη θερμοκρασία και συνθήκες για 24 
ώρες. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε αντίστοιχα ο διαλύτης στον οποίον ήταν 
διαλυμένο το κάθε εκχύλισμα. Μετά τις 24 h πραγματοποιήθηκαν παρατηρήσεις και 
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συγκεκριμένα μετρήθηκε η διάμετρος των ζωνών αναστολής ανάπτυξης του 
μικροοργανισμού-στόχου που δημιουργήθηκαν περιμετρικά των οπών.  
 

2.7.3 Μελέτη αναστολής σχηματισμού του βιοϋμενίου 
 

 

Εικόνα 2.7 Μέτρηση της απορρόφησης στα 600 nm με το φωτόμετρο 

 

Αρκετές μέθοδοι έχουν χρησιμοποιηθεί για την αξιολόγηση της ικανότητας των 
φυσικών προϊόντων να μειώνουν την ανάπτυξη των μικροοργανισμών ή να 
καταστρέφουν μέρος του πληθυσμού τους. Υπάρχουν και μέθοδοι οι οποίες εξετάζουν 
τις αντιμικροβιακές ιδιότητες εκχυλισμάτων και συγκεκριμένα: κατά πόσο 
προλαμβάνουν την προσκόλληση των βακτηρίων στις επιφάνειες (αρχικό στάδιο 
σχηματισμού του βιοϋμενίου), κατά πόσο προλαμβάνουν την σύνθεση των αδιάλυτων 
πολυσακχαριτών από τις γλυκοσυλτρανσφεράσες των βακτηρίων (δεύτερο στάδιο και 
μη αναστρέψιμο ανάπτυξης του βιοϋμενίου) ή κατά πόσο παρεμποδίζουν την ανάπτυξη 
του ήδη σχηματισμένου βιοϋμενίου (Palombo, 2009). 

Αρχικά μελετήθηκε η ικανότητα των φυτικών εκχυλισμάτων να παρεμποδίζουν 
το σχηματισμό του βιοϋμενίου σε τρυβλία μικροτιτλοδότησης 96 θέσεων (96 well 
plates). Οι καλλιέργειες των στελεχών (18 h, ~108 cfu/mL) ανανεώνονταν (εμβόλιο 
1,0% v/v) στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο και 95μL του αιωρήματος αυτού 
μεταφέρονταν σε ξεχωριστές κυψέλες των τρυβλίων μικροτιτλοδότησης. Σε κάθε 
κυψέλη τοποθετούνταν 5μL από το κάθε εκχύλισμα αρχικής συγκέντρωσης 280 mg/mL 
οπότε προέκυπτε τελική συγκέντρωση 14 mg/mL. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ο 
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διαλύτης στον οποίο ήταν διαλυμένο το κάθε εκχύλισμα. Επίσης, σε τρεις κυψέλες 
τοποθετήθηκαν 100 μL από την καλλιέργεια του μικροοργανισμού και σε τρεις 
ξεχωριστές κυψέλες 100 μL από το αντίστοιχο θρεπτικό υλικό με σκοπό αν υπάρχει 
κάποιο πρόβλημα με την ανάπτυξη του μικροοργανισμού ή τυχόν επιμόλυνση του 
θρεπτικού υλικού να γίνει άμεσα φανερό σε αυτές τις κυψέλες. Ακολούθησε επώαση 
των τρυβλίων στους 37 oC για 24h. Μετα το πέρας των 24 ωρών αφαιρέθηκε το 
υπερκείμενο από κάθε κυψέλη και ξεπλύθηκε 3 φορές με 150μL Ringer με σκοπό την 
απομάκρυνση των κυττάρων που δεν σχημάτισαν βιοϋμένιο. Στη συνέχεια, 
προστέθηκαν 100 μL 0.05% v/v Crystal violet ((4-[(4-dimethylaminophenyl)-phenyl-
methyl]-N,N-dimethyl-aniline), η συγκεκριμένη χρωστική βάφει το DNA και παρέχει 
πληροφόρηση για τον αριθμό των κύτταρων των μικροοργανισμών (Avila et al., 2011). 
Η χρωστική αφαιρέθηκε έπειτα από 15 min. Επαναλήφθηκε η έκπλυση με 150μL 
διαλύματος Ringer (5 φορές) και κατόπιν προστέθηκαν 100 μL MBDS (modified biofilm 
dissolving solution) για 5 min. Το συγκεκριμένο διάλυμα απελευθερώνει 
αποτελεσματικά την χρωστική από το βιοϋμένιο μέσω της διαλυτοποίησης της δομής 
του βιοϋμενίου (Tram et al., 2013). Ακολούθως, μεταφέρθηκαν τα 100 μL MBDS από 
κάθε κυψέλη σε διαφορετικά 96 well plates και μετρήθηκε η απορρόφηση στα 600nm 
με το φωτόμετρο Tecan Elisa Microplate Reader (Εικόνα 2.7) Από την απορρόφηση 
που προέκυψε, έγινε διαίρεση με την απορρόφηση του μάρτυρα και υπολογίστηκε το 
ποσοστό σχηματισμού του βιοϋμενίου και ακολούθως το ποσοστό παρεμπόδισης 
σχηματισμού του βιοϋμενίου. 

 

2.7.4 Μελέτη αποικοδόμησης σχηματισμένου βιοϋμενίου 
 

 
 

Εικόνα 2.8 Αριστερά φαίνεται με ιώδες χρώμα η χρώση με Crystal Violet και 
δεξιά η επώαση του βιοϋμενίου με τα εκχυλίσματα 

Με τη συγκεκριμένη μέθοδο μελετήθηκε η ικανότητα των φυτικών εκχυλισμάτων 
να αποικοδομούν το βιοϋμένιο που έχουν ήδη σχηματίσει οι μικροοργανισμοί. Τα 
δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μέθοδο ήταν τα φυτικά εκχυλίσματα 
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αραιωμένα στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο του κάθε μικροοργανισμού με αναλογία 1:10 
τελικής συγκέντρωσης 28 mg/mL.  

Όπως και στην προηγούμενη μέθοδο, καλλιέργειες των στελεχών (18 h, ~108 
cfu/mL) ανανεώνονταν (εμβόλιο 1,0% v/v) στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο, 100 μL του 
αιωρήματος αυτού μεταφέρονταν σε ξεχωριστές κυψέλες των τρυβλίων 
μικροτιτλοδότησης και επωάστηκαν για 24h στους 37oC ώστε να σχηματιστεί το 
βιοϋμένιο. Μετά το πέρας το των 24 h αφαιρέθηκε το υπερκείμενο από κάθε κυψέλη 
και προστέθηκαν 100 μL αραιωμένου εκχυλίσματος. Τα τρυβλία επωάστηκαν για 2h, 
οπότε και ακολουθήθηκε η διαδικασία όπως περιγράφτηκε προηγουμένως (crystal 
violet assay) (Εικόνα 2.8). 

.
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3  Αποτελέσματα-Συζήτηση 

3.1 Χρωματογραφική ανάλυση εκχυλισμάτων με υγρή 
χρωματογραφία (LC-DAD) 

 

3.1.1 Ποιοτικός προσδιορισμός  
 

Τα μεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών αναλύθηκαν με υγρή χρωματογραφία 
συνδυασμένη σε σειρά με ανιχνευτή φωτοδιόδων. Οι κύριες κατηγορίες ενώσεων που 
προσδιορίστηκαν είναι τα φαινολικά οξέα και τα φλαβονοειδή. Προτάθηκαν οι πιθανές 
δομές των φαινολικών συστατικών βάσει του χρωματογραφικού προφίλ, των χρόνων 
έκλουσης και των φασμάτων υπεριώδους- ορατού τα οποία συγκρίθηκαν με αυτά των 
αντίστοιχων προτύπων φαινολικών συστατικών και με αυτά που αναφέρονται σε 
βιβλιογραφικές πηγές. 

Στους πίνακες που ακολουθούν δίνονται οι αντίστοιχες προτεινόμενες δομές των 
συστατικών με βάση τα φασματικά χαρακτηριστικά, το λmax και το χρόνο έκλουσης tR. Η 
σύγκριση έγινε με την κύρια βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014) στην οποία 
χρησιμοποιήθηκε το ίδιο πρόγραμμα ανάλυσης. 

Το μεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου (Πίνακας 3.1) χαρακτηρίστηκε από την 
παρουσία των κροκινών (γλυκοζυλεστέρες κροκετίνης) ενώ οι προτεινόμενες δομές 
βάσει των δεδομένων LC-DAD παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα.  
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Πίνακας 3.1 Ποιοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του 
μεθανολικού (MeOH) εκχυλίσματος του κρόκου βάσει των δεδομένων LC-DAD 

 
Δεδομένα LC-DAD Μελέτης 

Δεδομένα LC-DAD 
Βιβλιογραφίας 

(Αναστασάκη, 2014) 
Χρόνος έκλουσης 

(tR) (min) 
λmax Area% Προτεινόμενη 

δομή 
Χρόνος 

έκλουσης (tR) 
(min) 

λmax 

20.7 264, 330 0.7591 τριγλυκοζίτης της 
καεμφερόλης  

20.8 265, 33 

23.8 249 0.7997 πικροκροκίνη 23.8 250 
25.2 265, 357 1.0236 διγλυκοζίτης της 

καεμφερόλης  
25.4 267, 352 

27.2 265, 348 8.1968 διγλυκοζίτης της 
καεμφερόλης  

27.2 266, 350 

30.5 252, 441, 
465 

1.2091 trans-5-tG  30.5 255, 441, 
465 

31.3 265, 437 0.5401 trans-5-nG  31.3 264, 440 
33.5 261, 442, 

464 
37.6575 trans-4-GG  33.6 263, 441, 

463 
35.5 261, 439, 

463 
1.1800 trans-4-ng  35.5 262, 438, 

465 
36.1 261, 442, 

463 
25.4736 trans-3-Gg  36.2 262, 442, 

467 
38.7 260, 438, 

462 
1.4338 trans-2-gg  38.7 263, 440, 

465 
44.5 258, 433, 

457 
11.3594 trans-2-G  44.3 260, 434, 

457 
45.4 261, 325, 

432, 455 
9.1513 cis-4-GG  45.3 262, 323, 

434, 457 
47.9 260, 324, 

432, 455 
4.3970 cis-3-Gg  47.8 261, 323, 

433, 459 
50.3 261, 326, 

431, 454 
0.3548 trans-1-g  50.1 262, 433, 

458 
53.6 260, 321, 

427, 450 
0.4440 cis-2-G  

 
53.4 261, 323, 

433, 455 
 

Βάσει της βιβλιογραφίας (Tarantilis et al., 1995), τα φάσματα UV-Vis των all-
trans κροκινών είναι πολύ χαρακτηριστικά αφού παρουσιάζουν δύο ζώνες 
απορρόφησης, την πρώτη στα 256 nm λόγω των γλυκοζυλεστερικών δεσμών των 
κροκινών και τη δεύτερη, μεταξύ 400 και 500 nm. Τα cis ισομερή παρουσιάζουν 3 ζώνες 
απορρόφησης, μία στα 260 nm λόγω των γλυκοζυλεστερικών δεσμών των κροκινών, 
όπως και στην περίπτωση των trans-κροκινών, μία στα 325 nm λόγω της παρουσίας 
των cis διπλών δεσμών στο συζευγμένο σύστημα των κροκινών και μία μεταξύ 400-500 
nm με λmax στα 435 nm.  
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Έτσι, οι τρεις κύριες κορυφές που συναντώνται στα 33.5, 36.1 και 44.5 min 
αποδίδονται σε trans κροκίνες. Η κύρια κορυφή στα 33.5 min αντιπροσωπεύει την 
κροκετίνη εστεροποιημένη με δύο μόρια γεντοβιόζης, trans-κροκίνη-4 (Tarantilis et al., 
1995) ή trans-4-GG, σύμφωνα με την κωδικοποίηση των Carmona et al., (2006) ενώ η 
δεύτερη μεγαλύτερη κορυφή στα 36.1 min χαρακτηρίστηκε ως trans-κροκίνη-3, trans-
3-Gg, όπου στο μόριο της κροκετίνης είναι εστεροποιημένα ένα μόριο γλυκόζης από τη 
μια και ένα μόριο γεντοβιόζης από την άλλη. Η κορυφή στα 44.5 min αποδόθηκε στην 
trans-2-G, δηλαδή την κροκετίνη εστεροποιημένη με ένα μόριο γεντοβιόζης (Σχήμα 
3.1). (Tarantilis et al., 1995; Carmona et al., 2006). 

Τα UV-Vis των κορυφών στα 38.7 και 45.4 min υποδεικνύουν διαμόρφωση trans-
και cis- κροκινών με την πρώτη εκ των οποίων να αποδίδεται στην trans-2-gg (Carmona 
et al., 2006), δηλαδή, κροκετίνη εστεροποιημένη με ένα μόριο γλυκόζης σε κάθε άκρο 
(Tarantilis et al., 1995) και τη δεύτερη να χαρακτηρίζεται ως cis-4-GG (Carmona et al., 
2006), δηλαδή την κροκετίνη εστεροποιημένη με δυο μόρια γεντοβιόζης (Tarantilis et 
al., 1995). 

Όσον αφορά την κορυφή στα 30.4 min αποδόθηκε στην κροκετίνη 
εστεροποιημένη με τρία μόρια γλυκόζης και ένα μόριο γεντοβιόζης (trans- 5-tG), η 
κορυφή στα 31.3 min στην trans-5-nG δηλαδή στην κροκετίνη εστεροποιημένη με ένα 
μόριο νεαπολιτενόζης και ένα μόριο γεντοβιόζης, η κορυφή στα 35.5 min στην trans-4-
nG δηλαδή στην κροκετίνη εστεροποιημένη με ένα μόριο νεαπολιτενόζης και ένα μόριο 
γλυκόζης. Οι υπόλοιπες κορυφές στα 47.9, 50.3 και 53.6 min αντιστοιχούν στην 
κροκετίνη εστεροποιημένη με: ένα μόριο γεντοβιόζης και ένα γλυκόζης (cis-3-Gg), ένα 
μόριο γλυκόζης (trans-1-g) και ένα μόριο γεντοβιόζης αλλά στην cis μορφή (cis-2-G). 

Οι Speranza et al., (1984) έδειξαν ότι οι trans-κροκίνες υφίστανται αντιδράσεις 
φωτοϊσομερισμού και μετατρέπονται σε cis-κροκίνες. Αυτή η διαδικασία εξαρτάται από 
τις γεωργικές και περιβαλλοντικές συνθήκες στην περιοχή προέλευσης των φυτών.  
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1.  

 

          2.  

Σχήμα 3.1 Οι κυριότερες κροκίνες στο χρωματογράφημα του μεθανολικού 
εκχυλίσματος του κρόκου: 1: γλυκόζη, 2: γεντοβιόζη, R1= R2= δυο μόρια 
γεντοβιόζης trans- και cis- crocin-4 (trans- ή cis-4-GG), R1= ένα μόριο 
γεντοβιόζης και R2= ένα μόριο γλυκόζης trans- crocin-3 (trans-3-Gg) (Tarantilis 
et al., 1995, Αναστασάκη, 2014). 

 

Σχετικά με τα φλαβονοειδή που περιέχει το εκχύλισμα του κρόκου, αυτά 
χαρακτηρίστηκαν από την παρουσία των γλυκοζιτών της καεμφερόλης (Tarantilis et 
al., 1995; Carmona et al., 2007). Οι Tarantilis et al., (1995) ανέφεραν πρώτοι την ύπαρξη 
ενός διγλυκοζίτη της καεμφερόλης σε υδρομεθανολικό εκχύλισμα στιγμάτων κρόκου, 
ενώ δεν απέκλειαν την ύπαρξη και άλλων γλυκοζιτών. Οι Carmona et al., (2007) 
επιβεβαίωσαν τον ισχυρισμό τους εξετάζοντας εκχυλίσματα στιγμάτων κρόκου και 
ταυτοποίησαν την ύπαρξη επιπλέον 4 γλυκοζιδιωμένων μορφών καεμφερόλης. Στα 
20.6, 25.1 και 27.2 min τα φασματικά δεδομένα με λmax 266 και 350 nm υποδηλώνουν 
την παρουσία φλαβονολών και συγκεκριμένα γλυκοζιτών καεμφερόλης. Τέλος, η 
κορυφή στα 23.8 min αποδόθηκε στην πικροκροκίνη και εμφανίζει χαρακτηριστική 
απορρόφηση στα 250 nm λόγω της α,β-ακόρεστης αλδεΰδης στο μόριό της (Tarantilis 
et al., 1995). 
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Στο παραπάνω χρωματογράφημα (Σχήμα 3.2) παρουσιάζονται οι τρεις κύριες 
ενώσεις του μεθανολικού εκχυλίσματος του κρόκου. Παρακάτω παρατίθεται η 
σύγκριση του χρωματογραφικού προφίλ της μελέτης με αυτό της κύριας 
βιβλιογραφικής πηγής (Αναστασάκη, 2014) (Σχήμα 3.3) βάσει του οποίου εξήχθησαν 
τα συμπεράσματα για τον ποιοτικό προσδιορισμό των ενώσεων που περιέχονται στο 
μεθανολικό εκχύλισμα κρόκου. 
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Σχήμα 3.2 Χρωματογράφημα μεθανολικού εκχυλίσματος (MeOH) κρόκου (λ=440 nm) με τις 
κυριότερες κορυφές 
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Με κόκκινο χρώμα παρουσιάζεται το χρωματογράφημα της βιβλιογραφικής 
πηγής και με μαύρο χρώμα το χρωματογράφημα της παρούσας μελέτης. Είναι εμφανές 
ότι τα χρωματογραφικά προφίλ είναι παρόμοια σε μεγάλο ποσοστό. Διαφορά υπάρχει 
στην παρουσία της κροκίνης cis-2-gg στα 52.9 min με λmax 261, 323, 433 και 455 στην 
βιβλιογραφική πηγή, η οποία δεν μπορεί να ταυτιστεί με κάποια κορυφή του 
χρωματογραφήματος της μελέτης γιατί δεν είναι καθαρή η περιοχή που περιλαμβάνει 
τη συγκεκριμένη κορυφή και λόγω διαφοράς στον χρόνο έκλουσης. 
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Σχήμα 3.3 Σύγκριση χρωματογραφημάτων μεθανολικού εκχυλίσματος κρόκου μελέτης 
(μαύρο χρώμα) και κύριας βιβλιογραφικής πηγής (κόκκινο χρώμα) (λ=330nm) 
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Στο Σχήμα 3.4 παρουσιάζονται τα φάσματα UV-Vis των κύριων κορυφών του 
χρωματογραφήματος με τα χαρακτηριστικά λmax. Τα φάσματα των υπόλοιπων 
κορυφών παρατίθενται στο παράρτημα. 
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1. Φάσμα UV-Vis trans-4-GG με κορυφές στα 261, 442 και 464 nm 
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2. Φάσμα UV-Vis trans-3-Gg με κορυφές στα 261, 442 και 463 nm 
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3. Φάσμα UV-Vis trans-2-G με κορυφές στα 261, 324, 432 και 454 

Σχήμα 3.4 Φάσματα UV-Vis των δύο κυριοτέρων κροκινών του μεθανολικού 
εκχυλίσματος του κρόκου 

 

Στο μεθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου ήταν κυρίαρχη η παρουσία του 
ροσμαρινικού οξέος όπως και σε άλλες μελέτες με τον ίδιο ή διαφορετικό οργανικό 
διαλύτη (Arceusz et al., 2013, Dastmalchi et al., 2008, Ziakova et al., 2003, Guginski et al., 
2009, Mencherini et al., 2007). Το εκχύλισμα μεθανόλης της παρούσας μελέτης 
χαρακτηρίστηκε επιπλέον από την παρουσία παραγώγων υδροξυκινναμωμικών οξέων 
ενώ παρατηρήθηκε και η παρουσία ενός γλυκοζίτη (Πίνακας 3.2). Βάσει των 
προτύπων ενώσεων προσδιορίστηκαν το καφεϊκό και ροσμαρινικό οξύ. 
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Πίνακας 3.2 Ποιοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του 
μεθανολικού (MeOH) εκχυλίσματος του μελισσόχορτου βάση των δεδομένων 
LC-DAD 

Δεδομένα LC-DAD Μελέτης Δεδομένα LC-DAD Βιβλιογραφίας 
(Αναστασάκη, 2014) 

Χρόνος 
έκλουσης 
(tR) (min) 

λmax Area% Προτεινόμενη δομή Χρόνος έκλουσης 
(tR) (min) 

λmax 

20.5 243, 
290, 
323 

0.7755 καφεϊκό οξύ  20.9  243, 297, 324 

28.1 250, 
285, 
329 

2.2760 ισομερές 
σαλβιανολικού οξέος Ι  

28.9  253, 282, 324 

30.2 233, 
288, 
323 

6.2604 ισομερές ροσμαρινικού 
οξέος  

30.4 235, 288, 324 

31.1 245, 
330 

61.1147 ροσμαρινικό οξύ 31.4 234, 324 

33.8 250, 
290, 
315 

0.3060 ισομερές 
λιθοσπερμικού οξέος 

33.9  252, 288, 313 

34.1 250, 
288, 
329 

0.6750 ισομερές 
σαλβιανολικού οξέος Ι  
 

34.5  253, 282, 324 

34.6 244, 
268, 
340 

3.7080 γλυκουρονίδιο 
λουτεολίνης  

34.9  240, 268, 341 

36.7 248, 
289, 
327 

1.1522 ισομερές 
σαλβιανολικού οξέος Β  

36.5  244, 287, 322 

37.8 290, 
317 

3.9872 παράγωγο 
υδροξυκινναμικού 
οξέος  

38.1  287, 320 

 
Με βάση τη βιβλιογραφική πηγή, οι κορυφές στα 28.1, 33.8, 34.1, 36.7 και 37.7 

min αποδόθηκαν σε παράγωγα καφεϊκού οξέος και συγκεκριμένα σε παράγωγα του 
σαλβιανολικού οξέος, κυρίως διμερή και τριμερή παράγωγα και σε ισομερές του 
λιθοσπερμικού οξέος (Hu et al., 2005; Liu et al., 2007). 

Η κορυφή στα 34.5 min, αποδόθηκε σε γλυκουρονίδιο της λουτεολίνης με τα 
φασματικά δεδομένα να υποδεικνύουν ότι πρόκειται για το 3’-O-γλυκουρονίδιο της 
λουτεολίνης (Lu et al., 2000). Όπως και σε άλλη πρόσφατη μελέτη (Barros et al., 2013), 
το 3-O-γλυκουρονίδιο της λουτεολίνης ήταν το μόνο φλαβονοειδές που απομονώθηκε 
από υδρομεθανολικό εκχύλισμα μελισσόχορτου και από τους Heitz et al., (2000) 
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αναφέρεται ως το κύριο φλαβονοειδές στο μελισσόχορτο. Άλλοι συγγραφείς 
περιγράφουν επίσης την ύπαρξη άλλων παραγώγων λουτεολίνης και απιγενίνης (Fecka 
et al., 2007, Patora et al., 2002) όπως το 7-Ο-γλυκοζίδιο λουτεολίνης (Fecka et al., 2007) 
το οποίο όμως δεν εντοπίστηκε στην παρούσα μελέτη, ούτε στη μελέτη των Barros et al. 
(2013). Οι Mencherini et al., (2007) αναφέρουν τη λουτεολίνη σαν το δεύτερο κυρίαρχο 
συστατικό μετά το ροσμαρινικό οξύ. Η απουσία ή παρουσία γλυκοζιτών λουτεολίνης 
εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως το κλίμα και η γεωγραφία της περιοχής 
στην οποία καλλιεργείται το φυτό καθώς και η διαφορά στη διαδικασία εκχύλισης που 
ακολουθείται σε μία μελέτη (Zgorka et al., 2006, Ziakova et al., 2003). 

Χαρακτηριστικό είναι ότι σε αιθανολικό εκχύλισμα και σε εκχύλισμα 
διαιθυλαιθέρα του μελισσόχορτου ταυτοποιήθηκαν οι ακόλουθες ενώσεις: ναριγκενίνη, 
εσπεριτίνη (Dastmalchi et al., 2008, Lin et al., 2012), κερκετίνη, λουτεολίνη, 
καεμφερόλη, απιγενίνη, καμφερίδη και γκεγκουανίνη (Αναστασάκη, 2014) ενώ 
απουσιάζουν από το μελετούμενο εκχύλισμα όπως και στη μελέτη των Justesen et al., 
(2001). Σε πρόσφατη μελέτη εκχυλίσματος (MeOH-H2O, 80:20 v/v) μελισσόχορτου 
αναφέρεται ότι το χρωματογράφημα HPLC στα 254 nm αποκάλυψε περισσότερες 
κορυφές από ότι στα 280 και 320 nm (Arceusz et al., 2013). Οι Mueller et al., (2001) 
αναφέρουν ότι η περιεκτικότητα και η παρουσία φαινολικών συστατικών στα φυτά 
επηρεάζονται από τον τρόπο ξήρανσης ειδικά αν αυτή η διαδικασία γίνεται σε υψηλή 
θερμοκρασία.  
 

Παρακάτω (Σχήμα 3.5) παρουσιάζεται η κυριότερη ένωση του μεθανολικού 
εκχυλίσματος του μελισσόχορτου, το ροσμαρινικό οξύ και το αντίστοιχο 
χρωματογράφημα (Σχήμα 3.6).  
 

 
 

Σχήμα 3.5 Ροσμαρινικό οξύ 
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Επίσης, παρατίθεται η σύγκριση του χρωματογραφικού προφίλ της μελέτης με 
αυτό της κύριας βιβλιογραφικής πηγής (Αναστασάκη, 2014) βάσει του οποίου 
εξήχθησαν τα συμπεράσματα για τον ποιοτικό προσδιορισμό των ενώσεων που 
περιέχονται στο μεθανολικό εκχύλισμα μελισσόχορτου (Σχήμα 3.7). Με κόκκινο χρώμα 
παρουσιάζεται το χρωματογράφημα της βιβλιογραφικής πηγής και με μαύρο χρώμα το 
χρωματογράφημα της παρούσας μελέτης. 
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Σχήμα 3.6 Χρωματογράφημα μεθανολικού εκχυλίσματος (MeOH) μελισσόχορτου 
(λ=330 nm) με την κυριότερη κορυφή 
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Από τη σύγκριση συμπεραίνουμε ότι υπάρχουν κάποιες διαφορές περισσότερο 
ποσοτικές και όχι ποιοτικές καθώς οι κυριότερες κορυφές συμπίπτουν. Παρατηρείται 
μία μετατόπιση των χρόνων έκλουσης, παρόλο αυτά τα χρωματογραφικά προφίλ των 
δύο μελετών ταιριάζουν, με το χρωματογράφημα της παρούσας μελέτης να έχει πιο 
καθαρές κορυφές. 
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Σχήμα 3.7 Σύγκριση χρωματογραφημάτων μεθανολικού εκχυλίσματος 
μελισσόχορτου μελέτης (μαύρο χρώμα) και κύριας βιβλιογραφικής πηγής (κόκκινο
χρώμα) (λ=330nm) 
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Στο Σχήμα 3.8 παρουσιάζονται τα φάσματα UV-Vis των κύριων κορυφών του 
χρωματογραφήματος με τα χαρακτηριστικά λmax. Τα φάσματα των υπόλοιπων 
κορυφών παρατίθενται στο παράρτημα. 
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1. Φάσμα UV-Vis ισομερές ροσμαρινικού οξέος με κορυφές στα 233, 288 και 323 nm 
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2. Φάσμα UV-Vis ροσμαρινικού οξέος με κορυφές στα 245 και 339 nm 

Σχήμα 3.8 Φάσματα UV-Vis των κυριοτέρων συστατικών του μεθανολικού 
εκχυλίσματος του μελισσόχορτου 

 
Το μεθανολικό εκχύλισμα του χαμομηλιού χαρακτηρίστηκε από την ύπαρξη 

παραγώγων υδροξυκινναμωμικού οξέος και γλυκοζιδιωμένων μορφών φλαβονοειδών, 
συγκεκριμένα, παράγωγα καφεϊκού και φερουλικού οξέος και γλυκοζιδιωμένες μορφές 
απιγενίνης αντίστοιχα (Πίνακας 3.3).  
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Πίνακας 3.3 Ποιοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του 
μεθανολικού (MeOH) εκχυλίσματος του χαμομηλιού βάση των δεδομένων LC-
DAD 

Δεδομένα LC-DAD Μελέτης Δεδομένα LC-DAD Βιβλιογραφίας 
(Αναστασάκη, 2014) 

Χρόνος 
έκλουσης 
(tR) (min) 

λmax Area% Προτεινόμενη δομή Χρόνος 
έκλουσης (tR) 

(min) 

λmax 

16.3 239, 325 3.7545 χλωρογενικό οξύ 16.0 240, 324 
17.7 242, 325 0.5104 ισομερές 

χλωρογενικού 
17.8 240.324 

20.8 236, 302 6.5677 φερουλικός 
γλυκοζυλεστέρας 

20.8 234, 309 

24.1 259, 357 4.3438 γλυκοζίτης 
μεθυλοφλαβονόλης  

24.1 259, 354 

25.8 254, 288, 
328 

0.4945 ουμπελλιφερόνη 25.8 253, 324 

27.3 240, 297, 
322 

25.5470 γλυκοζίτης του 
φερουλικού  

27.3 239, 295, 319 

28.5 258, 368 7.6138 γλυκοζίτης 
φλαβονόλης  

28.5 258, 370 

30.4 247, 328 5.7977 διεστέρας 
καφεικού-κινικού 
οξέος  

30.4 244, 326 

31.0 266, 330 0.4714 γλυκουρονικό 
παράγωγο της 
απιγενίνης  

31.0 267, 335 

31.7 267, 338 9.4973 7-Ο-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης  

31.7 267, 340 

33.0 253, 327 3.4344 γλυκοζίτης 
φλαβόνης  

33.0 252, 268, 335 

34.4 266, 340 3.8066 ακετυλογλυκοζίτης 
της απιγενίνης  

34.4 266, 333 

35.0 267, 338 4.3999 ακετυλογλυκοζίτης 
της απιγενίνης  

35.0 266, 339 

37.4 267, 337 6.7148 διακετυλιωμένο 
παράγωγο της 
απιγενίνης  

37.4 267, 338 

41.4 265, 344 0.3173 απιγενίνη 41.5 267, 340 
 

Οι κυριότερες ενώσεις ήταν οι ακόλουθες: γλυκοζίτης του φερουλικού, και ο 7-Ο- 
γλυκοζίτης της απιγενίνης (Σχήμα 3.9). Σε πρόσφατη μελέτη κυριαρχούν στο 
μεθανολικό εκχύλισμα χαμομηλιού ο 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης και το χλωρογενικό 
οξύ (Novakova et al., 2010) και σε άλλη μελέτη το trans-GMCA [(E)-2- β-d-γλυκοζυλ-4- 
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μεθοξυκιναμμικό οξύ], cis-GMCA και ο 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης (Avula et al., 
2014). 

Η κύρια κορυφή βρέθηκε στα 27.3 min, με λmax 240, 297, 322 και αποδόθηκε σε 
γλυκοζίτη του φερουλικού οξέος. Το χλωρογενικό οξύ ταυτοποιήθηκε με βάση την 
αντίστοιχη πρότυπη ένωση. Η κορυφή με λmax 325 nm χαρακτηρίστηκε ως ισομερές του 
χλωρογενικού οξέος συγκρίνοντας τους χρόνους έκλουσης και τα φάσματα UV με τη 
βιβλιογραφία όπως και στην περίπτωση της ουμπελλιφερόνης και του διεστέρα 
καφεικού-κινικού οξέος. Η ένωση με χρόνο έκλουσης 20.8 min αποδόθηκε σε φερουλικό 
γλυκοζυλεστέρα (Fonseca et al., 2007, Lin et al., 2012, Kogiannou et al., 2013, 
Αναστασάκη, 2014). Η παρουσία ικανών ποσοτήτων φαινυλπροπανοειδών στο 
χαμομήλι, ειδικά στα ανθίδια, έχει ήδη αναφερθεί και σε άλλες μελέτες (Fonseca et al., 
2007, McKay, et al., 2006).  

Οι κορυφές με λmax 266, 267, 338 και 340 nm αποτελούν γλυκοζίτες της 
απιγενίνης, οι κορυφές στα 31.0 και 37.4 min χαρακτηρίστηκαν ως παράγωγα της 
απιγενίνης και στα 41.4 min ως απιγενίνη (Lin et al., 2012, Kogiannou et al., 2013, 
Αναστασάκη, 2014). Υπάρχουν αναφορές ότι η παρουσία αρκετών ακετυλιωμένων 
παραγώγων απιγενίνης πιθανόν να οφείλεται σε χειρισμούς κατά τη διάρκεια ξήρανσης 
του δείγματος καθώς με την αύξηση της θερμοκρασίας αυξάνεται η διάσπαση του 
εστερικού δεσμού (Švehlíková et al., 2004, Tschiersch et al, 1992). Στην ίδια μελέτη 
(Švehlíková et al., 2004) όπως και σε άλλη (Lin et al., 2012) αποδείχθηκε η παρουσία 
αρκετών γλυκοζιτών απιγενίνης όπως τα παράγωγα του 7-Ο-γλυκοζίτη απιγενίνης 
μαλόνυλο- και καφεόϋλο που ονομάζονται απιγενίνη-7-(6″- μαλονυλογλυκοζίδιο) και 
απιγενίνη-7-(6″-καφεοϋλογλυκοζίδιο), τα οποία είναι ασταθή και αποικοδομούνται 
ταχέως για να σχηματίσουν τον 7-Ο-γλυκοζίτη της απιγενίνης. Σε αρκετές μελέτες, 
Mulinacci et al. (2000), Nováková et al. (2010), Harbourne et al. (2009) και Srivastava et 
al., (2009) αναφέρεται η παρουσία του 7-Ο-γλυκοζίτη της απιγενίνης και άλλων 
παραγώγων της ενώ σε άλλες όχι (Guimaraes et al., 2013). 

Ακόμη, σε άλλη πρόσφατη μελέτη ταυτοποιήθηκε η κερκετίνη και ο 7-Ο-
γλυκοζίτης κερκετίνης (Roby et al., 2013) ενώ δεν συνέβη το ίδιο στην παρούσα μελέτη. 
Στην κύρια βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014) ταυτοποιήθηκε η κερκετίνη αλλά 
σε εκχύλισμα διαιθυλαιθέρα. Οι Novakova et al. (2010) ταυτοποίησαν και άλλες ενώσεις 
σε μεθανολικό εκχύλισμα χαμομηλιού όπως τις φλαβονόλες καεμφερόλη και 
ισοραμνετίνη και διάφορα παράγωγα κερκετίνης. Οι κορυφές στα 24.1, 28.5 min 
αποδόθηκαν σε φλαβονόλες και η κορυφή στα 33.0 min σε φλαβόνη βάσει των λmax. 
Στην μελέτη των Fonseca et al. (2007) ταυτοποιήθηκε σε μεθανολικό εκχύλισμα 
χαμομηλιού η φλαβανόνη ναριγκενίνη και οι Roby et al. (2013) ταυτοποίησαν την 
φλαβανόνη εσπεριτίνη. 
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γλυκοζίτης του φερουλικού οξέος 

 

7-Ο- γλυκοζίτης της απιγενίνης 
 

Σχήμα 3.9 Οι δύο κυριότερες ενώσεις στο χρωματογράφημα του μεθανολικού 
εκχυλίσματος του χαμομηλιού 
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Στο παραπάνω χρωματογράφημα (Σχήμα 3.10) παρουσιάζονται οι 2 κύριες 
ενώσεις του μεθανολικού εκχυλίσματος του χαμομηλιού. Παρακάτω (Σχήμα 3.11) 
παρατίθεται η σύγκριση του χρωματογραφικού προφίλ της μελέτης με αυτό της κύριας 
βιβλιογραφικής πηγής (Αναστασάκη, 2014) βάσει του οποίου εξήχθησαν τα 
συμπεράσματα για τον ποιοτικό προσδιορισμό των ενώσεων που περιέχονται στο 
μεθανολικό εκχύλισμα χαμομηλιού. 
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γλυκοζίτης φερουλικού 

7-Ο- γλυκοζίτης της απιγενίνης 

Σχήμα 3.10 Χρωματογράφημα μεθανολικού εκχυλίσματος (MeOH) χαμομηλιού με τις κυριότερες 
κορυφές (λ=330 nm). 
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Με κόκκινο χρώμα παρουσιάζεται το χρωματογράφημα της βιβλιογραφικής πηγής και με 
μαύρο χρώμα το χρωματογράφημα της παρούσας μελέτης. Θα πρέπει να μην ληφθούν υπόψη 
τυχόν ποσοτικές διαφορές που είναι εμφανείς γιατί το δείγμα που χρησιμοποιήθηκε για την 
ανάλυση LC-DAD στην περίπτωση της βιβλιογραφίας, ήταν μεγαλύτερης συγκέντρωσης (3,25 
mg/mL) σε σχέση με αυτό της μελέτης (2 mg/mL). Είναι εμφανές ότι τα χρωματογραφικά 
προφίλ είναι παρόμοια σε μεγάλο ποσοστό. Σημαντική διαφορά υπάρχει στα 33.8 min και στα 
42.5 min όπου παρατηρείται η έκλουση του φερουλικού οξέος και του διμερούς φερουλικού 
γλυκοζυλεστέρα αντίστοιχα, κάτι που δεν συμβαίνει στο χρωματογράφημα της παρούσας 
μελέτης καθώς τα λmax των ενώσεων που εκλούονται σε αυτούς τους χρόνους διαφέρουν από 
αυτά των ενώσεων που προαναφέρθηκαν. 
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Σχήμα 3.11 Σύγκριση χρωματογραφημάτων μεθανολικού εκχυλίσματος χαμομηλιού 
μελέτης (μαύρο χρώμα) και κύριας βιβλιογραφικής πηγής (κόκκινο χρώμα) (λ=330nm) 
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Στο Σχήμα 3.12 παρουσιάζονται τα φάσματα UV-Vis των κύριων κορυφών του 
χρωματογραφήματος με τα χαρακτηριστικά λmax. Τα φάσματα των υπόλοιπων 
κορυφών παρατίθενται στο παράρτημα. 
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1. Φάσμα UV-Vis γλυκοζίτη φερουλικού οξέος με κορυφές στα 240, 297 και 322 nm 
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2. Φάσμα UV-Vis 7-Ο-γλυκοζίτη απιγενίνης με κορυφές στα 267 και 338 nm 

Σχήμα 3.12 Φάσματα UV-Vis των κυριοτέρων συστατικών του μεθανολικού 
εκχυλίσματος του χαμομηλιού 

 

Οι ποιοτικές διαφορές που παρατηρούνται γενικά στα δείγματα αποτελούν 
ένδειξη για διαφορετικές επιλογές στη γεωργική πρακτική, όπως και στην αποθήκευση, 
επεξεργασία του φυτικού υλικού, παράγοντες που επηρεάζουν αναπόφευκτα τη 
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σύνθεση και το περιεχόμενο των δραστικών ενώσεων στο τελικό προϊόν (Novakova et 
al., 2010). 

 

3.1.2 Ποσοτικός προσδιορισμός 
 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στο 
κεφάλαιο 2.3.2. Στους παρακάτω πίνακες παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του 
ποσοτικού προσδιορισμού των μεθανολικών εκχυλισμάτων των τριών φυτών. 
 
Πίνακας 3.4 Ποσοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του 
μεθανολικού (MeOH) εκχυλίσματος του κρόκου βάσει των δεδομένων LC-DAD 

Χρόνος 
έκλουσης (tR) 

(min) 

Όνομα ουσίας μg/mg εκχυλίσματος* mg/g φυτικού 
υλικού 

20.7 τριγλυκοζίτης 
καεμφερόλης  

1,67±0,21 0,98±0,14 

25.2 διγλυκοζίτης  
καεμφερόλης  

1,99±0,08 1,17±0,07 

27.2 διγλυκοζίτης  
καεμφερόλης  

14,58±0,75 8,59±0,59 

30.5 trans-5-tG  91,89±2,92 5,41±0,26 

31.3 trans-5-nG  43,89±5,32 2,59±0,36 

33.5 trans-4-GG  2585,76±264,96 140,61±1,44 

35.5 trans-4-ng  81,63±9,21 4,44±0,09 

36.1 trans-3-Gg  1639,02±405,25 80,37±2,34 

38.7 trans-2-gg  90,76±42,12 3,83±0,40 

44.5 trans-2-G  685,49±286,27 29,20±1,54 

45.4 cis-4-GG  769,07±69,83 45,26±3,35 

47.9 cis-3-Gg  347,10±27,05 20,46±1,94 

50.3 trans-1-g  9,51±2,58 0,56±0,14 

53.6 cis-2-G  70,84±10,65 4,17±0,56 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος δύο επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
 

Στο μεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου αξιοσημείωτη ήταν η παρουσία των trans-
4-GG και trans-3-Gg όπως και του αντίστοιχου cis-4-GG με τιμές 140,61 mg/g, 80,37 
mg/g και 45,26 mg/g φυτικού υλικού (Πίνακας 3.4). Η trans-4-GG και η trans-3-Gg 
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αποτελούν τις κύριες κροκίνες του εκχυλίσματος όπως και στο μεθανολικό εκχύλισμα 
της κύριας βιβλιογραφικής πηγής με 157,61 και 89,40 mg/g φυτικού υλικού, ενώ 
σημαντική ήταν και η ποσότητα της cis-4-GG με 30,88 mg/g φυτικού υλικού.  

Οι Siracusa et al., (2013) εξέτασαν δείγματα κρόκου των οποίων ο κόρμος 
προερχόταν από 5 διαφορετικές χώρες (Ιταλία, Ισπανία, Ιράν, Ινδία και Αυστραλία) και 
εν τέλει για τις ανάγκες του πειράματος φυτεύθηκαν σε περιοχή της Ιταλίας. Οι 
κυριότερες κροκίνες του υδροαιθανολικού εκχυλίσματος ήταν οι ακόλουθες: trans-4-GG 
με εύρος 75,65- 87,36 mg/g φυτικού υλικού, cis-3-Gg με εύρος 55,06- 65,20 mg/g 
φυτικού υλικού και trans-3-Gg με εύρος 37,81-45,05 mg/g φυτικού υλικού. Ο κρόκος με 
προέλευση την Ισπανία είχε τη μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε κροκίνες (Siracusa et al., 
2013). 

Σε άλλη μελέτη εξετάσθηκαν υδρομεθανολικά εκχυλίσματα κρόκου από 10 
διαφορετικές χώρες όπου η trans-4-GG ήταν η κυριότερη κροκίνη σε όλα τα δείγματα με 
εύρος 6,29-41,21 mg/g φυτικού υλικού. Ο κρόκος προερχόμενος από την Ελλάδα 
εμφάνισε τη μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε κροκίνες 94,06 mg/g φυτικού υλικού και ο 
κρόκος από την Κίνα τη μικρότερη 9,86 mg/g φυτικού υλικού. Γενικά παρατηρήθηκαν 
πολλές διακυμάνσεις στις ποσότητες των κροκινών μεταξύ των δειγμάτων κάτι που 
πιθανώς οφείλεται στις διαφορετικές διεργασίες ξήρανσης, στον χρόνο και τις 
συνθήκες συσκευασίας και αποθήκευσης του κρόκου τα οποία επηρεάζουν τη 
συγκέντρωση των κροκινών καθώς αποτελούν θερμικά ασταθή και φωτοευαίσθητα 
συστατικά (Tarantilis et al., 1995). Οι Anastasaki et al., (2010) μελέτησαν δείγματα 
κρόκου από τέσσερις διαφορετικές χώρες και διαπίστωσαν ότι η trans-4-GG εμφάνισε 
τη μεγαλύτερη τιμή στα δείγματα προερχόμενα από Ιταλία (160 mg/g φυτικού υλικού) 
και τη μικρότερη τιμή στα δείγματα με προέλευση από το Ιράν (100 mg/g φυτικού 
υλικού) ενώ ο ελληνικός κρόκος περιείχε 120 mg/g φυτικού υλικού. Σε πρόσφατη 
μελέτη των Serrano-Díaz et al., (2012) εξετάσθηκαν υδατικά εκχυλίσματα κρόκου με 
ισπανική προέλευση, για την περιεκτικότητά τους σε κροκίνες. Όπως και στις 
προαναφερθείσες μελέτες τα δείγματα είχαν μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε trans-4-GG 
124,78 mg/g φυτικού υλικού ακολουθούμενη από την trans-3-Gg με 94,52 mg/g 
φυτικού υλικού. Στη μελέτη των Sánchez et al., (2008) εξετάσθηκαν 55 δείγματα 
κρόκου βάσει του ISO/TS 3652 και η περιεκτικότητα των trans-4-GG και trans-3-Gg 
διακυμάνθηκε ως εξής: 130,2- 190,3 mg/g και 54,5-96,1 mg/g φυτικού υλικού 
αντίστοιχα. 

Αναφορικά με τα φλαβονοειδή εντοπίστηκαν μόνο από την ομάδα των 
φλαβονολών, όπως και στην μελέτη των Carmona et al., (2007). Συγκεκριμένα ένας 
τριγλυκοζίτης και δύο διγλυκοζίτες της καεμφερόλης με ποσότητες 0,98 mg/g, 1,17 
mg/g και 8,59 mg/g φυτικού υλικού αντίστοιχα, ποσότητες που κυμαίνονται στα ίδια 
περίπου επίπεδα σε σχέση με την κύρια βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014) εκτός 
του διγλυκοζίτη με χρόνο έκλουσης 27,2 min που είναι σχεδόν διπλάσιος σε ποσότητα 
(4,66 mg/g φυτικού υλικού). Οι Carmona et al., (2007) εξέτασαν δείγματα κρόκου από 
τέσσερις διαφορετικές χώρες (Ελλάδα, Ισπανία, Ιράν και Μαρόκο) και αναφέρουν ότι ο 
κρόκος με ισπανική προέλευση περιέχει 2,58 mg/g καεμφερόλη εστεροποιημένη με 
σοφορόζη στην 3 θέση και με γλυκοζίτη στην 7 θέση, ενώ ο κρόκος από την Ελλάδα δεν 
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διέφερε πολύ με 2,24 mg/g φυτικού υλικού. Οι υπόλοιποι γλυκοζίτες απαντώνται σε 
εύρος 0,59-3,12 mg/g φυτικού υλικού στα διάφορα δείγματα (Carmona et al., 2007). 
 
Πίνακας 3.5 Ποσοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του 
μεθανολικού (MeOH) εκχυλίσματος του μελισσόχορτου βάσει των δεδομένων 
LC-DAD 

Χρόνος 
έκλουσης (tR) 

(min) 

Όνομα ουσίας μg/mg 
εκχυλίσματος* 

μg/g φυτικού 
υλικού 

20.5 καφεϊκό οξύ  1,47±0,46 230,3±100,2 
28.1 ισομερές σαλβιανολικού 

οξέος Ι 
6,41±0,88 
 

978,8±7,9 

30.2 ισομερές ροσμαρινικού 
οξέος  

48,10±21,22 9306,0±1832,7 

31.1 ροσμαρινικό οξύ 192,68±20,41 38965,6±5898,9 
33.8 ισομερές λιθοσπερμικού 

οξέος 
1,56±0,40 243,9±92,2 

34.1 ισομερές σαλβιανολικού 
οξέος Ι  

2,80±0,64 438,2±153,6 

34.5 γλυκουρονίδιο λουτεολινης  13,03±3,18 2037,5±747,4 
36.7 ισομερές σαλβιανολικού 

οξέος Β 
4,03±0,40 624,6±141,2 

37.8 παράγωγο 
υδροξυκινναμικού οξέος  
 

11,90±0,18 1831,1±207,8 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος δύο επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
 

Στο μεθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου (Πίνακας 3.5) επικρατεί το 
ροσμαρινικό οξύ με 192,68 μg/mg εκχυλίσματος, τιμή κοντινή σε σχέση με την 
ποσότητα του ροσμαρινικού οξέος που καταγράφηκε στην κύρια βιβλιογραφική πηγή 
(Αναστασάκη, 2014) με 122,56 μg/mg εκχυλίσματος. Σε αιθανολικό εκχύλισμα 
μελισσόχορτου το ροσμαρινικό οξύ υπολογίσθηκε στα 90,53 μg/mg εκχυλίσματος 
(Miron et al., 2013 ) και σε υδροαιθανολικό 96,45 μg/mg εκχυλίσματος (Dastmalchi et 
al., 2008). Σε άλλη πρόσφατη μελέτη αιθανολικού εκχυλίσματος μελισσόχορτου 
καταγράφηκαν οι ακόλουθες τιμές για το ροσμαρινικό οξύ:87,33 mg/g φυτικού υλικού 
και 78,40 mg/g φυτικού υλικού (Lin et al., 2012) με την πρώτη τιμή να αναφέρεται 
στην περίπτωση λυοφιλίωσης του φυτικού υλικού και στη δεύτερη τιμή να αναφέρεται 
στη περίπτωση ξήρανσής του με θερμό αέρα. Αυτό που παρατηρήθηκε ήταν ότι το 
εκχύλισμα που προήλθε από φυτικό υλικό που ξηράνθηκε με θερμό αέρα είχε 
χαμηλότερη περιεκτικότητα σε ροσμαρινικό οξύ αλλά και στα υπόλοιπα φαινολικά 
συστατικά σε σχέση με αυτό που ξηράνθηκε με λυοφιλίωση (Lin et al., 2012). Όπως 
είχαν αρχικά επισημάνει και οι Okuda et al., (1989) το ροσμαρινικό οξύ υποβαθμίζεται 
όταν η ξήρανση του φυτικού υλικού γίνεται με θερμό αέρα (60-80 oC).  
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Σε άλλη μελέτη όμως απεδείχθη ότι τα αποξηραμένα φυτικά υλικά περιέχουν 
μεγαλύτερα ποσοστά σε φαινολικά συστατικά σε σύγκριση με τα νωπά φυτικά υλικά 
(Suvarnakuta et al., 2011) και αυτό παρατηρήθηκε και στη μελέτη των Barros et al., 
(2013) πιθανώς λόγω του υψηλότερου στρες που υφίσταται το φυτικό υλικό. Οι 
Kamdem et al., (2013) κατέγραψαν αναφορικά με το ροσμαρινικό οξύ 14,37 μg/mg 
εκχυλίσματος σε αιθανολικό εκχύλισμα και 62,09 μg/mg εκχυλίσματος αναφορικά με το 
καφεϊκό οξύ. Στη μελέτη των Arceusz et al., (2013) εξετάσθηκαν τα εκχυλίσματα 
(MeOH-H2O, 80:20 v/v) από 19 δείγματα μελισσόχορτου και παρατηρήθηκε μεγάλη 
διακύμανση στις τιμές του ροσμαρινικού και του καφεϊκού οξέος: 158–48608 μg/g 
φυτικού υλικού για το ροσμαρινικό οξύ και 47–705 μg/g φυτικού υλικού για το 
καφεϊκό.  
 
Πίνακας 3.6 Ποσοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του 
μεθανολικού (MeOH) εκχυλίσματος του χαμομηλιού βάσει των δεδομένων LC-
DAD 

Χρόνος 
έκλουσης 
(tR) (min) 

Όνομα ουσίας μg/mg 
εκχυλίσματος* 

μg/g φυτικού 
υλικού 

16.3 Χλωρογενικό οξύ 5,67±0,10 1356,4±48,1 
17.7 ισομερές χλωρογενικού 1,16±0,07 

 
277,1±11,4 

20.8 φερουλικός γλυκοζυλεστέρας 12,12±3,34 2890,5±746,2 
24.1 γλυκοζίτης 

μεθυλοφλαβονόλης  
11,53±0,09 2756,1±28,4 

27.3 γλυκοζίτης του φερουλικού  40,03±4,46 9557,4±896,6 

28.5 γλυκοζίτης φλαβονόλης  22,74±3,92 5427,5±840,5 

30.4 διεστέρας καφεικού-κινικού 
οξέος  

8,39±0,39 2006,3±127,9 

31.0 γλυκουρονικό παράγωγο της 
απιγενίνης  

0,84±0,15 200,1±31,4 

31.7 7-Ο-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης  

17,78±5,86 4237,8±1325,8 

33.0 γλυκοζίτης φλαβόνης  5,40±0,60 1288,5±121,0 
34.4 ακετυλογλυκοζίτης της 

απιγενίνης  
7,08±2,23 1686,7±502,0 

35.0 ακετυλογλυκοζίτης της 
απιγενίνης  

7,10±1,06 1695,5±224,3 

37.4 διακετυλιωμένο παράγωγο 
της απιγενίνης  

10,84±1,67 2588,0±353,9 

41.4 απιγενίνη 0,43±0,14 103,6±31,5 
 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος δύο επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
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Όπως ήδη αναφέραμε στο μεθανολικό εκχύλισμα του χαμομηλιού είναι 
σημαντική η παρουσία του γλυκοζίτη του φερουλικού οξέος με 9557,4 μg/g φυτικού 
υλικού και ακολουθούν ο γλυκοζίτης φλαβονόλης με 5427,5 μg/g φυτικού υλικού όπως 
και ο 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης με 4237,8 μg/g φυτικού υλικού (Πίνακας 3.6). 
Στην κύρια βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014) δεν υπάρχει υπεροχή κάποιου 
συστατικού αλλά ο γλυκοζίτης του φερουλικού οξέος και ο 7-Ο-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης κυμαίνονται στα ίδια περίπου επίπεδα (6064,0 και 5739,9 μg/g φ.υ.) με το 
φερουλικό οξύ (3953,5 μg/g φ.υ.) και τον γλυκοζίτη φλαβανόλης (3268,7 μg/g φ.υ.) να 
ακολουθούν. Στη μελέτη των Guimaraes et al., (2013) κυριαρχεί εξίσου ο γλυκοζίτης του 
φερουλικού οξέος ενώ αναφορικά με τα φλαβονοειδή κυριαρχούν οι φλαβόνες. Οι 
Srivastava et al., (2010) αναγνώρισαν ως κύριο συστατικό τον 7-Ο-γλυκοζίτη της 
απιγενίνης τόσο στο μεθανολικό όσο και στο υδατικό εκχύλισμα αν και στο μεθανολικό 
εκχύλισμα παρατηρήθηκε απώλεια γλυκοζιτικού περιεχομένου. Οι Lin et al., (2012) 
ανίχνευσαν ως τα κύρια φαινολικά συστατικά σε υδρομεθανολικό εκχύλισμα 
χαμομηλιού τους γλυκοζίτες των φλαβονών. Πρέπει να σημειωθεί ότι οι τυχόν 
ποσοτικές διαφορές των φαινολικών συστατικών μπορεί να οφείλονται σε πολλούς 
παράγοντες συμπεριλαμβανομένων των κλιματικών συνθηκών, των εποχιακών 
αλλαγών, της γεωφυσικής κατάστασης της περιοχής στην οποία αναπτύσσεται το φυτό 
όπως και του χρόνου συγκομιδής (Srivastava et al., 2010). 

Στη μελέτη των Avula et al., (2014) μελετήθηκαν μεθανολικά εκχυλίσματα από 28 
δείγματα χαμομηλιού και είναι αξιοσημείωτη η διακύμανση της ποσότητας του 7-Ο-
γλυκοζίτη της απιγενίνης και της απιγενίνης μεταξύ των δειγμάτων , από 20-3510 μg/g 
και 120-1300 μg/g φυτικού υλικού αντίστοιχα. Σε άλλη πρόσφατη μελέτη (Haghi et al., 
2014), παρουσιάστηκαν τα εξής ποσοτικά αποτελέσματα για μεθανολικό εκχύλισμα 
χαμομηλιού: για τον 7-Ο-γλυκοζίτη απιγενίνης 2100μg/g και για την απιγενίνη 
1300μg/g φυτικού υλικού. Οι Novacova et al., (2010) παραθέτουν την ποσοτική 
ανάλυση των φαινολικών συστατικών σε μmol/L κάτι που καθιστά δύσκολη τη 
σύγκριση με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης αν και όπως προαναφέραμε είναι 
σαφής η κυριαρχία του χλωρογενικού οξέος και του 7-Ο-γλυκοζίτη απιγενίνης στα 
μεθανολικά εκχυλίσματα. 
 

3.2 Παραλαβή εκχυλίσματος- Αποδόσεις  
 

Στα φυτά έγιναν διαδοχικές εκχυλίσεις με διαλύτες αυξανόμενης πολικότητας. 
Αρχικά με πετρελαϊκό αιθέρα ο οποίος παραλαμβάνει τα πτητικά λιγότερα πολικά 
συστατικά, στη συνέχεια με εξάνιο το οποίο εκχυλίζει τα υπολείμματα των πτητικών 
συστατικών, ακολουθεί εκχύλιση με διαιθυλαιθέρα για την παραλαβή των άγλυκων 
φλαβονοειδών και των μεσαίας πολικότητας συστατικών και τέλος με μεθανόλη, η 
οποία εκχυλίζει τα περισσότερο πολικά συστατικά, τους γλυκοζίτες φλαβονοειδών. Η 
διαδικασία των εκχυλίσεων πραγματοποιήθηκε εις διπλούν. 

Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.7) παρουσιάζονται οι αποδόσεις των 
φυτικών εκχυλισμάτων, δηλαδή, το καθαρό βάρος του εκχυλίσματος (g/5 g) για τον 
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διαλύτη, το οποίο προέκυψε από το αρχικό δείγμα των 5 g και γίνεται έκφραση αυτών 
και σε g/kg. 
 
Πίνακας 3.7 Αποδόσεις εκχυλισμάτων εκφρασμένες σε 5 g και 1 kg φυτικού 
υλικού 

Φυτό Απόδοση (g/5g)* Απόδοση (g/kg) 
Κρόκος 2,95±0,05 589,00±9,90 
Μελισσόχορτο 0,86±0,16 171,00±32,60 
Χαμομήλι 1,21±0,04 242,67±7,02 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος δύο επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
 

Μεγαλύτερη απόδοση έχει το εκχύλισμα του κρόκου με 589,00 g/kg, ακολουθεί το 
χαμομήλι με 242,67 g/kg και το μελισσόχορτο με τη μικρότερη απόδοση 171,00 g/kg 
φυτικού υλικού.  

Το μεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου παρουσιάζει λίγο μεγαλύτερη απόδοση σε 
σχέση με αυτό της κύριας βιβλιογραφικής πηγής (Αναστασάκη, 2014), όπου 
υπολογίσθηκε στα 519 g/kg φυτικού υλικού. Η υπεροχή της απόδοσης του κρόκου σε 
σχέση με τα άλλα φυτά είναι φυσιολογική καθώς ο κρόκος αποτελείται από δύο 
κύριους δευτερογενείς μεταβολίτες, τις κροκίνες και την πικροκροκίνη. Οι κροκίνες 
έχουν περιεκτικότητα 18-37% (Sánchez et al., 2008; Lage et al., 2009, Anastasaki et al., 
2010) και η πικροκροκίνη έχει περιεκτικότητα 15-28,8% (Lage et al., 2009, Del Campo 
et al., 2010) του ξηρού βάρους του φυτού. 

Όσον αφορά το μελισσόχορτο, η απόδοση του μεθανολικού εκχυλίσματος 
κινήθηκε στα ίδια επίπεδα με της κύριας βιβλιογραφικής πηγής (Αναστασάκη, 2014), 
στην οποία μετρήθηκε 179 g/kg φυτικού υλικού. Οι Dastmalchi et al., (2008) εκτίμησαν 
την απόδοση υδροαιθανολικού εκχυλίσματος χρησιμοποιώντας τη μέθοδο εκχύλισης 
υγρού- στερεού υπό πίεση, στα 309 g/kg φυτικού υλικού, οι Guginski et al., (2009) την 
απόδοση αιθανολικού στα 130 g/kg φυτικού υλικού και οι Stefanović et al., (2012) την 
απόδοση αιθανολικού στα 100g/kg φυτικού υλικού. 

Σχετικά με το εκχύλισμα του χαμομηλιού, τα αποτελέσματα είναι παρόμοια με της 
κύριας βιβλιογραφικής πηγής (Αναστασάκη, 2014) όπου ανήλθαν σε 246,0 g/kg 
φυτικού υλικού. Οι Roby et al., (2013) σύγκριναν τις αποδόσεις χαμομηλιού από 
εκχυλίσεις με διάφορους διαλύτες και τη μεγαλύτερη απόδοση εμφάνισε το μεθανολικό 
εκχύλισμα με 196 g/kg φυτικού υλικού, τιμή πολύ κοντά σε αυτήν που προέκυψε από 
την παρούσα μελέτη. Στην έρευνα των Guimaraes et al., (2013) το εκχύλισμα μεθανόλης 
του χαμομηλιού παρουσίασε απόδοση 160,9 g/kg φυτικού υλικού ενώ το υδατικό 
εκχύλισμα λίγο υψηλότερη 193,7 g/kg φυτικού υλικού. Στη μελέτη των Haghi et al., 
(2014) το μεθανολικό εκχύλισμα χαμομηλιού είχε τιμή 152 g/kg φυτικού υλικού και το 
υδροαιθανολικό 217 g/kg φυτικού υλικού. Στην πρόσφατη έρευνα των Formisano et al., 
(2014), εξετάσθηκαν 13 δείγματα χαμομηλιού από διαφορετικές περιοχές της Ιταλίας. 
Η απόδοση των μεθανολικών εκχυλισμάτων χαμομηλιού διακυμάνθηκε από 74-245 
g/kg φυτικού υλικού και επηρεάστηκε από ένα σύμπλεγμα παραγόντων όπως η 
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γονιμότητα του εδάφους, η άρδευση και το υψόμετρο. Υψηλότερες αποδόσεις υπήρξαν 
στην περίπτωση των περιοχών που συνδύαζαν υψηλό υψόμετρο με γόνιμο έδαφος 
(Formisano et al., 2014) ενώ σε χαμηλότερα υψόμετρα με εντατικά εφαρμοζόμενη 
άρδευση υπήρξαν χαμηλότερες αποδόσεις λόγω του στρες που υφίσταντο τα φυτά. 
Στην πρόσφατη μελέτη των Cvetanovic et al., (2014), μελετήθηκαν εκχυλίσματα 
χαμομηλιού που προέκυψαν με διαφορετικές τεχνικές εκχύλισης. Το αιθανολικό 
εκχύλισμα που προήλθε από εκχύλιση ανθέων χαμομηλιού, υποβοηθούμενη από 
υπερήχους είχε απόδοση 110 g/kg φυτικού υλικού. 
 

3.3 Προσδιορισμός ολικού φαινολικού περιεχομένου 
 

Σε αυτή την ενότητα παραθέτονται τα αποτελέσματα από τη μελέτη της 
περιεκτικότητας σε ολικά φαινολικά συστατικά των μεθανολικών εκχυλισμάτων των 
φυτών. Τα αποτελέσματα είναι εκφρασμένα σε mg καφεϊκού οξέος/g εκχυλίσματος και 
σε mg καφεϊκού οξέος/g φυτικού υλικού (Πίνακας 3.8). 

Πίνακας 3.8 Περιεκτικότητα σε ολικά φαινολικά συστατικά των μεθανολικών 
εκχυλισμάτων των τριών φυτών 

Φυτό mg καφεϊκού οξέος/g 
εκχυλίσματος * 

mg καφεϊκού οξέος/g 
φ.υ. 

Κρόκος 40,2±1,9 23,66±1,10 
Μελισσόχορτο 418,2 ±4,5 59,00±0,63 
Χαμομήλι 125,5±13,5 37,74±4,52 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος τριών επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
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Γράφημα 3.1 Ολικό φαινολικό περιεχόμενο – Total Phenolic Content 

Όπως φαίνεται και από το Γράφημα 3.1 υψηλότερο ολικό φαινολικό 
περιεχόμενο διαθέτει το μελισσόχορτο με 59,00 mg καφεϊκού οξέος/g, ακολουθεί το 
χαμομήλι με 37,74 mg καφεϊκού οξέος/ g και τέλος ο κρόκος με 23,66 mg καφεϊκού 
οξέος /g φυτικού υλικού. Η ίδια κατάταξη ισχύει όταν οι συγκεντρώσεις των 
φαινολικών συστατικών αναλογούν στο ξηρό βάρος του φυτικού υλικού. Στην κύρια 
βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014) τα φυτά κατατάσσονται ανάλογα με το 
φαινολικό τους περιεχόμενο παρομοίως, αν και η έκφραση των αποτελεσμάτων είναι 
σε γαλλικό οξύ: πρώτο το μελισσόχορτο με 64,29 mg γαλλικού οξέος/g, δεύτερο το 
χαμομήλι με 49,94 mg γαλλικού οξέος/g και τελευταίος ο κρόκος με 26,29 mg γαλλικού 
οξέος/g φυτικού υλικού.  

Το γεγονός ότι ο κρόκος έχει το μικρότερο ολικό φαινολικό περιεχόμενο είναι 
αναμενόμενο. Όπως προαναφέραμε δεν περιέχει μεγάλο ποσοστό φαινολικών 
συστατικών αλλά τα κύρια συστατικά του είναι οι κροκίνες. Στη μελέτη των Karimi et 
al., (2010), στο μεθανολικό εκχύλισμα κρόκου από το Ιράν, το ολικό φαινολικό 
περιεχόμενο υπολογίσθηκε στα 6,5 mg γαλλικού οξέος/g φυτικού υλικού ενώ οι 
Gismondi et al., (2012) προσδιόρισαν το ολικό φαινολικό περιεχόμενο σε μεθανολικό 
εκχύλισμα κρόκου από την Ιταλία στα 53,52 mg καφεϊκού οξέος/g φυτικού υλικού. 

Σχετικά με το μελισσόχορτο, οι Kırca et al., (2008) προσδιόρισαν σε μεθανολικό 
εκχύλισμα ολικό φαινολικό περιεχόμενο για τα άνθη και τα φύλλα, 52,5 mg γαλλικού 
οξέος/g και 69,2 mg γαλλικού οξέος/g φυτικού υλικού αντίστοιχα. Οι Spiridon et al., 
(2011) βρήκαν πολύ μικρότερη τιμή φαινολικού περιεχομένου σε μεθανολικό 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, 60 mg γαλλικού οξέος/g εκχυλίσματος. Οι Miron et al., 
(2013) υπολόγισαν την περιεκτικότητα αιθανολικού εκχυλίσματος μελισσόχορτου 
(εκχύλιση υπό πίεση)στα 167,19 mg γαλλικού οξέος/g εκχυλίσματος, οι Kamdem et al., 
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(2013) στα 342,21 mg γαλλικού οξέος/g εκχυλίσματος και ο Taqi (2014) στα 56,5 mg 
γαλλικού οξέος/g φυτικού υλικού. 

Στην έρευνα των Dastmalchi et al., (2008) σε υδροαιθανολικό εκχύλισμα 
μελισσόχορτου το ολικό φαινολικό περιεχόμενο προσδιορίστηκε στα 268,9 mg 
γαλλικού οξέος/g εκχυλίσματος. Οι Lin et al., (2012) μελέτησαν αιθανολικά 
εκχυλίσματα μελισσόχορτου των οποίων η ξήρανση έγινε με λυοφιλίωση και με θερμό 
αέρα. Οι τιμές των ολικών φαινολικών συστατικών βρέθηκαν στα 175,15 και 164,13 mg 
γαλλικού οξέος/g εκχυλίσματος αντίστοιχα. Τέλος, οι Stefanović et al., (2012) σε 
αιθανολικό εκχύλισμα μελισσόχορτου μέτρησαν 85,65 mg γαλλικού οξέος/g 
εκχυλίσματος ολικό φαινολικό περιεχόμενο. 

Αναφορικά με το χαμομήλι, οι Barros et al., (2010) σε μεθανολικό εκχύλισμα, 
υπολόγισαν ολικό φαινολικό περιεχόμενο στα 139,62 mg γαλλικού οξέος/g 
εκχυλίσματος. Αντίστοιχα, οι Roby et al., (2013) μελέτησαν εκχυλίσματα χαμομηλιού 
προερχόμενα από εκχύλιση με διάφορους διαλύτες (μεθανόλη, αιθανόλη, διαιθυλαιθέρα 
και εξάνιο) και παρατήρησαν ότι η μεθανόλη εκχυλίζει μεγαλύτερο ποσοστό 
φαινολικών συστατικών. Στο ίδιο συμπέρασμα κατέληξε και η κύρια βιβλιογραφική 
πηγή (Αναστασάκη, 2014) συγκρίνοντας το ολικό φαινολικό περιεχόμενο 
εκχυλισμάτων μεθανόλης, διαιθυλαιθέρα και πετρελαϊκού αιθέρα και το απέδωσε στη 
διαλυτότητα των συστατικών αυτών στο συγκεκριμένο διαλύτη. Οι Roby et al., (2013) 
υπολόγισαν πολύ μικρό ολικό φαινολικό περιεχόμενο για το μεθανολικό εκχύλισμα 
χαμομηλιού, μόλις 3,7 mg γαλλικού οξέος/g φυτικού υλικού, ενώ σε παρόμοια επίπεδα 
κινήθηκε και η μελέτη των Miliauskas et al., (2004) με το μεθανολικό εκχύλισμα 
χαμομηλιού να παρουσιάζει ολικό φαινολικό περιεχόμενο μόλις 7,5 mg γαλλικού οξέος/ 
g φυτικού υλικού. Οι Formisano et al., (2014), εξέτασαν 13 μεθανολικά εκχυλίσματα 
χαμομηλιού τα οποία συλλέχθησαν από διαφορετικές περιοχές της Ιταλίας και τα 
αποτελέσματά τους για την περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά έχουν μεγάλο 
εύρος, από 4,0-26,89 mg γαλλικού οξέος/g φυτικού υλικού. Αυτό το εύρος συμφωνεί 
και με τα αποτελέσματα των μελετών που προαναφέρθηκαν υποδεικνύοντας ότι η 
περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, 
συμπεριλαμβανομένων των περιβαλλοντικών που διερευνούν στην έρευνά τους οι 
Formisano et al., (2014). Τέλος, οι Cvetanovic et al., (2014), υπολόγισαν το ολικό 
φαινολικό περιεχόμενο αιθανολικού εκχυλίσματος χαμομηλιού στα 123,40 mg 
χλωρογενικού οξέος/ g εκχυλίσματος και οι Alibabaei et al., (2014) στα 78,4 mg 
γαλλικού οξέος/ g εκχυλίσματος. 

Θα πρέπει να αναφέρουμε ότι η βέλτιστη εκχύλιση των συστατικών δεν 
εξαρτάται μόνο από τον τύπο του διαλύτη που χρησιμοποιείται αλλά και από τη 
διαδικασία της εκχύλισης. Η διάρκεια της εκχύλισης, η θερμοκρασία, και η πίεση που 
εφαρμόζεται διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο (Das, 2014). Επίσης, η διαλυτότητα 
των φαινολικών ενώσεων στους διάφορους διαλύτες εξαρτάται σαφώς από την 
πολικότητα του διαλύτη, τον βαθμό πολυμερισμού των φαινολικών συστατικών καθώς 
και από την αλληλεπίδρασή τους με άλλα συστατικά των φυτών και τον σχηματισμό 
αδιάλυτων συμπλοκών. Ως εκ τούτου, δεν υπάρχει κάποια συγκεκριμένη διαδικασία 
που να είναι κατάλληλη για την εκχύλιση όλων των φαινολικών ή συγκεκριμένης 
κατηγορίας φαινολικών ουσιών στα φυτικά υλικά (Dai et al., 2010). 
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3.4 Προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής ικανότητας  
 

Στη συγκεκριμένη ενότητα παρουσιάζεται η αντιοξειδωτική ικανότητα των 
μεθανολικών εκχυλισμάτων των φυτών δηλαδή η ικανότητα να δεσμεύουν την 
ελεύθερη ρίζα DPPH• και το ριζικό κατιόν ABTS•+. Η έκφραση των αποτελεσμάτων έγινε 
σε IC50 (Inhibition Concentration) για τη δοκιμή DPPH• δηλαδή η συγκέντρωση του 
εκχυλίσματος που προκαλεί δέσμευση κατά 50 % της ελεύθερης ρίζας και σε ισοδύναμα 
Trolox (TEAC)για τη δοκιμή ABTS•+ (Πίνακας 3.9). 

Πίνακας 3.9 Αντιοξειδωτική ικανότητα των μεθανολικών εκχυλισμάτων των 
τριών φυτών 

 
 

Φυτό 

DPPH• ABTS•+ 
IC50 (μg/mL) * TEAC (mmol Trolox/g 

εκχυλίσματος) * 
 

Κρόκος 859,1±0,6 0,069±0,004 

Μελισσόχορτο 9,6±0,2 2,407±0,196 

Χαμομήλι 52,7±0,5 0,544±0,033 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος δύο επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
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Γράφημα 3.2 Αντιοξειδωτική δράση μεθανολικών εκχυλισμάτων με τη μέθοδο 
DPPH• 

 

 

Γράφημα 3.3 Αντιοξειδωτική δράση μεθανολικών εκχυλισμάτων με τη μέθοδο 
ABTS•+ 
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Ισχυρότερο σε αντιοξειδωτική δράση βάσει και των δύο μεθόδων εμφανίζεται το 
εκχύλισμα του μελισσόχορτου, ακολουθεί αυτό του χαμομηλιού και τελευταίο του 
κρόκου (Γράφημα 3.2 & 3.3). 

Το μεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου παρουσίασε τις ακόλουθες τιμές: για τη 
δοκιμή DPPH•, IC50 859,1 μg/mL και για τη δοκιμή ABTS•+ τιμή TEAC στα 0,0069 mmol 
Trolox/g εκχυλίσματος. Ο προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής ικανότητας με τη μέθοδο 
DPPH•παρουσιάζει ένα μειονέκτημα στην περίπτωση του κρόκου. Οι κροκίνες 
εμφανίζουν απορρόφηση στα 440 nm και η δομή τους χαρακτηρίζεται από χρωμοφόρο 
σύστημα το οποίο δημιουργεί παρεμβολή στη μέθοδο DPPH• όπου η μέτρηση της 
απορρόφησης γίνεται στα 517 nm, οδηγώντας σε εσφαλμένο αποτέλεσμα (Kanakis et 
al., 2007). Έτσι οι Kanakis et al., (2007) εφάρμοσαν στα φάσματα UV-Vis, την 
αποσυνέλιξη των κορυφών στην περιοχή 360-700 nm. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιώντας 
έναν αλγόριθμο κατάφεραν να αντιστοιχήσουν τις κορυφές που οφείλονταν στην 
απορρόφηση των καροτενοειδών στα καροτενοειδή και τις κορυφές που οφείλονταν 
στην απορρόφηση του DPPH•, στο DPPH•. Στη συγκεκριμένη μελέτη, η κροκετίνη 
παρουσίασε IC50 17,8 μg/mL και η αντιοξειδωτική δράση αυξανόταν με την αύξηση της 
συγκέντρωσης της ένωσης, ενώ είναι χαρακτηριστικό ότι η αντιοξειδωτική ικανότητα 
της διμεθυλοκροκετίνης είχε αυξητική πορεία μέχρι τα 40 μg/mL, παρουσίασε όμως 
μείωση σε υψηλότερες συγκεντρώσεις. Η αιτία έγκειται στο γεγονός ότι τα 
καροτενοειδή σε υψηλότερες συγκεντρώσεις αντιδρούν μεταξύ τους λόγω της 
ευχέρειας που έχουν να δημιουργούν ελεύθερες ρίζες, δρουν δηλαδή ως παράγοντες 
μεταφοράς οξυγόνου κάτι που περιγράφεται ως προ-οξειδωτικό φαινόμενο (Holloway, 
et al., 1988). Έτσι, μειώνεται η δυνατότητά τους να δεσμεύουν ελεύθερες ρίζες από 
άλλες ουσίες. Η διαφορά στην αντιοξειδωτική δράση της κροκετίνης και της 
διμεθυλοκροκετίνης οφείλεται στη δομική διαφορά που έχουν, καθώς η κροκετίνη 
διαθέτει υδροξύλια στο κάθε άκρο της αλυσίδας της που δρουν ως δότες υδρογόνου. Η 
ικανότητα της ελεύθερης ρίζας DPPH• να αντιδρά με ομάδες που είναι δότες υδρογόνου 
αποτελεί τον μηχανισμό δράσης της συγκεκριμένης μεθόδου. Έτσι, η παρουσία ομάδων 
που λειτουργούν ως δότες υδρογόνου στην κροκετίνη την καθιστά αυτόματα πιο 
αποτελεσματική στο να αντιδρά με την ελεύθερη ρίζα. Οι Chen et al., (2009) 
ακολουθούν διαφορετικό τρόπο μέτρησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας αιθανολικού 
εκχυλίσματος κρόκου, εφαρμόζοντας μία παραλλαγή. Υπολόγισαν την απορρόφηση του 
εκχυλίσματος χωρίς το DPPH• την οποία αφαίρεσαν από την απορρόφηση του 
εκχυλίσματος που μέτρησαν με το DPPH•. Η έκφραση του αποτελέσματος έγινε σε 
ισοδύναμα α-τοκοφερόλης (116 mg/ g).  

Παρόλο αυτά, το αποτέλεσμα που δίδει η μέθοδος ABTS•+ για το μεθανολικό 
εκχύλισμα του κρόκου (0,069 mmol Trolox/g εκχυλίσματος που ανάγεται σε 40,65 
mmol/kg φυτικού υλικού χάριν ευκολίας συγκρίσεως) είναι κοντά στο αποτέλεσμα των 
Papandreou et al., (2006) οι οποίοι υπολόγισαν τιμή TEAC στα 25,07 mmol/kg φυτικού 
υλικού στα πρώτα 10 min σε υδρομεθανολικό εκχύλισμα κρόκου. Αυτό που έχουν δείξει 
όλες οι μελέτες προσδιορισμού της αντιοξειδωτικής ικανότητας του κρόκου είναι ότι η 
αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος αποδίδεται στη συνεργική δράση όλων των 
φυτοχημικών, με τις κροκίνες να παρουσιάζουν υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση από 
τη σαφρανάλη. Αυτό συμβαίνει γιατί οι κροκίνες μπορούν να δεσμεύουν εύκολα 
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ελεύθερες ρίζες λόγω της χημικής τους δομής (Assimopoulou et al., 2005, Papandreou et 
al., 2006). 

Σχετικά με το μεθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου, στην κύρια 
βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014), για τη δοκιμή του DPPH• το εκχύλισμα 
παρουσίασε τιμή IC50 στα 12,9 μg/mL ενώ για τη δοκιμή ABTS•+ η τιμή TEAC ήταν 1,35 
mmol/g εκχυλίσματος. Οι López et al., (2007), εξέτασαν μεθανολικά εκχυλίσματα από 
18 φυτά της οικογένειας Lamiaceae με την μέθοδο DPPH•. Για το εκχύλισμα του 
μελισσόχορτου υπολόγισαν τιμή IC50 στα 13,74 μg/mL, η οποία ήταν η χαμηλότερη από 
όλα τα υπόλοιπα εκχυλίσματα φυτών, κάτι που το καθιστά το φυτό με την ισχυρότερη 
αντιοξειδωτική δράση. Ενώ σε μελέτη εκχυλισμάτων φυτών της οικογένειας Lamiaceae 
οι Spiridon et al., (2011) προσδιόρισαν τιμή IC50 στα 38 μg/mL κατατάσσοντας το 
μελισσόχορτο στη δεύτερη θέση από άποψη αντιοξειδωτικής ικανότητας. Σε 
υδροαιθανολικό εκχύλισμα μελισσόχορτου οι Miron et al., (2013) προσδιόρισαν τιμή 
IC50 στα 8,09 μg/mL για τη δοκιμή DPPH• και τιμή TEAC στα 2,527 mmol/g για τη 
δοκιμή ABTS•+. Υπάρχει ιδιαίτερη διακύμανση τιμών για το αιθανολικό εκχύλισμα 
μελισσόχορτου στις διάφορες μελέτες. Σε αντίστοιχα εκχυλίσματα οι τιμές IC50 
κυμαίνονται από 28,2 μg/mL (Pereira et al., 2014), 48,76 μg/mL (Kamdem et al., 2013) 
μέχρι 134,16 μg/mL (Dastmalchi et al., 2008) και 202,7 μg/mL (Koksal et al., 2011). 
Αυτή η διαφορά αποδίδεται σε πολλούς παράγοντες όπως οι κλιματικές συνθήκες στην 
περιοχή καλλιέργειας, η ωριμότητα του υλικού και ο χρόνος συγκομιδής (Kamdem et al., 
2013). Στη μελέτη των Dastmalchi et al., (2008) αιθανολικό εκχύλισμα μελισσόχορτου 
εξετάσθηκε για την αντιοξειδωτική του ικανότητα και συγκρίθηκε με τη δράση άλλων 
αντιοξειδωτικών (Ασκορβικό οξύ, καφεϊκό οξύ κ.ά.). Εμφάνισε αρκετά μικρότερη 
αντιοξειδωτική ικανότητα σε σχέση με τα αντιοξειδωτικά και στη δοκιμή DPPH• και στη 
δοκιμή ABTS•+, όμως με την πάροδο του χρόνου, οι τιμές σε mmol Trolox/L αυξάνονταν 
ελαφρά, ακόμη και 40 min μετά την πρώτη μέτρηση. Οι Lin et al., (2012) προσδιόρισαν 
αρκετά διαφορετικές τιμές για αιθανολικά εκχυλίσματα, όσον αφορά το IC50, 36,15 
μg/mL και 44,88 μg/mL και TEAC 0,62 mmol/g και 0,48 mmol/g εκχυλίσματος για 
ξήρανση με λυοφιλίωση και θερμό αέρα αντίστοιχα. Συμπέραναν ότι η ξήρανση με 
λυοφιλίωση δίδει εκχύλισμα μεγαλύτερης αντιοξειδωτικής ικανότητας λόγω του 
υψηλότερου φαινολικού περιεχομένου.  

Όσον αφορά το μεθανολικό εκχύλισμα χαμομηλιού οι Barros et al., (2010) 
υπολόγισαν σε εκχύλισμα χαμομηλιού από την Πορτογαλία, τιμή IC50 στα 800 μg/mL , 
πολύ υψηλότερη από αυτή που υπολογίστηκε στην παρούσα μελέτη. Οι Pereira et al., 
(2009) σε αντίστοιχο εκχύλισμα υπολόγισαν IC50 115,9 μg/mL ενώ το αιθανολικό 
εκχύλισμα είχε λίγο πιο αυξημένη τιμή IC50 στα 258,9 μg/mL. Οι Cvetanovic et al., (2014) 
υπολόγισαν παρόμοια τιμή IC50 με αυτή της παρούσας μελέτης, για αιθανολικό 
εκχύλισμα χαμομηλιού με τη δοκιμή DPPH•, συγκεκριμένα: 60,6 μg/mL για την 
περίπτωση εκχύλισης υποβοηθούμενη από υπερήχους. Οι άλλες μέθοδοι εκχύλισης 
παρουσίασαν διαφορετική τιμή IC50, 29,5 μg/mL στην περίπτωση εκχύλισης 
υποβοηθούμενης από μικροκύματα και 30,5 μg/mL στην περίπτωση εκχύλισης με 
συσκευή Soxhlet. Οι Koleckar et al., (2008) μελέτησαν 88 αιθανολικά εκχυλίσματα 
φυτών από την οικογένεια Asteraceae μεταξύ αυτών και το χαμομήλι. Προσδιόρισαν 
ένα εύρος τιμών IC50 46-542 μg/mL ενώ το IC50 του εκχυλίσματος του χαμομηλιού 
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βρέθηκε στα 152 μg/mL, δηλαδή καλής σχετικά αντιοξειδωτικής ικανότητας σε σχέση 
με τα υπόλοιπα φυτά της οικογένειας Asteraceae. Στην πρόσφατη έρευνα των Alibabaei 
et al., (2014) σε αιθανολικό εκχύλισμα χαμομηλιού υπολόγισαν IC50 στα 49,2 μg/mL, 
τιμή πάρα πολύ κοντινή στης παρούσας μελέτης. 

Η αντιοξειδωτική δράση των αρωματικών φυτών εξαρτάται από το κάθε φυτό  
(ποικιλία, περιβαλλοντικές συνθήκες, χρόνος και μέθοδος συγκομιδής, επεξεργασία 
μετά τη συγκομιδή) αλλά και από τη συγκέντρωση της ένωσης που παρουσιάζει 
αντιοξειδωτική δράση. Για τον σωστό προσδιορισμό της αντιοξειδωτικής ικανότητας,  
είναι σημαντική η τεχνική της εκχύλισης, ο διαλύτης που χρησιμοποιείται και η μέθοδος 
προσδιορισμού της αντιοξειδωτικής ικανότητας που επιλέγεται. Είναι προφανές ότι για 
την περίπτωση του κρόκου πλεονεκτεί η μέθοδος ABTS•+ καθώς η μέθοδος DPPH• 

εμφανίζει αρκετούς περιορισμούς για τους λόγους που προαναφέραμε. 

Από τα αποτελέσματα του ολικού φαινολικού περιεχομένου και της 
αντιοξειδωτικής ικανότητας είναι φανερό ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της 
δραστικότητας των εκχυλισμάτων και της περιεκτικότητάς τους σε φαινολικές ενώσεις 
(Γράφημα 3.4 & 3.5). Στην παρούσα μελέτη, η κατάταξη βάσει αυξανόμενου 
φαινολικού περιεχομένου, κρόκος< χαμομήλι< μελισσόχορτο, αντιστοιχεί με την 
κατάταξη βάσει αυξανόμενης αντιοξειδωτικής ικανότητας κρόκος< χαμομήλι 
<μελισσόχορτο για το ABTS•+ και το DPPH• και αυτό παρατηρείται σε αρκετές μελέτες 
(Katalinic et al., 2006, Spiridon et al., 2011, Formisano et al., 2014).  

 

Γράφημα 3.4 Συσχέτιση Ολικού φαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων με 
την αντίστοιχη αντιοξειδωτική δράση τους που προσδιορίστηκε με τη μέθοδο 
DPPH• 
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Γράφημα 3.5 Συσχέτιση Ολικού φαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων με 
την αντίστοιχη αντιοξειδωτική δράση τους που προσδιορίστηκε με τη μέθοδο 
ABTS•+ 

Η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων των φυτών μπορεί να επηρεάζεται 
από συγκεκριμένα ιδιαίτερα ενεργά φαινολικά συστατικά όπως είναι το ροσμαρινικό 
οξύ του οποίου η υπεροχή στο εκχύλισμα του μελισσόχορτου είναι πρόδηλη, όμως στην 
αντιοξειδωτική δράση συμβάλλουν και μικρότερα σε περιεκτικότητα συστατικά όπως 
είναι τα φλαβονοειδή που υπάρχουν στο χαμομήλι. Ακόμη, λόγω της συνέργειας μεταξύ 
των αντιοξειδωτικών συστατικών στο εκχύλισμα, η αντιοξειδωτική δράση δεν 
εξαρτάται μόνο από την συγκέντρωση των συστατικών, αλλά και από την δομή τους 
και από την αλληλεπίδραση που αναπτύσσεται μεταξύ τους. Ωστόσο, λόγω της 
ποικιλομορφίας και της πολυπλοκότητας των μειγμάτων των φαινολικών ενώσεων 
που συναντούμε στα εκχυλίσματα, δεν είναι εύκολο να αξιολογηθεί η αντιοξειδωτική 
ικανότητα κάθε συστατικού ξεχωριστά. Κάθε φυτό περιέχει ένα διαφορετικό 
σύμπλεγμα φαινολικών ενώσεων, τόσο από ποιοτικής όσο και από ποσοτικής άποψης, 
με αποτέλεσμα να δίδει ένα διαφορετικό αποτέλεσμα. 
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3.5 Αντιμικροβιακή δράση εκχυλισμάτων αρωματικών 
φυτών έναντι παθογόνων του στόματος 

 

3.5.1 In vitro μελέτη της αντιμικροβιακής δράσης των 
εκχυλισμάτων των φυτών με τη μέθοδο διάχυσης 
υπερκειμένου σε άγαρ (Well diffusion assay-WDA)  

 

Τα υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των τριών φυτών 
μελετήθηκαν για την αντιμικροβιακή τους δράση έναντι των θετικών κατά Gram 
βακτηρίων Streptococcus mutans LMG 14558T και Streptococcus sobrinus LMG14641T  
με τη μέθοδο διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ. Η αντιμικροβιακή δράση καταγράφηκε 
ως ζώνη παρεμπόδισης συγκεκριμένης διαμέτρου γύρω από την οπή (διάμετρος οπής= 
6 mm), στην οποία είχαν τοποθετηθεί τα εκχυλίσματα Το εύρος των συγκεντρώσεων 
που μελετήθηκαν ήταν 28-280 mg/mL. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 3.10 

Πίνακας 3.10 Αντιμικροβιακή δράση των εκχυλισμάτων υδρομεθανόλης (MeOH-
H2O) και υδροαιθανόλης (EtOH-H2O) με τη μέθοδο διάχυσης στο άγαρ (WDA) 
έναντι των Streptococcus mutans  και Streptococcus sobrinus 

 
Φυτό 

 
Διαλύτης 

Streptococcus mutans Streptococcus sobrinus 
 

Ζώνη παρεμπόδισης (mm) ανά mg/mL* 

28 84 168 280 28 84 168 280 
Κρόκος MeOH-Η2Ο 

(70:30) 
11±0,1 13±0,1 15±0,2 17±0,1 13±0,1 15 17±0,1 18±0,1 

EtOH-Η2Ο 
(70:30) 

0 0 0 0 12±0,1 15 17±0,1 18±0,1 

Μελισσόχορτο MeOH-Η2Ο 
(70:30) 

7±0,1 10±0,3 12±0,2 16±0,4 9±0,2 12±0,3 14±0,3 16±0,3 

EtOH-Η2Ο 
(70:30) 

6±0,1 8±0,1 13±0,2 16±0,2 7±0,3 10±0,5 14±0,5 15±0,6 

Χαμομήλι MeOH-Η2Ο 
(70:30) 

9±0,5 11±0,7 16±0,6 15±0,8 7 10 12 16±0,3 

EtOH-Η2Ο 
(70:30) 

7±0,3 10±0,3 13±0,2 17±0,3 9±0,2 12±0,4 14±0,6 16±0,5 

* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος τριών επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση
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Για τον Streptococcus mutans, το εύρος της ζώνης παρεμπόδισης διακυμάνθηκε 
από 0-17 mm. Στα γραφήματα που ακολουθούν, με κόκκινο χρώμα παρουσιάζεται το 
εκχύλισμα του κρόκου, με πράσινο το εκχύλισμα του μελισσόχορτου και με κίτρινο το 
εκχύλισμα του χαμομηλιού. Παρατηρούμε ότι τα τρία υδρομεθανολικά εκχυλίσματα 
των τριών φυτών εμφάνισαν δράση έναντι του Streptococcus mutans με μικρές 
διαφορές μεταξύ τους (Γράφημα 3.6). Στην υψηλότερη συγκέντρωση (280 mg/mL) το 
υδρομεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου εμφάνισε ζώνη παρεμπόδισης 17 mm, του 
μελισσόχορτου 16 mm και του χαμομηλιού 15 mm. Αξιοσημείωτο είναι ότι το 
υδροαιθανολικό εκχύλισμα του κρόκου δεν εμφάνισε καθόλου παρεμπόδιση (Γράφημα 
3.7).  
 

 

Γράφημα 3.6 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδρομεθανολικών 
εκχυλισμάτων των φυτών έναντι του Streptococcus mutans. CRO: εκχύλισμα 
κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 
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Γράφημα 3.7 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδροαιθανολικών 
εκχυλισμάτων των φυτών έναντι του Streptococcus mutans. CRO: εκχύλισμα 
κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 

Για τον Streptococcus sobrinus, το εύρος της ζώνης παρεμπόδισης διακυμάνθηκε 
από 7-18 mm. Στην περίπτωση αυτή εμφάνισαν δράση και τα δύο εκχυλίσματα του 
κρόκου και παρατηρούμε στην μικρότερη συγκέντρωση (28 mg/mL), ζώνη 
παρεμπόδισης 13 mm για το υδρομεθανολικό και 12 mm για το υδροαιθανολικό 
εκχύλισμα (Γράφημα 3.8 & 3.9). Οι συγκεκριμένες ζώνες είναι ελαφρώς μεγαλύτερες 
από τις ζώνες παρεμπόδισης που προσδιορίστηκαν στα υπόλοιπα φυτά για την ίδια 
συγκέντρωση (28mg/mL), 7 mm και 9 mm για το υδρομεθανολικό και υδροαιθανολικό 
εκχύλισμα του χαμομηλιού αντίστοιχα και 9 mm και 7 mm για το υδρομεθανολικό και 
υδροαιθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου αντίστοιχα. Το υδρομεθανολικό 
εκχύλισμα του κρόκου εμφάνισε λίγο καλύτερη δράση έναντι του Streptococcus mutans 
σε όλο το εύρος των συγκεντρώσεων (28-280 mg/mL) σε σύγκριση με την αντίστοιχη 
δράση έναντι του Streptococcus sobrinus (Πίνακας 3.10). Το υδρομεθανολικό και 
υδροαιθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου είχε λίγο καλύτερα αποτελέσματα 
έναντι του Streptococcus sobrinus ειδικά στις μικρότερες συγκεντρώσεις (28, 84 
mg/mL) με μεγαλύτερες ζώνες παρεμπόδισης σε σύγκριση με τη δράση τους έναντι του 
Streptococcus mutans. Το ίδιο ισχύει και για το υδροαιθανολικό εκχύλισμα του 
χαμομηλιού (Πίνακας 3.10).  
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Tα εκχυλίσματα του κρόκου παρουσίασαν ικανοποιητική δράση έναντι και των 
δύο μικροοργανισμών κάτι που πιθανόν οφείλεται στην παρουσία των κροκινών και 
ιδιαίτερα στις κρόκινες με τις δύο γεντοβιόζες στα άκρα οι οποίες έχουν έντονα 
υδρόφιλο χαρακτήρα και παρουσιάζουν μεγάλο ποσοστό διάχυσης στο άγαρ. Επιπλέον, 
εμφανίζεται φαινόμενο συνέργειας καθώς διευκολύνεται και η δράση των φαινολικών 
συστατικών που περιέχουν τα εκχυλίσματα του κρόκου.  

 

 

Γράφημα 3.8 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδρομεθανολικών 
εκχυλισμάτων των φυτών έναντι του Streptococcus sobrinus. CRO: εκχύλισμα 
κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 
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Γράφημα 3.9 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδροαιθανολικών 
εκχυλισμάτων των φυτών έναντι του Streptococcus sobrinus. CRO: εκχύλισμα 
κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 

Συμπερασματικά πιο ανθεκτικός από τους δύο μικροοργανισμούς αποδεικνύεται 
ο Streptococcus mutans καθώς στον Streptococcus sobrinus εμφανίστηκαν μεγαλύτερες 
ζώνες παρεμπόδισης.  

Στην κύρια βιβλιογραφική πηγή (Αναστασάκη, 2014) μελετήθηκαν μεθανολικά 
εκχυλίσματα μελισσόχορτου και κρόκου με τη μέθοδο ελέγχου βακτηριοκτόνου δράσης 
(Killing assay-KA) έναντι των Streptococcus mutans LMG 14558T, Streptococcus oralis 
LMG 14532T και Streptococcus sobrinus LMG 14641T. Μετά από τέσσερις ώρες επώασης 
των κυττάρων του Streptococcus mutans με το μεθανολικό εκχύλισμα του 
μελισσόχορτου παρατηρήθηκε μια μείωση ενός λογαριθμικού κύκλου στα κύτταρα 
(cfu/mL). Το ίδιο αποτέλεσμα για το εκχύλισμα του κρόκου προέκυψε μετά από 
επώαση έξι ωρών. Η μείωση που προκάλεσαν τα εκχυλίσματα των δύο φυτών ήταν 
στατιστικά σημαντική (P<0.05) μετά τις έξι ώρες. Μετά από 24 h επώασης, 
παρατηρήθηκε μείωση στα κύτταρα του στελέχους η οποία κυμαινόταν μεταξύ 1.5 και 
2.0 λογαριθμικών κύκλων παρουσία των μεθανολικών εκχυλισμάτων του κρόκου και 
του μελισσόχορτου. Παρατηρήθηκε ότι τα κύτταρα περνούν μια φάση προσαρμογής 
μεταξύ των έξι και εννιά ωρών επώασης και τελικά σταθεροποιούνται στα 106- 107 
κύτταρα (cfu/mL), με το μεθανολικό εκχύλισμα του μελισσόχορτου να έχει καλύτερη 
δράση σε σχέση με το αντίστοιχο του κρόκου. Ο Streptococcus. sobrinus παρουσιάστηκε 
ως ο πιο ευαίσθητος μικροοργανισμός σε σύγκριση με τους άλλους δύο. Τα εκχυλίσματα 
του κρόκου και του μελισσόχορτου μετά από επώαση 24 h, προκάλεσαν μειώσεις 
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πληθυσμών της τάξης των 4.5 λογαριθμικών κύκλων. Η μείωση κατά ένα λογαριθμικό 
κύκλο επιτελέστηκε μέσα σε τέσσερις ώρες, ενώ ήταν στατιστικά σημαντική μετά τις 
τρείς ώρες. 

Γενικώς, έχουν μελετηθεί αλκοολούχα και υδατικά εκχυλίσματα των φυτών ως 
προς την ικανότητά τους να παρεμποδίζουν τη δράση των παθογόνων της στοματικής 
κοιλότητας. Οι Iauk et al., (2003), μελέτησαν τη δράση μεθανολικού εκχυλίσματος 
μελισσόχορτου και άλλων φυτών έναντι 18 στελεχών βακτηρίων που προκαλούν 
περιοδοντίτιδα. Το εκχύλισμα του μελισσόχορτου επέδειξε μία μέτρια δράση με MIC 
από 1024-8192 μg/mL, ενώ δεν επηρέασε καθόλου την ανάπτυξη των Fusobacterium 
nucleatum και Capnocytophaga gingivali με (MIC >16384 μg/mL). 

Οι Saleem et al., (2012), εξέτασαν την ευαισθησία των στρεπτόκοκκων της 
στοματικής κοιλότητας σε υδροαιθανολικά εκχυλίσματα χαμομηλιού διαφορετικών 
συγκεντρώσεων με τη μέθοδο WDA όπως και in vivo. Οι ζώνες παρεμπόδισης 
αυξάνονταν σε χιλιοστά με την αύξηση της συγκέντρωσης. Επίσης, παρατηρήθηκε 
παρεμπόδιση του σχηματισμού πλάκας και αυτό αποδόθηκε στην παρεμπόδιση της 
δράσης των γλυκοσυλτρανσφερασών. Ήταν χαρακτηριστική η μείωση της παραγωγής 
οξέων των βακτηρίων που πιθανότατα οφείλεται στην επίδραση του εκχυλίσματος σε 
ένζυμα τα οποία είναι απαραίτητα για την παραγωγή οξέων. Αυτό όμως συνέβη μόνο 
στις υψηλές συγκεντρώσεις του εκχυλίσματος, ένδειξη ότι σε χαμηλότερες 
συγκεντρώσεις τα συστατικά του εκχυλίσματος δεν είναι τόσο δραστικά (Saleem et al., 
2012). 

Ο κρόκος έχει μελετηθεί αλλά για την αντιμικροβιακή του δράση έναντι άλλων 
μικροοργανισμών. Οι Pintado et al., (2011), εξέτασαν την επιβίωση διαφόρων κλινικών 
στελεχών Salmonella enterica, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, καθώς και 
εργαστηριακών στελεχών Salmonella typhimurium και Staphylococcus aureus μετά τον 
ενοφθαλμισμό τους σε δείγματα κρόκου διαφορετικής προέλευσης. Σε όλες σχεδόν τις 
περιπτώσεις παρατηρήθηκε θανάτωση των στελεχών μετά από 16 μέρες αποθήκευσης, 
με τα εργαστηριακά στελέχη να είναι πιο ευαίσθητα. Επιπλέον, μελέτησαν σαφρανάλη 
και κροκίνη, καθώς και μείγματα αυτών και υπολόγισαν τη MIC για κάθε στέλεχος. Η 
σαφρανάλη είχε μεγαλύτερη δράση από την κροκίνη, με τις τιμές να κυμαίνονται από 2- 
8 mg/mL και 64-128 mg/mL, αντίστοιχα, ενώ δεν παρατηρήθηκαν φαινόμενα 
συνεργιστικής δράσης. Όμως, οι παραπάνω ποσότητες είναι αρκετά υψηλές, δεδομένου 
ότι στο φυτικό υλικό τα επίπεδα συγκεντρώσεων κυμαίνονται στα 773 μg/g φυτικού 
υλικού και 313 mg/ g φυτικού υλικού, για τη σαφρανάλη και το σύνολο των κροκινών 
αντίστοιχα. Συμπέραναν έτσι, ότι ευθύνονται και άλλες ενώσεις του κρόκου για τις 
αντιβακτηριακές του ιδιότητες. 

Στην έρευνα των Tsai et al., (2008), μελετήθηκαν μεθανολικά εκχυλίσματα 12 
φυτών έναντι των Streptococcus mutans , Streptococcus sanguinis και Streptococcus 
sobrinus και η αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Το φυτό Lonicera japonica κοινώς 
αγιόκλημα, ενώ είχε την μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε χλωρογενικό οξύ από τα 
υπόλοιπα φυτά, εμφάνισε μέτρια δράση έναντι του Streptococcus sanguinis και δεν 
επηρέασε την ανάπτυξη των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus. Αυτό 
είναι ένδειξη ότι δεν αρκεί η υψηλή συγκέντρωση ενός φαινολικού συστατικού στο 
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εκχύλισμα ώστε να εμφανίσει το εκχύλισμα αντιβακτηριακή δράση. Ίσως έτσι εξηγείται 
και το γεγονός ότι ενώ το εκχύλισμα του μελισσόχορτου ήταν πλούσιο σε ροσμαρινικό 
οξύ, εμφάνισε σε γενικές γραμμές μικρή δράση. 

Σε προηγούμενη έρευνα των Tsai et al., (2007), μεθανολικό εκχύλισμα του φυτού 
Rosmarinus officinalis επέδειξε ανασταλτική δράση κατά του Streptococcus  
sobrinus με τιμή MIC στα 4 mg/ml και μάλιστα εμπόδισε τη λειτουργία των 
γλυκοσυλτρανσφερασών του συγκεκριμένου μικροοργανισμού προλαμβάνοντας έτσι 
το σχηματισμό πλάκας. Άλλη μελέτη εκχυλισμάτων του φυτού Rosmarinus officinalis 
συνδέουν το φαινολικό του περιεχόμενο (καρνοσικό οξύ, ροσμαρινικό οξύ, χλωρογενικό 
οξύ) με την αντιμικροβιακή του δράση (Moreno et al., 2006). Oι Smullen et al., (2012), 
διαπίστωσαν την αντιμικροβιακή δράση εκχυλίσματος υδατικής προπανόνης 
δεντρολίβανου έναντι πλήθος παθογόνων της στοματικής κοιλότητας του γένους 
Streptococcus, όπως και την ανασταλτική δράση των γλυκοσυλτρανσφερασών του 
Streptococcus mutans.  

Οι Koo et al., (2002) επιχείρησαν να εξηγήσουν τον μηχανισμό με τον οποίο δρουν 
τα φλαβονοειδή ώστε να επιτευχθεί η παρεμπόδιση της δράσης των 
γλυκοσυλτρανσφερασών. Συγκεκριμένα αναφέρουν ότι η παρεμπόδιση αυτή εξαρτάται 
από τη μοριακή δομή των φλαβονοειδών και από τη φυσική κατάσταση του ενζύμου. Οι 
φλαβόνες και οι φλαβονόλες, οι οποίες έχουν ένα ακόρεστο διπλό δεσμό μεταξύ των 
ανθράκων στις θέσεις 2 και 3 του C δακτυλίου, επιδεικνύουν αξιοσημείωτη αναστολή 
της δραστηριότητας των γλυκοσυλτρανσφερασών. Αντίθετα, οι φλαβανόνες και οι 
διυδροξυφλαβονόλες, οι οποίες στερούνται ένα διπλό δεσμό μεταξύ αυτών των θέσεων, 
εμφάνισαν μια μέτρια ανασταλτική δράση. Στην ίδια μελέτη, διαπιστώθηκε η δράση της 
απιγενίνης έναντι των γλυκοσυλτρανσφερασών του Streptococcus mutans (Koo et al., 
2002) η οποία όπως προαναφέρθηκε απαντάται στο εκχύλισμα του χαμομηλιού. 

Σε πρόσφατη έρευνα (Lee, 2014) εξετάσθηκαν μεθανολικά εκχυλίσματα από 
διάφορα μέρη του φυτού Aster sphathulifolius Maxim. έναντι διαφόρων στρεπτόκοκκων 
της στοματικής κοιλότητας μεταξύ αυτών και οι Streptococcus mutans και Streptococcus 
sobrinus, με τη μέθοδο WDA. Οι ζώνες παρεμπόδισης που μετρήθηκαν είχαν κάποια 
διακύμανση ανάλογα το εκχύλισμα και το μέρος του φυτού από το οποίο προήλθε. Σε 
γενικές γραμμές, ο Streptococcus mutans εμφανίστηκε πιο ανθεκτικός από τον 
Streptococcus sobrinus με μικρότερες ζώνες παρεμπόδισης. 

Οι Xiao et al., (2012), συμπέραναν έπειτα από έρευνα, ότι η κερκετίνη και η 
καεμφερόλη που απομονώθηκαν από εκχυλίσματα κερήθρας (Nidus Vespae)  
προκάλεσαν μείωση της παραγωγής οξέων από τον Streptococcus mutans, αυξάνοντας 
το ενδοκυτταρικό pH . Ο Streptococcus mutans παράγει γαλακτικό και οξικό οξύ σαν 
προϊόντα μεταβολισμού τα οποία μειώνουν το pH της οδοντικής πλάκας κάτω του 5,5 
το οποίο αποτελεί το κρίσιμο pH για την απασβέστωση του σμάλτου και επομένως την 
έναρξη και ανάπτυξη της τερηδόνας (Xiao et al., 2006). Οι Pereira et al., (2006) 
μελέτησαν την δράση υδροαλκοολικών εκχυλισμάτων του ροδιού έναντι διαφόρων 
παθογόνων του στόματος με τη μέθοδο WDA και παρατήρησαν ζώνες παρεμπόδισης 11 
mm στην περίπτωση του Streptococcus mutans. 
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Πρέπει να αναφερθεί ότι η επεξεργασία που υφίσταται το φυτικό υλικό μετά 
τη συγκομιδή του διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην δυνητική αντιμικροβιακή του 
δράση. Οι Oh et al., (2013), μελέτησαν υδροαιθανολικά εκχυλίσματα διαφόρων τύπων 
τσαγιού και παρατήρησαν διαφορές στην αντιμικροβιακή τους δράση έναντι των 
Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus, παρόλο που η αντιοξειδωτική τους 
δράση ήταν παρόμοια. Το μαύρο τσάι δεν παρουσίασε ανασταλτική δράση εναντίον 
των συγκεκριμένων μικροοργανισμών και αυτό αποδόθηκε στην αλλαγή της σύνθεσης 
του τσαγιού κατά την επεξεργασία του. Ενώ το πράσινο τσάι παράγεται με αφυδάτωση 
του φυτικού υλικού, στο μαύρο τσάι ακολουθείται μία διαδικασία ζύμωσης που οδηγεί 
σε μεταβολές των σημαντικότερων ενώσεών του. Μετά τη ζύμωση σχηματίζεται η 
θειοφλαβίνη, η κύρια ένωση του μαύρου τσαγιού και οι κατεχίνες, 
συμπεριλαμβανομένου του γαλλικού επιγαλλοκατεχινυλεστέρα, εξαφανίζονται 
(Bancirova et al., 2010). Έτσι κατέληξαν ότι δεν υπάρχει πάντα συσχέτιση του 
φαινολικού περιεχομένου με την αντιμικροβιακή δράση (Oh et al., 2013). 

Οι Song et al., (2006) μελέτησαν μεθανολικό εκχύλισμα της ρίζας του φυτού 
Polygonum cuspidatum, έναντι των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus με 
τη μέθοδο ελέγχου βακτηριοκτόνου δράσης. Παρατηρήθηκε μείωση του ρυθμού 
ανάπτυξης και των δύο βακτηρίων μετά από επώαση με το μεθανολικό εκχύλισμα του 
Polygonum cuspidatum, που συνεπάγεται και μείωση του πληθυσμού τους. Η 
παρεμπόδιση προσκόλλησης των βακτηρίων από το εκχύλισμα συνδέθηκε με την 
ανασταλτική δράση έναντι των γλυκοσυλτρανσφερασών και την παρεμπόδιση 
σύνθεσης της αδιάλυτης στο νερό γλυκάνης κάτι που αποδόθηκε στις πολυφαινόλες 
που έχουν την ικανότητα να συνδέονται ισχυρά με πρωτεΐνες (Mehansho et al., 1987). 
Επίσης, είναι γνωστό ότι κάποιοι δευτερογενείς μεταβολίτες επηρεάζουν τη 
διαπερατότητα των φυσικών και συνθετικών μεμβρανών και αναστέλλουν την 
λειτουργία των ενζύμων όπως είναι οι γλυκοσυλτρανσφεράσες (Havsteen, 1983). 

Παρατηρείται μία διακύμανση στα αποτελέσματα μεταξύ των ερευνών, με 
εκχυλίσματα να παρουσιάζουν ιδιαίτερη δράση σε κάποιες μελέτες και σε άλλες όχι. 
Πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο το φυτικό εκχύλισμα (ο 
τρόπος εκχύλισης, η συγκέντρωση της κάθε ουσίας στο εκχύλισμα), το στέλεχος 
μικροοργανισμού που εξετάζεται, όπως και η μέθοδος προσδιορισμού που 
χρησιμοποιείται. 
 

3.5.2 In vitro μελέτη της ικανότητας των εκχυλισμάτων να 
αναστέλλουν τον σχηματισμό του βιοϋμενίου (biofilm) 

 

Τα εκχυλίσματα των φυτών μελετήθηκαν για την ικανότητά τους να εμποδίζουν 
τους μικροοργανισμούς να δημιουργούν βιοϋμένιο. Τα αποτελέσματα (% Παρεμπόδιση, 
% Inhibition) παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.11) και στα 
αντίστοιχα γραφήματα. 
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Πίνακας 3.11 % Παρεμπόδιση-% Inhibition του σχηματισμού του βιοϋμενίου 
των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά και 
υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών 

 

Φυτό 

% Παρεμπόδιση -%Inhibition* 

Streptococcus mutans Streptococcus sobrinus 

MeOH-Η2Ο (70:30) EtOH-Η2Ο (70:30) MeOH-Η2Ο (70:30) EtOH-Η2Ο (70:30) 

Κρόκος 90,69±4,24 80,55±13,06 60,21±7,27 59,88±21,23 

Μελισσόχορτο 89,88±4,31 89,29±5,99 82,11±4,06 82,14±5,74 

Χαμομήλι 89,82±5,34 77,97±15,64 81,68±3,11 75,75±8,22 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος τριών επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
 
 

 

Γράφημα 3.10 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus mutans από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

Σε αυτό το γράφημα (Γράφημα 3.10) παρουσιάζεται η ικανότητα παρεμπόδισης 
σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus mutans από τα υδρομεθανολικά 
εκχυλίσματα των φυτών. Παρατηρούμε ότι και τα τρία εκχυλίσματα εμφάνισαν ισχυρή 
δράση παρεμπόδισης με ελάχιστες διαφορές μεταξύ τους. Το εκχύλισμα του κρόκου 
παρουσίασε 90,69% παρεμπόδιση, το εκχύλισμα του μελισσόχορτου 89,88% 
παρεμπόδιση και του χαμομηλιού 89,82% παρεμπόδιση. 
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Γράφημα 3.11 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus mutans από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

Στο παραπάνω γράφημα (Γράφημα 3.11) εμφανίζεται η ικανότητα 
παρεμπόδισης των υδροαιθανολικών εκχυλισμάτων ως προς τον σχηματισμού του 
βιοϋμενίου του Streptococcus mutans. Όπως και στην περίπτωση των 
υδρομεθανολικών εκχυλισμάτων, έτσι και τα υδροαιθανολικά των τριών φυτών 
εμφάνισαν κοντινά ποσοστά παρεμπόδισης (89,29% το εκχύλισμα του μελισσόχορτου, 
80,55% το εκχύλισμα του κρόκου και 77,97% το εκχύλισμα του χαμομηλιού).  

Παρατηρούμε κάποιες διαφορές στη δράση των εκχυλισμάτων με τους δύο 
διαφορετικούς διαλύτες και καταλαβαίνουμε ότι σίγουρα παίζει ρόλο και το μέσο 
διάλυσης (μεθανόλη-νερό, αιθανόλη-νερό).  
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Γράφημα 3.12 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 
Στο παραπάνω γράφημα (Γράφημα 3.12) εμφανίζονται τα αποτελέσματα 

παρεμπόδισης ανάπτυξης του βιοϋμενίου του Streptococcus sobrinus από τα 
υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών. Το εκχύλισμα του κρόκου υπολείπεται 
αρκετά σε δράση έναντι των υπόλοιπων εκχυλισμάτων (60,21% παρεμπόδιση). Το 
εκχύλισμα του μελισσόχορτου και του χαμομηλιού εμφάνισαν παρόμοια δράση 
(82,11% και 81,68% αντίστοιχα). 
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Γράφημα 3.13 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus sobrinus από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 
Στο Γράφημα 3.13 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα παρεμπόδισης ανάπτυξης 

του βιοϋμενίου του Streptococcus sobrinus από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των 
φυτών. Το υδροαιθανολικό εκχύλισμα του κρόκου φάνηκε να έχει την μικρότερη δράση 
(59,88% παρεμπόδιση), χωρίς οι διαφορές από τα εκχυλίσματα των άλλων φυτών να 
είναι στατιστικά σημαντικές (82,14% για το εκχύλισμα του μελισσόχορτου και 75,75% 
για το εκχύλισμα του χαμομηλιού). 

 

3.5.3 In vitro μελέτη της ικανότητας των εκχυλισμάτων να 
αποικοδομούν το σχηματισμένο βιοϋμένιο (biofilm) 

 

Τα εκχυλίσματα των φυτών μελετήθηκαν για την ικανότητά τους να 
αποικοδομούν το βιοϋμένιο που έχουν σχηματίσει οι μικροοργανισμοί στις δύο και στις 
24 ώρες. Τα αποτελέσματα (% Αποικοδόμηση-% Destruction) για τις δύο ώρες 
παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.12) και τα αποτελέσματα για τις 
24 ώρες στο παράρτημα. 
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Πίνακας 3.12 % Αποικοδόμηση-% Destruction του σχηματισμού του βιοϋμενίου 
των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά και 
υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών 

 

 

Φυτό 

Streptococcus mutans Streptococcus sobrinus 

% Αποικοδόμηση -% Destruction* στις 2 h 

MeOH-Η2Ο (70:30) EtOH-Η2Ο (70:30) MeOH-Η2Ο (70:30) EtOH-Η2Ο (70:30) 

Κρόκος 27,76±12,59 23,33±13,13 29,25±16,95 20,69±11,80 

Μελισσόχορτο 6,56±5,19 14,62±8,13 0 0 

Χαμομήλι 5,20±2,21 8,74±7,60 0 0 

 
* Τα αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος τριών επαναλήψεων ± την τυπική απόκλιση 
 

 

Γράφημα 3.14 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus mutans από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 
Στο Γράφημα 3.14 παρατίθενται τα αποτελέσματα (% Αποικοδόμηση-

Destruction) των υδρομεθανολικών εκχυλισμάτων των φυτών στις δύο ώρες για τον 
Streptococcus mutans. Το υδρομεθανολικό εκχύλισμα που έχει την ισχυρότερη δράση 
είναι αυτό του κρόκου (27,76% αποικοδόμηση) και ακολουθούν με οριακή δράση, το 
εκχύλισμα του μελισσόχορτου (6,56% αποικοδόμηση) και του χαμομηλιού (5,20% 
αποικοδόμηση).  
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Γράφημα 3.15 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus mutans από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 
Στο γράφημα 3.15 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα (% αποικοδόμηση-

destruction) των υδροαιθανολικών εκχυλισμάτων των φυτών στις δύο ώρες για τον 
Streptococcus mutans. Όπως και στην περίπτωση των υδρομεθανολικών 
εκχυλισμάτων, από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα ξεχωρίζει σχετικά αυτό του 
κρόκου με 23,33% αποικοδόμηση. Όλα τα εκχυλίσματα παρουσίασαν δράση αλλά 
μεταξύ τους δεν έχουν στατιστικά σημαντικές (14,62% αποικοδόμηση για το εκχύλισμα 
του μελισσόχορτου και 8,74% αποικοδόμηση για το εκχύλισμα του χαμομηλιού).  

Στα παρακάτω γραφήματα (Γραφήμα 3.16 & 3.17) γίνεται η παράθεση των 
αποτελεσμάτων (% Αποικοδόμηση, % Destruction) της δράσης των υδρομεθανολικών 
και υδροαιθανολικών εκχυλισμάτων έναντι του Streptococcus sobrinus στις δύο 
ώρες.  
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Γράφημα 3.16 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 
Μόνο το υδρομεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου εμφάνισε δράση (26,18% 

αποικοδόμηση) στις δύο ώρες (Γράφημα 3.16) όπως και το αντίστοιχο 
υδροαιθανολικό (20,69% αποικοδόμηση) (Γράφημα 3.17). 
 

 

Γράφημα 3.17 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του 
Streptococcus sobrinus από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 
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Το υδρομεθανολικό εκχύλισμα του κρόκου δείχνει πραγματικά ότι ξεχωρίζει 
καθώς εμφάνισε καλύτερα αποτελέσματα από τα εκχυλίσματα των άλλων φυτών 
έναντι και των δύο μικροοργανισμών (Γράφημα 3.14 & 3.16). Όσον αφορά τη μέτρηση 
στις δύο ώρες, σε γενικές γραμμές πιο ανθεκτικός στα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα 
(Γράφημα 3.18) εμφανίζεται ο Streptococcus sobrinus καθώς τα επίπεδα του ποσοστού 
αποικοδόμησης που επιτυγχάνουν τα εκχυλίσματα είναι χαμηλότερα σε σχέση με αυτά 
του Streptococcus mutans. Όμως και οι δύο μικροοργανισμοί παρουσιάζουν σημαντική 
ευαισθησία στα εκχυλίσματα του κρόκου (Γράφημα 3.18). 

 

 

Γράφημα 3.18 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου 
των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά 
εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα 
μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 
Σχετικά με τη δράση των υδροαιθανολικών εκχυλισμάτων στις δύο ώρες 

(Γράφημα 3.19), η γενική τάση δείχνει ως πιο ευαίσθητο τον Streptococcus sobrinus 
καθώς και τα τρία εκχυλίσματα των φυτών επιτυγχάνουν ποσοστό αποικοδόμησης 
μικρότερο από τα αντίστοιχα στην περίπτωση του Streptococcus mutans.  
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Γράφημα 3.19 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου 
των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά 
εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα 
μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 
 

Από τα παραπάνω αποτελέσματα και σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα της 
προηγούμενης παραγράφου, καταλαβαίνουμε ότι η απουσία ζώνης αναστολής στη 
μέθοδο WDA δεν σημαίνει απαραίτητα ότι το εξεταζόμενο υπερκείμενο είναι ανενεργό. 
Το υδροαιθανολικό εκχύλισμα του κρόκου δεν είχε επίδραση στον Streptococcus mutans 
καθώς δεν εμφάνισε ζώνη παρεμπόδισης με τη μέθοδο WDA (Πίνακας 3.10), κάτι που 
δεν συνέβη κατά τη μελέτη αναστολής ανάπτυξης και αποικοδόμησης του βιοϋμενίου 
(Πίνακας 3.11 & 3.12) του συγκεκριμένου μικροοργανισμού. Βέβαια, η μέθοδος της 
διάχυσης προτιμάται συνήθως λόγω της απλότητάς της και του χαμηλού κόστους και 
χρησιμοποιείται σαν ένα πρώτο στάδιο ελέγχου (Klančnic et al., 2009, Tajkarimi et al., 
2010). Ωστόσο, πολλοί ερευνητές αναφέρουν ότι οι μέθοδοι διάχυσης για τον έλεγχο 
της δράσης των φλαβονοειδών και ενώσεων χαμηλής πολικότητας μπορεί να δώσουν 
αναξιόπιστες πληροφορίες, γιατί ένα ισχυρό αντιβακτηριακό συστατικό πιθανόν να 
έχει χαμηλό ποσοστό διάχυσης στο άγαρ (Burt, 2004; Cushnie et al., 2005; Moreno et al., 
2006).  

Ο κρόκος σε γενικές γραμμές διαθέτει ισχυρή αντιβακτηριακή δράση (εκτός από 
την περίπτωση μελέτης παρεμπόδισης σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
sobrinus) κάτι που έρχεται σε αντίθεση με το φαινολικό του περιεχόμενο και την 
αντιοξειδωτική του δράση, φαινόμενο που έχει παρατηρηθεί και σε άλλη έρευνα με 
διαφορετικά φυτά (Oh et al., 2013; Tsai et al., 2008).  

 
Τα ποσοστά αποικοδόμησης που επιτυγχάνουν τα εκχυλίσματα είναι μικρότερα 

από τα ποσοστά παρεμπόδισης (Πίνακας 3.11 & 3.12), κάτι που υποδεικνύει ότι είναι 
πιο δύσκολο να αντιμετωπιστεί το βιοϋμένιο των μικροοργανισμών εφόσον έχει ήδη 
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σχηματιστεί από αυτούς. Το βιοϋμένιο που σχηματίζεται στις κυψέλες, προσομοιώνει 
όσο το δυνατόν καλύτερα το περιβάλλον της στοματικής κοιλότητας. Σύμφωνα με 
μελέτες, το βιοϋμένιο είναι πιο ανθεκτικό και εμφανίζει μεγαλύτερη αντίσταση σε 
αντιβιοτικά σε σχέση με τα μεμονωμένα κύτταρα που δεν έχουν σχηματίσει βιοϋμένιο. 
Ως εκ τούτου, η μελέτη των βιοϋμενίων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να αξιολογηθεί η 
αντιβακτηριακή δράση των αντιβιοτικών με μεγαλύτερη ακρίβεια από ότι με μια μελέτη 
μεμονωμένων κυττάρων που δεν έχουν σχηματίσει βιοϋμένιο (Jung-Eun et al., 2008). Η 
δυνατότητα να αποτραπεί η βακτηριακή προσκόλληση που αποτελεί τα πρώτα στάδια 
της μολυσματικής διαδικασίας αντιπροσωπεύει μια ιδανική στρατηγική για την 
καταπολέμηση των βακτηρίων. Επιπρόσθετα, η αποτροπή της βακτηριακής 
προσκόλλησης αποτελεί μία προληπτική παρέμβαση για την πρόληψη της μόλυνσης 
(Cegelski et al., 2008). Για αυτό το λόγο μελετάται η ικανότητα των εκχυλισμάτων να 
παρεμποδίζουν την ανάπτυξη του βιοϋμενίου. 

Οι Barbieri et al., (2014) εξέτασαν μεθανολικά εκχυλίσματα (σε διάφορους 
διαλύτες) των φυτών Schinus terebinthifolius και Croton urucurana και κατά πόσον 
παρεμποδίζουν την ανάπτυξη του βιοϋμενίου του Streptococcus mutans και του Candida 
albicans. Το μεθανολικό εκχύλισμα σε υδροαλκοολικό διαλύτη του Schinus 
terebinthifolius περιόρισε την ανάπτυξη του βιοϋμενίου του Streptococcus mutans κατά 
41% ενώ το αντίστοιχο εκχύλισμα του Croton urucurana μείωσε την ανάπτυξη του 
βιοϋμενίου του Streptococcus mutans κατά 17%. Τα φυτά αυτά επιλέχθησαν γιατί 
συγκεντρώνουν ποσοστό πολυφαινολών, συγκεκριμένα το εκχύλισμα του φυτού 
Schinus terebinthifolius έχει βρεθεί ότι περιέχει απιγενίνη και γαλλικό οξύ (Barbieri et 
al., 2014). 

Στην πρόσφατη μελέτη των Taweechaisupapong et al., (2014) εξετάστηκαν 
εκχυλίσματα του φυτού Streblus asper για τη δράση τους έναντι υποουλικών 
μικροοργανισμών του στόματος. Έγινε επώαση των βιοϋμενίων με διάφορες 
συγκεντρώσεις εκχυλίσματος για δύο, τέσσερις και οχτώ μέρες και παρατηρήθηκε ότι 
με την πάροδο των ημερών τα βιοϋμένια ήταν πιο ανθεκτικά, κάτι που έχει αποδειχθεί 
και από άλλους ερευνητές (Sedlacek et al., 2007). 

Οι Yano et al., (2012) διερεύνησαν τη δράση εκχυλίσματος από τα στέμφυλα του 
Vitis coignetiae έναντι της ανάπτυξης του βιοϋμενίου του Streptococcus mutans και του 
σχηματισμού γλυκάνης από τις γλυκοσυλτρανσφεράσες. Το εκχύλισμα εμφάνισε 
περιοριστική δράση 83,3% ενώ το φαινολικό κλάσμα του εκχυλίσματος παρουσίασε 
ποσοστό παρεμπόδισης 69,5%. Αξιοσημείωτο είναι ότι το φαινολικό κλάσμα του 
εκχυλίσματος από τα στέμφυλα είχε 40-42%(w/w) φαινολικό περιεχόμενο ενώ το 
φαινολικό κλάσμα του εκχυλίσματος που λήφθηκε από το χυμό του Vitis coignetiae είχε 
φαινολικό περιεχόμενο 43,5% (w/w) το οποίο και εμφάνισε παρεμποδιστική δράση 
μόλις 4,57%. Ακόμη, το εκχύλισμα από τα στέμφυλα ανέστειλε τη δράση των 
γλυκοσυλτρανσφερασών-Β που συνδέονται με τη σύνθεση αδιάλυτων στο νερό 
γλυκανών και τη δράση των γλυκοσυλτρανσφερασών-D που συνδέονται με τη σύνθεση 
των υδατοδιαλυτών γλυκανών. Όμως η συγκέντρωση του εκχυλίσματος στην δεύτερη  
περίπτωση ήταν χαμηλότερη από αυτή που χρησιμοποιήθηκε για την αναστολή της 
δράσης των γλυκοσυλτρανσφερασών-Β. Αρχικά οι γλυκοσυλτρανσφεράσες 
εκκρίνονται από τον Streptococcus mutans και ενσωματώνονται στο υμένιο (ιδιαίτερα 
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οι γλυκοσυλτρανσφεράσες-C και –Β). Σε δεύτερη φάση, οι προσροφημένες στην 
επιφάνεια γλυκοσυλτρανσφεράσες-C και –Β συνθέτουν αδιάλυτες και διαλυτές 
γλυκάνες με εκκινητές από τις -D. Έπειτα οι γλυκάνες παρέχουν θέσεις σύνδεσης επί 
του υμενίου. Οι γλυκοσυλτρανσφεράσες-Β συνδέονται κυρίως με την κυτταρική 
βακτηριακή επιφάνεια, οι –C προσροφώνται εντός του υμενίου και οι –D εκκρίνονται 
μέσα στη στοματική κοιλότητα. Το εκχύλισμα του Vitis coignetiae φάνηκε ότι 
αναστέλλει τη δράση των –D, αυτό υποδηλώνει ότι η παραγωγή των εκκινητών για την 
παραγωγή γλυκάνης από τις –B και –C μειώνεται με συνέπεια να μειώνεται και η 
παραγωγή γλυκάνης από τις γλυκοσυλτρανσφεράσες-Β και –C. 

Στη μελέτη των Jung-Eun et al., (2008) απεδείχθη ότι εκχυλίσματα από το φυτό 
Curcuma xanthorrhiza έχουν δράση επί του βιοϋμενίου του Streptococcus mutans και 
περιορίζουν τον βακτηριακό πληθυσμό του. Η δράση του αποδόθηκε σε σεσκιτερπένια 
που αποτελούνται από μία φαινόλη και μία αλυσίδα υδρογονανθράκων και 
συγκεκριμένα στην υδροξυλομάδα που περιέχουν.  

Ο Sung-Hoon (2013) στην έρευνά του για τη δράση φυτικών εκχυλισμάτων 
έναντι βιοϋμενίων του Streptococcus mutans και άλλων μικροοργανισμών της 
στοματικής κοιλότητας αναφερόμενος στις διαφορές που παρατήρησε στην 
παρεμπόδιση που προκαλούν τα εκχυλίσματα στους διάφορους μικροοργανισμούς και 
στην ανθεκτικότητά τους εξηγεί ότι τα βιοϋμένια σχηματίζονται ως εξής: πρώτα 
προσκολλώνται στην επιφάνεια του δοντιού οι Streptococcus gordonii, Streptococcus 
oralis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis και στη συνέχεια ο Streptococcus 
mutans συνδέεται με αυτούς. Έτσι, ο αντιμικροβιακός παράγοντας θα πρέπει να 
καταπολεμά τον Streptococcus mutans που προκαλεί τερηδόνα χωρίς όμως να έχει την 
ίδια επίδραση στους άλλους μικροοργανισμούς που αποτελούν τη φυσιολογική 
χλωρίδα της στοματικής κοιλότητας.  

Διερευνήθηκε η δράση υδατικών εκχυλισμάτων των φυτών Plectranthus 
barbatus και Plectranthus ecklonii που χρησιμοποιούνται παραδοσιακά στην 
Πορτογαλία, έναντι των Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus (Figueiredo et 
al., 2010). Κύριο συστατικό αυτών των φυτών είναι το ροσμαρινικό οξύ (Fale et al., 
2009) με το οποίο έγινε σύγκριση της δράσης των εκχυλισμάτων. Προσδιορίστηκε για 
το Plectranthus barbatus τιμή MIC 3,8 mg/mL για τον Streptococcus. sobrinus και 2,9 
mg/mL για τον Streptococcus mutans, ενώ στο Plectranthus ecklonii τιμή MIC 4,7 mg/mL 
και 5 mg/mL αντίστοιχα και για το ροσμαρινικό οξύ 8,4 mg/mL και 7,3 mg/mL 
αντίστοιχα. Οι τιμές IC50, δηλαδή η συγκέντρωση του εκχυλίσματος που προκαλεί 
παρεμπόδιση της ανάπτυξης του βιοϋμενίου κατά 50% ήταν: Για τον Streptococcus. 
sobrinus 0.6, 1 και 3.1 mg/mL των εκχυλισμάτων από τα φυτά Plectranthus barbatus, 
Plectranthus ecklonii και του ροσμαρινικού οξέος αντίστοιχα και για τον Streptococcus 
mutans 1.4, 2.7 και 1.3 mg/mL αντίστοιχα. Κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η 
παρεμπόδιση που ασκούν τα εκχυλίσματα στην ανάπτυξη του βιοϋμενίου συνδέεται με 
την περιεκτικότητά τους σε ροσμαρινικό οξύ και ότι το συγκεκριμένο στέλεχος 
Streptococcus. sobrinus είναι πιο ευαίσθητο από το αντίστοιχο του Streptococcus 
mutans. Σε κάποιους μικροοργανισμούς διαπιστώθηκε ότι τα εκχυλίσματα είχαν δράση 
και σε άλλους όχι. Σημαντικό ρόλο διαδραματίζει η σύσταση του κάθε εκχυλίσματος και 
οι ποσότητες των δραστικών ενώσεων που περιέχει. Επιπλέον, δεν πρέπει να 
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αποκλείσουμε το φαινόμενο της συνεργιστικής ή της ανταγωνιστικής δράσης που 
λαμβάνει χώρα σε ένα πολύπλοκο σύστημα όπως είναι ένα φυσικό προϊόν 
(Αναστασάκη, 2014). 
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Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη των συστατικών οργανικών 
εκχυλισμάτων αρωματικών φυτών όπως και ο προσδιορισμός της αντιοξειδωτικής και 
αντιμικροβιακής τους δράσης έναντι μικροοργανισμών που αναπτύσσουν παθογένειες 
στη στοματική κοιλότητα. 

Μελετήθηκαν τα φυτά: κρόκος (Crocus sativus L.), μελισσόχορτο (Melissa 
officinalis L.) και χαμομήλι (Matricaria recutita L.). Στα μεθανολικά εκχυλίσματα των 
φυτών έγινε ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός των κυριότερων συστατικών. Το 
εκχύλισμα του κρόκου ήταν πλούσιο σε κροκίνες και είχε μικρή περιεκτικότητα σε 
φλαβονοειδή, στο εκχύλισμα του μελισσόχορτου ήταν κυρίαρχη η παρουσία του 
ροσμαρινικού οξέος και το εκχύλισμα του χαμομηλιού χαρακτηρίστηκε από την 
παρουσία παραγώγων φερουλικού οξέος και γλυκοζιδιωμένων μορφών απιγενίνης.  

 
Όσον αφορά την αντιοξειδωτική τους δράση, τα εκχυλίσματα κατατάχθηκαν με 

την εξής σειρά αυξανόμενης αντιοξειδωτικής δράσης: κρόκος< χαμομήλι< μελισσόχορτο 
και με τις δύο μεθόδους προσδιορισμού αντιοξειδωτικής ικανότητας (ABTS•+ και 
DPPH•). Την ίδια κατάταξη έλαβαν τα μεθανολικά εκχυλίσματα και για το ολικό 
φαινολικό τους περιεχόμενο το οποίο προσδιορίστηκε με τη μέθοδο Folin-Ciocalteu. Το 
μελισσόχορτο εμφανίζει την υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση λόγω της μεγάλης 
περιεκτικότητας σε ροσμαρινικό οξύ. Στην περίπτωση του κρόκου υπήρχε πρόβλημα 
στην μέτρηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας με τη μέθοδο DPPH• καθώς οι κροκίνες 
εμφανίζουν απορρόφηση στα 260, 325 και 435 nm δημιουργώντας παρεμβολή και 
αλλοίωση του αποτελέσματος δεδομένου ότι και το DPPH• μετράται στην ίδια 
φασματική περιοχή. Η μέθοδος ABTS•+ ενδείκνυται πιο πολύ για τη μέτρηση της 
αντιοξειδωτικής ικανότητας του κρόκου. Από τη σύγκριση των αποτελεσμάτων της 
αντιοξειδωτικής ικανότητας και του ολικού φαινολικού περιεχομένου είναι εμφανές ότι 
υπάρχει συσχέτιση της αντιοξειδωτικής δράσης και της περιεκτικότητας των 
εκχυλισμάτων σε φαινολικά συστατικά. 

 
Για την εκτίμηση της αντιμικροβιακής ικανότητας των εκχυλισμάτων 

χρησιμοποιήθηκαν δύο διαλύτες, μεθανόλη-Η2Ο και αιθανόλη-Η2Ο. Η αιθανόλη 
επιλέχθηκε επειδή εμφανίζει χαμηλή σχετικά τοξικότητα για τον άνθρωπο οπότε 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σε εφαρμογές στον τομέα των τροφίμων. Με τη μέθοδο 
διάχυσης υπερκειμένου σε άγαρ (Well diffusion assay-WDA) διαπιστώθηκε ότι για τον 
Streptococcus mutans τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα και των τριών φυτών 
εμφανίζουν αξιοσημείωτη αντιμικροβιακή δράση. Παράδοξο είναι ότι το 
υδροαιθανολικό εκχύλισμα του κρόκου δεν εμφάνισε καμία ζώνη παρεμπόδισης στην 
περίπτωση του Streptococcus mutans ενώ εμφάνισε ισχυρή δράση στην περίπτωση του 
Streptococcus sobrinus. Τα εκχυλίσματα (υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά) 
παρουσίασαν ικανοποιητική δράση και έναντι του Streptococcus sobrinus.  
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Στη μελέτη παρεμπόδισης σχηματισμού του βιοϋμένιου του Streptococcus mutans, 
όλα τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα παρουσίασαν υψηλά ποσοστά παρεμπόδισης με 
ελάχιστες διαφορές μεταξύ τους. Σε αυτή τη δοκιμή το υδροαιθανολικό εκχύλισμα του 
κρόκου εμφάνισε δράση έναντι του Streptococcus mutans (σε αντίθεση με τη μέθοδο 
WDA). Όσον αφορά τον Streptococcus sobrinus τα εκχυλίσματα του κρόκου 
παρουσίασαν τη μικρότερη δράση παρεμπόδισης.  

 
Αναφορικά με τη μελέτη της ικανότητας αποικοδόμησης του ήδη σχηματισμένου 

βιοϋμενίου στις δύο ώρες, για τον Streptococcus mutans, ξεχώρισε η δράση του 
υδρομεθανολικού εκχυλίσματος του κρόκου. Ο Streptococcus sobrinus αποδείχθηκε 
ιδιαίτερα ανθεκτικός στα υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά εκχυλίσματα του 
μελισσόχορτου και του χαμομηλιού τα οποία δεν παρουσίασαν ποσοστά 
αποικοδόμησης. Αντίθετα, τα υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά εκχυλίσματα του 
κρόκου αποδείχθηκαν πιο ενεργά με μεγαλύτερα και παρόμοια μεταξύ τους ποσοστά 
αποικοδόμησης. Σε γενικές γραμμές με τη μέθοδο μελέτης της ικανότητας 
παρεμπόδισης σχηματισμού του βιοϋμενίου και αποικοδόμησής του εμφανίστηκε πιο 
ανθεκτικός ο Streptococcus sobrinus. Ακόμη, τα ποσοστά αποικοδόμησης του ήδη 
σχηματισμένου βιοϋμενίου στις δύο ώρες ήταν σαφώς μικρότερα από τα ποσοστά 
παρεμπόδισης σχηματισμού του, ένδειξη ότι είναι πιο δύσκολη η καταπολέμηση του 
βιοϋμενίου αφού αυτό έχει σχηματιστεί από τους μικροοργανισμούς.  

 
Πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι κάθε φυτό διαθέτει ένα περίπλοκο μίγμα 

συστατικών τα οποία μπορεί να εμφανίζουν συνέργεια μεταξύ τους, προσδίδοντας 
αντιοξειδωτική και αντιμικροβιακή δράση. Από την άλλη και το βιοϋμένιο που 
σχηματίζουν οι μικροοργανισμοί είναι ένα περίπλοκο σύστημα το οποίο 
ανταποκρίνεται με συγκεκριμένο τρόπο στη δράση των εκχυλισμάτων και στο οποίο 
κάθε εκχύλισμα μπορεί να δρα με διαφορετικό τρόπο, ακόμα και με νέους κάθε φορά 
μηχανισμούς (Vieira et al., 2014). 

 
Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης υποδεικνύουν ότι τα εκχυλίσματα των 

μελετούμενων φυτών διαθέτουν αντιοξειδωτική και αντιμικροβιακή δράση in vitro. 
Απαιτούνται σίγουρα περαιτέρω in vitro και in vivo έρευνες ώστε να διευκρινιστεί αν τα 
συγκεκριμένα φυτά μπορούν να αποτελέσουν όπλα καταπολέμησης των 
μικροοργανισμών που προκαλούν παθήσεις στη στοματική κοιλότητα. 
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εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 



Παράρτημα 

141 

 

 

%Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
sobrinus από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών στις 24 ώρες, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού 

 

Περιεχόμενα Εικόνων 
Εικόνα 1.1 Σχηματισμός οδοντικής πλάκας. 1: Αρχική προσκόλληση των βακτηρίων 2: 
συσσωμάτωση μέσω της σύνθεσης πολυσακχαρίτη 3: μεταβολισμός των υδατανθράκων που 
οδηγεί σε παραγωγή οξέων (Palombo, 2011)................................................................................................. 28 

Εικόνα 1.2 Κρόκος (Crocus sativus L.) ................................................................................................................ 34 

Εικόνα 1.3 Μελισσόχορτο (Melissa officinalis L.) ........................................................................................... 36 

Εικόνα 1.4 Χαμομήλι (Matricaria recutita L.) .................................................................................................. 38 

Εικόνα 2.1 Εκχύλιση υποβοηθούμενη από υπερήχους ................................................................................ 42 

Εικόνα 2.2 Συμπύκνωση διαλύτη σε περιστροφικό συμπυκνωτή κενού .............................................. 43 

Εικόνα 2.3 Μεθανολικά εκχυλίσματα των τριών φυτών ............................................................................ 44 

Εικόνα 2.4 Ο αποχρωματισμός του DPPH• ...................................................................................................... 48 

Εικόνα 2.5 Ο αποχρωματισμός του ABTS•+...................................................................................................... 49 

Εικόνα 2.6 Το στερεοποιημένο θρεπτικό υλικό πριν και μετά τη διάχυση των εκχυλισμάτων- Στη 
δεύτερη εικόνα διακρίνονται οι ζώνες αναστολής ανάπτυξης των μικροοργανισμών .................... 52 

Εικόνα 2.7 Μέτρηση της απορρόφοσης στα 600 nm με το φωτόμετρο ................................................ 53 

Εικόνα 2.8 Αριστερά φαίνεται με ιώδες χρώμα η χρώση με Crystal Violet και δεξιά η επώαση του 
βιοϋμενίου με τα εκχυλίσματα ............................................................................................................................. 54 

 

 



Παράρτημα 

142 

 

Περιεχόμενα Γραφημάτων  
Γράφημα 3.1 Ολικό φαινολικό περιεχόμενο – Total Phenolic Content .................................................. 82 

Γράφημα 3.2 Αντιοξειδωτική δράση μεθανολικών εκχυλισμάτων με τη μέθοδο DPPH• ................ 85 

Γράφημα 3.3 Αντιοξειδωτική δράση μεθανολικών εκχυλισμάτων με τη μέθοδο ABTS•+ ............... 85 

Γράφημα 3.4 Συσχέτιση Ολικού φαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων με την αντίστοιχη 
αντιοξειδωτική δράση τους που προσδιορίστηκε με τη μέθοδο DPPH• ................................................ 88 

Γράφημα 3.5 Συσχέτιση Ολικού φαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων με την αντίστοιχη 
αντιοξειδωτική δράση τους που προσδιορίστηκε με τη μέθοδο ABTS•+ ............................................... 89 

Γράφημα 3.6 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδρομεθανολικών εκχυλισμάτων των 
φυτών έναντι του Streptococcus mutans. CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα 
μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού ................................................................................................. 91 

Γράφημα 3.7 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδροαιθανολικών εκχυλισμάτων των 
φυτών έναντι του Streptococcus mutans. CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα 
μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού ................................................................................................. 92 

Γράφημα 3.8 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδρομεθανολικών εκχυλισμάτων των 
φυτών έναντι του Streptococcus sobrinus. CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα 
μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού ................................................................................................. 93 

Γράφημα 3.9 Ζώνες παρεμπόδισης ανά mg/mL των υδροαιθανολικών εκχυλισμάτων των 
φυτών έναντι του Streptococcus sobrinus. CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα 
μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού ................................................................................................. 94 

Γράφημα 3.10 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
mutans από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού ........................................................................... 98 

Γράφημα 3.11 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
mutans από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού ........................................................................... 99 

Γράφημα 3.12 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
sobrinus από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού .........................................................................100 

Γράφημα 3.13 %Παρεμπόδιση- % Inhibition σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
sobrinus από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού .........................................................................101 

Γράφημα 3.14 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
mutans από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού .........................................................................102 

Γράφημα 3.15 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
mutans από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού .........................................................................103 

Γράφημα 3.16 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
sobrinus από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού .........................................................................104 

Γράφημα 3.17 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου του Streptococcus 
sobrinus από τα υδροαιθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: εκχύλισμα κρόκου, MO: 
εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού .........................................................................104 



Παράρτημα 

143 

 

Γράφημα 3.18 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου των Streptococcus 
mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού..........................105 

Γράφημα 3.19 %Αποικοδόμηση -% Destruction σχηματισμού του βιοϋμενίου των Streptococcus 
mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά εκχυλίσματα των φυτών, CRO: 
εκχύλισμα κρόκου, MO: εκχύλισμα μελισσόχορτου, CHA: εκχύλισμα χαμομηλιού..........................106 

Περιεχόμενα Πινάκων  
Πίνακας 1.1: Κυριότερες τάξεις φαινολικών ενώσεων (Crozier et al., 2009,Saxena et al.,2013)..... 7 

Πίνακας 2.1 Πρόγραμμα έκλουσης που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση των οργανικών 
εκχυλισμάτων των αρωματικών και φαρμακευτικών φυτών ................................................................. 45 

Πίνακας 2.2 Πρότυπες ενώσεις που αναλύθηκαν, καθώς και οι αντίστοιχοι χρόνοι έκλουσης (RT) 
και τα λmax UV-Vis φασμάτων ............................................................................................................................ 46 

Πίνακας 3.1 Ποιοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του μεθανολικού (MeOH) 
εκχυλίσματος του κρόκου βάσει των δεδομένων LC-DAD ......................................................................... 57 

Πίνακας 3.2 Ποιοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του μεθανολικού (MeOH) 
εκχυλίσματος του μελισσόχορτου βάση των δεδομένων LC-DAD .......................................................... 64 

Πίνακας 3.3 Ποιοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του μεθανολικού (MeOH) 
εκχυλίσματος του χαμομηλιού βάση των δεδομένων LC-DAD ................................................................. 69 

Πίνακας 3.4 Ποσοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του μεθανολικού (MeOH) 
εκχυλίσματος του κρόκου βάσει των δεδομένων LC-DAD ......................................................................... 75 

Πίνακας 3.5 Ποσοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του μεθανολικού (MeOH) 
εκχυλίσματος του μελισσόχορτου βάσει των δεδομένων LC-DAD ......................................................... 77 

Πίνακας 3.6 Ποσοτικά αποτελέσματα των φαινολικών συστατικών του μεθανολικού (MeOH) 
εκχυλίσματος του χαμομηλιού βάσει των δεδομένων LC-DAD ................................................................ 78 

Πίνακας 3.7 Αποδόσεις εκχυλισμάτων εκφρασμένες σε 5 g και 1 kg φυτικού υλικού ..................... 80 

Πίνακας 3.8 Περιεκτικότητα σε ολικά φαινολικά συστατικά των μεθανολικών εκχυλισμάτων 
των τριών φυτών...................................................................................................................................................... 81 

Πίνακας 3.9 Αντιοξειδωτική ικανότητα των μεθανολικών εκχυλισμάτων των τριών φυτών ...... 84 

Πίνακας 3.10 Αντιμικροβιακή δράση των εκχυλισμάτων υδρομεθανόλης (MeOH-H2O) και 
υδροαιθανόλης (EtOH-H2O) με τη μέθοδο διάχυσης στο άγαρ (WDA) έναντι των Streptococcus 
mutans  και Streptococcus sobrinus ..................................................................................................................... 90 

Πίνακας 3.11 % Παρεμπόδιση-% Inhibition του σχηματισμού του βιοϋμενίου των Streptococcus 
mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά εκχυλίσματα 
των φυτών .................................................................................................................................................................. 98 

Πίνακας 3.12 % Αποικοδόμηση-% Destruction του σχηματισμού του βιοϋμενίου των 
Streptococcus mutans και Streptococcus sobrinus από τα υδρομεθανολικά και υδροαιθανολικά 
εκχυλίσματα των φυτών ......................................................................................................................................102 

 
 

 



Παράρτημα 

144 

 

Πίνακας Συντμήσεων 
 

Σύντμηση Αγγλική ονομασία Ελληνική ονομασία 

ABTS 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 
acid) 

2,2΄- αζινοδι-(3-
αιθυλβενζοδιαζολινο-6-σουλφονικό 
οξύ) 

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2- διφαινυλ-πικρυλ-υδραζύλιο 

ET Electron transfer Μεταφορά ηλεκτρονίου 

FC Folin-Ciocalteu - 

HAT- Hydrogen Atom Transfer Μεταφορά Ατόμου Υδρογόνου 

IC50 Inhibition Concentration - 

LC-DAD Liquid Chromatography with 
Diode Array Detection 

Υγρή Χρωματογραφία με ανιχνευτή 
UV-Vis μεταβαλλόμενου μήκους 
κύματος 

PDA Photodiode Array (PDA) Detector Ανιχνευτής σειράς φωτοδιόδων 

PE Propanone Προπανόνη 

RNS Reactive Nitrogen Species Ελεύθερες ρίζες αζώτου 

ROS Reactive Oxygen Species Οξυγονούχες δραστικές ουσίες 

RSS Reactive Sulfur Species Ελεύθερες ρίζες θείου 

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant 
Capacity 

- 

UV-Vis Ultraviolet-Visible  Υπεριώδες-ορατό 

WDA Well-diffusion assay Διάχυση υπερκειμένου σε άγαρ 

 


