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Εισαγωγή  

1. Ανόργανη θρέψη φυτών 

1.1. Βασικές αρχές 

Τα φυτά αποτελούν φωτοσυνθετικά αυτότροφους οργανισμούς οι οποίοι 

συνθέτουν το σύνολο των δομικών και λειτουργικών τους μορίων από ανόργανα 

συστατικά. Η ανόργανη θρέψη των φυτών έχει ως αντικείμενο την μελέτη των 

φυσιολογικών μηχανισμών μέσω των οποίων επιτυγχάνεται η πρόσληψη, 

διακίνηση, κατανομή καθώς και αξιοποίηση των ανόργανων συστατικών από το 

περιβάλλον (Δροσόπουλος, 1992). 

Στο φυτικό σώμα μπορούν να ανιχνευθούν έως και 60 διαφορετικά στοιχεία 

μεταξύ των οποίων συγκαταλέγονται και αυτά που καλούνται απαραίτητα. Ο όρος 

αυτός αναφέρεται σε εκείνα τα στοιχεία που απαιτούνται για την ομάλη ανάπτυξη 

και ολοκλήρωση του βιολογικού κύκλου ενός φυτικού οργανισμού (Δροσόπουλος, 

1992). Ως απαραίτητα στοιχεία έχουν χαρακτηριστεί τα C, H, O, N, P, K, Ca, Mg, 

S, Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, Cl, B και Ni. Από τα παραπάνω, τα C, H, O, N, P, K, Ca, P, 

Mg και S καλούνται μακροστοιχεία επειδή απαιτούνται σε μεγάλες ποσότητες ενώ 

τα Mn, Cu, Zn, Mo, Cl, B και Ni καλούνται μικροστοιχεία ή ιχνοστοιχεία διότι 

απαιτούνται, συγκριτικά με τα μακροστοιχεία, σε πολύ χαμηλότερες ποσότητες.  

1.2. Τα θρεπτικά στοιχεία στο έδαφος 

 Οι τροφικές απαιτήσεις των φυτικών οργανισμών ικανοποιούνται με πρόσληψη 

θρεπτικών συστατικών από την ατμόσφαιρα και το έδαφος. Τα στοιχεία C, H και O 

προσλαμβάνονται μέσω του H2O και του CO2 ενώ τα υπόλοιπα προσλαμβάνονται 

με τη βοήθεια του ριζικού συστήματος από το έδαφος. Τα εδαφικά χαρακτηριστικά 

αλλά και η αλληλεπίδραση φυτού και εδάφους διαμορφώνουν τη διαθεσιμότητα 

ενός δεδομένου θρεπτικού στοιχείου (Δροσοπουλος, 1992). Επίσης, η 

διαθεσιμότητα καθορίζεται και από τη συγκέντρωση του συγκεκριμένου στοιχείου 

στο εδαφικό διάλυμα αλλά και από την ικανότητα απορρόφησής του από τη ρίζα 

(Chapin, 1980). Κατά κανόνα, τα θρεπτικά συστατικά του εδάφους 

προσλαμβάνονται με τη μορφή ιόντων.  

Η παροχή των θρεπτικών συστατικών στον φυτικό οργανισμό επηρεάζεται τόσο 

από βιοτικούς όσο και από αβιοτικούς παράγοντες. Όσον αφορά στην πρώτη 

κατηγορία, είναι γνωστό πως η δραστηριότητα της μικροχλωρίδας του εδάφους και 

η εγκαθίδρυση συμβιωτικών σχέσεων επηρεάζουν το είδος και την την ποσότητα 

των θρεπτικών στοιχείων που είναι διαθέσιμα στα φυτά (Taiz and Zeiger, 1998). Η 

παροχή θρεπτικών συστατικών επηρεάζεται επίσης από την κατανομή τους στις 

τρεις φάσεις του εδάφους τη στερεή, την υγρή και την αέρια. Άλλοι παράγοντες 
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που επηρεάζουν την διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών στους φυτικούς 

οργανισμούς είναι η χημική σύσταση του μητρικού πετρώματος, ο ρυθμός 

αποσάρθρωσης του, το pH, η λεπτή υφή του εδάφους αλλά και οι κλιματικές 

συνθήκες όπως η υγρασία, η θερμοκρασία και ο αερισμός του εδάφους.  

1.3. Πρόσληψη και διακίνηση των θρεπτικών στοιχείων εντός του φυτού 

Η πρόσληψη των θρεπτικών συστατικών πραγματοποιείται σε μία περιοχή γύρω 

από το ριζικό σύστημα που ονομάζεται όγκος ή ζώνη απορρόφησης. Η πρόσληψη 

των ιόντων γίνεται με άμεση επαφή της ρίζας με τα εδαφικά τεμαχίδια, με διάχυση 

των ιόντων μέσω του εδαφικού διαλύματος ή με μετακίνηση των ιόντων μέσω 

μαζικής ροής κατά την κίνηση του εδαφικού διαλύματος λόγω του ρεύματος της 

διαπνοής (Δροσόπουλος, 1992). 

Την πρόσληψη των θρεπτικών στοιχείων ακολουθεί η διακίνησή τους εντός του 

φυτικού σώματος. Η πορεία των ιόντων πραγματοποιείται μέσω δύο οδών. Η 

πρώτη οδός υλοποιείται μέσω διάχυσης των ιόντων στον αποπλάστη (αποπλαστική 

κίνηση), διαμέσου των κυτταρικών τοιχωμάτων και των μεσοκυττάριων χώρων. Η 

κίνηση αυτή γίνεται χωρίς κατανάλωση ενέργειας αφού δεν παρεμβάλεται ο 

πρωτοπλάστης. Πρόκειται για μία παθητική κίνηση που βασίζεται σε μηχανισμούς 

διάχυσης και μαζικής ροής (Marschner, 1995). Εξαρτάται από τα ανατομικά 

χαρακτηριστικά των κυττάρων και από τη αλληλεπίδραση εδάφους φυτού και 

ατμόσφαιρας  (Steudle, 2001). Μέσω της οδού αυτής διακινούνται τα ιόντα από το 

εξωτερικό διάλυμα μέχρι την ενδοδερμίδα της ρίζας. Η δεύτερη οδός 

πραγματοποιείται μέσω του συμπλάστη (συμπλαστική κίνηση). Στη συμπλαστική 

κίνηση η μεταφορά των ιόντων από κύτταρο σε κύτταρο γίνεται με τη βοήθεια των 

πλασμοδεσμών. Η συμπλαστική οδός απαιτεί την είσοδο των ιόντων διαμέσου της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης η οποία ωστόσο δεν είναι συνήθως ευχερής λόγω 

της διπλοστιβάδας των φωσφολιπιδίων. Λύση στο πρόβλημα αυτό δίνουν οι 

μεμβρανικές πρωτεΐνες που επιτρέπουν την παθητική μεταφορά είτε τη μεταφορά 

με κατανάλωση ενέργειας. Προφανώς, στην πορεία των ιόντων από το εδαφικό 

διάλυμα έως τα αγγεία του ξύλου συμμετέχουν και οι δύο παραπάνω οδοί. 

1.4. Φυσιολογική σημασία των θρεπτικών στοιχείων 

Σε γενικές γραμμές, τα μακροστοιχεία αποτελούν αναπόσπαστα δομικά 

συστατικά του κυττάρου, διατηρούν την κυτταρική οργάνωση και την ωσμωτική 

ισορροπία και λαμβάνουν μέρος στις ενεργειακές μετατροπές και στις ενζυμικές 

αντιδράσεις.  Ο άνθρακας, το υδρογόνο και το οξυγόνο αποτελούν περίπου το 

94% της ξηρής μάζας των φυτών και είναι τα κύρια δομικά στοιχεία  των 

οργανικών συστατικών του κυττάρου. Τα παραπάνω μαζί με τον φώσφορο, το 

άζωτο και το θείο αποτελούν τα κύρια δομικά συστατικά των πρωτεϊνών. Τα 
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υπόλοιπα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία παίζουν τον ρόλο παραγόντων 

σταθεροποίησης της ειδικής δομής του πρωτοπλάσματος και των οργανιδίων του 

κυττάρου, καθώς και σταθεροποίησης των ενζύμων ή παραγόντων με καταλυτική 

σημασία (Δροσοπουλος, 1992). 

Κάθε ένα από τα θρεπτικά στοιχεία συμμετέχει στο φυτικό μεταβολισμό με 

διαφορετικό τρόπο και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Υπάρχει μια κρίσιμη 

συγκέντρωση για κάθε θρεπτικό στοιχείο που εξασφαλίζει την φυσιολογική 

ανάπτυξη του φυτικού οργανισμού. Συγκεντρώσεις χαμηλότερες αυτής της 

κρίσιμης συγκέντρωσης προκαλούν συνθήκες τροφοπενίας για το συγκεκριμένο 

στοιχείο.  

1.5. Τροφοπενίες θρεπτικών στοιχείων 

Τροφοπενία καλείται η φυσιολογική κατάσταση που προκαλείται από την 

εκτεταμένη έλλειψη ενός ή περισσοτέρων θρεπτικών στοιχείων. Η ελλειπής 

παροχή θρεπτικών στοιχείων μπορεί να θεωρηθεί παράγοντας καταπόνησης καθώς 

προκαλεί διαταραχή σε μία ή περισσότερες λειτουργίες των φυτών. Οι λόγοι που 

μπορούν να οδηγήσουν σε ανεπάρκεια ενός στοιχείου είναι η μειωμένη 

περιεκτικότητα του εδάφους σε αυτό ή άλλες ιδιαιτερότητες στην χημική σύσταση 

του εδάφους (ανταγωνισμός μεταξύ θρεπτικών στοιχείων, αλατότητα, ακραίες 

τιμές του pH, παρουσία βαρέων μετάλλων, κ.λπ.), η παρουσία του στοιχείου σε μη 

αφομιώσιμη μορφή, ή οι ακραίες εδαφοκλιματικές συνθήκες (υπερβολική ή 

ελλειπής υγρασία, ανεπαρκής αερισμός). 

Οι επιπτώσεις της τροφοπενίας πρωταρχικά εντοπίζονται στην αδυναμία 

σύνθεσης των συστατικών στα οποία συμμετέχει το στοιχείο που βρίσκεται σε 

έλλειψη. Επίσης, παρατηρείται μειωμένος ρυθμός ανάπτυξης, δυσλειτουργείες 

στον μεταβολισμό λόγω απενεργοποίησης των ενζυμικών συστημάτων ή απώλειας 

λειτουργικότητας των μεμβρανών που έχει σαν αποτέλεσμα τη διαταραχή 

διαμερισματοποίησης του κυττάρου και την απώλεια της ομοιόστασης (Taiz and 

Zeiger, 1998).   

1.5.1. Επιπτώσεις της έλλειψης θρεπτικών στοιχείων στο δευτερογενή 

μεταβολισμό 

Ο δευτερογενής μεταβολισμός επηρεάζεται από ιδιαίτερα από αβιοτικούς 

παράγοντες καταπόνησης όπως οι τροφοπενίες θρεπτικών στοιχείων. Για την 

περιγραφή των αλληλεπιδράσεων δευτερογενούς μεταβολισμού – θρέψης έχουν 

διατυπωθεί διάφορες θεωρίες. 

Σύμφωνα με τη θεωρία ισορροπίας άνθρακα / θρεπτικών στοιχείων,  το είδος 

και η ποσότητα των μεταβολιτών που συνθέτει ένα φυτό εξαρτάται από την 

διαθεσιμότητα των πόρων και συγκεκριμένα την ισορροπία μεταξύ παραγωγής 
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οργανικού άνθρακα και διαθεσιμότητας θρεπτικών συστατικών όπως του αζώτου. 

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες διακρίνονται σε αυτούς που περιέχουν άνθρακα 

(φαινολικά συστατικά και τερπένια) και σε αυτούς που περιέχουν άζωτο 

(αλκαλοειδή και κυανογόνα γλυκοσίδια).  Όταν υπάρχει έλλειψη αζώτου, 

περιορίζεται η σύνθεση μορίων που περιέχουν άζωτο και ενισχύεται η σύνθεση 

δευτερογενών μεταβολιτών που περιέχουν άνθρακα. Σε συνθήκες τροφοπενίας 

αζώτου, καθίσταται αδύνατη η σύνθεση δομικών μορίων όπως οι πρωτεΐνες ενώ το 

ποσοστό του άνθρακα που θα διοχετευτεί σε αναπτυξιακές διεργασίες είναι 

περιορισμένο. Η θεωρία αυτή παρουσιάζει ελλείψεις στο να συμπεριλάβει το 

γεγονός ότι οι λειτουργείες άμυνας κατά το αναπτυξιακό στάδιο δεν αποτελούν 

εναλλακτικό τρόπο απόθεσης θρεπτικών στοιχείων αλλά συνυπάρχουν με τις 

λειτουργείες της ανάπτυξης.  

Η δεύτερη θεωρία ονομάζεται θεωρία ισορροπίας ανάπτυξης / διαφοροποίησης 

και υποστηρίζει πως η κατανομή των ενεργειακών πόρων έχει πρωταρχικό δέκτη 

τη ανάπτυξη και δευτερευόντως τους αμυντικούς μηχανισμούς όπου κυρίαρχο 

ρόλο διαδραματίζουν οι δευτερογενείς μεταβολίτες (Herms and Mattson, 1992). Σε 

συνθήκες τροφοπενίας ευνοείται η ανάπτυξη αμυντικών μηχανισμών και έτσι τα 

θρεπτικά συστατικά κατευθύνονται στη σύνθεση δευτερογενών μεταβολιτών σε 

υψηλές συγκεντρώσεις. Είναι προφανές ότι σε καταστάσεις τροφοπενίας 

περιορίζεται η ανάπτυξη νέων ιστών ενώ ευνοείται η ενίσχυση των αμυντικών 

μηχανισμών.  

Η τρίτη θεωρία ονομάζεται θεωρία της βέλτιστης άμυνας και υποστηρίζει ότι η 

παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών έχει σχέση με τη συνύπαρξη των φυτικών 

οργανισμών με τους βιοτικούς εχθρούς τους. Η θεωρία αυτή έχει εξελικτική βάση 

γιατί στηρίζεται στα προσαρμοστικά πλεονεκτήματα που προσδίδουν στους  

οργανισμούς οι αμυντικοί μηχανισμοί (Hamilton et al., 2001). Είναι γεγονός ότι 

κατά κανόνα η έλλειψη θρεπτικών συστατικών οδηγεί στη σύνθεση δευτερογενών 

μεταβολιτών. Συγκεκριμένα η τροφοπενία αζώτου, φωσφόρου, καλίου, θείου και 

σιδήρου (Bryant et al., 1987) οδηγεί στη συσσώρευση φαινολικών συστατικών 

που μπορεί να οφείλεται είτε σε de novo βιοσύνθεσή τους είτε στη συμπύκνωση 

της υπάρχουσας δεξαμενης φαινολικών συστατικών. 

 Η συσσώρευση των φαινολικών συστατικών προκαλεί καταστολή των 

αυξητικών διαδικασίων, φαινόμενο που αποτελεί στρατηγική αντιμετώπισης της 

έλλειψης θρεπτικών στοιχείων. Επιπλέον, λόγω της παραπάνω καταστολής, 

υφίσταται περίσσεια οργανικού άνθρακα και η βιοσύνθεση φαινολικών συστατικών 

αποτελεί έναν τρόπο διοχέτευσής της. Τα φαινολικά συστατικά αποτελούν 

παράγοντες άμυνας έναντι βιοτικών παραγόντων καταπόνησης όπως είναι οι 

παθογόνοι μικροοργανισμοί και τα φυτοφάγα ζώα. Λόγω της συσσώρευσης 
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δευτερογενών μεταβολιτών, τα φυτά ενισχύουν τις αμυντικές τους γραμμές έναντι 

ενδεχόμενης απώλειας φυτικών οργάνων, η οποία πλέον καθίσταται καταστροφική 

υπό συνθήκες έλλειψης ενός ή περισσότερων θρεπτικών στοιχείων. Στις παραπάνω 

θεωρίες είναι σημαντικό να προστεθεί και μια καινούρια προσέγγιση πάνω στο 

ρόλο και την κατανομή των δευτερογενών μεταβολιτών στους φυτικούς 

οργανισμούς. Σύμφωνα με τους Close and McArthur (2002) ο πιο σημαντικός 

εξελικτικός παράγοντας πίεσης που καθορίζει την παραγωγή και κατανομή 

φαινολικών συστατικών δεν είναι οι βιοτικοί παράγοντες καταπόνησης αλλά η 

αυξημένη έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία η οποία μπορεί να προκαλέσει 

σημαντική βλάβη όπως επίσης και η έλλειψη κάποιων θρεπτικών συστατικών. Με 

βάση την άποψη αυτή ο ρόλος των φαινολικών συστατικών έγκειται κυρίως στην 

αντιοξειδωτική τους δράση με σκοπό την προστασία του φυτικού οργανισμού. Τα 

φυτοφάγα ενδέχεται να μην αποτελούν τόσο ισχυρό παράγοντα επιλογής για την 

παραγωγή φαινολικών, όπως μέχρι τώρα ήταν αποδεκτό. Έτσι αναμένεται να μην 

είναι όλα τα φαινολικά συστατικά αποτελεσματικά εναντίον τους κάθως και η 

κατανομή και η αφθονία τους να είναι άσχετη με την παρουσία των φυτοφάγων.   

2. Το Βόριο  

2.1. Χημεία του Βορίου 

Με πιθανή εξαίρεση τον άνθρακα, το βόριο (Β) παρουσιάζει την πιο 

ενδιαφέρουσα και ποικίλη χημεία από οποιοδήποτε άλλο στοιχείο (Greenwood και 

Earnsaw, 1984). Ο πιο σημαντικός αριθμός οξείδωσης του Β είναι το +3 ενώ οι 

χαμηλότεροι αριθμοί οξείδωσης +1, 0 και -1 δεν απαντώνται συνήθως στις 

φυσικές ενώσεις του Β (Power και Woods, 1997). Το μεγάλο ενδιαφέρον πάνω στη 

χημεία του Β έγκειται στο γεγονός ότι φέρει μόνο τρία ηλεκτρόνια σθένους τα 

οποία όταν συμμετέχουν σε ισάριθμους δεσμούς αφήνουν ένα ελεύθερο p 

τροχιακό στη στιβάδα σθένους. Αυτό έχει συχνά σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό 

τριών ομοιοπολικών δεσμών. Αυτού του τύπου οι δεσμοί εντοπίζονται στα βοράνια 

(Power και Woods, 1997). 

Υπό φυσιολογικές συνθήκες και απουσία αλληλεπιδράσεων με άλλα βιομόρια, 

το Β εντοπίζεται ως βορικό οξύ (B(OH)3) ή ως βορικό ανιόν B(OH)-
4 (Woods, 

1996).  Σε υδατικό διάλυμα συμπεριφέρεται σύμφωνα με την εξίσωση:  

B(OH)3 + H2O ↔ B(OH)-
4 +  H+ 

Το βορικό οξύ είναι ένα ασθενές οξύ με pKa = 9,24 και στις συνθήκες pH του 

κυτταροπλάσματος (περίπου 7,4) ποσοστό μεγαλύτερο του 98% βρίσκεται στη 

μορφή αδιάστατου B(OH)3 και λιγότερο από το 2% βρίσκεται στην ανιονική μορφή 

Β(ΟΗ)4
- (Woods, 1996). Στις συνθήκες pH του αποπλάστη (pH 5,5) ποσοστό 

 13



Εισαγωγή 

μεγαλύτερο του 99,95% βρίσκεται στη μορφή B(OH)3 και λιγότερο από το 0,05% 

στη μορφή  Β(ΟΗ)4
- (Brown et al., 2002). 

Το βορικό οξύ και το βορικό ανιόν εύκολα αντιδρά με διάφορα βιομόρια 

σχηματίζοντας σύμπλοκα και υπό φυσιολογικές συνθήκες οι σύμπλοκες μορφές 

του Β υπερτερούν σε συγκεντρώσεις συγκριτικά με το ελεύθερο βορικό οξύ 

(Brown et al., 2002). Συγκεκριμένα, το βορικό οξύ σχηματίζει μόνο- και δι-εστέρες 

αντιδρώντας με μεγάλη ποικιλία δι- και πολυ-υδροξυ- ενώσεων (Woods, 1996). Οι 

προκύπτοντες βορικοί εστέρες βρίσκονται σε διαρκή δυναμική ισορροπία 

διάσπασης και σχηματισμού η οποία είναι  pH-εξαρτώμενη (Friedman et al., 1974). 

Μια ποικιλία παραγόντων επηρεάζει την σταθερότητα αυτών των ενώσεων. Για 

παράδειγμα το αυξημένο pH σταθεροποιεί τις ενώσεις του B και τα σύμπλοκα με 

cis-διόλες ευνοούνται σε σχέση τις trans μορφές (Loomis και Durst, 1992, 

Goldbach, 1997). Παραδείγματα ενώσεων που σχηματίζουν ισχυρά σύμπλοκα με 

το βορικό οξύ είναι η ριβόζη, η απιόζη, η σορβιτόλη και άλλες πολυόλες  (Loomis 

και Durst, 1992), όπως επίσης και φαινολικά συστατικά και αμινοξέα όπως η 

σερίνη (Τate και Meister, 1978).  

Τα βορικό οξύ αντιδρά με δι-υδροξυ-παράγωγα σύμφωνα με την παρακάτω 

εξίσωση: 

B(OH)4
- + 2R(OH)2 ↔ B(O2R)2

- + 4H2O 

Είναι γνωστό ότι η προσθήκη κάποιας πολυόλης όπως της γλυκερόλης ή της 

μανιτόλης αυξάνει την οξύτητα του βορικού οξέος μειώνοντας το pH των 

διαλυμάτων του λόγω σχηματισμού των παραπάνω συμπλόκων (Power και Woods, 

1997). 
( 

2.2. Βορονικά οξεα 

Τα βορονικά οξέα είναι μία ομάδα με δομικά παρόμοια μόρια που έχουν τη 

δυνατότητα να σχηματίζουν αντιστρεπτούς εστερικούς δεσμούς με cis-διόλες με 

τρόπο παρόμοιο με αυτό του βορικού οξέος (Bergold και Scouten, 1983, 

Springsteen και Wang, 2002). Η σταθερότητα του συμπλόκου βορονικού οξέος-

διόλης εξαρτάται από τις σταθερές ιονισμού, το είδος της διόλης και τις 

συγκεντώσεις των δύο ενώσεων (Bergold και Scouten, 1983, Springsteen και 

Wang, 2002). Πιο συγκεκριμένα, σε καθορισμένη τιμή pH, χαμηλή τιμή pKa 

(μεγαλύτερη οξύτητα) ευνοεί τον ιονισμό και δίνει πιο ισχυρά σύμπλοκα. Κατά 

κανόνα, υψηλότερες τιμές pH ευνοούν το σχηματισμό συμπλόκων μεταξύ 

βορονικών οξέων και διολών. Πιο συγκεκριμένα, όσο υψηλότερη, πάνω από την 

pKa του βορονικού οξέος, είναι η τιμή του pH του διαλύματος, τόσο περισσότερο 

σταθερά είναι τα σύμπλοκα που προκύπτουν (Van Duin et al., 1984). Παρόλα 

αυτά, οι Yan et al. (2004) σε πειράματα που έκαναν πάνω στο σχεδιασμό 
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αισθητήρων βορονικών οξέων έδειξαν ότι ο κανόνας, σύμφωνα με τον οποίο, 

βορονικά οξέα με χαμηλές τιμές pKa σε συνδυασμό με τιμές pH υψηλότερες της 

pKa παρουσιάζουν μεγαλύτερη ικανότητα πρόσδεσης δεν ισχύει πάντα καθώς και 

άλλοι παράγοντες επηρεάζουν τη σταθερά σχηματισμού. Ωστόσο, στην πλειοψηφία 

των περιπτώσεων, βορονικά οξέα με pKa μικρότερη του βορικού προσδένουν 

ισχυρότερα τις cis-διόλες (Springsteen και Wang, 2002). Έτσι, όταν είναι και τα 

δύο παρόντα σε ίσες συγκεντρώσεις, τα παραπάνω βορονικά οξέα συναγωνίζονται 

το βορικό οξύ στο σχηματισμό δεσμών στις διαθέσιμες θέσεις των cis-διολών. Το 

γεγονός αυτό έχει ιδιαίτερη σημασία στην χρήση των βορονικών οξέων στην 

μελέτη της χημείας και της φυσιολογίας του Β στα βιολογικά συστήματα. 

Ένα άλλο ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των βορονικών οξέων, επίσης σημαντικό 

στον πειραματισμό, είναι ότι διαθέτουν ένα ζεύγος ομάδων υδροξυλίου και 

αντίθετα με το βορικό ανιόν (το οποίο διαθέτει δύο ζεύγη) δεν μπορούν να 

σχηματίσουν σύμπλοκα με δύο μόρια. Έτσι, ενώ το βορικό οξύ δρα στα (δις)δι-

εστερικά σύμπλοκα ως διασυνδετικό μόριο (cross-linker), τα βορονικά οξέα δεν 

σχηματίζουν διαδεσμούς (Liu και Scouten, 2000, βλ. επίσης εικόνα 1). Με τον 

τρόπο αυτό, η χρήση βορονικών οξέων δεν μπορεί να υποκαταστήσει την 

φυσιολογική δράση του βορικού οξέος ως διασυνδετικού μορίου και συνεπώς 

μπορεί να αποκαλύψει της επιπτώσεις της έλλειψης βορικού οξέος στα κύτταρα ή 

της αδυναμίας σχηματισμού των διαδεσμών με κυτταρικά συστατικά όπως τα 

πηκτινικά πολυμερή και τα συστατικά του κυτταροσκελετού (Bassil et al., 2004). 

  

 
Εικόνα 1. Σχηματισμός διεστερικών συμπλόκων μεταξύ μιας διόλης και του βορικού οξέος 

(Α) ή ενός βορονικού οξέος (Β). Στην δεύτερη περίπτωση δεν σχηματίζεται δομή αντίστοιχη 

του βορικού διαδεσμού (βλ. Α, κόκκινο πλαίσιο). 
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Στα  πειράματά τους οι Bassil et al. (2004) θέλοντας να ερευνήσουν το ρόλο 

του Β στα φυτά, χρησιμοποίησαν βορονικά οξέα με διαφορετικές pKa και επέδειξαν 

τον ρόλο του Β στην οργάνωση της συνέχειας του κυτταροσκελετού με την 

κυτταροπλασματική μεμβράνη. Συγκεκριμένα, σε καλλιέργειες BY-2 κυττάρων 

καπνού (Nicotiana tabacum), η πρσθήκη 3-ΝΒΑ (3-νιτροφαίνυλοβορονικό οξύ, 

pKa = 7,2) προκαλούσε αποδιοργάνωση στην ενδοκυτταρική δομή ενώ η 

προσθήκη ΜΒΑ (μεθυλοβορονικό οξύ, pKa = 10,7) δεν είχε ανάλογες επιπτώσεις. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι το ΜΒΑ έχει pKa υψηλότερη αυτής του βορικού οξέος (pKa 

= 9,2). 

2.3. Το Βόριο στα φυτά  

2.3.1. Διαθεσιμότητα και Πρόσληψη 

Το Β αν και παρουσιάζει μειωμένη αφθονία στη φύση, είναι ένα ευρέως 

διαδεδομένο στοιχείο (Morgan, 1980) τόσο στη λιθόσφαιρα όσο και στην 

υδρόσφαιρα. Στο έδαφος οι συγκεντρώσεις ποικίλουν  από 10-20 mg B kg-1. Στο 

νερό της θάλασσας ποικίλουν από 1-10 mg B kg-1 ενώ η συγκέντρωση στα νερά 

των ποταμών είναι περίπου 0,3% αυτής του θαλασσινού νερού. Τα εδάφη 

μπορούν να διαχωριστούν σε αυτά με υψηλή συγκέντωση Β (10-100  mg B kg-1) 

και σε αυτά με χαμηλή συγκέντρωση Β (<10 mg B kg-1). Πάντως, τα περισσότερα 

εδάφη χαρακτηρίζονται από χαμηλή συγκέντρωση Β. Συνήθως μόνο το διαλυτό Β 

είναι διαθέσιμο στα φυτά το οποίο αντιστοιχεί στο 10% περίπου του συνολικού Β 

του εδάφους.  

Το θέμα της πρόσληψης του Β από τα φυτά είναι αρκετά αντιφατικό και 

σημαντικά δεδομένα υποστηρίζουν τόσο την ενεργό όσο και την παθητική 

μεταφορά (Brown and Shelp, 1997, Hu and Brown, 1997). Η πρόσληψη του Β, 

υπό συνθήκες επάρκειας του στο έδαφος, είναι αποτέλεσμα παθητικής μεταφοράς 

ελεύθερου βορικού οξέος (Hu and Brown, 1997). Στην περίπτωση αυτή, ο ρυθμός 

πρόσληψης καθορίζεται από τη συγκέντρωση του Β στην περιοχή της ριζόσφαιρας, 

τις ενώσεις του Β στο εσωτερικό της ρίζας, τη διαπερατότητα των μεμβρανών, την 

εδαφική υγρασία και την ταχύτητα διαπνοής. Οι Brown και Shelp (1997) 

συμπέραναν ότι δεν υπάρχουν σημαντικά στοιχεία που να συνηγορούν υπέρ της 

πρόσληψης του Β μέσω μηχανισμού ενεργού μεταφοράς. Όσον αφορά στη 

διαπερατότητα των μεμβρανών, ο Raven (1980) υπολογίζοντας θεωρητικά τη 

διαπερατότητα του Β συμπέρανε ότι ήταν ικάνη ώστε η μεταφορά του στο φυτό να 

γίνεται αποκλειστικά μέσω παθητικής διάχυσης. Νεώτερες έρευνες επιβεβαίωσαν 

την δυνατότητα μεταφοράς του Β διαμέσου τεχνιτών λιπιδιακών μεμβρανών 

προερχόμενων τόσο από φυτικά όσο και από ζωικά κύτταρα (Dordas et al., 2000). 

Ακόμη, πειράματα που έγιναν σε μεταλλαγμένες σειρές του Arabidopsis thaliana 
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που διέφεραν στη λιπιδική σύσταση των μεμβρανών έδειξαν ότι η σύσταση της 

μεμβράνης επηρεάζει την διαπερατότητα του Β και συνεπώς την πρόσληψη του 

από τα φυτά (Dordas και  Brown, 2000).  

Ωστόσο, αρκετές πειραματικές ενδείξεις συνηγορούν στην ύπαρξη τόσο 

μηχανισμών ενεργού μεταφοράς βορικού οξέος, οι οποίοι ενεργοποιούνται υπό 

συνθήκες ανεπαρκούς τροφοδοσίας των φυτών με Β, όσο και καναλιών 

διευκολυνόμενης διέλευσης του βορικού οξέος. Νεώτερες έρευνες συμφωνούν με 

την δράση μεμβρανικών πρωτεϊνών ανάλογων των ακουαπορίνων στην πρόσληψη 

του βορικού οξέος καθώς η εφαρμογή  αναστολέων των διαύλων των 

μεμβρανικών πρωτεϊνών (MIPs) στο Arabidopsis (όπως ο HgCl2) προκάλεσε μείωση 

της πρόσληψης Β κατά 35% (Dordas και Brown, 2000). Οι Dannel et al. (1997) 

παρατήρησαν πως η συγκέντρωση του Β τόσο στον κυτταρικό χυμό της ρίζας όσο 

και στον ανιόντα χυμό ήταν περίπου 22 φορές μεγαλύτερη από αυτή του 

εξωτερικού διαλύματος όταν η συγκέντρωση Β σε αυτό ήταν ανεπαρκής. Το 

αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει την ύπαρξη ενός ενεργειακά εξαρτώμενου 

μεταφορέα για την πρόσληψη Β ο οποίος λειτουργεί αντίθετα με την διαβάθμιση 

συγκέντρωσης Β. Περαιτέρω, οι Pfeffer et al. (1999) έδειξαν ότι η πρόσληψη του Β 

υπό συνθήκες ανεπαρκούς συγκέντρωσής του στο υπόστρωμα καλλιέργειας 

ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten. Στην ελιά, ο εγκλιματισμός φυτών σε 

ελλειματικό μέσο προκαλεί την εμφάνιση μηχανισμού συσσώρευσης Β (έως και δύο 

φορές συγκριτικά με το εξωτερικό μέσο) στον κυτταρικό χυμό της ρίζας ενώ η 

μεταφορά του στα αγγεία του ξύλου γίνεται μέσω διάχυσης (Stavrianakou et al., 

2006). Πλέον, έχουν αναγνωριστεί μεταφορείς βορικού οξέος οι οποίοι εδράζουν 

στα κύτταρα του περικυκλίου της ρίζας του φυτού Arabidopsis (Takano et al., 

2002). 

2.3.2. Διακίνηση του Βορίου μέσα στους φυτικούς ιστούς 

Είναι γεγονός ότι οι φυτικοί οργανισμοί διαφέρουν σημαντικά όσον αφορά στην 

ευκολία διακίνησης του Βορίου. Έτσι τα διάφορα είδη μπορούν να διακριθούν σε 

αυτά που παρουσιάζουν περιορισμένη κινητικότητα Β και σε αυτά που το Β 

εμφανίζει αυξημένη κινητικότητα (Brown και Shelp, 1997). 

Ενδείξεις που σχετίζονται με την αδυναμία μετακίνησης του Β εντός του 

φυτικού σώματος έχουμε σε φυτικά είδη στα οποία παρουσιάζεται μια μειούμενη 

κλίση συγκέντρωσης από τα γηραιότερα προς τα νεαρά ή αναπτυσσόμενα όργανα 

όταν η παροχή Β είναι επαρκής. Ανάλογη εικόνα έχουμε και σε φυτικά είδη όπου 

το Β κινείται εύκολα εντός του συστήματος μεταφοράς του ηθμού. Ωστόσο, στα 

είδη αυτά, και υπό συνθήκες ανεπαρκούς τροφοδοσίας με Β, αυτή η κλίση 

συγκέντρωσης αναστρέφεται ή εξαφανίζεται, γεγονός που υποδηλώνει πως τα 
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αποθέματα του στοιχείου αναδιανέμονται (Shelp et al., 1992). Την ικανότητα 

επανεκκίνησης του Β από τα ώριμα στα εκπτυσσόμενα φύλλα διαθέτει και η ελιά 

(Liakopoulos et al., 2005; Liakopoulos et al. 2009). 

Ο μηχανισμός επαναδιανομής του Β συσχετίζεται με την ύπαρξη πολυολών 

μεταξύ των διακινούμενων φωτοσυνθετικών προϊόντων μέσω του ηθμού. Οι 

Brown and Hu (1996), πρότειναν ότι το Β είναι ευκίνητο στον ηθμό σε φυτικά είδη 

όπου μία, συνήθως, από τις πολυόλες σορβιτόλη, μαννιτόλη ή δουλσιτόλη 

συμπεριλαμβάνεται στα κύρια διακινούμενα φωτοσυνθετικά προϊόντα. Η αυξημένη 

κινητικότητα του Β στα είδη αυτά οφείλεται στον σχηματισμό συμπλόκων του Β με 

πολυόλες και την συνακόλουθη αποτροπή διαρροής του βορικού οξέος διαμέσου 

των μεμβρανών των ηθμοσωλήνων η οποία λαμβάνει χώρα στα φυτικά είδη όπου 

το βορικό οξύ βρίσκεται στον ηθμό ως ελεύθερο μόριο. Σύμφωνα με τους 

Liakopoulos et al. (2009), σε φυτά ελιάς, όχι μόνο λαμβάνει χώρα επαναδιανομή 

του στοιχείου μέσω του ηθμού αλλά αυξάνεται επιπλέον η συγκέντρωση της 

μαννιτόλης στον χυμό του ηθμού φύλλων στα οποία έχει επιβληθεί τροφοπενία Β 

σε σχέση με αυτά που αναπτύσσονταν σε επαρκή συγκέντρωση Β. Το αποτέλεσμα 

αυτό υποδηλώνει ότι οι υψηλές συγκεντρώσεις μαννιτόλης ενδεχομένως 

κινητοποιούν στον ηθμό κατά αναλογία υψηλότερα ποσοστά βορικού οξέος βάσει 

των διαθέσιμων ποσοτήτων στα αντίστοιχα φύλλα προς τα εκπτυσσόμενα φύλλα. 

Με αυτόν τον τρόπο φαίνεται πως το φυτό μπορεί να υποστηρίξει την ανάπτυξη 

νέων οργάνων παρέχοντας υψηλά ποσοστά επανεκκινούμενου Β αναφορικά με την 

διαθέσιμη ποσότητα επειδή η εξωτερική τροφοδοσία είναι ελλειματική. 

2.3.3. Δομικός ρόλος Βορίου  

2.3.3.1 Κυτταρικό τοίχωμα  

Οι φυτικοί οργανισμοί έχοντας περιορισμένη δυνατότητα κίνησης ήταν 

απαραίτητο να εξελίξουν δομές και μηχανισμούς οι οποίοι θα τους επιτρέπουν να 

αντιμετωπίζουν τις δύσκολες περιβαλλοντικές συνθήκες και τις επιθέσεις  

παθογόνων μικροοργανισμών και φυτοφάγων ζώων. Το κυτταρικό τοίχωμα είναι 

μία πολύπλοκη δομή που μεταξύ άλλων εξυπηρετεί και αυτό το σκοπό καθώς 

περιβάλλει και προστατεύει τα φυτικά κύτταρα. Η βασική του δομή συνίσταται από 

μίγματα πολυσακχαριτών ενώ εναποτίθενται επίσης δομικές και λειτουργικές 

πρωτεΐνες καθώς και δομικές πολυμερισμένες αρωματικές και αλειφατικές ενώσεις 

αλλά και μεμονωμένοι μεταβολίτες όπως φαινολικά συστατικά ανάλογα με τον 

κυτταρικό τύπο. 

Στο κυτταρικό τοίχωμα λαμβάνουν χώρα πολύπλοκες φυσικοχημικές και 

ενζυμικές διεργασίες. Κατά τη διαδικασία της κυτταρικής αύξησης οι διαστάσεις και 

τα μηχανικά χαρακτηριστικά του κυτταρικού τοιχώματος αλλάζουν ανάλογα με 
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τους τύπους μακρομορίων που εναποτίθενται. Η στοιβάδα που εναποτίθεται πρώτη 

μετά την κυτταρική διαίρεση ονομάζεται μέση πλάκα και αποτελείται κυρίως από 

πηκτινικά συστατικά. Στη συνέχεια εναποτίθεται το πρωτογενές κυτταρικό τοίχωμα 

το οποίο αποτελείται από πηκτίνη, κυτταρίνη ημικυτταρίνη και πρωτεΐνες. Το 

κυτταρικό τοίχωμα πρέπει να ακολουθεί τη ανάπτυξη των κυττάρων και 

συγχρόνως να διατηρεί την ακεραιότητά του. Σε αυτό το σκοπό συμβάλει το μίγμα 

από πολυσακχαρίτες και πρωτεΐνες που ρυθμίζουν τη συνεχή πρόσφηση και 

επέκταση της δομής. Σε πολλούς κυτταρικούς τύπους το τοίχωμα ενισχύεται με 

την εναπόθεση του δευτερογενούς τοιχώματος. Το δευτερογενές τοίχωμα είναι 

συνήθως πιο παχύ και χαρακτηρίζεται από σημαντικά λιγότερη πηκτίνη σε σχέση 

με το πρωτογενές τοίχωμα (Perez et al., 2003). Συχνά το δευτερογενές τοίχωμα 

ενισχύεται περαιτέρω με την εναπόθεση λιγνίνης, ενός πολυμερούς αρωματικών 

αλκοολών. Πιστεύεται ότι το πρωτογενές τοίχωμα συνεισφέρει στη δομική 

σταθερότητα αλλά και στη μεταγωγή σημάτων ενώ το δευτερογενές τοίχωμα είναι 

υπεύθυνο για την μηχανική ενδυνάμωση του κυττάρου. 

Η αρχική αντίληψη ότι το κυτταρικό τοίχωμα είναι ένα νεκρό χωρίς δομή 

περίβλημα έχει πλέον αλλάξει. Θεωρείται μία δυναμική κατασκευή όπου 

πολύπλοκες δομές επιτελούν μια ποικιλία διεργασιών απαραίτητων για τη ζωή των 

φυτών. Στα πολυσακχαρικά συστατικά του τοιχώματος μπορούν να αποδοθούν 

πέντε κύριοι φυσιολογικοί ρόλοι. 

1. παροχή εναλλακτικού εκτατού δικτύου 

2. συνενώση των κύτταρων κοντά στη μέση πλάκα 

3. ρύθμιση της περατότητας του κυτταρικού τοιχώματος 

4. διαμόρφωση ενός ιοντικά ενεργού εξωσυμπλαστικού περιβάλλοντος 

5. μετάδοση σημάτων στο κύτταρο μέσω βιοενεργών μορίων 

2.3.3.2. Τα πηκτινικά πολυμερή του κυτταρικού τοιχώματος 

Η πηκτίνη συνίσταται από μία ομάδα πολυσακχαριτών, πολυμερών 

(γαλακτο)ουρονικών οξέων. Διακρίνονται τρεις κύριοι τύποι πηκτινικών 

πολυμερών: η ομογαλακτουρονάνη (HG), η ραμνογαλακτουρονάνη I (RG-I) και η 

ραμνογαλακτουρονάνη ΙΙ (RG-II ενώ απαντώνται επίσης η απιογαλακτορουνάνη 

(API) και η ξυλογαλακτουρονάνη (XGA) (O’Νeill et al., 1990, Ridley et al., 2001). 

Οι πολυσακχαρίτες αυτοί φαίνεται να συνδέονται ομοιοπολικά μεταξύ τους γιατί 

διαχωρίζονται μόνο μετά από κατεργασία πρωτογενών κυτταρικών τοιχωμάτων με 

EPG (ενδοπολυγαλακτοτουνάση). 

Η ομογαλακτουρονάνη (HG) είναι πολυμερές D-γαλακτουρονικών οξέων 

(GalpA) συνδεδεμένων με α-1,4 γλυκοζιδικούς δεσμούς. Τα κατάλοιπα GalpA 
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Εικόνα 2. Μερική δομή της HG  

μπορεί να είναι μεθυλο-εστεροποιημένα στον C-6 της καρβοξυλικής ομάδας ή 

ακετυλιωμένα στο O-2 ή στο Ο-3 όπως φαίνεται στην εικόνα 2. Το πρότυπο και το 

εύρος της εστεροποίησης είναι διαφορετικό σε κάθε περίπτωση και φαίνεται να 

ρυθμίζεται από το στάδιο ανάπτυξης και από το είδος του ιστού καθορίζοντας με τη 

σειρά του την ικανότητα έκτασης του τοιχώματος (Willats et al., 2001). Οι 

καρβοξυλικές ομάδες οι οποίες δεν είναι εστεροποιημένες φέρουν αρνητικά φορτία 

και αλληλεπιδρούν με ιόντα Ca2+ σχηματίζοντας ένα σταθερό πήγμα (Liners et al., 

1989).   

Ο σκελετός της RG-I αποτελείται από επαναλαμβανόμενες μονάδες [→a-D-

GalpA-1,2-a-L-Rhap-1,4→]n όπως προέκυψε από την ανάλυση πολυσακχαριτών 

  

 
Εικόνα 3. Η δομή του βασικού σκελετού της RG-I και αντιπροσωπευτικών πλάγιων 

αλυσίδων (προσαρμοσμένο από Caffall and Mohnen, 2009). 

της σόγιας (Nakamura et al., 2002). Σχηματικά η δομή της RG-I φαίνεται στην 

εικόνα 3. 

Η ραμνογαλακτορουνάνη ΙΙ (RG-II) είναι ένας πολυσακχαρίτης της πηκτίνης με 

μοριακό βάρος περίπου 5 kDa που εντοπίζεται στα πρωτογενή κυτταρικά 

τοιχώματα των τραχεοφύτων (Matsunaga et al., 2004). Η RG-II είναι από τους πιο 

πολύπλοκους πολυσακχαρίτες που έχουν αναγνωριστεί έως σήμερα, και 

επιδεικνύει αξιοσημείωτα συντηρημένη δομή εντός του φυτικού βασιλείου (Perez 
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et al., 2003).  Αποτελείται από 12 διαφορετικά μονομερή στα οποία 

περιλαμβάνονται και σπάνια γλυκοσυλικά κατάλοιπα όπως D-απιόζη (Api), L-

ακερικό οξύ (AceA), 2-κέτο-3-δεοξυ-D-lyxo-επτουροσαρικό οξύ (Dha), 2-κετο-3-

δεοξυ-D-μαννο-οκτουλοσονικό οξύ (Kdo), 2-O-μέθυλο-L-φουκόζη (2-OMeFuc) και 

2-O-μέθυλο-D-ξυλόζη (2-OMeXyl), τα οποία είναι διασυνδεδεμένα με περίπου 20 

  

 

 

 

Εικόνα 4. Μερική δομή της ραμνογαλακτουρονάνης–ΙΙ. (α) Ο κεντρικός σκελετός της RG–

II αποτελείται από μονάδες α–D–γαλακτοσυλο–πυρανοσυλ–ουρονικού οξέος (GalpA) στο 

οποίο ενώνονται τέσσερις πλάγιες αλυσίδες ολιγοσακχαριτών (A–D). Η A–αλυσίδα ενώνεται 

στον κεντρικό σκελετό με μια μονάδα β–D–απιοσυλ–φουρανοζίτη (Apif). Οι ομάδες Apif της 

A–αλυσίδας συμμετέχουν ανά δύο στο σχηματισμό του συμπλόκου RG–II–B–RG–II (β) 

Λαμβάνοντας υπ΄ όψη ότι οι γλυκοφουρανόζες δημιουργούν τα σταθερότερα διεστερικά 

σύμπλοκα με το βορικό οξύ στη συγκεκριμένη δομή, η απιόζη αποτελεί το μόνο 

γλυκοφουρανοζίτη με ελεύθερες γειτονικές υδρόξυλομάδες με cis–διαμόρφωση. Άλλες 

συντμήσεις: AcefΑ, 3–C–καβροξυ–5–δεοξυ–L–ξυλοφουρανοζίτης; Araf, αραβινο–

φουρανοζίτης; Arap, αραβινο–πυρανοζίτης; Dhap, 3–δεοξυ–D–λυξο–επτουλο–πυρανοσυλ–

αρικό οξύ; Fucp, φουκο–πυρανοζίτης; Galp, γαλακτο–πυρανοζίτης; GlcpA, γλυκο–

πυρανοσυλ–ουρονικό οξύ; Kdop, 3–δεοξυ–D–μαννο–οκτουλο–πυρανοσυλονικό οξύ; 2–O–

MeFucp, 2–O–μεθυλο–φουκο–πυρανοζίτης; 2–O–MeXylp, 2–O–μεθυλο–ξυλο–πυρανοζίτης; 

Rhap, ραμνο–πυρανοζίτης; OAc, Ο–ακετύλιο. 
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διακριτούς δεσμούς (Ridley et al., 2001). Τέσσερις αλυσίδες ενώνονται στον 

ολιγογαλακτουρονικό σκελετό ο οποίος αποτελείται από τουλάχιστον έξι κατάλοιπα 

α-(1,4)-D-GalpA. Η μερική δομή της RG-II και ο τρόπος διμερισμού με το βορικό 

οξύ φαίνεται στην εικόνα 4. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 4, οι πλευρικές αλυσίδες a και b είναι δύο 

πολύπλοκοι ολιγοσακχαρίτες οι οποίοι συνδέονται με τον σκελετό του μορίου μέσω 

ενός καταλοίπου απιόζης (Api). Οι ολιγοσακχαρίτες c και d περιέχουν αντίστοιχα τα 

κατάλοιπα Kdo και Dha  και η αλυσίδα e αποτελείται από ένα κατάλοιπο Ara. 

Οι πολυσακχαρίτες RG-I, RG-II και HG οι οποίοι είναι συνδεδεμένοι ομοιοπολικά 

μεταξύ τους απελευθερώνονται από το κυτταρικό τοίχωμα με επίδραση EPG 

(O’Neill et al., 1996). Η σύνδεση των  RG-I, RG-II και HG  μέσω γλυκοσιδικών 

δεσμών είναι ένας από τους πιθανούς τρόπους σύνδεσης μέσα στο πηκτινικό 

κλάσμα. Επιπλέον, στο πηκτινικό δίκτυο ενυπάρχουν πολλαπλά είδη διαδεσμών 

στα οποία περιλαμβάνονται διαδεσμοί με ιόντα Ca2+, εστερικοί διαδεσμοί μέσω 

βορικού οξέος και ομοιοπολικοί δεσμοί με φαινολικά και άλλα συστατικά (Caffall et 

al., 2009). Οι δεσμοί που αναπτύσονται μεταξύ Ca2+ και των αλυσίδων HG 

ενισχύουν την συνεκτικότητα του δικτύου αυξάνοντας την ακαμψία του 

τοιχώματος ανάλογα με το βαθμό μεθυλοεστεροποίησης των αλυσίδων. Η 

παραπάνω διαδικασία εξαρτάται από τρεις παράγοντες: την ενδομοριακή 

διαμόρφωση της HG, την ενέργεια διαχωρισμού φορτίου μεταξύ δύο μορίων GalA 

στην αλυσίδα της HG και την ευκολία συναρμογής γειτονικών αλυσίδων της HG. Η 

μείωση στην ικανότητα έκτασης και η αύξηση της δυσκαμψίας του τοιχώματος έχει 

επίσης συσχετιστεί με τη μείωση των πλευρικών αλυσίδων αραβινάνης και 

γαλακτάνης  της RG-I με παράλληλη αύξηση των συμπλόκων Ca2+-HG. Κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης του κυττάρου οι πλευρικές αλυσίδες αραβινάνης και 

γαλακτάνης αποδομούνται ενώ η HG συνεχίζει να εναποτίθεται σχηματίζοντας τα 

συμπλοκα που προαναφέρθηκαν. 

2.3.3.3. Βόριο και κυτταρικό τοίχωμα 

Είναι γεγονός ότι το Β παίζει βασικό ρόλο στην ανάπτυξη, στην επιμήκυνση 

των κυττάρων και στη δομική σταθερότητα  των κυτταρικών τοιχωμάτων στα 

δικότυλα φυτικά είδη (Power και Woods, 1997). Ο Warrington (1923) υποστηρίζει 

ότι το Β έχει σταθερό ρόλο στα φυτά και δεν βρίσκεται σε δυναμική κατάσταση 

καθώς η σωστή λειτουργία των φυτικών κυττάρων απαιτεί την συνεχή παρουσία Β. 

Οι Skok και McIlrath (1958) υποστήριζαν πως υπάρχει μικρής έκτασης έως 

μηδενική μετακίνηση του Β στα δικότυλα φυτικά είδη και η εξωτερική τροφοδοσία 

είναι απαραίτητη κατά τη διάρκεια της αυξητικής περιόδου.  

Οι επιπτώσεις της τροφοπενίας Β σε διάφορα είδη παρουσιάζουν υψηλού 

βαθμού ομοιογένεια και συνίστανται κυρίως στην αναστολή της δραστηριότητας 
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του κορυφαίου μεριστώματος του βλαστού και του ακραίου μεριστώματος της 

ρίζας αλλά και των αναπτυσσόμενων ιστών (Hu και Βrown, 1995). Παράλληλα με 

αυτές τις μεταβολές σημειώνεται διαταραχή στην οργάνωση του πηκτινικού 

κλάσματος. Πιο συγκεκριμένα, υπό συνθήκες τροφοπενίας Β αλλάζει η δομή και η 

πυκνότητα του συστήματος Golgi το οποίο παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ενσωμάτωση των πηκτικών πολυμερών στο κυτταρικό τοίχωμα (Northcote, 1986). 

Συνεπώς φαίνεται πως η λειτουργία του Β στο κυτταρικό τοίχωμα σχετίζεται με την 

αλληλεπίδραση που αναπτύσσεται ανάμεσα στο Β και τα πηκτινικά πολυμερή του 

τελευταίου (Hu και Βrown, 1994). Περαιτέρω ενδείξεις για τον εντοπισμό του Β 

στο κλάσμα της πηκτίνης δόθηκαν από τα πειράματα των Hu και Brown (1994) 

όπου αναλύθηκε το περιεχόμενο Β στα διάφορα κλάσματα του τοιχώματος. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι η μεγαλύτερη ποσότητα Β απελευθερώθηκε όταν 

επέδρασαν με το ένζυμο πεκτολυάση, το οποίο αποδιοργανώνει την πηκτίνη, ενώ 

αντίθετα κατά την ενζυμική υδρόλυση της κυτταρίνης δεν απελευθερώθηκε 

σημαντική ποσότητα Β. Είναι πλέον γνωστό ότι μεταβολές στη συγκέντρωση του Β 

επηρεάζουν τη λεπτή δομή και τις φυσικοχημικές ιδιότητες του πρωτογενούς 

κυτταρικού τοιχώματος (Hu και Brown, 1994). 

Με πειράματα στις ετεροκύστεις αζωτοδεσμευτικών κυανοβακτηρίων οι Mateo 

et al. (1986) εντόπισαν πως κάτω από συνθήκες ανεπάρκειας B το φράγμα 

διάχυσης του  Ο2 δεν ήταν λειτουργικό γεγονός που τους οδήγησε στο 

συμπέρασμα πως το Β σχηματίζει διαδεσμούς με τους πολυσακχαρίτες του 

τοιχώματος και εμποδίζει τη διάχυση του Ο2. Βρέθηκε ότι τα γλυκολιπίδια των 

ετεροκύστεων ήταν εξόζες με ομάδες υδροξυλίου σε cis διαμόρφωση η οποία 

ευνοεί το σχηματισμό διαδεσμών με το Β. 

2.3.3.4. Βόριο και RG-II 

Νεώτερες έρευνες διευκρίνησαν την φύση της αλληλεπίδρασης μεταξύ Β και 

πηκτίνης. Στο κυτταρικό τοίχωμα γειτονικές αλυσίδες της RG-II σχηματίζουν 

διμερή τα οποία σταθεροποιούνται μέσω βορικών διεστέρων ανάμεσα στα δύο 

κατάλοιπα απιόζης των a αλυσίδων (Kobayashi et al., 1996, Ishii και Matsunaga 

1996, O’Neill et al., 1996, βλ. εικόνα 4). Οι Loomis και Durst (1991) υπέθεσαν ότι 

η σταθερότητα που παρουσιάζουν τα κυτταρικά τοιχώματα σχετίζεται με τους 

εστερικούς δεσμούς που σχηματίζει το Β με τα πηκτινικά πολυμερή. Οι in muro 

διαδεσμοί της RG-II ρυθμίζουν το πορώδες και τις μηχανικές ιδιότητες των 

πρωτογενών κυτταρικών τοιχωμάτων (Ishii et al., 2001) ενώ παρεμπόδιση του 

σχηματισμού τους έχει άμεση επίδραση στην ανάπτυξη των κυττάρων (O'Neill et 

al., 2001).  

Η απόλυτη διευκρίνηση της δομής του διμερούς d-RG-II-B προέρχεται από 

τους O’Neill et al. (1996) οι οποίοι απομόνωσαν μονομερή (m-RG-II) και διμερή 
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της RG-II που περιείχαν Β (d-RG-II-B). Χρησιμοποιώντας την τεχνική MALDI-TOF-

MS, έδειξαν πως δύο μονομερή RG-II ενώνονται σταυρωτά με έναν εστέρα 

βορικού οξέος και σχηματίζουν ένα διμερές. Στη συνέχεια με την τεχνική 11B-NMR 

διευκρίνησαν την διαμόρφωση των προϊόντων που προκύπτουν από την αντίδραση  

 
Εικόνα 5. Οι τρεις δυνατοί τρόποι σχηματισμού των διμερών d-RG-II-B. Σε κάθε μία από 

τις παραπάνω περιπτώσεις το φάσμα 11B-NMR δίνει σήμα σε συγκεκριμένο δ (χημική 

μετατόπιση). Τα σήματα που ελήφθησαν στην περίπτωση του διμερούς d-RG-II-B ήταν 

χαρακτηριστικά για μία διαμόρφωση 1 βορικό οξύ:2 διόλες, που αντιστοιχεί στη δομή ΙΙ της 

εικόνας. 

του βορικού οξέος και cis-διόλης. Οι πιθανές ενώσεις αυτής της αντίδρασης 

φαίνοντα στην εικόνα 5. 

Οι παράγοντες που επηρεάζουν τον σχηματισμό του διμερούς d-RG-II-B, πέρα 

από την αναλογία των συστατικών, είναι το pH και η παρουσία δισθενών ιόντων. 

Με βάση την ευαισθησία που παρουσιάζουν οι ενώσεις του Β στις όξινες συνθήκες 

οι Loomis και Durst (1992) υπολόγισαν ότι η πτώση του pH που προκαλείται από 

τις αυξίνες έχει σαν αποτέλεσμα τη διάσπαση και επανασύνδεση  των διαδεσμών 

(cross-links) ώστε να καταστεί δυνατή η επιμήκυνση των κυττάρων (Power and 

Woods, 1997). Τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν από τους O’Neill et al. 

(1996) όπου σε in vitro πειράματα διαπίστωσαν τον σχηματισμό διμερών της RG-II 

με το Β σε ένα εύρος pH μεταξύ 3,0 και 3,4. Πρέπει να σημειωθεί σ’ αυτό το 

σημείο πως η διάσπαση των διμερών RG-II σε μονομερή προκύπτει χωρίς να 

γίνεται υδρόλυση των γλυκοσιδικών δεσμών (O’ Neill et al., 1996). Επιπλέον, στα 

in vitro πειράματα των O’Neill et al. (1996), η προσθήκη Sr2+, Ba2+ και Pb2+ 

αύξησε το σχηματισμό των διμερών μεταξύ RG-II και Β σε pH 3,7 και pH 3,5 ενώ η 

προσθήκη Ca2+, Ni2+, Cd2+ και Zn2+ ήταν λιγότερο αποτελεσματική. Ωστόσο, τα 

πειράματα των Kobayashi et al. (1999) έδειξαν την ύπαρξη δύο ιόντων Ca2+ στη 

δομή d-RG-II-B. Παρόλα αυτά, η προσθήκη Ca2+ από μόνη της δεν προκαλεί 

διμερισμό του μονομερούς RG-II απουσία βορικού οξέος. 
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3. Φαινολικά συστατικά 

3.1. Χημεία  

Τα τραχεόφυτα  είναι σε θέση να συνθέτουν μια πληθώρα οργανικών μορίων 

με την κοινή ονομασία δευτερογενείς μεταβολίτες (Hardborne et al., 1984). Τα 

μόρια αυτά εμπλέκονται σε μία σειρά από δομικούς, αναπτυξιακούς, αμυντικούς 

και άλλους οικοφυσιολογικούς ρόλους καθ’ όλη τη διάρκεια ζωής των. Μεταξύ 

αυτών, τα φαινολικά συστατικά διαδραματίζουν κύριους ρόλους στην δόμηση του 

φυτικού σώματος και την άμυνα έναντι βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων 

καταπόνησης καθώς και σε φαινόμενα αλληλεπίδρασης μεταξύ φυτών και άλλων 

οργανισμών του περιβάλλοντος (Dixon and Pavia, 1995; Beckman, 2000). Αξίζει 

να σημειωθεί πως η PAL, ένζυμο κλειδί στο μονοπάτι του σικιμικού οξέος, από το 

οποίο προέρχονται όλα τα φαινολικά συστατικά, ενεργοποιείται σε απόκριση 

ποικίλων συνθηκών καταπόνησης οδηγώντας στη συσσώρευση των αντίστοιχων 

μεταβολιτών (Dixon και Paiva, 1995). Τα φαινολικά συστατικά είναι ενώσεις που 

προέρχονται από τα αμινοξέα φαινυλαλανίνη και τυροσίνη τα οποία συντίθεται στο 

μεταβολικό μονοπάτι του σικιμικού οξέος. Περιέχουν τουλάχιστον έναν 

υποκατεστημένο φαινολικό δακτύλιο ενώ αρκετά συνηθισμένα στα φυτά είναι τα 

φαινυλοπροπανοειδή (τα οποία φέρουν επιπλέον πλευρική αλυσίδα C3) και τα 

φλαβονοειδή με δύο αρωματικούς δακτυλίους ενωμένους μεταξύ τους μέσω ενός 

ετεροκυκλικού εξαμελούς δακτυλίου. 

Η αρχική αντίδραση του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών είναι η 

απαμίνωση της φαινυλαλανίνης με τη βοήθεια του ενζύμου αμμωνιο-λυάση της 

φαινυλαλανίνης γνωστό και ως PAL. Η αντίδραση αυτή περιλαμβάνει την 

απομάκρυνση ενός μορίου αμμωνίας και το σχηματισμό ενός διπλού δεσμού C-C 

οδηγώντας έτσι στο σχηματισμό του trans-κιναμικού οξέος. Η PAL είναι από τα 

πλέον σημαντικά ένζυμα του δευτερογενούς μεταβολισμού. Το επόμενο βήμα 

περιλαμβάνει την υδροξυλίωση του φαινολικού δακτυλίου, αντίδραση που 

καταλύεται από το ένζυμο μονοοξυγενάση.  Στην αντίδραση αυτή χρησιμοποιείται 

το κυτόχρωμα P450 σαν θέση δέσμευσης του Ο2. Η παραπάνω αντίδραση οδηγεί 

στο σχηματισμό του p-κουμαρικού οξέος. Μετά το σχηματισμό του p-κουμαρικού 

οξέος μπορούν να ακολουθήσουν περαιτέρω υδροξυλιώσεις στη θέση 3 και 5 του 

φαινολικού δακτυλίου οι οποίες έχουν σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό του 

φερουλικού και του σιναπικού οξέος αντίστοιχα. Το φερουλικό οξύ μαζί με το 

σιναπικό και το p-κουμαρικό οξύ αποτελούν τα πρόδρομα μόρια για τη σύνθεση 

της λιγνίνης. Οι P450 μονοοξυγονάσες είναι ευρέως διαδεδομένες τόσο στο ζωικό 

όσο και στο φυτικό βασίλειο. Η πλειοψηφία των πρωτεϊνών αυτών είναι πιθανό να 

εμπλέκεται στην προσθήκη υδροξυλομάδων για την σύνθεση φυτοορμονών και 
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δευτερογενών μεταβολιτών. Όπως όλες οι P450 μονοοξυγονάσες έτσι και η 

υδροξυλάση του κιναμικού οξέος είναι προσδεδεμένη στο ενδοπλαματικό δίκτυο. 

Στην κλάση των φαινολικών συστατικών περιλαμβάνονται απλές φαινόλες, 

φαινολικά οξέα, κουμαρίνες, φλαβονοειδή και στιλβένια έως συμπυκνωμένες και 

υδρολυμένες ταννίνες, λιγνίνες και λιγνάνες (Stalikas, 2007). Τα διάφορα 

φαινολικά συστατικά εντοπίζονται ανάλογα με το αναπτυξιακό στάδιο του φυτού 

και τις συνθήκες που αναπτύσεται. Ένα μικρό σχετικά ποσοστό βρίσκεται σε 

ελεύθερη μορφή ενώ το κυρίως κλάσμα είναι ενωμένο με αιθερικούς, εστερικούς ή 

ακετυλικους δεσμούς στην κυτταρίνη την λιγνίνη, σε πρωτεΐνες κ.λπ. (Lam et al., 

2001). 

3.1.1. Απλά φαινολικά συστατικά 

Τα απλά φαινολικά συστατικά (που σε αντιδιαστολή με τις πολυφαινόλες θα 

μπορούσαν να αναφέρονται ως μονοφαινόλες) περιλαμβάνουν δύο διακριτές 

ομάδες: τα παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού και τα παράγωγα του υδροξυκιναμικού 

(πίνακας 1). Αν και ο βασικός σκελετός παραμένει ο ίδιος, η θέση και ο αριθμός 

των ομάδων υδροξυλίου στον αρωματικό δακτύλιο διαφέρει δημιουργώντας έτσι 

ποικιλία μορίων (Stalikas, 2007). Τα πιο κοινά παράγωγα του υδροξυκινναμικού 

οξέος είναι το p-κουμαρικό, το καφεϊκό και το φερουλικό οξύ τα οποία συνήθως 

εντοπίζονται σαν απλοί εστέρες με το κινικό οξύ και τη γλυκόζη (Mattila and 

Kumpulainen, 2002). Τα παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού οξέος συνήθως 

συναντώντα σαν γλυκοσίδες, και οι πιο κοινές μορφές είναι το p-υδροξυβενζοϊκό, 

το βανιλικό και το πρωτοκατεχουϊκό οξύ (Mattila and Kumpulainen, 2002). 

Πίνακας 1. Συνήθη απλά φαινολικά των φυτών, παράγωγα των δύο βασικών δομών. 

H

R4

R3

R2

R1

COOH

 

 H

R4

R3

R2

R1

COOH

 
υδροξυβενζοϊκά οξέα  υδροξυκινναμικά οξέα 

όνομα R1 R1 R1 R1  όνομα R1 R1 R1 R1 

βενζοϊκό οξύ H H H H  κινναμικό οξύ H H H H 

p-υδροξυβενζοϊκό οξύ H H OH H  o-κουμαρικό οξύ OH H H H 

βανιλλικό οξύ H OCH3 OH H  m-κουμαρικό οξύ H OH H H 

γαλλικό οξύ H OH OH OH  p-κουμαρικό οξύ H H OH H 

πρωτοκατεχουϊκό οξύ H OH OH H  φερουλικό οξύ H OCH3 OH H 

συριγγικό οξύ H OCH3 OH OCH3  συναπικό οξύ H OCH3 OH OCH3 

γεντισικό οξύ OH H H OH  καφεϊκό οξύ H OH OH H 

βερατρικό οξύ H OCH3 OCH3 H       

σαλικυλικό οξύ OH H H H       
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3.1.2. Φλαβονοειδή 

Η μεγαλύτερη ομάδα των φαινυλοπροπανοειδών είναι τα φλαβονοειδή, μόρια 

τα οποία προκύπτουν από την συμπύκνωση του 4-κουμαρόυλο-CoA με τρία μόρια 

του μηλόνυλο-CoA, αντίδραση η οποία καταλύεται από την συνθετάση της 

χαλκόνης (CHS). Προϊόν αυτής της αντίδρασης είναι η 4,2΄,4΄,6΄-

τετραϋδροξυχαλκόνη η οποία μετατρέπεται στην φλαβανόνη ναρινγκενίνη με τη 

βοήθεια του ενζύμου ισομεράση της χαλκόνης (CHI). Με την αντίδραση αυτή η 

γέφυρα των 3 ατόμων άνθρακα κυκλοποιείται σε ετεροκυκλικό εξαμελή δακτύλιο 

μετά την προσθήκη μιας ομάδας υδροξυλίου στον άνθρακα του διπλού δεσμού της 

τριμελούς γέφυρας. Η ναρινγκενίνη είναι το πρόδρομο μόριο για μια τεράστια 

ποικιλία φλαβονοειδών. 

Στην ομάδα των φλαβονοειδών περιλαμβάνονται μόρια τα οποία λειτουργούν 

προστατευτικά ενάντι σε φυτοφάγα ζώα, έναντι της υπεριώδους ακτινοβολίας, ως 

σήματα σε φαινόμενα ανάπτυξης και αναπαραγωγής των φυτών καθώς και σε 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ φυτών και άλλων οργανισμών συμπεριλαμβανομένων 

μικροβίων. 

3.2. Φαινολικά συστατικά στο κυτταρικό τοίχωμα 

Στη δομή των κυτταρικών τοιχωμάτων συμμετέχουν φαινολικά συστατικά τα 

οποία διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: τη λιγνίνη και τα υδροξυκινναμικά οξέα  

(πίνακας 1). Τα περισσότερα δεδομένα για τα φαινολικά του κυτταρικού 

τοιχώματος αφορούν την εναπόθεση λιγνίνης στο δευτερογενές τοίχωμα. Οι 

αναπτυσόμενοι ιστοί δεν περιέχουν αξιοσημείωτες ποσότητες λιγνίνης στο 

κυτταρικό τοίχωμα αλλά μονομερή έως διμερή μόρια φαινολικών συστατικών τα 

οποία σε ορισμένες περιπτώσεις μπορεί να έχουν δομικό ρόλο (Lozovaya et al., 

1999). Οι Kato et al. (1994) έδειξαν πως στους μη λιγνινοποιημένους ιστούς τα 

υδροξυκινναμικά οξέα καταλαμβάνουν σημαντικό ποσοστό των φαινολικών 

συστατικών του τοιχώματος και μπορεί να επιτελούν σημαντικές λειτουργίες. Τα 

υδροξυκινναμικά οξέα προσδένονται στα πολυμερή του τοιχώματος με εστερικούς 

ή αιθερικούς δεσμούς. Τα πλέον διαδεδομένα είναι το φερουλικό και το p-

κουμαρικό οξύ τα οποία εντοπίζονται ομοιοπολικά συνδεδεμένα μέσω εστερικών 

δεσμών στους πολυσακχαρίτες και μέσω εστερικών ή αιθερικών δεσμών στα 

συστατικά της λιγνίνης (Scalbert et al., 1985). Έχει προταθεί πως ο σχηματισμός 

εστερικών και αιθερικών δεσμών στα μη ξυλοποιημένα πρωτογενή τοιχώματα 

παίζει σημαντικό ρόλο στις μηχανικές ιδιότητες του κυτταρικού τοιχώματος 

(Kamisaka et al. 1990; Ιshii Τ., 1991; Parr et al. 1997). 

Ειδικότερα, το φερουλικό οξύ (FA) εντοπίζεται συνδεδεμένο με εστερικούς 

δεσμούς στα υπολείματα των ημικυτταρινών των πρωτογενών τοιχωμάτων σε όλες 
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τις οικoγένειες των κομμελινοειδών (η ομάδα αυτή περιλαμβάνει περίπου το ήμισυ 

των μονοκότυλων ειδών συμπεριλαμβανομένων των αγρωστωδών). Ανάλογος 

τρόπος σύνδεσης του FA παρατηρείται μόνο σε λίγες οικογένειες δικότυλων ειδών 

(Hartkey και Harris, 1981; Hartley και Ford, 1989; Smith and Harris, 2001). Για 

τον εντοπισμό της ακριβούς θέσης των εστερικών δεσμών του FA πάνω στο 

κυτταρικό τοίχωμα χρησιμοποιήθηκε το μίγμα ‘δρισελάση’ (Smith και Harris, 2001) 

το οποίο έχει ενεργότητα ένδο- και έξω- γλυκανάσης αλλά όχι δράση εστεράσης. 

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων σε αγρωστώδη έδειξαν πως το FA είναι 

προσδεδεμένο στην γλυκουρονοαραβινοξυλάνη  (GAX) τον πιο άφθονο μη 

κυτταρινικό πολυσακχαρίτη των πρωτογενών κυτταρικών τοιχωμάτων (Ishii, 

1997). Στα πειράματά τους οι Smith και Harris (2001) σε κυτταρικά τοιχώματα του 

είδους Ananas comosus εντόπισαν  στη μεγαλύτερη αφθονία το FA ενώ 

ακολουθούσε ένα άλλο σημαντικό υδροξυκιναμικό οξύ, το p-κουμαρικό. Το 

κυτταρικό τοίχωμα του είδους Eleocharis dulcis, το οποίο χαρακτηρίζεται από 

ιδιαίτερα υψηλή θερμική σταθερότητα και υψηλή διακυτταρική πρόσφυση, είναι 

ιδιαίτερα πλούσιο σε FA το οποίο συμμετέχει σε γέφυρες διφερουλικού οξέος σε 

ποσοστό περίπου 40% (Parr et al. 1997). 

3.3. Φαινολικα συστατικά και Βόριο 

Έχει ήδη αναφέρθει ο τρόπος με τον οποίο επιδρά η ανόργανη θρέψη στον 

δευτερογενή μεταβολισμό. Κατά κανόνα, οι τροφοπενίες θρεπτικών συστατικών 

αυξάνουν τα φαινολικά συστατικά στους φυτικούς ιστούς (Brown et al., 1984). 

Όσον αφορά τη σχέση του Β με τα φαινολικά συστατικά φαίνεται πως η 

τροφοπενία ενισχύει την ενεργοποίηση του μεταβολικού μονοπατιού των 

φαινυλοπροπανοειδών κυρίως μέσω αύξησης της δραστηριότητας της PAL 

(Cakmak και Romheld, 1997). 

 Οι Dordas και Brown (2004) χρησιμοποιώντας καλλιέργειες κυττάρων (Rosa 

damascena Mill cv Gloide de Guilan) έδειξαν πως σε συνθήκες έλλειψης B η 

βιωσιμότητα των κυττάρων μειώνεται σημαντικά ενώ παράλληλα παρατηρείται 

αύξηση των φαινολικών συστατικών. Παράλληλα με την αύξηση του θανάτου των 

κυτταρων, παρατηρείται διαρροή φαινολικών, σακχάρων και ιόντων διαμέσου της 

μεμβράνης. Υπό τροφοπενία Β, παρατηρείται αύξηση της ενεργότητας του ενζύμου 

PPO σε φυτά καπνού  το οποίο οξειδώνει τα φαινολικά συστατικά σε κιννόνες και 

οδηγεί στη δημιουργία ελευθέρων ριζών οι οποίες προκαλούν κυτταρικές 

αλλοιώσεις (Camacho-Cristobal et al. 2002).  
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3.4. Η διερεύνηση της ύπαρξης συσχέτισης μεταξύ βορικού οξέος και 

φαινολικών συστατικών στο κυτταρικό τοίχωμα 

Πειράματα σε φύλλα του είδους Olea europaea έδειξαν πως απουσία B στο 

υπόστρωμα της καλλιέργειας προκαλεί, όπως αναμένεται, αύξηση των διαλυτών 

φαινολικών συστατικών τόσο στα ώριμα όσο και στα εκπτυσόμενα φύλλα 

(Liakopoulos και Karabourniotis, 2005). Αντίθετα, σύμφωνα με περαιτέρω 

πειράματα, οι ποσότητες των φαινολικών συστατικών που παραλαμβάνονται μετά 

από αλκαλική υδρόλυση των κυτταρικών τοιχωμάτων των ιστών του φύλλου 

μειώνονται, υποδηλώνοντας μειωμένη ικανότητα πρόσδεσης ή αυξημένο ρυθμό 

απελευθέρωσής τους ως αποτέλεσμα της τροφοπενίας Β (Κλουβάτου, 2006; 

Κοντουδάκης, 2007). Με βάση το παραπάνω εύρημα και δεδομένου ότι το βορικό 

οξύ μπορεί να σχηματίζει σύμπολοκα με ορισμένα φαινολικά συστατικά, 

διατυπώθηκε η υπόθεση ότι φαινολικά συστατικά κατάλληλης δομής προσδένονται 

σε υπολείμματα πολυμερών του κυτταρικού τοιχώματος (πιθανότατα στην απιόζη 

της RG-II) μέσω σταθερών διεστερικών συμπλόκων με τη συμμετοχή του βορικού 

οξέος. Η πιθανότητα αυτή ενισχύεται από: (α) την ύπαρξη κατάλληλων 

υπολειμμάτων στις αλυσίδες των πολυμερών του κυτταρικού τοιχώματος ώστε να 

προσφέρουν την μια από τις δύο πλευρές για τη δημιουργία του διαδεσμού. Με 

βάση την υπάρχουσα γνώση, είναι πιθανή η δημιουργία συμπλόκων του βορικού 

οξέος στα οποία η μια πλευρά συνδέεται με την RGII ενώ η άλλη με υποκαταστάτη 

διαφορετικό της RGII και στην προκειμένη περίπτωση κάποιο φαινολικό συστατικό. 

(β) η ύπαρξη φαινολικών συστατικών στο κυτταρικό τοίχωμα τα οποία επίσης 

φέρουν ομάδες υδροξυλίου σε γειτονικά άτομα άνθρακα (δομή όρθο-). Παρόλο 

που οι πλέον συνηθισμένες δομές που έχουν χαρακτηριστεί είναι το p-κουμαρικό 

και το φερουλικό οξύ, μόρια τα οποία δεν φέρουν ορθο-δι-υδρόξυ σύστημα, 

υπάρχουν αναφορές και για την παρουσία καφεϊκού και δεϋδρο-διμερών καφεϊκού 

οξέος στο κυτταρικό τοίχωμα (Gibbons et al., 1999; Yang and Uchiyama, 2000). 

Τα παραπάνω μόρια διαθέτουν δομή ορθο-δι-φαινόλης και μπορούν θεωρητικά να 

σχηματίσουν σύμπλοκα με το βορικό οξύ in muro. (γ) η δυνατότητα του βορικού 

οξέος να δημιουργεί σύμπλοκα με τα παραπάνω φαινολικά. Η  συμπλοκοποίηση  

του  βορικού οξέος με φαινολικά  συστατικά  που  φέρουν  ορθο-δι-υδροξυ 

σύστημα είναι θεωρητικά δυνατή (Dembitsky et al., 2002). Προηγούμενα 

πειράματα έχουν δείξει τον σχηματισμό σταθερών συμπλόκων μεταξύ βορικού 

οξέος και φαινολικών συστατικών όπως το καφεϊκό και το χλωρογενικό οξύ καθώς 

και με τον φαινυλαιθανοειδή γλυκοζίτη ακτεοσίδη (Κλουβάτου, 2006). 

Συγκεκριμένα, ο σχηματισμός των συμπλόκων αυτών συνοδεύεται από 

βαθυχρωμική μετατόπιση του φάσματος απορρόφησης των παραπάνω φαινολικών. 
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Περαιτέρω, η υπόθεση εργασίας ενισχύεται από μια σειρά πειραμάτων των οποίων 

τα βασικά ευρήματα παρουσιάζονται παρακάτω: 

Η επιλεκτική λύση μέσω επώασης με 3-νιτρομεθυλο-βορονικό οξύ (3-ΝΒΑ, βλ. 

ενότητα Μεθοδολογίας) των δεσμών των βορικών διεστέρων σε δίσκους φύλλων 

ελιάς (Τσαγκαράκη, 2007) ή απομονωμένα κυτταρικά τοιχώματα (Φραγγελάκης, 

2009; Λιακόπουλος και Κεσόγλου, αδημοσίευτα αποτελέσματα) προκαλεί μείωση 

των εστεροποιημένων φαινολικών του κυτταρικού τοιχώματος, υποδηλώνοντας 

πως μέρος των φαινολικών του τοιχώματος προσδένονται σε αυτό μέσω βορικών 

διεστέρων. Ανάλογη μείωση παρατηρήθηκε υπό συνθήκες τροφοπενίας βορίου 

(Τσαγκαράκη, 2007). Είναι αξιοσημείωτο πως συνδυασμός της επώασης με 3-ΝΒΑ 

και τροφοπενίας βορίου επέδρασε προσθετικά στην μείωση των εστεροποιημένων 

φαινολικών του τοιχώματος γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι τα δύο 

αποτελέσματα προέρχονται πιθανότατα από τον ίδιο μηχανισμό, δηλ. τον μειωμένο 

ρυθμό δημιουργίας βορικών διεστέρων στο τοίχωμα (Τσαγκαράκη, 2007).  

Περαιτέρω, επώαση απομονωμένων κυτταρικών τοιχωμάτων φύλλων ελιάς με 

το 3-ΝΒΑ είχε ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση δύο μορίων των οποίων το 

φάσμα απορρόφησης στην υπεριώδη περιοχή υποδηλώνει την ύπαρξη 

υποκατεστημένου φαινολικού δακτυλίου (Φραγγελάκης, 2009; Λιακόπουλος και 

Κεσόγλου, αδημοσίευτα αποτελέσματα). Η παραπάνω επώαση με 3-ΝΒΑ είχε ως 

αποτέλεσμα την απελευθέρωση επιπλέον και βορικού οξέος. Οι ποσότητες των δύο 

μορίων εμφάνισαν υψηλό βαθμό συσχέτισης με τις ποσότητες του βορικού οξέος 

αποτέλεσμα το οποίο υποδηλώνει ότι έχουν κοινή προέλευση και συνεπώς ότι ίσως 

σχετίζονται δομικά στο τοίχωμα (Λιακόπουλος και Κεσόγλου, αδημοσίευτα 

αποτελέσματα).  

4. Ελιά 

4.1. Γενικά χαρακτηριστικά 

Η ελιά (Olea europaea) ανήκει στην οικογένεια Oleacea η οποία περιλαμβάνει 

πάνω από 25 γένη (Ποντίκης, 2000) και περίπου 40 είδη και υποείδη που 

κατανέμονται Ευρώπη, Ασία, Αφρική και Ωκεανία (Médail et al., 2001). Η 

καλλιέργεια της ελιάς καλύπτει παγκοσμίως μια έκταση 100 εκατομμυρίων 

στρεμάτων το 98% της οποίας βρίσκεται στη λεκάνη της Μεσογείου (Ποντίκης, 

2000). Επίσης με την καλλιέργεια της ελιάς αξιοποιούνται εκτάσεις που είναι 

ακατάλληλες για άλλες καλλιέργειες  και ενισχύεται η προστασία των εδαφών από 

τη διάβρωση.  
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4.2. Βόριο και ελιά 

Όσον αφορά τη σχέση της ελιάς με το Βόριο προκυπτεί ότι το τελευταίο 

αποτελεί ένα σημαντικό ιχνοστοιχείο της ανόργανης θρέψης του συγκεκριμένου 

είδους. Συγκεκριμένα το παραπάνω συμπέρασμα προκύπτει από το γεγονός ότι η 

θρεπτική κατάσταση των ελαιοδέντρων από πλευράς Βορίου έχει άμεσες και 

έμμεσες επιδράσεις  τόσο στη φυσιολογία όσο και στην ποσότητα και ποιότητα του 

προϊόντος (Γαβαλάς, 1978). Μακροσκοπικά οι συνθήκες τροφοπενίας Β προκαλούν 

στα ελαιόδεντρα νέκρωση του ακραίου μεριστώματος του βλαστού και θαμνώδη 

εμφάνιση (Perica et al., 2001). Επίσης παρατηρείται πως υπάρχει σχηματισμός 

νέων φύλλων και βλαστών αλλά η ανάπτυξή των ανάστέλεται πριν τα όργανα αυτά 

επιτύχουν το φυσιολογικό τους μέγεθος (Liakopoulos et al., 2005). 

4.3. Φαινολικά συστατικά 

Τα φύλλα της ελιάς περιέχουν μια μεγάλη ποικιλία φαινολικών παραγώγων στα 

οποία περιλαμβάνονται φαινολικά οξέα, φαινυλοπροπανοειδή, φλαβονοειδή 

(κυρίως γλυκοσυλιωμένα) και σεκοροειδή (Gariboldi et al., 1986). Ακόμη, 

ιδιαίτερα πλούσιες σε φλαβονοειδή είναι οι μη αδενώδεις τρίχες που καλύπτουν 

κυρίως την αποαξονική επιφάνεια των φύλλων (Karabourniotis et al., 1998). Η 

σύσταση των φαινολικών μεταβάλεται καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάπτυξης 

(Karabourniotis et al., 1995,  Karabourniotis et al., 1998). Η συσσώρεση 

φαινολικών συστατικών στο έλασμα του φύλλου και το τρίχωμα προσδίδει πολλά 

οικοφυσιολογικά πλεονεκτήματα στο φυτό της ελιάς (Κarabourniotis et al., 1995, 

Karabourniotis και Bornman 1999, Liakoura et al., 1999) και επηρεάζεται με τη 

σειρά της από παράγοντες καταπονήσεων (Liakoura et al., 1997). 

 



 

 



Σκοπός 

Σκοπός της εργασίας 

Σύμφωνα με τα όσα εκτέθηκαν στην εισαγωγή, η ύπαρξη φαινολικών 

συστατικών στο κυτταρικό τοίχωμα τα οποία προσδένονται σε κατάλληλες θέσεις 

(πιθανότατα στα υπολείμματα της απιόζης του πολυμερούς RGII της πηκτίνης) 

μέσω βορικών διεστέρων προβλέπεται από ένα ολοκληρωμένο θεωρητικό πλαίσιο 

βασισμένο στην υπάρχουσα γνώση και παράλληλα υποστηρίζεται από μια σειρά 

πειραματικών ευρημάτων. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η περαιτέρω 

πειραματική τεκμηρίωση της υπόθεσης εργασίας. Πιο συγκεκριμένα, θα επιχειρηθεί 

παρασκευαστική απομόνωση των συστατικών του κυτταρικού τοιχώματος τα οποία 

απελευθερώνονται μετά από υδρόλυση του με το βοράνιο 3-νιτρο-φαινυλο-

βορονικό οξύ και περαιτέρω φασματοσκοπικές μελέτες με σκοπό την διερεύνηση 

της δομής τους. Επιπλέον, θα μελετηθεί η απόσπαση των συστατικών του 

κυτταρικού τοιχώματος κάτω από διαφορετικές συνθήκες επώασης με σκοπό την 

διευκρίνηση της φύσης των δεσμών τους με τα πολυμερή του κυτταρικού 

τοιχώματος. 
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Υλικά και Μέθοδοι 

1. Χημικά αντιδραστήρια και βιολογικό υλικό 

1.1. Χημικά αντιδραστήρια και διαλύτες 

Εκτός και αν αναφέρεται διαφορετικά, τα οργανικά χημικά αντιδραστήρια είναι 

αναλυτικής καθαρότητας και προέρχονται από την εταιρία Sigma Aldrich Co. (St. 

Louis, MO, USA), τα ανόργανα αντιδραστήρια είναι αναλυτικής καθαρότητας από 

την εταιρία Merck (Darmstadt, Germany) και οι διαλύτες είναι καθαρότητας 

υγροχρωματογραφίας ή αναλυτικής καθαρότητας από την εταιρία Scharlau Chemie 

S.A. (Barcelona, Spain). 

1.2. Βιολογικό υλικό και απομόνωση κυτταρικών τοιχωμάτων 

Ως βιολογικό υλικό χρησιμοποιήθηκαν πλήρως εκπτυγμένα φύλλα τρέχουσας 

βλάστησης τους είδους Olea europea της ποικιλίας ‘Mανάκι’ ή ‘Αγριομάνακο’ 

προερχόμενα είτε από φυτάρια ηλικίας ενός έτους (φυτώριο Ελιάς Γ. Κωστελένος, 

Πόρος Τροιζινίας) είτε από ενήλικα δένδρα του δενδροκομείου του Γεωπονικού 

Πανεπιστημίου Αθηνών. 

Μετά την λήψη του νωπού βάρους τα φύλλα καθαρίστηκαν εξωτερικά με 

απιονισμένο νερό και τεμαχίστηκαν. Ακολούθησε λειοτρίβηση με υγρό άζωτο και 

εκχύλιση σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (67 mM, pH 7,4) στο οποίο είχε 

προστεθεί L-ασκορβικό οξύ σε συγκέντρωση 1% (w/w). Ακολούθησαν διαδοχικές 

φυγοκεντρήσεις (2600×g, 10 min) και εκχυλίσεις του ιζήματος σε απιονισμένο 

νερό, μεθανόλη, μεθανόλη:χλωροφόρμιο (1:1), ακετόνη και τέλος σε απιονισμένο 

νερό ώστε να απομακρυνθεί το ασκορβικό οξύ και ξανά σε ακετόνη για ξήρανση. 

Ενδεικτικά, για ιστό συνολικής νωπής βιομάζας 1 g χρησιμοποιήθηκαν 50 ml από 

κάθε έναν από τους παραπάνω διαλύτες. Τέλος τα κυτταρικά τοιχώματα 

ξηράνθηκαν στους 75 °C για 10 min και καταγράφηκε η ξηρή μάζα. 

2. Επιμέρους πειράματα 

2.1. Πείραμα 1: Σύγκριση σύστασης υδρολύματος μετά την επώαση με 3-

νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ με το υδρόλυμα μετά από αλκαλική υδρόλυση 

των κυτταρικών τοιχωμάτων 

2.1.1. Επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων παρουσία 3-νιτροφαινυλο-

βορονικού οξέος και αλκαλική υδρόλυση 

Αρχικά τα δείγματα των απομονωμένων κυτταρικών τοιχωμάτων επωάστηκαν 

με ρυθμιστικό διάλυμα απουσία ή παρουσία EDTA 10 mM. Η δεύτερη επώαση των 

απομονωμένων κυτταρικών τοιχωμάτων (α.κ.τ.) πραγματοποιήθηκε είτε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (67 mM, pH 7,4) παρουσία 3-νιτροφαινυλο-
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βορονικού οξέος (3-NBA) σε συγκέντρωση 10 mM (έξι δείγματα) είτε σε διάλυμα 

NaOH 1N (έξι δείγματα), ενώ δύο δείγματα επωάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών (67 mM, pH 7,4) παρουσία μεθυλο-βορονικού οξέος (ΜΒΑ) για τον 

έλεγχο του πειράματος (το ΜΒΑ έχει pKa μεγαλύτερη του βορικού οξέος και ως εκ 

τούτου δεν έχει την ικανότητα να διασπά τους διεστερικούς δεσμούς του 

τελευταίου με διόλες). Σε κάθε περίπτωση, το δείγμα των κυτταρικών τοιχωμάτων 

εναιωρήθηκε στο μέσο επώασης με τη βοήθεια λουτρού υπερήχων (10 min). Η 

επώαση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 40 °C υπό συνεχή ανάδευση για 16 h. 

Στο πείραμα 1, 100 mg ξηρού βάρους α.κ.τ. επωάστηκαν με 10 ml διαλύματος 

επώασης (3-ΝΒΑ, NaOH ή ΜΒΑ). Μετά την δεύτερη επώαση το ήμισι των 

δειγμάτων (τέσσερα από τα οκτώ δείγματα) που είχαν επωαστεί με βορονικά οξέα 

(3-ΝΒΑ ή ΜΒΑ) υποβλήθηκαν σε αλκαλική υδρόλυση με διάλυμα NaOH 1 Ν. 

Σχηματικά οι χειρισμοί του πειράματος 1 φαίνονται στην εικόνα 6. Στο τέλος της 

σειράς των επωάσεων παραλήφθηκαν τα υπερκείμενα και, στην περίπτωση των 

αλκαλικών υδρολυμάτων, οξινίστηκαν με διάλυμα HCl 1Ν, υποβλήθηκαν σε υγρή 

εκχύλιση με οξικό αιθυλεστέρα (3 × 20 ml), παραλήφθηκαν οι οργανικές φάσεις, 

εκπλύθηκαν με νερό (3 × 20 ml) για την απομάκρυνση του HCl που είχε διαλυθεί 

στην οργανική φάση, συμπυκνώθηκαν έως ξηρού σε περιστροφικό συμπυκνωτή 

κενού (40 °C) και επαναδιαλύθηκαν σε 6 ml MeOH:H2O 1:1. 

 

 

Εικόνα 6. Σχηματική αναπαράσταση της αλληλουχίας πειραματικών χειρισμών (επωάσεων) 

στις οποίες υποβλήθηκαν τα δείγματα των απομονωμένων κυτταρικών τοιχωμάτων. Τα 

πλαίσια στους αριθμούς δειγμάτων αντιστοιχούν στα στάδια μετά τα οποία έγιναν 

χρωματογραφικές αναλύσεις στα αντίστοιχα δείγματα. 
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2.1.2. Χρωματογραφικές αναλύσεις 

Τα δείγματα διηθήθηκαν σε φίλτρο μεμβράνης οξικής κυτταρίνης (0,2 μm, 

Macherey-Nagel, Duren, Germany) και υποβλήθηκαν σε αναλυτική υγρή 

χρωματογραφία υψηλής απόδοσης για τα περιεχόμενα φαινολικά συστατικά και 

συναφή μόρια. Οι αναλύσεις έγιναν σε σύστημα Prominence (Shimadzu Co., 

Tokyo, Japan) εξοπλισμένο με απαερωτή DGU-20A5, αντλία LC-20AD, ανιχνευτή 

UV-Vis συστοιχίας φωτοδιόδων SPD-M20A και θερμοστατούμενο διαμέρισμα 

στηλών CTO-20A. Όγκος 20 μl δείγματος εγχύθηκε σε στήλη Zorbax Stablebond-

C18, 5 μm, 250 × 4,6 mm (AgilentTechnologies, Palo Alto, CA, USA) και 

διαχωρίστηκε σε γραμμικό gradient των εξής διαλυτών: Α: 0,1 % (w/w) AcOH: B: 

MeOH με το ακόλουθο πρόγραμμα: αρχή, Α:Β 80:20 / 0,0-12,0 min, μετάβαση σε 

Α:Β 50:50 / 12,0-17,0 min, μετάβαση σε Α:Β 0:100 / 17,0-20,0 min, ισοκρατικό / 

20,0-20,1 min, μετάβαση σε Α:Β 80:20 και λειτουργία της στήλης για 10 min στην 

αρχική σύσταση διαλυτών πριν ακολουθήσει η επόμενη ανάλυση. Θερμοκρασία 

στήλης: 30 °C, ροή κινητής φάσης 1 ml min-1. Η παρακολούθηση της ανάλυσης 

έγινε στα 330 nm ενώ τα χρωματογραφήματα κατεγράφησαν στην περιοχή από 

190 έως 800 nm με πλάτος σχισμής 1,2 nm και αναλύθηκαν με λογισμικό LC 

Solutions ver. 1.23 SP1 (Shimadzu Co.). Τα εκλουόμενα συστατικά 

χαρακτηρίστηκαν βάσει του φάσματος απορρόφησης και της κινητικότητάς τους 

και ποσοτικοποιήθηκαν βάσει της επιφάνειας της κορυφής έκλουσης. 

2.2. Πείραμα 2: Επίδραση της τιμής pH του μέσου επί της σύστασης του 

υδρολύματος μετά την επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-

νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

2.2.1. Επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων παρουσία 3-νιτροφαινυλο-

βορονικού οξέος 

Η επώαση των α.κ.τ. πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικά διαλύματα 

κιτρικού/Na2HPO4 (150 mM, pH 3-8 ανά 1 μονάδα pH και 1% ασκορβικό οξύ 

(w/w)) απουσία ή παρουσία 3-νιτροφαονυλο-βορονικού οξέος (3-NBA) σε 

συγκέντρωση 10 mM (συνολικά 12 μεταχειρίσεις × 3 επαναλήψεις). Στο πείραμα 

2, 75 mg ξηρού βάρους α.κ.τ. επωάστηκαν με 20 ml διαλύματος. Οι συνθήκες 

επώασης ήταν ίδιες με αυτές του πειράματος 1. Στο τέλος της σειράς των 

επωάσεων παραλήφθηκαν τα υπερκείμενα και υποβλήθηκαν απευθείας σε 

χρωματογραφικές αναλύσεις. 

2.2.2. Χρωματογραφικές αναλύσεις 

Τα δείγματα διηθήθηκαν σε φίλτρο μεμβράνης οξικής κυτταρίνης (0,2 μm, 

Macherey-Nagel, Duren, Germany) και υποβλήθηκαν σε αναλυτική υγρή 
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χρωματογραφία υψηλής απόδοσης για τα περιεχόμενα φαινολικά συστατικά και 

συναφή μόρια. Οι συνθήκες ανάλυσης ήταν όμοιες με αυτές του πειράματος 1. 

Επιπλέον, τα δείγματα του πειράματος 2 υποβλήθηκαν σε χρωματογραφικές 

αναλύσεις για το περιεχόμενο βορικό οξύ σύμφωνα με την μέθοδο του 

χρωμοτροπικού οξέος (Matoh et al., 1997; Stavrianakou et al., 2006). Σύμφωνα 

με την πρωτότυπη μέθοδο, σε υγρά δείγματα με ουδέτερο pH (1 ml) προστίθενται 

50 μl ρυθμιστικού διαλύματος NaOAc/AcOH 0,1 mM, pH 4,8 το οποίο περιέχει 

βρωμιούχο τετραβουτυλαμμώνιο (TBA) σε συγκέντρωση 1,61 g / 5 ml και 50 μl 

διαλύματος [150 mg χρωμοτροπικού οξέος (CA) / 186 mg Triplex III] / 5 ml. Το 

αντιδρών μίγμα παραμένει για τουλάχιστον 10 min και ακολούθως αναλύεται 

χρωματογραφικά σε στήλη ανάστροφης φάσης με διαλύτη ο οποίος περιέχει 550 

ml MeOH, 33 ml HCl 1M, 3,5 g TBA και 6,06 g Tris, συμπληρούμενα με Η2Ο έως 

1000 ml, ισοκρατικά με ροή 1 ml min-1 και τα εκλουόμενα συστατικά ανιχνεύονται 

στα 350 nm. Υπό τις συνθήκες αυτές, το βορικό οξύ προσδιορίζεται ποσοτικά ως 

σύμπλοκο με το CA. Στις παρούσες αναλύσεις έγιναν οι παρακάτω τροποποιήσεις 

στη μέθοδο λόγω των διαφορετικών τιμών pH και της παρουσίας του 3-NBA στα 

δείγματα: Δείγμα όγκου 100 μl αναμίχθηκε με 900 μl ρυθμιστικού διαλύματος 

φωσφορικών (67 mM, pH 7,4), 250 μl διαλύματος TBA και 250 μl διαλύματος CA. 

Στις παραπάνω αναλύσεις δεν κατέστη δυνατή η λήψη καμπύλης αναφοράς (μετά 

την ανάλυση προτύπων διαφόρων συγκεντρώσεων βορικού οξέος υπό την 

ταυτόχρονη παρουσία 10 mM 3-ΝΒΑ στο εύρος τιμών pH 3-8) στην οποία το 

εμβαδόν της κορυφής έκλουσης που αντιστοιχεί στο σύμπλοκο βορικού οξέος-CA 

να είναι ίσο με μηδέν για το πρότυπο διαλύμα με συγκέντρωση 0 ppm. Ωστόσο, 

ενίσχυση της συγκέντρωσης βορίου (στοιχειακής) στα δείγματα κατά 0, 1, 5 και 10 

ppm έδωσε γραμμική σχέση μεταξύ του εμβαδού της κορυφής του συμπλόκου 

βορικού οξέος-CA με την αύξηση της συγκέντρωσης και ότι η κλίση της παραπάνω 

σχέσης μπορεί να θεωρηθεί σταθερή στο εύρος τιμών pH 3-8 (βλ. Αποτελέσματα), 

εξασφαλίζοντας ότι το εμβαδόν της κορυφής έκλουσης του συμπλόκου βορικού 

οξέος-CA (χωρίς ενίσχυση της συγκέντρωσης του βορικού οξέος) των δειγμάτων 

που αναλύθηκαν μπορεί να εκφραστεί ως σχετική συγκέντρωση βορικού οξέος από 

το όριο συγκέντρωσης βορίου (στοιχειακού) 1 ppm και άνω. 

  

 38



Υλικά και Μέθοδοι 

2.3. Πείραμα 3: Παρασκευαστική απομόνωση και φασματοσκοπική μελέτη 

των συστατικών που απελευθερώνονται μετά την επώαση των κυτταρικών 

τοιχωμάτων με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

2.3.1. Επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων παρουσία 3-νιτροφαινυλο-

βορονικού οξέος 

Κυτταρικά τοιχώματα ξηρού βάρους 21,32 g απομονώθηκαν όπως 

προηγουμένως από νεαρά πλήρως εκπτυγμένα φύλλα ελιάς ποικιλίας ‘Μανάκι’ και 

επωάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (67 mM, pH 7,4) παρουσία 3-

νιτροφαινυλο-βορονικού οξέος (3-NBA) σε συγκέντρωση 10 mM. Τα δείγματα των 

κυτταρικών τοιχωμάτων εναιωρήθηκε στο μέσο επώασης (1065 ml) με τη βοήθεια 

λουτρού υπερήχων (10 min). Η επώαση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 40 °C 

υπό συνεχή ανάδευση για 16 h. Μετά το πέρας της επώασης τα δείγματα 

φυγοκεντρήθηκαν (2600×g, 10 min) και παραλήφθηκε το υπερκείμενο το οποίο 

υποβλήθηκε σε αναλυτική χρωματογραφική ανάλυση για τον έλεγχο της σύστασής 

του. 

2.3.2. Διερέυνηση βέλτιστου pH για την εκχύλιση υγρού-υγρού με σκοπό 

την απομάκρυνση του 3-NBA από το υπερκείμενο της επώασης 

Για την παρασκευαστική απομόνωση και την φασματοσκοπική μελέτη του 

μίγματος των συστατικών τα οποία απελευθερώθηκαν από τα κυτταρικά τοιχώματα 

ήταν απαραίτητη η απομάκρυνση του 3-ΝΒΑ, διαδικασία που περιλαμβάνει την 

εκχύλιση υγρού-υγρού μεταξύ του υπερκειμένου και οργανικής φάσης οξικού 

αιθυλεστέρα σύμφωνα με προηγούμενα πειράματα (Λιακόπουλος και Κεσόγλου, 

αδημοσίευτα αποτελέσματα). Συνοπτικά, η διαδικασία στηρίζεται στην προσθήκη 

μαννιτόλης σε περίσσεια ώστε το σύνολο σχεδόν του 3-NBA να συμπλοκοποιηθεί 

με την πολυόλη. Το σύμπλοκο που προκύπτει είναι ιδιαίτερα πολικό και παραμένει 

στην υδατική φάση ενώ τα υπό μελέτη μόρια μεταναστεύουν στην οργανική φάση. 

Ωστόσο, κρίθηκε απαραίτητη η εύρεση της βέλτιστης τιμής pH ώστε αφενώς μεν η 

απομάκρυνση του 3-NBA και αφετέρου η ανάκτηση των υπό μελέτη συστατικών να 

είναι μέγιστες. 

Η παραπάνω διερεύνηση πραγματοποιήθηκε σε αναλυτική κλίμακα και 

περιελάμβανε την εκχύλιση τμημάτων 25 ml του υπερκειμένου (ρυθμισμένων με 

προσθήκη 200 ml ρυθμιστικoύ διαλύματος φωσφορικών (67mM) σε τιμές pH από 

5 έως 8 με βήματα 0,5 (επτά τιμές pH) και εμπλουτισμένων με μαννιτόλη έως 

κορεσμού) με οξικό αιθυλεστέρα (3 × 25 ml). Μετά την παραλαβή της οργανικής 

φάσης, τα δείγματα υποβλήθηκαν σε φασματοσκοπικές και χρωματογραφικές 

μετρήσεις για την εύρεση των ποσοστών ανάκτησης των υπό μελέτη μορίων και 
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απομάκρυνσης του 3-NBA. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ως βέλτιστη τιμή pH 

θεωρήθηκε η τιμή 6,5. 

2.3.3. Εκχύλιση σε διφασικό σύστημα για την απομάκρυνση περίσσειας 

του 3-ΝΒΑ 

Στο σύνολο του όγκου του υπερκειμένου εφαρμόστηκαν τμηματικά εκχυλίσεις 

σε διφασικό σύστημα ως εξής: 75 ml υπερκειμένου αναμίχθηκαν με 600 ml 

ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (67 mM, pH 6,5) και 54,6 g μαννιτόλης και 

εκχυλίστηκαν με οξικό αιθυλεστέρα (3 × 75 ml). Οι οργανικές φάσεις 

συννενώθηκαν και ακολούθησε συμπύκνωση του οξικού αιθυλεστέρα σε 

περιστροφικό συμπυκνωτή κενού (40 °C) από την οποία προέκυψε ξηρό υπόλειμα 

μάζας 213,4 mg. Το δείγμα επαναδιαλύθηκε σε 30 ml MeOH, διηθήθηκε σε φίλτρο 

μεμβράνης οξικής κυτταρίνης (0,2 μm, Macherey-Nagel, Duren, Germany)και 

υποβλήθηκε σε αναλυτική χρωματογραφική ανάλυση για τον έλεγχο της σύστασής 

του (για συνθήκες βλ. ενότητα 2.1.2, Υλικά και Μέθοδοι) και ακολούθως σε 

παρασκευστική χρωματογραφία υψηλής απόδοσης για την απομόνωση των υπό 

μελέτη μορίων. 

2.3.4. Παρασκευαστική υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

Χρησιμοποιήθηκε σύστημα υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (Jasco 

Corporation, Tokyo, Japan) εξοπλισμένο με αντλία PU-980 και ανιχνευτή 

υπεριώδους –ορατού UV-970. Το δείγμα εκχύθηκε τμηματικά ανά 450 μl σε 

ημιπαρασκευαστική στήλη ανάστροφης φάσης Kromasil 100-C18, 10 μm, 250 × 10 

mm (ΜΖ Analysentechnik, Mainz, Germany) και διαχωρίστηκε ισοκρατικά σε μίγμα 

MeOH:1 % (w/w) AcOH 10:90 (v/v). Η απαέρωση της κινητής φάσης έγινε με 

διαβίβαση ηλίου. O ρυθμόw ροής ήταν 1,5 ml min-1 σε θερμοκρασία δωματίου και 

η ανίχνευση έγινε στα 330 nm. Τα χρωματογραφήματα καταγράφηκαν σε 

ηλεκτρονικό υπολογιστή με τη βοήθεια του λογισμικού Borwin Chromatographic 

Software, ver. 1. 21. 60 (JMBS Development, Fontaine, France). Η 

χρωματογραφική ανάλυση είχε διάρκεια 260 min. Τα κυρίως συλλεχθέντα 

κλάσματα ήταν δύο με ξηρά βάρη 25,9 και 19,5 mg και αντιστοιχούσαν στα υπό 

μελέτη συστατικά. Από τις φασματοσκοπικές μελέτες που ακολούθησαν, κυρίως 

φάσματα πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (1H-NMR), προέκυψε ότι τα 

απομονωμένα συστατικά δεν ήταν υψηλής καθαρότητας, ωστόσο, επανάληψη της 

απομόνωσής τους μέσω παρασκευαστικής υγρής χρωματογραφίας με τις ίδιες 

συνθήκες, εκτός της σύστασης της κινητής φάσης η οποία άλλαξε σε MeOH:1 % 

(w/w) AcOH 20:80 (v/v) και της ροής η οποία άλλαξε στο 1,8 ml min-1, έδωσε νέα 

απομόνωση με ξηρά βάρη 3,0 και 10,4 mg. Τα απομονωμένα συστατικά 

υποβλήθηκαν σε λειοφυλίωση μετά το πέρας της οποίας είχαν ξηρά βάρη 1,4 και 
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6,9 mg. Τα απομονωμένα συστατικά υποβλήθηκαν σε σειρά φασματοσκοπικών 

αναλύσεων. 

2.3.5. Φασματοσκοπικές τεχνικές 

2.3.5.1. Φασματοσκοπία υπεριώδους-ορατού (UV-Vis) 

Τα φάσματα UV-Vis ελήφθησαν από 200-500 nm, πρώτα σε MeOH σε 

συγκέντρωση 0.15 mg ml-1 και ακολούθως σε MeOH 50% σε συγκέντρωση 0.075 

mg ml-1 παρουσία 100-πλάσιας μοριακότητας Η3BO3 (θεωρώντας ως μοριακό 

βάρος των απομονωμένων συστατικών την τιμή 139), σε φασματοφωτόμετρο 

διπλής δέσμης UV-160A (Shimadzu Corporation, Japan). 

2.3.5.2. Φασματοσκοπία υπερύθρου ανακλαστικότητας με σκέδαση με 

μετασχηματισμό Fourier (DRIFTS) 

Τα φάσματα FT-IR ελήφθησαν σε φασματοφωτόμετρο Nicolet 6700 FT-IR 

(Thermo Scientific) στην περιοχή 4000-400 cm-1, το οποίο ήταν εξοπλισμένο με 

ανιχνευτή δευτεριωμένης θειϊκής τριγλυκίνης (DTGS), πηγή Nichrome και 

διαχωριστή δέσμης από KBr. Για την εισαγωγή του δείγματος χρησιμοποιήθηκε 

εξάρτημα λήψης μικροκάψουλας DRIFTS (Spectra Tech) και το φάσμα υποβάθρου 

ελήφθηκε με καθαρή ξηρή κόνη KBr. Τα φάσματα καταγράφηκαν και 

επεξεργάστηκαν με χρήση του λογισμικού FT-IR Omnic (ver.3.1) με διακριτικό 

όριο 4 cm-1 και 100 σαρώσεις ανά δείγμα. Όλα τα φάσματα εξομαλύνθηκαν με τη 

χρήση του αλγορίθμου Savitsky - Golay με αυτόματες ρυθμίσεις. 

2.3.5.3. Υγροχρωματογραφία-φασματομετρία μαζών (LC-MS) 

Η λήψη των φασμάτων μάζας έγινε σε σύστημα Shimadzu LC/MS-2010A 

εξοπλισμένο με δυαδική αντλία LC-10ADvp, απαερωτή DGU-14A, 

θερμοστατούμενο φούρνο στηλών CTO-10Avp, αυτόματο δειγματολήπτη SIL-

10ADvp ρυθμισμένο σε όγκο έγχυσης δείγματος 20 μL, ανιχνευτή συστοιχίας 

φωτοδιόδων (PDA) SPD-M10Avp και εκλεκτικό ανιχνευτή μαζών τετραπολικού 

φίλτρου (MSD) με πηγή ιονισμού ηλεκτροψεκασμού (ESI). Οι συνθήκες του 

ανιχνευτή MS στη λειτουργία αρνητικού ιόντος ήταν ως εξής: θερμοκρασία CDL 

300 °C, block heater temperature 300 °C, ροή αερίου εκνέφωσης (N2) 1 l min-1, 

πίεση αερίου ξήρανσης (N2) 0.1 MPa και ροή 10 l min-1, -3.5 kV, τάση CDL 25 V, 

και τάση ανιχνευτή -1.7 kV. Χρωματογραφήματα LC/MS πλήρους σάρωσης 

καταγράφηκαν από 100 to 500 amu (λόγος μάζας προς φορτίο, m/z) με χρόνο 

σάρωσης 2000 amu/s. Όσον αφορά τη σάρωση έγιναν δοκιμές για 100-500 amu, 

100-800 amu με χρόνο σάρωσης 4000 amu/s και 10-400 amu. Η καταγραφή των 

χρωματογραφημάτων και φασμάτων έγινε με χρήση του λογισμού LC/MS solution 

Ver. 3.0 Workstation. Η ταύτιση των κορυφών μεταξύ αναλυτικού HPLC και LC/MS 
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έγινε βάσει του χρόνου συγκράτησης και φασμάτων απορρόφησης στο υπεριώδες. 

Για τον χρωματογραφικό διαχωρισμό χρησιμοποιήθηκαν οι συνθήκες της 

αναλυτικής υγροχρωματογραφίας όπως περιγράφονται παραπάνω (για συνθήκες 

βλ. ενότητα 2.1.2, Υλικά και Μέθοδοι) με την διαφορά ότι ο ρυθμός ροής της 

κινητής φάσης μειώθηκε στο 0,5 ml min-1 και η συγκέντρωση του οξικού οξέος 

στην υδατική φάση του διαλύτη έκλουσης μειώθηκε στο 0,1%. 



Αποτελέσματα 

Αποτελέσματα 

1. Πείραμα 1: Σύγκριση σύστασης υδρολύματος μετά την επώαση 

με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ με το υδρόλυμα μετά από 

αλκαλική υδρόλυση των κυτταρικών τοιχωμάτων 

1.1. Σκοπός του πειράματος 

Στο πείραμα 1, ποσότητα κυτταρικών τοιχωμάτων επωάστηκε με μεθυλο-

βορονικό οξύ, με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ και με NaOH με σκοπό τη 

συγκριτική μελέτη στη σύσταση των υδρολυμάτων. Τα βορονικά οξέα επιλέχθηκαν 

βάσει του γεγονότος ότι μπορούν να σχηματίζουν αντιστρεπτούς εστερικούς 

δεσμούς με τις cis-διόλες με τρόπο παρόμοιο με αυτόν του βορικού οξέος 

(Springsteen and Wang, 2002). Συγκεκριμένα, το 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

(pKa= 7,2) είναι πιο ισχυρό οξύ σε σχέση με το βορικό (pKa=9,2) και έχει την 

ικανότητα να διασπά τους εστέρες του βορικού οξέος (Bassil et. al., 2004). 

Αντίθετα, το μεθυλο-βορονικό οξύ ως πιο ασθενές οξύ (pKa=10,7) σε σχέση με το 

βορικό δεν μπορεί να διασπάσει τους παραπάνω δεσμούς και χρησιμεύει για τον 

έλεγχο της διαδικασίας. Όσον αφορά στον χειρισμό με διάλυμα NaOH, έχει 

αποδειχθεί ότι διασπά του εστερικούς δεσμούς που σχηματίζονται μεταξύ 

φαινολικών συστατικών και συστατικών του κυτταρικού τοιχώματος (Lozovaya et 

al., 1999). 

1.2. Αποτελέσματα χρωματογραφικών αναλύσεων 

Στην εικόνα 7 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της χρωματογραφικής 

ανάλυσης των υδρολυμάτων όπου τα υπό μελέτη συστατικά ανιχνεύονται στα 330 

nm. Στην εικόνα 7Α παρουσιάζεται το χρωματογράφημα μετά την επίδραση με 

μεθυλο-βορονικό οξύ. Είναι φανερό πως μετά την επίδραση με το συγκεκριμένο 

βορονικό οξύ δεν απελευθερώνεται κάποιο συστατικό από τα κυτταρικά τοιχώματα. 

Στην εικόνα 7Β παρουσιάζονται τα συστατικά που ανιχνεύθηκαν μετά την 

χρωματογραφική ανάλυση του επωάσματος με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

(χειρισμός 3-ΝΒΑ). Με αυτόν τον χειρισμό εντοπίστηκαν δύο συστατικά (#1, #2 

και επιπλέον αναλύεται και το ίδιο το 3-ΝΒΑ). Τα συστατικά #1 και #2 

παρουσιάζουν χαρακτηριστικά φάσματα απορρόφησης φαινολικών συστατικών 

στην περιοχή 250-500 nm (Εικόνα 8). Στην εικόνα 7C εμφανίζονται τα συστατικά 

που εντοπίστηκαν στα επωάσματα των κυτταρικών τοιχωμάτων τα οποία είχαν 

υποστεί αρχικά επίδραση με 3-ΝΒΑ και ακολούθως υδρόλυση με 1Ν NaOH 

(χειρισμός 3-ΝΒΑ+NaOH). Με τον παραπάνω χειρισμό ανιχνεύθηκαν τα συστατικά  
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Εικόνα 7. Αναλυτικά χρωματογραφήματα επωασμάτων των κυτταρικών τοιχωμάτων με Α. 

Μεθυλο-βορονικό οξύ, Β. 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ, C. 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

και ακολούθως με 1 Ν NaOH και, D. 1 Ν NaOH. Οι κορυφές έκλουσης #1-#6 αντιστοιχούν 

σε μόρια με χαρακτηριστικά φάσματα απορρόφησης φαινολικών συστατικών (βλ. εικόνα 8). 

Οι κλίμακες απορρόφησης του ανιχνευτή μεταξύ των τεσσάρων χρωματογραφημάτων δεν 

είναι ποσοτικά ανάλογες. Ανίχνευση στα 330 nm. Για λεπτομέρειες σχετικά με το πείραμα 

και τις χρωματογραφικές συνθήκες βλ. Υλικά και Μέθοδοι. 
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Εικόνα 8. Φάσματα απορρόφησης, στην περιοχή 250-500 nm, των κορυφών έκλουσης 

σύμφωνα με τις χρωματογραφικές αναλύσεις της εικόνας 6.  
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#1 και #2, όπως και πριν, αλλά επιπλέον τέσσερα συστατικά (#3, #4, #5 και #6) 

τα οποία επίσης εμφανίζουν χαρακτηριστικά φάσματα απορρόφησης φαινολικών 

συστατικών στην περιοχή 250-500 nm (εικόνα 8). Τέλος στην εικόνα 7D 

παρουσιάζεται η χρωματογραφική ανάλυση των επωασμάτων που είχαν υποβληθεί 

σε αλκαλική υδρόλυση με διάλυμα 1Ν NaOH (χειρισμός NaOH). Με το χειρισμό 

αυτό ανιχνεύθηκαν μόνο τα συστατικά #3, #4, #5 και #6. 

Σύμφωνα με την ποσοτική ανάλυση των δειγμάτων, τα μόρια ενδιαφέροντος 

(#1 και #2) μπορούν να απομονωθούν μετά την επίδραση με 3-ΝΒΑ ή μετά από 

από συνδυασμένη επίδραση 3-ΝΒΑ και NaOH ενώ αντίθετα δεν ανιχνεύονται στα 

αλκαλικά υδρολύματα (εικόνα 9). Το αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει πως η 

απελευθέρωση των συστατικών αυτών είναι αποτέλεσμα εξειδικευμένης δράσης 

του 3-ΝΒΑ.  Ωστόσο, η συγκέντρωση του συστατικού #2 είναι σημαντικά 

υψηλότερη όταν ακολουθείται ο χειρισμός 3-ΝΒΑ+NaOH, συγκριτικά με αυτή του 

χειρισμού 3-ΝΒΑ (εικόνα 9). Αντίθετα, όσον αφορά στο συστατικό #1, οι 

συγκέντρωσεις που καταγράφηκαν δεν παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική 

διαφορά μεταξύ των δύο χειρισμών. Τα συστατικά #3 έως #6 δεν 

απελευθερώνονται στον χειρισμό 3-ΝΒΑ παρά μόνο μέσω αλκαλικής υδρόλυσης 

γεγονός που υποδηλώνει την πρόσδεσή τους μέσω κοινών εστερικών δεσμών με 
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Εικόνα 9. Ποσοτική σύσταση επωασμάτων των κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-νιτροφαινυλο-

βορονικό οξύ (3NBA), με 1 Ν NaOH (NaOH) ή με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ και 

ακολούθως με 1 Ν NaOH (3ΝΒΑ+NaOH). Τα συστατικά #1 έως #6 αντιστοιχούν στις 

κορυφές έκλουσης των χρωματογραφικών αναλύσεων (βλ. εικόνες 7 και 8) και έχουν 

εκφραστεί ποσοτικά ως ισοδύναμο καφεϊκού οξέος. Για λεπτομέρειες σχετικά με το πείραμα 

βλ. Υλικά και Μέθοδοι. Στο δεξί σκέλος της εικόνας εμφανίζονται οι συγκεντρώσεις των 

συστατικών #1 και #2 σε διαφορετική κλιμακα για καλύτερη εποπτεία. Οι τιμές είναι μέσοι 

όροι 3 επαναλήψεων ± τυπικό σφάλμα του μέσου. Στοι δεξί γράφημα σημειώνονται μέσοι 

όροι οι οποίοι διαφέρουν στατιστικά μεταξύ τους (**: P<1%). 
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τα υδατανθρακικά υπολείματα συστατικών του κυτταρικού τοιχώματος. Μεταξύ 

των χειρισμών 3-ΝΒΑ+NaOH και NaOH δεν παρατηρούνται διαφορές (εικόνα 9). 

2. Πείραμα 2: Επίδραση της τιμής pH του μέσου επί της σύστασης 

του υδρολύματος μετά την επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων με 

3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

2.1. Σκοπός του πειράματος 

Στο πείραμα 2 μελετήθηκε ο τρόπος με τον οποίο διαφορετικές τιμές  pH του 

μέσου επώασης επιδρούν στη σύσταση του υδρολύματος και συγκεκριμένα στα 

υπό μελέτη συστατικά  #1 και #2 παρουσία ή απουσία 3-ΝΒΑ. Παράλληλα με τις 

παραπάνω μετρήσεις, έγινε και μέτρηση  του βορικού οξέος που απελευθερωνόταν 

στο κάθε επώασμα με απώτερο στόχο τη συσχέτιση της συγκέντρωσης των υπό 

μελέτη συστατικών με αυτή του βορικού οξέος.  

2.2. Πιστοποίηση μεθόδου μέτρησης βορικού οξέος σε δείγματα διαφόρων 

τιμών pH με ταυτόχρονη παρουσία 3-νιτροφαινυλο-βορονικού οξέος. 

Η μέθοδος για τη μέτρηση του βορικού οξέος ενός δείγματος περιλαμβάνει την 

αντίδραση του βορικού οξέος με το χρωμοτροπικό οξύ (CA) και το σχηματισμό 

συμπλόκου το οποίο μπορεί  να ανιχνευτεί μέσω HPLC ( βλ. Matoh et al., 1997). 

Στην περίπτωση του πειράματος 2, έπρεπε αρχικά να καθοριστεί ο βέλτιστος όγκος  

των αντιδραστηρίων χρωμοτροπικού οξέος (CA) και βρωμιούχου 

τετραβουτυλαμμωνίου (TBA)  έτσι ώστε η ποσότητα βορικού οξέος του δείγματος  

 

Όγκος αντιδραστηρίων CA, TBA (μl/1000 μl προτύπου)
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Εικόνα 10. Επίδραση του όγκου των αντιδραστηρίων χρωμοτροπικού οξέος (CA) και 

βρωμιούχου τετραβουτυλαμμωνίου (TBA) στην επιφάνεια της κορυφής έκλουσης που 

αντιστοιχεί στο σύμπλοκο χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος (CA-B(OH)3) για αντίδραση 

με 1000 μl προτύπου διαλύματος βορίου συγκέντρωσης 1 ppm (5,72 mg H3BO3 l
-1). 
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να αντιδρά πλήρως και να σχηματίζει σύμπλοκο με το χρωμοτροπικό οξύ 

δεδομένης της ταυτόχρονης παρουσίας του 3-ΝΒΑ το οποίο επίσης αναμένεται να 

σχηματίζει σύμπλοκο με το CA. Στην εικόνα 10 παρουσιάζεται η επίδραση 

διαφορετικών όγκων των αντιδραστηρίων CA και TBA στην επιφάνεια της κορυφής 

έκλουσης που αντιστοιχεί στο σύμπλοκο χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος (CA-

B(OH)3). Με βάση αυτά τα δεδομένα καθορίστηκε πως ο όγκος των 

αντιδραστηρίων ο οποίος εξασφαλίζει ποσοτική αντίδραση με το βορικό οξύ είναι 

250μl. 

Για τη συσχέτιση της συγκέντρωσης του βορίου με την επιφάνεια της κορυφής 

έκλουσης του συμπλόκου  χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος  χρησιμοποιήθηκε 

η μέθοδος της ενίσχυσης αναλυόμενου συστατικού κατά την οποία σε δείγματα με 

pH 3 και 8 προστέθηκε όγκος προτύπων διαλυμάτων βορίου συγκεντρώσεων 0, 

10, 50 ή 100 ppm με τελική συγκέντρωση στα δείγματα 0, 1, 5 ή 10 ppm επιπλέον 

αυτής που είχαν αρχικά. Ακολούθως, τα δείγματα αυτά αντέδρασαν με CA και 

αναλύθηκαν χρωματογραφικά. Στην εικόνα 11 φαίνεται πως η ενίσχυση της 

συγκέντρωσης του βορίου στα δείγματα άγνωστης συγκέντρωσης ακουλουθεί μια 

γραμμική αύξηση σε σχέση με την επιφάνει της κορυφής έκλουσης  του 

    

Ενίσχυση συγκέντρωσης βορίου σε δύο δείγματα άγνωστης συγκέντρωσης (ppm Bστοιχ)
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Εικόνα 11. Συσχέτιση μεταξύ ενίσχυσης της συγκέντρωσης βορίου και επιφάνειας της 

κορυφής έκλουσης που αντιστοιχεί στο σύμπλοκο χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος (CA-

B(OH)3) σε δύο δείγματα τιμών pH 3 (κλειστά σύμβολα, συνεχής γραμμή) και 8 (ανοικτά 

σύμβολα, διακεκκομένη γραμμή). Όγκος 100 μl δείγματος αναμίχθηκε με 100 μl προτύπου 

διαλύματος βορίου (συγκέντρωσης βορίου 0; 10; 50 ή 100 ppm (ή συγκέντρωσης 0; 57,2; 

286 ή 572 mg H3BO3 l
-1) δίνοντας τελική ενίσχυση της συγκέντρωσης στο αρχικό δείγμα 

κατά 0; 1; 5 ή 10 ppm βορίου και 800 μl ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών pH 7,4, 250 

μl αντιδραστηρίου χρωμοτροπικού οξέος και 250 μl αντιδραστηρίου βρωμιούχου 

τετραβουτυλαμμωνίου. 
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συμπλόκου χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος και στις δύο τιμές pH. Το 

αποτέλεσμα αυτό επιβεβαιώνει με έμμεσο τρόπο την αντιστοιχία της επιφάνειας της 

κορυφής έκλουσης του συμπλόκου χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος με τη 

συγκέντρωση βορίου του δείγματος και δίνει τη δυνατότητα χρήσης της μεθόδου 

για την απόκτηση σχετικών ποσοτικών δεδομένων. 

2.3. Σύσταση του υδρολύματος σε μεταβολίτες και βορικό οξύ 

Η συγκέντρωση βορίου των δειγμάτων συναρτήσει της τιμής pH φαίνεται στην 

εικόνα 12. Παρατηρούμε ότι η επώαση κυτταρικών τοιχωμάτων απουσία 3-ΝΒΑ 

έχει ως αποτέλεσμα την απουσία βορίου σε όλο το εύρος τιμών pH του διαλύματος 

επώασης. Αντίθετα, η επώαση με 3-ΝΒΑ είχε ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση 

βορικού οξέος σε συγκεντρώσεις οι οποίες αυξάνονται αυξανομένης της τιμής pH 

του διαλύματος επώασης, υποδηλώνοντας πως το 3-ΝΒΑ είναι περισσότερο 

αποτελεσματικό στην διάσπαση βορικών εστέρων των κυτταρικών τοιχωμάτων 

όταν ο χειρισμός πραγματοποιείται σε υψηλές τιμές pH (εικόνα 12).   

Η επίδραση των διαφόρων pH του μέσου επώασης εξετάστηκε επίσης και σε 

σχέση με το βαθμό απελευθέρωσης των υπό μελέτη συστατικών και συγκεκριμένα 

του μορίου #2. Στην εικόνα 13 φαίνεται πως αυξανόμενης της τιμής του pH του 

μέσου επώασης, παρουσία 3-νιτροφαινυλο-βορονικού οξέος, αυξάνεται και η 

συγκέντρωση του μορίου #2. 

Τέλος, στην εικόνα 14 παρουσιάζεται η συσχέτιση της επιφάνειας της κορυφής  
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Εικόνα 12. Επίδραση της τιμής pH κατά την επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων απουσία 

(κύκλοι) ή παρουσία 10 mM 3-νιτροφαινυλο-βορονικού οξέος (τετράγωνα) στην επιφάνεια 

της κορυφής έκλουσης που αντιστοιχεί στο σύμπλοκο χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος 

(CA-B(OH)3). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων ± τυπικό σφάλμα του μέσου. 
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Τιμή pH
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Εικόνα 13. Επίδραση της τιμής pH κατά την επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων παρουσία 

10 mM 3-νιτροφαινυλο-βορονικού οξέος στη συγκέντρωση του μορίου #2 (εκφρασμένη ως 

mg ισοδύναμα καφεϊκού οξέος ανά μονάδα ξηρού βάρους απομονωμένων κυτταρικών 

τοιχωμάτων). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων ± τυπικό σφάλμα του μέσου.  

επιφάνεια κορυφής έκλουσης CA-B(OH)3 (x103)

2 4 6 8

Συ
γκ
έν
τρ
ω
ση

 μ
ορ
ίο
υ 

#2
 (m

g 
ισ
οδ

. κ
αφ

εϊ
κο
ύ 
οξ
έο
ς 

g-1
 c

w
m

)

0

5

10

15

20

25

30

3 4 5
6

7

8

 
Εικόνα 14. Συσχέτιση της επιφάνειας της κορυφής έκλουσης που αντιστοιχεί στο σύμπλοκο 

χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος (CA-B(OH)3) με τη συγκέντρωση του μορίου #2 

(εκφρασμένη ως mg ισοδύναμα καφεϊκού οξέος ανά μονάδα ξηρού βάρους απομονωμένων 

κυτταρικών τοιχωμάτων). Οι αριθμοί εντός των συμβόλων αναφέρονται στην τιμή pH των 

διαλυμάτων επώασης. Η καμπύλη γραμμικής παλινδρόμισης εφαρμόστηκε στα δείγματα τα 

οποία επωάστηκαν σε τιμές pH 6, 7 και 8 (r2=0,997; P=0.0365). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 

επαναλήψεων ± τυπικό σφάλμα του μέσου. 
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έκλουσης που αντιστοιχεί στο σύμπλοκο χρωμοτροπικού οξέος-βορικού οξέος με 

τη συγκέντρωση του μορίου #2 τα οποία απελευθερώνονται από τα κυτταρικά 

τοιχώματα μετά από επώαση με 3-ΝΒΑ σε δεδομένη τιμή pH και για τιμές από 3 

έως 8. Παρατηρούμε πως για τιμές pH υψηλότερες του 6, παρατηρείται γραμμική 

συσχέτιση μεταξύ των δύο κατηγοριών μορίων υποδηλώνοντας στοιχειομετρική 

σχέση μεταξύ τους. 

3. Πείραμα 3: Παρασκευαστική απομόνωση και φασματοσκοπική 

μελέτη των συστατικών που απελευθερώνονται μετά την επώαση των 

κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

3.1. Σκοπός του πειράματος 

Σκοπός του πειράματος ήταν η παρασκευαστική απομόνωση και ταυτοποίηση 

μέσω φασματοσκοπικών τεχνικών των συστατικών που απελευθερώνονται μετά 

από επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ. Τα 

συστατικά του συγκεκριμένου επωάσματος διαχωρίστηκαν χρωματογραφικά με 

χρήση παρασκευαστικής υγροχρωματογραφίας ενώ η αντιστοίχιση μεταξύ των 

απομονωμένων συστατικών και αυτών των δύο προηγούμενων πειραμάτων 

(συστατικών #1 και #2) έγινε βάσει του χρόνου έκλουσης και του φάσματος 

απορρόφησης. Στα απομονωμένα συστατικά ελήφθησαν φάσματα απορρόφησης 

στο υπεριώδες και υπέρυθρο. 

3.2. Διερεύνηση βέλτιστου pH για την εκχύλιση υγρού-υγρού με σκοπό 

την απομάκρυνση του 3-NBA από το υπερκείμενο της επώασης 

Πριν τον χρωματογραφικό διαχωρισμό του υπερκειμένου της επώασης ήταν 

απαραίτητη η απομάκρυνση της περίσειας του 3-NBA. Για το σκοπό αυτό, μικροί 

όγκοι από το υπερκείμενο της επώασης εκχυλίστηκαν με ρυθμιστικά διαλύματα 

διαφορετικών τιμών pH κορεσμένα σε μαννιτόλη ώστε να εντοπιστεί εκείνο στο 

οποίο επιτύγχανεται μέγιστη απομάκρυνση του 3-NBA και ταυτόχρονη βέλτιστη 

ανάκτηση των δύο υπό μελέτη συστατικών (βλ. Υλικά και Μεθόδους). Στην εικόνα 

15 παρουσιάζεται η σχέση μεταξύ της τιμής pH του διαλύματος εκχύλισης και της 

απορρόφησης της οργανικής (στα 326 nm, βέλτιστη για την εκτίμηση της 

ανάκτησης των συστατικών #1 και #2) και της υδατικής φάσης (στα 275,5 nm, 

βέλτιστης για την εκτίμηση της απομάκρυνσης του 3-ΝΒΑ). Στην περίπτωση της 

καμπύλης που αντιστοιχεί στην  υδατική φάση η μεγαλύτερη απορρόφηση 

καταγράφεται στο pH 6.5. Κατά συνέπεια σε αυτό το pH επιτυγχάνεται η μέγιστη 

απομάκρυνση του 3-NBA. Όσον αφορά την καμπύλη της οργανικής φάσης, η 

οποία περιέχει τα υπό μελέτη μόρια, η μεγαλύτερη απορρόφηση καταγράφεται στο 

pH 6.0.  Επίσης, σύμφωνα με την εικόνα 16, τα ποσοστά ανάκτησης των υπό 

 51



Αποτελέσματα 

μελέτη συστατικών, όπως μετρήθηκαν μετά από χρωματογραφική ανάλυση, είναι 

μέγιστα μεταξύ τιμών pH 6,0 και 7,0 και ταυτόχρονα η απομάκρυνση του 3-NBA 

είναι αρκετά ικανοποιητική σε τιμή pH 6,5. Με βάση τα δεδομένα αυτά, η τιμή pH 

που επιλέχθηκε για να εκχυλιστεί παρασκευαστικά το αρχικό επώασμα ήταν το 6,5.  

Αξίζει να σημειωθεί ότι, σε υψηλότερες του 6,5 τιμές pH, ο βαθμός 

απομάκρυνσης του 3-ΝΒΑ προσέγγιζε τιμές ανώτερες του 99% (εικόνα 16).  
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Εικόνα 15. Συσχέτιση μεταξύ τιμής pH του ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης ( pH 5, 5.5, 

6.0, 6.5, 7.0, 7.5, και 8.0 ) με την απορρόφηση τόσο της οργανικής  όσο και της υδατικής 

φάσης στα 326 nm και 275.5 nm αντίστοιχα.  
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Εικόνα 16. Συσχέτιση μεταξύ της τιμής pH του ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης και του 

ποσοστού ανάκτισης των υπό μελέτη συστατικών (#1: τετράγωνα και #2: ρόμβοι) και του 

3-ΝΒΑ (κύκλοι) στην οργανική φάση μετά την εκχύλιση υγρού-υγρού σε σχέση με το 

αρχικό δείγμα. 
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Ωστόσο, τέτοιες τιμές pH αποκλείστηκαν καθώς ήταν εμφανής, σύμφωνα με τα 

φωτομετρικά δεδομένα (εικόνα 15), αλλά και για την περίπτωση του συστατικού 

#1 σύμφωνα με τα χρωματογραφικά δεδομένα (εικόνα 16), η απώλεια επίσης 

σημαντικών ποσοτήτων των υπό μελέτη συστατικών από την οργανική φάση. 

Μετά την κατεργασία του δείγματος ακολούθησε αναλυτική χρωματογραφία για 

έλεγχο της σύστασης του δείγματος η οποία έδειξε σημαντική μείωση της 

συγκέντρωσης του 3-ΝΒΑ (εικόνα 17). 
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Εικόνα 17. Φάσματα απορρόφησης των υπό μελέτη συστατικών #1 και #2 και του 3-NBA. 

Στιγμιότυπο της χρωματογραφικής ανάλυσης του δείγματος στο οποίο εμφανίζονται σε 

διαφορετικό χρόνο έκλουσης οι κορυφές των συστατικών #1  #2 και του 3-NBA. 

Παρουσιάζεται η χρωματογραφική ανάλυση του δείγματος πριν (συνεχής γραμμή) και μετά 

(διακεκομένη γραμμή) την εκχύλιση υγρού-υγρού.  

3.3. Φασματοσκοπικές αναλύσεις 

Λήψη φασμάτων απορρόφησης στην υπεριώδη-ορατή περιοχή επιβεβαίωσαν 

την ταύτιση και σταθερότητα των υπό μελέτη συστατικών #1 και #2 ως αυτά που 

αρχικά απελευθερώθηκαν από τα κυτταρικά τοιχώματα των φύλλων της ελιάς μετά 

από επώαση με 3-ΝΒΑ (εικόνα 18). Περαιτέρω, προσθήκη βορικού οξέος έδειξε 

αλλαγές στα φάσματα απορρόφησης οι οποίες τουλάχιστον για το συστατικό #2 

υποδηλώνουν τον σχηματισμό βορικού διεστέρα, γεγονός το οποίο γίνεται φανερό 

από την βαθυχρωμική μετατόπιση των μεγίστων απορρόφησης (εικόνα 18). 
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Εικόνα 18. Φάσματα απορρόφησης στο υπεριώδες των δύο απομονωμένων συστατικών #1 

και #2 σε μεθανόλη (συγκέντρωση κάθε συστατικού 1,08 mΜ, μπλε γραμμή) και φάσματα 

απορρόφησης στο υπεριώδες των δύο απομονωμένων συστατικών #1 και #2 σε 

μεθανόλη:υδατικό διάλυμα βορικού οξέος (1:1) (συγκέντρωση κάθε συστατικού 1,08 mΜ 

και συγκέντρωση βορικού οξέος 480 mM, κόκκινη γραμμή). Στα φάσματα των μιγμάτων 

(κόκκινη γραμμή) η γραμμομοριακή αναλογία βορικού οξέος:απομονωμένου συστατικού 

είναι 444:1 (υποθέτοντας μοριακό βάρος για το #1 ή για το #2 ίσο με 139 g mol-1). Στο 

#1, η προσθήκη βορικού οξέος έχει ως συνέπεια την απόσβεση του μεγίστου στα 396,1 nm 

ενώ παρατηρείται μικρή βαθυχρωμική μετατόπιση του μεγίστου των 223,7 nm στα 226,9 

nm (+3,2 nm) και μικρή υποχρωμική μετατόπιση του μεγίστου των 316,0 nm στα 314,9 nm 

(-1,1 nm).  Επίσης παρατηρείται έντονο υπερχρωμικό φαινόμενο του μεγίστου των 316,0 

nm. Στο #2, η προσθήκη βορικού οξέος έχει ως συνέπεια μικρή υποχρωμική μετατόπιση του 

μεγίστου των 232,4 nm στα 228,8 nm και έντονη βαθυχρωμική μετατόπιση του μεγίστου 

των 262,5 nm στα 270,9 nm (+8,4 nm). Επίσης παρατηρείται έντονο υπερχρωμικό 

φαινόμενο των μεγίστων των 232,4 και 262,5 nm. 
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Εικόνα 19. Φάσματα υπερύθρου ανακλαστικότητας με σκέδαση με μετασχηματισμό Fourier 

(DRIFT) των δύο απομονωμένων συστατικών #1 και #2. 

Από την μελέτη των φασμάτων DRIFT (εικόνα 19) προέκυψαν ως κύρια ευρήματα 

για μεν το συστατικό #1 μέγιστα απορρόφησης στην περιοχή 3650-3100 cm-1 τα 

οποίες αντιστοιχούν σε δονήσεις τάσης (O-H), στα 1601 και 1342 cm-1 τα οποία 

αντιστοιχούν σε δονήσεις αλειφατικής ομάδας –NO2 ή σε δόνηση κάμψης (Ν-Η), 

στα 1441 cm-1 το οποίο αντιστοιχεί σε δόνηση κάμψης (Ο-Η), στα 1256 και 1021 

cm-1 τα οποία αντιστοιχούν σε δονήσεις (C-O) αιθέρα ή καρβοξυλικού οξέος ή 

δόνηση αλειφατικής αμινομάδας και στα 805 cm-1 το οποίο αντιστοιχεί σε δόνηση 

αρωματικού συστήματος (C-H) και για το συστατικό #2 μέγιστα απορρόφησης 
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στην περιοχή 3650-3100 cm-1 τα οποίες αντιστοιχούν σε δονήσεις τάσης (O-H), 

στα 1627, 1539 και 1360 cm-1 τα οποία αντιστοιχούν σε δονήσεις αλειφατικής 

ομάδας –NO2 ή σε δόνηση κάμψης (Ν-Η), στα 1467 cm-1 το οποίο  

 

Εικόνα 20. Χρωματογράφημα με ανίχνευση στο υπεριώδες (Α), φάσμα απορρόφησης στο 

υπεριώδες (Β), ανακατασκευασμένο χρωματογράφημα μάζας (C) και φάσματα μάζας (D και 

E) του απομονωμένου συστατικού #1. 

αντιστοιχεί σε δόνηση κάμψης (C-Η2) ή σε αρωματικό σύστημα (C=C), στα 1276 

cm-1 το οποίο αντιστοιχεί σε δόνηση τάσης (C-O) ή σε συνδυασμό με το μέγιστο 

στα 1025 cm-1 τα οποία αντιστοιχούν σε δονήσεις (C-O) αιθέρα ή καρβοξυλικού 

οξέος ή δόνηση αλειφατικής αμινομάδας και στα 869, 820 και 788 cm-1 τα οποία 

αντιστοιχούν σε δονήσεις αρωματικού συστήματος (C-H). Από τα παραπάνω είναι 

συνεπώς πιθανή η ύπαρξη ομάδων υδροξυλίου στα υπό μελέτη συστατικά καθώς 
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και αρωματικού συστήματος ενώ ισχυρές ενδείξεις υπάρχουν για την ύπαρξη 

αμινομάδας είτε απευθείας ενωμένης στο αρωματικό σύστημα είτε σε αλλειφατική 

πλάγια αλυσίδα. 

 

Εικόνα 21. Χρωματογράφημα με ανίχνευση στο υπεριώδες (Α), φάσμα απορρόφησης στο 

υπεριώδες (Β), ανακατασκευασμένο χρωματογράφημα μάζας (C) και φάσματα μάζας (D και 

E) του απομονωμένου συστατικού #2. 

Τα φάσματα μάζας (εικόνες 20 και 21) έδωσαν σε υψηλή καθαρότητα τα μοριακά 

ιόντα με λόγο μάζας προς φορτίο 138 amu το οποίο συνεπάγεται μοριακό βάρος 

ίσο με 139 Da και για τα δύο υπό μελέτη συστατικά. Το γεγονός αυτό σε 

συνδυασμό με τα δεδομένα της υπέρυθρης φασματοσκοπίας υποδηλώνουν πιθανά 

την ύπαρξη ενός ατόμου αζώτου ανά μόριο των υπό μελέτη συστατικών. 

 



 

 



Συζήτηση 

Συζήτηση 

1. Πείραμα 1: Σύγκριση σύστασης υδρολύματος μετά την επώαση με 

3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ με το υδρόλυμα μετά από αλκαλική 

υδρόλυση των κυτταρικών τοιχωμάτων 

Στο πείραμα 1, ποσότητα κυτταρικών τοιχωμάτων επωάστηκε με μεθυλο-

βορονικό οξύ, με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ και με NaOH με σκοπό τη 

συγκριτική μελέτη στη σύσταση των υδρολυμάτων. Τα βορονικά οξέα επιλέχθηκαν 

βάσει του γεγονότος ότι μπορούν να σχηματίζουν αντιστρεπτούς εστερικούς 

δεσμούς με τις cis-διόλες με τρόπο παρόμοιο με αυτόν του βορικού οξέος 

(Springsteen and Wang, 2002). Συγκεκριμένα, το 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

(pKa= 7,2) είναι πιο ισχυρό οξύ σε σχέση με το βορικό (pKa=9,2) και έχει τη 

διασπά τους εστέρες του βορικού οξέος (Bassil et. al., 2004). Αντίθετα, το μεθυλο-

βορονικό οξύ ως πιο ασθενές οξύ (pKa=10,7) σε σχέση με το βορικό δεν μπορεί να 

διασπάσει τους παραπάνω δεσμούς και χρησιμεύει για τον έλεγχο της διαδικασίας. 

Όσον αφορά στον χειρισμό με διάλυμα NaOH, έχει αποδειχθεί ότι διασπά του 

εστερικούς δεσμούς που σχηματίζονται μεταξύ φαινολικών συστατικών και 

συστατικών του κυτταρικού τοιχώματος (Lozovaya et al., 1999).  

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, η επώαση κυτταρικών τοιχωμάτων με ΜΒΑ, 

όπως αναμενόταν, δεν απέδωσε κάποιο συστατικό στο διάλυμα επώασης. Αυτό 

οφείλεται στο γεγονός ότι το συγκεκριμένο βορονικό οξύ δεν μπορεί να διασπάσει 

υφιστάμενα διεστερικά σύμπλοκα του βορικού οξέος. Το συγκεκριμένο βορονικό 

οξύ χρησιμοποίησαν ως μάρτυρα οι Bassil et al. (2004) όπου, αντίθετα με τη 

χρήση άλλων βορονικών οξέων, δεν παρατήρησαν κάποια μεταβολή στην 

κυτταρική ομοιόσταση όταν επέδρασαν σε κύτταρα Nicotiana tabacum. Αντίθετα 

με τον χειρισμό με το ΜΒΑ, ο χειρισμός των κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-ΝΒΑ, 

είχε σαν αποτέλεσμα την απελευθέρωση στο διάλυμα επώασης δύο συστατικών, 

των #1 και #2, των οποίων τα φάσματα απορρόφησης στην υπεριώδη περιοχή 

υποδηλώνουν την ύπαρξη υποκατεστημένου φαινολικού δακτυλίου, αντίστοιχα με 

προηγούμενα αποτελέσματα (Φραγγελάκης, 2009; Λιακόπουλος και Κεσόγλου, 

αδημοσίευτα αποτελέσματα). Δεδομένης της ικανότητας του 3-ΝΒΑ να διασπά 

υφιστάμενα διεστερικά σύμπλοκα του βορικού οξέος, είναι πιθανή η προέλευση 

των συστατικών #1 και #2 από την διάσπαση τέτοιων συμπλόκων στο κυτταρικό 

τοίχωμα. Η πιθανότητα αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι τόσο ο χειρισμός με 

ΜΒΑ όσο και η αλκαλική υδρόλυση του δείγματος σε διάλυμα 1Ν NaOH δεν 

απέδωσαν τα δύο αυτά συστατικά στο διάλυμα. Όσον αφορά στην αλκαλική 

υδρόλυση είναι γνωστό ότι οδηγεί στην διάσπαση εστερικών δεσμών μεταξύ 

φαινολικών συστατικών και υδατανθρακικών υπολειμάτων των κυτταρικών 

 59



Συζήτηση 

τοιχωμάτων (Lozovaya et al. 1999). Πράγματι, ο χειρισμός αυτός είχε ως 

αποτέλεσμα την απελευθέρωση τεσσάρων συστατικών (συστατικά #3 έως #6) με 

φάσμα απορρόφησης το οποίο υποδηλώνει δομή φαινολικού συστατικού στο 

διάλυμα αλλά όχι των συστατικών #1 και #2. Το αποτέλεσμα αυτό συμφωνεί με 

την διεστερική φύση των δεσμών των #1 και #2 μέσω βορικού οξέος καθώς 

τέτοια σύμπλοκα είναι σταθερά σε υψηλές τιμές pH και δεν αναμένεται να 

διασπώνται μέσω αλκαλικής υδρόλυσης. Αντίστοιχα, ο χειρισμός με 3-ΝΒΑ δεν 

οδήγησε στην διάσπαση των δεσμών των πολυμερών του κυτταρικού τοιχώματος 

με τα συστατικά #3 έως #6 καθώς αυτά δεν ανιχνεύτηκαν. Ωστόσο, ο 

συνδυασμένο χειρισμός με 3-ΝΒΑ και NaOH οδήγησε στην απελευθέρωση στο 

διάλυμα τόσο των #1 και #2 όσο και των υπολοίπων συστατικών (#3 έως #6). 

Όσον αφορά στην ομάδα των συστατικών #3 έως #6, το αποτέλεσμα είναι 

αναμενόμενο καθώς τα συστατικά αυτά απελευθερώνονται μέσω αλκαλικής 

υδρόλυσης. Όσον αφορά στα συστατικά #1 και #2, η παρουσία τους στο αλκαλικό 

υδρόλυμα εφόσον έχει προηγηθεί χειρισμός με το 3-ΝΒΑ χρήζει περαιτέρω 

διερεύνησης. Ενδεχομένως η επίδραση του 3-ΝΒΑ να οδηγεί σε αλλαγή του 

τρόπου πρόσδεσης των συστατικών αυτών με το τοίχωμα (συγκεκριμένα του 

κλάσματος των συστατικών #1 και #2 τα οποία τελικά δεν διαλυτοποιούνται στο 

επώασμα του χειρισμού 3-ΝΒΑ) με αποτέλεσμα η αλκαλική υδρόλυση που έπεται 

να τα απελευθερώνει στο διάλυμα. 

2. Πείραμα 2: Επίδραση της τιμής pH του μέσου επί της σύστασης 

του υδρολύματος μετά την επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων με 

3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

Στο πείραμα 2 μελετήθηκε ο τρόπος με τον οποίο διαφορετικές τιμές pH του 

μέσου επώασης επιδρούν στη σύσταση του υδρολύματος και συγκεκριμένα στα 

υπό μελέτη συστατικά #1 και #2 παρουσία ή απουσία 3-ΝΒΑ. Παράλληλα με τις 

παραπάνω μετρήσεις, έγινε και μέτρηση του βορικού οξέος που απελευθερωνόταν 

στο κάθε επώασμα με απώτερο στόχο τη συσχέτιση της συγκέντρωσης των υπό 

μελέτη συστατικών με αυτή του βορικού οξέος. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, η επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων σε 

διαφορετικές τιμές pH (μεταξύ 3 και 8) απουσία 3-ΝΒΑ δεν οδήγησε στην 

απελευθέρωση κάποιου από τα υπό μελέτη συστατικά. Αντίθετα, στη σειρά εκείνη 

των δειγμάτων που είχε ακολουθηθεί χειρισμός με 3-ΝΒΑ, παρατηρήθηκε πως 

αυξανομένης της τιμής του pH αυξάνεται και η συγκέντρωση των συστατικών #1 

και #2 (αν και το συστατικό #1 δεν ήταν δυνατόν να ποσοτικοποιηθεί στις 

αντίστοιχες χρωματογραφικές αναλύσεις) καθώς και του βορικού οξέος που 

απελευθερώνονται. Πειράματα πάνω στη δράση των βορονικών οξέων έχουν δείξει 
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πως βορονικά οξέα με pKa μικρότερη από αυτή του βορικού οξέος, προσδένονται 

ισχυρά στις cis-διόλες και εμποδίζουν το βορικό οξύ να προσδεθεί με αυτές 

(Winblade et al. 2000; Springsteen and Wang 2002). Επίσης όπως έχει δειχθεί 

από τους Bassil et al. (2004), επίδραση 3-ΝΒΑ σε κύτταρα Nicotiana tabacum έχει 

στοχευμένη δράση πάνω στους διαδεσμούς που σχηματίζουν οι βορικοί εστέρες 

τους οποίους διασπά εκτοπίζοντας το βορικό οξύ. Τα παραπάνω αποτελέσματα 

μπορούν να δικαιολογηθούν βάσει της αύξησης της σταθεράς σχηματισμού των 

συμπλόκων των βορονικών οξέων με διόλες σε υψηλές τιμές pH (Springsteen and 

Wang, 2002; Yan et al., 2004). 

Ιδιαίτερα σημαντικό για την υπόθεση εργασίας σύμφωνα με την οποία τα 

συστατικά #1 και #2 προσδένονται στα κυτταρικά τοιχώματα μέσω βορικών 

διεστέρων, είναι η εύρεση γραμμικής σχέσης μεταξύ των ποσοτήτων του 

συστατικού #2 και του βορικού οξέος μετά την επώαση με 3-ΝΒΑ σε διάφορες 

τιμές pH (μεταξύ 6 και 8). Το αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει πως μεταξύ των δύο 

παραπάνω μορίων δύναται να υφίσταται στοιχειομετρική αναλογία και επομένως 

δομική συσχέτισή τους στο κυτταρικό τοίχωμα.  

3. Πείραμα 3: Παρασκευαστική απομόνωση και φασματοσκοπική 

μελέτη των συστατικών που απελευθερώνονται μετά την επώαση 

των κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ 

Σκοπός του πειράματος ήταν η παρασκευαστική απομόνωση και ταυτοποίηση 

μέσω φασματοσκοπικών τεχνικών των συστατικών που απελευθερώνονται μετά 

από επώαση των κυτταρικών τοιχωμάτων με 3-νιτροφαινυλο-βορονικό οξύ. Τα 

συστατικά του συγκεκριμένου επωάσματος διαχωρίστηκαν χρωματογραφικά με 

χρήση παρασκευαστικής υγροχρωματογραφίας ενώ η αντιστοίχιση μεταξύ των 

απομονωμένων συστατικών και αυτών των δύο προηγούμενων πειραμάτων 

(συστατικών #1 και #2) έγινε βάσει του χρόνου έκλουσης και του φάσματος 

απορρόφησης. Στα απομονωμένα συστατικά ελήφθησαν φάσματα απορρόφησης 

στο υπεριώδες και υπέρυθρο. Η καθαρότητά τους καθώς και το μοριακό βάρος 

εκτιμήθηκαν μέσω υγροχρωματογραφίας-φασματομετρίας μαζών. 

Το πρώτο πρόβλημα που έπρεπε να επιλυθεί πριν προχωρήσουμε στην 

παρασκευαστική απομόνωση των υπό μελέτη συστατικών ήταν η εύρεση του 

βέλτιστου pH για την απομάκρυνση του 3-ΝΒΑ. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα 

βορονικά οξέα σχηματίζουν σύμπλοκα μέσω διεστερικών δεσμών με τις cis-διόλες 

(Bergold και Scouten, 1983). Μεταξύ διαφορετικών διολών, ο σχηματισμός των 

συμπλόκων εξαρτάται από τις σταθερές σχηματισμού και τις σχετικές τους 

συγκεντρώσεις. Με βάσει τα παραπάνω, ο μηχανισμός απομάκρυνσης του 3-ΝΒΑ 

από το διάλυμα επώασης στηρίχθηκε στον σχηματισμό σχεδόν αποκλειστικά 
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συμπλόκων μεταξύ του 3-ΝΒΑ και της μαννιτόλης η οποία επιλέχθηκε επειδή δεν 

είναι φαινολικό συστατικό, δεν απορροφά σε μήκη κύματος που θα παρέμβαιναν 

στις αναλυτικές μεθόδους, είναι εύκολα διαθέσιμη και διαλύεται εύκολα στο νερό 

δίνοντας διαλύματα με μεγάλες μοριακότητες. Με τον τρόπο αυτό, λόγω της 

υψηλής συγκέντρωσης μαννιτόλης (0,5 Μ), σχεδόν το σύνολο του 3-ΝΒΑ τείνει να 

συμμετάσχει στο σύμπλοκο μαννιτόλη-3-ΝΒΑ και λόγω υψηλής πολικότητας να 

παραμείνει στην υδατική φάση. Συνεπώς, στην εκχύλιση υγρού-υγρού με έναν 

οργανικό διαλύτη, όπως ο οξικός αιθυλεστέρας, τα υπό μελέτη συστατικά που 

βρίσκονται σε ελεύθερη μορφή τείνουν σε μεγάλο ποσοστό να κατανεμειθούν στην 

οργανική φάση απαλλαγμένα της παρουσίας του 3-ΝΒΑ. Η ισχύς του μηχανισμού 

αυτού όπως και η εξάρτηση του βαθμού κατανομής του 3-ΝΒΑ υπό μορφή 

συμπλόκου στην υδατική φάση συναρτήσει του pH της υδατικής φάσης 

επιβεβαιώθηκαν πειραματικά. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ο βαθμός 

απομάκρυνσης του 3-ΝΒΑ είναι εξαρτώμενος από την τιμή pH του διαλύματος και 

μάλιστα τείνει να μεγιστοποιείται σε τιμές pH ανώτερες του 6,0. Το αποτέλεσμα 

αυτό πιθανότατα σχετίζεται με την αύξηση της σταθερότητας των συμπλόκων 

μεταξύ βορονικών οξέων και διολών όταν το pH του διαλύματος αυξάνεται πέραν 

της pKa του βορονικού οξέος (Springsteen and Wang, 2002; Yan et al., 2004). Η 

κυρίαρχη άποψη στη βιβλιογραφία, που πρώτη φορά προτάθηκε από τα πειράματα 

του Lorand (1959), είναι πως για το σχηματισμό συμπλόκου μεταξύ ενός 

βορονικού οξέος και μιας διόλης το βέλτιστο pH πρέπει να έχει τιμή μεγαλύτερη 

από την pKa του βορονικού οξέος. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, βέλτιστη 

απομάκρυνση του 3-ΝΒΑ, η οποία υποδηλώνει ισχυρό και σχεδόν κατ’ 

αποκλειστικότητα σχηματισμό συμπλόκου μαννιτόλης-3-ΝΒΑ, σημειώνεται σε pH 

ανώτερο του 6,5 δεδομένου ότι η pKa του 3-ΝΒΑ είναι ίση με 7,2 (Bassil et al., 

2004). Το αποτέλεσμα αυτό είναι αναμενόμενο δεδομένης και της συμμετοχής της 

μαννιτόλης στο διάλυμα σε υψηλή συγκέντρωση. Σε παρόμοια συμπεράσματα 

κατέλειξαν οι Spingsteen and Wang (2002) οι οποίοι μελέτησαν τη σταθερότητα 

των εστερικών δεσμών του φαινυλο-βορονικού οξέος (PBA) χρησιμοποιώντας σαν 

φθορίζοντα μάρτυρα την ουσία Alizarin Red S (ARS) σε διάφορες τιμές pH. 

Παρατήρησαν ότι η ικανότητα σχηματισμού συμπλόκου PBA –διόλης είναι 

μειωμένη σε χαμηλές τιμές pH ενώ προσεγγίζουν μέγιστη τιμή στο εύρος τιμών pH 

4-7. 

Σύμφωνα με τις φασματοσκοπικές αναλύσεις των απομονωμένων συστατικών 

#1 και #2 προκύπτει ότι τουλάχιστον το #2 πιθανά σχηματίζει διεστερικά 

σύμπλοκα με το βορικό οξύ δεδομένης της βαθυχρωμικής μετατόπισης του 

φάσματος απορρόφησης στην υπεριώδη περιοχή μετά την προσθήκη βορικού 

οξέος. Το γεγονός αυτό, τουλάχιστον για το συστατικό #2, δικαιολογεί και την 
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αρχική προέλευσή του ως συστατικό που απελευθερώνεται από τα κυτταρικά 

τοιχώματα μετά από επώαση με το βορονικό οξύ 3-ΝΒΑ. Σύμφωνα με τα φάσματα 

υπερύθρου, φαίνεται πως τόσο στο συστατικό #1 όσο και στο #2 είναι παρόν 

κάποιο αρωματικό σύστημα καθώς και ομάδες υδροξυλίου. Τέτοιες δομές, πιθανά 

φαινολικού δακτυλίου, προσφέρουν τις αναγκαίες θέσεις για τον σχηματισμό 

διεστερικών συμπλόκων με το βορικό οξύ. Επίσης, βάσει των δονήσεων που 

αντιστοιχούν σε αμινικούς δεσμούς καθώς και των φασμάτων μάζας των δύο 

συστατικών, είναι πιθανή μια δομή παρόμοια με αυτή της ντοπαμίνης ή του 

διϋδροξυ-αμινο-μεθυλο-βενζολίου. Ωστόσο, τέτοιες δομές δεν έχουν προηγούμενα 

εντοπιστεί σε κυτταρικά τοιχώματα. Οι χημικές δομές των δύο συστατικών 

αναμένεται να επιβεβαιωθούν μέσω αναλύσεων φασματοσκοπίας πυρηνικού 

μαγνητικού συντονισμού οι οποίες βρίσκονται σε εξέλιξη. 

Τελικά συμπεράσματα  

Σύμφωνα με όσα αναφέρθηκαν, τα υπό μελέτη συστατικά #1 και #2 είναι 

πιθανό να προσδένονται στο κυτταρικό τοίχωμα μέσω διεστερικών συμπλόκων με 

το βορικό οξύ. Τα συστατικά αυτά απελευθερώνονται μετά από επίδραση του 

βορονικού οξέος 3-ΝΒΑ το οποίο εξειδικευμένα διασπά τέτοια σύμπλοκα. Η 

πιθανότητα αυτή ενισχύεται και από την μη απελευθέρωσή τους μετά από 

αλκαλική υδρόλυση με NaOH. Η επίδραση της τιμής του pH στον βαθμό 

απελευθέρωσης φαίνεται πως ερμηνεύεται μέσω της αύξησης της σταθεράς 

σχηματισμού μεταξύ των παραπάνω συστατικών και του βορονικού οξέος 3-ΝΒΑ, 

γεγονός το οποίο περαιτέρω ενισχύει την υπόθεση εργασίας. Παράλληλα, τα 

φάσματα απορρόφησης τους στην υπεριώδη περιοχή υποδηλώνουν την ύπαρξη 

υποκατεστημένου φαινολικού δακτυλίου αλλά και τουλάχιστον για το συστατικό 

#2 την ικανότητα σχηματισμού διεστερικών συμπλόκων. Σημαντική είναι τέλος η 

διαφαινόμενη ύπαρξη στοιχειομετρικής σχέσης μεταξύ βορικού οξεός και 

συστατικού #2 που απελευθερώνονται στο διάλυμα επώασης. 
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Περίληψη 

Περίληψη 

Η παρουσία του βορίου, με τη μορφή του βορικού οξέος, στα κυτταρικά 

τοιχώματα είναι δεδομένη όπως επίσης και ο σχηματισμός διεστερικών συμπλόκων 

με τοιχωματικά κατάλοιπα του πηκτινικού κλάσματος. Ωστόσο, πέρα από την 

παραπάνω ιδιότητα το βορικό οξύ, θεωρητικά, μπορεί να σχηματίσει διεστερικούς 

δεσμούς με φαινολικά συστατικά, με κατάλληλη δομή, που εντοπίζονται στο 

κυτταρικό τοίχωμα. Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε να τεκμηριωθεί 

πειραματικά η ορθότητα της παραπάνω υπόθεσης. Πιο συγκεκριμένα έγινε 

παρασκευαστική απομόνωση και φασματοσκοπική μελέτη των συστατικών που 

απελευθερώνονται μετά από υδρόλυση με το 3-νιτρο-φαινυλο-βορονικό οξύ. 

Επίσης έγινε μελέτη της απόσπασης των συστατικών του κυτταρικού τοιχώματος 

με διαφορετικές συνθήκες επώασης με σκοπό τη διερεύνηση της φύσης των 

δεσμών των συστατικών αυτών με τα πολυμερή του κυτταρικού τοιχώματος. 

Ειδικότερα μελετήθηκε η σύσταση των υδρολυμάτων του κυτταρικού τοιχώματος 

μετά από υδρόλυση με 3-νιτρο-φαινυλο-βορονικό οξύ και μετά από υδρόλυση με 

NaOH. Επίσης μελετήθηκε η επίδραση της τιμής του pH του μέσου επώασης στη 

σύσταση του υδρολύματος μετά από επώαση με 3-νιτρο-φαινυλο-βορονικό οξύ. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, τα υπό μελέτη συστατικά μπορούν να 

απελευθερωθούν μετά από το χειρισμό με 3-νιτρο-φαινυλο-βορονικό οξύ ενώ ο 

χειρισμός με NaOH δεν τα απελευθερώνει. Επίσης, αυξανομένης της τιμής του pH 

του μέσου επώασης αυξάνεται και η συγκέντρωση ενός από τα υπό μελέτη 

συστατικά αλλά και του βορικού οξέος που απελευθερώνεται. Τέλος η 

παρασκευαστική απομόνωση και φασματική ταυτοποίηση των υπό μελέτη 

συστατικών έδειξε ότι παρουσιάζουν χαρακτηριστικά φάσματα απορρόφησης 

φαινολικών συστατικών στην περιοχή του υπεριώδους. Επίσης τα φάσματα 

υπερύθρου έδειξαν την παρουσία αρωματικού δακτυλίου υποκατεστημένου με 

υδροξυλομάδες καθώς και την παρουσία αμινομάδας. Συμπερασματικά, τα υπό 

μελέτη συστατικά προσδένονται στο κυττατρικό τοίχωμα μεσω διεστερικών 

συμπλόκων με το βορικό οξύ. Δεδομένο που ενισχύεται από την εξειδικευμένη 

απομόνωσή τους με 3-νιτρο-φαινυλο-βορονικό οξύ και όχι με NaOH. Επίσης με 

αύξηση της τιμής του pH έχουμε αύξηση της σταθεράς σχηματισμού του 3-νιτρο-

φαινυλο-βορονικού οξέος και των υπό μελέτη συστατικών. Σημαντική είναι τέλος η 

διαφαινόμενη ύπαρξη στοιχειομετρικής σχέσης μεταξύ βορικού οξεός και ενός εκ 

των δύο συστατικών που απελευθερώνονται στο διάλυμα επώασης. 
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