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  Μελέτη της επίδρασης προϊόντων ντοµάτας στον µη ενζυµατικό σχηµατισµό τελικών προϊόντων προηγµένης γλυκοζυλίωσης (AGEs) σε in vitro συστήµατα ΠΜΣ Τρόφιµα, ∆ιατροφή και Υγεία Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων και ∆ιατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Χηµείας και Ανάλυσης Τροφίµων   Περίληψη Η αντίδραση Maillard αποτελεί µια µη ενζυµατική αντίδραση αµαύρωσης, η οποία κατέχει ιδιαίτερα σηµαντικό ρόλο στην βιοµηχανία των τροφίµων και ως εκ τούτου έχει µελετηθεί σε µεγάλο βαθµό. Ο λόγος που την καθιστά τόσο σηµαντική είναι η επίδραση που έχει στο τρόφιµο, τόσο οργανοληπτικά όσο και στη θρεπτική του αξία, έπειτα από την επεξεργασία του. Είναι µια αντίδραση η οποία σχετίζεται άµεσα µε την θερµοκρασία, το pH, την περιεκτικότητα σε νερό και την αναλογία των βασικών της συστατικών. Τα προϊόντα Maillard σχηµατίζονται µε µηχανισµούς οι οποίοι είναι γνωστοί, ωστόσο η ικανότητά τους να συµµετέχουν σε βιολογικά µονοπάτια τα οποία σχετίζονται µε οξειδωτικό στρες και µεταβολικές ή νευροεκφυλιστικές διαταραχές, καθιστά την περεταίρω µελέτη τους επιθυµητή. Σε αυτό το πλαίσιο, στη συγκεκριµένη µελέτη αξιολογήθηκε η παρεµποδιστική ικανότητα προϊόντων ντοµάτας και µιας κατηγορίας βιοδραστικών συστατικών τους, όπως τα φαινολικά οξέα, σε ένα µοντελοποιηµένο σύστηµα τροφίµου αποτελούµενο από D-γλυκόζη και λυσίνη. Οι µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν για την παρακολούθηση των χρωστικών και φθορίζουσων ενώσεων που σχηµατίστηκαν κατά την αντίδραση ήταν φασµατοµετρία ορατού και η φθορισµοµετρία. Στα 360 nm παρατηρήθηκαν τα ενδιάµεσα προϊόντα γλυκοζυλίωσης και στα 420 nm τα µεγαλύτερου µοριακού βάρους προϊόντα, τα οποία ευθύνονται για το χαρακτηριστικό καφέ χρώµα της αντίδρασης και ονοµάζονται µελανοειδίνες. Ως πιθανοί παρεµποδιστές της αντίδρασης χρησιµοποιήθηκαν προϊόντα ντοµάτας και συγκεκριµένα ένας διπλά συµπυκνωµένος χυµός και ένας πελτές ντοµάτας, ενώ ακόµη αξιολογήθηκε η παρεµποδιστική ικανότητα και ενός πρότυπου διαλύµατος των κυριότερων φαινολικών συστατικών της ντοµάτας αποτελούµενο από  καφεϊκό, p-κουµαρικό και φερουλικό οξύ, το οποίο παρασκευάστηκε στο εργαστήριο. Τα αποτελέσµατα έδωσαν στοιχεία που φανερώνουν πιθανή παρεµποδιστική ικανότητα τόσο των προτύπων φαινολικών ενώσεων, όσο και των προϊόντων ντοµάτας. Ως εκ τούτου, η χρήση ντοµάτας κατά την επεξεργασία τροφίµων θα µπορούσε να λειτουργήσει ως µια «προστασία» για το διατροφικό προφίλ του τροφίµου σε κάποιο βαθµό. Εντούτοις, για την εξαγωγή πιο βέβαιων συµπερασµάτων αναφορικά µε τη δράση τους, θα ήταν απαραίτητη περαιτέρω µελέτη του συγκεκριµένου συστήµατος υπό µεγαλύτερο εύρος πειραµατικών συνθηκών καθώς και µεθόδων ταυτοποίησης των σχηµατιζόµενων προϊόντων.   Επιστηµονική περιοχή: Παρεµπόδιση γλυκοζυλίωσης Λέξεις κλειδιά: ντοµάτα, γλυκοζυλίωση, AGEs, παρεµπόδιση  
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8  Εισαγωγή Η ντοµάτα (Solanum lycopersicum L.) αποτελεί ένα αναπόσπαστο κοµµάτι της µεσογειακής διατροφής, το οποίο έχει διακεκριµένο ρόλο λόγω της ευελιξίας της κατά το µαγείρεµα καθώς  και των πολλών επεξεργασµένων προϊόντων που την περιέχουν όπως σάλτσες, σαλάτες και σούπες. ∆ιαθέτει υψηλή περιεκτικότητα σε βιοδραστικά συστατικά όπως βιταµίνες, ιχνοστοιχεία, φυτικές ίνες, πρωτεΐνες, απαραίτητα αµινοξέα, µονοακόρεστα λιπαρά οξέα, καροτενοειδή και πολυφαινόλες. Αυτά τα συστατικά ευθύνονται για την εύρυθµη λειτουργία πολλών διεργασιών ενός οργανισµού, όπως η µείωση της αρτηριακής πίεσης και η διατήρηση της κυκλοφορίας του αίµατος, ενώ ανάλογη θετική επίδραση ενδέχεται να έχει η παρουσία τους σε τρόφιµα βελτιώνοντας την ποιότητά τους. Η ποιότητα ενός τροφίµου είναι ένας χαρακτηρισµός ο οποίος βασίζεται τόσο σε κριτήρια που αφορούν το θρεπτικό προφίλ του, όσο και σε κριτήρια που αφορούν τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του όπως για παράδειγµα η εµφάνιση, η γεύση και η οσµή. Τα περισσότερα από αυτά επηρεάζονται σηµαντικά κατά την θερµική επεξεργασία του, κυρίως εξαιτίας της αποκαλούµενης αντίδρασης Maillard. Η αντίδραση αυτή, η οποία είναι µια µη ενζυµατική αµαύρωση, παρατηρήθηκε για πρώτη φορά το 1912 από τον Γάλλο χηµικό Louis-Camile Maillard σε προϊόντα όπως ο καβουρδισµένος καφές, το ψωµί και το ψητό κρέας. Τα χρόνια που ακολούθησαν, έλαβαν χώρα πολλές µελέτες για την ταυτοποίηση των σχηµατιζόµενων προϊόντων καθώς και των επιµέρους σταδίων που ακολουθεί ο σχηµατισµός τους. Για την πραγµατοποίηση της απαιτείται η παρουσία ενός αναγωγικού σακχάρου και µία αµινοµάδας ενός αµινοξέος, µια πρωτεΐνης ή ενός πεπτιδίου. Η αντίδραση Maillard όµως εκτός από τα επιθυµητά αποτελέσµατα που µπορεί να έχει σε ένα τρόφιµο όπως η οσµή και η γεύση, ευθύνεται και για την παραγωγή µη επιθυµητών προϊόντων γλυκοζυλίωσης ή αλλιώς τελικών προϊόντων προηγµένης γλυκοζυλίωσης (AGEs). Τα τελικά αυτά προϊόντα έχουν την τάση να συσσωρεύονται στον οργανισµό και έχουν συσχετιστεί µε οξειδωτικό στρες καθώς και µε χρόνιες παθήσεις όπως ο διαβήτης και η αθηροσκλήρωση. Πέρα από αυτό, η συσσώρευση AGEs που προέρχονται από τη διατροφή, έχει συσχετιστεί µε την αύξηση της παραγωγής των ενδογενών AGEs που σχηµατίζονται υπό φυσιολογικές συνθήκες στο ανθρώπινο σώµα. Έτσι, µε τις γνώσεις που έχουν αποκτηθεί από τις µελέτες πάνω στα βιοδραστικά συστατικά της ντοµάτας και της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας και σε συνδυασµό µε την ευρεία χρήση της στη µεσογειακή διατροφή, δηµιουργούνται ερωτήµατα και προοπτικές σχετικά µε τη προσθήκη της σε συστήµατα επεξεργασµένων τροφίµων µε στόχο την παρεµπόδιση του σχηµατισµού των συγκεκριµένων αυτών προϊόντων γλυκοζυλίωσης.   



9  Κεφάλαιο 1 1.1 Αντίδραση Maillard – Γλυκοζυλίωση  Η θερµική επεξεργασία αποτελεί µια κοινή µέθοδο που εφαρµόζεται κατά την παραγωγή τροφίµων. Λόγω των τεχνικών που χρησιµοποιούνται και των υψηλών θερµοκρασιών τους, σχηµατίζονται ουσίες οι οποίες επιφέρουν επιθυµητά αποτελέσµατα και αυξάνουν την «ποιότητα» σε αρκετά τρόφιµα, προσδίδοντας άρωµα, γεύση και χρώµα.  Η αντίδραση στην οποία οφείλεται ο σχηµατισµός των επιθυµητών αυτών προϊόντων είναι η λεγόµενη αντίδραση Maillard, ένας όρος που χρησιµοποιείται για µια σειρά µη ενζυµατικών αντιδράσεων ξεκινώντας από την αντίδραση µεταξύ της καρβονυλικής οµάδας ενός αναγωγικού σακχάρου και µιας ελεύθερης αµινοµάδας µιας πρωτεΐνης, πεπτιδίου ή αµινοξέος. Έτσι, η αντίδραση Maillard µπορεί να χαρακτηριστεί, σε κάποιο βαθµό, ως θεµέλιο για την παραγωγή εύγεστων προϊόντων στη σύγχρονη βιοµηχανία τροφίµων και συνεπώς είναι ιδιαίτερης σηµασίας για την επιστήµη τροφίµων (Nowotny et al., 2018).  1.1.1 Πορεία αντίδρασης  Γενικά, η αντίδραση Maillard µπορεί να θεωρηθεί ότι διακρίνεται σε τρία κύρια στάδια. Το πρώτο βήµα αυτής της αντίδρασης αποτελεί η µη ενζυµατική γλυκοζυλίωση, η οποία οδηγεί σε µη αντιστρεπτή χηµική τροποποίηση, αµαύρωση, δηµιουργία φθορισµού και διασύνδεση πρωτεϊνών. Οι ίδιες αντιδράσεις λαµβάνουν χώρα και στο ανθρώπινο σώµα σε χαµηλότερες όµως θερµοκρασίες και σε βραδύτερο ρυθµό κατά την φυσιολογική γήρανση. Οι µη αντιστρεπτές αυτές προσθήκες και διασυνδέσεις πρωτεϊνών είναι γνωστές ως τελικά προϊόντα προηγµένης γλυκοζυλίωσης (advanced glycation end products) ή AGEs. Αναλυτικότερα, πραγµατοποιείται οµοιοπολική προσκόλληση αναγωγικών σακχάρων, όπως γλυκόζη, φρουκτόζη ή 6-φωσφορική γλυκόζη, σε Ν-τερµατικά υπολείµµατα αµινοξέων ή αµινοµάδες πρωτεϊνών, λιπιδίων και νουκλεϊκών οξέων, παράγοντας µια βάση Schiff, µια αναστρέψιµη και ασταθή Ν-υποκατεστηµένη γλυκοσυλαµίνη (σχήµα 1.1).   Σχήµα 1.1: Αρχικό στάδιο αντίδρασης Maillard, σχηµατισµός Ν-υποκατεστηµένης γλυκοζυλαµίνης 



10  Οι βάσεις Schiff αναδιατάσσονται στη συνέχεια παράγοντας σταθερότερα προϊόντα κετοζαµίνης ή Amadori (σχήµα 1.2). Τα προϊόντα κετοζαµίνης υφίστανται µε τη σειρά τους περαιτέρω αφυδάτωση είτε για να σχηµατίσουν ρεδουκτόνες και αφυδρο-ρεδουκτόνες, είτε για να µετατραπούν σε προϊόντα υδρολυτικής σχάσης βραχείας αλυσίδας όπως διακετύλιο ή πυροσταφυλική αλδεϋδη. Αυτές οι καρβονυλικές ενώσεις µπορούν περαιτέρω να εµπλακούν στην αποικοδόµηση Strecker, προκαλώντας µια σειρά πρόσθετων ενώσεων αρώµατος. Ταυτόχρονα, τα ενδιάµεσα που σχηµατίστηκαν στην αντίδραση Maillard συµπεριλαµβανοµένων των αφυδρο-ρεδουκτόνων, των προϊόντων σχάσης και των προϊόντων αποδόµησης Strecker µπορούν επίσης να λάβουν µέρος στη συµπύκνωση αλδόλης και στη συµπύκνωση αλδεϋδης-αµίνης. Κατά αυτόν τον τρόπο σχηµατίζονται χρωστικές ενώσεις που περιέχουν άζωτο και προσδίδουν χαρακτηριστικό καφέ χρώµα στα τρόφιµα (µελανοειδίνες) καθώς και µεταλλαξιογόνες ετεροκυκλικές αζωτούχες ενώσεις (Peng et al., 2011).  Σχήµα 1.2: Αναδιάταξη Amadori  1.1.2  Σχηµατισµός AGEs  Τα περισσότερα AGEs σχηµατίζονται από ένα συνδυασµό αντιδράσεων γλυκοζυλίωσης και οξείδωσης και ορίζονται ως προϊόντα γλυκοοξείδωσης. Ένα από τα χαρακτηριστικά τους αποτελεί η ικανότητα συσσώρευσής τους, η οποία πραγµατοποιείται σταδιακά σε εξωκυτταρικές πρωτεΐνες, όπως το κολλαγόνο, ενώ επίσης ενδέχεται να σχηµατιστούν από γλυκολυτικά ενδιάµεσα σε ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες. Ιδιαίτερα σηµαντικό πρέπει να θεωρηθεί το γεγονός ότι αυξηµένοι ρυθµοί σχηµατισµού AGEs σε πρωτεΐνες ιστών κατά τη διάρκεια υπεργλυκαιµίας και οξειδωτικού στρες ή φλεγµονής εµπλέκονται στην παθοφυσιολογία της γήρανσης και του διαβήτη και άλλων χρόνιων παθήσεων (Lima and Baynes, 2013). Παρόµοια µε τη διαδικασία της αντίδρασης Maillard, οι σχηµατισµοί AGEs ξεκινούν µε την αντίδραση µεταξύ αναγωγικών σακχάρων και αµινοµάδων. Μετά τον σχηµατισµό της βάσης Schiff και την αναδιάταξη Amadori, τα προϊόντα Amadori υφίστανται αφυδάτωση και αναδιάταξη προκειµένου να σχηµατίσουν εξαιρετικά δραστικές ενώσεις δικαρβονυλίου συµπεριλαµβανοµένων των 3-δεοξυγλυκοσόνης (3-DG), γλυοξάλης (GO) και µεθυλογλυοξάλης (MGO). Οι αντιδράσεις µεταξύ αυτών των προδρόµων AGEs και άµινο, σουλφύδρυλο και γουανίδινο λειτουργικών οµάδων ενδοκυτταρικών και εξωκυτταρικών πρωτεϊνών έχουν ως 



11  αποτέλεσµα τον σχηµατισµό σταθερών και µη αναστρέψιµων AGEs, που αποτελούνται από καφέ και φθορίζουσες ενώσεις διασύνδεσης (crosslinking). Από αυτές τις ενώσεις πιο χαρακτηριστικές είναι η πεντοσιδίνη, τα µη φθορίζοντα προϊόντα διασύνδεσης όπως διµερή µεθυλογλυοξάλης-λυσίνης (MOLD), και επίσης τα µη φθορίζοντα, µη διασυνδετικά προϊόντα προσθήκης όπως η καρβοξυµέθυλo λυσίνη (CML), η οποία αποτελεί το πιο διαδεδοµένο AGE in vivo και η πυραλίνη. Η προαναφερθείσα αντίδραση µεταξύ πρόδροµων AGEs και πρωτεϊνών, κατά την οποία αλλάζουν οι δοµές και οι λειτουργικές ιδιότητές τους, ενδέχεται να προωθήσει την εµφάνιση χρόνιων νοσηµάτων καθώς επηρεάζει δυσµενώς τον κυτταρικό µεταβολισµό.  Ακόµη, ένας άλλος τρόπος σχηµατισµού AGEs µπορεί να πραγµατοποιηθεί από προϊόντα Amadori απευθείας µέσω αναδιάταξης τόσο σε οξειδωτικές όσο και σε µη οξειδωτικές συνθήκες (Peng et al., 2011).  Σχήµα 1.3: Σχηµατισµός τελικών προϊόντων προηγµένης γλυκοζυλίωσης (Khan et al., 2019)  1.1.3  Επίδραση της αντίδρασης Maillard στην ανθρώπινη υγεία Τα AGEs συσσωρεύονται ενδοκυτταρικά κυρίως λόγω της παραγωγής τους από πρόδροµες δικαρβόνυλο ενώσεις προερχόµενες από τη γλυκόζη και οι οποίες σχηµατίζονται κατά τη διάρκεια του µεταβολισµού. Αν και είναι πιθανό τα ενδοκυτταρικά AGEs να έχουν θετική επίδραση ως ερεθίσµατα για την ενεργοποίηση των ενδοκυτταρικών οδών σηµατοδότησης και την τροποποίηση της λειτουργίας των ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών, υπάρχει πληθώρα 



12  αποδείξεων ότι η συσσώρευσή τους ενδέχεται να επηρεάζει αρνητικά τη δοµή και τη λειτουργία πρωτεϊνών. Πιο συγκεκριµένα, η συσσώρευση προϊόντων γλυκοζυλίωσης πιθανώς να σχετίζεται µε διάφορες ασθένειες όπως ο διαβήτης και η διαβητική νεφροπάθεια, η µικροαγγειοπάθεια και η αθηροσκλήρωση. Ο τρόπος µε τον οποίο δρουν τα AGEs περιλαµβάνει αλληλεπιδράσεις µε υποδοχείς οι οποίοι στην προκειµένη περίπτωση ονοµάζονται RAGEs (σχήµα 1.4). Η αλληλεπίδραση αυτή των AGEs µε τους RAGEs δηµιουργεί οξειδωτικό στρες και πληθώρα άλλων ανεπιθύµητων επιδράσεων όπως αυξηµένη γονιδιακή µεταγραφή προφλεγµονωδών και προ-ινωτικών κυτοκινών και χηµειοκινών οδηγώντας σε φλεγµονώδη κατάσταση. Η κατάσταση αυτή µε τη σειρά της προάγει τον κακοήθη µετασχηµατισµό των επιθηλιακών κυττάρων, συµβάλλοντας έτσι στην ογκογένεση (Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2015).   Σχήµα 1.4: Αλληλεπίδραση µεταξύ ΑGEs και υποδοχέων RAGEs (Guedes-Martins et al., 2013)  H γλυκοζυλίωση έχει ακόµη προταθεί επανειληµµένα ότι σχετίζεται µε τη διαδικασία της γήρανσης. Συγκεκριµένα, κατά τη γήρανση έχει παρατηρηθεί συσσώρευση προϊόντων γλυκοζυλίωσης στους ιστούς των ζωντανών οργανισµών. Επιπλέον, πληθώρα δυσµενών αλλαγών που σχετίζονται µε την ηλικία όπως η µετα-µεταφραστική τροποποίηση, η συσσώρευση µοριακών αποβλήτων, η αλλοίωση των λειτουργικών πρωτεϊνών, οι λειτουργικές διαταραχές του κύκλου τρικαρβοξυλικού οξέος ή ενεργοποίηση φλεγµονωδών οδών από ενδοκυτταρικά σήµατα, οφείλονται ενδεχοµένως σε αποικοδόµηση πρωτεϊνών. Όλες αυτές οι αλλαγές αποτελούν συµπτώµατα του «στρες γλυκοζυλίωσης».  Οι ζωντανοί οργανισµοί διαθέτουν µηχανισµούς προκειµένου να αποφύγουν µια ενδεχόµενη συσσώρευση AGEs, µεταβολίζοντας τα µε ένζυµα πρωτεάσης και αποδόµησης οξειδωµένης πρωτεΐνης. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο µεταβολισµός τους από την οξειδωµένη 



13  πρωτεάση υδρολάση στο πρωτεάσωµα και στη συνέχεια η απέκκριση τους. ∆υστυχώς όµως η δράση των ενζύµων αυτών µειώνεται µε την αύξηση της ηλικίας.  Μια διαφορετική προσέγγιση περιλαµβάνει τη διατροφική πρόσληψη των AGEs, η οποία φαίνεται να σχετίζεται µε την φλεγµονώδη κατάσταση και το επίπεδο των AGEs που κυκλοφορούν στον οργανισµό. Πιο συγκεκριµένα, ο περιορισµός της πρόσληψης AGEs µπορεί να οδηγήσει σε µείωση της φλεγµονής και των χρόνιων παθήσεων που σχετίζονται µε την φλεγµονώδη κατάσταση. Επιπλέον, η µείωση της ποσότητας των AGEs που προσλαµβάνονται µέσω της διατροφής αποτρέπει σηµαντικά τη συσσώρευση τους και ελαττώνει το οξειδωτικό στρες. Στους ανθρώπους, βραχυπρόθεσµες δοκιµές έδειξαν ότι µια δίαιτα χαµηλής AGEs συµβάλει στη µείωση του οξειδωτικού φορτίου και των φλεγµονώδων δεικτών (Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2015).                  



14  Κεφάλαιο 2 2.1 Αναστολή σχηµατισµού AGEs - Αντιοξειδωτικά Όπως έχει αναφερθεί, ο σχηµατισµός των AGEs in vivo πιθανώς ευθύνεται για την παθογένεση ορισµένων χρόνιων παθήσεων, κυρίως διαβητικών επιπλοκών. Γι’ αυτόν το λόγο, η ανακάλυψη και η διερεύνηση των αναστολέων AGEs µπορεί να προσφέρει µια πιθανή θεραπευτική προσέγγιση για την πρόληψη των διαβητικών ή άλλων επιπλοκών. Μέχρι στιγµής, έχουν προταθεί ορισµένοι πιθανοί αναστολείς AGEs και αρκετοί από αυτούς έχουν φτάσει στο στάδιο των κλινικών µελετών. Οι αναστολείς AGEs µπορούν να χωριστούν σε δύο οµάδες ανάλογα µε τη προέλευσή τους: συνθετικές ενώσεις και φυσικά προϊόντα. Σε γενικές γραµµές, οι υποκείµενοι µηχανισµοί των αναστολέων AGEs λειτουργούν κυρίως: α) αποτρέποντας την προσκόλληση σακχάρου σε πρωτεΐνες, β) εξασθενώντας τη γλυκοξείδωση και το οξειδωτικό στρες µέσω της δέσµευσης ή της αποµάκρυνσης ορισµένων ενδιαµέσων συµπεριλαµβανοµένων των δραστικών δικαρβονυλίων, των ελεύθερων ριζών και των ειδών αζώτου που παράγονται στη διαδικασία της γλυκοζυλίωσης και γ) καταστρέφοντας ήδη υπάρχοντες διασταυρωµένους δεσµούς AGEs. Ακόµη, κάποιοι πρόσθετοι τρόποι αναστολής ή προστασίας από AGEs µπορεί να περιλαµβάνουν τη δηµιουργία αντισωµάτων για προϊόντα Amadori, τη χηλίωση µετάλλων µετάπτωσης, τη χρήση ενζύµων µε αντιγλυκοζυλιωτική δράση ή την παρεµπόδιση των υποδοχέων RAGEs (Peng et al., 2011).   2.2 Κατηγορίες αναστολέων AGEs 2.2.1 Συνθετικοί αναστολείς AGEs Οι περισσότεροι συνθετικοί αναστολείς διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην πρόληψη του σχηµατισµού AGEs στο τελευταίο στάδιο της γλυκοζυλίωσης, η οποία αποδίδεται κυρίως στην ιδιότητά τους να δεσµεύουν τόσο δραστικά καρβονύλια, όσο και ρίζες που σχηµατίζονται κατά τη διάρκεια της γλυκοζυλίωσης.  Επιπλέον, η δράση τους επεκτείνεται και στην παρεµπόδιση του σχηµατισµού ενδιάµεσων προϊόντων Amadori. Η αµινογουανιδίνη (AG) και η πυριδοξαµίνη, ενώσεις οι οποίες θεωρούνται ισχυροί δεσµευτές καρβονυλίου, έχουν διερευνηθεί ευρέως ως τυπικοί αναστολείς AGEs. Πιο συγκεκριµένα, η αµινογουανιδίνη, ένα παράγωγο πυρηνόφιλης υδραζίνης, παρουσιάζει ισχυρή ικανότητα αντίδρασης µε ενδιάµεσα β-δικαρβονυλίου που σχηµατίζονται κατά τη γλυκοζυλίωση, µε τη δραστηριότητα αυτή να σχετίζεται στενά µε την πρόληψη της ανάπτυξης διαβητικών επιπλοκών (σχήµα 2.1). 



15   Σχήµα 2.1: Προτεινόµενος µηχανισµός δράσης αµινογουανιδίνης ως δεσµευτής καρβονυλίων και δικαρβονυλίων. Στην πρώτη πορεία σχηµατίζοντας υδραζίνη κατά την αντίδραση µε καρβονυλικές ενώσεις. Στην δεύτερη πορεία αντιδρά µε δικαρβονυλική ένωση σχηµατίζοντας τριαζίνη (Nagai et al., 2012).   Παρόλο που οι παραπάνω συνθετικές ενώσεις έχουν δείξει ισχυρή ικανότητα αναστολής του σχηµατισµού AGEs ή  διάσπασης των διασυνδέσεων, ενδέχεται επίσης να προκαλέσουν σοβαρές παρενέργειες. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η αµινογουανιδίνη, ο πρώτος αναστολέας που συµµετείχε σε κλινικές δοκιµές οι οποίες όµως τερµατίστηκαν πρόωρα, λόγω ανησυχιών για την ασφάλεια και ανεπαρκούς αποτελεσµατικότητας. Οι σχετικές ανεπιθύµητες ενέργειες που παρατηρήθηκαν στις εν λόγω κλινικές δοκιµές αµινογουανιδίνης, συµπεριλάµβαναν  γαστρεντερική διαταραχή,  αναιµία και συµπτώµατα που µοιάζουν µε γρίπη. (Peng et al., 2011).  2.2.2  Αναστολείς AGEs από φυσικά προϊόντα Τα φυσικά προϊόντα έχουν αποδειχθεί σχετικά ασφαλή για κατανάλωση από τον άνθρωπο σε σύγκριση µε τις συνθετικές ενώσεις. Tα τελευταία χρόνια oρισµένα φυτικά εκχυλίσµατα, κλάσµατα και ενώσεις έχουν υποστεί δοκιµές προκειµένου να καθοριστεί η ικανότητά τους για  αναστολή του σχηµατισµού AGEs. Αυτή η ιδιότητα, έγκειται στην ικανότητα των αντιοξειδωτικών ενώσεων που περιέχονται στα εκχυλίσµατα αυτά να προλαµβάνουν το σχηµατισµό των AGEs, ο οποίος έχει την τάση να επιταχύνεται από το οξειδωτικό στρες. Επιπλέον, έχει µελετηθεί η δράση κατά της γλυκοζυλίωσης τόσο των φυτικών προϊόντων όσο και των φυσικών φαινολικών ενώσεων µε αντιοξειδωτικές ιδιότητες. 



16  Υπάρχουν πολλές αναφορές ορισµένων φυσικών ουσιών που έχουν αποµονωθεί από φυτά µε ανασταλτική δράση κατά των AGEs. Μια ανασκόπηση της βιβλιογραφίας δείχνει ότι µια πληθώρα φυτοχηµικών που αποµονώνονται από κοινά φυτικά τρόφιµα, έχουν τη δυνατότητα παρεµπόδισης σχηµατισµού προηγµένων προϊόντων γλυκοζυλίωσης. Πιο συγκεκριµένα, παράγοντες µε αντιοξειδωτική ή µεταλλική χηλική ιδιότητα µπορεί να επιβραδύνουν τη διαδικασία σχηµατισµού AGEs τόσο in vitro όσο και in vivo, αποτρέποντας την περαιτέρω οξείδωση του προϊόντος Amadori και την οξείδωση γλυκόζης. Για παράδειγµα, η κερκετίνη από το θυµάρι βρέθηκε να είναι αναστολέας της γλυκοζυλίωσης. Μια άλλη ένωση µε παρόµοιες ιδιότητες είναι η κουρκουµίνη η οποία αποµονώνεται από το Curcuma longa (κουρκουµάς). Το τζίντζερ (Zingiber officinale Rosc.) είναι ένα άλλο φυσικό βρώσιµο προϊόν, χρήσιµο για τη διαβητική θεραπεία, ενώ επίσης εκχυλίσµατα κρεµµυδιού (Allium cepa L.) και σκόρδου (Allium sativum) έχουν δείξει ότι επιδρούν στο σχηµατισµό προϊόντων γλυκοζυλίωσης και Maillard (Ramkissoon and Mahomoodally, 2012). Μια κατηγορία ενώσεων στην οποία οφείλεται σε µεγάλο βαθµό η αντιοξειδωτική δράση των φυτικών εκχυλισµάτων, είναι οι πολυφαινόλες. Συνεπώς, έχουν την ικανότητα να παγιδεύσουν τις οξειδωτικές ελεύθερες ρίζες που δηµιουργούνται κατά τη διαδικασία του σχηµατισµού AGEs για να µειώσουν έτσι τα τελικά επίπεδα τους. Ως εκ τούτου, αρκετές µελέτες έχουν επικεντρωθεί άµεσα στις ανασταλτικές δραστηριότητες ορισµένων φυσικών πολυφαινολών και των παραγώγων τους προκειµένου να ελεγχθεί µια ενδεχόµενη παρεµποδιστική δράση τους (Peng et al., 2011).   2.3. Αναστολή AGEs από πολυφαινόλες Οι πολυφαινόλες αποτελούν µια µεγάλη οικογένεια φυσικών οργανικών ενώσεων, οι οποίες απαρτίζονται από πολλαπλές φαινολικές µονάδες. Βρίσκονται κατά κύριο λόγο στα φυτά,  ενώ χαρακτηρίζονται ως βιοδραστικές ενώσεις, καθώς προσφέρουν πληθώρα ευεργετικών ιδιοτήτων στον άνθρωπο. Ένα κύριο γνώρισµα τους αποτελούν οι αντιοξειδωτικές τους ιδιότητες,  παρέχοντάς τους την ικανότητα να δεσµεύουν επιβλαβείς ελεύθερες ρίζες, ενώ ακόµη σχετίζονται µε τη µείωση του κινδύνου εµφάνισης ορισµένων χρόνιων παθήσεων όπως ο καρκίνος, ο διαβήτης, οι καρδιαγγειακές παθήσεις και οι νευροεκφυλιστικές διαταραχές. Ακόµη, οι πολυφαινόλες συµµετέχουν σε διάφορες βιολογικές λειτουργίες, δρώντας ως αντιαλλεργικά, αντιικοί/αντιβακτηριακοί παράγοντες, αντιµυκητιακοί/αντικαρκινικοί παραγόντες και µε στόχο την πρόληψη διαφόρων ασθενειών.  Βρίσκονται σε µια µεγάλη µερίδα φυτικών προϊόντων όπως λαχανικά, φρούτα, δηµητριακά ολικής αλέσεως και άλλα τρόφιµα και ποτά, όπως το τσάι, ο καφές και η σοκολάτα τα οποία επίσης είναι πλούσιες πηγές.  



17  Οι πολυφαινόλες ταξινοµούνται σε οµάδες ανάλογα µε την πηγή προέλευσης, τη βιολογική λειτουργία και τη χηµική δοµή όπως για παράδειγµα τον αριθµό φαινολικών δακτυλίων και τα δοµικά στοιχεία που συνδέουν τους δακτυλίους. Επίσης, η πλειονότητα των πολυφαινολών στα φυτά υπάρχουν ως γλυκοζίτες µε διαφορετικές µονάδες σακχάρου και µε σάκχαρα ακυλιωµένα σε διαφορετικές θέσεις των σκελετών πολυφαινόλης. Έτσι, σύµφωνα µε τη χηµική δοµή του άγλυκου τµήµατος, οι πολυφαινόλες υποδιαιρούνται σε φαινολικά οξέα, φλαβονοειδή, στιλβένια και λιγνάνες. Άξιο αναφοράς είναι και ότι η δοµή των πολυφαινολών συνδέεται άµεσα µε την αντιοξειδωτική τους δράση, η οποία αφορά την ικανότητά µιας ένωσης να δίνει ηλεκτρόνια ή υδρογόνο σε µόρια ελευθέρων ριζών και έτσι να τα καθιστά µη δραστικά.  Εκτός όµως από την αντιοξειδωτική δράση, οι πολυφαινολικές ενώσεις δρουν επίσης κατά της γλυκοζυλίωσης. Ένα σχετικό παράδειγµα αποτελεί η ρεσβερατρόλη, ένα παράγωγο στυλβενίου που βρίσκεται στα σταφύλια, η οποία µπορεί να αναστείλει το σχηµατισµό AGEs και επίσης να µειώσει το οξειδωτικό στρες και τις φλεγµονές, έπειτα από µελέτες σε αρουραίους (Mizutani, Ikeda, & Yamori, 2000). Μία ακόµη σηµαντική ένωση, η οποία βρίσκεται στα φύλλα και στον καρπό της ελιάς είναι η υδροξυτυροσόλη (HT) και αποτελεί συστατικό της ολευροπαϊνης. Η δράση της περιλαµβάνει την δέσµευση πρόδροµων ενώσεων των AGEs και αναστολή σταδίων της γλυκοζυλίωσης. Οι πρόδροµοι των AGEs, όπως η γλυοξάλη (GO) και η µεθυλογλυοξάλη (ΜGO), έδειξαν επίσης να παρεµποδίζονται από πολυφαινόλες. Πιο συγκεκριµένα, η αναστολή της ανάπτυξης GO και MGO συνδέεται άµεσα µε την αντιοξειδωτική δράση των πολυφαινολών, η οποία αποδίδεται στην ικανότητα δέσµευσης των ελεύθερων ριζών από αυτές. Μειώνοντας το επίπεδο των δύο κύριων πρόδροµων ενώσεων των AGEs που βρίσκονται στον άνθρωπο (GO, MGO) φαίνεται πως έχει ιδιαίτερα θετική επίδραση στην παρεµπόδιση συσσώρευσης AGEs, καθώς µειώνεται ο ρυθµός µεταβολής των υπολειµµάτων λυσίνης και αργινίνης των πρωτεϊνών και κατά συνέπεια ο σχηµατισµός AGEs. Όσον αφορά τη δέσµευση MGO και GO, οι πολυφαινόλες εµφανίζουν αυξηµένη δραστικότητα συγκριτικά µε τις ενώσεις ανταγωνιστές τους,  τη λυσίνη και την αργινίνη αναστέλλοντας έτσι την ανάπτυξη AGEs. Ενδεικτικό της ισχύος αναστολής τους είναι ότι ορισµένες πολυφαινόλες δεσµεύουν περισσότερο MGO από την αµινογουανιδίνη, έναν τυπικό συνθετικό παράγοντα αναστολής των AGEs, που αναφέρθηκε παραπάνω (Khan et al., 2019).  2.3.1 Φαινολικά οξέα Τα φαινολικά οξέα είναι δευτερογενείς µεταβολίτες και από τα πιο σηµαντικά αντιοξειδωτικά φυτοχηµικά, τα οποία βρίσκονται φυσικά σε σχεδόν όλα τα λαχανικά και τα φρούτα. Η βιολογική τους δράση σχετίζεται στην λιποφιλικότητα τους και επηρεάζεται από την παρουσία οµάδων υδροξυλίου ως υποκαταστάτη δακτυλίου και, στην περίπτωση των πολυυδροξυλιωµένων φαινολικών εστέρων, από το µήκος του τµήµατος εστέρα. Είναι µη-



18  φλαβονοειδείς πολυφαινολικές ενώσεις οι οποίες διαχωρίζονται σε δύο βασικές κατηγορίες, τα παράγωγα βενζοϊκού οξέος και κινναµικού οξέος µε βάση τον ανθρακικό τους σκελετό. Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν το πρωτοκατεχουικό οξύ, υδροβενζοϊκό οξύ, γαλλικό οξύ ή συστατικά των γαλοτανινών και των ελαγιταννινών. Τα υδροξυκινναµικά οξέα απαντώνται συνήθως σε διάφορες συζευγµένες µορφές όπως εστέρες υδροξυλίου. Οι απλοί εστέρες µε υδροξυ καρβοξυλικά οξέα ή γλυκόζη παράγονται συνήθως από υδροξυκινναµικό οξύ και σε αυτούς ανήκουν διαδεδοµένες ενώσεις που συναντώνται στα τρόφιµα όπως το κουµαρικό, καφεϊκό και φερουλικό οξύ, οι οποίες αποµονώνονται µέσω εκχύλισης σε ελεύθερες µορφές (Khan et al., 2019).    Σχήµα 2.2: Φαινολικά οξέα (αριστερά), Κινναµικά οξέα (δεξιά) (Odjakova et al., 2012).  Αναφορικά µε τη δράση των φαινολικών οξέων, αυτή περιλαµβάνει τόσο αναστολή σχηµατισµού AGEs, όσο και ως αντιοξειδωτικά. Πιο συγκεκριµένα, δεσµεύουν ελεύθερες ρίζες τόσο σε in vivo όσο και σε in vitro συστήµατα. Παρακάτω συνοψίζονται µερικά από τα κύρια φαινολικά οξέα για την αναστολή των AGEs.  Το κινναµικό οξύ και τα παράγωγά του είναι συχνά χαρακτηριστικά ενός φυτικού είδους ή ακόµη και ενός συγκεκριµένου τµήµατος ή ιστού του φυτού. Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει τις φαρµακολογικές ιδιότητες του κινναµικού οξέος και των παραγώγων του, συµπεριλαµβανοµένων των ηπατοπροστατευτικών, αντιοξειδωτικών και αντιδιαβητικών δραστηριοτήτων. Πιο συγκεκριµένα, σε in vitro µελέτες γλυκοζυλίωσης της BSA, το κινναµικό οξύ και τα παράγωγά του παρεµπόδισαν αποτελεσµατικά τη διαδικασία και συνεπώς το σχηµατισµό AGEs. Εξίσου σηµαντικό είναι και το φερουλικό οξύ, το οποίο είναι ένα υδροξυκινναµικό οξύ και βρίσκεται σε αφθονία στα τοιχώµατα των φυτικών κυττάρων και σε πληθώρα ποτών και 



19  τροφίµων όπως ρύζι, σιτάρι, βρώµη και ορισµένα φρούτα και λαχανικά. Το φερουλικό οξύ αποτρέπει αποτελεσµατικά την ανάπτυξη καρβόξυµεθυλο λυσίνης (CML) και καρβόξυαιθυλο λυσίνης (CEL) σε µοντελοποιηµένα συστήµατα. Ακόµη, έχει αντιγλυκοζυλιωτική δράση που αναστέλλει κυρίως την προχωρηµένη φάση της γλυκοζυλίωσης. Έτσι, µε βάση τα αποτελέσµατα µιας µελέτης των Silván et al. (2011) προέκυψε ότι το φερουλικό οξύ µπορεί να αποτρέψει το σχηµατισµό AGEs µε µερικούς από τους ακόλουθους τρόπους: α) ενεργεί ως αντιοξειδωτικό, β) δεσµεύει αµινοµάδες και αναστέλλει την οξείδωση του σακχάρου και την πρώιµη αποδόµηση των προϊόντων της αντίδρασης Maillard (MRP). Ωστόσο, ο ακριβής µηχανισµός της αντι γλυκοζυλιωτικής δράσης από το φερουλικό οξύ απαιτεί περαιτέρω έρευνες. Το καφεϊκό οξύ ανήκει και αυτό στην οικογένεια των υδροξυκινναµικών οξέων και βρίσκεται σε όλα τα φυτά καθώς αποτελεί βασικό ενδιάµεσο στη βιοσύνθεση της λιγνίνης, ενός από τα κύρια συστατικά της ξυλώδους φυτικής βιοµάζας. Όπως και οι παραπάνω ενώσεις, έτσι και αυτό εµφανίζει παρεµπόδιση σχηµατισµού AGEs και µάλιστα σε µεγαλύτερο βαθµό από την αµινογουανιδίνη (Khan et al., 2019).  2.3.2 Φλαβονοειδή Τα φλαβονοειδή αποτελούν ένα ευρύ σύνολο φυσικών προϊόντων που σχηµατίζουν έναν ανθρακικό σκελετό µε 15 ατόµα άνθρακα, διατεταγµένα σε δύο αρωµατικούς δακτυλίους που ενώνονται µε µία γέφυρα τριών ανθράκων (C6-C3-C6). Λόγω της ικανότητας υδροξυλίωσης και των παραλλαγών του δακτυλίου χρωµανίου, τα φλαβονοειδή µπορούν να διακριθούν σε επιµέρους οµάδες όπως οι ανθοκυανίνες, φλαβόνες, φλαβονόνες, διϋδροφλαβονόλες, χαλκόνες, φλαβονόλες, φλαβάνες, προανθοκυανιδίνες και τα ισοφλαβονοειδή. Τα φλαβονοειδή υπάρχουν σε διάφορα είδη λαχανικών, στο τσάι και στο κόκκινο κρασί. Πολλά από αυτά είναι γνωστά αντιοξειδωτικά, αποτελεσµατικά στην παγίδευση των ελεύθερων ριζών και συνεπώς συµµετέχουν στη διατήρηση της συνολικής οξειδοαναγωγικής οµοιόστασης των κυττάρων των φυτών. Η κύρια δοµή των φλαβονοειδών (τρεις δακτύλιοι βενζολίου µε µία ή περισσότερες υδροξυλοµάδες) είναι ο βασικός παράγοντας που καθορίζει την αντιοξειδωτική τους ικανότητα. Η αντιοξειδωτική δράση µπορεί να περιλαµβάνει την ικανότητα των φλαβονοειδών να αποµακρύνουν τις ελεύθερες ρίζες, τη χηλίωση των µεταλλικών ιόντων µετάπτωσης, την «εξοικονόµηση» αντιοξειδωτικών που σχετίζονται µε την LDL και τη σύνδεση µε µακροµόρια ή αλληλεπίδραση µε άλλα είδη αντιοξειδωτικών (Odjakova et al., 2012). 



20   Σχήµα 2.3: ∆οµές φλαβονοειδών (Odjakova et al., 2012).  2.3.3 Φλαβόνες, φλαβονόλες και φλαβονόνες Αυτές οι υποοµάδες φλαβονοειδών είναι οι πιο κοινές σε ολόκληρο το φυτικό βασίλειο. Οι φλαβόνες και τα 3-υδροξυ παράγωγά τους που ονοµάζονται φλαβονόλες, συµπεριλαµβανοµένων των γλυκοζιδίων, των µεθοξειδίων και άλλων ακυλιωµένων προϊόντων τους, την καθιστούν ως τη µεγαλύτερη υποοµάδα µεταξύ όλων των πολυφαινολών.  Οι πιο συνηθισµένες αγλυκόνες φλαβονόλης είναι η κερσετίνη και η ρουτίνη. Η κερσετίνη βρίσκεται στα εσπεριδοειδή, το φαγόπυρο και τα κρεµµύδια και έχει µελετηθεί επανειληµµένως προκειµένου να εξεταστεί η ικανότητά της να προστατεύει από βλάβες πρωτεϊνών που συνδέονται µε το σχηµατισµό AGEs, χρησιµοποιώντας in vitro µοντέλα συστηµάτων. Η ρουτίνη, αποτελεί ένα κοινό φλαβονοειδές και αντιοξειδωτικό, το οποίο προσλαµβάνεται µέσω της διατροφής. Βρίσκεται σε φρούτα, λαχανικά και ροφήµατα φυτικής προέλευσης όπως τσάι και κρασί. Οι µεταβολίτες της ρουτίνης ιδιαίτερα εκείνοι που περιλαµβάνουν γειτονικές υδροξυλοµάδες στη δοµή τους όπως το 3,4-διυδροξυφαινυλοξικό οξύ (DHPAA) και το 3,4-διυδροξυτολουόλιο (DHT), είναι ισχυροί αναστολείς του σχηµατισµού CML και φθοριζόντων παραγώγων (370-440 nm και 335-385 nm). Οι συγκεντρώσεις αυτών των µεταβολιτών της ρουτίνης στο πλάσµα έχουν την ικανότητα εξουδετέρωσης των συγκεντρώσεων πρόδροµων AGEs όπως η  γλυοξάλη (GO) και η µεθυλογλυοξάλη (MGO) που βρίσκονται σ’ αυτό. Η ρουτίνη σχετίστηκε επίσης µε την αναστολή του σχηµατισµού προϊόντων γλυκοζυλίωσης και χαρακτηρίστηκε ως ένας αποτελεσµατικός αναστολέας της γλυκοζυλίωσης των λιποπρωτεϊνών αυξάνοντας την αντίσταση της LDL (Odjakova et al., 2012).  



21  2.4 Πρόσληψη βιοδραστικών συστατικών µέσω της µεσογειακής διατροφής Η παραδοσιακή µεσογειακή διατροφή αποτελεί µια σύγχρονη δίαιτα, η οποία έχει λάβει επιρροές από τις διατροφικές συνήθειες µεσογειακών λαών, όπως η Ελλάδα, νότια Ιταλία, Γαλλία και Ισπανία. Το διατροφικό µοντέλο αυτό χαρακτηρίζεται από υψηλή κατανάλωση τροφίµων φυτικής προέλευσης, όπως ελαιόλαδο, όσπρια, ανεπεξέργαστα δηµητριακά, φρούτα και λαχανικά, ταυτόχρονα µε µια σχετικά χαµηλή κατανάλωση κόκκινου κρέατος. Αποτέλεσµα της δίαιτας αυτής αποτελεί η µειωµένη εµφάνιση χρόνιων νοσηµάτων όπως καρκίνος, στεφανιαία νόσος και διαβήτης µεταξύ άλλων, λόγω της χαµηλής πρόσληψης κορεσµένων λιπαρών (Marti et al., 2016).  Αναλυτικότερα, η µεσογειακή διατροφή χαρακτηρίζεται από υψηλή πρόσληψη φαινολικών ενώσεων, οι οποίες υπάρχουν στα περισσότερα βασικά τρόφιµα αυτού του διατροφικού µοντέλου όπως είναι το έξτρα παρθένο ελαιόλαδο, οι ξηροί καρποί, το κόκκινο κρασί, όσπρια, λαχανικά, φρούτα και δηµητριακά ολικής άλεσης (Castro-Barquero et al., 2018).  Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι παρόλο που τα βιοδραστικά συστατικά των φρούτων και λαχανικών µπορούν να προσληφθούν µέσω συµπληρωµάτων διατροφής, µελέτες φαίνεται να δείχνουν ότι η άµεση πρόσληψή τους µέσω του τροφίµου (φυσική µήτρα), έχει περισσότερα οφέλη για την υγεία σε σύγκριση µε µεµονωµένη πρόσληψή τους σε συµπληρώµατα διατροφής. Αυτό µπορεί να αποδοθεί στο ότι αυτά τα µόρια έχουν την ικανότητα να δρουν συνεργιστικά µε άλλα φυτοχηµικά συστατικά στα φρούτα και στα λαχανικά µε αποτέλεσµα να ενισχύεται η δράση τους και συνεπώς τα οφέλη για την υγεία (Marti et al., 2016).  Έτσι συµπεραίνουµε ότι µια διατροφή πλούσια σε φρούτα και λαχανικά η οποία βασίζεται σε παραδοσιακές µεσογειακές συνταγές και τεχνικές µαγειρέµατος, όπως για παράδειγµα η χρήση παρθένου ελαιολάδου αντί ζωικών λιπών και η χρήση βοτάνων και µυρωδικών, αποτελεί έναν από τους καλύτερους τρόπους να προσλάβει κανείς µεγάλη ποικιλία βιοδραστικών ενώσεων.         



22  Κεφάλαιο 3 3.1 Ντοµάτα και γλυκοζυλίωση Η ντοµάτα (Solanum lycopersicum) αποτελεί ένα από τα πιο διαδεδοµένα λαχανικά παγκοσµίως, µε την ετήσια παραγωγή της να ανέρχεται περίπου στους 180 εκατοµµύρια τόνους. Εξαιτίας της περιεκτικότητάς της σε βιοδραστικά συστατικά, η κατανάλωσή της είναι στενά συνδεδεµένη µε σηµαντικά οφέλη στην υγεία, όπως η καλή καρδιαγγειακή λειτουργία και η πρόληψη νοσηµάτων τα οποία σχετίζονται µε το οξειδωτικό στρες. Θεωρείται ως ένα από τα βασικότερα συστατικά της µεσογειακής διατροφής και έχει κυρίαρχο ρόλο σε µια µεγάλη ποικιλία γευµάτων, λόγω της ικανότητάς της να συνδυάζεται µε άλλα προϊόντα αυτής της διατροφής και να έχει εξαιρετικά εύγευστα αποτελέσµατα. Ένα σχετικό παράδειγµα αποτελεί ο συνδυασµός της ντοµάτας µε ελαιόλαδο και µυρωδικά, ο οποίος διευκολύνει την κατανάλωση λαχανικών και ταυτόχρονα παρέχει ικανή ποσότητα αντιοξειδωτικών συστατικών να προσφέρει οφέλη στην υγεία.  Η επεξεργασία της ντοµάτας οδηγεί σε µια µεγάλη ποικιλία προϊόντων όπως σάλτσες, κονσερβοποιηµένες ντοµάτες, κέτσαπ και χυµοί. Από τις διεργασίες όµως αυτές δηµιουργούνται µεγάλες ποσότητες παραπροϊόντων. Πιο συγκεκριµένα, περίπου το 25% της συνολικής παραγωγής ντοµάτας υπόκειται σε επεξεργασία, γεγονός το οποίο σηµαίνει ότι τµήµατα της ντοµάτας όπως ο φλοιός, οι σπόροι και µικρές ποσότητες σάρκας αποµακρύνονται και απορρίπτονται. Αυτά τα παραπροϊόντα µπορούν αποτελούν συνήθως το 5-30% του κυρίως προϊόντος και κατά κύριο λόγο χρησιµοποιούνται ως ζωοτροφή ή λίπασµα, δηµιουργώντας έτσι σοβαρά περιβαλλοντικά προβλήµατα, παρά το γεγονός ότι θα µπορούσαν να αξιοποιούνται ως πολύτιµη πηγή βιοδραστικών ενώσεων για πληθώρα λειτουργικών τροφίµων (Szabo et al., 2019).   Στα φυτοχηµικά που βρίσκονται στις βιοµηχανικές ντοµάτες και τα υποπροϊόντα τους, ανήκουν τα καροτενοειδή, οι  πολυφαινόλες, οι τοκοφερόλες, µερικά τερπένια και στερόλες. Αυτά τα βιοδραστικά µόρια, των οποίων η ποσότητα και η ποιότητα εξαρτώνται άµεσα από τις περιβαλλοντικές συνθήκες και το γενότυπο του φυτού, είναι σχετικά ανθεκτικά στη βιοµηχανική επεξεργασία, καθιστώντας έτσι τα απόβλητα επεξεργασίας τοµάτας ως πηγή φυσικών βιοδραστικών µορίων (Kalogeropoulos et al., 2012). Στη συγκεκριµένη µελέτη, δίνεται µεγαλύτερη έµφαση στις φαινολικές ενώσεις της ντοµάτας. Αναλυτικότερα, οι φαινολικές ενώσεις αποτελούν µια µεγάλη κατηγορία δευτερογενών µεταβολιτών των φυτών, η οποία τα τελευταία χρόνια έχει γίνει αρκετά διαδεδοµένη στο ευρύ κοινό, λόγω των ενδείξεων που υπάρχουν σχετικά µε την πρόληψη πληθώρας ασθενειών. Όσον αφορά τα φαινολικά συστατικά των υποπροϊόντων ντοµάτας, αυτά τα οποία βρίσκονται σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις είναι τα φαινολικά οξέα (καφεϊκό, χλωρογενικό, p-κουµαρικό, φερουλικό και ροσµαρινικό οξύ) και οι φλαβονόλες (κερσετίνη και ρουτίνη) (Cetkovic et al., 2012).   



23  Η αξιοποίηση των προϊόντων και παραπροϊόντων ντοµάτας στη βιοµηχανία τροφίµων περιλαµβάνει τη χρήση τους ως πρόσθετα σε προϊόντα κρέατος, αρτοποιίας, ζυµαρικών, γαλακτοκοµικών και ελαίων καθώς και σε παγωτά και µαρµελάδες, προσδίδοντας τους λειτουργικές ιδιότητες, κυρίως λόγω της αντιοξειδωτικής τους ικανότητας (Szabo et al., 2018).  Παρά την πληθώρα πληροφοριών και µελετών σχετικά µε τα βιοδραστικά συστατικά των προϊόντων αυτών, εξακολουθούν να υπάρχουν κάποια ερωτήµατα, σχετικά µε τη δράση τους σε συγκεκριµένα συστήµατα. Η παρούσα µελέτη θέτει ως στόχο την αξιολόγηση των βιοδραστικών αυτών συστατικών και συγκεκριµένα των φαινολικών ενώσεων της ντοµάτας ως προς την ικανότητα παρεµπόδισης σχηµατισµού τελικών προϊόντων προηγµένης γλυκοζυλίωσης (AGEs), µέσα από την επίδρασή τους σε in vitro συστήµατα.                    



24  Πειραµατικό µέρος Κεφάλαιο 4 4.1 Πειραµατικός σχεδιασµός Η αξιολόγηση των βιοδραστικών συστατικών της ντοµάτας ως προς την ικανότητα παρεµπόδισης σχηµατισµού AGEs, πραγµατοποιήθηκε σε ένα in vitro σύστηµα επώασης αποτελούµενο από ένα δραστικό αµινοξύ (L-λυσίνη) και ένα αναγωγικό σάκχαρο (D-γλυκόζη), το οποίο είναι αρκετά κοινό µεταξύ των τροφίµων, σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS (0,1Μ και pH=7,6), µε ή χωρίς την παρουσία παρεµποδιστών. Για το παρόν υπόστρωµα υπήρξαν δύο διαφορετικές συνθήκες, καθώς επιλέχθηκαν δύο διαφορετικές γραµµοµοριακές αναλογίες µεταξύ D-γλυκόζης και L-λυσίνης (10:1 και 1:1). Οι τρεις πιθανοί παρεµποδιστές οι οποίοι δοκιµάστηκαν ήταν δύο διαφορετικά δείγµατα συσκευασµένων προϊόντων ντοµάτας (διπλά συµπυκνωµένος χυµός, πελτές ντοµάτας), καθώς και ένα πρότυπο µίγµα φαινολικών ενώσεων. Προκειµένου να εξεταστεί η επίδραση του παράγοντα συγκέντρωση στην παρεµποδιστική ικανότητα των δειγµάτων, χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις: 2,28 και 4,76 µΜ για το πρότυπο µίγµα φαινολικών και 0,005 και 0,01 % w/v για τον διπλά συµπυκνωµένο χυµό και πελτέ ντοµάτας. Τέλος, η επώαση πραγµατοποιήθηκε υπό συγκεκριµένες συνθήκες θερµοκρασίας (80οC), χρόνου (1,2,3 h) και ανάδευσης (140 rpm). Μοριακή αναλογία συστήµατος επώασης (Glu : Lys)  Χρόνος αντίδρασης  Είδος παρεµποδιστή  Συγκέντρωση παρεµποδιστή  1:1  1h Πρότυπο µίγµα φαινολικών ενώσεων  Μίγµα φαινολικών (2,38 και 4,76 µΜ)  10:1 2h ∆ιπλά συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας  ∆ιπλά συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας (0,005 και 0,01 % w/v  3h Πελτές ντοµάτας  Πελτές ντοµάτας (0,005 και 0,01 % w/v   Σχήµα 4.1: Πειραµατικές συνθήκες οι οποίες εξετάστηκαν   



25  Η επικείµενη ικανότητα της ντοµάτας για παρεµπόδιση του σχηµατισµού AGEs, όπως έχει αναφερθεί, πιθανώς οφείλεται στην ύπαρξη αντιοξειδωτικών που βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις όπως το λυκοπένιο και τα φαινολικά συστατικά. Έτσι προκειµένου να µελετηθεί η παρεµποδιστική δράση χρησιµοποιήθηκαν οι φαινολικές ενώσεις που βρίσκονται σε µεγαλύτερη αναλογία στα κλάσµατα ντοµάτας, δηλαδή το καφεϊκό οξύ (0,45 mg/100 g), p-κουµαρικό οξύ (0,13 mg/100 g) και το φερουλικό οξύ (0,27 mg/100 g). Εκτός από το πρότυπο µίγµα φαινολικών (2,38 και 4,76 µΜ) επιλέχθηκαν και δύο προϊόντα ντοµάτας, όπως ο διπλά συµπυκνωµένος χυµός και ο πελτές σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις, διπλάσιες µεταξύ τους (0,005 και 0,01 % w/v) προκειµένου να αξιολογηθεί η επίδραση τους στο σύστηµα γλυκοζυλίωσης, καθώς και αν η δράση τους είναι δοσοεξαρτώµενη.   Τέλος ο χαρακτηρισµός τους επιτεύχθηκε µε µετρήσεις φασµατοφωτοµετρίας ορατού (360 nm, 420 nm) και φθορισµοµετρίας (377/445 nm) ώστε να µελετηθούν τα σχηµατιζόµενα προϊόντα σε κάθε στάδιο της αντίδρασης.   4.2 Όργανα και αντιδραστήρια 4.2.1. Αντιδραστήρια  
• D-Γλυκόζη (Mr= 180,16, Sigma-Aldrich, CAS: 50-99-7) 
• L-Λυσίνη µονοϋδροχλωρίδιο (Mr= 182.65, Sigma-Aldrich, CAS: 657-27-2) 
• PBS, Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών/άλατος (Bectron, Dickinson and Company) 
• Καφεϊκό οξύ (Mr =180,16, Sigma Aldrich, CAS: 331-39-5) 
• Φερουλικό οξύ (Mr = 194,19, Alfa Aesar, CAS: 537-98-4) 
• P-κουµαρικό οξύ (Mr =164,16, Sigma Aldrich, CAS: 501-98-4) 
• Αιθανόλη απόλυτη (Mr = 46,07,  Sigma Aldrich, CAS: 64-17-5) 
• ∆ύο δείγµατα ντοµάτας (∆ιπλά συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας Pummaro, πελτές ντοµάτας Pummaro)  4.2.2. Υλικά 
• Ογκοµετρικές φιάλες (25, 50, 100, 500, 1000 mL) 
• Ποτήρια ζέσεως (50, 100, 250 mL) 
• Σιφώνια (2, 10 mL) 
• Ογκοµετρικός κύλινδρος (100 mL) 
• Φιαλίδια Eppendorf (1,5 mL) 
• Μαγνητικός αναδευτήρας 



26  4.2.3. Όργανα  
• Μηχανικό σιφώνιο (1000, 200 µL) 
• Αναλυτικός ζυγός AE20 (METTLER TOLEDO, Ohio, USA) 
• Θερµαντική πλάκα (VELP Scientifica, Usmate, Italy) 
• Φυγόκεντρος K-80 (Hellenic Labware, Greece) 
• Επωαστήρας ES-20/60 (BIOSAN, USA) 
• Φασµατοφωτόµετρο EPOCH 2 Microplate Reader (BioTek, Vermont, USA) 
• Φθορισµόµετρο 2030 VICTOR X2 (Perkin-Elmer, UK)   4.3 Πειραµατική διαδικασία 4.3.1 Προετοιµασία πειραµατικού µοντέλου γλυκοζυλίωσης  Ως µοντέλο γλυκοζυλίωσης, χρησιµοποιήθηκε ένα σύστηµα αποτελούµενο από D-γλυκόζη : λυσίνη σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS (0,1Μ και pH=7,6), µε ή χωρίς την παρουσία παρεµποδιστών. Πιο αναλυτικά, χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικές µοριακές αναλογίες D-γλυκόζης : λυσίνης (1:1 και 10:1). To διάλυµα λυσίνης σε PBS (pH = 7,6) µε σταθερή συγκέντρωση 0,1Μ και το διάλυµα γλυκόζης σε PBS (pH = 7,6)  µε συγκεντρώσεις 0,1Μ και 1Μ αντίστοιχα. Το αµινοξύ, το σάκχαρο και ο παρεµποδιστής εισέρχονται στο σύστηµα επώασης ταυτόχρονα. Ως παρεµποδιστές στο παρόν σύστηµα λειτουργούν το διάλυµα πρότυπων φαινολικών οξέων και τα προϊόντα ντοµάτας, ενώ ακόµη πραγµατοποιούνται αντιδράσεις ελέγχου (control) παρουσία µόνο D-γλυκόζης και λυσίνης.  Συνολικά για κάθε βιολογική επανάληψη προετοιµάστηκαν 10 φιαλίδια Eppendorf, εκ των οποίων τα 9 επωάστηκαν και το 1 τοποθετήθηκε απευθείας στην κατάψυξη (χρονικό σηµείο t=0). Κάθε πειραµατική συνθήκη πραγµατοποιήθηκε τρεις φορές για κάθε γραµµοµοριακή αναλογία (1:1 και 10:1) και για τις δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις παρεµποδιστών. Πιο συγκεκριµένα τα συστήµατα επώασης που εφαρµόστηκαν στο πείραµα παρουσιάζονται στο παρακάτω σχήµα (σχήµα 4.2). 



27    Σχήµα 4.2: Συστήµατα επώασης που εφαρµόστηκαν  Η επώαση των παραπάνω διαλυµάτων – συστηµάτων  πραγµατοποιείται σε επωαστήρα υπό ανάδευση και σε διαφορετικές γραµµοµοριακές αναλογίες υποστρώµατος, συγκεντρώσεις παρεµποδιστών και χρόνο. Πιο αναλυτικά, 1 mL από το εκάστοτε σύστηµα τοποθετείται σε φιαλίδια Eppendorf των 1,5 mL και τα δείγµατα θερµαίνονται στους 80oC, σε µια σταθερή στα 140 rpm ταχύτητα περιστροφής. Η συνολική διάρκεια της επώασης ανέρχεται στις 3 ώρες (180 min) και ανά χρονικό διάστηµα µίας ώρας, δηλαδή στα χρονικά σηµεία (1h, 2h, 3h) αφαιρούνται 3 δείγµατα από κάθε πειραµατική συνθήκη τα οποία µεταφέρονται απευθείας στην κατάψυξη (-80οC), έως ότου αναλυθούν, ώστε να σταµατήσει η πραγµατοποίηση της αντίδρασης. Όλες οι πειραµατικές συνθήκες εκτελέστηκαν εις τριπλούν. Τα δείγµατα τα οποία δεν επωάστηκαν (t=0) λειτούργησαν ως control για κάθε συνθήκη.    Υπόστρωµα αντίδρασης Γλυκόζη : Λυσίνη (1:1 ή 10:1)Γλυκόζη : Λυσίνη Γλυκόζη : Λυσίνη + πρότυπο µίγµα φαινολικών Γλυκόζη : Λυσίνη + διπλά συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας Γλυκόζη : Λυσίνη + πελτές ντοµάτας Υπόστρωµα αντίδρασης ρυθµιστικό διάλυµα PBSPBS + πρότυπο µίγµα φαινολικών PBS + διπλά συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας PBS + πελτές ντοµάτας 



28  4.4 Ανάλυση των δειγµάτων  Προτού πραγµατοποιηθούν οι αναλύσεις των δειγµάτων, είναι απαραίτητη η απόψυξή τους καθώς και η φυγοκέντρησή τους (5 min, 13000 rpm) προκειµένου να διαχωριστούν τα στερεά σωµατίδια που µπορεί να προέρχονται από τα δείγµατα ντοµάτας και τα οποία ενδέχεται να επηρεάσουν τα αποτελέσµατα και το σήµα που θα ληφθεί.  4.4.1  Μέτρηση φθορισµού AGEs Αξίζει να σηµειωθεί ότι παρά το γεγονός ότι είναι µια ιδιαίτερα ευαίσθητη και επιλεκτική µέθοδος, είναι µη ειδική καθώς µπορεί να προσδιορίσει το σύνολο των ενώσεων που εµφανίζουν φθορισµό κατά την ανάλυση και εποµένως µπορεί να παρέχει πληροφορία για τα προϊόντα που σχηµατίζονται σε κάθε στάδιο της αντίδρασης (Wei, et al., 2018). Στο παρόν πείραµα, ο σχηµατισµός των AGEs εκτιµήθηκε µε τη µέθοδο του χαρακτηριστικού φθορισµού σε µήκος κύµατος διέγερσης 377 nm και εκποµπής στα 445 nm. Από κάθε δείγµα, 200 µL τοποθετήθηκαν µε αυτόµατη πιπέτα σε ένα µικροπλακίδιο 96 κοιλωµάτων για τον σκοπό της µέτρησης. Η ένταση της ακτινοβολίας φθορισµού του δείγµατος µετρήθηκε έναντι της αντίστοιχης του δείγµατος ελέγχου (control), χρησιµοποιώντας ένα φθορισµόµετρο 2030 VICTOR X2 (Perkin-Elmer, UK).  Arbitrary Units (A.U.) = Fluorescence Intensitysample – Fluorescence Intensitycontrol 4.4.2 Φασµατοµετρία ορατού για προσδιορισµό AGEs Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης προϊόντων της αντίδρασης Maillard, χρησιµοποιήθηκε φασµατοµετρία ορατού, σε δύο διαφορετικά µήκη κύµατος (360 και 420 nm). Τα δύο µήκη κύµατος αυτά επιλέχθηκαν προκειµένου να µετρηθούν προϊόντα σε διαφορετικά στάδια της αντίδρασης Maillard. Πιο συγκεκριµένα, ενδιάµεσα προϊόντα όπως ακόρεστες καρβονυλικές ενώσεις, δικαρβονύλια, δραστικά είδη οξυγόνου (ROS) και φουράνια τα οποία προκύπτουν από αφυδάτωση, οξείδωση και θραυσµατοποίηση των αρχικών προϊόντων, µετρήθηκαν στα 360nm. Αντίστοιχα, στα 420nm προσδιορίστηκαν τα τελικά προϊόντα της µη ενζυµατικής αµαύρωσης, όπως προϊόντα διασταυρωµένων δεσµών (cross-linked), αρωµατικές ενώσεις και έγχρωµα πολυµερή, µε πιο χαρακτηριστικές τις µελανοειδίνες. Τα δείγµατα βρίσκονταν εντός εύρους γραµµικότητας του νόµο Beer – Law, εποµένως δεν υπήρξε η ανάγκη για τροποποίηση της συγκέντρωσής τους. Έτσι οµοίως µε τη φθορισµοµετρία, 200 µL από κάθε δείγµα τοποθετήθηκαν µε αυτόµατη πιπέτα σε ένα µικροπλακίδιο 96 κοιλωµάτων για τον σκοπό της µέτρησης. Το µήκος κύµατος είναι σταθερό για κάθε µέτρηση στα 360 ή 420 nm. To σήµα απορρόφησης για κάθε δείγµα προκύπτει από την αφαίρεση του αντίστοιχου δείγµατος µε PBS (control).  ABSfinal = ABSsample – ABScontrol 



29   Σχήµα 4.2:∆ιάγραµµα ροής πειραµατικού σχεδιασµού   4.5 Στατιστική ανάλυση Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε στο γραφικό περιβάλλον του λογισµικού Statgraphics Centurion 18 (Statgraphics Technologies, Inc.). Τα πειραµατικά δεδοµένα εκφράστηκαν ως Μέση Τιµή ± Τυπική απόκλιση (Mean ± Standard Deviation). Οι στατιστικές αποκλίσεις προσδιορίστηκαν µέσω της ανάλυσης διακύµανσης (Multifactor ANOVA) καθώς και µέσω των δοκιµασιών πολλαπλού εύρους (Multiple Range Tests), όπου ήταν απαραίτητο. ∆ιαφορές µεταξύ µέσων σε επίπεδο  P < 0,05 θεωρήθηκαν ως σηµαντικές. Τέλος, η στατιστική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε για τον έλεγχο της επίδρασης του χρόνου, του εκάστοτε παρεµποδιστή και της συγκέντρωσης του  παρεµποδιστή στην εξέλιξη της αντίδρασης Maillard.      Παρασκευή δειγµάτων Επώαση στους  80οC/ 140 rpm / 1,2,3 hΚατάψυξη στους  -80οCΦυγοκέντρηση σε 13000 rpm / 5 minΜέτρηση φασµατοµετρίαςορατού (360, 420 nm) και φθορισµού (377/445 nm)



30  Κεφάλαιο 5 - Αποτελέσµατα 5.1 Παρακολούθηση επίδρασης παρεµποδιστών συστήµατος µέσω φθορισµού Παρακάτω παρατίθενται τα διαγράµµατα της έντασης φθορισµού, η οποία εκφράζεται σε αυθαίρετες µονάδες (Arbitrary Units), ως προς τον χρόνο επώασης του συστήµατος, συµπεριλαµβανοµένων των τυπικών τους αποκλίσεων. Η πειραµατική διαδικασία διαχωρίστηκε σε δύο σκέλη, καθώς χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις παρεµποδιστών, η µία διπλάσια της άλλης. Κάθε διάγραµµα απεικονίζει µια γραµµοµοριακή αναλογία και µια συγκεκριµένη συγκέντρωση.  Στο σχήµα 5.1α παρουσιάζεται η ένταση φθορισµού του συστήµατος Γλυκόζης : Λυσίνης (1:1) χωρίς ή µε την παρουσία κάποιου πιθανού παρεµποδιστή σχηµατισµού προϊόντων AGEs κατά την αντίδραση Maillard, στους 80οC. Οι πιθανοί αυτοί παρεµποδιστές είναι ένα µίγµα φαινολικών συστατικών (καφεϊκό, φερουλικό, p-κουµαρικό οξύ), ένας διπλά συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας (sauce) καθώς και ένας πελτές ντοµάτας (paste).   Παρατηρείται και στις τέσσερις διαφορετικές συνθήκες µια σταδιακή αύξηση του σήµατος φθορισµού µε το πέρασµα του χρόνου επώασης. Επιπλέον, άξιο προσοχής είναι το αρκετά υψηλότερο σήµα που παράγεται από τα δείγµατα που περιέχουν προϊόντα ντοµάτας ως παρεµποδιστές (sauce, paste), ιδίως µετά το πέρας της πρώτης ώρας επώασης. Μια πιθανή εξήγηση θα µπορούσαν να αποτελέσουν τα καροτενοειδή, όπως το λυκοπένιο, το β-καροτένιο και η λουτεϊνή τα οποία βρίσκονται στη ντοµάτα και εµφανίζουν φθορισµό στο εύρος των 400 – 600 nm (Gillbro et. al., 1989). Συγκεκριµένα, το λυκοπένιο αποκτά υψηλότερη βιοδιαθεσιµότητα κατά τη διάρκεια της θέρµανσης καθώς αποσπάται από το πλέγµα φυτικών ιστών του τροφίµου στο οποίο είναι δεσµευµένο και γι’ αυτό το λόγο εµφανίζει υψηλότερο σήµα φθορισµού µε την πάροδο του χρόνου και όχι εξ’ αρχής. Εποµένως, οι συγκεκριµένες ενώσεις  παράγουν µεγαλύτερο σήµα από εκείνο που προκύπτει από την αντίδραση Maillard και εποµένως δεν µπορούµε να εξάγουµε συµπεράσµατα για την ικανότητα ανάσχεσης που έχουν στη συγκεκριµένη γραµµοµοριακή αναλογία. Από την άλλη πλευρά, παρουσιάζεται µια µικρή µείωση του σήµατος στα δείγµατα που περιέχουν το πρότυπο µίγµα φαινολικών (Mix), η οποία είναι εµφανής µετά το πέρας της δεύτερης ώρας επώασης. Στο σχήµα 5.1β που παρουσιάζει την ένταση φθορισµού για το σύστηµα Γλυκόζης : Λυσίνης (10:1), παρατηρείται µια σηµαντική αύξηση στο σήµα του control (LG) συγκριτικά µε εκείνο στη γραµµοµοριακή αναλογία 1:1 (σχήµα 5.1α). Κάτι τέτοιο υποδεικνύει ότι η αντίδραση γλυκοζυλίωσης πραγµατοποιείται σε αρκετά µεγαλύτερο βαθµό στη συγκεκριµένη αναλογία, πιθανώς λόγω της µεγαλύτερης συγκέντρωσης του αναγωγικού σακχάρου στο υπόστρωµα. Όσον αναφορά τα προστιθέµενα δείγµατα, παρατηρείται παρεµποδιστική δράση, κυρίως µετά το πέρασµα 2 ωρών, και στις τρείς περιπτώσεις, µε τον χρόνο επώασης να έχει επίδραση στο σήµα που λαµβάνεται (p < 0,05). Σηµαντικότερα επίπεδα ανάσχεσης φαίνεται να έχουν τα προϊόντα 



31  ντοµάτας (sauce, paste), συγκριτικά µε το µίγµα φαινολικών, το σήµα των οποίων κυµαίνεται στα ίδια επίπεδα µε εκείνα στην αναλογία 1:1.  Σχήµα 5.1: ∆ιαγράµµατα έντασης φθορισµού και επίδρασης παρεµποδιστών για συγκεντρώσεις 2,38 µΜ µίγµατος φαινολικών (MIX) / 0,005% w/v πελτέ (PASTE) και χυµού ντοµάτας (SAUCE), σε γραµµοµοριακές αναλογίες Λυσίνης Γλυκόζης (LG) 1:1 και 10:1 (υποσχήµατα 5.1α και 5.1β αντίστοιχα).  Το σχήµα 5.2α απεικονίζει την ένταση φθορισµού του συστήµατος Γλυκόζης : Λυσίνης (1:1) αυτή τη φορά όµως στις διπλάσιες συγκεντρώσεις (4,76 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,01 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας). Όπως και στις χαµηλότερες συγκεντρώσεις (σχήµα 5.1), έτσι και σε αυτή την περίπτωση παρατηρείται το ίδιο µοτίβο στο οποίο τα δείγµατα χυµού και πελτέ έχουν υψηλότερο σήµα κατά την εξέλιξη της επώασης. Επίσης το σήµα που προκύπτει από το δείγµα ελέγχου (LG) καθώς και το µίγµα φαινολικών βρίσκεται χαµηλότερα, λόγω µη πραγµατοποίησης της αντίδρασης σε σηµαντικό βαθµό. Στο σχήµα 5.2β (10:1 γραµµοµοριακή αναλογία, συγκεντρώσεις 4,76 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,01 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας) παρατηρείται σηµαντική αύξηση του σήµατος ελέγχου (LG) καθώς και του µίγµατος φαινολικών συστατικών στο διάστηµα µεταξύ της πρώτης και τρίτης ώρας επώασης. Ο πελτές ντοµάτας εµφανίζει το χαµηλότερο σήµα και συνεπώς την µεγαλύτερη παρεµποδιστική δράση από τους τρείς πιθανούς παρεµποδιστές, µε τον συµπυκνωµένο χυµό ντοµάτας να ακολουθεί και το µίγµα φαινολικών να εµφανίζει την µικρότερη δράση. Τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης (p < 0,05) επιβεβαιώνουν λοιπόν ότι ο παράγοντας παρεµποδιστής παρουσιάζει στατιστικά σηµαντική επίδραση στο σήµα που λαµβάνεται και άρα στην ικανότητα ανάσχεσης. 05000100001500020000250003000035000 0 1 2 3Relative fluorecence(A.U.) time (h) LGMIXSAUCEPASTE 05000100001500020000250003000035000 0 1 2 3Relative fluorecence(A.U.) time (h) LGMIXSAUCEPASTE(5.1α) (5.1β) 



32  Σε κάθε περίπτωση, συγκριτικά µε τις χαµηλότερες συγκεντρώσεις στις οποίες εκτελέστηκε το πείραµα (2,38 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,005 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας), δεν φαίνεται κάποια αξιοσηµείωτη διαφορά µεταξύ των σηµάτων των τριών πιθανών παρεµποδιστών (mix, sauce, paste). Συνεπώς, η παρεµποδιστική δράση σχηµατισµού προϊόντων AGEs στις δεδοµένες συγκεντρώσεις δεν µπορεί να χαρακτηριστεί ως δοσοεξαρτώµενη (dose-response). Όπως αποδεικνύεται και από την ανάλυση δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική επίδραση (p = 0,8988) του παράγοντα συγκέντρωση στην παρεµποδιστική ικανότητα των δειγµάτων.   Σχήµα 5.2: ∆ιαγράµµατα έντασης φθορισµού και επίδρασης παρεµποδιστών για συγκεντρώσεις 4,76 µΜ µίγµατος φαινολικών (MIX) / 0,01% w/v πελτέ (PASTE) και χυµού ντοµάτας (SAUCE), σε γραµµοµοριακές αναλογίες Λυσίνης Γλυκόζης (LG) 1:1 και 10:1 (υποσχήµατα 5.2α και 5.2β αντίστοιχα).        05000100001500020000250003000035000 0 1 2 3Relative fluorecence(A.U.) time (h) LGMIXSAUCEPASTE 05000100001500020000250003000035000 0 1 2 3Relative fluorecence(A.U.) time (h) LGMIXSAUCEPASTE(5.2α) (5.2β) 



33  5.2 Παρακολούθηση επίδρασης παρεµποδιστών συστήµατος µέσω φασµατοµετρίας ορατού Οι µετρήσεις απορρόφησης των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκαν στα 360 και 420 nm προκειµένου να µετρηθούν ενδιάµεσα και τελικά προϊόντα της αντίδρασης όπως τα AGEs και τα έγχρωµα πολυµερή, µε πιο διαδεδοµένες τις µελανοειδίνες. Στα παρακάτω διαγράµµατα φαίνεται η απορρόφηση στο εκάστοτε µήκος κύµατος ως προς τον χρόνο επώασης, µαζί µε τις τυπικές τους αποκλίσεις. Κάθε διάγραµµα απεικονίζει µια γραµµοµοριακή αναλογία, σε συγκεκριµένο µήκος κύµατος και µια συγκέντρωση παρεµποδιστών. Στο σχήµα 5.3 παρουσιάζονται οι απορροφήσεις των δειγµάτων στα 360 και 420 nm µε (mix, sauce, paste) ή χωρίς την παρουσία πιθανών παρεµποδιστών (LG). Οι συγκεντρώσεις τους είναι 2,38 µΜ για το πρότυπο µίγµα φαινολικών και 0,005 % w/v για τον πελτέ και χυµό ντοµάτας. Από τα δεδοµένα απορρόφησης των διαγραµµάτων παρατηρείται µια σηµαντική αύξηση του σήµατος του control (LG) και του προτύπου µίγµατος φαινολικών (mix), µετά το πέρας της πρώτης ώρας επώασης, στο molar ratio 10:1 τόσο στα 360 όσο και στα 420 nm. Αυτή η έντονη αύξηση υποδεικνύει ενδεχοµένως την παραγωγή AGEs υπό τις συγκεκριµένες συνθήκες. Από την άλλη πλευρά, στη µοριακή αναλογία 1:1 η απορρόφηση των αντίστοιχων δειγµάτων είναι πολύ χαµηλότερη και το σήµα των προϊόντων ντοµάτας (sauce, paste) αρκετά µεγαλύτερο, πιθανώς λόγω ορισµένων χρωµοφόρων ενώσεων της ντοµάτας που απορροφούν σε κοντινά µήκη κύµατος, όπως το λυκοπένιο. Τέλος, όσον αφορά τα δείγµατα προϊόντων ντοµάτας, στη µοριακή αναλογία 10:1 γίνεται εµφανής η ικανότητα παρεµπόδισης της αντίδρασης καθώς το σήµα τους βρίσκεται σε χαµηλότερα επίπεδα από το δείγµα ελέγχου και είναι ορατή µετά το χρονικό σηµείο της πρώτης ώρας επώασης.  



34     Σχήµα 5.3: ∆ιαγράµµατα απορρόφησης φασµατοµετρίας ορατού (360 και 420nm) και επίδρασης παρεµποδιστών, στους 80οC  για συγκεντρώσεις 2,38 µΜ µίγµατος φαινολικών (MIX) / 0,005% w/v πελτέ (PASTE) και χυµού ντοµάτας (SAUCE), σε γραµµοµοριακές αναλογίες Λυσίνης Γλυκόζης (LG) 1:1 και 10:1. Αναλυτικά τα υποσχήµατα: (5.3α): 1:1 στα 360nm, (5.3β): 1:1 στα 420nm, (5.3γ): 10:1 στα 360nm και (5.3δ): 10:1 στα 420nm. Στο σχήµα 5.4 παρουσιάζονται οι απορροφήσεις των δειγµάτων στα 360 και 420 nm µε (mix, sauce, paste) ή χωρίς την παρουσία πιθανών παρεµποδιστών (LG). Οι συγκεντρώσεις τους είναι 4,76 µΜ για το Μίγµα Φαινολικών και 0,01 % w/v για τον πελτέ και χυµό ντοµάτας. Όπως και στις χαµηλότερες συγκεντρώσεις πιθανών παρεµποδιστών, παρατηρείται το ίδιο µοτίβο στις απορροφήσεις των δειγµάτων µε το διάλυµα ελέγχου και το µίγµα φαινολικών να έχει σταθερά µικρότερη απορρόφηση από τα δείγµατα ντοµάτας στη µοριακή αναλογία 1:1 (360 και 420 nm). 0,000,050,100,150,200,250,30 0 1 2 3Absorbance 360nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE 0,000,020,040,060,080,100,120,140,160,180,20 0 1 2 3Absorbance 420nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE0,000,050,100,150,200,250,30 0 1 2 3Absorbance 360nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE 0,000,020,040,060,080,100,120,140,160,180,20 0 1 2 3Absorbance 420nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE(5.3α) (5.3β) (5.3γ) (5.3δ) 



35  Από την άλλη πλευρά, στην 10:1 η απορρόφησή τους αυξάνεται σηµαντικά και γίνεται ευκολότερα αντιληπτή η παρεµποδιστική δράση των δειγµάτων τα οποία κατατάσσονται µε αυξανόµενη σειρά δραστικότητας ως εξής: πρότυπο µίγµα φαινολικών συστατικών, συµπυκνωµένος χυµός ντοµάτας και πελτές ντοµάτας, µε την επίδραση τους να χαρακτηρίζεται ως στατιστικά σηµαντική (p < 0,05).  Ακόµη, συγκρίνοντας τις δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις (σχήµα 5.3 και 5.4), δεν φαίνεται να σχετίζεται άµεσα η ποσότητα που χρησιµοποιείται στο εκάστοτε σύστηµα µε την αναµενόµενη παρεµποδιστική δράση (p = 0,8794), καθώς τα σήµατα απορροφήσεων και στις δύο περιπτώσεις κυµαίνονται στα ίδια επίπεδα. Εποµένως δεν µπορεί να χαρακτηριστεί ως δοσοεξαρτώµενη (dose – response).  Σχήµα 5.4: ∆ιαγράµµατα απορρόφησης φασµατοµετρίας ορατού (360 και 420nm) και επίδρασης παρεµποδιστών, στους 80οC  για συγκεντρώσεις 4,76 µΜ µίγµατος φαινολικών (MIX) / 0,01% w/v πελτέ (PASTE) και χυµού ντοµάτας 0,000,050,100,150,200,250,300,35 0 1 2 3Absorbance 360nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE 0,000,020,040,060,080,100,120,140,160,180,20 0 1 2 3Absorbance 420nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE0,000,050,100,150,200,250,300,35 0 1 2 3Absorbance 360nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE 0,000,020,040,060,080,100,120,140,160,180,20 0 1 2 3Absorbance 420nm time (h) LGMIXSAUCEPASTE(5.4γ) (5.4β) (5.4α) (5.4α) (5.4δ) 



36  (SAUCE), σε γραµµοµοριακές αναλογίες Λυσίνης Γλυκόζης (LG) 1:1 και 10:1. Αναλυτικά τα υποσχήµατα: (5.4α): 1:1 στα 360nm, (5.4β): 1:1 στα 420nm, (5.4γ): 10:1 στα 360nm και (5.4δ): 10:1 στα 420nm.   Κεφάλαιο 6  6.1  Συζήτηση αποτελεσµάτων Οι ντοµάτες περιέχουν αρκετά βιοδραστικά συστατικά όπως τα φαινολικά οξέα, µε τα οποία ασχολείται αυτή η µελέτη και τα οποία παρέχουν πληθώρα από οφέλη στην υγεία καθώς συνδέονται µε τη µείωση κινδύνου εµφάνισης συγκεκριµένων νόσων. Αρκετές από αυτές τις παθήσεις του πληθυσµού είναι χρόνιες και σε αυτές συγκαταλέγονται ο διαβήτης και τα καρδιαγγειακά νοσήµατα, τα οποία µπορούν να προκύψουν από εξωγενείς παράγοντες όπως η διατροφή. Σε αυτό το πλαίσιο, η συσσώρευση τελικών προϊόντων προηγµένης γλυκοζυλίωσης (AGEs) µέσω των τροφών που λαµβάνονται, ενδέχεται να επηρεάσει αρνητικά τον οργανισµό, οπότε έχει ιδιαίτερη αξία η µείωση πρόσληψης τους και η παρεµπόδιση σχηµατισµού τους όποτε είναι εφικτό. Τα AGEs προκύπτουν από τα ενδιάµεσα προϊόντα διαφόρων σταδίων της αντίδρασης Maillard, η οποία αποτελεί µια από τις πιο διαδεδοµένες αντιδράσεις στα επεξεργασµένα τρόφιµα και ιδίως κατά το µαγείρεµα, όπου αναπτύσσονται υψηλές θερµοκρασίες οι οποίες είναι ευνοϊκές για αυτήν. Στη συγκεκριµένη µελέτη δόθηκε έµφαση στην πορεία της αντίδρασης σχηµατισµού AGEs υπό διαφορετικές συνθήκες όπως το είδος και η συγκέντρωση του πιθανού παρεµποδιστή, η µοριακή αναλογία του υποστρώµατος της αντίδρασης (αναγωγικό σάκχαρο, αµινοξύ) και ο χρόνος επώασης.   6.1.1 ∆ραστικότητα παρεµποδιστών Η προσθήκη του πρότυπου µίγµατος φαινολικών συστατικών στο σύστηµα D-γλυκόζης : λυσίνης φαίνεται να έχει µια µικρή σχετικά ικανότητα παρεµπόδισης σχηµατισµού προϊόντων γλυκοζυλίωσης τα οποία απορροφούν τόσο κατά τη φασµατοµετρία ορατού (360 και 420 nm), όσο και κατά τη φθορισµοµετρία. Σε κάθε περίπτωση, η δράση του είναι αισθητή κατά το χρονικό διάστηµα µεταξύ 2 και 3 ωρών. Ωστόσο, τα προϊόντα ντοµάτας που χρησιµοποιήθηκαν όπως ο συµπυκνωµένος χυµός και ο πελτές εµφάνισαν εντονότερη παρεµποδιστική δράση, µε τον πελτέ να δίνει το χαµηλότερο σήµα φθορίζοντων προϊόντων. Μια πιθανή εξήγηση µπορεί να αποτελέσει το γεγονός ότι τα συγκεκριµένα προϊόντα ντοµάτας περιέχουν µεγαλύτερη ποικιλία βιοδραστικών συστατικών, πέρα από τα τρία φαινολικά συστατικά τα οποία βρίσκονται στο µίγµα. Αυτά είναι τα καροτενοειδή, το ασκορβικό οξύ, το λυκοπένιο, οι τοκοφερόλες και οι ανθοκυανίνες τα οποία διακρίνονται για την αντιοξειδωτική τους δράση και σε συνδυασµό µε τα 



37  ιχνοστοιχεία, βιταµίνες, πρωτεΐνες, απαραίτητα αµινοξέα και λιπαρά οξέα που βρίσκονται στη µήτρα τροφίµου (food matrix), µπορούν να δράσουν µεµονωµένα ή και συνεργιστικά και ενδεχοµένως να συµβάλουν µε θετικό τρόπο στην παρεµπόδιση σχηµατισµού ανεπιθύµητων προϊόντων γλυκοζυλίωσης και κατά συνέπεια στην υγεία του οργανισµού (Ali et al., 2020).  6.1.2 Σήµα – είδος σχηµατιζόµενων προϊόντων Αναφορικά µε την κατηγορία και το στάδιο στο οποίο βρίσκονται τα προϊόντα γλυκοζυλίωσης που σχηµατίζονται κατά την αντίδραση, µια γενική εικόνα µπορεί να ληφθεί µέσω της µεθόδου φασµατοµετρίας ορατού, η οποία τα προσδιορίζει σε κάθε στάδιο της αντίδρασης. Το υψηλότερο σήµα που παρατηρείται στα 360 nm, συγκριτικά µε τα 420 nm, κατά την φασµατοµετρία ορατού, υποδεικνύει την παρουσία περισσότερων ενδιάµεσων προϊόντων όπως οι ακόρεστες καρβονυλικές ενώσεις, δραστικά είδη οξυγόνου (ROS) και φουράνια που προκύπτουν κατά την αφυδάτωση, οξείδωση και θραυσµατοποίηση αρχικών προϊόντων. Αντιθέτως, το χαµηλό σήµα στα 420 nm δείχνει µια µικρότερη ποσότητα τελικών προϊόντων της µη ενζυµατικής αµαύρωσης όπως τα προϊόντα διασταυρωµένων δεσµών (cross-linked), αρωµατικές ενώσεις και έγχρωµα πολυµερή. Ως µια πιθανή εξήγηση, µπορεί να θεωρηθεί η παρεµπόδιση του σχηµατισµού AGEs, από τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν, σε ενδιάµεσα στάδια της αντίδρασης και ως εκ τούτου να µην προχωράει ο σχηµατισµός τελικών προϊόντων.  6.1.3 Μοριακή αναλογία Η µοριακή αναλογία των αντιδρώντων του υποστρώµατος (λυσίνη, D-γλυκόζη) φαίνεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στον βαθµό που πραγµατοποιείται η αντίδραση. Πιο συγκεκριµένα, κατά τη θέρµανση στην ίδια θερµοκρασία των 80oC, η µοριακή αναλογία (10:1) µεταξύ του αναγωγικού σακχάρου και του αµινοξέος έδινε υψηλότερο σήµα και στις δύο µετρήσεις. Η αντίδραση εποµένως ευνοείται και πραγµατοποιείται σε σηµαντικότερο βαθµό, συγκριτικά µε τη µοριακή αναλογία 1:1, παρουσία µεγαλύτερης συγκέντρωσης αναγωγικού σακχάρου ως υπόστρωµα.  Ταυτόχρονα, το σήµα απορρόφησης από τα δείγµατα προϊόντων ντοµάτας παρέµεινε συγκριτικά σταθερό και στις δύο γραµµοµοριακές αναλογίες, µε το δείγµα ελέγχου και το µίγµα φαινολικών να εναλλάσσονται υψηλότερα ή χαµηλότερα. Αυτή η παρατήρηση µπορεί να αιτιολογηθεί από στην παρουσία ενώσεων που προσδίδουν το χαρακτηριστικό κόκκινο χρώµα στην ντοµάτα. Καροτενοειδή όπως το α-καροτένιο και η λουτεϊνη παρουσιάζουν απορρόφηση στα 420 και 444 nm, ενώ το λυκοπένιο, το οποίο συµβάλει περισσότερο στο χρώµα απορροφά στα 470 και 500 nm (Suica-Bunghez et al., 2011). Εποµένως, δεν µπορεί να ειπωθεί ότι το σήµα είναι τόσο ισχυρό στα 360 και 420 nm ώστε να µην είναι ορατή η παρεµποδιστική δράση των δειγµάτων.  



38  6.1.4 Συγκεντρώσεις παρεµποδιστών Οι διπλάσιες συγκεντρώσεις παρεµποδιστών δεν φάνηκαν να παρουσίαζουν ισχυρότερη δραστικότητα, καθώς το σήµα που λήφθηκε και στις δύο συγκεντρώσεις κυµαινόταν στα ίδια επίπεδα. Κάτι τέτοιο έρχεται να απορρίψει τον ισχυρισµό ότι ενδέχεται να είναι δοσοεξαρτώµενη η παρεµποδιστική ικανότητα των δειγµάτων, τουλάχιστον στις δεδοµένες συγκεντρώσεις.  Συµπερασµατικά, οι µεγαλύτερες συγκεντρώσεις γλυκόζης (µοριακή αναλογία 10:1) οδηγούν σε πραγµατοποίηση της αντίδρασης σε µεγαλύτερο βαθµό και πιο ορατής παρεµποδιστικής δράσης των αντιδρώντων. Τα φαινολικά συστατικά δείχνουν να έχουν τη χαµηλότερη παρεµποδιστική ικανότητα από τους τρεις πιθανούς παρεµποδιστές, καθώς η δράση των προϊόντων ντοµάτας πιθανώς να ενισχύεται από τα υπόλοιπα βιοδραστικά συστατικά όπως για παράδειγµα τα καροτενοειδή που περιέχονται σε αυτά. Τέλος, οι συγκεκριµένες συγκεντρώσεις των παρεµποδιστών που χρησιµοποιήθηκαν, δεν φαίνεται να επηρεάζουν τον σχηµατισµό AGEs στον παρόν σύστηµα και εποµένως η δράση τους δεν µπορεί να χαρακτηριστεί ως δοσοεξαρτώµενη. Μια πιο ολοκληρωµένη εικόνα µπορεί να αποκτηθεί σε µελλοντικές µελέτες µε περισσότερες και υψηλότερες θερµοκρασίες επώασης κατά την αντίδραση Maillard, οι οποίες να προσοµοιάζουν σε καλύτερο βαθµό τις συνθήκες µαγειρέµατος του τροφίµου, ώστε να σχηµατιστεί ένα πληρέστερο προφίλ για την αντίδραση σχηµατισµού AGEs και την παρεµπόδιση σχηµατισµού τους σε ένα ρεαλιστικό σύστηµα τροφίµων. Ακόµη, ιδιαίτερα χρήσιµο θα ήταν να µελετηθεί περεταίρω η επίδραση που έχει η συγκέντρωση ενός παρεµποδιστή της αντίδρασης. Κάτι τέτοιο µπορεί να επιτευχθεί µε την πραγµατοποίηση αντίστοιχων επωάσεων για µεγαλύτερο πλήθος συγκεντρώσεων όπως η πενταπλάσια, δεκαπλάσια και εικοσαπλάσια της αρχικής. Επιπροσθέτως, η χρήση µιας πιο επιλεκτικής µεθόδου όπως η HPLC για τον προσδιορισµό της CML στα δείγµατα που έχουν επωαστεί, θα προσέδιδε περισσότερες πληροφορίες πάνω στην παρεµποδιστική δράση των επικείµενων βιοδραστικών ενώσεων µέσα από ένα πιο λεπτοµερές κινητικό µοντέλο για την αντίδραση.  6.2 Συµπεράσµατα Η αντίδραση Maillard, η οποία είναι µια από τις πιο διαδεδοµένες αντιδράσεις κατά τη θερµική επεξεργασία τροφίµων, εκτός από τα οφέλη που προσφέρει στο τελικό προϊόν όσον αφορά τις οργανοληπτικές του ιδιότητες, είναι υπεύθυνη και για το σχηµατισµό µη επιθυµητών τελικών προϊόντων προηγµένης γλυκοζυλίωσης (AGEs). Η συσσώρευση των AGEs στον οργανισµό έχει ενοχοποιηθεί για πληθώρα χρόνιων ασθενειών, εποµένως η µείωση της πρόσληψής τους ή η παρεµπόδιση σχηµατισµού τους σε ένα σύστηµα τροφίµων έχει καταστεί ιδιαίτερα σηµαντική. Στο πλαίσιο αυτό, στη συγκεκριµένη µελέτη, αξιολογήθηκαν οι συνθήκες σχηµατισµού των 



39  προϊόντων αυτών, καθώς και η ενδεχόµενη παρεµποδιστική ικανότητα κάποιων σκευασµάτων ντοµάτας, εξαιτίας των βιοδραστικών συστατικών που περιέχουν.  Έπειτα από επώαση σε σύστηµα γλυκοζυλίωσης in vitro, τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο χρόνος που πραγµατοποιείται η αντίδραση επηρεάζει το σχηµατισµό προϊόντων, δίνοντας στατιστικά υψηλότερα αποτελέσµατα µε την πάροδό του (p<0,05). Η µοριακή αναλογία έδειξε και εκείνη να έχει επίδραση στην αντίδραση, µε την αναλογία 10:1 να δίνει υψηλότερο σήµα και συνεπώς να φανερώνει ενδεχοµένως την παρουσία ενός αρκετά σύνθετου µηχανισµού σχηµατισµού τελικών προϊόντων, ο οποίος να µη βασίζεται απαραίτητα στη στοιχειοµετρία, τουλάχιστον στην παρούσα θερµοκρασία των 80οC. Η παρουσία και συγκεκριµένα το είδος των παρεµποδιστών εµφάνισε επίσης επίδραση στην αντίδραση σχηµατισµού AGEs, µε τα αποτελέσµατα να δίνουν στατιστικά χαµηλότερο σήµα στη φασµατοµετρία ορατού όσο και στη φθορισµοµετρία, στα δείγµατα που περιέχονταν (p<0,05). Ο πελτές ντοµάτας έδειξε την ισχυρότερη παρεµποδιστική δράση, µε τον συµπυκνωµένο χυµό ντοµάτας και το πρότυπο µίγµα φαινολικών οξέων να ακολουθούν. Τέλος, η συγκέντρωση του εκάστοτε δείγµατος παρεµποδιστή δεν έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση στο σχηµατισµό AGEs (p = 0,8988).  Από τα παραπάνω ευρήµατα συµπεραίνουµε ότι η παρούσα µελέτη µπορεί να αποτελέσει µια βάση για περεταίρω µελέτες στο µέλλον οι οποίες θα εξετάζουν διεξοδικότερα την αντιγλυκοζυλιωτική δράση προϊόντων ντοµάτας. Περισσότερες θερµοκρασίες επώασης οι οποίες να προσοµοιάζουν συνθήκες µαγειρέµατος, µεγαλύτερο εύρος συγκεντρώσεων παρεµποδιστή καθώς και πιο επιλεκτικές µέθοδοι ανάλυσης όπως η  HPLC για την καρβόξυµεθυλο λυσίνη (CML), θα µπορούσαν να δώσουν ένα πιο ολοκληρωµένο κινητικό µοντέλο της αντίδρασης και περισσότερες πληροφορίες αναφορικά µε την παρεµποδιστική ικανότητα της ντοµάτας και των βιοδραστικών συστατικών της.            
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43  Παράρτηµα Παρακάτω παρατίθενται όλα τα δεδοµένα τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή των διαγραµµάτων της παρούσας µελέτης.  Φθορισµοµετρία Πίνακας 1: Μέσες τιµές σήµατος φθορισµού (A.U. ±  SD) στους 80οC για συγκεντρώσεις 2,38 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,005 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας. Χρόνος (h) Glu:Lys (1:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 202,00 134,67 106,00 1739,00  (± 184,62) (± 231,52) (± 183,60) (± 2323,62) 1 579,28 344,83 2295,39 1841,11  (± 130,98) (± 301,22) (± 1820,09) (± 1622,87) 2 4034,78 3909,00 11235,44 6980,78  (±1460,64) (±1672,05) (±4641,35) (±811,58) 3 9575,44 8207,44 17047,22 19658,39  (±4204,63) (±3922,56) (±2764,43) (±1365,38) Χρόνος (h) Glu:Lys (10:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 493,00 2147,00 531,33 2301,67  (±133,90) (±2563,89) (±476,05) (±3919,25) 1 1479,67 1666,89 2089,83 3415,44  (±866,25) (±439,31) (±489,99) (±354,73) 2 21450,00 20268,00 14703,33 8784,56  (±2168,71) (±3201,77) (±2462,74) (±5801,36) 3 28617,33 25083,11 201114,78 18122,28  (±3684,99) (±2734,21) (±5802,42) (±3379,76)  Πίνακας 2: Μέσες τιµές σήµατος φθορισµού (A.U. ± SD) στους 80οC για συγκεντρώσεις 4,76 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,01 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας. Χρόνος (h) Glu:Lys (1:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0 0 0 0  (±0) (±0) (±0) (±0) 1 198,61 291,78 1616,67 190,22  (±200,53) (±505,37) (±452,43) (±329,47) 2 5785,17 8231,17 12378,11 10609,89  (±850,90) (±3322,22) (±1205,78) (±3261,23) 3 10813,44 9681,94 15349,61 11361,78  (±246,57) (±2200,18) (±1159,34) (±1949,18) Χρόνος (h) Glu:Lys (10:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 122,67 1319,67 673,33 768,00  (±212,46) (±1382,11) (±146,68) (±1330,22) 1 2363,39 1002,50 4009,78 2167,94  (±741,73) (±953,06) (±335,95) (±1774,54) 2 18771,50 18210,61 16877,33 8551,78 



44   (±1456,69) (±995,88) (±2881,07) (±911,79) 3 29355,44 2569,61 21041,83 12560,00  (±726,12) (±1158,41) (±1531,64) (±1094,25)   Φασµατοµετρία ορατού Πίνακας 3: Μέσες τιµές απορρόφησης (ΑΒS ± SD) συστήµατος 1:1 στα 360 και 420 nm, στους 80οC και για συγκεντρώσεις 2,38 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,005 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας. 360 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (1:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0027 0,0037 0,0017 0,0113  (±0,0046) (±0,0064) (±0,0029) (±0,0196) 1 0,0041 0,0013 0,0143 0,0103  (±0,0047) (±0,0022) (±0,0139) (±0,0092) 2 0,0178 0,0179 0,0576 0,0370  (±0,0020) (±0,0123) (±0,0351) (±0,0259) 3 0,0479 0,0322 0,1191 0,1688  (±0,0283) (±0,0172) (±0,0089) (±0,0463) 420 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (1:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0027 0,0013 0,0033 0,0053  (±0,0021) (±0,0023) (±0,0058) (±0,0092) 1 0,0033 0,0003 0,0100 0,0066  (±0,0034) (±0,0003) (±0,0091) (±0,0058) 2 0,0329 0,0309 0,0613 0,0574  (±0,0428) (±0,0432) (±0,0503) (±0,0677) 3 0,0310 0,0286 0,0821 0,1163  (±0,0329) (±0,0280) (±0,0584) (±0,0847)  Πίνακας 4: Μέσες τιµές απορρόφησης (ΑΒS ± SD) συστήµατος 10:1 στα 360 και 420 nm, στους 80οC και για συγκεντρώσεις 2,38 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,005 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας. 360 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (10:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0017 0,0020 0,0017 0,0293  (±0,0015) (±0,0020) (±0,0029) (±0,0157) 1 0,0086 0,0013 0,0107 0,0424  (±0,0054) (±0,006) (±0,0134) (±0,0050) 2 0,1576 0,1467 0,0999 0,0708  (±0,0125) (±0,0314) (±0,0187) (±0,0531) 3 0,2843 0,2067 0,1737 0,1681  (±0,0552) (±0,0408) (±0,0643) (±0,0360) 



45  420 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (10:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0010 0,0010 0,0163 0,0057  (±0,0010) (±0,0046) (±0,0345) (±0,0067) 1 0,0023 0,0001 0,0046 0,0228  (±0,0002) (±0,0001) (±0,012) (±0,0036) 2 0,0404 0,0410 0,0272 0,0293  (±0,0053) (±0,0098) (±0,0081) (±0,02085) 3 0,0728 0,0629 0,0591 0,0513  (±0,0246) (±0,0046) (±0,0105) (±0,0198)  Πίνακας 5: Μέσες τιµές απορρόφησης (ΑΒS ± SD) συστήµατος 1:1 στα 360 και 420 nm, στους 80οC και για συγκεντρώσεις 4,76 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,01 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας. 360 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (1:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0127 0,0167 0 0  (±0,067) (±0,0064) (±0) (±0) 1 0,0114 0,0168 0,0225 0,0006  (±0,0009) (±0,0097) (±0,0153) (±0,0010) 2 0,0501 0,0651 0,0903 0,0809  (±0,0038) (±0,0260) (±0,0405) (±0,0720) 3 0,0979 0,0814 0,1292 0,1269  (±0,0053) (±0,0228) (±0,0150) (±0,0260) 420 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (1:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0177 0,0213 0,0043 0,0033  (±0,029) (±0,0059) (±0,0058) (±0,0035) 1 0,0107 0,0048 0,0222 0,0046  (±0,0009) (±0,0042) (±0,0032) (±0,0040) 2 0,0548 0,0692 0,0977 0,1166  (±0,0612) (±0,0821) (±0,1218) (±0,1494) 3 0,0518 0,0661 0,09417 0,1102  (±0,0542) (±0,0686) (±0,0751) (±0,1197)      



46  Πίνακας 6: Μέσες τιµές απορρόφησης (ΑΒS ± SD) συστήµατος 10:1 στα 360 και 420 nm, στους 80οC και για συγκεντρώσεις 4,76 µΜ Μίγµατος Φαινολικών / 0,01 % w/v πελτές και χυµός ντοµάτας. 360 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (10:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0190 0,0200 0,0100 0,0387  (±0,0017) (±0,0026) (±0,0125) (±0,0323) 1 0,0276 0,0148 0,0259 0,0298  (±0,0047) (±0,0023) (±0,0098) (±0,0163) 2 0,1570 0,1633 0,1838 0,1071  (±0,0127) (±0,0105) (±0,0292) (±0,0108) 3 0,3353 0,2634 0,2412 0,1644  (±0,0275) (±0,0128) (±0,0251) (±0,0170) 420 nm Χρόνος (h) Glu:Lys (10:1) Mix φαινολικών Χυµός ντοµάτας Πελτές ντοµάτας 0 0,0143 0,0183 0,0127 0,0283  (±0,0040) (±0,0012) (±0,0100) (±0,0115) 1 0,0150 0,0089 0,0209 0,0159  (±0,0028) (±0,0077) (±0,0038) (±0,0086) 2 0,0489 0,0474 0,0671 0,0478  (±0,0054) (±0,0042) (±0,0063) (±0,0065) 3 0,1048 0,0739 0,0558 0,0421  (±0,0092) (±0,0073) (±0,0180) (±0,0316)              


