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Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι στις Μεσογειακές χώρες παρατηρείται µία 

θετική επίδραση της διατροφής στη συχνότητα εµφάνισης στεφανιαίας καρδιακής 

νόσου και διαφόρων µορφών καρκίνου (ειδικότερα καρκίνου του µαστού και του 

παχέος εντέρου), όπου η δίαιτα περιλαµβάνει σηµαντικές ποσότητες φρέσκων 

φρούτων, λαχανικών, οσπρίων, σιτηρών και φυτικών ελαίων (κυρίως ελαιόλαδο). Το 

κύριο λιπαρό συστατικό της Μεσογειακής διατροφής είναι το ελαιόλαδο, το οποίο είναι 

πλούσιο σε µονοακόρεστα και φτωχό σε κεκορεσµένα λιπαρά οξέα. Επιπλέον φυσικά 

αντιοξειδωτικά τα οποία περιέχονται στις τροφές αυτές µπορεί να παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στην πρόληψη της οξείδωσης της LDL και ως εκ τούτου στο σχηµατισµό 

αθηρωµατικών πλακών. Ιδιαίτερα το παρθένο ελαιόλαδο είναι πλούσιο σε 

πολυφαινόλες και άλλα αντιοξειδωτικά που περιλαµβάνουν πολικές φαινόλες, 

τοκοφερόλες και καροτένοειδή. Τελευταία, έχει δειχθεί ότι η ελαιοευρωπαϊνη, η 

υδροξυτυροσόλη και παράγωγα της, καθώς επίσης και άλλες πολυφαινόλες 

προστατεύουν την LDL από την οξείδωση υποδηλώνοντας έτσι ότι πολικά 

αντιοξειδωτικά συστατικά του ελαιολάδου είναι δυνατόν να παρεµποδίσουν τον 

σχηµατισµό κυτταροτοξικών προϊόντων, όπως υπεροξείδια λιπιδίων και ελεύθερες 

ρίζες, µε αποτέλεσµα την καθυστέρηση της έναρξης της αθηρωµατικής  βλάβης. Τα 

επίπεδα απορρόφησης από το ελαιόλαδο και άλλα τρόφιµα φαινολικών ουσιών δεν 

έχουν µελετηθεί γι΄ αυτό και η διερεύνηση που θα γίνει θα έχει σαν σκοπό την 

ανίχνευση των επιπέδων της ελευρωπαίνης, τυροσόλης  και υδρόξυτυροσόλης  στο 

αίµα  (πλάσµα ή ορό ), εάν αυτό δεν καταστει δυνατό τότε θα γίνει εναλλακτική µέτρηση 

των φαινολικών ουσιών σε ούρα (2) που σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες 

βιοδιαθεσιµότητας η τυροσόλη και η υδρόξυτυροσολη αποβάλλονται από τα ούρα. H 

µελέτη αυτή θα πραγµατοποιηθεί σε τρεις φάσεις. Η πρώτη φάση περιλαµβάνει την 

αποµόνωση και ανίχνευση της τυροσόλης και  υδροξυτυροσόλης στο αίµα (πλάσµα ή 

ορό ) ή στα ούρα εάν οι προσπάθειες ανίχνευσης στο αίµα δεν είναι  οι αναµενώµενες ( 

δηλαδή το όριο ανίχνευσης µεθόδου είναι µικρότερο από τα επίπεδα των ουσιών που 

θέλουµε να µετρήσουµε). Έτσι επιλέχθηκαν 8 εθελοντές, 4 άνδρες και 4 γυναίκες µε τα 

παρακάτω κριτήρια: 

 

- 4 άνδρες ηλικίας 20-40 χρόνων Μη καπνιστές, φυσιολογικά άτοµα, χωρίς 

σύνδροµο ή άλλο χρόνιο νόσηµα 

Με δείκτη Μάζας Σώµατος 20-30. 



    -4  γυναίκες ηλικίας 20-40 χρόνων Μη καπνιστές, φυσιολογικά άτοµα, χωρίς 

σύνδροµο ή άλλο χρόνιο νόσηµα 

Με δείκτη Μάζας Σώµατος 20-30. 

 
Ο κάθε εθελοντής ακολούθησε το παρακάτω πρόγραµµα για δυο ηµέρες. Η 
ελαιοευρωπαΐνη λήφθηκε µε την µορφή κάψουλας που περιείχε ξηρά φύλλα ελιάς µε 
ορισµένη ποσότητα ελαιαοευρωπαΐνης. 
 
8 εθελοντές     

1η ηµέρα  Πρωί 8-9   2 ώρες από 

λήψη 

4 ώρες από 

λήψη 

 
���� 

Αιµοληψία 

(ουροληψία) 

µετά από 

12ωρη νηστεία 

���� 

Λήψη 225  mg 

ελαιαοευρωπαΐνης 

 

 

 

���� 

Αιµοληψία 

(ουροληψία) 

���� 

Αιµοληψία 

(ουροληψία) 

 

 

8 εθελοντές     

2η ηµέρα  Πρωί 8-9   2 ώρες από 

λήψη 

4 ώρες από 

λήψη 

 
���� 

Αιµοληψία 

(ουροληψία) 

µετά από 

12ωρη νηστεία 

���� 

Λήψη 50 mg 

ελαιοευρωπαΐνης 

���� 

Αιµοληψία 

(ουροληψία) 

���� 

Αιµοληψία 

(ουροληψία) 

 
Η αιµοληψία έγινε µε vacutainers των 10 ml  που περιέχουν  αντιπηκτικό  EDTA   για τη 
συλλογή του πλάσµατος και χωρίς αντιπηκτικό για τη συλλογή του ορού, για την 
ουροληψία χρησιµοποιήθηκαν αποστειρωµένα ουροδοχεία. Το αίµα θα 
φυγοκεντρήθηκε για 10 min στις 4000 rpm σε σκοτεινό δωµάτιο και µετά από το 
διαχωρισµό  φυλάχθηκαν στους � 80 οC µέχρι την ανάλυση ενώ τα δείγµατα των 
ούρων φυλάχθηκαν στους 4 � 8 o C .  
 
Κατά τη δεύτερη φάση έγινε εκτίµηση του ορίου ανίχνευσης της µεθόδου και των 
αποτελεσµάτων. 



ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗ ΕΠΙΠΕ∆ΩΝ ΠΟΛΥΦΑΙΝΟΛΩΝ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 
(oleuropein, tyrosol & hydroxytyrosol) ΣΕ ΠΛΑΣΜΑ  

ΑΙΜΑΤΟΣ ΑΝΘΡΩΠΟΥ. 
 
 

Α. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΣΤΕΡΕΑΣ ΦΑΣΗΣ 
(SPE - Solid Phase Extraction).  
 

Αναπτύχθηκε µέθοδος εκχύλισης (SPE, solid phase extraction) σε 
σύστηµα αυτοµάτου συσκευής εκχύλισης στερεάς φάσης (ASPEC XL 
GILSON). Χρησιµοποιήθηκαν στήλες C-18. αντιστρόφου φάσεως  Bond 
Elute, (500mg - volume 3mL). . 

Το προϊόν έκλουσης από την διαδικασία SPE µετά από συµπύκνωση 
και επανασύσταση σε µίγµα µεθανόλης/νερού ενίεται στον υγρό 
χρωµατογράφο(100µl). 
 
 
Β. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΥΓΡΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ 
ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ (HPLC). 
 

Κατά την ανάπτυξη µεθόδου υγρής χρωµατογραφίας 
χρησιµοποιείται σύστηµα υγρού χρωµατογράφου της Thermo Spectra 
Physics (TSP), που αποτελείται από αντλία βαθµιδωτής έκλουσης �
gradient elution- 4 διαλυτών P 4000, θερµοστατούµενο φούρνο, και 
ανιχνευτή φωτοδιόδων -diode array- UV 6000 LP και loop 100µl. Τα µήκη 
κύµατος που χρησιµοποιούνται κατά την ανάλυση των τριών ουσιών είναι 
280 nm για την hydroxytyrosol και την  tyrosol, και 240 nm για την 
oleuropein, διότι σε αυτά τα µήκη κύµατος οι ουσίες αυτές εµφανίζουν το 
µέγιστο απορρόφησης. Χρησιµοποιείται χρωµατογραφική στήλη 
αντιστρόφου φάσεως C-8, µήκους 250mm, εσωτερικής διαµέτρου 4,6mm 
και διαµέτρου σωµατιδίων 7µm που διατηρείται σε σταθερή 
θερµοκρασία 400C. H κινητή φάση του συστήµατος αποτελείται από µίγµα 
ακετονιτριλίου (ΑCN) / οξικού αµµωνίου 0.05Μ (ammonium acetate-
AMA). Οι διαλύτες απαερώνονται περιοδικά σε συσκευή αυτοµάτου 
απαερώσεως (Finnigan TSP).  

∆ιαλύµατα παρακαταθήκης παρασκευάστηκαν από µίγµατα των 
τριών ουσιών σε επίπεδα 1µg/mL, 750ng/mL, 500ng/mL, 250ng/mL, 
100ng/mL, 50ng/mL και 25ng/mL. Από τα διαλύµατα αυτά δηµιουργήθηκε 
καµπύλη αναφοράς επτά σηµείων για την ΟΕ µε συντελεστή συσχέτισης 
0,999. Στην συνέχεια παρασκευάστηκαν δείγµατα ανάκτησης (fortified) 
και δείγµατα µάρτυρες (blank), σε πλάσµα αίµατος ανθρώπου για τον 
έλεγχο της αποτελεσµατικότητας της µεθόδου. Οι ανακτήσεις της µεθόδου 
κρίθηκαν ικανοποιητικές µε 92% ανάκτηση. ∆ηµιουργήθηκε καµπύλη 



αναφοράς επτά σηµείων µε εύρος από 1000ng έως 7.5ng (on column) της 
oleuropein από το πλάσµα αίµατος µε συντελεστή γραµµικότητας 0,999. 
Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου για την oleuropein κυµάνθηκαν στα 
7.5ng. Στους χρόνους έκλουσης των τριών ουσιών δεν εµφανίζεται καµία 
παρεµπόδιση από το υπόστρωµα του δείγµατος µάρτυρα. 
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Το χρωµατογράφηµα A αντιστοιχεί στο δείγµα blank (πλάσµα Λιναρδάκης), ενώ το  
χρωµατογράφηµα B αντιστοιχεί σε δείγµα πλάσµα fortified µε τις τρεις ουσίες σε 
επίπεδο 10µg. Μέγιστη απορρόφηση tyrosol και hydroxytyrosol στα 280 nm. 
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OE

A
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 Το χρωµατογράφηµα A αντιστοιχεί στο δείγµα blank (πλάσµα Λιναρδάκης), ενώ το  
χρωµατογράφηµα B αντιστοιχεί σε δείγµα πλάσµα fortified µε τις τρεις ουσίες σε 
επίπεδο 10µg. Μέγιστη απορρόφηση oleuropein στα 240 nm. 
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Για τα επτά δείγµατα (Σαρρή, Μπερβανάκη, Μοσχανδρέα, Παπαδάκη, Κάτσης, 
Κυριακάκης, Λιναρδάκης), δεν ανιχνεύθηκε µετρήσιµη ποσότητα των τριών ουσιών. 
Στα δείγµατα �Μπέλλος� συµπεριλαµβανοµένου και του blank, ανιχνεύθηκαν 
ποσότητες Τ, ΗΤ, ενώ στο blank ανιχνεύθηκε και µικρή ποσότης ΟΕ. H ποσότης της Τ 
παρέµεινε σταθερή στις διαδοχικές δειγµατοληψίες, ενώ η ΗΤ µειώθηκε σταδιακά. 
(Στο ανωτέρω σχήµα φαίνονται τα πέντε χρωµατογραφήµατα από την ανάλυση των 
διαδοχικών δειγµατοληψιών του �Μπέλλος�).   
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