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Εισαγωγή 

Φυσικά προϊόντα - Φυτικά εκχυλίσµατα 

Αν και ο όρος φυσικά προϊόντα ετοιµολογικά αναφέρεται σε όλες τις χηµικές 

ενώσεις, ανόργανες και οργανικές, που βρίσκονται στη φύση, εντούτοις έχει 

καθιερωθεί η έννοια αυτή να περιορίζεται µόνο σε ενώσεις που αποτελούν τους 

ζωντανούς οργανισµούς ή παράγονται από αυτούς. Επίσης, ο όρος χρησιµοποιείται 

για την περιγραφή εκχυλισµάτων ή εκκριµάτων οργανισµών, καθώς και καθαρών 

ενώσεων που έχουν αποµονωθεί από φυτά ή ζώα. Σήµερα, ο όρος φυσικά προϊόντα 

αναφέρεται στα προϊόντα δευτερογενούς µεταβολισµού, που δηµιουργούνται τόσο 

στο φυτικό όσο και στο ζωικό βασίλειο (Ιγνατιάδου-Ραγκούση, 1996).   

Για πολλά χρόνια τα φυτά/ φυτικά εκχυλίσµατα χρησιµοποιούνταν ως η µόνη 

διαθέσιµη θεραπευτική αγωγή για τους ανθρώπους. Το φυτικό βασίλειο εξακολουθεί 

να είναι µία ανεξάντλητη και ανεκµετάλλευτη πηγή νέων µορίων µε πολύ σηµαντικό 

θεραπευτικό ενδιαφέρον και µόνο ένα σχετικά µικρό ποσοστό, περίπου 60.000 

γνωστά είδη φυτών έχουν µελετηθεί φυτοχηµικά και φαρµακολογικά από τα 750.000 

που εκτιµώνται ότι υπάρχουν. Εξίσου σηµαντική και απεριόριστη πηγή νέων µορίων 

µε µικροβιακή δράση αποτελεί το θαλάσσιο περιβάλλον το οποίο είναι ελάχιστα 

εκµεταλλεύσιµο. Συγκεκριµένα, λιγότερο από το 1% των ειδών βακτηριδίων και το 

5% των ειδών µυκήτων είναι γνωστά σήµερα (Wolfender et al., 2006). Η πλούσια 

ποικιλία δοµών αλλά και η πολυπλοκότητα των φυσικών προϊόντων ώθησε τους 

επιστήµονες στη σύνθεση αυτών στο εργαστήριο µε σκοπό τη θεραπευτική τους 

χρήση. Πολλά φαρµακευτικά σκευάσµατα που χρησιµοποιούνται σήµερα 

προέρχονται ή βασίζονται σε κάποιο φυσικό προϊόν. Φαρµακολογικές µελέτες που 

έχουν πραγµατοποιηθεί αποδεικνύουν την βιοδραστικότητα των συστατικών που 

προέρχονται από τα φυτά και πάνω από το 40% αυτών είναι ήδη καταχωρηµένα 

φάρµακα (Newman & Cragg, 2007). Επίσης, από στατιστικές µελέτες τόσο στα 

φυσικά όσο και στα συνθετικά συστατικά των φυσικών προϊόντων αποδεικνύεται ότι 

εξακολουθούν να αντιπροσωπεύουν µία σηµαντική πηγή του µηχανισµού εύρεσης 

νέων φαρµάκων (Henkel et al. 1999; Butler, 2004). Τα Melissa Officinalis, St. John’s 

Wort, Garlic, Ginger, Ginseng είναι κάποια δηµοφιλή βότανα η φαρµακευτική χρήση 

των οποίων είναι επιστηµονικά αποδεδειγµένη. 
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Εκτός από τη φαρµακευτική αξία των φυσικών προϊόντων εξίσου σηµαντική 

είναι η παρουσία τους στη διατροφή του ανθρώπου. Επιδηµιολογικές µελέτες των 

τελευταίων δεκαετιών έχουν οδηγήσει στη σύνδεση συγκεκριµένων συστατικών των 

τροφίµων µε τη χαµηλή εµφάνιση διαφόρων νοσηµάτων µε αποτέλεσµα µία νέα 

αντίληψη για τη σχέση διατροφής-υγείας.  

Η συνεχώς αυξανόµενη γνώση και πληροφόρηση των καταναλωτών ως προς 

τα φυτικά δραστικά συστατικά που περιέχονται στις φυτικές τροφές ώθησε τη 

βιοµηχανία τροφίµων στη χρησιµοποίηση αυτών ως πρόσθετα. Η ζήτηση φυσικά 

ενισχυµένων προϊόντων διατροφής ή αλλιώς λειτουργικών τροφίµων (functional 

food) συνεχώς αυξάνεται. Γάλα και γαλακτοκοµικά προϊόντα, µαργαρίνες, σούπες, 

ποτά, έλαια, αφεψήµατα είναι µερικά από τα προϊόντα διατροφής στα οποία 

προστίθενται βιοδραστικές φυσικές ουσίες. 

Στις µέρες µας, το µεγάλο ενδιαφέρον των επιστηµόνων για τον τοµέα των 

φυσικών προϊόντων, µε στόχο την ανακάλυψη νέων βιοδραστικών συστατικών από 

φυτικά εκχυλίσµατα ή εκχυλίσµατα από άλλες φυσικές πηγές, έχει ως συνέπεια, 

εντυπωσιακά αποτελέσµατα ως προς τον αριθµό νέων φυτικών δραστικών ουσιών 

καθώς και την ακριβή διερεύνησή τους. Για το σκοπό αυτό τα φυτικά εκχυλίσµατα 

υποβάλλονται ταυτόχρονα τόσο σε χηµικό όσο και σε βιολογικό ή φαρµακευτικό 

έλεγχο. Ο χηµικός έλεγχος αυτών, καθώς και το µεταβολικό τους προφίλ, στοχεύει 

στη διάκριση µεταξύ ήδη γνωστών συστατικών και νέων µορίων απευθείας σε 

ακατέργαστα εκχυλίσµατα. Το µεταβολικό προφίλ σε ακατέργαστα εκχυλίσµατα δεν 

είναι µία εύκολη διαδικασία καθώς τα φυσικά προϊόντα εµφανίζουν σηµαντικές 

διαφορές στις δοµές των ενώσεών τους (Wolfender et al., 2006). Εποµένως, η 

ανάπτυξη εξειδικευµένων τεχνικών αποµόνωσης και ταυτοποίησης, όπως η τεχνική 

της υγρής χρωµατογραφίας σε σύζευξη µε φασµατοσκοπικές τεχνικές π.χ. 

φασµατοµετρία µάζας (MS) και φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού 

(NMR) µπορεί να αποδειχθεί πολύτιµη στην έρευνα φυσικών προϊόντων, καθώς, τις 

περισσότερες φορές δίνει τη δυνατότητα αποτελεσµατικού διαχωρισµού και πλήρη 

χαρακτηρισµό των επιµέρους συστατικών (Jaroszewski, 2005a; Jaroszewski,   2005b; 

Wolfender et al., 2006).  
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1.1 Φαινολικές ενώσεις – Φαινολικά οξέα, φλαβονοειδή και σεκοϊριδοειδή   

Κατά τη διάρκεια της τελευταίας δεκαετίας, πολυάριθµες επιστηµονικές 

εργασίες αναδεικνύουν το ρόλο και τις ιδιότητες, συστατικών από διάφορα φυσικά 

προϊόντα µε ευεργετικές ιδιότητες για την ανθρώπινη υγεία. Τα ευεργετικά για την 

υγεία συστατικά καλούνται συχνά λειτουργικά συστατικά (functional ingredients), 

«neutraceuticals» (από τις λέξεις nutrients και pharmaceuticals) και βιοδραστικές 

ενώσεις (bioactive compounds). Πρόκειται για συστατικά που απαντούν σε φυτά ή 

και σε ζωικούς οργανισµούς σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις. Η ικανότητά τους να 

δρουν ως αντιοξειδωτικά, να ενεργοποιούν ένζυµα που αποτοξινώνουν το συκώτι, να 

εµποδίζουν τη δράση βακτηρίων ή ενζύµων, να παρεµποδίζουν την απορρόφηση της 

χοληστερόλης κ.ά συσχετίζεται άµεσα µε τη µείωση του κινδύνου εµφάνισης 

ορισµένων ασθενειών (Pennington, 2002). Στον Πίνακα 1.1 ενδεικτικά παρατίθενται 

παραδείγµατα βιοδραστικών ενώσεων µαζί µε τις σηµαντικότερες πηγές τους αλλά 

και τα αποτελέσµατα που θεωρείται ότι επιφέρουν στην υγεία του καταναλωτή.  

Πίνακας 1.1. Πηγές και πιθανά αποτελέσµατα φαινολικών ενώσεων στην υγείαα 

Βιοδραστική ένωση Πηγή Πιθανά αποτελέσµατα στην 

υγεία 
Φλαβονοειδή 

φλαβονόλες (κερκετίνη) 
φλαβόνες (λουτεολίνη) 

φλαβανόνες (ναριγκενίνη) 
φλαβαν-3-όλες (κατεχίνες) 

(προανθοκυανιδίνες) 
ανθοκυανίνες 

ισοφλαβόνες (γενιστεΐνη) 

κρεµµύδι, µπρόκολο, µούρα 
µαϊντανός, σέλινο, κίτρο, 
πρόπολη, τσάι, σοκολάτα, 

όσπρια, ροδάκινο, σταφύλι, 
φιστίκια, αµύγδαλο, 

µελιτζάνα, µούρα, κεράσι, 
σόγια και προϊόντα της 

δέσµευση ενεργών µορφών 
οξυγόνου που καταστρέφουν 

τα κύτταρα, µείωση 
πιθανότητας εµφάνισης 

καρκίνου 
 

Φαινολικά οξέα 
υδροξυκινναµωµικά 

(καφεϊκό) 
υδροξυβενζοϊκά (γαλλικό, 

πρωτοκατεχικό) 
 

µούρα, ακτινίδιο, µήλο, 
καφές, αγκινάρα, φράουλα 

δέσµευση ενεργών µορφών 
οξυγόνου που καταστρέφουν 

τα κύτταρα, µείωση 
πιθανότητας εµφάνισης 

καρκίνου 

Ταννίνες µούρα, κακάο, σοκολάτα 
µείωση πιθανότητας 

εµφάνισης καρδιαγγειακών 
παθήσεων 

Καροτενοειδή 
β-καροτένιο 

β-κρυπτοξανθίνη 
λουτεΐνη 

ζεαξανθίνη 
λυκοπένιο 

 

µπρόκολο, σπανάκι 
καλαµπόκι, γκρέιπφρουτ 

πράσινο λάχανο, 
ντοµάτα και προϊόντα της 

(κέτσαπ, σως κ.α.) 
 

δέσµευση ενεργών µορφών 
οξυγόνου που καταστρέφουν 

τα κύτταρα, διατήρηση 
υγιούς όρασης και υγιούς 

δέρµατος, µείωση 
πιθανότητας εµφάνισης 
καρκίνου του προστάτη 

α Pennington, 2002; Kris-Etherton et al., 2002; Manach et al., 2004; Boskou, 2006; Webb, 2006. 
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Τα φυτικής προέλευσης συστατικά ονοµάζονται συχνά και φυτοχηµικά 

(phytochemicals). Πρόκειται για δευτερογενείς µεταβολίτες που απαντούν σε 

διάφορα φυτά και παίζουν σηµαντικό ρόλο στις µηχανικές ιδιότητες των ιστών, στην 

άµυνα απέναντι σε έντοµα, ζώα, µικρόβια, στην υπεριώδη ακτινοβολία, στην έλξη 

εντόµων για λόγους γονιµοποίησης αλλά δρούν και ως αντιοξειδωτικά (Harborne and 

Williams, 2000; Parr and Boldwell, 2000; Webb, 2006). Από δοµική άποψη, στα 

φυτοχηµικά ανήκουν φαινολικές ενώσεις (φλαβονοειδή, φαινολικά οξέα, 

τερπενοειδείς ενώσεις, καροτενοειδή κ.ά),  ενώσεις που φέρουν στο µόριό τους άτοµα 

θείου και αζωτούχες βάσεις, κυρίως αλκαλοειδή (Webb, 2006). Τα φυτοχηµικά 

συστατικά παρουσιάζουν µεγάλο εύρος φυσικών και χηµικών ιδιοτήτων µε 

σηµαντικότερη την ικανότητά τους να παρεµποδίζουν αντιδράσεις οξείδωσης στους 

φυτικούς ιστούς, στα τρόφιµα καθώς και σε βιολογικά συστήµατα. 

Οι φαινολικές ενώσεις εντοπίζονται σε όλα τα τµήµατα των φυτών, από τις 

ρίζες µέχρι τα φύλλα και τους καρπούς τους, συζευγµένες µέσω εστερικών, 

αιθερικών ή ακεταλικών δεσµών κυρίως µε σάκχαρα και οργανικά οξέα (γλυκόζη, 

τρυγικό οξύ, κ.ά). Για παράδειγµα, τα φλαβονοειδή απαντούν στη φύση κυρίως ως 

γλυκοζίτες που διαφοροποιούνται ως προς το είδος του σακχάρου π.χ. γλυκόζη, 

ραµνόζη, γαλακτόζη, αραβινόζη, ρουτινόζη (Harborne, 1989, Heim, 2002,). Μόνο 

πολύ µικρό ποσοστό τους απαντά σε ελεύθερη µορφή πιθανώς λόγω αυξηµένης 

τοξικότητας η οποία αποδίδεται σε δυνατότητα ιονισµού των φαινολικών υδροξυ- 

οµάδων και µεταφοράς πρωτονίων. Επιπλέον, οι συζευγµένες µορφές αυτών των 

µεταβολιτών είναι περισσότερο υδατοδιαλυτές, συγκρατώνται καλύτερα σε 

ενδοκυτταρικά σωµατίδια, ενώ ανάλογα µε το είδος τους φαίνεται να επηρεάζουν και 

τη βιοδιαθεσιµότητα των ενώσεων που απαντούν σε εδώδιµα φυτά (Parr και 

Boldwell, 2000). 

Η παρουσία τους είναι τόσο διαδεδοµένη στο φυτικό βασίλειο που πρακτικά 

είναι αδύνατο να αποµονωθούν και να ταυτοποιηθούν όλα τα µέλη των φαινολικών 

ενώσεων που απαντούν στη φύση (Cheynier, 2005, Boskou, 2006). Η έλλειψη 

τυποποιηµένων και εκλεκτικών µεθόδων παραλαβής των συστατικών καθιστά 

δυσκολότερο τον προσδιορισµό τους σε φυτικά είδη (Naczk and Shahidi, 2006).  

Το ενδιαφέρον για νέες πηγές αντιοξειδωτικών εξηγεί τον τεράστιο αριθµό 

επιστηµονικών εργασιών µε αντικείµενο την αξιολόγηση του περιεχοµένου παντός 
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είδους φυτικού υλικού σε αντιοξειδωτικές ενώσεις και στη συνέχεια την εκτίµηση της 

αντιοξειδωτικής συµπεριφοράς τους. 

Η βιοσύνθεση των φαινολικών ενώσεων περιλαµβάνει αρχικά σχηµατισµό 

του trans-κινναµωµικού οξέος από το αρωµατικό αµινοξύ L-φαινυλαλανίνη µέσω της 

οδού του σικιµικού οξέος και της γενικής µεταβολικής οδού των 

φαινυλοπροπανοειδών (C6-C3). Από το trans-κινναµωµικό οξύ προκύπτουν στη 

συνέχεια οι κουµαρίνες, τα διάφορα υδροξυκινναµωµικά οξέα, οι πιο πολύπλοκες 

χαλκόνες και τα στιλβένια. Περαιτέρω βιοµετατροπές των χαλκονών οδηγούν στη 

σύνθεση ανώτερων φλαβονοειδών, ενώ από µεθοξυλιωµένα παράγωγα των 

υδροξυκινναµωµικών οξέων προκύπτουν οι λιγνίνες και οι λιγνάνες. Με εξαίρεση το 

γαλλικό οξύ, τα υπόλοιπα υδροξυβενζοϊκά οξέα προκύπτουν µε αποικοδόµηση της                                                    

πλευρικής αλυσίδας των αντίστοιχων υδροξυκινναµωµικών οξέων. Αντίθετα, η 

βιοσύνθεση του γαλλικού θεωρείται ότι γίνεται µε ενζυµική µετατροπή του 3- 

διυδροσικιµικού οξέος, ενδιάµεσου προϊόντος της σικιµικής οδού (Parr & Bolwell, 

2000; Sakihama et al., 2002; Robbins, 2003). Κύρια στάδια της βιοσυνθετικής οδού 

των φαινολικών ενώσεων φαίνονται στο Σχήµα 1.1. 

 

Σχήµα 1.1. Κύρια στάδια βιοσυνθετικής οδού των φαινολικών ενώσεων (Sakihama et 

al., 2002) 

Τα τελευταία χρόνια έχει διαµορφωθεί η αντίληψη ότι οι φαινολικές ενώσεις 

αποτελούν τη σπουδαιότερη κατηγορία φυσικών αντιοξειδωτικών (Pokorny, 2001). 

Πρόκειται για την πολυπληθέστερη κατηγορία φυτοχηµικών που αριθµεί περίπου 
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8000 µέλη τα οποία χαρακτηρίζονται από την παρουσία ενός τουλάχιστον 

αρωµατικού δακτυλίου µε έναν ή περισσότερους υδροξυ-υποκαταστάτες στο µόριό 

τους (Manach et al., 2004; Balasundram et al., 2006).  

 

1.1.1 Φαινολικά οξέα – Αντιοξειδωτική δράση φαινολικών οξέων  

Τα φαινολικά οξέα, τα απλούστερα µέλη των φαινολικών ενώσεων, 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία καρβοξυλικής οµάδας που είτε είναι άµεσος 

υποκαταστάτης του δακτυλίου (υδροξυβενζοϊκά οξέα, C6-C1) είτε αποτελεί τελική 

χαρακτηριστική οµάδα της πλευρικής ανθρακικής αλυσίδας (φαινυλοξικά, C6-C2, 

φαινυλοπροπανοϊκά, κινναµωµικά οξέα, C6-C3) (Σχήµα 1.2) (Harborne, 1989; Rice-

Evans et al., 1996; Robbins, 2003). Στις τάξεις των φαινολικών οξέων 

περιλαµβάνονται και οι αντίστοιχες φαινόλες µε αλδεϋδική οµάδα (π.χ. βανιλλίνη, 

κινναµωµική αλδεΰδη) (Robbins, 2003).  

COOH

HO

345

 

COOH

HO  

COOH

HO  

(α) (β) (γ) 

γαλλικό: 3, 4, 5-ΟΗ 
πρωτοκατεχικό: 3,4-

OH 
συριγκικό: 3,5-OMe, 

4-ΟΗ 
βανιλλικό: 3-OMe, 4-

OH 

πρωτοκατεχικό: 3, 4-ΟΗ 
οµοβανιλλικό: 3-OMe, 4-OH 

καφεϊκό: 3, 4-ΟΗ 
σιναπικό: 3, 5-OMe, 4-ΟΗ 
φερουλικό: 3-OMe, 4-OH 

 

Σχήµα 1.2. ∆οµές υδροξυλιωµένων παραγώγων: (α) βενζοϊκού οξέος, (β) 

φαινυλοξικού οξέος και (γ) κινναµωµικού οξέος  

Οι κύριες δοµικές διαφορές µεταξύ των ενώσεων αυτών αφορούν στον αριθµό 

και τη θέση των υδροξυ- ή/και µεθοξυ- υποκαταστατών καθώς και στα 

χαρακτηριστικά της πλευρικής αλυσίδας. Έτσι, η παρουσία δεύτερης υδροξυ-οµάδας 

σε ορθο- ή παρα- θέση ως προς το φαινολικό ΟΗ παίζει καθοριστικό ρόλο στην 

ικανότητα απόδοσης ατόµου υδρογόνου τόσο της απλής φαινόλης όσο και των µονο- 

υδροξυβενζοϊκών οξέων (Cuvelier et al., 1992). Επιπλέον υδροξυ-οµάδες επηρεάζουν 

την αντιοξειδωτική ικανότητα της ένωσης, ανάλογα βέβαια µε τη σχετική θέση τους 
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ως προς τους υπόλοιπους υποκαταστάτες. Για παράδειγµα, η παρουσία τρίτης 

υδροξυ-οµάδας σε ορθο- θέση θεωρείται ως το αποτελεσµατικότερο δοµικό 

χαρακτηριστικό φαινολών και υδροξυβενζοϊκών οξέων αφού τόσο η πυρογαλλόλη 

όσο και το γαλλικό οξύ είναι οι ισχυρότεροι παρεµποδιστές οξείδωσης στις 

αντίστοιχες τάξεις ενώσεων. Αντίθετα, η παρουσία υδροξυ- οµάδων σε µετα- θέση 

δεν έχει σηµαντικό ρόλο στην αντιοξειδωτική ικανότητα. Περισσότεροι από τρεις 

υδροξυ-υποκαταστάτες δεν ενισχύουν τη δραστικότητα των ενώσεων (Shahidi & 

Wanasundara, 1992). Η παρουσία µεθοξυ- οµάδας σε ορθο- θέση ως προς το 

φαινολικό ΟΗ είναι ευνοϊκή για τη δραστικότητα των µονοφαινολικών ενώσεων 

καθώς εισάγει στο δακτύλιο παρόµοια ηλεκτρονιακά φαινόµενα µε εκείνα της 

υδροξυ-οµάδας. Επίσης, η παρουσία δεύτερης µεθοξυ-οµάδας σε ορθο- θέση επιφέρει 

καλύτερα αποτελέσµατα.  

Η παρουσία –COOH οµάδας ως άµεσου υποκαταστάτη του φαινολικού 

δακτυλίου µειώνει τη δραστικότητα των απλών φαινολών λόγω της ισχυρά 

ηλεκτραρνητικής φύσης του (Burton et al., 1985; Hansch et al., 1991). Ωστόσο, η 

συγκεκριµένη θεώρηση δεν επαληθεύεται σε όλες τις πειραµατικές συνθήκες. Η 

αντιοξειδωτική ικανότητα των υδροξυβενζοϊκών οξέων επηρεάζεται και από τη 

σχετική θέση της –COOH ως προς τις υδροξυ-οµάδες. Άλλωστε, η γειτνίαση –ΟΗ 

και –COOH οµάδων σε µια φαινολική ένωση αφενός ευνοεί το σχηµατισµό 

ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου και αφετέρου παρεµποδίζει στερεοχηµικά την 

προσέγγιση άλλου µορίου µε αποτέλεσµα η ένωση να καθίσταται ιδιαίτερα σταθερή 

(Wright et al., 2001; Korth et al., 2002; Bohm et al., 2004). Τέλος, τα µ-

υδροξυβενζοϊκά οξέα αναµένεται να είναι περισσότερο δραστικά από τα αντίστοιχα 

ο- και π-ισοµερή καθώς σ’ αυτή τη θέση δεν επηρεάζεται η ισχύς του δεσµού Ο-Η 

από τα ηλεκτρονιακά φαινόµενα της καρβοξυλικής οµάδας (Rice-Evans et al., 1996). 

Είναι γενικά αποδεκτή η άποψη ότι τα υδροξυκινναµωµικά οξέα είναι 

ισχυρότεροι παρεµποδιστές οξείδωσης σε σχέση µε τα αντίστοιχα υδροξυβενζοϊκά 

οξέα (Dziedzic & Hudson, 1984; Cuvelier et al., 1992; Marinova & Yanishlieva, 

1992; Rice-Evans et al., 1996; Natella et al., 1999). Η µεγαλύτερη 

αποτελεσµατικότητα των υδροξυκινναµωµικών αποδίδεται αφενός στην παρουσία 

διπλού δεσµού στην πλευρική ανθρακική αλυσίδα (–CH=CH-COOH) που επιτρέπει 

τη σταθεροποίηση της φαινοξυ-ρίζας µε περισσότερες δοµές συντονισµού και 
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αφετέρου στην ασθενέστερη ηλεκτραρνητική ισχύ της οµάδας –COOH λόγω 

µεγαλύτερης απόστασης από τον αρωµατικό δακτύλιο (Clifford, 2001). 

Οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες των υδροξυκινναµωµικών και των 

υδροξυβενζοϊκών οξέων έχουν προσελκύσει το ενδιαφέρον πολλών ερευνητών τις 

δύο τελευταίες δεκαετίες. Μολονότι, δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί ο ρόλος των 

φαινολικών οξέων στα φυτά, η παρουσία τους έχει συνδεθεί µε ποικίλες λειτουργίες, 

όπως την πρόσληψη θρεπτικών συστατικών, τη σύνθεση πρωτεϊνών, την ενζυµατική 

δράση, την φωτοσύνθεση. Τα φαινολικά οξέα και γενικά οι φαινολικές ενώσεις δρουν 

δεσµεύοντας ελεύθερες ρίζες, ενώ τα ίδια καταναλώνονται καθώς µετατρέπονται σε 

σταθερά προϊόντα. ∆ύο µηχανισµοί αναφέρονται για την εξήγηση της δράσης τους. 

Σύµφωνα µε τον πρώτο, η δέσµευση των ελευθέρων ριζών που σχηµατίζονται κατά 

τη διάρκεια του σταδίου έναρξης γίνεται µε προσφορά ατόµου Η από τα φαινολικά 

υδροξύλια προς τις υπερόξυ- (ROO·) (1) ή αλκόξυ- (RO·) (2) ρίζες. Ενώ, σύµφωνα 

µε το δεύτερο µηχανισµό πραγµατοποιείται αναγωγή ROO· προς το αντίστοιχο ανιόν 

και περαιτέρω µετατροπή του ανιόντος σε υδροϋπεροξείδιο (3). 

AH + ROO· → A· + ROOH                                               (1) 

AH + RO· → A· + ROH                                                     (2) 

AH + ROO· → ROO‾ AH·+ → ROOH + A·                     (3) 

Επίσης οι ρίζες A·  των ισχυρών αντιοξειδωτικών αντιδρούν µε οµοειδείς ή 

άλλου τύπου ελεύθερες ρίζες προς σχηµατισµό σταθερών προϊόντων (4, 5, 6) 

A· + A· → Α-Α                                                                (4) 

A· + ROO· → ROOA                                                      (5) 

A· + RO· → ROA                                                            (6) 

Κάτω από ορισµένες συνθήκες µπορούν να λάβουν χώρα και άλλες 

αντιδράσεις κατά τις οποίες η παρουσία του αντιοξειδωτικού έχει ανασταλτική δράση 

(Shahidi, 1997). 

 A· + O2 → AOO·                                                             (7) 

 AOO· + RH → AOOH + R·                                             (8) 

A· + RH → AH + R·                                                         (9) 

                      A· + ROOH → AH + ROO·                                            (10) 

                     AH + O2 → A· + HOO·                                                    (11) 

AH + ROOH → A· +RO· +H2O                                        (12) 
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1.1.2 Φλαβονοειδή – Βιολογικές δράσεις φλαβονοειδών  

Τα φλαβονοειδή, η πολυπληθέστερη τάξη φυσικών φαινολικών ενώσεων, 

είναι φυσικές χρωστικές, ο βασικός δοµικός σκελετός των οποίων περιλαµβάνει δύο 

αρωµατικούς δακτυλίους (Α και Β) συνδεδεµένους µεταξύ τους µέσω ενός 

ετεροκυκλικού πυρανικού δακτυλίου. Οι περισσότερο διαδεδοµένες κατηγορίες 

φλαβονοειδών είναι οι φλαβόνες, οι φλαβονόλες, οι φλαβανόνες, οι φλαβανονόλες οι 

χαλκόνες, οι ισοφλαβόνες, οι φλαβαν-3-όλες και οι ανθοκυανιδίνες (Σχήµα 1.3).  
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Ανθοκυανιδίνη 

δελφινιδίνη: 5,7,3’, 4’, 5’-ΟΗ 
κυανιδίνη: 5, 7, 3’, 4’-ΟΗ 

µαλβιδίνη: 5, 7, 4’-ΟΗ, 3’, 5’-OMe 

Σχήµα 1.3. Κύρια δοµικά χαρακτηριστικά διαφορετικών τάξεων φλαβονοειδών 

Τα φλαβονοειδή που απαντώνται στα φυτά τις περισσότερες φορές είναι 

µίγµατα διαφορετικών τάξεων ενώσεων και είναι συνήθως υπό µορφή Ο-γλυκοζιτών, 

όπου µια ή περισσότερες υδροξυλοµάδες του φλαβονοειδούς σχηµατίζουν 

ηµιακεταλικούς δεσµούς (Ιγνατιάδου-Ραγκούση, 1996). Η γλυκοζυλίωση καθιστά τα 

φλαβονοειδή λιγότερο δραστικά και περισσότερο υδατοδιαλυτά. Κάθε υδροξυλοµάδα 

µπορεί να γλυκοζυλιωθεί, αλλά ορισµένες θέσεις προτιµώνται, για παράδειγµα η 7-

υδροξυλοµάδα στις φλαβόνες, φλαβανόνες και ισοφλαβόνες, τα υδροξύλια στη θέση 

3 και 7 των φλαβονολών και φλαβανολών και τα υδροξύλια στις θέσεις 3 και 5 είναι 

οι πιο συνηθισµένες θέσεις γλυκοζυλίωσης.  

Η γλυκόζη είναι το σάκχαρο που συναντάται πιο συχνά, αλλά και η γαλακτόζη, 

ραµνόζη, ξυλόζη και αραβινόζη επίσης απαντώνται σε διάφορα φυτά, ενώ η µαννόζη, 

φρουκτόζη, γλυκουρονικό και γαλακτουρονικό οξύ είναι πιο σπάνια. Έχουν 

περιγραφεί από µονογλυκολυζιωµένα έως και πενταγλυκοζυλιωµένα φλαβονοειδή. 

Επίσης, ανευρίσκονται και ως C-γλυκοζιτικά παράγωγα, όπου το σάκχαρο ενώνεται 

απευθείας µε τον πυρήνα του φλαβονοειδούς µε δεσµό C - C. Οι C–γλυκοζίτες είναι 
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σπανιότεροι από τους Ο–γλυκοζίτες. Οι C-γλυκοζίτες φλαβονοειδών διακρίνονται 

στους µονο-C-γλυκοζίτες φλαβονοειδών, δι-C-γλυκοζίτες φλαβονοειδών και C-

γλυκοζίτη-Ο-γλυκοζίτη φλαβονοειδών. Μέχρι σήµερα, η C-γλυκοζυλίωση έχει βρεθεί 

µόνο στις θέσεις C-6 και C-8 της βασικής δοµής των φλαβονοειδών (Andersen & 

Markham, 2006).  

Τα κύρια δοµικά χαρακτηριστικά κάθε τάξης φλαβονοειδών καθώς και εκείνα 

που συνεισφέρουν περισσότερο σε αποτελεσµατική δράση αυτών των ενώσεων 

παρατίθενται παρακάτω: 

1) Από τους τρεις δακτυλίους που απαντώνται στο δοµικό σκελετό των 

φλαβονοειδών ο δακτύλιος Α είναι ο λιγότερο σηµαντικός. Ο δακτύλιος Β 

αποτελεί κύριο στόχο των ελευθέρων ριζών (Bors et al., 1990). Η παρουσία δύο 

υδροξυ-οµάδων σε ορθο- θέση (δοµή κατεχόλης) συµβάλλει καθοριστικά στην 

αύξηση της δραστικότητας π.χ. η κερκετίνη είναι δραστικότερη της καιµπφερόλης 

(Cao et al., 1993; Silva et al., 2002). Ωστόσο, η παρουσία µεγαλύτερου αριθµού 

υδροξυ-οµάδων δεν ευνοεί πάντα µια αύξηση της δραστικότητας π.χ. η 

µυρικετίνη δεν είναι δραστικότερη της κερκετίνης (Rice-Evans et al., 1996). 

2)  Η παρουσία δύο υδροξυ-οµάδων σε µετα- θέσεις του δακτυλίου Β (2’ και 4’) είναι 

λιγότερο αποτελεσµατική π.χ. η µορίνη είναι λιγότερο δραστική από την 

κερκετίνη (Hotta et al., 2002; Nenadis et al., 2004). Η παρουσία µεθοξυ-οµάδων 

στις θέσεις 3’ ή/ και 5’ δεν φαίνεται να ενισχύει την ικανότητα δέσµευσης 

ελευθέρων ριζών π.χ. η µαλβιδίνη είναι λιγότερο δραστική από τη δελφινιδίνη 

(Pannala, 2001). Παρόλα αυτά, η παρουσία δύο διµεθοξυ-οµάδων σε ορθο- θέση 

στο δακτύλιο Β πιθανώς να είναι πιο σηµαντική απ’ όσο αυτή µιας υδροξυ- 

οµάδας στη θέση 4’ (Dugas et al., 2000). 

3)  Η παρουσία υδροξυ- οµάδας στη θέση 3 του δακτυλίου C συµβάλλει σηµαντικά 

στη συνολική δράση της ένωσης π.χ. η κερκετίνη είναι δραστικότερη της 

λουτεολίνης (Rice-Evans et al., 1996; Heijnen et al., 2001; Hotta et al., 2002).  

4)  Η παρουσία του διπλού δεσµού στις θέσεις 2 και 3 καθώς και η παρουσία οξο- 

οµάδας στη θέση 4 θεωρούνται σηµαντικά χαρακτηριστικά όσον αφορά τη 

σταθεροποίηση της ρίζας του φλαβονοειδούς π.χ. η ρίζα της κερκετίνης είναι 

σταθερότερη αυτής της κατεχίνης (Silva et al., 2002; Vaya et al., 2003). Ωστόσο, 
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η συµβολή τους είναι σηµαντική εφόσον ικανοποιούνται τα προηγούµενα δοµικά 

κριτήρια (π.χ. δακτύλιος Β µε δοµή κατεχόλης). Για το λόγο αυτό, διαφορές στη 

δραστικότητα της απιγενίνης και της ναριγκενίνης είναι δύσκολο να 

διαπιστωθούν (Pannala, 2001; Hotta et al., 2002). 

5) Οι γλυκοζίτες ενός φλαβονοειδούς (κυρίως 3-Ο ή 7-Ο) έχουν συνήθως 

ασθενέστερη δράση σε σχέση µε το µη δεσµευµένο φλαβονοειδές, αν και η 

σχετική δραστικότητα µπορεί να εξαρτάται από τον τύπο του σακχάρου (Cos et 

al., 1998). 

 Όλες οι προϋποθέσεις για ισχυρή δραστικότητα έναντι των ελευθέρων ριζών 

φαίνεται να ικανοποιούνται από την κερκετίνη (Bors et al., 1990). Η δοµή κατεχόλης 

στο δακτύλιο Β είναι καθοριστική ακόµα και για την ικανότητα συµπλοκοποίησης 

µετάλλων. Σε ότι αφορά στη συµπλοκοποίηση των φλαβονοειδών µε µεταλλικά 

ιόντα, αναφέρεται ότι οι πιθανές θέσεις δέσµευσης του µετάλλου είναι οι δύο όρθο-

υδροξυλοµάδες στις θέσεις -3’ και -4’ στο δακτύλιο Β, και οι 4 κετο- και 3-υδροξυ- 

οµάδες του δακτυλίου C ή 4-κετο- και 5-υδροξυ- του δακτυλίου Α.   

Τα φλαβονοειδή αποτελούν σηµαντικά στοιχεία της ανθρώπινης δίαιτας, αν 

και γενικά θεωρούνται ως µη θρεπτικά συστατικά. Η πρώτη αναφορά σε βιολογική 

δράση των φλαβονοειδών έγινε από τους Rusznyak και Szent-Györgyi το 1936, οι 

οποίοι ανέφεραν ότι τα φλαβονοειδή του φλοιού των κίτρων εµποδίζουν την 

αιµορραγία και ευθραυστότητα των τριχοειδών αγγείων (Lοrenz & Arnold, 2006). 

Από τότε πολλές φαρµακολογικές δράσεις έχουν αποδοθεί στα φλαβονοειδή, µεταξύ 

των οποίων αντιφλεγµονώδης, αντι-ηπατοτοξική, αντικαρκινική, αντιµικροβιακή, 

αντιµυκητιακή, αντι-ιική, ανασταλτική σε ένζυµα και αντιοξειδωτική (Pietta, 2000; 

Rauha et al., 2000; Ren et al. 2003) 

Εξαιτίας των αντιοξειδωτικών και αντικαρκινικών ιδιοτήτων τους, τα 

φλαβονοειδή που βρίσκονται σε τρόφιµα και φυτικά εκχυλίσµατα έχουν τύχει 

ιδιαίτερης προσοχής τις τελευταίες δεκαετίες. Οι µηχανισµοί οι οποίοι ευθύνονται για 

τα θετικά αποτελέσµατα των φλαβονοειδών είναι µερικά µόνο κατανοητοί. Η 

αντιοξειδωτική δράση των φλαβονοειδών υπήρξε από τους πρώτους µηχανισµούς 

που µελετήθηκαν, µε βάση τις προστατευτικές τους επιδράσεις έναντι των 

καρδιαγγειακών παθήσεων. Φλαβονοειδή που έχουν αποµονωθεί από διάφορα φυτά, 

έχει παρατηρηθεί ότι µπορούν α) να δεσµεύουν διάφορες δραστικές µορφές οξυγόνου 
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(ROS) (παγιδεύουν τις ελεύθερες ρίζες, κυρίως τις ρίζες ανιόντος υπεροξειδίου, µε τα 

φαινολικά OH εµποδίζοντας έτσι την καταστροφή των φωσφολιπιδίων των 

κυτταρικών µεµβρανών (Jovanovic et al., 1994) β) να δεσµεύουν χηλικά µέταλλα 

(σχηµατίζουν χηλικές ενώσεις µε τα ιόντα σιδήρου και εµποδίζουν τον σχηµατισµό 

ελευθέρων ριζών (Afanas'ev et al., 1989), και γ) να επάγουν ορισµένα ένζυµα της 

φάσης ΙΙ του µεταβολισµού, βοηθώντας έτσι στην απέκκριση διάφορων οξειδωµένων 

µορίων.  

 

1.1.3. Σεκοϊριδοειδή - Βιολογικές δράσεις σεκοϊριδοειδών 

Τα σεκοϊριδοειδή θεωρούνται ότι προέρχονται από τα ιριδοειδή κυρίως µέσω 

της οδού του µεβαλονικού οξέος και διάνοιξη του δακτυλίου του κυκλοπεντανίου των 

ιριδοειδών. Τόσο τα ιριδοειδή όσο και τα σεκοϊριδοειδή είναι συνήθως γλυκοζιτικές 

ενώσεις. Στην οικογένεια Oleaceau, τα σεκοϊριδοειδή παράγονται συνήθως από 

γλυκοζίτες (ολεοζίτες) σε συνδυασµό του ελενολικού οξέος µε ένα σάκχαρο (Soler-

Rivas et al., 2000; Servili & Montedoro, 2002). Χαρακτηριστική ένωση αυτής της 

κατηγορίας αποτελεί η ελευρωπαΐνη ένας εστέρας του ελενολικού οξέος 

συνδεδεµένος µε γλυκόζη και υδροξυτυροσόλη. Η ελευρωπαΐνη και τα παράγωγά της 

απαντούν αποκλειστικά σε γένη της οικογένειας Oleaceae, (Olea europaea, Syringa 

vulgaris, Ligustrum  lovalifolium, L. vulgare, L. lucidum, Osmanthus oasiaticus, 

Phillyrea platifolia) (Soler-Rivas et al., 2000). Άλλα σεκοϊριδοειδή είναι τα άγλυκα 

της ελευρωπαΐνης και του λιγκστροζίτη (ligstroside) καθώς και τα παράγωγά τους, η 

διαλδεϋδική µορφή της ελευρωπαΐνης, το άγλυκο της αποκαρβοξυλιωµένης και 

αποµεθυλιωµένης ελευρωπαΐνης, ο ελαιοροζίτης, ο ολεοζίτης, ο νουεζενίτης 

(nuzhenide) κ.α. (Kuwajima et al., 1988) (Σχήµα 1.4).  
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Σχήµα 1.4. ∆οµές από σεκοϊριδοειδών ενώσεων που απαντώνται στο φυτό Ligustrum 

lucidum. 

 

Ένας από τους ευρέως γνωστούς κύριους αντιπροσώπους των σεκοϊριδοειδών 

είναι η ελευρωπαΐνη. Η ένωση αυτή έχει µελετηθεί από πολλούς ερευνητές και έχει 

δείξει πολλές φαρµακολογικές ιδιότητες µεταξύ αυτών αντιοξειδωτική (Visioli et al., 

2002), αντιφλεγµονώδη (Visioli et al., 1998),  αντι-αθηροµατογόνο (Carluccio et al., 

2003), αντικαρκινική (Owen et al., 2000), αντιµικροβιακή (Tropoli et al., 2005), 

αντιϊκή (Ma et al., 2001) και αντιγηραντική (Kimura & Sumiyoshi, 2009). Η 

ικανότητα της ελευρωπαΐνης να δεσµεύει ελύθερες ρίζες είναι ευρέως γνωστή και 

ανάλογα µε τις πειραµατικές συνθήκες παρουσιάζει δράση άλλοτε µικρότερη, άλλοτε 
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ισοδύναµη και άλλοτε µεγαλύτερη από εκείνη της υδροξυτυροσόλης (Saija, 1998; 

Gordon et al., 2001). 

Εξαιτίας περιορισµένου αριθµού πειραµατικών δεδοµένων των 

σεκοϊριδοειδών τα διαθέσιµα στοιχεία όσον αφορά τη σχέση δοµής-δραστικότητας 

αυτών και των παραγώγων τους είναι ελάχιστα. Σύµφωνα µε αυτά κυρίως τα 

υδροξυτυροσολικά παράγωγα είναι δραστικά αντιοξειδωτικά (Paiva-Martins & 

Gordon, 2001; Servili et al., 2004). Σεκοϊριδοειδή όπως ο λιγκστροζίτης και συναφή 

παράγωγα, τυροσολικά παράγωγα, επειδή στερούνται δοµής κατεχολικών οµάδων 

δεν αναµένεται να παρουσιάζουν ιδιαίτερη δράση (Servilli et al., 2004). 

 



 

17 

1.2 Ligustrum lucidum ως πηγή βιοενεργών συστατικών   

Μεταξύ των διαφόρων πηγών φαινολικών συστατικών, τα φυτά της 

οικογένειας Oleaceae (Ligustrum, Fraxinus, Olea, Jasminum, Osmanthus, Phillyrea, 

Syringa) κατέχουν σηµαντική θέση, καθώς έχουν βρεθεί φλαβονοειδή και 

σεκοϊριδοειδή µε καλά αποδεδειγµένες βιοενεργές ιδιότητες. Στο γένος Ligustrum 

spp. υπάρχουν 50 περίπου διαφορετικά είδη τα οποία συναντώνται στην Ευρώπη, 

Βόρεια Αφρική, Ασία αλλά και Αµερική. Τα πιο γνωστά είναι: Ligustrum amurense 

(Carr.): Amur privet, Ligustrum japonicum (Thun.): Japanese privet, Ligustrum 

lucidum (Ait.f.): Tree privet ή glossy privet, Ligustrum obtusifolium (Sieb. και Zucc.): 

Blunt-leafed privet ή border privet, Ligustrum ovalifolium (Hassk.): California privet 

ή waxy-leaved privet, Ligustrum quihoui (Carr.): Wax-leaf privet, Ligustrum sinense 

(Lour.): Chinese privet, Ligustrum vulgare (L.): European privet ή common privet. 

 Στον Ελλαδικό χώρο συνήθως απαντώνται το Ligustrum japonicum, 

Ligustrum lucidum και το Ligustrum vulgare. Το φυτό Ligustrum lucidum (Ait.f.) 

ονοµάζεται διαφορετικά και tree privet ή glossy privet ή αλλιώς κινέζικη 

αγριοµυρτιά. Είναι ένα καταπράσινο µε γυαλιστερά φύλλα µικρό δέντρο 

(αναπτύσσεται µέχρι ύψος 8 µέτρων) αλλά και θάµνος που αναπτύσσεται πολύ 

γρήγορα (Σχήµα 1.5). Το φυτό αυτό είναι αρκετά διαδεδοµένο στην Ελλάδα, παρόλο 

που χώρα προέλευσης είναι η Κίνα, όπου κοσµεί τους δρόµους αλλά και τους 

φράχτες σπιτιών. Η ανθοφορία του φυτού ξεκινά το µήνα Μάϊο και διαρκεί µέχρι και 

τον Ιούλιο ενώ η καρποφορία διαρκεί από το φθινόπωρο µέχρι την άνοιξη. Είναι 

ελάχιστα απαιτητικό και ιδιαίτερα ανθεκτικό σε όλες τις συνθήκες. Το χαµηλό 

κόστος, η διαθεσιµότητα αλλά και η γρήγορη ανάπτυξη του φυτού έχει συντελέσει 

στην εξάπλωσή του σε πολλά µέρη του κόσµου. 

Εξαιτίας του µεγάλου επιστηµονικού αλλά και βιοµηχανικού ενδιαφέροντος 

όσον αφορά τα παραπροϊόντα της ελαιοκαλλιέργειας, ιδίως επειδή περιέχουν 

Ελευρωπαϊνη, υδροξυτυροσόλη αλλά και άλλα συστατικά µε βιονεργές δράσεις, η 

µελέτη των φύλλων του φυτού Ligustrum lucidum ήταν ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα. Η 

χηµική συγγένεια των δύο φυτών αλλά και η εύκολη διάθεση φύλλων Ligustrum 

lucidum στον ελλαδικό χώρο, αποτέλεσε ισχυρό κίνητρο για την περαιτέρω µελέτη 

του φυτού.   
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Σχήµα 1.5. Το δέντρο Ligustrum lucidum, ανθοί και καρποί του φυτού. 
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1.2.1 Φαινολικά συστατικά του Ligustrum lucidum   

Από τα βιοενεργά συστατικά του φυτού Ligustrum lucidum, το κύριο 

ενδιαφέρον των ερευνητών έχει επικεντρωθεί στις φαινολικές ενώσεις (απλές 

φαινόλες, φαινολικά οξέα, σεκοϊριδοειδή και φλαβονοειδή), ενώ το περιεχόµενό τους 

σε τερπενοειδείς  και άλλες ενώσεις έχει µελετηθεί σε µικρότερο βαθµό. Επιπλέον, οι 

περισσότερες µελέτες αφορούν την σύσταση του καρπού του φυτού ενώ 

περιορισµένες είναι αυτές που αναφέρονται την σύσταση των φύλλων. Τα συστατικά 

των φύλλων είναι είτε δευτερογενείς µεταβολίτες είτε παράγωγά τους, που 

προκύπτουν λόγω βιοµετατροπών κατά τη διάρκεια διαχείρισης του φυτικού υλικού 

(ξήρανση, αποθήκευση και εκχύλιση).  

Σύµφωνα µε βιβλιογραφικά δεδοµένα, όσον αφορά το περιεχόµενο 

κλασµάτων φύλλων του  L. lucidum σε ολικά φαινολικά είναι δύσκολο να δοθούν. Η 

δυσκολία οφείλεται στον περιορισµένο αριθµό εργασιών που αφορά ποσοτικά 

δεδοµένα αλλά και στον διαφορετικό τρόπο έκφρασης των αποτελεσµάτων. 

Επιπλέον, οι διαφορετικές συνθήκες ξήρανσης, αποθήκευσης, εκχύλισης του φυτικού 

υλικού δυσχεραίνουν την εξαγωγή γενικευµένων συµπερασµάτων. 

Λαµβάνοντας υπόψη τα διαθέσιµα βιβλιογραφικά δεδοµένα µεταξύ των 

φαινολικών συστατικών των φύλλων, κύρια είναι η παρουσία φλαβονοειδών, όπως 

της οµάδας της φλαβόνης (απιγενίνη και λουτεολίνη) και γλυκοζίτες αυτής καθώς 

και, σε µικρότερα επίπεδα, η φλαβονόλη κερκετίνη. Σεκοϊριδοειδή όπως η 

ελευρωπαΐνη βρίσκονται σε χαµηλά ποσοστά, αλλά, ισοµερή του λιγκστροζίτη και το 

άγλυκο αυτού καθώς και ο ελαιοροζίτης είναι από τα κύρια συστατικά. Ο νουεζενίτης 

και η ελευρωπαΐνη θεωρούνται τα κύρια σεκοϊριδοειδή του καρπού. Φαινολικά οξέα 

(γαλλικό, καφεϊκό, φερουλικό) υπάρχουν σε µικρότερα επίπεδα και αναφέρονται ως 

συστατικά του καρπού (Πίνακας 1.2).  

Στη βιβλιογραφία, η ελευρωπαϊνη αναφέρεται ως ένα από τα κύρια συστατικά 

του καρπού του φυτού. Όσον αφορά τα φύλλα, το άγλυκο συστατικό της καθώς και 

ισοµερή του λιγκστροζίτη υπερέχουν ποσοτικά. Η απουσία ή τα χαµηλά επίπεδα της 

ελευρωπαΐνης ως συστατικό των φύλλων πιθανό να αποδίδεται πέραν των 

αναµενόµενων αλληλοµετατροπών µεταξύ των διαφόρων βασικών συστατικών και 

στο γεγονός πως το συγκεκριµένο σεκοϊριδοειδές µπορεί να παρίσταται και µε άλλες 
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ελαφρώς διαφοροποιηµένες µορφές ή ως τµήµα πιο σύνθετων ενώσεων (Paiva-

Martins & Gordon, 2001; Ryan et al., 2003) 

Τα φύλλα του L. lucidum περιέχουν εκτός από φαινολικά και άλλα βιοενεργά 

συστατικά µε κυριότερα τις τερπενοειδείς ενώσεις. Μεταξύ αυτών, έχει αναφερθεί η 

παρουσία ολεανολικού και ουρσολικού οξέος. Επίσης έχει αναφερθεί και η ύπαρξη 

διαφόρων σακχάρων (γλυκόζη, µανιτόλη, φλουκτόζη κ.α.). Στον Πίνακα 1.2 που 

ακολουθεί παρουσιάζονται συνοπτικά δηµοσιευµένα αποτελέσµατα για τα συστατικά 

που απαντούν στο φυτό L. lucidum. 
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Πίνακας 1.2. ∆ηµοσιευµένα αποτελέσµατα για τα συστατικά που απαντούν στο φυτό 

L. lucidum 
Ένωση Αναλυτικές τεχνικές Τµήµα φυτού Βιβλιογραφική αναφορά 

Ουρσολικό οξύ (ursolic 
acid, ολεανολικό οξύ  

(oleanolic acid) 

µικκυλιακή 
ηλεκτροκινητική 
χρωµατογραφία 

τριχοειδούς (micellar 
electrokinetic capillary 

chromatography 
(MECC) 

καρπός 
Liu et al., 2003 

 

Νουεζενίτης 
(nüezhenide), 
ελευρωπαΐνη  
(οleuropein) 

 καρπός 
Inouye and Nishioka, 

1972 
 

10-υδρόξυ ανάλογο της 
ελευρωπαΐνης (10-

hydroxy-analogue of 
oleuropein), 

λιγκουσταλοζίτης Α 
(ligustaloside A), 

λιγκουσταλοζίτης Β 
(ligustaloside B) 

Χρωµατογραφία 
λεπτής στιβάδας 

(TLC), χρωµατογραφία 
στήλης (CC), 

χρωµατογραφία κατ’ 
αντιρροή (CCC) 

φύλλα Inoue et al., 1982 

λιγκουσταλοζίτης Α,  
λιγκουσταλοζίτης Β,  

επικινγκιζίτης 
(epikingiside), 

κινγκιζίτης (kingiside),  
Iso-8-epikingiside,  
8-επικινγκιζίτης (8-

epikingiside), 
10-υδροξυλιγκστροζίτης 
(10-hydroxyligstroside) 

8-διµεθυλο-κετολογανίνη 
(8-demethyl-ketologanin) 

 φύλλα 
Kikuchi and Kakuda, 

1999 

 

λιγκστροζίτης, 
ισονουεζενίτης 

(isonuezhenide), 
νουεζενίτης, ολεοζίτης, 

νεονουεζενίτης 
(neonüezhenide), 

λουσιντοµοζίτης Α 
(lucidumoside A), 
λουσιντοµοζίτης Β 
(lucidumoside B), 
λουσιντοµοζίτης C 
(lucidumoside C), 
λουσιντοµοζίτης D 
(lucidumoside D) 

Χρωµατογραφία 
στήλης: silica gel, 

ODS, D-101, Sephadex 
LH-20, TLC, 

1H-NMR,13C-NMR 
HMBC,NOESY, 

MS 

καρπός 
He et al., 2001a,b 

 

λουσιντοµοζίτης C, 
λουσιντοµοζίτης A , 
διµεθυλοεστέρας του 

ολεοζίτη (oleoside 
dimethylester, 

νεονουεζενίτης, 
ελευρωπαΐνη, 
λιγκστροζίτης 

Χρωµατογραφία 
στήλης: silica gel, 

ODS, D-101, Sephadex 
LH-20, 

TLC 

καρπός 
Ma et al., 2001 

 

Σαλιντροζίτης 
(salidroside), 

σπενουεζενίτης 
RP-HPLC καρπός 

Shi et al, 1998 
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(specnuezhenide) 
Γαλλικό οξύ, καφεικό 
οξύ, φερουλικό οξύ, 

ελαγικό οξύ, µυρικετίνη 
(myricetin), κερκετίνη, 
ρουτίνη, επικατεχίνη 

(epicatechin), ουρσολικό 
οξύ, ολεανολικό οξύ  

RP-HPLC καρπός 
Wang et al., 2009 

 

Απιγενίνη,κοσµοσιΐνη 
(cosmosiin), 7-Ο-

ακετυλο-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης (apigenin-7-

O-acetyl-glucoside), 7-Ο-
ρουτινοζίτης της 

απιγενίνης (apigenin-7-
O-rutinoside), 

λουτεολίνη, 7-Ο-
γλυκοζίτης της 

λουτεολίνης (luteolin-7-
O-glucoside), κερκετίνη 

silica gel and sephadex 
LH-20 

καρπός 
Xu et al., 2007 

 

Ουρσολικό οξύ, 
ολεανολικό οξύ, 

νουεζενίτης  

GC, HPLC, MS, 1H-
NMR,13C-NMR 

καρπός 
Niikawa et al., 1993 

 

Μανιτόλη, σουκρόζη, 
γλυκόζη, φρουκτόζη  

ηλεκτροφόρηση- 
τριχοειδούς (capillary 
electrophoresis- CE) 

καρπός, φύλλα 
Chen et al., 2005 

 

 

 

1.2.1.α Αντιοξειδωτική ικανότητα φύλλων L. lucidum 

Ο καρπός κυρίως, αλλά και τα φύλλα, κατέχουν σηµαντική θέση στην 

παραδοσιακή φαρµακοποιία και ιατρική κυρίως της Κίνας και Ιαπωνίας. Οι καρποί 

του φυτού χρησιµοποιούνται και για την παρασκευή αφεψήµατος λόγω των 

τονωτικών δράσεων που πιστεύεται ότι προσφέρει. Σύγχρονες φαρµακολογικές 

µελέτες έχουν δείξει την αντιδιαβητική και αντιοξειδωτική δράση του καρπού του 

φυτού (Gao et al. 2009). Γενικά θεωρείται ότι τονώνει το ανοσοποιητικό σύστηµα, 

µειώνει τις φλεγµονές και προστατεύει το ήπαρ. Στην παραδοσιακή Κινέζικη ιατρική 

τo Ligustrum συνδυάζεται συχνά µε το φυτό Αstragalus. Αν και χρησιµοποιείται για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα σε ανθρώπους µε κατάθλιψη ή καρκίνο, ωστόσο χρειάζεται 

να γίνουν περισσότερες µελέτες για τη χρήση του φυτού ligustrum. (Leung & Foster, 

1996).  

Η αντιοξειδωτική ικανότητα φύλλων L. lucidum έχει αποδοθεί στα διάφορα 

συστατικά που περιέχει αλλά και σε πιθανή συνεργιστική δράση αυτών. Σύµφωνα µε 

τη διεθνή βιβλιογραφία, υπάρχουν µελέτες που αναφέρουν την δραστικότητα 

ενώσεων συγγενούς δοµής µε την ελευρωπαΐνη όπως το άγλυκο αυτής και η 
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διαλδεϋδική της µορφή (Paiva-Martins & Gordon, 2001). Επίσης, η  υδροξυτυροσόλη 

και ο γλυκοζίτης αυτής έχουν µελετηθεί για την αντιοξειδωτική τους δράση και έχουν 

αποδειχθεί καλοί παράγοντες δέσµευσης ριζών (Chatterjee et al., 2007). Επιπλέον 

ικανοποιητική είναι και η ικανότητα του εστέρα της ένωσης να δεσµεύει ελεύθερες 

ρίζες (Gordon et al., 2001). Ο 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, η λουτεολίνη και η 

κερκετίνη έχει αποδειχθεί ότι είναι αποτελεσµατικά µέσα δέσµευσης ελευθέρων 

ριζών (Koşar et al., 2004). 

Σύµφωνα µε τα πειραµατικά αποτελέσµατα (Κεφάλαιο 3, 4) η παρουσία του 

βερµπασκοζίτη ως συστατικό των φύλλων του L. lucidum δεν θα πρέπει να 

υποτιµηθεί. Στη δοµή του βερµπασκοζίτη υπάρχουν δύο κατεχολικές οµάδες και 

σύµφωνα µε βιβλιογραφικά δεδοµένα η ένωση αυτή έχει διάφορες ευεργετικές 

δράσεις, όπως αντιφλεγµονώδη, αντιοξειδωτική, ικανότητα δέσµευσης ελευθέρων 

ριζών και ενεργών µορφών οξυγόνου καθώς και προληπτική δράση ενάντια σε 

διαφόρους τύπους καρκίνου (Cayuella et al., 2006). Επίσης, η ένωση βρίσκει 

χρησιµότητα σε θεραπευτικές αγωγές έναντι νευροεκφυλιστικών ασθενειών όπως το 

Parkison (Sheng et al., 2002). 

 

1.2.1.β Μέθοδοι παραλαβής φαινολικών συστατικών φύλλων L. lucidum 

Τα κριτήρια επιλογής διαλυτών για την παραλαβή φαινολικών συστατικών 

από φύλλα L. lucidum δεν διαφέρουν εκείνων που χρησιµοποιούνται ευρέως για την 

παραλαβή παρόµοιων συστατικών και στηρίζονται στη φύση και στα χαρακτηριστικά 

του µέσου εκχύλισης (πολικότητα, πτητικότητα, σηµείο βρασµού, pH) και των 

συστατικών (διαλυτότητα, θερµική ευαισθησία). 

Οι συνήθεις διαλύτες που χρησιµοποιούνται για την παραλαβή φαινολικών 

συστατικών είναι νερό, αιθανόλη, µεθανόλη αλλά και υδατοαλκοολικά µίγµατα 

αυτών (Bouaziz και Sayadi, 2005; Innocenti et al., 2007). Η χρήση αλκοολούχων 

διαλυµάτων έχει συσχετιστεί µε τη διάρρηξη των φυτικών κυτταρικών µεµβρανών 

(Robards, 2003). Η προσθήκη νερού στο µέσο εκχύλισης οδηγεί σε αύξηση της 

απόδοσης της εκχύλισης αλλά και σε περιορισµένη παραλαβή χρωστικών ουσιών 

(χλωροφύλλες και καροτενοεϊδή) (Pérez-Jiménez et al., 2008). Επίσης, 

χρησιµοποιούνται ακετόνη, οξικός αιθυλεστέρας αλλά και διαδοχική χρήση 
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διαφόρων διαλυτών αυξανόµενης πολικότητας. Μη πολικοί διαλύτες (εξάνιο, 

χλωροφόρµιο, πετρελαϊκος αιθέρας) χρησιµοποιούνται για την αποµάκρυνση µη 

πολικών συστατικών ή λιγότερο πολικών (στερόλες, λιπίδια, χλωροφύλλες, 

καροτενοεϊδή). Αναγκαία είναι η χρήση θρυµµατισµένου ή κονιοποιηµένου ξηρού 

υλικού πριν τη χρησιµοποίηση του µέσου εκχύλισης 

Όσον αφορά τις τεχνικές εκχύλισης η χρήση υπερήχων, µικροκυµάτων ή 

ρευστών σε υπερκρίσιµη κατάσταση κερδίζουν συνέχεια έδαφος (Wang & Weller, 

2006; Rada et al., 2007). Άλλες τεχνικές που χρησιµοποιούνται ευρέως είναι αυτή της 

εκχύλισης στερεού-υγρού όπου πραγµατοποιείται ανάµιξη του διαλύτη εκχύλισης µε 

το φυτικό υλικό και είτε ακολουθεί παραµονή είτε ανακίνηση είτε συνεχής διαβροχή 

του φυτικού υλικού για ορισµένο χρόνο (Paiva- Martins και Gordon, 2001; 

Shoemaker et al., 2005; Di Donna et al., 2007; Kalia et al., 2008). Παρόλο που 

εκτεταµένοι χρόνοι εκχύλισης αυξάνουν την πιθανότητα εµφάνισης φαινοµένων 

οξείδωσης ή υδρόλυσης, εντούτοις µεγάλα χρονικά διαστήµατα εκχύλισης βρίσκουν 

συχνή εφαρµογή (Naczk & Shahidi, 2004; Cayela et al., 2006). 
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 1.3 Μέθοδοι ανάλυσης φαινολικών ενώσεων 

Η ανάλυση φαινολικών ενώσεων µπορεί να ποικίλει, από µία απλή 

χρωµατοµετρική δοκιµή έως τη χρήση πολύπλοκων οργανολογικών τεχνικών για 

αποµόνωση, ποσοτικοποίηση και χαρακτηρισµό των επιµέρους συστατικών. 

1.3.1 Χρωµατοµετρικές µέθοδοι ανάλυσης φαινολικών ενώσεων 

1.3.1.α Προσδιορισµός ολικών φαινολών  

Η χρωµατοµετρική δοκιµή Folin-Ciocalteau (F-C) είναι αυτή που 

χρησιµοποιείται σχεδόν αποκλειστικά για την εκτίµηση του φαινολικού περιεχοµένου 

φυτικών εκχυλισµάτων (Singleton et al., 1989, Visioli & Galli, 2002, Naczk & 

Shahidi, 2004, Carrasco-Pancorbo et al., 2005). Ο προσδιορισµός, που λαµβάνει 

χώρα σε αλκαλικό περιβάλλον, στηρίζεται στην αντίδραση του αντιδραστηρίου 

Folin-Ciocalteau µε τις λειτουργικές υδροξυ-οµάδες των φαινολικών ενώσεων, οπότε 

λαµβάνει χώρα οξείδωση των φαινολών και αναγωγή του αντιδραστηρίου σε µίγµα 

έγχρωµων οξειδίων (W8O23 & Mo8O23, µπλε χρώµα). Η επιλογή του προτύπου και η 

σχετική συγκέντρωση των επιµέρους φαινολών στο αναλυόµενο δείγµα µπορούν να 

επηρεάσουν ουσιαστικά το αποτέλεσµα, καθώς η µοριακή απορρόφηση ανά δραστική 

οµάδα φαινολών διαφοροποιείται (Blekas et al., 2002). Το ουσιαστικότερο 

µειονέκτηµα της δοκιµής είναι η µικρή εκλεκτικότητά της, καθώς η παρουσία 

αναγόντων σακχάρων, ασκορβικού οξέος, διοξειδίου του θείου, αµινοξέων, ιόντων 

σιδήρου και ψευδαργύρου, αλκαλοειδών, πρωτεϊνών µπορεί να παρεµποδίσουν τον 

προσδιορισµό και επιπρόσθετα απαιτείται αρκετός χρόνος για την ανάλυση µεγάλου 

αριθµού δειγµάτων. Παρόλα τα µειονεκτήµατα που παρουσιάζει αυτή η ευρέως 

χρησιµοποιούµενη δοκιµή, δεν έχει επιτευχθεί αντικατάστασή της µε άλλη τεχνική.  

1.3.1.β Προσδιορισµός ολικών φλαβονοειδών, ολικών τανινών, καφεϊκού οξέος 

και παραγώγων του 

Τα ολικά φλαβονοειδή προσδιορίζονται µε σχηµατισµό συµπλόκου µεταξύ 

του ιόντος αργιλίου Al(III) και των καρβονυλικών και υδροξυλικών οµάδων των 

φλαβονοειδών. Τα έγχρωµα προϊόντα της συµπλοκοποίησης µπορούν εύκολα να 

προσδιοριστούν χρωµατοµετρικά (Harborne, 1999, Naczk & Shahidi, 2004). Σε ένα 

φλαβονοειδές τα πιθανά κέντρα συµπλοκοποίησης είναι οι κατεχολικές οµάδες του 
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δακτυλίου B και οι 3- ή 5-υδροξυ 4-καρβονυλο-οµάδες των δακτυλίων Α και C 

(Pietta, 2000). (Σχήµα 1.6).  
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Σχήµα 1.6. Κέντρα συµπλοκοποίησης φλαβονοειδών-µετάλλων  

Στην περίπτωση υποστρωµάτων µε ταυτόχρονη παρουσία φλαβονοειδών και 

άλλων ενώσεων που έχουν συγγενή δοµικά και χηµικά χαρακτηριστικά µε αυτά των 

φλαβονοειδών (π.χ. κατεχολικές οµάδες) εµπεριέχεται κίνδυνος εσφαλµένων 

εκτιµήσεων (συµπροσδιορισµός). Στη βιβλιογραφία, η εκτίµηση των ολικών 

φλαβονοειδών ενός φυτικού υλικού πραγµατοποιείται κυρίως µέσω δύο δοκιµών 

συµπλοκοποίησης µετάλλων-φλαβονοειδών (Naczk & Shahidi, 2006). Η 

διαφοροποίηση των δοκιµών έγκειται στην απουσία ή παρουσία του αντιδραστηρίου 

NaNO2  (Zhishen et al., 1999) και την ύπαρξη ή όχι οξέος. 

Το συνολικό καφεϊκό οξύ µετριέται µε προσθήκη διαλύµατος AlCl3 σε 

µεθανολικό εκχύλισµα φαινολικών, ρύθµιση του pH στο 4.8 µε διάλυµα NH4Cl και 

στη συνέχεια µέτρηση της απορρόφησης αυτού. Ο προσδιορισµός των ανθοκυανινών 

πραγµατοποιείται µε προσθήκη Al(III) σε όξινο pH (pH = 1 - 3.5) (Serra-Bonvehi et 

al. 2001).  

Παρά το γεγονός ότι συνιστώνται τέτοιου τύπου χρωµατοµετρικές δοκιµές, η 

εκλεκτικότητά τους θεωρείται συχνά αµφισβητήσιµη στην περίπτωση σύνθετων 

υποστρωµάτων όπως είναι τα φυτικά εκχυλίσµατα (Malešev & Kuntić, 2007).  

 

1.3.2 Χρωµατογραφικές µέθοδοι ανάλυσης φαινολικών ενώσεων 

Κλασικές τεχνικές χρωµατογραφίας όπως χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας 

(thin layer chromatography, TLC), χρωµατογραφία στήλης (column chromatography, 

CC) και χρωµατογραφία χάρτου (paper chromatography, ΡC) χρησιµοποιούνται 

ευρέως µέχρι σήµερα για το διαχωρισµό φαινολικών ενώσεων εξαιτίας της ευκολίας 
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που παρουσιάζουν ως µέθοδοι και του χαµηλού τους κόστους. Η χρωµατογραφία 

TLC είναι ιδιαίτερα χρήσιµη για µία γρήγορη ανάλυση φυτικών εκχυλισµάτων για 

βιοενεργά συστατικά πριν την σε βάθος ανάλυσή τους µε οργανολογικές τεχνικές. 

Χρωµατογραφία TLC, CC και ΡC χρησιµοποιήθηκε για το διαχωρισµό και την 

ταυτοποίηση φαινολικών οξέων και φλαβονοειδών σε εκχυλίσµατα φυτών της 

οικογένειας Cruciferae (Εmam et al., 2009). Οι συµβατικές χρωµατογραφικές 

τεχνικές (PC, TLC, CC) γενικά στερούνται της ευαισθησίας και της διακριτικής 

ικανότητας που συχνά απαιτείται για την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισµό 

ενώσεων που βρίσκονται σε ίχνη. 

Η υψηλής ταχύτητας χρωµατογραφία κατ’ αντιρροή (high speed counter-

current chromatography- ΗSCCC) έχει χρησιµοποιηθεί για το διαχωρισµό 

πολυφαινολών από πράσινο και µαύρο τσάι (Degenhardt et al., 2000a; Degenhardt et 

al., 2000b). Είναι σχετικά µια νέα µέθοδος και είναι η πιο εξελιγµένη µορφή 

χρωµατογραφίας κατ’ αντιρροή (counter-current chromatography- CCC όσον αφορά 

την απόδοση κατανοµής και το χρόνο διαχωρισµού. Η ΗSCCC είναι µία 

παρασκευαστική υγρή χρωµατογραφική τεχνική βασιζόµενη στην κατανοµή 

συστατικών µεταξύ δύο µη αναµίξιµων υγρών φάσεων. Σε αντίθεση µε άλλες 

χρωµατογραφικές τεχνικές, στη χρωµατογραφία ΗSCCC δεν χρησιµοποιείται στερεή 

υποστήριξη όπως η στατική φάση, γι’ αυτό και έχει πολλά πλεονεκτήµατα σε 

σύγκριση µε τη συµβατική χρωµατογραφία. Χρωµατογραφία ΗSCCC εφαρµόστηκε 

και για το διαχωρισµό κατεχινών, ταννίνων, προανθοκυανιδίνων, καροτενοειδών, και 

γλυκοζιτών των φλαβονολών (Degenhardt et al., 2000b). Είναι πολύ ευέλικτη τεχνική 

και µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την κλασµάτωση ακατέργαστων φυτικών 

εκχυλισµάτων ή για τα τελικά στάδια καθαρισµού (Marston, 2007).   

Η αέρια χρωµατογραφία (gas chromatography, GC) χρησιµοποιείται 

περιορισµένα για την ανάλυση φαινολικών, παρά την υψηλή διακριτική ικανότητα 

και ευαισθησία της, εξαιτίας του γεγονότος ότι η πλειοψηφία των φαινολικών 

ενώσεων δεν είναι πτητικές ενώσεις. Η εφαρµογή της επίσης περιορίζεται εξαιτίας 

της δυσκολίας που παρουσιάζει για το διαχωρισµό και καθαρισµό σε µεγάλης 

κλίµακας αναλύσεις. Για να πραγµατοποιηθεί ανάλυση σε µη πτητικές ενώσεις θα 

πρέπει αυτές να παραγωγοποιηθούν µε διάφορα σιλανοποιηµένα µέσα. Η 

χρωµατογραφία GC χρησιµοποιείται ευρέως για το διαχωρισµό αιθέριων ελαίων από 

βότανα, όπως η καρβακρόλη και η θυµόλη. Ιδιαίτερα, η χρωµατογραφία GC όταν 
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συνδέεται µε φασµατοµετρία µαζών προσφέρει εξαιρετική ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα. Όπως προαναφέρθηκε, πριν από τη χρωµατογραφία τα φαινολικά 

συστατικά συνήθως µετατρέπονται σε περισσότερο πτητικά συστατικά µε µεθυλίωση. 

Μια βελτιωµένη διαδικασία παραγωγοποίησης χρησιµοποιώντας παραγωγοποίηση-

εκχύλιση σε φιαλίδιο (in-vial derivatisation-extraction) χρησιµοποιήθηκε από τους 

Fiamegos et al., 2003, 2005 για τη ανάλυση µεθυλιωµένων φλαβονοειδών σε διάφορα 

δείγµατα βοτάνων µε την αέρια χρωµατογραφία σε σύζευξη µε φασµατογράφο µάζας 

(gas chromatography-mass spectroscopy GC-MS). Επίσης, σε βιολογικά υγρά έχει 

αναφερθεί η ανάπτυξη µιας υπερ-ευαίσθητης µεθόδου GC-MS για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό κατεχίνης, κουερσετίνης και ρεσβερατρόλης.  

Επίσης, η χρωµατογραφία υπερκρίσιµου ρευστού (supercritical fluid 

chromatography, SFC) αποτελεί ένα νέο επίτευγµα της τεχνολογίας και παρουσιάζει 

πολλές οµοιότητες µε τη χρωµατογραφία HPLC. Ωστόσο, λόγω της χρήσης 

υπερκρίσιµου ρευστού, όπως είναι το διοξείδιο του άνθρακα, έχει διάφορα 

πλεονεκτήµατα έναντι της HPLC. Τα φαινολικά παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

ικανότητα για διάχυση σε ένα υπερκρίσιµο ρευστό, γιατί ένα τέτοιο υγρό έχει µικρό 

ιξώδες, και έτσι βοηθάει στη πιο οµοιογενή διάχυση των συστατικών στα υλικά 

πλήρωσης, µε αποτέλεσµα τη µεγαλύτερη διαχωριστική ικανότητα και τον ταχύτερο 

χρόνο διαχωρισµού. Η θερµοκρασία, η πίεση και η σύσταση του ρευστού της κινητής 

φάσης µπορούν να αλλάξουν οπότε µπορεί πιο εύκολα να προκύψει καλύτερος 

διαχωρισµός. Οι περισσότερες αναφορές που υπάρχουν στη βιβλιογραφία για 

ανάλυση φαινολικών συστατικών µε χρωµατογραφία SFC σχετίζονται µε το 

διαχωρισµό σχετικά λιπόφιλων αντιοξειδωτικών. Αυτό είναι αναµενόµενο, καθώς το 

CO2, που είναι µη-πολικό µόριο είναι το πιο δηµοφιλές υπερκρίσιµο ρευστό.  

Η ηλεκτροφόρηση-ηλεκτροχρωµατογραφία τριχοειδούς (capillary 

electrophoresis, CE) όπως η χρωµατογραφία ΗSCCC και η SFC, είναι σχετικά νέα 

τεχνική, ωστόσο αντιπροσωπεύει µια εναλλακτική µέθοδο για την ανάλυση 

διαφορετικών τάξεων-οµάδων ενώσεων αφού παρέχει υψηλής απόδοσης διαχωρισµό 

σε µικρούς χρόνους ανάλυσης. ∆ιάφοροι µέθοδοι χρωµατογραφίας CE είναι 

διαθέσιµες: (1) η ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές (capillary zone electrophoresis, CZE), 

(2) η µικκυλιακή ηλεκτροκινητική χρωµατογραφία (micellar electrokinetic 

chromatography, MEKC), (3) η ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς µέσω πηκτής (capillary 

gel electrophoresis, CGE), (4) ισοηλεκτρικής εστίασης σε τριχοειδές (capillary 
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isoelectric focusing), (5) η ηλεκτροχρωµατογραφία σε τριχοειδές (capillary 

electrochromatography, CEC) και (6) η µη-υδατική CE. Η πιο απλή µέθοδος CE είναι 

η CZE, στην οποία ο διαχωρισµός των ενώσεων στην ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς 

στηρίζεται στις διαφορές του λόγου µάζα προς φορτίο των συστατικών και το 

σχηµατισµό συµπλόκων µε τετραβορικά µόρια, εφόσον το φαινολικό συστατικό 

διαθέτει ο-υδροξυ-οµάδες. Ο πρώτος διαχωρισµός πολικών συστατικών µε τη µέθοδο 

CE πραγρατοποιήθηκε από τους Terabe et.al.,1984. Υπάρχουν διαφορετικοί τύποι 

στους διαχωρισµούς µε CE. Η ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές (capillary zone 

electrophoresis, CZE) έχει χρησιµοποιηθεί για το διαχωρισµό ισοφλαβόνων σε σόγια 

(Mellenthin & Galensa, 1999). Ορισµένα από τα πλεονεκτήµατα της CE είναι ότι δεν 

χρησιµοποιείται καθόλου ή µικρή ποσότητα, οργανικού διαλύτη, απαιτείται πολύ 

µικρή ποσότητα δείγµατος και µικρότερος χρόνος ανάλυσης π.χ για το διαχωρισµό 

οκτώ ισοφλαβόνων χρειάστηκαν 8 λεπτά µε τη CZE και 50 λεπτά µε τη HPLC 

(Mellenthin & Galensa, 1999). 

Οι Wulf και Nagel, 1976, χρησιµοποιήσανε υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης ανάστροφης φάσης (reverse phase high performance liquid 

chromatography, RP-HPLC) σε συνδυασµό µε στήλη από silica gel και ισοκρατικό 

πρόγραµµα έκλουσης για το διαχωρισµό φαινολικών συστατικών. Από τότε η RP-

HPLC είναι η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη µέθοδος για τον προσδιορισµό 

φαινολικών συστατικών. Η πολλαπλή χρησιµότητα της HPLC έχει να κάνει και µε 

την ύπαρξη διαφορετικών τρόπων διαχωρισµού και µεθόδων ανίχνευσης, µεταξύ των 

οποίων συγκαταλέγεται ο ανιχνευτής συστοιχίας διόδων (diode array detector, DAD) 

σε σύζευξη µε φασµατοµετρία µαζών (mass spectroscopy, MS). Για το διαχωρισµό 

φαινολικών οξέων και φλαβονοειδών οι χρωµατογραφικές συνθήκες µεθόδων HPLC 

περιλαµβάνουν τη χρήση, σχεδόν αποκλειστικά, µια στήλης C18 ανάστροφης φάσης, 

ανιχνευτή απορρόφησης UV-vis συστοιχίας διόδων (DAD) και ένα δυαδικό σύστηµα 

διαλυτών που αποτελείται από οξινισµένο νερό (διαλύτης Α) και ένα πολικό οργανικό 

διαλύτη (διαλύτης Β). Ο διαλύτης Α συνήθως περιέχει υδατικά οξέα ή πρόσθετα, 

όπως φωσφορικά. Ο διαλύτης Β είναι συνήθως καθαρή ή οξινισµένη µεθανόλη ή 

ακετονιτρίλιο.  

Γενικά για τον υγροχρωµατογραφικό διαχωρισµό φαινολικών συστατικών, 

όπως προαναφέρθηκε, χρησιµοποιείται χρωµατογραφία ανάστροφης φάσης µε στήλη 

C18 ή C8 (σπανιότερα). Οι στήλες, που συνήθως χρησιµοποιούνται έχουν µήκος από 
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100 έως 250 mm και εσωτερική διάµετρο από 3,9 έως 4,6 mm ενώ το µέγεθος των 

σωµατιδίων τους κυµαίνεται από 3 έως 10 µm. Ο διαχωρισµός λαµβάνει χώρα 

συνήθως σε θερµοκρασία δωµατίου και σπανιότερα σε υψηλές θερµοκρασίες. Η 

χρήση δυο στηλών βελτιώνει ακόµη περισσότερο το διαχωρισµό των συστατικών που 

περιέχονται σε πολύπλοκα δείγµατα  (Βlahova, et al., 2006, Jandera 2006). Για την 

έκλουση των φαινολικών ενώσεων χρησιµοποιείται είτε ισοκρατική είτε βαθµωτή 

έκλουση. Το ακετονιτρίλιο και η µεθανόλη είναι οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενοι 

οργανικοί διαλύτες και σε πολλές περιπτώσεις η χρήση ακετονιτριλίου πλεονεκτεί 

έναντι της µεθανόλης διότι οδηγεί σε καλύτερη διαχωριστική ικανότητα σε µικρότερο 

χρόνο και οι κορυφές του χρωµατογραφήµατος είναι λιγότερο ευρείες. Παρόλα αυτά, 

η µεθανόλη συχνά προτιµάται γιατί είναι λιγότερο τοξική και µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί σε µεγαλύτερο ποσοστό στην κινητή φάση. Η χρήση 

τετραϋδροφουρανίου και 2-ισοπροπανόλης ως λιγότερο πολικών διαλυτών µε 

σηµαντική εκλουστική ικανότητα αναφέρεται περιστασιακά. Επίσης, σηµαντικό ρόλο 

στον επιτυχή διαχωρισµό των αναλυόµενων ουσιών παίζει η επιλογή του οξέος που 

προστίθεται στην κινητή φάση. Είναι σηµαντικό κατά τη διάρκεια µιας ανάλυσης να 

αποφευχθεί ο ιονισµός των υπό ανάλυση ενώσεων για να επιτευχθεί καλή 

διαχωριστική ικανότητα και επαναληψιµότητα στους χρόνους κατακράτησης. Για το 

λόγο αυτό συνίσταται η ρύθµιση του pH σε τιµές από 2 έως 4. Αυτό επιτυγχάνεται µε 

την προσθήκη µικρής ποσότητας οξέων όπως οξικό, µυρµιγκικό, φωσφορικό οξύ και 

σπανιότερα υπερχλωρικό. Μερικές φορές προτιµάται και η χρήση ρυθµιστικών 

διαλυµάτων φωσφορικών ή κιτρικών. Η χρήση φωσφορικών ως ρυθµιστικού 

διαλύµατος είναι χρήσιµο να αποφεύγεται στην περίπτωση που χρησιµοποιείται ως 

ανιχνευτής η φασµατοµετρία µαζών διότι προκαλούν πρόβληµα στην πηγή ιόντων 

(Dalluge, et al., 1998, Stalikas, 2007). 

Τα φαινολικά συστατικά γενικά ανιχνεύονται µε τη χρήση ανιχνευετών 

υπεριώδους/ορατού (UV/Vis), συστοιχίας φωτοδιόδων (PDA) και UV-φθορισµού. Οι 

ενώσεις φαινολικού τύπου αποτελούνται τουλάχιστον από έναν αρωµατικό δακτύλιο 

µε αποτέλεσµα να απορροφούν στο υπεριώδες-ορατό. Απλοί υποκατάστατες όπως 

µεθυλοµάδες, µεθοξυ-οµάδες επηρεάζουν ελάχιστα τα µέγιστα απορρόφησης. Το 

µέγιστο µήκος κύµατος λmax για το κινναµωµικό οξύ και τα παράγωγά του είναι 

περίπου στα 320nm, και το αντίστοιχο για τα βενζοϊκά οξέα, τις φλαβαν-3-όλες 

(συµπεριλαµβάνονται και τα διµερή τους) και τις διϋδροχαλκόνες είναι περίπου στα 
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280 nm. Το µέγιστο µήκος κύµατος λmax για τις φλαβονόλες είναι συνήθως γύρω στα 

360 nm ενώ για τις ανθοκυανίνες στα 520 nm. Τα φλαβονοειδή εµφανίζουν 

συγκεκριµένα φάσµατα µε δύο µέγιστα. Το πρώτο µέγιστο που βρίσκεται στα 240-

280 nm οφείλεται στο δακτύλιο Α ενώ το δεύτερο µέγιστο που εµφανίζεται στα 300-

550 nm εξαρτάται από τους υποκατάστατες του δακτυλίου C (Mabry, et al., 1970). 

Άλλες µέθοδοι που έχουν αναφερθεί για την ανίχνευση φαινολικών συστατικών 

περιλαµβάνουν ανιχνευτή συστοιχίας ηλεκτροχηµικής κουλοµετρίας, τεχνικών 

ανίχνευσης χηµικής αντίδρασης κ.α. 

  Όλες οι παραπάνω χρωµατογραφίες TLC, HPLC, GC και CE είναι χρήσιµες 

µέθοδοι για την ανάλυση φυσικών προϊόντων. Η χρωµατογραφία HPLC, παρότι 

χαρακτηρίζεται ως τεχνική µε ικανοποιητική ακρίβεια και αναπαραγωγιµότητα, 

απαιτεί παρατεταµένη προκατεργασία των δειγµάτων για την αποµάκρυνση 

καταλοίπων στερεών υλικών. Ωστόσο, η ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς εξελίσσεται 

ολοένα και αναγνωρίζεται ως µια γρήγορη και αποτελεσµατική αναλυτική τεχνική 

διαχωρισµού, αλλά η αναπαραγωγιµότητα και η εκλεκτικότητά της είναι κατώτερες 

της HPLC. 

Στις παραπάνω µεθόδους διαχωρισµού (HPLC, CE, SFC, HSCCC) συνήθως 

χρησιµοποιούνται οι ίδιες τεχνικές ανίχνευσης και ιδιαίτερα ανιχνευτές UV-Vis-DAD 

και MS. Η φασµατοφωτοµετρία UV-Vis έχει εκτενώς χρησιµοποιηθεί για 

ποσοτικοποίηση οργανικών ενώσεων που απορροφούν στην υπεριώδη και ορατή 

περιοχή του φωτός (ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος). Τα περισσότερα φαινολικά που 

παρουσιάζουν και αντιοξειδωτική δράση έχουν πολλούς συζυγιακούς διπλούς 

δεσµούς ή αρωµατικά συστήµατα που απορροφούν σε αυτή την περιοχή του φωτός. 

Η εφαρµογή του ανιχνευτή UV-Vis και συγκεκριµένα ο συνδυασµός της 

χρωµατογραφίας HPLC και του ανιχνευτή DAD, παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

ταυτοποίηση φαινολικών ενώσεων. 

Παρότι οι ανιχνευτές UV-vis και DAD παρέχουν χρήσιµες πληροφορίες για 

την ταυτοποίηση φαινολικών ενώσεων σε φυτικά εκχυλίσµατα, η χρήση τους 

περιορίζεται όταν τα δείγµατα περιέχουν πολλές παρόµοιες ενώσεις. Για την πλήρη 

ταυτοποίηση της δοµής τους, είναι συνήθως απαραίτητες άλλες τεχνικές όπως η 

συζευγµένη τεχνική υγρής χρωµατογραφίας µε φασµατοµετρία MS και αυτή µε 

φασµατοσκοπία NMR.  
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1.3.3 Φασµατοσκοπία NMR 
1
Η και φαινολικές ενώσεις 

Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (nuclear magnetic 

resonance, NMR) είναι µια από τις πιο σηµαντικές και ευρέως διαδεδοµένες 

αναλυτικές µεθόδους για την επίλυση της δοµής των ενώσεων. Η µεγάλη ανάπτυξη 

των µεθόδων NMR στην ανάλυση φυτικών εκχυλισµάτων οφείλεται σε διάφορους 

λόγους. Σχετικά µε την προετοιµασία του δείγµατος, τις περισσότερες φορές η 

εκχύλιση του προσδιοριζόµενου συστατικού και ο καθαρισµός του δεν είναι 

απαραίτητα. Για παράδειγµα, υγρά τρόφιµα, όπως το κρασί, ο χυµός φρούτων και το 

ξίδι µπορούν να αναλυθούν χωρίς κάποια επεξεργασία παρά µόνο µε την προσθήκη 

δευτεριωµένου διαλύτη και εσωτερικού προτύπου, αλλά και λίπη και έλαια µπορούν 

επίσης να αναλυθούν µετά τη διάλυση τους σε κατάλληλο δευτεριωµένο διαλύτη, 

κυρίως CDCl3. Επίσης, έχει πραγµατοποιηθεί ανάλυση παρθένου ελαιολάδου µε 

φασµατοσκοπία NMR, για τον προσδιορισµό της γεωγραφικής προέλευσης και της 

πιθανής νοθείας του (Hidalgo and Zamora, 2003, Christophoridou and Dais, 2006). 

Πειράµατα για τον χαρακτηρισµό του κρασιού (Orgnic et al., 2001), τσαγιού (Le Gall 

et al., 2004) και ντοµατοχυµού (Sobolev et al., 2003) έχουν πραγµατοποιηθεί µε τη 

φασµατοσκοπία NMR 1Η. Σε άλλη µελέτη, δείγµατα πράσινου τσαγιού 

διαφοροποιήθηκαν ανάλογα µε τη χώρα προέλευσης τους (Le Gall et al., 2004). Η 

ανάλυση µε τη φασµατοσκοπία NMR 1Η δεν προκαλεί καταστροφή του δείγµατος 

και των συστατικών του, ούτε και χρειάζεται κάποιο στάδιο παραγωγοποίησης για 

την ανίχνευση αυτών, καθώς κάθε µόριο που έχει υδρογόνα µπορεί να ανιχνευθεί µε 

την πρωτονιακή φασµατοσκοπία NMR 1Η. Σύµφωνα µε τους Caligianni et al., 2007 η 

πρωτονιακή φασµατοσκοπία NMR µε τον κορεσµό των σηµάτων του νερού επιτρέπει 

το γρήγορο και ταυτόχρονο προσδιορισµό υδατανθράκων (γλυκόζης και 

φρουκτόζης), οργανικών οξέων (οξικού, φορµικού, λακτικού, µαλικού, κιτρικού, 

συκκινικού και ταρταρικού οξέος), αλκοολών και πολυολών (αιθανόλης, ακετοΐνης, 

2,3-βουτανεδιόλης, υδροξυµεθυλφουρφουράλης) και πτητικών συστατικών (οξικού 

αιθυλεστέρα) σε δείγµατα ξυδιού. Σε εκχυλίσµατα ginger, µαύρου πιπεριού και 

σκόνης τσίλι ταυτοποιήθηκαν και προσδιορίστηκαν ποσοτικά τα πτητικά τους 

συστατικά µε φασµατοσκοπία NMR 1Η (Catchpole et al., 2003).Οι Exarchou et al., 

2002b εφαρµόζοντας φασµατοσκοπία NMR 1H µιας διάστασης προσδιόρισαν την 

παρουσία των φλαβόνων λουτεολίνης, και απιγενίνης και της φλαβονόλης κερκετίνης 

σε διάφορα µεθανολικά φυτικά εκχυλίσµατα της οικογένειας Lamiaceae. Επίσης, 
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ταυτοποιήθηκε ποιοτικά και ποσοτικά η παρουσία υπερικίνης και ψευδοϋπερικίνης 

σε εκχυλίσµατα βάλσαµου και σε συµπληρώµατα διατροφής που έχουν ως βάση το 

βάλσαµο (Tatsis et al., 2007). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η εφαρµογή της φασµατοσκοπίας NMR 1Η  

στη µελέτη της σύστασης βιολογικών υγρών, όπως αίµατος και ούρων, αιωρηµάτων 

κυττάρων ακόµη και ιστών. Το µεγαλύτερο πλεονέκτηµα εφαρµογής της στην 

ανάλυση βιολογικών υγρών, έγκειται στο ότι, σε µια και µόνο µέτρηση είναι δυνατή 

η ανάλυση σχεδόν όλων των οργανικών ενώσεων που περιέχονται σε αυτά σε 

ανιχνεύσιµες συγκεντρώσεις. Επιτρέπει δηλαδή, τον ακριβή και ταυτόχρονο ποιοτικό 

και ποσοτικό προσδιορισµό σχεδόν όλων των µεταβολιτών που υπάρχουν στο προς 

ανάλυση δείγµα ενώ παράλληλα µεγιστοποιεί και την πιθανότητα να αναγνωριστούν 

σηµαντικοί αλλά µη αναµενόµενοι ή ακόµη και άγνωστοι µεταβολίτες.   

Στο φάσµα NMR 1Η παρατηρείται αναπόφευκτα επικάλυψη των σηµάτων 

συντονισµού, επειδή υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός συστατικών που συνεισφέρουν. 

Κάθε διαφορετικό από χηµικής άποψης άτοµο υδρογόνου ή οµάδα ατόµων 

υδρογόνου εµφανίζει τη δική του χηµική µετατόπιση, η οποία αυξάνει τη διασπορά 

των σηµάτων κατά µήκος του φάσµατος. Η πολυπλοκότητα των πρωτονιακών 

φασµάτων αυξάνεται λόγω των συζεύξεων spin-spin, παρότι και αυτές αποτελούν 

σηµαντικές πηγές πληροφοριών όσον αφορά τη δοµή των µορίων. ∆ιάφοροι διαλύτες 

και µίγµατα διαλυτών έχουν χρησιµοποιηθεί για την εκχύλιση φυτών, ανάλογα µε το 

αν το ενδιαφέρον της µελέτης στρέφεται σε πολικά ή µη συστατικά ή και τα δύο. Μια 

προζυγισµένη ποσότητα δείγµατος (συνήθως 15-30 mg λυοφιλιωµένου ξηρού 

δείγµατος) διαλύεται σε δευτεριωµένο διαλύτη (400- 750 µl) µεταφέρεται σε ένα 

σωληνάριο NMR και αµέσως γίνεται η λήψη του φάσµατος. Ως αποτέλεσµα η όλη 

διαδικασία είναι µια από τις πιο εύκολες διαδικασίες προετοιµασίας για την ανάλυση 

ενός δείγµατος.  

Η χρήση της φασµατοσκοπίας NMR 1Η εµφανίζει µεγάλο αριθµό 

πλεονεκτηµάτων όπως είναι η επαναληψιµότητα και η µη καταστρεπτική φύση της 

µεθόδου.  Ένα από τα κύρια πλεονεκτήµατα όµως της µεθόδου είναι ότι η ένταση 

κάθε σήµατος-κορυφής NMR (ή της περιοχής κάτω από το σήµα), ανεξάρτητα από τη 

χηµική του µετατόπιση, είναι ανάλογη του αριθµού των πυρήνων που είναι υπεύθυνοι 

για το σήµα αυτό. Ένα ακόµη από τα πλεονεκτήµατα της φασµατοσκοπίας NMR 
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είναι η µεγάλη ευαισθησία της σε µικρές αλλαγές της µοριακής δοµής  µιας ένωσης. 

Αυτό το γεγονός σε συνδυασµό µε την εξαιρετικά υψηλή διακριτική ικανότητα των 

µοντέρνων οργάνων εξασφαλίζει την παρατήρηση διακριτών κορυφών που 

αποδίδονται σε µεµονωµένες χαρακτηριστικές οµάδες µορίων, οι οποίες µπορούν να 

ολοκληρωθούν ανεξάρτητα από άλλες απορροφήσεις του φάσµατος. Το κρίσιµο όµως 

πλεονέκτηµα της φασµατοσκοπίας NMR έναντι χρωµατογραφικών µεθόδων είναι το 

γεγονός ότι δεν απαιτείται σηµαντικός χρόνος προετοιµασίας. Ωστόσο, ένα από τα 

βασικά µειονεκτήµατα της φασµατοσκοπίας NMR 1Η είναι η χαµηλή ευαισθησία της 

καθώς και ότι ο ποσοτικός προσδιορισµός είναι δυνατός µόνο στην περίπτωση που τα 

σήµατα που ολοκληρώνονται διαχωρίζονται καλά. Η αλληλοεπικάλυψη σηµάτων 

συντονισµού είναι ένας από τους κύριους περιορισµούς της µεθόδου. 

 

 1.3.4 Συζευγµένη τεχνική LC-MS και φαινολικές ενώσεις 

Στην ανάλυση φυσικών προϊόντων, η φασµατοµετρία µαζών (MS) αποτελεί 

βασικό εργαλείο για τους ερευνητές και τα τελευταία χρόνια χρησιµοποιείται όλο και 

πιο συχνά σε σύζευξη µε την υγρή χρωµατογραφία για την ανάλυση των φαινολικών 

ενώσεων µε σκοπό την παροχή πληροφοριών για την ταυτοποίηση της δοµής των 

ενώσεων. Υπάρχουν δυο κύριοι τύποι τεχνικών ιονισµού για τις φαινολικές ενώσεις, 

οι τεχνικές ιοντισµού-ψεκασµού όπως ιοντισµός µε ηλεκτροψεκασµό (electrospray 

ionization, ESI), (Σχήµα 1.7), θερµοψεκασµό (thermospray) και χηµικό ιοντισµό 

ατµοσφαιρικής πίεσης (atmospheric pressure chemical ionization, APCI) και οι 

τεχνικές ιοντισµού-εκρόφησης που περιλαµβάνουν τον ιοντισµό µέσω βοµβαρδισµού 

µε ταχέα άτοµα (fast atom bombardment, FAB), τον ιοντισµό εκρόφησης πλάσµατος 

(plasma desorption, PD) και τον ιοντισµό εκρόφησης µε λέιζερ υποβοηθούµενο από 

τη µήτρα (matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI). 
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Σχήµα 1.7. Σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας σε σύζευξη µε φασµατογράφο µάζας µε 

ιοντισµό µε ηλεκτροψεκασµό ( LC-ΕSI- MS). 

 Οι µέθοδοι ESI και APCI είναι οι ευρέως διαδεδοµένες µέθοδοι ιοντισµού 

και τα περισσότερα εµπορικά όργανα χρωµατογραφίας σε σύζευξη µε φασµατοµετρία 

µαζών µπορούν να προσαρµόσουν και τις δυο τεχνικές. Η τεχνική ESI 

χρησιµοποιείται πιο συχνά για τον ιοντισµό αντιοξειδωτικών µορίων που είναι πολικά 

µόρια ενώ η τεχνική APCI χρησιµοποιείται για λιγότερο πολικά και µη-ιοντικά 

αντιοξειδωτικά. Η εκλεκτικότητα και η ευαισθησία της ανίχνευσης µπορεί να αυξηθεί 

χρησιµοποιώντας συζευγµένη φασµατοµετρία µαζών (tandem mass spectrometry), 

π.χ. σύστηµα µε δυο (MS-MS) ή περισσότερους (MSn) συζευγµένους αναλυτές 

µαζών σε σειρά για επίτευξη διαχωριστικότητας παραπλήσιων λόγων m/z. Τα 

συστήµατα MS-MS και MSn παράγουν µεγαλύτερη θραυσµατοποίηση του κύριου- 

πρόδροµου ιόντος και των θυγατρικών ιόντων, παρέχοντας πρόσθετες δοµικές 

πληροφορίες για την ταυτοποίηση των ενώσεων. Σε µελέτη του Flamini, 2003, σε 

εκχυλίσµατα σταφυλιών και κρασιού επισηµαίνεται ότι οι τεχνικές LC-MS 

θεωρούνται οι πιο αποτελεσµατικές για τη µελέτη της δοµής ανθοκυανίνων και 

ειδικότερα η µέθοδος MS-MS επιτρέπει το χαρακτηρισµό των άγλυκων των 

ανθοκυανίνων αλλά και των γλυκοζιτών αυτών. 

Η φασµατοµετρία µαζών βασίζεται στη δηµιουργία µοριακού ιόντος (Μ- ή 

Μ+) το οποίο, λόγω της µεγάλης ενέργειας που έχει, διασπάται σε επιµέρους ιόντα, η 

ένταση των οποίων εξαρτάται από την σχετική σταθερότητα. Τα θυγατρικά ιόντα 

µπορούν να δώσουν  στη συνέχεια και νέα. Αυτό που κάνει εξαιρετικά χρήσιµη αυτή 
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την τεχνική είναι ότι ο τρόπος θραυσµατοποίησης, είναι χαρακτηριστικός για κάθε 

ένωση και µε παρόµοιο τρόπο θραυσµατοποιούνται και οι υπόλοιπες ένωσης της 

οµόλογης σειράς που ανήκει (Chapman, 1993). Στη συνέχεια παρατίθεται παράδειγµα 

δακτυλικού αποτυπώµατος γλυκοζιλιωµένου φλαβονοειδούς µε τη χρήση υγρής 

χρωµατογραφίας σε σύζευξη µε φασµατογράφο µάζας LC-ΕSI-MS (Ding et al., 

2008). Σύµφωνα µε το Σχήµα 1.8 το φάσµα µάζας της υπό εξέταση κορυφής 

παρουσιάζει κύριο θραύσµα στα [M-H]- 917 m/z. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας 

MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο θραύσµα [M-H-162]- ([M-H-

γλυκόζη]-) στα 755 m/z, υποδεικνύοντας την παρουσία ενός µορίου γλυκόζης. Το 

τριτογενές φάσµα µάζας MS3 έδειξε την παρουσία ενός θραύσµατος [M-H-146]- ([M-

H-ραµνόζη]-) στα 609 m/z, δηλώνοντας την παρουσία ενός µορίου ραµνόζης και ενός 

[M-H-308]- ([M-H-ρουτινιζίτη]-) στα 301 m/z, δηλώνοντας την παρουσία ενός 

µορίου ρουτινοζίτη. Σύµφωνα µε το µονοπάτι θραυσµατοποίησης η κορυφή αυτή 

ταυτοποιήθηκε ως 2-Rhamnosyl–2-glucosyl quercetin. 
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(a)  

(b)  

(c)  
Σχήµα 1.8. Φάσµατα (a) MS και (b) MS2 και (c) MS3 της ένωσης 2-Rhamnosyl–2-

glucosyl quercetin (Ding et al., 2008). 
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Ένα ιδιαίτερο πλεονέκτηµα της συνδυαστικής τεχνικής LC-MS είναι η 

ικανότητά της να προσδιορίζει τόσο ελεύθερες όσο και συζυγιακές µορφές µορίων. 

Τόσο η χρωµατογραφία GC όσο και η τεχνική GC-MS δεν µπορούν να 

ανταγωνιστούν την ταχύτητα της τεχνικής LC-MS(/MS) και τη δυνατότητα στην 

εξέταση πλήθους δειγµάτων γνωστών και αγνώστων συστατικών. Επιπλέον, αντίθετα 

µε τη µέθοδο GC-MS, η ανάλυση µε LC-MS δεν προϋποθέτει απαραίτητα, κάποια 

διαδικασία εκχύλισης. Τέλος, η σύνδεση της micro και/ ή nano-LC µε συζευγµένα 

όργανα MS διευκολύνει την ανάλυση µικροσκοπικών δειγµάτων. Για µια πιο 

λεπτοµερή διευκρίνιση της δοµής µορίων, οι συµπληρωµατικές πληροφορίες που 

προκύπτουν από µια LC-NMR ανάλυση είναι πρωταρχικής σηµασίας. Για µεγάλης 

κλίµακας αναλύσεις η χρήση της UPLC σε σύζευξη µε MS, εµφανίστηκε ως µια 

εναλλακτική µέθοδος των παραδοσιακών τεχνικών HPLC (Stalikas, 2007.) Στα 

πλεονεκτήµατα της µεθόδου περιλαµβάνεται και η ηπιότητα της διαδικασίας του 

ηλεκτροψεκασµού. To σηµαντικότερο πλεονέκτηµα της τεχνικής ESI-MS σε σχέση 

µε άλλες τεχνικές ήπιου ιοντισµού, όπως οι FAB και MALDI, είναι η συµβατότητα 

µε την υγρή χρωµατογραφία. Η σύζευξη της υγρής χρωµατογραφίας υψηλής 

απόδοσης µε την φασµατοµετρία µαζών ιοντισµού ηλεκτροψεκασµού αποτελεί τον 

συνδυασµό ενός συστήµατος υψηλού διαχωρισµού µε µία ευαίσθητη 

φασµατοσκοπική τεχνική.  

 Όπως γίνεται αντιληπτό η συνδυαστική τεχνική LC-MS είναι εξαιρετικά 

χρήσιµη για την ταυτοποίηση των φαινολικών ενώσεων αλλά και για την 

αποσαφήνιση της δοµής άγνωστων φαινολικών ενώσεων. Ένα σύστηµα LC-UV-MS 

δίνει µια ολοκληρωµένη εικόνα για την άγνωστη ένωση καθώς δίνει και επιπρόσθετες 

πληροφορίες όπως είναι η απορρόφηση στο UV και ο χρόνος κατακράτησης. 

Συνεπώς, µε σχετική ευκολία είναι δυνατόν κανείς να κατατάξει την άγνωστη ένωση 

και σε συνδυασµό µε τη συνδυαστική τεχνική LC-NMR να χαρακτηρίσει πλήρως τη 

δοµή της (Wolfender et al., 1998, Tsao and Deng, 2004).  

  

1.3.5 Συζευγµένη τεχνική LC-NMR και φαινολικές ενώσεις 

Εκτός από την συζευγµένη τεχνική υγρής χρωµατογραφίας - φασµατοσκοπίας 

µάζας (LC-MS) τα τελευταία χρόνια έχει κερδίσει σηµαντικό έδαφος και η χρήση 

άλλων συνδυαστικών τεχνικών όπως της υγρής χρωµατογραφίας- φασµατοσκοπίας 

πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (LC-NMR). Στις µέρες µας, οι συζευγµένες 
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µέθοδοι LC-NMR και LC-NMR-MS έχουν εξελιχθεί σε αναλυτικά όργανα ρουτίνας 

σε πολλά εργαστήρια. 

 Η άµεση σύνδεση της LC µε τη φασµατοσκοπία NMR, προτάθηκε 20 χρόνια 

πριν (Albert, et al., 1989). Ωστόσο η επιτυχής και πρακτική σύζευξη LC-NMR 

επιτεύχθηκε την τελευταία δεκαετία, ως αποτέλεσµα µιας σειράς τεχνικών εξελίξεων, 

όπως: (i) η αύξηση ισχύος του µαγνητικού πεδίου των φασµατογράφων NMR, (ii) η 

ανάπτυξη και η βελτιστοποίηση των υποδοχέων δειγµάτων (probe), (iii) η ανάπτυξη 

µεθοδολογιών για επαρκή καταστολή των σηµάτων των διαλυτών και (iv) εξελίξεις 

που αφορούν τη σύνδεση των οργάνων LC και NMR.  

Συνήθως, η οργανολογία LC-NMR αποτελείται από αντλίες LC, στήλες και 

ανιχνευτές UV, τα οποία συνδέονται «on-line» µε ένα φασµατόµετρο NMR, όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 1.9. Η άµεση σύζευξη απαιτεί την ανάπτυξη καταλλήλων 

διασυνδέσεων, διατάξεων «flow-probe», αποτελεσµατικών παλµικών ακολουθιών για 

την καταστολή των σηµάτων του διαλύτη, και νέου αυτοµατοποιηµένου λογισµικού. 

Επίσης, είναι διαθέσιµοι διάφοροι υποδοχείς ροής (flow-probes) µε δραστικό όγκο 

20-120 µL που προσφέρουν καλύτερη ευαισθησία µάζας σε σχέση µε τους 

συµβατικούς υποδοχείς NMR. Ο πιο συνηθισµένος τρόπος σύνδεσης της LC και µε 

τους δυο ανιχνευτές NMR και MS είναι ο παράλληλος τρόπος, όπου το εκλουόµενο 

διάλυµα διαµοιράζεται ώστε να ακολουθήσει δυο παράλληλες ροές. Η ισορροπία 

µεταξύ των δυο χωρισµένων ροών µπορεί να ρυθµιστεί χρησιµοποιώντας ένα 

µεταβλητό διαµοιραστή (variable splitter). Επειδή η φασµατοσκοπία NMR είναι 

λιγότερο ευαίσθητη από τη φασµατοσκοπία MS, η συνήθης αναλογία κατανοµής 

είναι 95:5 για το NMR έναντι του MS.  

 

Σχήµα 1.9. Σχηµατική αναπαράσταση των συστηµάτων LC-NMR-MS 
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Σε µια συνεχούς ροής (on-flow) διάταξη, ο φασµατογράφος NMR λειτουργεί 

ως ανιχνευτής UV ή MS σε ένα χρωµατογραφικό σύστηµα, και το δείγµα παραµένει 

στον υποδοχέα ροής (flow-probe) µόνο για ένα συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα, της 

τάξεως µερικών δευτερολέπτων έως µερικών λεπτών. Ο χρόνος παραµονής εξαρτάται 

από τον όγκο του υποδοχέα ροής (flow-probe) και από την ταχύτητα ροής που 

χρησιµοποιείται στο διαχωρισµό. Το αποτέλεσµα συνήθως απεικονίζεται ως 

δισδυάστατο (2D) διάγραµµα χρόνου-συχνότητας (ppm), που αποτελείται από το 

φάσµα µιας διάστασης (frequency domain) έναντι του χρόνου κατακράτησης, 

παρόµοιο µε ένα διάγραµµα LC-DAD. Παρά τον περιορισµένο χρόνο παραµονής του 

προσδιοριζόµενου συστατικού στον υποδοχέα ροής NMR (flow-probe), που 

επηρεάζει αρνητικά την ποιότητα και την ευαισθησία του φάσµατος, τα πειράµατα 

συνεχούς ροής (on-flow) ήταν τα πρώτα πειράµατα LC-NMR που 

πραγµατοποιήθηκαν και εξακολουθούν να χρησιµοποιούνται ακόµη συχνά. Το  

µοντέλο συνεχούς ροής (on-flow) είναι το πιο απλό, κατάλληλο για ένα γρήγορο 

έλεγχο, παρέχοντας το φάσµα NMR 1H ενός µίγµατος και έχει σηµασία κυρίως για τα 

µεγαλύτερης έντασης σήµατα συντονισµού των κύριων συστατικών. Οι πιο 

διαδεδοµένοι διαλύτες που χρησιµοποιούνται είναι CH3CN-D2O, που έχουν 

χρησιµοποιηθεί τόσο σε ισοκρατική όσο και σε βαθµωτή έκλουση. Όταν 

χρησιµοποιείται βαθµωτή έκλουση για τον διαχωρισµό LC, οι χηµικές µετατοπίσεις 

NMR των πρωτονίων του διαλύτη και του προσδιοριζόµενου συστατικού εξαρτώνται 

από τη σύσταση του διαλύτη και διαρκώς µεταβάλλονται καθώς καταγράφεται το 

φάσµα κατά τη διάρκεια της χρωµατογραφικής ροής. Οι Wolfender et al., 

περιγράφουν πολυάριθµες εφαρµογές του  LC-NMR συνεχούς ροής (on-flow) στην  

ανάλυση φυτικών εκχυλισµάτων.  

Προκειµένου να διεξαχθούν δισδιάστατα πειράµατα NMR 2D και να 

διευκρινιστούν οι δοµές όλων των συστατικών, το δείγµα θα πρέπει να αναλυθεί υπό 

στατικές συνθήκες. Υπάρχουν δυο µέθοδοι µε τις οποίες µπορούν να 

πραγµατοποιηθούν πειράµατα NMR υπό συνθήκες µη συνεχούς ροής (non-flowing): 

(α) µε τη χρήση βαλβίδας για την διακοπή της έκλουσης όταν το υπό µελέτη 

συστατικό βρεθεί στην κυψελίδα ροής εντός του πηνίου, και ονοµάζεται λειτουργία 

διακοπτόµενης ροής (stopped-flow mode), ή (β) µε τη χρήση ειδικών βρόχων για την 

αποθήκευση των επιµέρους ενώσεων έτσι όπως προέρχονται από τον 
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υγροχρωµατογραφικό διαχωρισµό και τη µετέπειτα ανάλυση τους (Exarchou, et al., 

2005). 

Στο µοντέλο διακεκοµµένης ροής (stopped flow) ο ανιχνευτής UV που 

παρακολουθεί το διαχωρισµό, καθοδηγεί τον αναλυτή να προσδιορίσει το χρόνο 

υστέρησης, td,  που αντιστοιχεί στο χρόνο που απαιτείται για τη µεταφορά του 

προσδιοριζόµενου συστατικού από την κυψελίδα UV στη βέλτιστη θέση µέσα στον 

υποδοχέα ροής NMR (flow-probe). Αυτός ο χρόνος υστέρησης εξαρτάται από την 

ταχύτητα ροής του χρωµατογραφικού διαχωρισµού και το µήκος και τη διάµετρο της 

σωλήνωσης που χρησιµοποιείται για να συνδέει τον ανιχνευτή UV µε την κυψελίδα 

ροής NMR (flow-cell). Μόλις ο χρόνος td έχει καθοριστεί για το διαθέσιµο υλισµικό 

(hardware), το λογισµικό µπορεί να ρυθµιστεί ώστε να σταµατάει αυτόµατα η ροή της 

χρωµατογραφικής έκλουσης στο χρόνο td, αφότου το προσδιοριζόµενο συστατικό έχει 

περάσει από τον ανιχνευτή LC. Μετά την καταγραφή των δεδοµένων NMR, η 

χρωµατογραφική ροή ξεκινά ξανά και η διαδικασία επαναλαµβάνεται για το επόµενο 

προσδιοριζόµενο συστατικό. Ωστόσο, οι συχνές διακοπές µπορεί να διαταράξουν την 

ποιότητα του διαχωρισµού και συστατικά που βρίσκονται σε υψηλή συγκέντρωση 

µπορεί να παραµείνουν στην κυψελίδα ανίχνευσης NMR (επίδραση µνήµης-memory 

effect). Κατά συνέπεια το µοντέλο διακεκοµµένης ροής (stopped flow) συνιστάται για 

την ανάλυση µιγµάτων που αποτελούνται από περιορισµένο αριθµό συστατικών. Στο 

πεδίο των φυσικών προϊόντων ο συνδυασµός των διατάξεων συνεχούς ροής (on-flow) 

και διακεκοµµένης ροής (stopped flow) έχει χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα.  

Στο µοντέλο βρόχου-αποθήκευσης (loop-storage) η χρωµατογραφική ροή δεν 

διακόπτεται αλλά κάθε κορυφή του χρωµατογραφήµατος που αντιστοιχεί σε ένα 

προσδιοριζόµενο συστατικό αποθηκεύεται σε ένα µεµονωµένο τριχοειδή βρόχο για 

τη µεταγενέστερη καταγραφή των δεδοµένων NMR σε ένα επόµενο στάδιο. Με τη 

χρήση της τεχνικής βρόχου-αποθήκευσης, προβλήµατα που οφείλονται στις πολλές 

διακοπές της ροής µπορούν να αποφευχθούν. Απαραίτητη προϋπόθεση για την 

εφαρµογή αυτής της τεχνικής είναι η σταθερότητα των αναλυόµενων ουσιών κατά 

την παραµονή τους στους βρόχους αποθήκευσης. Μετά από κάθε µέτρηση ο βρόγχος 

αποθήκευσης και η κυψελίδα του υποδοχέα πλένονται αυτόµατα µε κατάλληλο 

διαλύτη. Αυτή η λειτουργία έχει χρησιµοποιηθεί για την ανάλυση περισσότερο 

πολύπλοκων µιγµάτων όπως είναι και τα φυτικά εκχυλίσµατα (Strohschein, et al.,  
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1999; Tseng, et al., 2000; Bringmann, et al., 2001; Dachtler, et al., 2001; Louden, et 

al., 2002). 

Ένα από τα πιο σοβαρά µειονεκτήµατα της µεθόδου LC-NMR είναι το γεγονός 

ότι είναι αναγκαία η χρήση δευτεριωµένων διαλυτών στο χρωµατογραφικό 

διαχωρισµό, το οποίο αυξάνει σηµαντικά το κόστος της ανάλυσης. Προκειµένου να 

µειωθεί η κατανάλωση των ακριβών δευτεριωµένων διαλυτών, µια µονάδα εκχύλισης 

στερεάς φάσης θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί και να προκύψει η διάταξη LC-SPE-

NMR (Σχήµα 1.10).  

 

Σχήµα 1.10. Τυπική οργανολογική διάταξη LC-SPE-NMR- MS (Jaroszewski, 2005) 

Η εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE) είναι µια εξαιρετικά αποτελεσµατική τεχνική 

για την επαναληπτική, γρήγορη και εκλεκτική προετοιµασία δείγµατος. Υπάρχουν 

διάφορες τεχνικές για την «on-line» σύζευξη της SPE µε τις τεχνικές LC-UV, LC-MS 

και LC-NMR, οι οποίες έχουν ως σκοπό τη συµπύκνωση του δείγµατος πριν τον 

διαχωρισµό LC. Εναλλακτικά, έχει αναφερθεί η χρήση µιας προστατευτικής στήλης-

προστήλης µετά τον διαχωρισµό LC, για τη συµπύκνωση του εκλουόµενων ενώσεων 

πριν την ανάλυση µε τη φασµατοσκοπία NMR, αλλά και η χρήση µιας SPE 

διαχωριστικής µικροστήλης (cartridge) που µπορεί να αντικατασταθεί και είναι 

συνδεδεµένη µε έναν υποδοχέα ροής NMR (flow-probe), που έχει σκοπό την αύξηση 

της ευαισθησίας της τεχνικής LC-NMR. 

Στην πειραµατική διάταξη LC-SPE-NMR, η µονάδα SPE τοποθετείται «on-

line» ανάµεσα στη στήλη LC και στον υποδοχέα ροής NMR (flow-probe). Τα 

προσδιοριζόµενα συστατικά, που διαχωρίζονται στο στάδιο της LC, αραιώνονται µε 

νερό µετά τη στήλη και παγιδεύονται αυτόµατα σε µη πολικές διαχωριστικές 

µικροστήλες SPE. Στη συνέχεια στο στάδιο ξήρανσης µε άζωτο αποµακρύνονται όλοι 
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οι διαλύτες που χρησιµοποιούνται στο χρωµατογραφικό διαχωρισµό. Τέλος, τα 

προσδιοριζόµενα συστατικά µεταφέρονται µε δευτεριωµένους διαλύτες που έχουν 

επιλεχθεί (π.χ. µεθανόλη, ακετονιτρίλιο ή χλωροφόρµιο) στον υποδοχέα ροής NMR 

(flow-probe) για την καταγραφή του φάσµατος (Σχήµα 1.11).  

 

Σχήµα 1.11. Σχηµατική απεικόνιση του σταδίου παγίδευσης, ξήρανσης και 

µεταφοράς στον υποδοχέα ροής NMR (flow-probe) των προσδιοριζόµενων 

συστατικών. 

Η πολλαπλή παγίδευση του ίδιου προσδιοριζόµενου συστατικού από 

επανειληµµένες εγχύσεις LC στην ίδια διαχωριστική µικροστήλη, µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για τη µερική λύση του προβλήµατος της χαµηλής συγκέντρωσης 

αυτού. Εναλλακτικά, αντί της πολλαπλής-παγίδευσης (multi-trapping) προτάθηκε η 

χρήση ηµι-παρασκευαστικών στηλών HPLC σε συνδυασµό µε µονάδα SPE. Οι 

πρώτες αυτοµατοποιηµένες µετρήσεις «on-line» LC-SPE-NMR πραγµατοποιήθηκαν 

σε ένα ακετονικό εκχύλισµα ελληνικής ρίγανης (Exarchou et al., 2003). Στην 

συνέχεια η µεθοδολογία αυτήν χρησιµοποιήθηκε στη µελέτη διαφόρων φυτικών 

εκχυλισµάτων όπως σε εκχυλίσµατα Rhaponticum carthanoides (Miliauskas, et al., 

2005), Kanaria laniflora (Clarkson, et al., 2005), Harpagophytum procumbens 

(Seger, et al., 2005), Smirnowia iranica (Lambert, et al., 2005), σε εµπορικά δείγµατα 

δεντρολίβανου (Pukalskas, et al., 2005) και κλάσµατος ελαιολάδου (Christoforidou, 

et al., 2005). 
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Η πειραµατική διάταξη LC-SPE-NMR είναι παρόµοια µε τη διάταξη βρόχου-

αποθήκευσης LC-NMR, αλλά έχει ορισµένα πλεονεκτήµατα έναντι του βρόχου-

αποθήκευσης και άλλων µεθόδων. Η τεχνική LC-SPE-NMR επιτρέπει τη λειτουργία 

του διαχωρισµού LC µε µια µη-δευτεριωµένη κινητή φάση και στη συνέχεια τη 

χρήση δευτεριωµένου διαλύτη για τη µεταφορά των προσδιοριζόµενων συστατικών 

από τη µονάδα SPE στον υποδοχέα ροής NMR (flow-probe). Ως συνέπεια, 

περιορίζεται το κόστος της µεθόδου, αφού δεν χρησιµοποιούνται πλέον µεγάλες 

ποσότητες δευτεριωµένων διαλυτών. Επίσης, η χρήση τεχνικών καταστολής των 

σηµάτων συντονισµού του διαλύτη, που µπορούν να οδηγήσουν σε απώλεια των 

σηµάτων του προσδιοριζόµενου συστατικού, περιορίζεται σηµαντικά ή δεν είναι 

πλέον απαραίτητη. Από την άλλη πλευρά, τα φάσµατα που λαµβάνονται σε καθαρό 

CDCl3, CD3OD ή CD3CN είναι πιο εύκολο να συγκριθούν µε βιβλιογραφικά 

δεδοµένα σε σύγκριση µε τα φάσµατα της µεθόδου διακεκοµµένης ροής (stopped 

flow) LC-NMR που λαµβάνονται σε µίγµατα D2O και CH3CN. Επέκταση της 

τεχνικής σε LC-SPE-NMR-MS θα µπορούσε να οδηγήσει στη αδιαµφισβήτητη 

ταυτοποίηση των συστατικών ενός πολύπλοκου µίγµατος. Τέλος, πρόσφατα 

αναφέρθηκε η δυνατότητα της πιθανής συνένωσης του διαχωρισµού LC µε µια 

προστήλη «on-line» ανίχνευσης ενώσεων, που έχουν την ιδιότητα δέσµευσης 

ελευθέρων ριζών, η οποία στηρίζεται σε κάποιο πρότυπο σύστηµα οξείδωσης (όπως 

παρακολούθηση της ελάττωσης των ριζών DPPH· ή ABTS·+) (Boskou et al., 2006).  

Είναι φανερό ότι η τεχνική LC-SPE-NMR είναι µια καινούργια σηµαντική 

αναλυτική τεχνική για την ανάλυση φυτικών εκχυλισµάτων. Για την µεγαλύτερη 

βελτίωση της συνολική ευαισθησίας του συστήµατος µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

υποδοχέας ροής NMR (flow-probe) κρυογεννετικής τεχνολογίας (cryogenically 

cooled). Η µεθοδολογία αυτή οδηγεί σε βελτίωση της αναλογίας σήµατος/ θόρυβο 

(S/N) στο φάσµα NMR κατά ένα παράγοντα από 3 έως 5 για διαλύτες χαµηλής 

διηλεκτρικής σταθεράς. Επίσης, µια από τις πιο πολλά υποσχόµενες εξελίξεις στη 

σχεδίαση των υποδοχέων NMR, εκτός από τους υποδοχείς κρυογεννετικής 

τεχνολογίας που εγγυώνται βελτιωµένη ευαισθησία, είναι η καθιέρωση 

µικροσκοπικών σωληνοειδών µικροπηνίων (miniaturized solenoidal microcoils). 

Αυτά µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε µικροσκοπικά συζευγµένα συστήµατα, όπως 

είναι το σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας τριχοειδούς σε σύζευξη µε πυρηνικό 

µαγνητικό συντονισµό (capillary high-performance liquid chromatography NMR, 
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(capLC-NMR), το σύστηµα ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς σε σύζευξη µε πυρηνικό 

µαγνητικό συντονισµό (capillary electrophoresis NMR, (CE-NMR), το σύστηµα 

ηλεκτροχρωµατογραφία τριχοειδούς σε σύζευξη µε πυρηνικό µαγνητικό συντονισµό 

(capillary electrochromatography-NMR, (CEC-NMR) και το σύστηµα CITP-NMR 

(capillary isotachophoresis-NMR, (Exarchou et al., 2005, Boskou et al., 2006). Στην 

περίπτωση του CAP-NMR η ίδια διαδικασία µικροκλασµάτωσης όπως αυτή που 

περιγράφεται στη µέθοδο LC-SPE-NMR µπορεί να χρησιµοποιηθεί, µε εξαίρεση ότι 

τα δείγµατα δεν παγιδεύονται σε SPE, αλλά ξηραίνονται σε µικροκλάσµατα LC. 

Μειονέκτηµα αυτής της διαδικασίας είναι ότι απαιτείται περισσότερο δείγµα σε 

σύγκριση µε την συνεχούς ροής (on-flow) διαδικασία, αλλά τα φάσµατα NMR που 

λαµβάνονται είναι καλύτερης ποιότητας, ενώ άλλες πληροφορίες όπως δεδοµένα UV 

και MS µπορούν να καταγραφούν «on-line» κατά τη διάρκεια της 

µικροκλασµάτωσης. 

Όπως προκύπτει από τα παραπάνω, οι συζευγµένες τεχνικές LC έχουν διαρκώς 

και σηµαντικότερο ρόλο στη µελέτη νέων βιοδραστικών ενώσεων από φυσικά 

προϊόντα. Οι πληροφορίες που προκύπτουν από το συνδυασµό των µεθόδων LC-UV-

DAD, LC-MS καθώς και LC-NMR είναι πολύ διαφωτιστικές για την 

αποκρυπτογράφηση της δοµής των µορίων σε ένα φυτικό εκχύλισµα.  
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Σκοπός της διδακτορικής διατριβής 

Η µελέτη της σύστασης φυτικών εκχυλισµάτων αποτελεί έναν τοµέα έρευνας 

µε έντονη δραστηριότητα. Μεταξύ των παραγόντων που επηρεάζουν τη σύσταση σε 

βιοενεργά συστατικά θεωρείται ο χρόνος συλλογής, η προκατεργασία του φυτού 

αλλά και ο τρόπος εκχύλισης. Για την ανάλυση, ταυτοποίηση και µελέτη των 

φυτικών εκχυλισµάτων απαιτείται διαχωρισµός, αποµόνωση και χαρακτηρισµός των 

συστατικών µε διάφορες τεχνικές. Η υγρή χρωµατογραφία θεωρείται η πιο 

αποτελεσµατική µέθοδος διαχωρισµού των συστατικών, ενώ µε τη φασµατοσκοπία 

µάζας και τη φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού επιτυγχάνεται η 

ταυτοποίηση αυτών. Από τις πλέον σύγχρονες µεθοδολογίες για τη γρήγορη ανάλυση 

µιγµάτων φυσικών προϊόντων είναι η απευθείας σύζευξη της υγρής χρωµατογραφίας 

µε φασµατοµετρία µάζας (LC-MS) καθώς και µε φασµατογράφο πυρηνικού 

µαγνητικού συντονισµού (LC-NMR). Συνεπώς, είναι ιδιαίτερα επιθυµητή η ανάπτυξη 

µεθοδολογιών για την άµεση, γρήγορη και ακριβή ταυτοποίησή αυτών σε πολύπλοκα 

φυτικά εκχυλίσµατα χωρίς τον προηγούµενο χρωµατογραφικό διαχωρισµό τους.  

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η συγκριτική µελέτη της 

επίδρασης της περιοχής, του χρόνου συλλογής και της µεθόδου εκχύλισης στα 

φαινολικά συστατικά εκχυλισµάτων φύλλων Ligustrum lucidum χωρίς περαιτέρω 

κατεργασία του αρχικού εκχυλίσµατος µε τη χρήση συζευγµένων τεχνικών LC-MS 

και LC-NMR, καθώς και η ανάπτυξη µεθοδολογίας προσδιορισµού ολικών φαινολών 

µε τη χρήση πρωτονιακής φασµατοσκοπίας πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού µιας 

διάστασης (NMR 1Η).  Αξίζει να σηµειωθεί ότι είναι η πρώτη φορά που µελετάται η 

συγκεκριµένη ποικιλία του φυτού, Ligustrum lucidum, που φύεται στον ελλαδικό 

χώρο καθώς και ο αριθµός των εργασιών σχετικά µε τη σύσταση των φύλλων είναι 

πολύ περιορισµένος.  
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2.1 ∆είγµατα φύλλων Ligustrum lucidum 

Για την µελέτη της σύστασης και της αντιοξειδωτικής δρασης εκχυλισµάτων 

φύλλων Ligustrum lucidum χρησιµοποιήθηκαν φύλλα που συλλέχθηκαν από δύο 

διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδος (Ιωάννινα: βορειοδυτική Ελλάδα, 

Κάριανη: βόρεια Ελλάδα) σε τέσσερις διαφορετικές χρονικές περιόδους 

(Φεβρουάριο, Μάιο: περίοδος ανθοφορίας, Ιούλιο και Νοέµβριο: περίοδος 

καρποφορίας) κατά το έτος 2006 (Πίνακας 2.1). Τα φύλλα χαρακτηρίστηκαν 

βοτανικά στο Εργαστήριο Βοτανικής του τµήµατος Βιολογικών Εφαρµογών του 

Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων από τον Επ. Καθηγητή Α. Κυπαρίσση. 

Πίνακας 2.1. Στοιχεία γεωγραφικής προέλευσης και συλλογής φύλλων Ligustrum 

lucidum  

 Γεωγραφική περιοχή 

προέλευσης 

Χρονολογία και µήνας 

συλλογής 

Ligustrum lucidum 

Ιωάννινα 

Φεβρουάριος 2006 

Μάιος 2006 

Ιούλιος 2006 

Νοέµβριος 2006 

Κάριανη 

Φεβρουάριος 2006 

Μάιος 2006 

Ιούλιος 2006 

Νοέµβριος 2006 

 

2.2 Πρότυπες ενώσεις 

Οι πρότυπες ενώσεις απιγενίνη-7-γλυκοζίτης, ρουτίνη και ροσµαρινικό οξύ 

αγοράστηκαν από τη Fluka(Steinheim, Germany), λουτεολίνη, λουτεολίνη-7-

γλυκοζίτης, ισοροϊφολίνη (απιγενίνη-7-ρουτινοζίτης) από την Extrasynthese (Genay, 

Γαλλία), απιγενίνη (95%), κερκετίνη (2H2O), καφεϊκό (98%) και γαλλικό και από την 

Aldrich (Steinheim, Germany). 
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2.3 ∆ιαλύτες 

Οι αναλυτικώς καθαροί διαλύτες µεθανόλη, n-εξάνιο, και οξικός 

αιθυλεστέρας που χρησιµοποιήθηκαν για την εκχύλιση των φύλλων Ligustrum, 

αγοράστηκαν από τη Lab-Scan, (Dublin, Ireland) και η απόλυτη αιθανόλη από τη 

Sigma (Steinheim, Germany). Οι υψηλής καθαρότητας διαλύτες ακετονιτρίλιο, 

µεθανόλη και νερό κατάλληλοι για χρωµατογραφική χρήση (HPLC-grade), 

αγοράστηκαν από τη Merck, (Darmstadt, Germany). Το οξικό οξύ (glacial) 

αναλυτικώς καθαρό ήταν της Merck (Darmstadt, Germany). Οι  µετρήσεις NMR 

έγιναν µε δευτεριωµένους διαλύτες ακετονιτρίλιο-d3 (99,8%) (CD3CN) της Deutero 

(Kastellaun,Germany) και διµεθυλοσουλφοξείδιο-d6 (99,9%) (DMSO) της Aldrich 

(Steinheim, Germany).    

2.4 Αντιδραστήρια 

Για τον προσδιορισµό των ολικών φαινολών των εκχυλισµάτων 

χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau που αγοράστηκε από τη Fluka 

(Steinhein, Switzerland) και το ανθρακικό νάτριο από τη Riedel de Haen (Seelze, 

Germany). Για τον προσδιορισµό των ολικών φλαβονοειδών χρησιµοποιήθηκε το 

τριχλωριούχο αργίλιο της Fluka (Steinhein, Switzerland). Για την εκτίµηση της 

αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων χρησιµοποιήθηκε η σταθερή ρίζα 2,2-

διφαινυλο-1-πικρυλυδραζύλιο (DPPH•) (~90%) της Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Germany).  

2.5 Όργανα - Συσκευές 

Η µελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων φύλλων Ligustrum lucidum για 

την παρουσία φαινολικών ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε συσκευή υγρής 

χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης αντίστροφης φάσης (RP-HPLC) Shimadzu 

(Tokyo, Japan) συστήµατος µεταφοράς τεσσάρων διαλυτών FCV-10AL VP, αντλίας 

LC-10AD VP, ελεγκτή συστήµατος SCL-10A VP συνδεδεµένων µε ανιχνευτή 

συστοιχίας διόδων λυχνιών SPD-M10A VP και κλασµατοσυλλέκτη FRC-10A Ver 3. 

Η εισαγωγή του δείγµατος επιτυγχάνεται µε βαλβίδα εισαγωγής Rheodyne 7125 

(CA), LP µε βρόγχο όγκου 20 µl. Η θερµοστάτηση της στήλης έγινε σε φούρνο CTO-

10AS (Shimadzu, Tokyo, Japan). Ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός των 

φαινολικών συστατικών των εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε σε αναλυτική στήλη 



 

50 

ODS Supelco C18 (25cm×4,6mm), 5µm. Η επεξεργασία των χρωµατογραφηµάτων 

πραγµατοποιήθηκε σε λογισµικό CLASS-VP.  

Η ανάλυση των εκχυλισµάτων µε την τεχνική LC-MS πραγµατοποιήθηκε σε 

σύστηµα Agilent 1100 Technologies LC/MSD Trap SL, (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA) αποτελούµενο από αντλία Agilent G1312A, αυτόµατο 

δειγµατολήπτη Agilent G1313A, απαερωτή  Agilent G1379A, ανιχνευτή υπεριώδους-

ορατού Agilent G1315B και φασµατογράφο µάζας τύπου Agilent G2445Α (LC/MSD 

Trap SL ion trap mass spectrometer) µε πηγή ιονισµού ηλεκτροψεκασµού (ESI). Ο 

έλεγχος και η επεξεργασία των δεδοµένων γίνεται µέσω Η/Υ και του προγράµµατος 

Agilent Chemstation Software 2003. Ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός 

εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε σε αναλυτική στήλη Altima C18 (25cm x 4.6 mm 

i.d.), 5 µm της Altech (Deerfield, USA). Αέριο άζωτο N2 χρησιµοποιείται ως 

εκνεφωτής σε πίεση 10 psi και η ροή ρυθµίστηκε στα 4 L/min. Η θερµοκρασία και το 

δυναµικό του τριχοειδούς ρυθµίστηκαν στους 325 oC και 3.5 kV, αντίστοιχα. Η λήψη 

φάσµατος µάζας MS πραγµατοποιήθηκε σε ένα εύρος τιµών 50 έως 800 m/z.  

Η ανάλυση του εκχυλίσµατος του οξικού αιθυλεστέρα µε την εφαρµογή της 

συνδυαστικής τεχνικής LC-SPE-NMR πραγµατοποιήθηκε στο νεοαποκτηθέν όργανο 

LC-NMR του Κέντρου Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού του Πανεπιστηµίου 

Ιωαννίνων της εταιρείας Bruker. Το σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας αποτελείται 

από αντλία υγρής χρωµατογραφίας Agilent G13311A, ανιχνευτή διόδου λυχνιών 

Bruker DAD (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany) και έναν αυτόµατο 

δειγµατολήπτη Agilent G1311A µε βρόγχο εναίσιµου όγκου100 µl. Για την αυτόµατη 

παγίδευση των κορυφών του χρωµατογραφήµατος χρησιµοποιήθηκε η συσκευή 

εκχύλισης στερεάς φάσης Bruker/Spark Prospect 2 µε µικροστήλες Hysphere GP µε 

διάµετρο 2 mm και µέγεθος σωµατιδίων 5-15 µm. Η προσθήκη ύδατος για την 

µείωση της εκλουστικής ικανότητας των µικροστηλών και την αποτελεσµατική 

κατακράτηση των εκλουόµενων από τη στήλη της υγρής χρωµατογραφίας ενώσεων 

έγινε µε τη χρήση της αντλίας HPLC Knauer K 120 (Berlin, Germany). Τα 

παγιδευµένα συστατικά µετά την ξήρανση µε αέριο άζωτο εκλούονται και 

µεταφέρονται µε δευτεριωµένο ακετονιτρίλιο σε φασµατογράφο NMR Bruker AV-

500 εξοπλισµένο µε υποδοχέα ενδιάµεσης ροής LC-SEI 4mm 1H- 13C (flow probe) µε 

όγκο 60 µL (Bruker, BioSpin, Rheinstetten, Germany). Ο υγροχρωµατογραφικός 

διαχωρισµός του εκχυλίσµατος πραγµατοποιήθηκε σε αναλυτική στήλη Discovery 
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C18, (250mm x 4.6mm i.d.), 5µm της Supelco. Η επεξεργασία των 

χρωµατογραφηµάτων πραγµατοποιήθηκε σε λογισµικό HyStar ενώ των φασµάτων σε 

λογισµικό TopSpin 1.3 και τα δύο της Bruker.  

Η λήψη των φασµάτων NMR πραγµατοποιήθηκε στο Κέντρο Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισµού του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων σε φασµατογράφο NMR 

Bruker AV-400 εξοπλισµένο µε µονάδα βαθµίδωσης πεδίου z (field gradient) και σε 

φασµατογράφο NMR Bruker AV-500 εξοπλισµένο µε TXI cryoprobe. Η επεξεργασία 

των φασµάτων έγινε µε τη βοήθεια του λογισµικού TopSpin 2.1 της Bruker.  

Η αποµάκρυνση του διαλύτη στα υδατικά εκχυλίσµατα πραγµατοποιήθηκε σε 

λυοφιλιωτή Christ, µοντέλου Alpha 1-2 (Germany). Στα εκχυλίσµατα που 

παραλήφθηκαν µε οργανικούς διαλύτες, η αποµάκρυνση των διαλυτών 

πραγµατοποιήθηκε σε περιστροφικό εξατµιστήρα Buchi, µοντέλο R-114, 

συνδεδεµένο µε υδατόλουτρο, µοντέλο Β-480 και µε ρυθµιστή κενού, µοντέλο V-

800.  

Για την παρασκευή των εκχυλισµάτων χρησιµοποιήθηκαν συσκευή υπερήχων 

µοντέλο Elma S30 (Germany), θερµοστατούµενο υδατόλουτρο SWB 5020 (Bioline 

Scientific, Greece) και συσκευή φυγοκέντρησης Mikro 12-24 (Hettich zentrifugen, 

Germany).  

Στους φασµατοφωτοµετρικούς προσδιορισµούς χρησιµοποιήθηκε 

φασµατοφωτόµετρο Advanced Seconam της Anthelie (France). 

2.6 Μέθοδοι 

2.6.1 Παρασκευή εκχυλισµάτων 

α. Προκατεργασία φύλλων 

Φρέσκα φύλλα Ligustrum lucidum πλύθηκαν πρώτα µε νερό της βρύσης και 

µετά µε απεσταγµένο νερό για την αποµάκρυνση σκόνης και εντοµοκτόνων. 

Ακολούθησε ξήρανση αυτών σε θερµοκρασία δωµατίου και αποθήκευση σε 

καταψύκτη.  

β. Παρασκευή εκχυλισµάτων 

� Εµποτισµός σε µεθανόλη και αιθανόλη για 1 εβδοµάδα (1 week) 

Για την παραλαβή του µεθανολικού και αιθανολικού εκχυλίσµατος 

λυοτριβηµένα φύλλα Ligustrum lucidum (30 g) εµποτίστηκαν σε 150 ml µεθανόλης/ 
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αιθανόλης αντίστοιχα και αφέθηκαν για µια εβδοµάδα (7 ηµέρες) στο σκοτάδι  σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό µε χωνί Buchner για την 

παραλαβή του εκχυλίσµατος και ο διαλύτης αποµακρύνθηκε µε εξάτµιση υπό κενό. 

Το στερεό ή ελαιώδες εκχύλισµα που προέκυψε αποθηκεύτηκε σε καταψύκτη.  

� Εµποτισµός σε µίγµα µεθανόλης-νερού για 1 µήνα (1 month) 

Για την παραλαβή του µεθανολικού-υδατικού εκχυλίσµατος λυοτριβηµένα 

φύλλα  Ligustrum lucidum (30 g) εµποτίστηκαν σε 150 ml µίγµατος µεθανόλης-νερού 

(4:1, v/v) και αφέθηκαν για ένα µήνα στο σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Ακολούθησε διήθηση υπό κενό µε χωνί Buchner για την παραλαβή του εκχυλίσµατος 

και ο διαλύτης αποµακρύνθηκε µε εξάτµιση υπό κενό. Το ελαιώδες εκχύλισµα που 

προέκυψε αποθηκεύτηκε σε καταψύκτη.  

� Εκχύλιση σε λουτρό υπερήχων για 30 λεπτά  

Για την παραλαβή του µεθανολικού-υδατικού εκχυλίσµατος λυοτριβηµένα 

φύλλα  Ligustrum lucidum (30 g) αναµίχθηκαν µε 150 ml µίγµατος µεθανόλης-νερού 

(4:1, v/v). Ακολούθησε ανάδευση του µίγµατος και η εκχύλιση πραγµατοποιήθηκε σε 

λουτρό υπερήχων για χρονικό διάστηµα 30 min. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό µε 

χωνί Buchner για την παραλαβή του εκχυλίσµατος και ο διαλύτης αποµακρύνθηκε µε 

εξάτµιση υπό κενό. Το στερεό εκχύλισµα που προέκυψε αποθηκεύτηκε σε 

καταψύκτη.  

� Εκχύλιση µε ανάδευση σε υδατόλουτρο για 24 ώρες (24h) 

Για την παραλαβή του  αιθανολικού και µεθανολικού-υδατικού  εκχυλίσµατος 

λυοτριβηµένα φύλλα  Ligustrum lucidum (30 g) αναµίχθηκαν µε 150 ml αιθανόλης 

και µίγµατος µεθανόλης-νερού (4:1, v/v) αντίστοιχα. Ακολούθησε ανάδευση αυτών 

σε υδατόλουτρο για 24 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε διήθηση υπό 

κενό µε χωνί Buchner για την παραλαβή του εκχυλίσµατος και αποµάκρυνση του 

διαλύτη σε περιστροφικό εξατµιστήρα υπό κενό. Το στερεό ή ελαιώδες εκχύλισµα 

που προέκυψε αποθηκεύτηκε σε καταψύκτη.  

� Εκχύλιση µε απεσταγµένο νερό για 1 ώρα στους 100 °C 

Για την παραλαβή του υδατικού εκχυλίσµατος λυοτριβηµένα φύλλα  

Ligustrum lucidum (30 g) αναµίχθηκαν µε 150 ml απεσταγµένου νερού για 1 ώρα 

στους 100 °C. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό µε χωνί Buchner για την παραλαβή του 
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εκχυλίσµατος και αποµάκρυνση του νερού µε λυοφιλίωση. Τα δείγµατα που 

προέκυψαν ήταν υπό µορφή σκόνης και αποθηκεύτηκαν σε καταψύκτη.  

 

� Εκχύλιση σε συσκευή Soxhlet 

40 g λυοτριβηµένων φύλλων Ligustrum lucidum εκχυλίστηκαν διαδοχικά µε 

διαλύτες αυξανόµενης κάθε φορά πολικότητας που ήταν κατά σειρά: εξάνιο, οξικός 

αιθυλεστέρας και µεθανόλη σε συσκευή Soxhlet για 8 h. Ακολούθησε διήθηση υπό 

κενό µε χωνί Buchner για την παραλαβή των εκχυλισµάτων και αποµάκρυνση των 

διαλυτών σε περιστροφικό εξατµιστήρα υπό κενό. Τα στερεά εκχυλίσµατα που 

προέκυψαν αποθηκεύτηκαν σε καταψύκτη. Πριν από κάθε υγροχρωµατογραφική 

ανάλυση µέρος του εκχυλίσµατος φυγοκεντρείται και κατόπιν πραγµατοποιείται 

διήθηση αυτού µε φίλτρο 0.45µm. 

Στο Σχήµα 2.1 δίνεται διάγραµµα παρασκευής των εκχυλισµάτων και στον 

Πίνακα 2.2 αναγράφονται συγκεντρωτικά τα δείγµατα που παρασκευάστηκαν µε τις 

µεθόδους που προαναφέρθηκαν.  
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Σχήµα 2.1. ∆ιάγραµµα παρασκευής εκχυλισµάτων 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Λυοτρίβηση µε υγρό Ν2 

Εκχύλιση µε 
απεσταγµένο 

H2O για 1h στους 
100o C 

Εκχύλιση 
σε 

συσκευή 
soxhlet 

Εκχύλιση 
σε λουτρό 
υπερήχων 

(u.s.b) 

Εκχύλιση µε 
ανάδευση σε 
υδατόλουτρο  

Εκχύλιση µε 
εµπλουτισµό 
των φύλλων 
για 1 µήνα (1 

month) 

Εκχύλιση µε 
εµπλουτισµό 
των φύλλων 

για 1 
εβδοµάδα (1 

week) 

Παρασκευή εκχυλισµάτων 

Φρέσκα φύλλα µετά 
από πλύση και 

ξήρανση στον αέρα 

Hexane EtOAc MeOH 

MeOH / H2O EtOH 

MeOH  

MeOH / H2O 

MeOH / H2O EtOH 
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Πίνακας 2.2. Συγκεντρωτικός πίνακας των εκχυλισµάτων που παρασκευάστηκαν 

A/α Κωδικός εκχυλισµάτων Περιγραφή εκχυλισµάτων 

1 L.K.M.MeOH/H20 u.s.b. 
Υδατοµεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη, τον 

µήνα Μάϊο  µε χρήση λουτρού υπερήχων 

2 L.K.M.EtOH 24h 
Αιθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη, τον µήνα 

Μάϊο  µε ανάδευση σε υδατόλουτρο 

3 L.K.M.EtOH 1week 
Αιθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη, τον µήνα 

Μάϊο  µε εµποτισµό µιας εβδοµάδας 

4 L.K.M.MeOH/H20 24h 
Υδατοµεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη, τον 

µήνα Μάϊο µε ανάδευση σε υδατόλουτρο 

5 L.K.M.MeOH/H20 1month 
Υδατοµεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη, τον 

µήνα Μάϊο µε εµποτισµό ενός µήνα 

6 L.K.M.MeOH soxhlet 
Μεθανολικό εκχύλισµα µε συσκευή  soxhlet από 

την Κάριανη κατά τον µήνα Μάϊο 

7 L.K.M.EtOAc soxhlet 
Οξικού αιθυλεστέρα εκχύλισµα µε συσκευή  

soxhlet από την Κάριανη κατά τον µήνα Μάϊο 

8 L.K.M.Hex. soxhlet 
Εξανικό εκχύλισµα µε συσκευή  soxhlet από την 

Κάριανη κατά τον µήνα Μάϊο 

9 L.I.M.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον µήνα 

Μάιο  

10 L.I.J.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον µήνα 

Ιούλιο 

11 L.I.F.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον µήνα 

Φεβρουάριο 

12 L.I.N.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον µήνα 

Νοέµβριο 

13 L.I.M.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον 

µήνα Μάϊο 

14 L.I.J.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον 

µήνα Ιούλιο 

15 L.I.F.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον 

µήνα Φεβρουάριο 

16 L.I.N.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα κατά τον 

µήνα Νοέµβριο 

17 L.K.M.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Μάϊο 

18 L.K.J.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Ιούλιο 

19 L.K.F.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Φεβρουάριο 

20 L.K.N.Aq 
Υδατικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Νοέµβριο 

21 L.K.M.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Μάϊο 

22 L.K.J.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Ιούλιο 

23 L.K.F.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Φεβρουάριο 

24 L.K.N.MeOH 
Μεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη κατά τον 

µήνα Νοέµβριο 

όπου: L= Ligustrum lucidum, K= Κάριανη, I=Ιωάννινα, M=Μάϊος, J=Ιούλιος, N=Νοέµβριος, 
F=Φεβρουάριος, Aq= H2O 
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2.6.2 Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων  

2.6.2.1  Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε αναλυτική υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 

Ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός των εκχυλισµάτων των φύλλων  

Ligustrum lucidum έγινε µε χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης (RP-HPLC). Για την 

ανάλυση των εκχυλισµάτων ετοιµάστηκαν διαλύµατα συγκέvτρωσης 1mg/ml σε 

µεθανόλη.  

Η κινητή φάση αποτελούνταν από υδατικό διάλυµα οξικού οξέος 0.1% 

(διαλύτης Α) και από ακετονιτρίλιο (διαλύτης Β). Το σύστηµα βαθµωτής έκλουσης  

καθώς και οι παράµετροι λειτουργίας της αναλυτικής µεθόδου που 

χρησιµοποιήθηκαν δίνονται στον Πίνακα 2.3. 

Πίνακας 2.3. Πειραµατικές παράµετροι της αναλυτικής µεθόδου HPLC για την 

ανάλυση των εκχυλισµάτων των φύλλων  Ligustrum lucidum 

Στατική φάση Altima C18, 25cm x 4.6 mm i.d., 5 µm 

ODS Supelco C18, 25cm×4.6mm, 5µm 
 

Κινητή φάση ∆ιαλύτης Α: νερό (0.1% οξικό οξύ) 

∆ιαλύτης Β: ακετονιτρίλιο 
 

Σύσταση κινητής φάσης Χρόνος 

(min) 
% διαλύτης Α % διαλύτης Β 

0 95 5 

20 75 25 

40 50 50 

50 20 80 

60 95 5 
 

Ταχύτητα ροής κινητής φάσης 1 ml/min 

Ενέσιµος όγκος 20 µl 

Θερµοκρασία στήλης 25 ºC 
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2.6.2.2  Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε τη συζευγµένη τεχνική LC-

DAD-ESI-MS 

Ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός των εκχυλισµάτων µε την συζευγµένη 

τεχνική LC-MS πραγµατοποιήθηκε σε αναλυτική στήλη Altima C18 (25cm x 4.6 mm 

i.d.), 5 µm. Για την έκλουση των συστατικών από την στήλη χρησιµοποιήθηκαν οι 

ίδιοι διαλύτες µε το ίδιο πρόγραµµα βαθµωτής µεταβολής της σύστασης των 

διαλυτών µε την HPLC µε ταχύτητα ροής 0.6 ml/min. Ο ενέσιµος όγκος του 

δείγµατος ήταν 20 µl. 

Οι µετρήσεις µάζας έγιναν χρησιµοποιώντας την τεχνική του 

ηλεκτροψεκασµού µε αρνητικό δυναµικό. Κατά τον ηλεκτροψεκασµό διαλύµατος, τα 

εντός του διαλύµατος ιόντα της προσδιοριζόµενης ουσίας µεταβαίνουν στην αέρια 

κατάσταση. Η τεχνική του ηλεκτροψεκασµού χρησιµοποιείται ευρέως στην ανάλυση 

πολικών ενώσεων. Επίσης, καθιστά δυνατή την ανάλυση θερµικά ασταθών ενώσεων 

ή ενώσεων υψηλού µοριακού βάρους, οι οποίες παρουσιάζουν προβλήµατα στην 

ανάλυσή τους µε τη συνήθη τεχνική της φασµατοµετρίας µάζας. Η διαδικασία του 

ηλεκτροψεκασµού µπορεί να χωριστεί βασικά σε τρία στάδια: στο σχηµατισµό 

σταγόνας, στη συρρίκνωση της σταγόνας και στην παραγωγή ιόντων στην αέρια 

φάση. Το διάλυµα της προσδιοριζόµενης ένωσης απελευθερώνεται στην άκρη της 

βελόνας ηλεκτροψεκασµού, όπου εφαρµόζεται ισχυρό ηλεκτρικό πεδίο. Μόλις το 

διάλυµα υποστεί το ισχυρό ηλεκτρικό πεδίο σχηµατίζεται ένα νέφος από σταγόνες 

ισχυρά φορτισµένες στην επιφάνειά τους. Αν θεωρήσουµε ότι εφαρµόζεται αρνητικό 

δυναµικό, τα εντός του διαλύµατος αρνητικά ιόντα συσσωρεύονται στην επιφάνεια µε 

τέτοιο τρόπο ώστε σχηµατίζουν έναν κώνο (Taylor cone). Σε αρκούντως ισχυρό 

πεδίο, ο κώνος παράγει αρνητικά φορτισµένες σταγόνες όταν η εφαρµοζόµενη 

ηλεκτροστατική δύναµη υπερβεί την επιφανειακή τάση του διαλύτη. Η διάµετρος της 

σταγόνας εξαρτάται από το εφαρµοζόµενο δυναµικό, την ταχύτητα ροής του 

διαλύµατος και τη φύση του διαλύτη. Καθώς το νέφος από σταγόνες διασχίζει µια 

βαθµωτή µεταβολή της πίεσης προς την κατεύθυνση του αναλυτή µάζας, κατ’ αρχάς 

λαµβάνει χώρα εξάτµιση του διαλύτη από τις αρχικά σχηµατιζόµενες σταγόνες, η 

οποία επιφέρει µια µείωση στη διάµετρο της σταγόνας µε ταυτόχρονη αύξηση της 

πυκνότητας φορτίου στην επιφάνεια κάθε σταγόνας. Η πυκνότητα φορτίου στην 

επιφάνεια κάθε σταγόνας αυξάνει συνεχώς µέχρι ενός κρίσιµου σηµείου, πού είναι 

γνωστό ως όριο Rayleigh. Στο κρίσιµο αυτό σηµείο, λαµβάνει χώρα η σχάση της 
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σταγόνας (σχάση Coulomb) σε µικρότερα σταγονίδια διότι η ηλεκτροστατική άπωση 

έχει υπερβεί την επιφανειακή τάση που κρατάει ενωµένη τη σταγόνα. Στη συνέχεια 

λαµβάνει χώρα περαιτέρω εξάτµιση του διαλύτη και σχάσεις κ.ο.κ., µε αποτέλεσµα 

το σχηµατισµό τελικά πολύ µικρών σταγονιδίων από τα οποία εκτινάσσονται τα ιόντα 

της εξεταζόµενης ένωσης στην αέρια κατάσταση λόγω της ηλεκτροστατικής άπωσης. 

Για την ευκολότερη εκνέφωση του διαλύµατος καθώς αυτό εξέρχεται από τη βελόνα 

ηλεκτροψεκασµού, συνήθως διαβιβάζεται αέριο (sheath gas). Παράλληλα, το αέριο 

αυτό διευκολύνει και την εξάτµιση του διαλύτη από τις σταγόνες (auxiliary gas).  

Στο Σχήµα 2.2 δίνεται σχηµατική παράσταση των σπουδαιότερων φαινοµένων 

τα οποία λαµβάνουν χώρα κατά τον ηλεκτροψεκασµό διαλύµατος.  

 

 
Σχήµα 2.2. Σχηµατισµός σταγόνων κατά τον ηλεκτροψεκασµό διαλύµατος  

Στην προκειµένη περίπτωση, ως αέριο ξήρανσης (βοηθητικό αέριο, auxiliary 

gas) καθώς και ως αέριο εκνέφωσης (sheath gas) χρησιµοποιήθηκε άζωτο. Στη 

γεννήτρια αζώτου παρέχεται αέρας από έναν αεροσυµπιεστή (compressor) όπου 

διατηρείται ο αέρας υπό ατµοσφαιρική πίεση. 

Μία σάρωση δύο γεγονότων χρησιµοποιείται για τις µετρήσεις του φάσµατος 

µάζας. Στο πρώτο γεγονός γίνεται η λήψη φάσµατος µάζας MS µε ένα εύρος 200-800 
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m/z. Ενώ στο δεύτερο γεγονός πραγµατοποιείται µία µέτρηση MS/MS του ιόντος µε 

την µεγαλύτερη ένταση. 

 

2.6.2.3 Μελέτη της σύστασης µε  την συζευγµένη τεχνική LC-DAD-SPE-NMR 

Από την µελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε υγρή χρωµατογραφία και 

φασµατοµετρία µάζας επιλέχτηκε το εκχύλισµα του οξικού αιθυλεστέρα για µελέτη 

µε τη χρήση της συνδυαστικής τεχνικής LC-SPE-NMR. Η αρχή λειτουργίας της 

τεχνικής αυτής βασίζεται στην δυνατότητα αποθήκευσης εκλουόµενων ενώσεων από 

µια χρωµατογραφική στήλη σε µικροστήλες  εκχύλισης στερεάς φάσης (SPE) (Σχήµα 

2.3). 

Στήλη
Αντλία
HPLC

DAD

Μονάδα

εκχύλισης 

στερεάς

φάσης

0.6 ml/min

Βοηθητική αντλία
(H2O) 

(make up pump)

NMR

500

MHz

Σχήµα 2.3. ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση του LC-SPE-NMR 

Μετά το διαχωρισµό από το χρωµατογράφο HPLC και τον ανιχνευτή,  οι 

εκλουόµενες ενώσεις µεταφέρονται στη µονάδα εκχύλισης στερεάς φάσης όπου και 

παγιδεύονται σε ξεχωριστές µικροστήλες. Στην πραγµατικότητα αυτή η µονάδα 

εκχύλισης είναι ένας τροποποιηµένος χρωµατογράφος στερεάς φάσης, ο οποίος έχει 

κατασκευαστεί κατά τέτοιο τρόπο, ώστε να αποτελεί έναν ενδιάµεσο 

αυτοµατοποιηµένο κρίκο για τη σύζευξη του συστήµατος HPLC µε το 

φασµατογράφο NMR. Η µονάδα SPE παγιδεύει αυτόµατα στις µικροστήλες τις 

συγκεκριµένες ενώσεις (κορυφές), οι οποίες εξέρχονται από τον ανιχνευτή UV µετά 

το χρωµατογραφικό διαχωρισµό στο σύστηµα HPLC. Στη συνέχεια, οι παγιδευµένες 

κορυφές στις µικροστήλες ανακτώνται µε τη προσθήκη νερού. Για τη λήψη των 

φασµάτων NMR το νερό εξατµίζεται µε αέριο άζωτο, και οι παγιδευµένες ενώσεις 

µεταφέρονται εκλουόµενες µε δευτεριωµένο διαλύτη στην κυψελίδα ανίχνευσης του 

υποδοχέα ενδιάµεσης ροής φασµατογράφου πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού. 

Όλες οι παραπάνω διαδικασίες είναι αυτοµατοποιηµένες. 
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Ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός του εκχυλίσµατος του οξικού 

αιθυλεστέρα πραγµατοποιήθηκε σε αναλυτική στήλη Discovery C18, (250mm x 

4.6mm i.d.), 5µm. Για την έκλουση των συστατικών από την στήλη 

χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιοι διαλύτες µε το ίδιο πρόγραµµα βαθµωτής µεταβολής της 

σύστασης των διαλυτών µε την HPLC µε ταχύτητα ροής 0.6 ml/min και ενέσιµο όγκο 

δείγµατος 20 µl. Κατά τη διάρκεια του υγροχρωµατογραφικού διαχωρισµού γίνεται 

προσθήκη µετά τη στήλη στο έκλουσµα, υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος 0.1% µε 

ροή 1 ml/min µε τη χρήση βοηθητικής αντλίας (make-up pump). Αυτό θεωρείται 

απαραίτητο µε σκοπό την µείωση της εκλουστικής δύναµης των αναλυτών έτσι ώστε 

να υπάρχει αποτελεσµατική κατακράτησή τους κατά τη διέλευσή τους από την 

µικροστήλη SPE και την αποτελεσµατική τους παγίδευση.   

Για την παγίδευση των αναλυτών στις µικροστήλες εκχύλισης στερεάς φάσης 

επιλέχθηκε η διαδικασία πολλαπλής παγίδευσης του αναλύτη στην ίδια µικροστήλη 

SPE έπειτα από επαναλαµβανόµενες υγροχρωµατογραφικές αναλύσεις µε σκοπό τον 

εµπλουτισµό των υπό µελέτη ενώσεων και την αύξηση της συγκέντρωσής τους στην 

κυψελίδα ροής του NMR. Το δείγµα αναλύθηκε επτά φορές και κάθε ένωση 

παγιδεύτηκε στην ίδια µικροστήλη µετά από κάθε υγροχρωµατογραφικό διαχωρισµό 

µε αποτέλεσµα τον εµπλουτισµό των αναλυτών πριν τη λήψη φάσµατος NMR. Στη 

συνέχεια έγινε διαβίβαση αέριου αζώτου για την αποµάκρυνση των διαλυτών της 

χρωµατογραφίας. Οι αναλύτες εκλούονται µε δευτεριωµένο ακετονιτρίλιο όπου ο 

συνολικός όγκος για την έκλουση και µεταφορά του δείγµατος ήταν 380 µl. Όλες οι 

µικροστήλες µετά τη χρήση επανεγκλιµατίζονται αυτόµατα µε διαβίβαση 1 ml 

ακετονιτριλίου µε ροή 1 ml/min και εξισορροπούνται µε 1 ml νερού µε ροή 1 ml/min. 

Η λήψη των φασµάτων NMR 1H πραγµατοποιήθηκε σε φασµατογράφο Bruker AV-

500. Για την καταστολή του σήµατος του διαλύτη και του νερού χρησιµοποιήθηκε η 

παλµική ακολουθία "lc1pnf2", η οποία βασίζεται στην παλµική ακολουθία της 

µονοδιάστατης έκδοσης της ακολουθίας NOESY και επιτρέπει τη διπλή καταστολή 

των σηµάτων συντονισµού νερού και ακετονιτριλίου. 

2.6.2.4 Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε  φασµατοσκοπία NMR-
1
H 

Ποσότητα στερεού ακατέργαστου εκχυλίσµατος (20 mg) διαλύθηκε σε 500 µl 

δευτεριωµένου διαλύτη διµεθυλοσουλφοξειδίου (DMSO-d6) ή δευτεριωµένου 

ακετονιτριλίου (CD3CN). Η µέτρηση των χηµικών µετατοπίσεων έγινε µε βάση την 
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ένωση αναφοράς τετραµεθυλοσιλυλοπροπιονικό άλας του Na (TMSP-d4). Η λήψη 

και η επεξεργασία των φασµάτων έγινε µε τη χρήση του λογισµικού TopSpin 2.1. 

Για τη µέθοδο προσδιορισµού των ολικών φαινολών, συγκεκριµένη ποσότητα 

από φαινολικά οξέα (2.5-12 mM), φλαβονοειδή (2.5-20 mM) και εκχυλίσµατα (5 mg)  

διαλύθηκε σε δευτεριωµένο διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO-d6) µέχρι όγκου 500 µl 

και τοποθετήθηκε σε κατάλληλο σωληνάριο NMR. Για τον ποσοτικό προσδιορισµό 

αυτών πραγµατοποιήθηκε προσθήκη συγκεκριµένης ποσότητας διαλύµατος TMSP-d4 

(1.451mM) σε δευτεριωµένο διµεθυλοσουλφοξείδιο. Εφαρµόστηκε πρωτονιακή 

φασµατοσκοπία και η τεχνική της ακτινοβόλησης στο σήµα συντονισµού του νερού. 

Προσδιορίστηκε η παράµετρος Τ1 για τις πρότυπες ενώσεις και το µίγµα 

χρησιµοποιώντας τη µέθοδο «µηδενικού σηµείου» (null point method). Η τιµή του Τ1 

βρέθηκε από 0.3 έως 0.5s και έτσι η τιµή του χρόνου καταγραφής (acquisition time) 

συν το χρόνο αποδιέγερσης (relaxation delay) τέθηκε περισσότερο από πέντε φορές 

µεγαλύτερη.   

 

2.6.3 Χρωµατοµετρικός προσδιορισµός ολικών φαινολικών συστατικών 

Ο προσδιορισµός των ολικών φαινολών µε την µέθοδο Folin-Ciocalteau 

βασίζεται στην οξείδωση των φαινολικών συστατικών σε αλκαλικό περιβάλλον µε 

µίγµα φωσφοβολφραµικού και φωσφοµολυβδαινικού οξέος. Αποτέλεσµα της 

αντίδρασης είναι ο σχηµατισµός κυανών προϊόντων. Η ένταση του κυανού χρώµατος, 

µε µέγιστο στα 725 nm είναι ανάλογη της συγκέντρωσης των φαινολικών 

συστατικών. 

Για τον προσδιορισµό των ολικών φαινολικών συστατικών ακολουθήθηκε η 

παρακάτω διαδικασία: σε ογκοµετρική φιάλη των 10 ml φέρονται 0,2 ml δείγµατος ή 

πρότυπου διαλύµατος. Ακολουθεί προσθήκη 4,8 ml απεσταγµένου νερού. 

Προστίθενται 0,5 ml δ/τος Folin-Ciocalteau και µετά από 3 min προστίθεται 1,0 ml 

κορεσµένου διαλύµατος Na2CO3 και συµπληρώνεται ο όγκος στη φιάλη µε νερό. 

Μετά από παραµονή 1h σε σκοτεινό χώρο µετράται η απορρόφηση σε µήκος κύµατος 

725 nm (Gutfinger et al., 1981). 

Για τον ποσοτικό προσδιορισµό των φαινολικών συστατικών στα 

εκχυλίσµατα φύλλων Ligustrum lucidum κατασκευάσθηκε καµπύλη αναφοράς µε 
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πρότυπο καφεϊκό οξύ. Οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν ήταν από 50 έως 

400 mg/ kg και για τον προσδιορισµό ακολουθήθηκε η παραπάνω διαδικασία. 

 

2.6.4 Χρωµατοµετρικός προσδιορισµός ολικών φλαβονοειδών συστατικών 

 Η αρχή της χρωµατοµετρικής αυτής µεθόδου βασίζεται στη δυνατότητα του 

AlCl3 να σχηµατίζει σταθερά σύµπλοκα µε την καρβονυλοµάδα στη θέση 4 και τις 

υδροξυλοµάδες στη θέση 3 του ίδιου δακτυλίου και στη θέση 5 του δακτυλίου Α των 

φλαβονών και φλαβονολών. Επιπρόσθετα, το AlCl3 σχηµατίζει ασταθή σύµπλοκα µε 

τις ορθο-δι-υδροξυλοµάδες των δακτυλίων Α και Β των φλαβονοειδών (Chang et al., 

2002). Αποτέλεσµα της αντίδρασης αυτής είναι ο σχηµατισµός κίτρινων προϊόντων. 

Η ένταση του χρώµατος µε µέγιστο στα 415 nm είναι ανάλογη της συγκέντρωσης των 

φλαβονοειδών. 

Ο προσδιορισµός των ολικών φλαβονοειδών συστατικών πραγµατοποιήθηκε 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Miliauskas et al., 2004 και ακολουθήθηκε η παρακάτω 

διαδικασία: σε ογκοµετρική φιάλη των 25 ml φέρονται 1 ml εκχυλίσµατος σε 

µεθανόλη (10 mg/ml) και 1 ml αιθανολικού εκχυλίσµατος AlCl3 (20 mg/ml) και 

συµπληρώνεται ο όγκος στη φιάλη µε αιθανόλη. Μετά από παραµονή 40min σε 

υδατόλουτρο στους 20ºC µετράται η απορρόφηση σε µήκος κύµατος 415 nm. Για τον 

τυφλό προσδιορισµό χρησιµοποιήθηκε 1 ml εκχυλίσµατος, µία σταγόνα οξικού οξέος 

και συµπληρώθηκε µέχρι τα 25 ml µε αιθανόλη. 

Για τον ποσοτικό προσδιορισµό των φλαβονοειδών στα εκχυλίσµατα φύλλων 

Ligustrum lucidum κατασκευάσθηκε καµπύλη αναφοράς µε πρότυπη ένωση ρουτίνη 

κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν ήταν από  25 

έως  500 µg/ ml. Η περιεκτικότητα σε φλαβονοειδή στα εκχυλίσµατα υπολογίζεται 

σύµφωνα µε την εξίσωση: 

X = (A x m0 x 10) / (A0 x m) 

όπου: X είναι η περιεκτικότητα σε φλαβονοειδή σε mg/g εκχυλίσµατος, A η 

απορρόφηση του διαλύµατος του εκχυλίσµατος στα 415 nm, A0  η απορρόφηση του 

διαλύµατος της πρότυπης ρουτίνης στα 415 nm, m το βάρος του εκχυλίσµατος σε g 

και m0 το βάρος της ρουτίνης στο διαλυµα σε g.  
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2.6.5 Εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης µε τη δοκιµή σταθερής ελεύθερης 

ρίζας  DPPH
•
 

Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην ικανότητα των αντιοξειδωτικών για δέσµευση 

της ρίζας DPPH• και οφείλεται στην ικανότητά τους να δίνουν το φαινολικό 

υδρογόνο στην ελεύθερη ρίζα. Με την πρόσληψη του φαινολικού υδρογόνου από την 

ρίζα DPPH• προκαλείται αποχρωµατισµός αυτής και από τη µείωση της 

απορρόφησης, που εξαρτάται µε το ποσοστό δέσµευσης της ρίζας, εκτιµάται η 

αντιοξειδωτική ικανότητα. 

Η εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων των φύλλων έγινε 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Choi et al., 2002. ∆ιαλύµατα (1,0 mg/ ml) των στερεών 

εκχυλισµάτων σε µεθανόλη αραιώνονται µε µεθανόλη σε τελικές συγκεντρώσεις των 

500, 250, 100, 50 και 10 µg/ ml. Σε µια κυψελίδα φέρονται µε την βοήθεια αυτόµατης 

πιπέτας 1 ml µεθανολικού δ/τος ρίζας DPPH• 0,3 mM και 2 ml διαλύµατος 

εκχυλίσµατος διαφορετικών συγκεντρώσεων. Αφήνονται να αντιδράσουν σε 

θερµοκρασία δωµατίου και µετά από 30 min µετράται η απορρόφηση στα 517 nm. Η 

αντιοξειδωτική δράση υπολογίζεται σύµφωνα µε την εξίσωση: 

 Αντιοξειδωτική δράση % (scaveging capacity) = 100- [( A δείγµατος – A τυφλού) * 100/ A µάρτυρα] 

όπου A είναι η απορρόφηση στα 517 nm   

Για τον τυφλό προσδιορισµό χρησιµοποιήθηκε 1,0 ml MeOH και 2,0 ml 

διάλυµα εκχυλίσµατος. Για τον µάρτυρα χρησιµοποιήθηκε δ/µα ρίζας DPPH• και 

MeOH αντίστοιχα. Για την έκφραση της αντιοξειδωτικής δράσης χρησιµοποιείται ο 

συντελεστής SC50 που ορίζεται ως η συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού ή του 

εκχυλίσµατος στην οποία παρατηρείται το 50% της δέσµευσης της ρίζας όπως 

µετράται από τη µείωση της απορρόφησης στα 517 nm. Για τον υπολογισµό του SC50 

έγιναν αραιώσεις ενός πυκνού διαλύµατος εκχυλίσµατος στις οποίες προστέθηκε 

σταθερή ποσότητα διαλύµατος ρίζας, µετρήθηκε η απορρόφηση αυτών µετά από 30 

min και οι τιµές απορρόφησης µε τις συγκεντρώσεις τοποθετήθηκαν σε διάγραµµα 

από το οποίο υπολογίστηκε το SC50.   
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3.1 Εισαγωγή 

Τα βιβλιογραφικά δεδοµένα που σχετίζονται µε την ανάλυση και ταυτοποίηση 

της σύστασης των εκχυλισµάτων Ligustrum lucidum περιορίζονται σε µελέτες του 

που αφορούν τον καρπό του φυτού. Οι µελέτες αυτές πραγµατοποιήθηκαν κυρίως 

από Κινέζους ερευνητές, και ένα µεγάλο πλήθος ενώσεων έχει αποµονωθεί και 

ταυτοποιηθεί. Στις περισσότερες αναφορές ο διαχωρισµός περιορίζεται σε κλάσµατα 

του φυτού πλούσια σε ενώσεις µε βιολογική δράση όπως αναφέρεται στο θεωρητικό 

τµήµα της διατριβής. 

Ο σχεδιασµός των πειραµάτων βασίστηκε σε προηγούµενη εµπειρία του 

εργαστηρίου µας στη µελέτη φυτικών εκχυλισµάτων (Exarchou et al., 2002a; Tatsis 

et al., 2007; Goulas et al., 2009; Kontogianni et al., 2009) που αφορά την 

ταυτοποίηση ενώσεων µε βιολογική δράση. Το φυτό Ligustrum lucidum επιλέχτηκε 

γιατί όπως και το ελαιόδεντρο ανήκουν στην ίδια οικογένεια (Oleaceae), και 

σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία εµφανίζουν παρόµοιες οµάδες ενώσεων. Συγκεκριµένα, 

η µελέτη φύλλων ελαιοδέντρου έδειξε την παρουσία της Ελευρωπαϊνης, ενός 

σεκοϊριδοειδούς µε σηµαντική βιολογική δράση. Έτσι, η µελέτη της σύστασης των 

φύλλων του φυτού Ligustrum lucidum θεωρήθηκε ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα κυρίως 

λόγω της βιολογικής σηµασίας  των σεκοιριδοειδών και γενικά των φαινολικών 

ενώσεων που αναµένεται να περιλαµβάνει. 

 Στόχος αυτού του κεφαλαίου είναι η συγκριτική µελέτη της επίδρασης της 

περιοχής και του χρόνου συλλογής στα φαινολικά συστατικά των φύλλων Ligustrum 

lucidum και η ανάλυση των κυριοτέρων (χωρίς καµία προηγούµενη κατεργασία του 

αρχικού µεθανολικού και υδατικού εκχυλίσµατος), µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας 

NMR 1H και της συνδυαστικής τεχνικής LC-ESI-MSn. Για το σκοπό αυτό, 

παρασκευάστηκε  σειρά εκχυλισµάτων από δείγµατα φύλλων τα οποία συλλέχθηκαν 

από δύο διαφορετικές περιοχές της Ελλάδος (Ιωάννινα: βορειοδυτική Ελλάδα και 

Κάριανη: βόρεια Ελλάδα) σε 4 διαφορετικές χρονικές περιόδους (Φεβρουάριο- Μάϊο- 

Ιούλιο και Νοέµβριο). Τα δείγµατα αυτά εκχυλίστηκαν µε µεθανόλη και απεσταγµένο 

νερό, βασιζόµενοι σε µελέτες φυτικών εκχυλισµάτων πλούσιων σε βιοενεργά 

συστατικά (Paiva- Martins και Gordon, 2001; Lee-Huang et al., 2003; Shoemaker et 

al., 2005; Goulas et al., 2009).  
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3.2 Μελέτη της επίδρασης της περιοχής και του χρόνου συλλογής στη 

σύσταση των ολικών φαινολών, ολικών φλαβονοειδών και εκτίµηση της 

αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων  

Η επίδραση της περιοχής και του χρόνου συλλογής στη σύσταση σε 

φαινολικά συστατικά και στην αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων φύλλων 

Ligustrum lucidum µελετήθηκε χρησιµοποιώντας φύλλα τα οποία συλλέχθηκαν από 

δύο διαφορετικές περιοχές της Ελλάδος (Ιωάννινα: βορειοδυτική Ελλάδα και 

Κάριανη: βόρεια Ελλάδα) σε 4 διαφορετικές χρονικές περιόδους (Φεβρουάριο- Μάϊο- 

Ιούλιο και Νοέµβριο) κατά το έτος 2006. Η παραλαβή των υδατικών εκχυλισµάτων 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τη µελέτη των Lee-Huang et al., (2003) και 

Shoemaker et al., (2005) ενώ των µεθανολικών σύµφωνα µε τη µελέτη των Paiva- 

Martins και Gordon, (2001) µε κάποιες τροποποιήσεις. Με τον τρόπο αυτό 

αναφέρεται ότι προκύπτουν εκχυλίσµατα πλούσια σε φαινολικά συστατικά 

(περιγράφονται αναλυτικά στο πειραµατικό µέρος). Στα 16 συνολικά εκχυλίσµατα 

που προέκυψαν (8 µεθανολικά και 8 υδατικά) δόθηκαν κωδικοί ονοµασίας για την 

γρήγορη και εύκολη περιγραφή τους (Πίνακας 2.2 του πειραµατικού µέρους).  

Ο προσδιορισµός των ολικών φαινολών και ολικών φλαβονοειδών των 

εκχυλισµάτων έγινε χρωµατοµετρικά και η συγκέντρωσή τους υπολογίστηκε από 

καµπύλη αναφοράς που κατασκευάστηκε µε πρότυπο διάλυµα καφεϊκού οξέος και 

ρουτίνης αντίστοιχα και εκφράσθηκε ως mg καφεϊκού οξέος- ρουτίνης /g στερεού 

εκχυλίσµατος. Τα αποτελέσµατα δίνονται στον Πίνακα 3.1. Στον ίδιο Πίνακα δίνεται 

η αντιοξειδωτική δράση ως SC50 που αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του εκχυλίσµατος 

σε µg/ml στην οποία παρατηρείται το 50% της δέσµευσης της ρίζας DPPH˙ και ισχύει 

ότι όσο µικρότερη είναι η τιµή αυτή τόσο καλύτερη αντιοξειδωτική δράση 

παρουσιάζει το εκχύλισµα ή η πρότυπη ένωση. 
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Πίνακας 3.1. Επίδραση των συνθηκών εκχύλισης στην περιεκτικότητα των ολικών 

φαινολών, των ολικών φλαβονοειδών και στην αντιοξειδωτική δράση εκχυλισµάτων 

φύλλων Ligustrum lucidum  

A/α 
Εκχυλίσµατα φύλλων 

Ligustrum lucidum 

Ολικές φαινόλες 

(mg καφεϊκού 

οξέος /g  στερεού 

εκχυλίσµατος) 

Ολικά 

φλαβονοειδή 

(mg ρουτίνης /g  

στερεού 

εκχυλίσµατος) 

*SC50 

(µg/ml) 

1 L.I.M.Aq 71.4  38.7 275.6  
2 L.I.J.Aq 46.1  22.3  397.1  
3 L.I.F.Aq 77.1  25.0  359.4  
4 L.I.N.Aq 29.3  16.9  439.7  
5 L.I.M.MeOH 56.7  14.7  405.8  
6 L.I.J.MeOH 47.3  29.9  353.7  
7 L.I.F.MEOH 83.9  35.2  303.2  
8 L.I.N.MeOH 21.6  11.9  480.4  
9 L.K.M.Aq 68.9  23.9  317.6  
10 L.K.J.Aq 16.8  4.5  512.3  
11 L.K.F.Aq 61.5  21.1  314.5  
12 L.K.N.Aq 19.2  5.4  490.1  
13 L.K.M.MeOH 89.4  42.3  281.9  
14 L.K.J.MeOH 45.4  28.0  395.7  
15 L.K.F.MeOH 68.7  24.9  400.2  
16 L.K.N.MeOH 28.1  9.4  505.5  

*SC50 είναι η συγκέντρωση του εκχυλίσµατος (µg/ ml) στην οποία παρατηρείται το 
50% της δέσµευσης της ρίζας DPPH• 

Από τα αποτελέσµατα του Πίνακα 3.1 προκύπτει ότι οι τιµές των 

εκχυλισµάτων σε ολικές φαινόλες κυµαίνονται από 16.8 έως 89.4 mg καφεϊκού 

οξέος/g στερεού εκχυλίσµατος. Πλουσιότερο σηµειώθηκε ότι είναι το µεθανολικό 

εκχύλισµα από την Κάριανη το µήνα Μάϊο (L.K.M.MeOH) και αυτό από τα Ιωάννινα 

το µήνα Φεβρουάριο (L.I.F.MeOH). Το υδατικό της Κάριανης το µήνα Ιούλιο 

(L.K.J.Aq) ήταν το φτωχότερο όλων και ακολουθούν τα µεθανολικά και υδατικά του 

Νοεµβρίου και από τις δύο περιοχές (L.I.N.MEOH, L.K.N.MeOH, L.K.N.Aq). 

Επίσης, παρατηρείται ότι κατά τους µήνες Μάϊο και Φεβρουάριο οι συγκεντρώσεις 

των ολικών φαινολών είναι υψηλότερες σε σχέση µε αυτές κατά τους µήνες Ιούλιο 

και Νοέµβριο. Σε παρόµοια αποτελέσµατα κατέληξαν και οι Bouaziz et al., 2004 οι 

οποίοι σύγκριναν το περιεχόµενο σε ολικές φαινόλες του ελαιοκάρπου σε διάφορες 

χρονικές περιόδους και παρατήρησαν ότι ο χρόνος συλλογής επηρεάζει το ποσοστό 

αυτό. Συγκεκριµένα,  τα υψηλότερα ποσοστά ολικών φαινολών σηµειώθηκαν κατά τη 

περίοδο του Φεβρουαρίου.  
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∆ιαφορές επίσης στο περιεχόµενο των ολικών φαινολών παρατήρησαν και οι 

Lima et al., 2005 οι οποίοι µελέτησαν την επίδραση των σταδίων ωρίµανσης και των 

κλιµατολογικών συνθηκών στον καρπό ασερόλα. Η έρευνα αυτή έδειξε ότι σε 

περιόδους µε βροχόπτωση το περιεχόµενο σε ολικά φαινολικά ήταν αρκετά 

µικρότερο σε σχέση µε αυτό σε περιόδους ξηρασίας. Από τα αποτελέσµατα του 

Πίνακα 3.1 προκύπτει ότι και για τα εκχυλίσµατα φύλλων Ligustrum lucidum τα 

χαµηλότερα ποσοστά ολικών φαινολών παρατηρήθηκαν το µήνα Νοέµβριο, περίοδο 

έντονων βροχοπτώσεων. 

 Συγκρίνοντας τα µεθανολικά εκχυλίσµατα από την Κάριανη µε τα αντίστοιχα 

υδατικά, παρατηρείται ότι πλουσιότερα σε ολικές φαινόλες ήταν τα µεθανολικά. Το 

ίδιο παρατηρήθηκε και στα εκχυλίσµατα από τα Ιωάννινα, όπου οι συγκεντρώσεις 

των µεθανολικών τις περισσότερες φορές ήταν µεγαλύτερες από αυτές τω υδατικών. 

Μεταξύ των υδατικών εκχυλισµάτων, αυτά από τα Ιωάννινα παρουσίασαν 

υψηλότερες συγκεντρώσεις σε ολικά φαινολικά σε σχέση µε αυτές από την Κάριανη:  

L.I.Aq >L.K.Aq 

Μεταξύ, όµως, των µεθανολικών εκχυλισµάτων, η Κάριανη έδωσε 

υψηλότερες τιµές σε σχέση µε τα Ιωάννινα:     

L.K.MeOH >L.I.MEOH 

Όσον αφορά το περιεχόµενο σε ολικά φλαβονοειδή το δείγµα που παρουσίασε 

το υψηλότερο ποσοστό είναι το µεθανολικό εκχύλισµα από την Κάριανη το µήνα 

Μάϊο (L.K.M.MeOH) και έπεται το υδατικό από τα Ιωάννινα κατά την ίδια χρονική 

περίοδο (L.I.M.Aq). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του Πίνακα 3.1 το φτωχότερο 

όλων είναι το υδατικό της Κάριανης του Ιουλίου (L.K.J.Aq). Οι τιµές των 

εκχυλισµάτων σε ολικά φλαβονοειδή κυµαίνονται από 5.4 έως 42.3 mg ρουτίνης/g 

στερεού εκχυλίσµατος. 

Το µεθανολικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα το µήνα Φεβρουάριο 

(L.I.F.MEOH) αλλά και το υδατικό του Μαΐου (L.I.M.Aq) σηµειώνεται ότι είναι τα 

πλουσιότερα σε ολικά φλαβονοειδή εκχυλίσµατα της περιοχής αυτής µε 35.2 και 38.7 

mg ρουτίνης/g στερεού εκχυλίσµατος αντίστοιχα. Ενώ από την Κάριανη, τα 

µεθανολικά εκχυλίσµατα του Μαΐου (L.K.M.MeOH)  και του Ιουλίου (L.K.J.MeOH) 
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φαίνεται ότι έδωσαν τις υψηλότερες τιµές 42.3 και 28 mg ρουτίνης/g στερεού 

εκχυλίσµατος αντίστοιχα.  

 Συγκρίνοντας τα υδατικά εκχυλίσµατα και από τις δύο περιοχές παρατηρείται 

ότι αυτά από την περιοχή των Ιωαννίνων έδωσαν υψηλότερες τιµές σε ολικά 

φλαβονοειδή:  

L.I.Aq >L.K.Aq 

Η σύγκριση των µεθανολικών έδειξε ότι αυτό της Κάριανης το Μάϊο έδωσε 

την υψηλότερη τιµή όλων και παρόµοιες τιµές για τα υπόλοιπα των δύο περιοχών. 

Η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων, που εξετάσθηκαν στην παρούσα 

µελέτη, βρέθηκε µεγαλύτερη για το υδατικό εκχύλισµα από τα Ιωάννινα το Μάϊο 

(L.I.M.Aq) µε συγκέντρωση 275.6 µg/ml καθώς και για το µεθανολικό από την 

Κάριανη την ίδια χρονική περίοδο (L.K.M.MeOH) µε 281.9 µg/ml. Τη χαµηλότερη 

τιµή όλων παρουσίασε το υδατικό εκχύλισµα του Ιουλίου (512 µg/ml) και το 

µεθανολικό του Νοεµβρίου (505.5 µg/ml) και τα δύο από την περιοχή της Κάριανης. 

Από τα αποτελέσµατα του Πίνακα 3.1 όσον αφορά την αντιοξειδωτική δράση των 

υδατικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα, αυτή του Μαϊου (L.I.M.Aq) ήταν η 

ισχυρότερη ενώ από την Κάριανη κατά τους µήνες Φεβρουάριου (L.K.F.Aq) και 

Μάϊο (L.Κ.M.Aq) παρατηρήθηκαν οι υψηλότερες τιµές. Η σύγκριση των 

µεθανολικών εκχυλισµάτων και από τις δύο περιοχές έδειξε ότι το µεθανολικό της 

Κάριανης του Μαΐου (L.K.M.MeOH) και το µεθανολικό των Ιωαννίνων το 

Φεβρουάριο (L.I.F.MeOH) ήταν τα µεγαλύτερα.  

Οι Nagy et al., 2006 µελέτησαν την αντιοξειδωτική δράση φύλλων Ligustrum 

vulgare και L. delavayanum χρησιµοποιώντας διαφορετικούς οργανικούς  διαλύτες 

εκχύλισης. Τα µεθανολικά τους εκχυλίσµατα παρουσίασαν παρόµοιες τιµές µε αυτές 

του Πίνακα 3.1. Συγκεκριµένα, το µεθανολικό εκχύλισµα του Ligustrum vulgare είχε 

την τιµή 221.6 µg/ml εκφραζόµενο ως προς SC50, ενώ η τιµή του L. Delavayanum 

ήταν πολύ µεγαλύτερη (1300.9 µg/ml).  

Μία πρόσφατη µελέτη των She et al., 2008 εκτίµησης της αντιοξειδωτικής 

δράσης φύλλων Ligustrum purpurascens µε τη δοκιµή DPPH·, έδειξε ότι το 

µεθανολικό εκχύλισµα παρουσίασε ισχυρή δράση µε τιµή SC50 = 45 µg/ml. Το φυτό 
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αυτό είναι πολύ γνωστό στη νότιο Κίνα, έχει παρόµοια γεύση µε το τσάι και πίνεται 

ως αφέψηµα. 

Ωστόσο όµως, είναι δύσκολη η σύγκριση της αντιοξειδωτικής δράσης 

φύλλων Ligustrum lucidum µε δεδοµένα της βιβλιογραφίας γιατί οι περισσότερες 

βιβλιογραφικές αναφορές που υπάρχουν αναφέρονται στον καρπό ή σε άλλα υποείδη 

του φυτού αυτού. Επιπρόσθετα, η ποιότητα των φυτικών εκχυλισµάτων και η 

αντιοξειδωτική τους δράση εξαρτάται από την ποιότητα του αρχικού φυτού, τη 

γεωγραφική προέλευση του, τις κλιµατολογικές συνθήκες, τη χρονική περίοδο και 

τις συνθήκες συλλογής καθώς και τις συνθήκες διατήρησης του (Cuvelier et al., 

1996). Επίσης, η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων εκφράζεται και µε 

διαφορετικές παραµέτρους κάθε φορά ανάλογα µε τη µέθοδο που χρησιµοποιείται.     

 

3.3 Στατιστική µελέτη της επίδρασης της περιοχής και του χρόνου συλλογής 

στη σύσταση των ολικών φαινολών, ολικών φλαβονοειδών και της εκτίµησης 

της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων  

Ο στατιστικός έλεγχος που πραγµατοποιήθηκε για τη σύγκριση των µέσων 

όρων των συγκεντρώσεων των ολικών φλαβονοειδών, των ολικών φαινολών και της 

εκτίµησης της αντιοξειδωτικής δράσης (SC50) βασίστηκε στην Ανάλυση 

∆ιακύµανσης Τριών Παραγόντων (3-way Analysis of Variance – ANOVA). Οι 

εξεταζόµενοι παράγοντες σε κάθε περίπτωση ήταν η µέθοδος εκχύλισης (µεθανόλη- 

απεσταγµένο νερό), η περιοχή συλλογής (Ιωάννινα-Κάριανη) και η χρονική περίοδος 

(Μάϊος, Ιούλιος, Νοέµβριος, Φεβρουάριος). Πριν τη διενέργεια κάθε ελέγχου 

Ανάλυσης ∆ιακύµανσης τα δείγµατα ελέγχθηκαν για την ύπαρξη κανονικότητας και 

οµοιογένειας διακυµάνσεων οι οποίες βρέθηκαν να ισχύουν σε κάθε περίπτωση. 

Όσον αφορά τις συγκεντρώσεις των ολικών φλαβονοειδών των 

εκχυλισµάτων, η στατιστική ανάλυση έδειξε πως αυτές δεν µεταβάλλονται σηµαντικά 

µε κάποιον από τους εξεταζόµενους παράγοντες (µέθοδος εκχύλισης, περιοχή 

συλλογής και χρονική περίοδος). Η τιµή P για τους παράγοντες αυτούς ήταν 0.440, 

0.480 και 0.093 αντίστοιχα, τιµές µεγαλύτερες του επιπέδου λάθους 0.05. 

Επισηµαίνεται, ότι στατιστικά σηµαντικές διαφορές για επίπεδο εµπιστοσύνης 95% 

των µέσων όρων υπάρχουν όταν η τιµή P είναι µικρότερη του 0.05. Εποµένως, 
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στατιστικά, οι συγκεντρώσεις των ολικών φλαβονοειδών δεν επηρεάζονται από τους 

µελετηθέντες παράγοντες. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται αναλυτικά στον Πίνακα 

3.2.  

Πίνακας 3.2. Τιµές της πιθανότητας σηµαντικότητας P της ανάλυσης διακύµανσης 

τριών παραγόντων στα ολικά φλαβονοειδή, στις ολικές φαινόλες και στην εκτίµηση 

της αντιοξειδωτικής δράσης εκφραζόµενη ως προς SC50 

Εξεταζόµενες χηµικές µεταβλητές 

(Chemical compounds) 

Παράγοντες 

(Factor) 

Πιθανότητα 

σηµαντικότητας 

(P-value) 

Ολικά φλαβονοειδή 

Μέθοδος εκχύλισης 0.440 

Περιοχή συλλογής 0.480 

Χρονική περίοδος 0.093 

Ολικές φαινόλες 

Μέθοδος εκχύλισης 0.608 

Περιοχή συλλογής 0.545 

Χρονική περίοδος <0.001 

SC50 

Μέθοδος εκχύλισης 0.929 

Περιοχή συλλογής 0.379 

Χρονική περίοδος 0.009 

 

Οι παράγοντες µέθοδος εκχύλισης και περιοχή συλλογής, σύµφωνα µε τον 

Πίνακα 4.2 δεν επηρεάζουν στατιστικά τη µεταβλητή ολικές φαινόλες. Η τιµή της 

πιθανότητας σηµαντικότητας είναι  P=0.608 για τις διαφορετικές µεθόδους εκχύλισης 

και P=0.545 για τις δύο περιοχές συλλογής. Αντίθετα όµως, υπάρχει σηµαντική 

στατιστική µεταβολή της συγκέντρωσης των ολικών φαινολών µε το χρόνο συλλογής 

(P<0.001). Από το Σχήµα 3.1 φαίνεται ότι οι φαινολικές ενώσεις των φύλλων 

Ligustrum lucidum βρίσκονται σε µεγαλύτερη συγκέντρωση τους µήνες Φεβρουάριο 

και Μάϊο ενώ τον Ιούλιο και το Νοέµβριο παρουσιάζουν χαµηλότερες τιµές. Επίσης 

παρατηρείται ότι οι συγκεντρώσεις µεταξύ του Μαΐου και του Φεβρουαρίου 

στατιστικά δεν διαφέρουν. Παροµοίως, και οι συγκεντρώσεις του Ιουλίου και του 
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Νοεµβρίου δεν παρουσιάζουν στατιστική διαφορά. Σηµαντική όµως µεταβολή 

φαίνεται να υπάρχει µεταξύ Φεβρουαρίου-Ιουλίου και Φεβρουαρίου-Νοεµβρίου µε 

τα εκχυλίσµατα του Φεβρουαρίου να περιέχουν υψηλότερες συγκεντρώσεις ολικών 

φαινολών. Οµοίως, συγκρίνοντας τα εκχυλίσµατα του Μαΐου-Ιουλίου και Μαΐου- 

Νοεµβρίου παρατηρείται ότι εκείνα του Μαΐου είναι πλουσιότερα ακολουθώντας την 

εξής σειρά: 

L.M. ≈ L.F. > L.J. ≈ L.N. 

Σχήµα 3.1. Επίδραση του χρόνου συλλογής στην περιεκτικότητα σε ολικά φαινολικά 

(οι κάθετες ευθείες παριστούν τα  όρια εµπιστοσύνης 95% των µέσων τιµών των 

ολικών φαινολών)  

Γενικά για τα γραφήµατα µέσων όρων οι γραµµές που εκτείνονται πάνω και 

κάτω από τον µέσο όρο είναι τα όρια εµπιστοσύνης 95% του µέσου όρου. Όταν τα 

όρια εµπιστοσύνης ενός µέσου όρου επικαλύπτουν κάποιο άλλο µέσο όρο, τότε αυτοί 

οι δύο µέσοι όροι δεν διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά. Αν δεν υπάρχει επικάλυψη 

των ορίων εµπιστοσύνης µεταξύ δύο µέσων όρων, τότε αυτοί διαφέρουν σηµαντικά 

(όπως συµβαίνει στην περίπτωση του Μαΐου και του Ιουλίου). Αν υπάρχει µερική 

επικάλυψη, τότε δεν είναι δυνατόν µόνο από το γράφηµα να εξαχθεί συµπέρασµα. 

Όσο µικρότερη είναι η επικάλυψη, τόσο µεγαλύτερη πιθανότητα υπάρχει να 

διαφέρουν οι δύο µέσοι όροι. 
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Σχήµα 3.2. Επίδραση του χρόνου συλλογής των φύλλων Ligustrum lucidum στην 

εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης (οι κάθετες ευθείες παριστούν τα όρια 

εµπιστοσύνης 95% των µέσων τιµών του SC50) 

Οι συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων όσον αφορά την εκτίµηση της 

αντιοξειδωτικής δράσης (SC50) δεν διαφέρουν στατιστικά σηµαντικά 

χρησιµοποιώντας διαφορετική µέθοδο εκχύλισης (P=0.929) και  περιοχή συλλογής  

(P=0.379). Αντίθετα, υπάρχει σηµαντική µεταβολή της συγκέντρωσής τους σε σχέση 

µε την περίοδο συλλογής (P=0.009). Όπως φαίνεται από το Σχήµα 3.2, η 

αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων τους µήνες Φεβρουάριο και Μάϊο είναι 

υψηλότερη από αυτή κατά τους µήνες Ιούλιο και Νοέµβριο. Από τις τιµές του SC50 

παρατηρείται ότι ο Φεβρουάριος  και ο Μάϊος στατιστικά δεν διαφέρουν, όπως και ο 

Ιούλιος µε το Νοέµβριο. Συγκρίνοντας τα εκχυλίσµατα Φεβρουαρίου- Ιουλίου και 

Φεβρουαρίου- Νοεµβρίου φαίνεται ότι η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων 

του Φεβρουαρίου είναι ισχυρότερη. Οµοίως, η σύγκριση των εκχυλισµάτων Μαΐου-

Ιουλίου και Μαΐου-Νοεµβρίου έδειξε ότι αυτό του Μαΐου έχει µεγαλύτερη 

αντιοξειδωτική δράση ακολουθώντας την εξής σειρά:  

L.M. ≈ L.F. > L.J. ≈ L.N 

Συµπερασµατικά, δείγµατα της ίδιας ποικιλίας, συλλεγµένα σε διαφορετικές 

χρονικές περιόδους και από διαφορετικές περιοχές παρουσιάζουν οµοιότητα στα 

συστατικά τους η οποία κυµαίνεται από 21% έως 79%. Εξαίρεση αποτελούν τα 
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δείγµατα του Φεβρουαρίου τα οποία δεν παρουσιάζουν καµία στατιστική οµοιότητα 

ως προς τα συστατικά τους µε τα δείγµατα των υπόλοιπων µηνών.      

Γενικά, από τη στατιστική µελέτη των εκχυλισµάτων εξάγεται το συµπέρασµα 

ότι η περιοχή συλλογής των φύλλων Ligustrum lucidum δεν επηρεάζει τις 

συγκεντρώσεις των ολικών φαινολών, ολικών φλαβονοειδών και την εκτίµηση της 

αντιοξειδωτικής δράσης. Επίσης, οι διαλύτες και οι συγκεκριµένες µέθοδοι εκχύλισης 

που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των εκχυλισµάτων έδειξαν παρόµοια 

συµπεριφορά. Αντίθετα όµως, ο χρόνος συλλογής των φύλλων φαίνεται να επηρεάζει 

τόσο τις συγκεντρώσεις των ολικών φαινολών όσο και την αντιοξειδωτική δράση των 

εκχυλισµάτων. Παρατηρείται ωστόσο, ότι όσον αφορά τις συγκεντρώσεις των ολικών 

φλαβονοειδών αυτές δεν παρουσιάζουν σηµαντική στατιστική διαφορά µε το χρόνο.   

  

3.4 Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε τη χρήση φασµατοσκοπίας 

NMR 
1
H  

Από προηγούµενη εµπειρία του εργαστηρίου µας αλλά και από τη διεθνή 

βιβλιογραφία, έχει αποδειχθεί ότι µε τη χρήση διαφόρων τεχνικών πυρηνικού 

µαγνητικού συντονισµού είναι εφικτή η απευθείας ταυτοποίηση ενώσεων σε φυτικά 

εκχυλίσµατα χωρίς προηγούµενο χρωµατογραφικό διαχωρισµό (Fan, 1996; 

Gerothanassis et al., 1998; Exarchou et al., 2001; Exarchou et al., 2002a, 2002b; Pauli 

et al., 2005; Tatsis et al., 2007; Politi et al., 2008; Valverde & This, 2008; 

Kontogianni et al., 2009). Έτσι λοιπόν, στην αρχική µας προσπάθεια για ανάλυση 

των εκχυλισµάτων και χαρακτηρισµό των ενώσεων των φύλλων Ligustrum lucidum 

χρησιµοποιήθηκε η φασµατοσκοπία NMR 1H απευθείας στο ακατέργαστο εκχύλισµα.  

Παρασκευάστηκαν 16 εκχυλίσµατα, 8 υδατικά και 8 µεθανολικά, από την 

περιοχή της Κάριανης και των Ιωαννίνων σε διαφορετικές χρονικές περιόδους και σε 

µια προκαταρτική µελέτη εξετάστηκε η δυνατότητα εφαρµογής της φασµατοσκοπίας 

NMR 1H µιας διάστασης για το χαρακτηρισµό των κύριων ενώσεών τους. Οι κύριες 

τάξεις ενώσεων που απαντώνται σε εκχυλίσµατα του γένους Ligustrum (οικογένεια: 

Oleaceae) είναι αυτή των απλών φαινολών, των φαινολικών οξέων, των 

σεκοιριδοειδών και των φλαβονοειδών. Με την κατεργασία και τις πειραµατικές 

συνθήκες που αναφέρονται στο κεφάλαιο 2 της διατριβής έγινε η λήψη φασµάτων 
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NMR 1H σε όλα τα φυτικά εκχυλίσµατα. Στη συνέχεια παρουσιάζονται επιλεκτικά 

πρωτονιακά φάσµατα εκχυλισµάτων .  

 

Σχήµα 3.3. Φάσµατα NMR 1H υδατικών και µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα 

Ιωάννινα και την Κάριανη σε διαλύτη DMSO-d6 (NS= 2k, T=298K, texp=2h & 28min) 

 

Σχήµα 3.4. Επιλεγµένη περιοχή του φάσµατος NMR 1H (αρωµατική περιοχή) σε 

διαλύτη DMSO-d6 (NS= 2k, T=298K, texp=2h & 28min) 
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Σχήµα 3.5. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων OH(5) των φλαβονοειδών που 

σχηµατίζουν ενδοµοριακους δεσµούς υδρογόνου των φασµάτων του Σχήµατος 3.3 

Από τα φάσµατα NMR-1H των υδατικών και µεθανολικών εκχυλισµάτων 

(Σχήµα 3.3-3.5) προκύπτει ότι όσον αφορά την αρωµατική περιοχή των φασµάτων 

αυτή χαρακτηρίζεται από εξαιρετική πολυπλοκότητα. Το ίδιο όµως δεν ισχύει στην 

περίπτωση των σηµάτων συντονισµού από 11.5 έως 14 ppm. Η περιοχή αυτή 

αποδεικνύεται εξαιρετικής διαγνωστικής αξίας για την ταυτοποίηση φλαβονοειδών σε 

φυτικά εκχυλίσµατα, µεθοδολογία που αναπτύχθηκε από τους Exarchou et al., 2002a, 

2002b. Η µεθοδολογία στηρίζεται στο γεγονός ότι το υδροξυλικό πρωτόνιο ΟΗ(5) 

(Σχήµα 3.6) των φλαβονοειδών συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου µε το 

καρβονυλικό οξυγόνο στη θέση 4 του δακτυλίου C, µε αποτέλεσµα να 

αποπροστατεύεται ισχυρά και το σήµα συντονισµού να µετατοπίζεται στην περιοχή 

του φάσµατος πάνω από 11 ppm.  

                                    

O

H

O

A C

5 4

  

Σχήµα 3.6. Σχηµατισµός ισχυρού ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου στα 

φλαβονοειδή. 
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Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της σχετικής µελέτης είναι δυνατή η διάκριση 

των φλαβονοειδών και των παραγώγων τους µε τη φασµατοσκοπία NMR 1H και 

συγκεκριµένα της κερκετίνης και του γλυκοζίτη αυτής τη ρουτίνη, καθώς και των 

φλαβονολών (π.χ. κερκετίνη) από τις φλαβόνες (π.χ. απιγενίνη). Αυτό οφείλεται στο 

ότι η χηµική µετατόπιση του πρωτονίου ΟΗ(5) επηρεάζεται από την παρουσία της 

υδροξυλοµάδας στη θέση 3 του δακτυλίου C. Όσον αφορά το ΟΗ(3) στις φλαβονόλες 

αυτό εξασθενίζει την ηλεκτρονική πυκνότητα του καρβονυλικού οξυγόνου CO(4) 

και, εποµένως, µειώνει την ισχύ του ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου ΟΗ(5)···CO 

(4). Όπως φαίνεται από το Σχήµα 3.5 στην περιοχή των ~12.98 ppm, πιθανώς να 

υπάρχουν δύο ή και περισσότερα σήµατα συντονισµού που αλληλεπικαλύπτονται τα 

οποία θα µπορούσαν να ανήκουν στην τάξη των φλαβονών αλλά και των Ο-

γλυκοζιτών αυτών καθώς και µία ή δύο κορυφές στα ~13.75 ppm, που θα µπορούσαν 

να ανήκουν στην τάξη των C-γλυκοζιτών των φλαβονών. Η C γλυκοζυλίωση στη 

θέση 8 και 6 έχει ως συνέπεια το πρωτόνιο της υδροξυλοµάδας της θέσης 5 να 

απορροφά σε υψηλότερες τιµές ppm σε σχέση µε την Ο γλυκοζυλίωση σε διαλύτη 

δευτεριωµένο DMSO-d6 (Xie et al., 2003).  

Επίσης, παρατηρούνται δύο κορυφές στα ~12.6 ppm, που θα µπορούσαν να 

ανήκουν στην τάξη των φλαβονολών. Αυτό που παρατηρείται σε όλα τα εκχυλίσµατα 

είναι ότι οι απορροφήσεις συντονισµού των υδροξυλικών πρωτονίων εµφανίζονται 

διευρυµένες σε θερµοκρασία δωµατίου µε αποτέλεσµα την αλληλεπικάλυψη 

κορυφών. Το φαινόµενο αυτό οφείλεται στην ευκινησία των υδροξυλικών πρωτονίων 

και στη γρήγορη, για την κλίµακα χρόνου του NMR, ανταλλαγή τους µε τα πρωτόνια 

πρωτικών διαλυτών ή µε τα ίχνη ύδατος σε µη πρωτικούς διαλύτες. Ωστόσο όµως, 

έχει αποδειχθεί ότι µε πειράµατα µεταβλητής θερµοκρασίας µπορεί να επιτευχθεί ο 

διαχωρισµός των σηµάτων συντονισµού. Με τη λήψη φάσµατος σε χαµηλή 

θερµοκρασία µειώνεται η ταχύτητα ανταλλαγής των υδροξυλικών πρωτονίων και οι 

κορυφές συντονισµού εµφανίζονται οξείες. Οι Exarchou et al., 2002a, 2002b, 

µελέτησαν µε πειράµατα µεταβλητής θερµοκρασίας το διαχωρισµό των φλαβόνων 

απιγενίνης και λουτεολίνης και στη συνέχεια ταυτοποίησαν τα φλαβονοειδή αυτά σε 

φυτικά εκχυλίσµατα µε τη λήψη φασµάτων NMR 1H µεταβλητής θερµοκρασίας.  

Με βάση τα παραπάνω, ακολούθησε η λήψη φασµάτων µεταβλητής 

θερµοκρασίας του µεθανολικού εκχυλίσµατος από τα Ιωάννινα το µήνα Φεβρουάριο 

(L.I.F.MeOH) για ένα εύρος τιµών θερµοκρασίας από 298 έως 258 Κ σε 



 

78 

δευτεριωµένο ακετονοτρίλιο. Με την ελάττωση της θερµοκρασίας οι κορυφές 

γίνονται πιο οξείες και παρατηρούνται στην περιοχή των ~12.98 ppm τρία σήµατα 

συντονισµού που πριν µε διαλύτη DMSO-d6 αλληλεπικαλυπτόταν, και πιθανώς 

αντιστοιχούν στις απορροφήσεις των πρωτονίων των υδροξυλοµάδων στη θέση 5 των 

φλαβόνων ή των Ο-γλυκοζιτών αυτών. Παρατηρείται επίσης, ότι σε διαλύτη 

ακετονιτρίλιο δεν υπάρχει το σήµα συντονισµού στα ~13.75 ppm των πιθανόν C-

γλυκοζιτών των φλαβονών. Τα σήµατα συντονισµού των πιθανών φλαβονολών στα 

~12.6 ppm σε διαλύτη DMSO-d6 , δεν παρατηρήθηκαν σε διαλύτη ακετονοτρίλιο 

πιθανόν λόγω καταβύθισης.  

Με υπέρθεση του φάσµατος NMR 1H του εκχυλίσµατος σε DMSO-d6  µε τα 

αντίστοιχα πρότυπων εµπορικά διαθέσιµων ενώσεων φλαβονών (7-Ο-γλυκοζίτη της 

απιγενίνης, 7-Ο-ρουτινοζίτη της απιγενίνης και 7-Ο-γλυκοζίτη της λουτεολίνης  που 

ελήφθησαν στο ίδιο όργανο και µε τις ίδιες συνθήκες), συµπεραίνεται ότι το 

εκχύλισµα ενδέχεται να περιέχει τις ενώσεις αυτές. Εξαιτίας όµως της περιορισµένης 

διαλυτότητας του 7-Ο-ρουτινοζίτη της απιγενίνης σε ακετονιτρίλιο δεν ήταν εφικτή η 

λήψη φάσµατος αυτού και η σύγκρισή του µε το εκχύλισµα. Όσον αφορά τον 7-Ο-

γλυκοζίτη της απιγενίνης η διαλυτότητά του σε ακετονιτρίλιο ήταν ικανοποιητική,  

και  προκειµένου να διαπιστωθεί η παρουσία του προστέθηκε µικρή ποσότητα 

διαλύµατός του στο εκχύλισµα για την ενίσχυση του σήµατος (µέθοδος spiking) και 

ακολούθησε η λήψη φασµάτων σε εύρος τιµών θερµοκρασίας από 298 έως 258 Κ. 

Στο Σχήµα 3.7 παρουσιάζεται η επιλεγµένη περιοχή του φάσµατος NMR 1H 

εκχυλίσµατος L.I.F.MeOH πριν και µετά την προσθήκη του 7-Ο-γλυκοζίτη της 

απιγενίνης στους 268 Κ. Λιγότερο διαλυτή στο ακετονιτρίλιο από τον 7-Ο-γλυκοζίτη 

της απιγενίνης είναι η ένωση 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης όπου µε τη µέθοδο του 

spiking ταυτοποιήθηκε στο εκχύλισµα (Σχήµα 3.8).     
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Σχήµα 3.7. (Α) Επιλεγµένη περιοχή του φάσµατος NMR-1H εκχυλίσµατος 

L.I.F.MeOH σε δευτεριωµένο ακετονιτρίλιο, (Β) το φάσµα µετά την προσθήκη7-Ο-

γλυκοζίτη της απιγενίνης. Η ταυτοποίηση του Ο γλυκοζίτη υποδηλώνεται µε το βέλος  

(NS= 512, T=268οK, texp=36min & 53sec).  

 

 

Σχήµα 3.8. (Α) Επιλεγµένη περιοχή του φάσµατος NMR-1H εκχυλίσµατος 

L.I.F.MeOH σε δευτεριωµένο ακετονιτρίλιο, (Β) το φάσµα µετά την προσθήκη7-Ο-

γλυκοζίτη της λουτεολίνης. Η ταυτοποίηση του Ο γλυκοζίτη υποδηλώνεται µε το 

βέλος (NS= 512, T=268K, texp=36min & 53sec). 

 

(Β) 

 

(Α) 

(Β) 

 

(Α) 
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3.5 Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε τη χρήση συζευγµένης 

τεχνικής LC-ESI-MS
n
   

Προκειµένου να ταυτοποιηθούν όσο το δυνατόν περισσότερα συστατικά των 

φύλλων του φυτού Ligustrum lucidum στα εκχυλίσµατα χρησιµοποιήθηκε σύστηµα 

RP-HPLC µε ανιχνευτές συστοιχίας διόδων λυχνιών και φασµατοσκοπίας µαζών. 

Στην παρούσα µελέτη ο διαχωρισµός των φαινολικών συστατικών έγινε µε βαθµωτή 

έκλουση σε στήλη Altima C18 η οποία χρησιµοποιήθηκε και για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό των φλαβονοειδών. Τα χρωµατογραφικά προφίλ των εκχυλισµάτων 

καταγράφηκαν σε 3 µήκη κύµατος 254, 280 και 340 nm και παρατίθενται στα 

παρακάτω σχήµατα  µαζί µε τα φάσµατα µαζών. Η επιλογή των τριών αυτών µηκών 

κύµατος οφείλεται στο γεγονός ότι ένας µεγάλος αριθµός φαινολικών ενώσεων 

παρουσιάζει ισχυρή απορρόφηση σε αυτά. Με βάση τα αποτελέσµατα του Πίνακα 

3.1, διαπιστώθηκε ότι το πλουσιότερο µεθανολικό εκχύλισµα ήταν αυτό του Μαΐου 

από την Κάριανη (L.K.M.MeOH) µαζί µε αυτό του Φεβρουαρίου από τα Ιωάννινα 

(L.I.F.MeOH) και αντίστοιχα το πλουσιότερο υδατικό αυτό από τα Ιωάννινα κατά το 

µήνα Μάϊο (L.I.M.Aq). Τα εκχυλίσµατα L.K.M.MeOH και L.I.M.Aq επιλέχθηκαν ως 

αντιπροσωπευτικά και στη συνέχεια παρουσιάζεται η λεπτοµερής ανάλυσή τους µε 

LC-ESI-MSn.     

� L.I.M.Aq 

 
Στο Σχήµα 3.9 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ του υδατικού 

εκχυλίσµατος από τα Ιωάννινα µε κωδικό L.I.M.Aq στα τρία µήκη κύµατος 254, 280 

και 340 nm καθώς και εκείνου από τον φασµατογράφο µάζας. 
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Σχήµα 3.9. (Α) Χρωµατογράφηµα µάζας, (Β) Χρωµατογραφικό προφίλ στα 280 nm, 

(Γ) 254 nm και (∆) 340 nm του φυτικού εκχυλίσµατος L.Ι.M.Aq 

Ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης και 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης   

ταυτοποιήθηκαν ως τα κυριότερα συστατικά του εκχυλίσµατος. Με βάση τα φάσµατα  

MS και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά που ταυτοποιήθηκαν στο εκχύλισµα 

είναι τα εξής: υδροξυτυροσόλη, γλυκοζίτης της τυροσόλης, ολεοζίτης, 6,8-δι-C-

γλυκοζίτης της απιγενίνης, υδροξυ-βερµπασκοζίτης, βερµπασκοζίτης, 7-Ο-

γλυκοζίτης της λουτεολίνης, παράγωγο του λιγκστροζίτη, ελευρωπαΐνη και ο 7-O-

γλουκουρονίτης της απιγενίνης. Στον Πίνακα 3.3 παρουσιάζονται συνοπτικά τα 

χρωµατογραφικά και φασµατοσκοπικά δεδοµένα των κυριοτέρων συστατικών του 

εκχυλίσµατος φύλλων L.Ι.M.Aq   µετά την ανάλυση του δείγµατος µε  LC-ESI-MSn. 

Η κορυφή 1 του χρωµατογραφήµατος αποδίδεται στην υδροξυτυροσόλη 

(hydroxytyrosol) µε βάση την τιµή m/z του µοριακού ιόντος  [M-H]- στα 153 m/z στο 

φάσµα µαζών. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος 
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παρατηρείται ένα θραύσµα στα 123 m/z εξαιτίας της απώλειας της οµάδας CH2OH 

(De la Torre-Carbot et al., 2005), (Σχήµα 3.12).  

 

Σχήµα 3.10. Φάσµατα MS και MS2 της υδροξυτυροσόλης 

 

Η κορυφή 2 του χρωµατογραφήµατος παρουσιάζει µοριακό ιόν [M-H]- στα 

299 m/z στο φάσµα µαζών. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος 

παρατηρούνται δύο θραύσµατα στα [M-H]- 300 m/z και [2M-H]- 599 m/z αντίστοιχα 

(Σχήµα 3.13). Το θραύσµα στα 599 αντιστοιχεί στο διµερές του µοριακού ιόντος.  

Έτσι, η κορυφή 2 µε βάση το φάσµα µαζών και βιβλιογραφικά δεδοµένα (Obied et 

al., 2007) ταυτοποιήθηκε ως ο γλυκοζίτης της τυροσόλης (Salidroside). 

  

Σχήµα 3.11. Φάσµατα MS και MS2 του γλυκοζίτη της τυροσόλης 

 

Η κορυφή 3 του χρωµατογραφήµατος εµφανίζει στο φάσµα µαζών µοριακό 

ιόν  [M-H]- στα 389 m/z. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος 

παρατηρούνται δύο θραύσµατα στα [M-H-44]- 345 m/z και [M-H-180]- 209 m/z 

αντίστοιχα. Το θραύσµα στα 345 δικαιολογείται από την απώλεια ενός µορίου CO2 

της καρβοξυλικής οµάδας και αυτό στα 209 από την απώλεια µιας εξόζης (Σχήµα 

3.12). Έτσι, η κορυφή 3 µε βάση το φάσµα µαζών και βιβλιογραφικά δεδοµένα 

(Cardoso et al., 2005) ταυτοποιήθηκε ποιοτικά ως ο ολεοζίτης (oleoside). 
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Σχήµα 3.12: Φάσµατα MS και MS2 του ολεοζίτη 

Η κορυφή 5 του χρωµατογραφήµατος εµφανίζει κύριο µοριακό ιόν [M-H]- 

στα 593 m/z. Το δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 εµφανίζει κορυφές στα [M-H-18]- 

575 m/z, [M-H-90]- 503 m/z (0,3Χ), [M-H-120]- 473 m/z (0,2Χ), [M-H-210]- 383 m/z, 

[M-H-240]- 353 m/z χαρακτηριστικά ιόντα των di-C-γλυκοζυλιωµένων φλαβόνων 

(Cuyckens και Claeys, 2004). Στο φάσµα MS2 δεν παρατηρήθηκε το µοριακό ιόν [M-

H-60]- στα 533 m/z το οποίο δηλώνει ότι το τµήµα του ζαχάρου που είναι 

συνδεδεµένο στις θέσεις 6 και 8 είναι εξόζη και όχι πεντόζη (Bakhtiar et al., 1994; 

Cuyckens και Claeys, 2004) (Σχήµα 3.13). Με βάση λοιπόν το µονοπάτι 

θραυσµατοποίησης του κύριου µοριακού ιόντος, η ένωση 5 χαρακτηρίστηκε ως 6,8-

δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης (apigenin-6,8-di-C-glucoside). Γενικά, στους C-

γλυκοζίτες των φλαβονοειδών το σάκχαρο συνδέεται απευθείας µε τον άνθρακα του 

φλαβονοειδούς.  
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Σχήµα 3.13: A.Φάσµατα MS και MS2 του 6,8-δι-C-γλυκοζίτη της απιγενίνης B. 

Σχάση των γλυκοζιτικών µορίων 
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Η κορυφή 6 του χρωµατογραφήµατος εµφανίζει κύριο µοριακό ιόν [M-H]- 

στα 639 m/z. Το δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 εµφανίζει κορυφές στα [M-H-18]- 

621 m/z, [M-H-110]- 529 m/z, [M-H-18-162]- 459 m/z (Σχήµα 3.14). Το θραύσµα 

στα 621 m/z δικαιολογείται από την απώλεια ενός µορίου H2O και αυτό στα 459 από 

την απώλεια ενός µορίου νερού και µιας εξόζης. Έτσι, η κορυφή 6 µε βάση το φάσµα 

µαζών και βιβλιογραφικά δεδοµένα (Mulinacci et al., 2005) ταυτοποιήθηκε ποιοτικά  

ως υδροξυ-βερµπασκοζίτης (hydroxy-verbascoside).    

  

Σχήµα 3.14. Φάσµατα MS και MS2 του υδροξυ-βερµπασκοζίτη 

 

Οι κορυφές 7 και 8 του χρωµατογραφήµατος εµφανίζουν κύριο µοριακό ιόν 

[M-H]- στα 623 m/z. Το δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 εµφανίζει κορυφή στα [M-

H-162]- 461 m/z (Σχήµα 3.15) το οποίο δικαιολογείται από την απώλεια ενός µορίου 

γλυκόζης. Έτσι, οι κορυφές 7 και 8 µε βάση το φάσµα µαζών και βιβλιογραφικά 

δεδοµένα (Ryan et al., 1999; Mulinacci et al., 2005) ταυτοποιήθηκαν ποιοτικά ως δύο 

ισοµερή του βερµπασκοζίτη (verbascoside).   

  

Σχήµα 3.15. Φάσµατα MS και MS2 του βερµπασκοζίτη 

  

Η κορυφή 10 εµφανίζει κύριο µοριακό ιόν στα [M-H]- 447 m/z. Στο φάσµα 

MS2 παρατηρείται ένα ιόν  [M-H-162]- στα 285 m/z το οποίο δηλώνει την ύπαρξη 

ενός µορίου γλυκόζης (Σχήµα 3.16). Συγκρίνοντας τον χρόνο κατακράτησης και το 

φάσµα µάζας της κορυφής 10 µε αυτά της πρότυπης ένωσης του 7-Ο-γλυκοζίτη της 
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λουτεολίνης (luteolin-7-O-glucoside) συµπεραίνεται ότι η κορυφή 10 είναι ο 7-Ο-

γλυκοζίτης της λουτεολίνης. 

 

Σχήµα 3.16: Φάσµατα MS και MS2 του 7-Ο-γλυκοζίτη της λουτεολίνης  

 

Το φάσµα µάζας της κορυφής 11 παρουσιάζει κύριο θραύσµα στα [M-H]- 

577 m/z. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα 

κύριο θραύσµα [M-H-308]- ([M-H-ραµνόζη-γλυκόζη]-) στα 269 m/z (Σχήµα 3.17), 

υποδεικνύοντας, όπως και στην κορυφή 10, την παρουσία ενός µορίου ραµνόζης και 

γλυκόζης, όπου η απουσία ενδιάµεσου ιόντος στο φάσµα µάζας MS2 δηλώνει έναν 

1→6 διαγλυκοζιτικό δεσµό (Cuyckens et al., 2001). Έτσι, η κορυφή 11 

χαρακτηρίστηκε ως ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης (apigenin-7-O-rutinoside) και 

αυτό επιβεβαιώθηκε µε σύγκριση την µε πρότυπη ένωση. 

  

Σχήµα 3.17: Φάσµατα MS και MS2 του 7-Ο-ρουτινοζίτη της απιγενίνης  

 

Η κορυφή 12 παρουσιάζει κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας στα [M-H]- 553 

m/z. Στο φάσµα µάζας MS2 παρατηρούµε κορυφές [M-H-44]- στα 509 m/z, [M-H-18-

162]- στα 373 m/z, [M-H-206]- στα 347 m/z (Σχήµα 3.18). Το θραύσµα στα 509 m/z 

δικαιολογείται  από την απώλεια ενός µορίου CO2 της καρβοξυλικής οµάδας και αυτό 

στα 373 δικαιολογείται από την απώλεια ενός µορίου νερού και ενός µορίου 

γλυκόζης (De la Torre-Carbot et al., 2005). Έτσι, η κορυφή 12 µε βάση το φάσµα 
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µαζών και βιβλιογραφικά δεδοµένα ταυτοποιήθηκε ποιοτικά πιθανώς ως παράγωγο 

του λιγκστροζίτη (ligstroside).   

  

 Σχήµα 3.18: Φάσµατα MS και MS2 παράγωγου του λιγκστροζίτη  

 

Η κορυφή 13 παρουσιάζει κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας στα [M-H]- 431 

m/z. Στο φάσµα µάζας MS2 παρατηρούµε ένα κύριο ιόν [M-H-162]- στα 269 m/z 

δηλώνοντας την ύπαρξη ενός γλυκοζιτικού µορίου (Σχήµα 3.19). Η κορυφή 13 

χαρακτηρίστηκε ως ο 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης (apigenin-7-O-glucoside) και 

αυτό επιβεβαιώθηκε µε σύγκριση µε την πρότυπη ένωση. 

  

Σχήµα 3.19. Φάσµατα MS και MS2 του 7-Ο-γλυκοζίτη της απιγενίνης 

 

Η κορυφή 14 παρουσιάζει κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας στα [M-H]- 539 

m/z. Στο φάσµα µάζας MS2 παρατηρούµε κορυφές [M-H-162]- στα 377 m/z, [M-H-

232]- στα 307 m/z και [M-H-264]- στα 275 m/z (Σχήµα 3.20). Το θραύσµα στα 377 

δικαιολογείται από την απώλεια ενός µορίου γλυκόζης, στα 307 από την απώλεια 

ενός µορίου C4H6O (Caruso et al., 2000) και αυτό στα 275 ίσως να προέρχεται από 

την αναδιάταξη των θραυσµάτων (De la Torre-Carbot et al., 2005). Η κορυφή 14 

χαρακτηρίστηκε ως ελευρωπαΐνη (oleuropein) και αυτό επιβεβαιώθηκε µε σύγκριση 

µε την πρότυπη ένωση. 
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Σχήµα 3.20. Φάσµατα MS και MS2 της ελευρωπαΐνης 

 

 Η κορυφή 15 παρουσιάζει κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας στα [M-H]- 445 

m/z. Στο φάσµα µάζας MS2 παρατηρούµε ένα κύριο ιόν [M-H-176]- στα 269 m/z 

(Σχήµα 3.21) δηλώνοντας πιθανώς την ύπαρξη ενός µορίου γλυκοζιτικού οξέος. Έτσι, 

η κορυφή 15 χαρακτηρίστηκε πιθανή ως 7-Ο-γλουκουρονίτης της απιγενίνης 

(apigenin-7-O-glucuronide) 

  

Σχήµα 3.21: Φάσµατα MS και MS2 του 7-Ο-γλουκουρονίτη της απιγενίνης 

 

Στον Πίνακα 3.3 παρουσιάζονται συνοπτικά τα χρωµατογραφικά και 

φασµατοσκοπικά δεδοµένα των κυριοτέρων συστατικών του εκχυλίσµατος φύλλων 

L.Ι.M.Aq  µετά την ανάλυση του δείγµατος µε  LC-ESI-MSn. 

 
Πίνακας 3.3. Χρωµατογραφικά και φασµατοσκοπικά δεδοµένα του εκχυλίσµατος 

φύλλων L.Ι.M.Aq µε  LC-ESI-MS 

L.Ι.M.Aq 

N
o
 

Χρόνος 

κατακράτησης 

tR (min) 

ESI(-) 

Ένωση 
[M-H]

-
 

m/z 
MS/MS 

1 16.2 153 123 
HO

OH

HO

 
Υδροξυτυροσόλη 
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2 16.9 299 599,299 
O

CH2OH

HO

HO

HO

OH

O

 
Γλυκοζίτης της τυροσόλης 

(Salidroside) 

3 18.8 389 345, 209 

O

OH
O

HO

O

O

O

H

OH

OHH

H

HO

H

HO

H

 
Ολεοζίτης 

4 20.5 -  ∆.Ι. 

5’ 21 593 
575, 503, 473, 

383, 353 
6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης (ισοµερές) 

5 21.3 593 
575, 503, 473, 

383, 353 
O

OH

HO

OH

O

A

B

C

3

2

410
5

6

7
8

9
1'

2'

3'

4'

5'

6'

O

CH2OHOH

OH

HO

O

CH2OH

HO

HO

HO

 
6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

6 23.5 639 621,529,459 HO

HO

O

O

HO

CH2OH

ORha

O

O

OH

OH

OH

 
Υδροξυ- βερµπασκοζίτης 

7 26.6 623 461 Βερµπασκοζίτης (ισοµερές) 

8 26.9 623 461 HO

HO

O

O

HO

CH2OH

ORha

O

O

OH

OH

1
2

3

4
5

6

b

a

b'

a'

1'

2'

3'

4' 6'

5'

Βερµπασκοζίτης 
9 27.6 -  ∆.Ι.* 

10 28 447 285 

O

OH

O

O

O

HO

HO

OH

OH

OH

7-O-γλυκοζίτης της 
λουτεολίνης 

11 28.9 577 269 
O

OH

O

O

O

HO

HO

HO

O

O

CH3

HO

HO

HO
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7-O-ρουτινοζίτης της 
απιγενίνης 

12 29.6 553  347, 509, 373 Παράγωγο του λιγκστροζίτη 

13 30.7 431 269 
O

OH

O

OH

O

O

HO

HO

OH

OH

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 

14 31.9 539 377, 307, 275 

HO

HO

O
O

C O

OCH3

O

O

O

OH

OH

OH

HO

 
Ελευρωπαΐνη 

15 32.8 445 269 

O

OH

O

OH

O

O

HOOC

HO

HO

OH

7-O-glucuronide της 
απιγενίνης 

16 38.3 -  ∆.Ι. 
17 41.2 -  ∆.Ι. 

*∆.Ι.= ∆εν ιονίζεται 
 
 

� L.K.M.MeOH  

 

Στο Σχήµα 3.22 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ του µεθανολικού 

εκχυλίσµατος από την Κάριανη µε κωδικό L.K.M.MeOH στα τρία µήκη κύµατος 

254, 280 και 340 nm καθώς και εκείνου από τον φασµατογράφο µάζας. 
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Σχήµα 3.22. (Α) Χρωµατογράφηµα µάζας, (Β) Χρωµατογραφικό προφίλ στα 280 

nm, (Γ) 254 nm και (∆) 340 nm του φυτικού εκχυλίσµατος L.K.M.MeOH  

 

Ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης και το  

παράγωγο του λιγκστροζίτη ταυτοποιήθηκαν ως τα κυριότερα συστατικά του 

εκχυλίσµατος. Με βάση τα φάσµατα  MS και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά 

που ταυτοποιήθηκαν στο εκχύλισµα είναι τα εξής: υδροξυτυροσόλη, γλυκοζίτης της 

τυροσόλης, ολεοζίτης, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-Ο-ρουτινοζίτης της 

λουτεολίνης, βερµπασκοζίτης, 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, ελευρωπαΐνη, 7-O-

γλουκουρονίτης της απιγενίνης και η απιγενίνη.  

Συγκρίνοντας τα χρωµατογραφήµατα και τα φάσµατα µαζών των 

εκχυλισµάτων L.Ι.M.Aq και L.K.M.MeOH παρατηρείται ότι τα περισσότερα 

συστατικά είναι κοινά και στα δύο εκχυλίσµατα. Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα 

φάσµατα µάζας δύο ενώσεων οι οποίες βρέθηκαν µόνο στο µεθανολικό εκχύλισµα 

L.K.M.MeOH. 
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Το φάσµα µάζας της κορυφής 9, παρουσιάζει κύριο θραύσµα στα [M-H]- 593 

m/z. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα 

κύριο θραύσµα [M-H-308]- ([M-H-ραµνόζη-γλυκόζη]-) στα 285 m/z, υποδεικνύοντας 

την παρουσία της µορίου ραµνόζης και γλυκόζης. Επιπρόσθετα, η απουσία 

ενδιάµεσου ιόντος στο φάσµα µάζας MS2 δηλώνει έναν 1→6 διαγλυκοζιτικό δεσµό 

(Cuyckens et al., 2001), (Σχήµα 3.23). Εποµένως, η κορυφή 9 χαρακτηρίστηκε ως ο 

7-Ο-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης (luteolin-7-O-rutinoside). 

  

Σχήµα 3.23: Φάσµατα MS και MS2 του 7-Ο-ρουτινοζίτη της λουτεολίνης  

 

Η κορυφή 18 έδωσε ένα κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας στα [M-H]- 269 

m/z. Συγκρίνοντας τον χρόνο κατακράτησης και το φάσµα µάζας µε αυτά της 

πρότυπης της απιγενίνης συµπεραίνεται ότι η κορυφή 18 είναι η απιγενίνη (apigenin), 

(Σχήµα 3.24).  

 

                            Σχήµα 3.24: Φάσµα MS-  της απιγενίνης 

 

Στον Πίνακα 3.4 παρουσιάζονται συνοπτικά τα χρωµατογραφικά και 

φασµατοσκοπικά δεδοµένα των κυριοτέρων συστατικών του εκχυλίσµατος φύλλων 

L.K.M.MeOH µετά την ανάλυση του δείγµατος µε  LC-ESI-MSn 
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Πίνακας 3.4. Χρωµατογραφικά και φασµατοσκοπικά δεδοµένα του εκχυλίσµατος 

φύλλων L.K.M.MeOH µε  LC-ESI-MS 

L.K.M.L.MeOH 

N
o
 

Χρόνος 

κατακράτησης 

tR (min) 

ESI(-) 

Ένωση 
[M-H]

-
 m/z MS/MS 

1 14.2 390 - - 
2 16.2 153 123 Υδροξυτυροσόλη 

3 16.9 300 599,299 
Γλυκοζίτης της τυροσόλης 

(Salidroside) 

4 18.7 389 345, 209 Ολεοζίτης 
5 20.5 - - ∆.Ι 

6’ 20.9 593 
575, 503, 
473, 383, 

353 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης (ισοµερές) 

6 21.3 593 
575, 503, 
473, 383, 

353 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης 

7 23.2 337 - - 
8 24.9 338 - - 

9 26.5 593 285 
O

OH

O

OH

O

O

HO

HO

HO

O

O

CH3

HO

HO

HO

OH

 
7-O-ρουτινοζίτης της 

λουτεολίνης 
10 26.9 623 461 Βερµπασκοζίτης 

11 28 447 285 
7-O-γλυκοζίτης της 

λουτεολίνης 

12 28.9 577 269 
7-O-ρουτινοζίτης της 

απιγενίνης 

13 29.6 553 
329, 347, 
373, 509 

Παράγωγο του λιγκστροζίτη 

14 30.7 431 269 
7-O-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

15 32 539 
377, 307, 

275 
Ελευρωπαΐνη 

16 32.8 445  269 
7-O-γλουκουρονίτης της 

απιγενίνης 
17 36.8 391 - - 

18 42.7 269 269 
O

OH

HO

OH

O

A

B

C

3

2

410
5

6

7
8

9
1'

2'

3'

4'

5'

6'

 
Απιγενίνη 
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3.5.1 Συγκριτική µελέτη των υδατικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα 

 
Στο Σχήµα 3.25 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των υδατικών 

εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα L.I.M.Aq, L.I.J.Aq, L.I.N.Aq και L.I.F.Aq στα τρία 

µήκη κύµατος 254, 280, 340 nm καθώς και εκείνο του φασµατογράφου µάζας. 

  

  

Σχήµα 3.25. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm και 340 nm των υδατικών εκχυλισµάτων L.I.M.Aq, L.I.J.Aq, L.I.N.Aq και 

L.I.F.Aq   

Από τα χρωµατογραφικά προφίλ των εκχυλισµάτων (Σχήµα 3.25) προκύπτει 

ότι τα υδατικά εκχυλίσµατα του Μαΐου και του Φεβρουαρίου είναι πλουσιότερα σε 

φαινολικά συστατικά σε σχέση µε αυτά του Ιουλίου και του Νοεµβρίου. Το 

εκχύλισµα του Νοεµβρίου φαίνεται ότι είναι το φτωχότερο όλων. Συγκεκριµένα, 

παρατηρήθηκε η χαµηλότερη συγκέντρωση του 7-O-ρουτινοζίτη της απιγενίνης (2.11 

mg/g στερεού εκχυλίσµατος) (Σχήµα 3.26). 
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Σχήµα 3.26. Γραφική παράσταση της µεταβολής των συγκεντρώσεων 3 

φλαβονοειδών ως συνάρτηση µε το χρόνο για τα υδατικά εκχυλίσµατα από τα 

Ιωάννινα. 

Σύµφωνα µε το Σχήµα 3.25 και τον Πίνακα 3.5 προκύπτει ότι τα 

φλαβονοειδή: 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης και 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης και το σεκοϊριδοειδές ολεοζίτης είναι τα κοινά 

συστατικά των υδατικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα. Σε όλα τα εκχυλίσµατα, µε 

εξαίρεση αυτό του Φεβρουαρίου, ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης είναι το κύριο 

συστατικό του οποίου υψηλότερη τιµή σηµειώθηκε το µήνα Μάϊο (21.43 mg/g 

στερεού εκχυλίσµατος), ενώ παρόµοιες είναι οι τιµές για τους µήνες Φεβρουάριο και 

Ιούλιο (10.52 και 12.25 mg/g στερεού εκχυλίσµατος). Όσον αφορά τα δύο άλλα 

φλαβονοειδή, 7-O-γλυκοζίτη της απιγενίνης και  7-O-γλυκοζίτη της λουτεολίνης οι 

τιµές των συγκεντρώσεων τους ήταν υψηλότερες το Φεβρουάριο (4.58 και 3.17 mg/g 

στερεού εκχυλίσµατος, αντίστοιχα) και µικρότερες τον Ιούλιο (2.83 και 1.12 mg/g). 

Η υδροξυτυροσόλη απαντάται µόνο στα δείγµατα του Μαΐου και Ιουλίου ενώ 

ο γλυκοζίτης της τυροσόλης και ο υδροξυ-βερµπασκοζίτης µόνο σε αυτό του Μαΐου. 

Γενικά, το µήνα Μάϊο όπως φαίνεται από τον Πίνακα 3.5 απαντώνται οι 

περισσότερες ενώσεις, πιθανώς, εξαιτίας του ότι το Μάϊο αρχίζει η ανθοφορία του 

φυτού. Ο βερµπασκοζίτης, ένα κιναµωµικού τύπου οξύ, καθώς και το ισοµερές του 

βρέθηκαν σε όλα τα εκχυλίσµατα εκτός από εκείνο του Νοεµβρίου. Παρόµοια 

συµπεριφορά εµφάνισαν η ελευρωπαΐνη και ο 7-Ο-γλουκουρονίτης της απιγενίνης. 

Το παράγωγο του λιγκστροζίτη, το κύριο συστατικό του Φεβρουαρίου, βρέθηκε σε 

όλα τα δείγµατα εκτός από αυτό του Ιουλίου.   
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Τα αποτελέσµατα από τα χρωµατογραφικά προφίλ των εκχυλισµάτων είναι σε 

συµφωνία µε αυτά των µετρήσεων των ολικών φαινολών και ολικών φλαβονοειδών 

του προηγούµενου κεφαλαίου, όπου στα δείγµατα του Μαΐου και του Φεβρουαρίου 

σηµειώθηκαν οι υψηλότερες συγκεντρώσεις. 

Στον Πίνακα 3.5 παρουσιάζονται συνοπτικά  τα κυριότερα συστατικά των 

υδατικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα µετά την ανάλυση των δειγµάτων µε  LC-

ESI-MSn. 

Πίνακας 3.5. Μοριακά ιόντα των υδατικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα και η 

απόδοσή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) L.I.M.Aq L.I.J.Aq L.I.N.Aq L.I.F.Aq 

Υδροξυτυροσόλη 153 (123) √ √ - - 

Γλυκοζίτης της τυροσόλης 299 (599, 299) √ - - - 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

593 (575, 503, 473, 

383, 353) 
√ √ √ √ 

Υδροξυ-βερµπασκοζίτης 639 (621, 529, 459) √ - - - 

Ισοµερές του βερµπασκοζίτη 623 (461) √ √ - √ 

Βερµπασκοζίτης 623 (461) √ √ - √ 

7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 447 (285) √ - - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 577 (269) √ √ √ √ 

Παράγωγο του λιγκστροζίτη 553 (509, 373, 347)  √ - √ √ 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 431 (269) √ √ √ √ 

Ελευρωπαΐνη 539 (377, 307, 275) √ √ - √ 

7-O-γλουκουρονίτης της 

απιγενίνης 
445 (269) √ √ - √ 
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3.5.2 Συγκριτική µελέτη των µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα 

 
Στο Σχήµα 3.27 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των µεθανολικών 

εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα L.I.M.MeOH, L.I.J.MeOH, L.I.N.MeOH και 

L.I.F.MeOH στα τρία µήκη κύµατος 254, 280, 340 nm καθώς και εκείνο του 

φασµατογράφου µάζας. 

  

  
Σχήµα 3.27. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm και 340 nm των µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα L.I.M.MeOH, 

L.I.J.MeOH, L.I.N.MeOH και L.I.F.MeOH  

 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ των µεθανολικών εκχυλισµάτων από την 

περιοχή των Ιωαννίνων (Σχήµα 3.27) προκύπτει ότι το δείγµα του Φεβρουαρίου ήταν 

το πλουσιότερο σε φαινολικά συστατικά. Όπως και στα υδατικά εκχυλίσµατα έτσι και 

στα µεθανολικά το φτωχότερο όλων ήταν αυτό του Νοεµβρίου. Τα δείγµατα του 
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Μαΐου και Ιουλίου παρουσίασαν φτωχότερο φαινολικό προφίλ σε σχέση µε το 

αντίστοιχο υδατικό. 

Τα κοινά συστατικά των µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα 

σύµφωνα µε τον Πίνακα 3.6 είναι τα φλαβονοειδή 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης, 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης και τα 

σεκοϊριδοειδή ολεοζίτης και ελευρωπαΐνη. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του 7-O-

ρουτινοζίτη της απιγενίνης και του 7-O-γλυκοζίτη σηµειώθηκαν το Φεβρουάριο 

(16.81 και 4.08 mg/g στερεού εκχυλίσµατος αντίστοιχα), αλλά σηµαντικά υψηλές 

ήταν και οι τιµές τον Ιούλιο (10.71 και 2.1 mg/g στερεού εκχυλίσµατος) (Σχήµα 

3.28). Η λουτεολίνη βρέθηκε µόνο στα µεθανολικά εκχυλίσµατα τους µήνες Μάϊο, 

όπου σηµειώνεται η υψηλότερη συγκέντρωση, και Ιούλιο µε τιµές 5.73 και 1.62 mg/g 

στερεού εκχυλίσµατος. Οµοίως η λουτεολίνη και η απιγενίνη βρέθηκαν µόνο στα 

µεθανολικά εκχυλίσµατα µε υψηλότερες συγκεντρώσεις το Μάϊο και Ιούλιο (2.45 και 

2.64 mg/g στερεού εκχυλίσµατος) ενώ µικρότερη είναι αυτή του Νοεµβρίου (1.11 

mg/g στερεού εκχυλίσµατος). Ο 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης παρουσιάζει 

παρόµοιες συγκεντρώσεις τους µήνες Μάϊο, Ιούλιο, Φεβρουάριο και µικρότερη το 

Νοέµβριο. Ο ολεοζίτης απαντά σε όλα τα εκχυλίσµατα, ενώ σύµφωνα µε τα 

χρωµατογραφήµατα το Νοέµβριο παρατηρείται η υψηλότερη συγκέντρωση.  
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Σχήµα 3.28. Γραφική παράσταση της µεταβολής των συγκεντρώσεων των 5 

φλαβονοειδών ως συνάρτηση µε το χρόνο σε µεθανολικά εκχυλίσµατα από τα 

Ιωάννινα. 

Συγκρίνοντας τα υδατικά µε τα µεθανολικά εκχυλίσµατα από τα Ιωάννινα 

παρατηρείται ότι οι ενώσεις υδροξυτυροσόλη, ολεοζίτης, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 
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απιγενίνης, 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης και ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 

απαντώνται τις ίδιες χρονικές περιόδους τόσο στα υδατικά όσο και στα µεθανολικά 

εκχυλίσµατα. Όσον αφορά τις συγκεντρώσεις, αυτές ποικίλουν ανάλογα µε την 

περίοδο και τον διαλύτη εκχύλισης. Γενικά, υψηλές συγκεντρώσεις για τα υδατικά 

εκχυλίσµατα παρατηρήθηκαν το Μάϊο και Φεβρουάριο ενώ για τα µεθανολικά το 

Φεβρουάριο. 

Για τα υπόλοιπα συστατικά που ταυτοποιήθηκαν στα εκχυλίσµατα 

παρατηρείται ότι ο γλυκοζίτης της τυροσόλης και ο υδροξυ-βερµπασκοζίτης 

απαντώνται µόνο στα υδατικά εκχυλίσµατα ενώ οι ενώσεις απιγενίνη και λουτεολίνη 

µόνο στα µεθανολικά.  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το εκχύλισµα του Φεβρουαρίου όπου στο 

χρωµατογραφικό προφίλ στα 340 nm παρατηρείται µία διπλή κορυφή µε χρόνο 

έκλουσης tR= 23.7-24.8 min. Η κορυφή αυτή µε µέγιστη απορρόφηση στα 246, 290sh 

και 336 nm στο φάσµα UV ταυτοποιήθηκε µόνο στο συγκεκριµένο εκχύλισµα και δεν 

παρατηρείται τους υπόλοιπους µήνες. Το φάσµα µάζας της διπλής κορυφής 

παρουσιάζει το ίδιο κύριο θραύσµα στα [M-H]- 755 m/z. Στο δευτερογενές φάσµα 

µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο θραύσµα [M-H-162]- ([M-

H-γλυκόζη]-) στα 593 m/z, υποδεικνύοντας την παρουσία ενός µορίου εξόζης. Το 

τριτογενές φάσµα µάζας MS3 έδειξε την παρουσία ενός κύριου θραύσµατος [M-H-

146]- ([M-H-ραµνόζη]-) στα 447 m/z, δηλώνοντας την παρουσία ενός µορίου 

ραµνόζης. Στη συνέχεια, το τεταρτοταγές φάσµα µάζας παρουσίασε θραύσµα [M-H-

132]- ([M-H-πεντόζη]-) στα 315 m/z, στα 135 m/z [1,3Α]- (διασταυρούµενη διάσπαση 

1,3 του δακτυλίου Α) και στα 148 m/z [1,3Β-CH3]
- (διασταυρούµενη διάσπαση 1,3 του 

δακτυλίου Β) (Cuyckens και Claeys, 2004) υποδεικνύοντας την παρουσία ενός 

µορίου πεντόζης και µιας µεθοξυ-οµάδας στον δακτύλιο Β. Σύµφωνα µε το µονοπάτι 

θραυσµατοποίησης πιθανώς η κορυφή αυτή είναι µία µεθοξυ-κερκετίνη 

υποκατεστηµένη στη θέση 3 από τους παραπάνω γλυκοζίτες (Ferreres et al., 2008; 

Lin et al., 2008). Από την πορεία θραυσµατοποίησης στο φάσµα µάζας της διπλής 

κορυφής, για κάθε µία κορυφή ξεχωριστά, παρατηρείται ότι τα θραύσµατα των 

κορυφών είναι πανοµοιότυπα µε αποτέλεσµα οι ενώσεις που αντιστοιχούν στην διπλή 

κορυφή να είναι µεταξύ τους ισοµερή. Πιθανώς η ένωση που εκλούεται πρώτη να 

έχει ένα γαλακτοζίτη ως οµάδα εξόζης και αυτή που εκλούεται δεύτερη ως εξόζη να 

έχει γλυκοζίτη (Lin και Harnly, 2007; Lin et al., 2008) . 
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Στο Σχήµα 3.29 παρουσιάζονται η πορεία θραυσµατοποίησης στο φάσµα 

µάζας( MS-1, MS-2, MS-3, MS-4), το φάσµα UV της ένωσης και η πιθανή της δοµή. 
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Σχήµα 3.29. A. Μονοπάτι θραυσµατοποίησης στο φάσµα µάζας και φάσµα UV Β. 

Πιθανή δοµή της ένωσης 3-Ο-(2’’,5’’-Ο-εξόζης,ραµνοζίτης-πεντόζης) της 

ισοραµνετίνης ( isorhamnetin 3-O-2’’,5’’-O-hexosylrhamnosylpentoside) 
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    Στον Πίνακα 3.6 παρουσιάζονται συνοπτικά  τα κυριότερα συστατικά των 

µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα µετά την ανάλυση των δειγµάτων µε  

LC-ESI-MSn.  

Πίνακας 3.6. Μοριακά ιόντα των µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα και η 

ταυτοποίησή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) L.I.M.MeOH L.I.J.MeOH L.I.N.MeOH L.I.F.MeOH. 

Υδροξυτυροσόλη 153 (123) √ √ - - 

Παράγωγο του ολεοζίτη 
433 (389, 356, 

270, 220,176) 
- √ - √ 

Ισοµερές του ολεοζίτη 
389 (345, 209, 

165, 121) 
- - √ - 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ √ √ 

Ισοµερές του 6,8-δι-C-

γλυκοζίτης της απιγενίνης 

593 (575, 503, 

473, 383, 353) 
√ √ √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

593 (575, 503, 

473, 383, 353) 
√ √ √ √ 

3-Ο-(2’’,5’’-Ο-

εξόζης,ραµνοζίτης-πεντόζης) 

της ισοραµνετίνης (ισοµερές)  

755 (MS2 593), 

(MS3447) 

(MS4315,148,135) 

- - - √ 

3-Ο-(2’’,5’’-Ο-

εξόζης,ραµνοζίτης-πεντόζης) 

της ισοραµνετίνης 

755 (MS2 593), 

(MS3447) 

(MS4315,148,135) 

- - - √ 

Ισοµερές του βερµπασκοζίτη 623 (461) - - - √ 

Βερµπασκοζίτης 623 (461) - √ - √ 

7-O-γλυκοζίτης της 

λουτεολίνης 
447 (285) - - - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της 

απιγενίνης 
577 (269) √ √ √ √ 

Παράγωγο του λιγκστροζίτη 
553 (509, 373, 

347, 329) 
- - - √ 

7-O-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 
431 (269) √ √ √ √ 

Ελευρωπαΐνη 
539 (377, 307, 

275) 
√ √ √ √ 

7-O-glucuronide της 

απιγενίνης 
445 (269) - √ - √ 

Λουτεολίνη 285 √ √ - - 

Απιγενίνη 269 √ √ √ - 
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3.5.3. Συγκριτική µελέτη των υδατικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη 

 
Στο Σχήµα 3.30 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των υδατικών 

εκχυλισµάτων από την Κάριανη L.K.M.Aq, L.K.J.Aq, L.K.N.Aq και L.K.F.Aq στα 

τρία µήκη κύµατος 254, 280, 340 nm καθώς και εκείνο του φασµατογράφου µάζας 

  

 
Σχήµα 3.30. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm και 340 nm των υδατικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη L.K.M.Aq, L.K.J.Aq, 

L.K.N.Aq και L.K.F.Aq 

 
Από το χρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων (Σχήµα 3.30) προκύπτει 

ότι τα υδατικά εκχυλίσµατα του Μαΐου και του Φεβρουαρίου είναι πλουσιότερα σε 

φαινολικά συστατικά σε σχέση µε αυτά του Ιουλίου και του Νοεµβρίου. Στο δείγµα 

του Μαΐου παρατηρείται η υψηλότερη συγκέντρωση του 7-O-ρουτινοζίτη της 

απιγενίνης (13.41 mg/g στερεού εκχυλίσµατος) ενώ σε αυτό του Φεβρουαρίου 

σηµειώνεται η µεγαλύτερη του 7-O-γλυκοζίτη της απιγενίνης (3.93 mg/g στερεού 
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εκχυλίσµατος) (Σχήµα 3.31). Όσον αφορά τον 7-O-γλυκοζίτη της λουτεολίνης, 

ταυτοποιήθηκε µόνο στα δείγµατα του Μαΐου και Φεβρουαρίου. 
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Σχήµα 3.31. Γραφική παράσταση της µεταβολής των συγκεντρώσεων 3 

φλαβονοειδών ως συνάρτηση µε το χρόνο των υδατικών εκχυλισµάτων από την 

Κάριανη. 

 

Σύµφωνα  µε το Πίνακα 3.7 τα κοινά συστατικά των υδατικών εκχυλισµάτων 

από την Κάριανη είναι ο ολεοζίτης, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-O-

ρουτινοζίτης της απιγενίνης και 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης. Τα τέσσερα αυτά 

συστατικά σύµφωνα µε τα προηγούµενα αποτελούν εξίσου τα κοινά συστατικά των 

υδατικών εκχυλισµάτων από τα Ιωάννινα. Όσον αφορά το κύριο συστατικό του κάθε 

υδατικού εκχυλίσµατος προκύπτει ότι αυτό είναι το ίδιο και για τις δύο περιοχές, µε 

εξαίρεση τα δείγµατα του Ιουλίου, όπου ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης αποτελεί 

το κύριο συστατικό των Ιωαννίνων και όχι της Κάριανης. Συγκρίνοντας τα Σχήµατα 

3.26 και 3.31, συµπεραίνεται ότι οι συγκεντρώσεις των φλαβονοειδών (7-O-

ρουτινοζίτη της απιγενίνης, 7-O-γλυκοζίτη της απιγενίνης και ο 7-O-γλυκοζίτη της 

λουτεολίνης) στα υδατικά εκχυλίσµατα των Ιωαννίνων είναι µεγαλύτερες από αυτές 

της Κάριανης. Γενικά, από τα χρωµατογραφήµατα των υδατικών εκχυλισµάτων και 

των δύο περιοχών διαπιστώνεται ότι τα δείγµατα από τα Ιωάννινα είναι πλουσιότερα 

σε επιµέρους φαινολικά συστατικά από αυτά της Κάριανης. Επίσης, τα κύρια 

συστατικά των εκχυλισµάτων των δύο περιοχών είναι ποιοτικά παρόµοια αλλά όχι 

και ποσοτικά.     
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Πίνακας 3.7. Μοριακά ιόντα των υδατικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη και  η 

ταυτοποίησή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) L.Κ.M.Aq L.Κ.J.Aq L.Κ.N.Aq L.K.F.Aq 

Υδροξυτυροσόλη 153 (123) √ - - - 

Γλυκοζίτης της τυροσόλης 299 (599, 299) √ - - - 

Παράγωγο του ολεοζίτη 
433 (389, 345, 

271, 220, 176) 
- √ - √ 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης 

(ισοµερές) 

593 (575, 503, 

473, 383, 353) 
√ √ √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

593 (575, 503, 

473, 383, 353) 
√ √ √ √ 

Υδροξυ-βερµπασκοζίτης 
639 (621, 529, 

459) 
√ - √ - 

Ισοµερές του βερµπασκοζίτη 623 (461) - - - √ 

Βερµπασκοζίτης 623 (461) - - - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης 593 (285) √ √ √ - 

7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 447 (285) √ - - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 577 (269) √ √ √ √ 

Παράγωγο του λιγκστροζίτη 
553 (509, 373, 

347)  
- - - √ 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 431 (269) √ √ √ √ 

Ελευρωπαΐνη 
539 (377, 307, 

275) 
√ - - √ 
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3.5.4. Συγκριτική µελέτη των µεθανολικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη 

 
Στο Σχήµα 3.32 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των µεθανολικών 

εκχυλισµάτων από την Κάριανη L.K.M.MeOH, L.K.J.MeOH, L.K.N.MeOH και 

L.K.F.MeOH στα τρία µήκη κύµατος 254, 280, 340 nm καθώς και εκείνο του 

φασµατογράφου µάζας 

  

  
Σχήµα 3.32. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm και 340 nm των µεθανολικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη L.K.M.MeOH, 

L.K.J.MeOH, L.K.N.MeOH και L.K.F.MeOH  

 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ των µεθανολικών εκχυλισµάτων (Σχήµα 

3.32) και τον Πίνακα 3.8 προκύπτει ότι τα δείγµατα του Μαΐου και του Φεβρουαρίου 

είναι πλουσιότερα σε φαινολικές ενώσεις από αυτά του Νοεµβρίου και του Ιουλίου. 

Τα κοινά συστατικά των εκχυλισµάτων είναι τα 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 
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7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης, απιγενίνη και 

ολεοζίτης. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του 7-O-ρουτινοζίτη και του 7-O-γλυκοζίτη 

της απιγενίνης καθώς και του 7-Ο-γλυκοζίτη της λουτεολίνης παρατηρούνται το 

Μάϊο (18.65, 4.78 και 4.07 mg/g στερεού εκχυλίσµατος αντίστοιχα), ενώ το δείγµα 

του Νοεµβρίου έδωσε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε απιγενίνη (2.17 mg/g στερεού 

εκχυλίσµατος), η οποία αποτελεί και το κύριο συστατικό του εκχυλίσµατος  (Σχήµα 

3.33). 
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Σχήµα 3.33. Γραφική παράσταση της µεταβολής των συγκεντρώσεων των 4 

φλαβονοειδών ως συνάρτηση µε το χρόνο των µεθανολικών εκχυλισµάτων από την 

Κάριανη. 

Από τη σύγκριση των µεθανολικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη µε τα 

αντίστοιχα υδατικά διαπιστώνεται ότι τα µεθανολικά εκχυλίσµατα είναι πλουσιότερα 

σε φαινολικές ενώσεις. Συγκεκριµένα όσον αφορά τις ενώσεις των φλαβονοειδών που 

πραγµατοποιήθηκε ποσοτικός προσδιορισµός, οι τιµές αυτών στα µεθανολικά 

εκχυλίσµατα είναι υψηλότερες από τις αντίστοιχες στα υδατικά εκχυλίσµατα. Με 

εξαίρεση την απιγενίνη η οποία ταυτοποιήθηκε µόνο στα µεθανολικά εκχυλίσµατα, 

συµπεραίνεται ότι τα κοινά συστατικά των µεθανολικών και υδατικών εκχυλισµάτων 

της Κάριανης ήταν παρόµοια. 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ των µεθανολικών εκχυλισµάτων των δύο 

περιοχών προκύπτει ότι τα εκχυλίσµατα της Κάριανης είναι πλουσιότερα σε 

φαινολικά συστατικά σε σχέση µε αυτά των Ιωαννίνων. Συγκεκριµένα, για τα 

φλαβονοειδή που πραγµατοποιήθηκε ποσοτικός προσδιορισµός παρατηρείται ότι οι 

συγκεντρώσεις αυτών στην περιοχή της Κάριανης είναι µεγαλύτερες από αυτές των 
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Ιωαννίνων. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το συστατικό 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 

το οποίο στα µεθανολικά εκχυλίσµατα των Ιωαννίνων έχει τις υψηλότερες 

συγκεντρώσεις τον Ιούλιο και Φεβρουάριο ενώ σε όλα τα άλλα δείγµατα το Μάϊο και 

Φεβρουάριο. Ωστόσο, παρόµοια ήταν τα κοινά συστατικά των δειγµάτων  και από τις 

δύο περιοχές, τα οποία όπως και στην περίπτωση των υδατικών διαφέρουν ως προς 

τις συγκεντρώσεις τους.       

Πίνακας 3.8. Μοριακά ιόντα των µεθανολικών εκχυλισµάτων από την Κάριανη και η 

ταυτοποίησή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) L.K.M.MeOH L.K.J.MeOH L.K.N.MeOH L.K.F.MeOH. 

Υδροξυτυροσόλη 153 (123) √ - - - 

Γλυκοζίτης της τυροσόλης 299 (599, 300) √ - - - 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ √ √ 

6,8-di-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης 

(ισοµερές) 

593 (575, 503, 

473, 383, 353) 
√ √ √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

593 (575, 503, 

473, 383, 353) 
√ √ √ √ 

7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης 593 (285) √ √ √ - 

Βερµπασκοζίτης 623 (461) √ - - √ 

7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 447 (285) √ - - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 577 (269) √ √ √ √ 

Παράγωγο του λιγκστροζίτη 
553 (509, 373, 

347, 329) 
√ - - √ 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 431 (269) √ √ √ √ 

Ελευρωπαΐνη 
539 (377, 307, 

275) 
√ √ - √ 

7-O-γλουκουρονίτης της απιγενίνης 445 (269) √ √ - - 

Απιγενίνη 269 √ √ √ √ 

 

 

3.5.5. Στατιστική ανάλυση οµαδοποίησης των αποτελεσµάτων της συζευγµένης 

τεχνικής LC-ESI-MS
n
 

Για τα αποτελέσµατα της συγκριτικής µελέτης τόσο των υδατικών όσο και 

των µεθανολικών εκχυλισµάτων από τις περιοχές των Ιωαννίνων και της Κάριανης 

τους µήνες Μάϊο, Ιούλιο, Νοέµβριο και Φεβρουάριο µε τη συνδυαστική τεχνική LC-

ESI-MSn πραγµατοποιήθηκε στατιστική ανάλυση οµαδοποίησης (cluster analysis) 

(Σχήµα 3.34).  
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Σχήµα 3.34. ∆ενδρόγραµµα ανάλυσης οµαδοποίησης (cluster analysis) περιοχών (Ι: 

Ιωάννινα, Κ: Κάριανη) και µηνών (2:Φεβρουάριος, 5:Μάιος, 7:Ιούλιος, 

11:Νοέµβριος) 

Από το δενδρόγραµµα ανάλυσης οµαδοποίησης (Σχήµα 3.36) παρατηρείται 

ότι µεγαλύτερο ρόλο στην οµαδοποίηση έχουν οι µήνες σε σχέση µε τις περιοχές, (οι 

οποίες όµως είναι και αυτές σηµαντικοί παράγοντες). Τα δείγµατα Ιουλίου και 

Νοεµβρίου από την Κάριανη (Κ7 και Κ11) παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη οµοιότητα 

σε φαινολικά συστατικά, σε ποσοστό 79%. Στη συνέχεια, οι δύο αυτοί µήνες 

εµφανίζουν οµοιότητα ίση µε 68,4% µε το δείγµα από τα Ιωάννινα το µήνα 

Νοέµβριο. Ίδια οµοιότητα ως προς τα φαινολικά συστατικά τους (68,4%) 

παρατηρείται στα δείγµατα του Φεβρουαρίου και από τις δύο περιοχές (Ι2 και Κ2). 

Τα συγκεκριµένα δείγµατα ωστόσο διαφοροποιούνται σε µεγάλο βαθµό από όλους 

τους υπόλοιπους συνδυασµούς (Σχήµα 3.36). Όσον αφορά τα δείγµατα από τα 

Ιωάννινα κατά τους µήνες Μάϊο και Ιούλιο, αυτά παρουσιάζουν οµοιότητα ίση µε 

63,2% και 31,6% µε το δείγµα της Κάριανης το µήνα Μάϊο. Τα δείγµατα του Μαΐου 

και από τις δύο περιοχές καθώς και του Ιουλίου από τα Ιωάννινα  (Ι5, Κ5, Ι7) 

παρουσιάζουν οµοιότητα ίση µε 21,1% µε τα δείγµατα του Νοεµβρίου από τις δύο 

περιοχές και αυτό του Ιουλίου από την Κάριανη (Ι11, Κ11, Κ7). 
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Συµπερασµατικά:  

� ∆είγµατα της ίδιας ποικιλίας, συλλεγµένα σε διαφορετικές χρονικές 

περιόδους και από διαφορετικές περιοχές παρουσιάζουν οµοιότητα στα συστατικά 

τους η οποία κυµαίνεται από 21% έως 79%. Εξαίρεση αποτελούν τα δείγµατα του 

Φεβρουαρίου τα οποία δεν παρουσιάζουν στατιστική οµοιότητα ως προς τα 

συστατικά τους µε τα δείγµατα των υπόλοιπων µηνών.      

� Η σύγκριση των εκχυλισµάτων των φύλλων Ligustrum lucidum τις 

διάφορες χρονικές περιόδους έδειξε ότι κατά τους µήνες Μάϊο και Φεβρουάριο 

έχουµε τα υψηλότερα ποσοστά φαινολικών ενώσεων. Επίσης, παρατηρείται µία 

µικρή ποιοτική διαφοροποίηση µεταξύ των συστατικών αλλά µε µία αξιοσηµείωτη 

ποσοτική διαφορά. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε συµφωνία µε εκείνα των 

Termentzi et al., 2008, οι οποίοι µελέτησαν το φαινολικό προφίλ του καρπού του 

φυτού Sorbus domestica στις διάφορες φάσης ωρίµανσης. Τα αποτελέσµατα της 

έρευνας αυτής έδειξαν ότι το φαινολικό προφίλ των διαφόρων εκχυλισµάτων δεν 

άλλαζε ποιοτικά ως προς την παρουσία των ενώσεων, αλλά µόνο ποσοτικά. Ανάλογα, 

όµως, την περίοδο συγκοµιδής οι τιµές των συγκεντρώσεων των συστατικών 

διέφεραν.      

� Συγκρίνοντας τις δύο περιοχές, ως προς τη σύσταση των φαινολικών 

τους ενώσεων διαπιστώνεται ότι η διαφορετική περιοχή καλλιέργειας του φυτού δεν 

επηρεάζει το φαινολικό προφίλ του, εφόσον η ποικιλία παραµένει η ίδια. Τα 

αποτελέσµατα αυτά βρίσκονται σε συµφωνία µε αυτά των Vinha et al., 2005, οι 

οποίοι µελέτησαν το φαινολικό προφίλ του ελαιοκάρπου διαφόρων ποικιλιών από 

διαφορετικές περιοχές. Οι παραπάνω ερευνητές έδειξαν ότι δείγµατα από την ίδια 

ποικιλία αλλά διαφορετικού σταδίου ωρίµανσης και συλλεγµένα από διαφορετική 

περιοχή έχουν παρόµοιο φαινολικό προφίλ για τα κύρια συστατικά, τονίζοντας τη 

µεγάλη σηµασία της ποικιλίας στο προφίλ του φυτού.  

� Γενικά, συγκρίνοντας τα χρωµατογραφικά προφίλ των εκχυλισµάτων 

και από τις δύο περιοχές παρατηρείται ότι δεν µεταβάλλονται δραστικά ως προς το 

περιεχόµενο των συστατικών τους και ιδιαίτερα των φλαβονοειδών. Ο 6,8-δι-C-

γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης και 7-O-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης είναι τα φλαβονοειδή τα οποία ταυτοποιήθηκαν σε όλα τα δείγµατα, οι 

συγκεντρώσεις των οποίων ποικίλουν ανάλογα µε την περιόδο συγκοµιδής. Η 
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παρουσία των ενώσεων αυτών σε όλα τα δείγµατα µπορεί να θεωρηθεί ως 

χαρακτηριστική για το προφίλ των φλαβονοειδών των φύλλων Ligustrum lucidum, 

και εποµένως µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως κριτήριο ποιότητας (quality control 

index). Οι Meirinhos et al., 2005 αναφέρουν παρόµοιες µεταβολές στις 

συγκεντρώσεις των φλαβονοειδών στα  εκχυλίσµατα φύλλων ελαιοδέντρου. Οι 

διαφοροποιήσεις στις συγκεντρώσεις ήταν αναµενόµενες, καθώς πολλοί παράγοντες 

όπως ο χρόνος συλλογής, το κλίµα, η ποικιλία και η φύση του εδάφους επηρεάζουν 

το ποσοστό των ενώσεων (Esti et al., 1998; Romani et al., 1999; Botίa et al., 2001, 

Damak et al., 2008). Κατά το µήνα Μάϊο (περίοδος ανθοφορίας) και Φεβρουάριο 

(περίοδος καρποφορίας) παρατηρείται αύξηση στο ποσοστό των φαινολικών εξαιτίας 

πιθανόν του σταδίου ανάπτυξης του φυτού (Ranalli et al., 2006).   

Επίσης, τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από τη µελέτη των εκχυλισµάτων µε 

τη συνδυαστική τεχνική LC-ESI-MSn εξετάσθηκαν συγκριτικά µε εκείνα που 

προέκυψαν από τη χρήση φασµατοσκοπίας NMR 1H. Η σύγκριση αυτή εξαιτίας της 

πολυπλοκότητας των φασµάτων NMR στην αρωµατική περιοχή περιορίστηκε µόνο 

στις φλαβονοειδείς ενώσεις. Από τα πρωτονιακά φάσµατα NMR προκύπτει ότι στα 

εκχυλίσµατα πιθανώς να υπάρχουν φλαβόνες, Ο ή C-γλυκοζίτες αυτών καθώς και 

φλαβανόλες. Από την ανάλυση µε την τεχνική LC-ESI-MSn ταυτοποιήθηκαν τα 

περισσότερα φλαβονοειδή. Πράγµατι, η κύρια τάξη των φλαβονοειδών είναι οι 

φλαβόνες και συγκεκριµένα η απιγενίνη, η λουτεολίνη και τα γλυκοζιλιωµένα 

παράγωγα τους. Συγκεκριµένα, οι Ο-γλυκοζίτες αυτών: 7-Ο-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης, 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, 7-Ο-γλουκουρονίτης της απιγενίνης, 7-

Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, 7-Ο-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης καθώς και το δι-C 

γλυκοζιλιωµένο παράγωγο της απιγενίνης. Επίσης ενδιαφέρον παρουσιάζει και το 

παράγωγο της ισοραµνετίνης. 

Η δυσκολία ταυτοποίησης των συγκεκριµένων φλαβονοειδών στο φάσµα NMR 
1H µε τη µέθοδο του spiking έγκειται στο γεγονός ότι ενώσεις όπως είναι η απιγενίνη 

και τα παράγωγά της, παρουσιάζουν παρόµοιες τιµές στις απορροφήσεις συντονισµού 

του υδροξυλικού πρωτονίου ΟΗ(5) καθώς και η µερική διαλυτοποίησή τους σε 

διαλύτη ακετονιτρίλιο.  
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ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ 

ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ΣΤΗ ΣΥΣΤΑΣΗ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΦΥΛΛΩΝ 

LIGUSTRUM LUCIDUM ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ 

ΚΥΡΙΟΤΕΡΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΣΥΖΕΥΓΜΕΝΗΣ 

ΤΕΧΝΙΚΗ LC-ESI-MS
n
 ΚΑΙ LC-SPE-NMR 
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4.1 Εισαγωγή 

Με βάση τη συγκριτική µελέτη της σύστασης και της αντιοξειδωτικής δράσης 

των εκχυλισµάτων φύλλων Ligustrum lucidum, που αναπτύχθηκε στο τρίτο κεφάλαιο, 

διαπιστώθηκε ότι το πλουσιότερο εκχύλισµα σε δραστικά συστατικά προέκυψε από 

τα φύλλα που συλλέχθηκαν από την περιοχή της Κάριανη το µήνα Μάϊο. Σε αυτή τη 

διαπίστωση βασίστηκε η επιλογή των δειγµάτων που µελετώνται παρακάτω. Στόχος 

του κεφαλαίου αυτού είναι η µελέτη της επίδρασης του διαλύτη εκχύλισης και της 

µεθόδου εκχύλισης τόσο ως προς τη σύσταση των φαινολικών συστατικών όσο και 

ως προς την εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης των εκχυλισµάτων.  

Τα εννέα διαφορετικά εκχυλίσµατα, που παρασκευάστηκαν για το σκοπό 

αυτό, µελετήθηκαν ως προς τη σύστασή τους σε φαινολικά συστατικά µε τη 

χρωµατοµετρική µέθοδο Folin-Ciocalteau και µε τη χρήση της συνδυαστικής 

τεχνικής LC-ESI-MSn. Επιπλέον, µελετήθηκε η αντιοξειδωτική δράση όλων των 

εκχυλισµάτων καθώς και το περιεχόµενό τους σε  ολικά φλαβονοειδή.  

Το εκχύλισµα του οξικού αιθυλεστέρα επιλέχθηκε, εξαιτίας της υψηλής 

περιεκτικότητας σε φλαβονοειδή, να µελετηθεί και µε τη συνδυαστική τεχνική LC-

SPE-NMR. Μέχρι σήµερα, δεν υπάρχει αναφορά στη βιβλιογραφία η οποία να 

συσχετίζει τις διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης µε το περιεχόµενο σε φαινολικά 

συστατικά στα φύλλα του φυτού Ligustrum lucidum. 
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4.2 Παραλαβή εκχυλισµάτων µε διαφορετικές µεθόδους εκχύλισης  

Η επίδραση του διαλύτη εκχύλισης στη σύσταση και την αντιοξειδωτική 

δράση των εκχυλισµάτων µελετήθηκε χρησιµοποιώντας φύλλα Ligustrum lucidum τα 

οποία συλλέχθηκαν το Μάϊο του 2006 από την περιοχή της Κάριανης (βόρεια 

Ελλάδα). Η επιλογή του χρόνου και της περιοχής συλλογής προέκυψε από τα 

αποτελέσµατα της συγκριτικής µελέτης των εκχυλισµάτων όπως αναφέρεται στο 3ο 

κεφαλαίο. Σύµφωνα µε αυτά, τα εκχυλίσµατα της Κάριανης κατά το µήνα Μάϊο 

έχουν πλούσιο χρωµατογραφικό προφίλ, υψηλές συγκεντρώσεις σε φαινολικά και 

φλαβονοειδή καθώς και ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση σε σχέση µε τα υπόλοιπα 

εκχυλίσµατα. Χρησιµοποιήθηκαν µέθοδοι και διαλύτες εκχύλισης που συνήθως 

αναφέρονται στην βιβλιογραφία για την µελέτη φαινολικών ενώσεων σε φυτικά 

εκχυλίσµατα. Οι εκχυλίσεις πραγµατοποιήθηκαν σε λουτρό υπερήχων (Di Donna et 

al., 2007; Kalia et al., 2008), σε αναδευόµενο υδατόλουτρο (Nenadis et al., 2007), σε 

συσκευή Soxhlet, µε εµποτισµό για µία εβδοµάδα ή ένα µήνα και µε βρασµό (Paiva- 

Martins και Gordon, 2001; Shoemaker et al., 2005; Kalia et al., 2008). Ως διαλύτες 

χρησιµοποιήθηκαν µεθανόλη, αιθανόλη (Innocenti et al., 2007), µίγµα µεθανόλης-

νερού (4:1 v/v) (Bouaziz και Sayadi, 2005), απεσταγµένο νερό, οξικός αιθυλεστέρας 

και εξάνιο (Koşar et al., 2008). Οι συνδυασµοί διαλυτών και µεθόδων εκχύλισης 

φαίνονται αναλυτικότερα στο Πειραµατικό µέρος.  Στον Πίνακα 4.1 δίνεται η % 

απόδοση της εκχύλισης σε στερεό εκχύλισµα. 

Πίνακας 4.1. Απόδοση εκχύλισης φύλλων Ligustrum lucidum µε χρήση 

διαφορετικών διαλυτών 

A/α Μέθοδος Εκχύλισης 
Ποσότητα 

Εκχυλίσµατος (g) 

Απόδοση 

Εκχύλισης ( % ) 

1 L.K.M.MeOH/H20 u.s.b. 1.75 5.83 
2 L.K.M.EtOH 24h 1.75 5.84 
3 L.K.M.EtOH 1week 1.99 6.64 
4 L.K.M.MeOH/H20 24h 1.94 6.45 
5 L.K.M.MeOH/H20 1month 1.85 6.15 
6 L.K.M.MeOH soxhlet 1.76 4.39 
7 L.K.M.EtOAc soxhlet 0.46 1.13 
8 L.K.M.Hex. soxhlet 0.26 0.66 
9 L.K.M.Aq 1.74 5.81 

 10 L.K.M.MeOH 1week 2.05 6.83 
 

Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα του Πίνακα 4.1 η µεγαλύτερη απόδοση 

εκχύλισης αντιστοιχεί σε διαλύτη µεθανόλη και έπειτα σε αιθανόλη µε µέθοδο 
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εκχύλισης αυτή του εµποτισµού. Παρατηρείται επίσης, ότι υψηλή τιµή απόδοσης 

εκχύλισης έχουν το υδατοµεθανολικό µε εµποτισµό για ένα µήνα και αυτό σε  

αναδευόµενο υδατόλουτρο για 24 ώρες. Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία, οι 

παραπάνω διαλύτες αποτελούν τους πιο συχνά χρησιµοποιούµενους για παραλαβή 

φαινολικών συστατικών από φυτά.  

 

4.3 Επίδραση των συνθηκών εκχύλισης στη σύσταση των ολικών φαινολών, 

ολικών φλαβονοειδών και εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης των 

εκχυλισµάτων  

Ο προσδιορισµός των ολικών φαινολών και ολικών φλαβονοειδών των 

εκχυλισµάτων έγινε χρωµατοµετρικά και η συγκέντρωσή τους υπολογίστηκε από 

καµπύλη αναφοράς που κατασκευάστηκε µε πρότυπο διάλυµα καφεϊκού οξέος και 

ρουτίνης αντίστοιχα. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως mg καφεϊκού οξέος ή 

ρουτίνης/g στερεού εκχυλίσµατος (Πίνακα 4.2). Στον ίδιο Πίνακα δίνεται η 

αντιοξειδωτική δράση ως SC50 που αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του εκχυλίσµατος 

σε µg/ml στην οποία παρατηρείται το 50% της δέσµευσης της ρίζας DPPH˙.  

Πίνακας 4.2. Επίδραση των συνθηκών εκχύλισης στην περιεκτικότητα των ολικών 

φαινολών, των ολικών φλαβονοειδών και την αντιοξειδωτική δράση εκχυλισµάτων 

φύλλων Ligustrum lucidum  

A/α 
Εκχυλίσµατα φύλλων 

Ligustrum lucidum/ 

πρότυπη ένωση 

Ολικές φαινόλες 

(mg καφεϊκού 

οξέος/g  στερεού 

εκχυλίσµατος) 

Ολικά 

φλαβονοειδή 

(mg ρουτίνης/g  

στερεού 

εκχυλίσµατος) 

*SC50 

(µg/ml) 

1 L.K.M.MeOH/H20 u.s.b. 56.9  28.1  541.3 
2 L.K.M.EtOH 24 h 63.9   25.5  495.5   
3 L.K.M.MeOH/H20 24h 51.2  22.9 225.8  
4 L.K.M.MeOH 1 week 89.4  52.3  381.9  

5 
L.K.M.MeOH/H20 

1month 
65.6  39.1  176.2  

6 L.K.M.MeOH soxhlet 35.8  18.8  445.3   
7 L.K.M.EtOH 1week 44.4  32.3  432.5  
8 L.K.M.EtOAc soxhlet 87.2  54.8  345.3  
9 L.K.M.Aq 68.9  23.9  317.6  

*SC50 είναι η συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού (µg/ml) ή του εκχυλίσµατος στην οποία 

παρατηρείται το 50% της δέσµευσης της ρίζας DPPH
•
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Από τα αποτελέσµατα του Πίνακα 4.2 προκύπτει ότι όσον αφορά τη σύσταση 

των εκχυλισµάτων, πλουσιότερο σε φαινολικές ενώσεις είναι το µεθανολικό 

εκχύλισµα µιας εβδοµάδας (L.K.M.MeOH 1 week) και αυτό του οξικού αιθυλεστέρα 

(L.K.M.EtOAc soxhlet). Το µεθανολικό εκχύλισµα της soxhlet ήταν το φτωχότερο 

όλων και ακολουθεί αυτό της αιθανόλης µιας εβδοµάδας. Το µεθανολικό εκχύλισµα 

της soxhlet παρουσίασε χαµηλές τιµές εξαιτίας του τρόπου εκχύλισης. Οι διαδοχικές 

εκχυλίσεις µε διαλύτες αυξανόµενης πολικότητας είχαν ως αποτέλεσµα οι 

περισσότερες φαινολικές ενώσεις να εκχυλιστούν στο διαλύτη οξικό αιθυλεστέρα. Το 

υδατοµεθανολικό των 24 ωρών (L.K.M.MeOH/H20 24h) παρουσιάζει ανάλογες τιµές 

µε αυτό του λουτρού υπερήχων (L.K.M.MeOH/H20 u.s.b.). Ανάλογη εργασία 

πραγµατοποιήθηκε από τους Topçu et al., 2007, οι οποίοι µελέτησαν την επίδραση 

του διαλύτη στο περιεχόµενο των ολικών φαινολών και φλαβονοειδών στον καρπό 

του φυτού Pistacia terebinthus (Anacardiaceae) και κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι 

το µεθανολικό εκχύλισµα έδωσε τα υψηλότερα αποτελέσµατα. 

Το δείγµα που παρουσίασε το υψηλότερο ποσοστό σε ολικά φλαβονοειδή 

είναι αυτό του οξικού αιθυλεστέρα και έπειτα το µεθανολικό µιας εβδοµάδας. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του Πίνακα 4.2 το φτωχότερο όλων είναι το 

µεθανολικό της soxhlet (εξαιτίας των διαδοχικών εκχυλίσεων) και το 

υδατοµεθανολικό του αναδευόµενου υδατόλουτρου. Σε πρόσφατη δηµοσίευση των 

Kalia et al., 2008, αναφέρεται ότι η µέθοδος εκχύλισης µε soxhlet στο φυτό Potentilla 

atrosanguinea Lodd. (Rosaceae) που ευδοκιµεί στα Ιµαλάϊα και πίνεται ως αφέψηµα, 

έδωσε καλύτερα αποτελέσµατα όσον αφορά το περιεχόµενο σε ολικές φαινόλες και 

ολικά φλαβονοειδή σε σχέση µε άλλες µεθόδους εκχύλισης όπως το λουτρό 

υπερήχων και  ο εµποτισµός.   

Η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων βρέθηκε µεγαλύτερη για το 

υδατοµεθανολικό του ενός µήνα µε τη µέθοδο του εµποτισµού και µικρότερη για το 

υδατοµεθανολικό που εκχυλίστηκε σε λουτρό υπερήχων. Το εκχύλισµα του οξικού 

αιθυλεστέρα της soxhlet  παρά την υψηλή περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά 

και ολικά φλαβονοειδή παρουσίασε χαµηλή αντιοξειδωτική δράση. Σε αντίθετα 

αποτελέσµατα από αυτά κατέληξαν οι Kalia et al., 2008, οι οποίοι παρατήρησαν ότι 

την πιο ισχυρή αντιοξειδωτική δράση έχει το εκχύλισµα της soxhlet σε σχέση µε αυτά 

του εµποτισµού και του λουτρού υπερήχων. Είναι προφανές, ότι η αντιοξειδωτική 

δράση των εκχυλισµάτων εξαρτάται τόσο από το διαλύτη όσο και από τη µέθοδο 
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εκχύλισης. Οι Moure et al., 2001 µελέτησαν την αντιοξειδωτική δράση εκχυλισµάτων 

των φυτών Gevuina avellana και Rosa rubiginosa σε διάφορους διαλύτες και 

παρατήρησαν ότι τα µεθανολικά εκχυλίσµατα έδωσαν την καλύτερη αντιοξειδωτική 

δράση. Από τα αποτελέσµατα του Πίνακα 4.2 παρατηρείται ότι ο συσχετισµός µεταξύ 

αντιοξειδωτικής δράσης και ολικών φαινολών δεν είναι ο αναµενόµενος. Οι 

Kähkönen et al., 1999, έδειξαν ότι δεν είναι απαραίτητο να συσχετίζεται η 

αντιοξειδωτική δράση µε υψηλό ποσοστό ολικών φαινολών. Παροµοίως, υψηλό 

ποσοστό φλαβονοειδών δεν σηµαίνει απαραίτητα υψηλή αντιοξειδωτική δράση. Θα 

πρέπει να τονιστεί ότι ο χρωµατοµετρικός προσδιορισµός των ολικών φλαβονοειδών 

µε AlCl3 δεν αφορά όλα τα φλαβονοειδή. Συγκεκριµένα φλαβόνες και φλαβονόλες 

αντιδρούν µε το Al(ΙΙΙ), ενώ φλαβανόνες και φλαβανόλες δεν αντιδρούν µε τον ίδιο 

βαθµό (Chang et al., 2002). 

 

4.4 Στατιστική µελέτη της επίδραση των συνθηκών εκχύλισης στη σύσταση 

των ολικών φαινολών, ολικών φλαβονοειδών και εκτίµηση της αντιοξειδωτικής 

δράσης των εκχυλισµάτων  

 

Ο στατιστικός έλεγχος των µετρήσεων έγινε µε την Ανάλυση ∆ιακύµανσης 

Ενός Παράγοντα (One-way ANOVA), λόγω του ότι τα δείγµατα ήταν από µία 

συγκεκριµένη περιοχή (Κάριανη) και συλλεγµένα την ίδια χρονική περίοδο (Μάϊο). 

Στατιστικά, σηµαντικές διαφορές για επίπεδο εµπιστοσύνης 95% υπάρχουν όταν η 

τιµή P είναι µικρότερη του 0.05. Στα εκχυλίσµατά µας, όσον αφορά τις 

συγκεντρώσεις των φλαβονοειδών µεταξύ των δειγµάτων η τιµή P ήταν µικρότερη 

του 0.001 (P<0.001). Στο Σχήµα 4.1 παρουσιάζεται η ανάλυση ANOVA ενός 

παράγοντα, όπου εξετάζεται η επίδραση των διαφορετικών συνθηκών εκχύλισης στην 

περιεκτικότητα σε ολικά φλαβονοειδή 
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Σχήµα 4.1. Επίδραση των διαφορετικών συνθηκών εκχύλισης στην περιεκτικότητα 

σε ολικά φλαβονοειδή. Οι κάθετες ευθείες παριστούν τα όρια εµπιστοσύνης 95% των 

µέσων τιµών ολικών φλαβονοειδών (όπου 1-9 τα εκχυλίσµατα που προέκυψαν µε 

διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης 1: EtOAc soxhlet, 2: EtOH 24h, 3: EtOH 1 week, 

4: MeOH/H20 24h, 5: MeOH 1 week, 6: MeOH/H20 1 month, 7: MeOH/H20 usb, 8: 

MeOH soxhlet, 9: Aq) 

Από το Σχήµα 4.1 συµπεραίνεται ότι τα εκχυλίσµατα του EtOAc soxhlet και  

της MeOH 1 week παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε ολικά 

φλαβονοειδή, ενώ την µικρότερη αυτά του MeOH/H20 24h, της MeOH soxhlet και 

του Aq. Πιο συγκεκριµένα, τα φύλλα που εκχυλίστηκαν µε τον ίδιο διαλύτη EtOH 

αλλά µε διαφορετική µέθοδο εκχύλισης (εµποτισµός για µία εβδοµάδα και σε 

αναδευόµενο υδατόλουτρο για 24 ώρες) δεν παρουσίασαν διαφορές στη 

συγκέντρωση των ολικών φλαβονοειδών. Αντίθετα όµως, τα φύλλα που 

εκχυλίστηκαν µε MeOH/H20 αλλά µε διαφορετική µέθοδο εκχύλισης (εµποτισµός για 

ένα µήνα, αναδευόµενο υδατόλουτρο για 24 ώρες και λουτρό υπερήχων) 

παρουσίασαν διαφορές. Το υδατοµεθανολικό εκχύλισµα ενός µήνα έδωσε την 

υψηλότερη τιµή σε ολικά φλαβονοειδή ενώ αυτά σε αναδευόµενο υδατόλουτρο και 

σε λουτρό υπερήχων παρουσίασαν µικρότερες αλλά παρόµοιες τιµές. Ως εκ τούτου το 

εκχύλισµα µε κωδικό MeOH/H20 1 month είναι το πλουσιότερο µεταξύ αυτών σε 

ολικά φλαβονοειδή. Στα εκχυλίσµατα αυτά, η επίδραση της µεθόδου εκχύλισης  στα 

ολικά φλαβονοειδή είναι εµφανής. Σηµαντική επίσης διαφορά στο περιεχόµενο το 
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φλαβονοειδών παρουσίασαν τα µεθανολικά δείγµατα που εκχυλίστηκαν µε 

διαφορετικές µεθόδους (εµποτισµός για µία εβδοµάδα και εκχύλιση µε soxhlet). 

Περίπου τρεις φορές µεγαλύτερη ήταν η συγκέντρωση του εκχυλίσµατος µε κωδικό 

MeOH 1 week από αυτή του MeOH soxhlet, δηλώνοντας ξανά τη σηµασία της 

µεθόδου εκχύλισης στη µεταβολή των τιµών σε ολικά φλαβονοειδή.  

Όσον αφορά τα φύλλα που εκχυλίστηκαν µε την ίδια µέθοδο εκχύλισης αλλά 

σε διαφορετικούς διαλύτες παρατηρήθηκαν διαφορετικές συµπεριφορές. Πιο 

συγκεκριµένα, στα φύλλα που πραγµατοποιήθηκε εµποτισµός αυτών για µία 

εβδοµάδα  σε δύο διαφορετικούς διαλύτες παρατηρήθηκε ότι ο διαλύτης µεθανόλη 

έδωσε υψηλότερες τιµές σε ολικά φλαβονοειδή σε σχέση µε το διαλύτη αιθανόλη. 

Αξιοσηµείωτη είναι η διαφορά στα δείγµατα που εκχυλίστηκαν µε soxhlet. Το 

εκχύλισµα του EtOAc παρουσίασε πολύ µεγαλύτερη συγκέντρωση από αυτή του 

µεθανολικού (σχεδόν τρεις φορές µεγαλύτερη). Από τα αποτελέσµατα αυτά 

συµπεραίνεται ότι ο διαλύτης εκχύλισης παίζει σηµαντικό ρόλο στο περιεχόµενο των 

φλαβονοειδών. Σε αυτό το συµπέρασµα όµως δεν καταλήξαµε από τη σύγκριση δύο 

άλλων δειγµάτων που εκχυλίστηκαν µε την ίδια µέθοδο (σε αναδευόµενο 

υδατόλουτρο για 24 ώρες) χρησιµοποιώντας διαφορετικούς διαλύτες (αιθανόλη και 

µίγµα µεθανόλης-νερού). Τα εκχυλίσµατα αυτά έδωσαν παρόµοιες τιµές σε ολικά 

φλαβονοειδή δηλώνοντας ότι η εκχύλιση σε υδατόλουτρο µε τους συγκεκριµένους 

διαλύτες δεν επηρεάζει τη συγκέντρωση των φλαβονοειδών. 

Με βάση το Σχήµα 4.1 η συγκέντρωση των ολικών φλαβονοειδών των 

εκχυλισµάτων ακολουθεί τη σειρά: 

EtOAc soxhlet ≈ MeOH 1 week > MeOH/H2O 1 month > EtOH 1week, 

MeOH/H2O usb ≈ EtOH 24h ≈ Aq. ≈ MeOH/H2O 24h > MeOH  soxhlet 

Στατιστική επίσης µελέτη, πραγµατοποιήθηκε στα δείγµατα όσον αφορά το 

περιεχόµενό τους σε ολικά φαινολικά. Παρατηρήθηκε, ότι τα εκχυλίσµατα είχαν 

διαφορετικές συγκεντρώσεις φαινολικών µεταξύ των δειγµάτων (P<0.001). Στο 

Σχήµα 4.2 παρουσιάζεται η ανάλυση ANOVA ενός παράγοντα, όπου εξετάζεται η 

επίδραση των διαφορετικών συνθηκών εκχύλισης στην περιεκτικότητα σε ολικά 

φαινολικά. 
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Σχήµα 4.2. Επίδραση των διαφορετικών συνθηκών εκχύλισης στην περιεκτικότητα 

σε ολικά φαινολικά. Οι κάθετες ευθείες παριστούν τα  όρια εµπιστοσύνης 95% των 

µέσων τιµών ολικών φαινολικών (όπου 1-9 τα εκχυλίσµατα που προέκυψαν µε 

διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης 1: EtOAc soxhlet, 2: EtOH 24h, 3: EtOH 1 week, 

4: MeOH/H20 24h, 5: MeOH 1 week, 6: MeOH/H20 1 month, 7: MeOH/H20 usb, 8: 

MeOH soxhlet, 9: Aq) 

Σύµφωνα µε το Σχήµα 4.2 τα εκχυλίσµατα µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε 

φαινολικά είναι του EtOAc σε συσκευή soxhlet και της MeOH  µιας εβδοµάδας (1 

week), ενώ αυτό που είχε τη µικρότερη ήταν το MeOH σε συσκευή soxhlet 

ακολουθώντας τη σειρά: 

MeOH 1 week ≈ EtOAc soxhlet > MeOH/H2O 1 month ≈ Aq. ≈ EtOH 24h > 

MeOH/H2O usb ≈  MeOH/H2O 24h > EtOH 1week > MeOH  soxhlet 

 Από το παραπάνω σχήµα, συµπεραίνεται ότι δείγµατα που εκχυλίστηκαν µε 

τον ίδιο διαλύτη αλλά µε διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης παρουσίασαν σηµαντικές 

διαφορές στη συγκέντρωσή τους σε φαινολικά. Αναλυτικότερα, φύλλα που 

εκχυλίστηκαν µε διαλύτη αιθανόλη είτε µε εµποτισµό για µία εβδοµάδα είτε σε 

αναδευόµενο υδατόλουτρο για 24 ώρες, παρουσίασαν διαφορετική συγκέντρωση σε 

ολικά φαινολικά, µε αυτό της EtOH 24h να δίνει την υψηλότερη τιµή. Σηµαντική 

επίσης διαφορά στη συγκέντρωση σε φαινολικά παρουσίασαν το µεθανολικό 

εκχύλισµα µε εµποτισµό για µία εβδοµάδα που έδωσε την υψηλότερη συγκέντρωση 
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όλων µαζί µε αυτό του οξικού αιθυλεστέρα µε soxhlet, ενώ το  µεθανολικό της 

soxhlet (MeOH soxhlet) τη µικρότερη όλων. Όσον αφορά τα υδατοµεθανολικά 

εκχυλίσµατα αυτό που προέκυψε από τον εµποτισµό για ένα µήνα παρουσίασε 

υψηλότερη συγκέντρωση σε φαινολικά σε σχέση µε αυτά του αναδευόµενου 

υδατόλουτρου για 24 ώρες και του λουτρού υπερήχων. Είναι εµφανές λοιπόν, ότι οι 

µεταβολές στις συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων σε φαινολικά εξαρτώνται κάθε 

φορά από τη µεθόδου εκχύλισης που πραγµατοποιείται. 

Από τα Σχήµα 4.2 συµπεραίνεται επίσης ότι τα δείγµατα που εκχυλίστηκαν µε 

την ίδια µέθοδο εκχύλισης αλλά σε διαφορετικούς διαλύτες παρουσίασαν διαφορές 

στις συγκεντρώσεις σε φαινολικά. Συγκρίνοντας το µεθανολικό εκχύλισµα µε 

εµποτισµό για µία εβδοµάδα (MeOH 1 week) µε το αντίστοιχο αιθανολικό (EtOH 1 

week) προκύπτει ότι η συγκέντρωση σε φαινολικά του µεθανολικού είναι πολύ 

µεγαλύτερη (περίπου η διπλάσια) από αυτή του αιθανολικού. Η µέθοδος του 

αναδευόµενου υδατόλουτρου για 24 ώρες έδωσε υψηλότερη συγκέντρωση σε 

φαινολικά για διαλύτη αιθανόλη (EtOH 24h) παρά για µίγµα µεθανόλης-νερού 

(MeOH/H20 24h). Αξιοσηµείωτη είναι η διαφορά στη συγκέντρωση των φαινολικών 

µεταξύ των εκχυλισµάτων της soxhlet. Το εκχύλισµα του οξικού αιθυλεστέρα 

παρουσίασε πολύ υψηλότερη συγκέντρωση σε σχέση µε το αντίστοιχο µεθανολικό. 

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα συµπεραίνεται ότι ο διαλύτης εκχύλισης παίζει 

σηµαντικό ρόλο στο περιεχόµενο των φλαβονοειδών. 

Όσον αφορά το περιεχόµενο σε ολικά φαινολικά και φλαβονοειδή 

παρατηρείται παρόµοια συµπεριφορά από τη στατιστική µελέτη. Πιο συγκεκριµένα, 

τα δείγµατα που παρουσίασαν υψηλή συγκέντρωση σε φαινολικά ήταν τα ίδια που 

παρουσίασαν και υψηλή συγκέντρωση σε φλαβονοειδή. Οµοίως, το φτωχότερο σε 

φαινολικά ήταν και το φτωχότερο σε φλαβονοειδή.  

Όσον αφορά την εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης πραγµατοποιήθηκε 

και σε αυτή την περίπτωση στατιστικός έλεγχος. Τα εκχυλίσµατα είχαν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις SC50 µεταξύ των δειγµάτων (P<0.001). Στο Σχήµα 4.3 που ακολουθεί 

παρουσιάζεται η ανάλυση ANOVA ενός παράγοντα, όπου εξετάζεται η επίδραση των 

διαφορετικών συνθηκών εκχύλισης στην εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης. 
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Σχήµα 4.3. Επίδραση των διαφορετικών συνθηκών εκχύλισης στην εκτίµηση της 

αντιοξειδωτικής δράσης. Οι κάθετες ευθείες παριστούν τα  όρια εµπιστοσύνης 95% 

των µέσων τιµών του SC50 (όπου 1-9 τα εκχυλίσµατα που προέκυψαν µε 

διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης 1: EtOAc soxhlet, 2: EtOH 24h, 3: EtOH 1 week, 

4: MeOH/H20 24h, 5: MeOH 1 week, 6: MeOH/H20 1 month, 7: MeOH/H20 usb, 8: 

MeOH soxhlet, 9: Aq) 

Από το Σχήµα 4.3 προκύπτει ότι όσον αφορά την αντιοξειδωτική δράση των 

εκχυλισµάτων που εκφράζεται µε την τιµή της παραµέτρου SC50, το δείγµα µε την 

ισχυρότερη δράση ήταν το υδατοµεθανολικό του ενός µήνα (MeOH/H20 1 month), 

ενώ αυτό µε την ασθενέστερη το MeOH/H20 usb και το EtOH 24h. ακολουθώντας 

την εξής σειρά: 

MeOH/H2O 1 month > MeOH/H2O 24h > EtOAc soxhlet ≈ Aq. > MeOH 1 week 

> EtOH 1week ≈ MeOH  soxhlet > EtOH 24h ≈ MeOH/H2O usb 

 Συγκρίνοντας την αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσµατος µε κωδικό EtOH 

24h  µε αυτή του EtOH 1 week συµπεραίνουµε ότι η µέθοδος εκχύλισης επηρεάζει 

την τιµή της παραµέτρου SC50, όπου το εκχύλισµα µε εµποτισµό µιας εβδοµάδας 

δίνει καλύτερη  αντιοξειδωτική δράση. Οµοίως, και το µεθανολικό εκχύλισµα µιας 

εβδοµάδας µε εµποτισµό (MeOH 1 week) δίνει καλύτερη αντιοξειδωτική δράση από 

αυτό της soxhlet (MeOH soxhlet). Στα υδατοµεθανολικά εκχυλίσµατα παρατηρείται 

ότι αυτό µε εµποτισµό ενός µήνα (MeOH/H20 1 month) έδωσε τη µεγαλύτερη 

αντιοξειδωτική δράση ακολουθούµενο από αυτό του αναδευόµενου υδατόλουτρου 
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για 24 ώρες (MeOH/H20 24h) και  τέλος αυτό του λουτρού υπερήχων που 

παρουσίασε τη µικρότερη αντιοξειδωτική δράση όλων των εκχυλισµάτων. Από τη 

σύγκριση των παραπάνω εκχυλισµάτων είναι εµφανές ότι η µέθοδος εκχύλισης 

επηρεάζει την εκτίµηση της αντιοξειδωτικής δράσης. 

Όπως προκύπτει από το Σχήµα 4.3 η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισµάτων 

επηρεάζεται και από τον διαλύτη εκχύλισης. Συγκεκριµένα τα εκχυλίσµατα που 

προέκυψαν από εµποτισµό για µία εβδοµάδα παρουσίασαν καλύτερη δράση όταν 

χρησιµοποιήθηκε διαλύτης µεθανόλη (MeOH 1 week) αντί αιθανόλη (EtOH 1 week). 

Η σύγκριση των δύο δειγµάτων που προήλθαν από εκχύλιση σε αναδευόµενο 

υδατόλουτρο για 24 ώρες έδειξε ότι το υδατοµεθανολικό εκχύλισµα (MeOH/H20 24h)  

είχε µεγαλύτερη αντιοξειδωτική δράση από το αντίστοιχο αιθανολικό (EtOH 24h). 

Τέλος, τα εκχυλίσµατα που προέκυψαν µε τη µέθοδο της soxhlet παρουσίασαν 

µεγαλύτερη δράση µε διαλύτη εκχύλισης οξικό αιθυλεστέρα (EtOAc soxhlet) αντί 

µεθανόλης (MeOH soxhlet).   

Γενικά, από την στατιστική µελέτη των εκχυλισµάτων συµπεραίνεται ότι η 

µέθοδος εκχύλισης που έδωσε τα πιο πλούσια εκχυλίσµατα ήταν αυτή της soxhlet και 

του εµποτισµού και οι πλέον καταλληλότεροι διαλύτες είναι µεθανόλη, µίγµα 

µεθανόλης-νερού και οξικός αιθυλεστέρας.  
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4.5 Μελέτη της σύστασης των εκχυλισµάτων µε τη χρήση της συζευγµένης 

τεχνικής LC-ESI-MS
n
  

Η µέθοδος HPLC που χρησιµοποιήθηκε για τον διαχωρισµό των φαινολικών 

συστατικών των υπό µελέτη εκχυλισµάτων στηρίχθηκε στο σύστηµα ανάλυσης 

βαθµωτής έκλουσης των φαινολικών συστατικών µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης αντίστροφης φάσης (RP-HPLC) των Benavente-Garcia et al., 2000, µε 

ανιχνευτή συστοιχίας διόδων λυχνιών, όπου ρυθµίστηκε για την καταγραφή του 

χρωµατογραφικού προφίλ σε µήκος κύµατος 254, 280 και 340nm για ανίχνευση 

σεκοιριδοειδών, φαινολικών οξέων και φλαβονοειδών. Επίσης χρησιµοποιήθηκε και 

το σύστηµα σύζευξης υγρής χρωµατογραφίας (LC) µε ανιχνευτή 

φασµατοφωτοµετρίας µαζών ιονισµού ηλεκτροψεκασµού (ESI/MS). Οι περισσότερες 

µελέτες στην βιβλιογραφία, για τη σύσταση του φυτού Ligustrum lucidum, 

αναφέρουν αναλύσεις συγκεκριµένων οµάδων ενώσεων ή κλασµάτων των 

εκχυλισµάτων (Shi et al., 1998; He et al., 2001a; He et al., 2001b; Liu et al., 2003) 

και πολύ σπάνια αναλύσεις σε ακατέργαστο εκχύλισµα µε µόνη προεργασία του 

δείγµατος τον καθαρισµό µε φυγοκέντρηση και ακολούθως µε διήθηση. 

Η τεχνική LC-ESI-MS έχει εφαρµοστεί επιτυχώς για τον προσδιορισµό 

συστατικών σε φυτικά εκχυλίσµατα όπως φλαβονοειδή και πολυφαινόλες. Όσον 

αφορά το πρώτης τάξεως φάσµα µάζας, αυτό δίνει περιορισµένες πληροφορίες για τη 

δοµή του µορίου, εκτός από αυτή της µοριακής µάζας. Για το λόγο αυτό, για την 

ταυτοποίηση των περισσοτέρων ενώσεων είναι απαραίτητη η περαιτέρω 

θραυσµατοποίηση του κύριου µοριακού ιόντος. Τις περισσότερες φορές το µονοπάτι 

της θραυσµατοποίησης οδηγεί στην ακριβή δοµή του µορίου. Παράδειγµα αυτού, 

παρουσιάζεται στο Σχήµα 4.4 όπου η σχάση του γλυκοζιτικού δεσµού από το κύριο 

µοριακό ιόν συνεπάγεται τη δηµιουργία του ιόντος του άγλυκου µέρους. 
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Σχήµα 4.4. Σχάση του γλυκοζιτικού δεσµού γλυκοζυλιωµένου παραγώγου της 

απιγενίνης κατά την θραυσµατοποίηση MS2 του µοριακού ιόντος (7-Ο-γλυκοζίτης 

της απιγενίνης). 

Στη συνέχεια αναλύονται τα εννέα διαφορετικά εκχυλίσµατα που προέκυψαν 

σύµφωνα µε τις διαφορετικές συνθήκες εκχύλισης, µε την τεχνική του 

ηλεκτροψεκασµού της φασµατοµετρίας µαζών. 

 

4.5.1 Συγκριτική µελέτη των υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων   

L.K.M.MeOH/H2O 24h-L.K.M.MeOH/H2O u.s.b -                                                      

L.K.M.MeOH/H2O 1 month 

 

Στο Σχήµα 4.5 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ του εκχυλίσµατος 

L.K.M.MeOH/H2O 24h στα τρία µήκη κύµατος 254, 280 και 340 nm καθώς και 

εκείνο από τον φασµατογράφο µάζας. 
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Σχήµα 4.5. (Α) Χρωµατογράφηµα µάζας, (Β) Χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 

(Γ) 280 nm και (∆) 340 nm του φυτικού εκχυλίσµατος L.K.M.MeOH/H2O 24h 

Η απιγενίνη και ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης (ισοροϊφολίνη) 

ταυτοποιήθηκαν ως τα κυριότερα συστατικά του εκχυλίσµατος. Το φάσµα µάζας της 

ισοροϊφολίνης και το κυριότερο θραύσµα της στο φάσµα µάζας MS2 παρουσιάζονται 

στο Σχήµα 4.6. 

  

Σχήµα 4.6: Φάσµατα µαζών MS και MS2 της ισοροϊφολίνης 

 

Με βάση τα φάσµατα  MS και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά που 

ταυτοποιήθηκαν στο εκχύλισµα είναι οι ενώσεις: ολεοζίτης, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 
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απιγενίνης, 7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης, 7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, 7-Ο-

ρουτινοζίτης της απιγενίνης, 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-O-γλουκουρονίτης της 

απιγενίνης, λουτεολίνη και η απιγενίνη.   

Η κορυφή 1 εµφανίζει φάσµα UV µε µέγιστα στα 225 και 280 nm και η 

κορυφή του µοριακού ιόντος  [M-H]- έχει τιµή 389 m/z στο φάσµα µαζών. Στο 

δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρούνται δύο θραύσµατα 

στα [M-H-44]- 345 m/z και [M-H-180]- 209 m/z αντίστοιχα. Το θραύσµα στα 345 

δικαιολογείται από την απώλεια ενός µορίου CO2 της καρβοξυλικής οµάδας και αυτό 

στα 209 από την απώλεια µιας εξόζης. Έτσι, η κορυφή 1 µε βάση το φάσµα µαζών 

και βιβλιογραφικά δεδοµένα (Cardoso et al., 2005) ταυτοποιήθηκε ποιοτικά ως ο 

ολεοζίτης (oleoside).     

Η κορυφή 2 εµφανίζει µέγιστη απορρόφηση στα 270 και 340 nm στο φάσµα 

UV και η τιµή του κύριου µοριακού ιόντος [M-H]- είναι 593 m/z. Το δευτερογενές 

φάσµα µάζας MS2 εµφάνισε κορυφές στα [M-H-18]- 575 m/z, [M-H-90]- 503 m/z, 

[M-H-120]- 473 m/z, [M-H-210]- 383 m/z και [M-H-240]- 353 m/z χαρακτηριστικά 

ιόντα των δι-C-εξόζη φλαβόνων (Cuyckens και Claeys, 2004). Επειδή στο φάσµα 

MS2 δεν παρατηρήθηκε το µοριακό ιόν [M-H-60]- στα 533 m/z, συµπεραίνουνε ότι το 

τµήµα του ζαχάρου που είναι συνδεδεµένο στις θέσεις 6 και 8 είναι εξόζη και όχι 

πεντόζη προτείνοντας τη παρουσία της απιγενίνης (απιγενίνη (270) + γλυκόζη (162) 

+ γλυκόζη (162), συνολικό µοριακό βάρος Μ.Β.= 594) (Bakhtiar et al., 1994; 

Cuyckens και Claeys, 2004). Με βάση το µονοπάτι θραυσµατοποίησης του κύριου 

µοριακού ιόντος, η ένωση 2 χαρακτηρίστηκε ως η απιγενίνη-6,8-δι-C-γλυκοζίτης 

(apigenin-6,8-di-C-glucoside). Γενικά, στους C-γλυκοζίτες των φλαβονοειδών το 

σάκχαρο συνδέεται απευθείας µε τον άνθρακα του φλαβονοειδούς. Τα κύρια 

µονοπάτια θραυσµατοποίησης αφορούν διασταυρούµενες διασπάσεις στο δακτύλιο 

του σακχάρου όπως φαίνεται στο Σχήµα 4.7 (Cuyckens και Claeys, 2004) και 

απώλεια µορίων νερού µεταξύ του 2΄΄-υδροξυλίου του σακχάρου στις θέσεις 

σύνδεσης C6 και/ή C8  µε το υδροξύλιο στη θέση 5 και/ή 7 του άγλυκου τµήµατος, 

Σχήµα 4.8. Σύµφωνα µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα, η ένωση αυτή έχει ταυτοποιηθεί 

σε άλλα είδη φυτών (Engelhardt et al., 1993; Gil-Izquierdo et al., 2004; Lin et al., 

2007) αλλά για πρώτη φορά αναφέρεται ως ένα από τα συστατικά του είδους 

Ligustrum, και ιδιαίτερα των φύλλων του Ligustrum lucidum.  
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Σχήµα 4.7. Χαρακτηριστικά παραγόµενα ιόντα σχηµατιζόµενα από διασταυρούµενες 

διασπάσεις του δακτυλίου της εξόζης 
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Σχήµα 4.8. Απώλεια µορίων νερού για τα 6 C-γλυκοζιλιωµένα φλαβονοειδή µεταξύ 

του 2΄΄-υδροξυλίου του σακχάρου στις θέσεις σύνδεσης C6 και/ή C8  µε το 

υδροξύλιο στη θέση 5 και/ή 7 του άγλυκου τµήµατος 

 

Το φάσµα µάζας της κορυφής 3, µε µέγιστη απορρόφηση στα 252, 267 και 

350 nm στο φάσµα UV, παρουσιάζει κύριο θραύσµα στα [M-H]- 593 m/z. Στο 

δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο 

θραύσµα [M-H-308]- ([M-H-ραµνόζη-γλυκόζη]-) στα 285 m/z, υποδεικνύοντας την 

παρουσία ενός µορίου ραµνόζης και γλυκόζης. Επιπρόσθετα, η απουσία ενδιάµεσου 

ιόντος στο φάσµα µάζας MS2 δηλώνει έναν 1→6 διαγλυκοζιτικό δεσµό (Cuyckens et 

al., 2001). Εποµένως, η κορυφή 3 χαρακτηρίστηκε ως ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της 

λουτεολίνης (luteolin-7-O-rutinoside) η οποία δεν έχει αναφερθεί ως συστατικό των 

φύλλων Ligustrum lucidum στη διεθνή βιβλιογραφία. 

Η κορυφή 4, εµφανίζει µέγιστη απορρόφηση στα 265 και 351 nm στο φάσµα 

UV µε ένα κύριο ιόν στα [M-H]- 447 m/z στο φάσµα µάζας. Στο φάσµα MS2 
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παρατηρείται ένα ιόν  [M-H-162]- στα 285 m/z το οποίο δηλώνει την ύπαρξη ενός 

γλυκοζιτικού µορίου. Συγκρίνοντας τον χρόνο κατακράτησης και το φάσµα µάζας της 

κορυφής 4 µε αυτόν της πρότυπης του 7-Ο-γλυκοζίτη της λουτεολίνης διαπιστώνεται 

ότι αυτά συµπίπτουν. Συνεπώς η κορυφή 4 είναι ο 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 

(luteolin-7-O-glucoside), η οποία έχει βρεθεί ότι περιέχεται στον καρπό του φυτού 

(Xu et al., 2007) αλλά όχι στα φύλλα. 

Το φάσµα µάζας της κορυφής 5, µε µέγιστη απορρόφηση στα 266 και 340 nm 

στο φάσµα UV, παρουσιάζει κύριο θραύσµα στα [M-H]- 577 m/z. Στο δευτερογενές 

φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο θραύσµα [M-H-308]- 

([M-H-ραµνόζη-γλυκόζη]-) στα 269 m/z, υποδεικνύοντας, όπως και στην κορυφή 3, 

την παρουσία ενός µορίου ραµνόζης και γλυκόζης, όπου η απουσία ενδιάµεσου 

ιόντος στο φάσµα µάζας MS2 δηλώνει έναν 1→6 διαγλυκοζιτικό δεσµό (Cuyckens et 

al., 2001). Έτσι, η κορυφή 5 χαρακτηρίστηκε ως ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 

(apigenin-7-O-rutinoside) και αυτό επιβεβαιώθηκε µε σύγκριση µε την πρότυπη 

ένωση. Η ένωση αυτή έχει αναφερθεί ότι υπάρχει στον καρπό του φυτού αυτού από 

τους Xu et al., 2007 αλλά όχι στα φύλλα του φυτού.  

Η κορυφή 6 παρουσιάζει µέγιστη απορρόφηση στα 265 και 339 nm στο 

φάσµα UV µε κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας στα [M-H]- 431 m/z. Στο φάσµα 

µάζας MS2 παρατηρούµε ένα κύριο ιόν [M-H-162]- στα 269 m/z δηλώνοντας την 

ύπαρξη ενός γλυκοζιτικού µορίου. Η κορυφή 6 χαρακτηρίστηκε ως ο 7-Ο-γλυκοζίτης 

της απιγενίνης (apigenin-7-O-glucoside) και αυτό επιβεβαιώθηκε µε σύγκριση ως 

προς την πρότυπη ένωση. Η ένωση αυτή είναι γνωστό ότι περιέχεται στον καρπό του 

φυτού (Xu et al., 2007) αλλά δεν έχει αναφερθεί στα φύλλα. 

 Το φάσµα µάζας της κορυφής 7, µε µέγιστη απορρόφηση στα 275 και 345 

nm στο φάσµα UV, παρουσιάζει κύριο θραύσµα [M-H]- στα 321 m/z. Στο 

δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο 

θραύσµα [M-H-148]-  στα 173 m/z. Οι πληροφορίες αυτές δεν είναι αρκετές για την 

πλήρη ταυτοποίηση της ένωσης (η ένωση αυτή θα µελετηθεί µε τη συζευγµένη 

τεχνική LC-SPE-NMR όπως αναλύεται παρακάτω).  

Η κορυφή 8 παρουσιάζει µέγιστη απορρόφηση στα 262 και 338 nm στο 

φάσµα UV µε κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας [M-H]- στα 445 m/z. Στο φάσµα 

µάζας MS2 παρατηρείται ένα κύριο ιόν [M-H-176]- στα 269 m/z δηλώνοντας πιθανώς 



 

128 

την ύπαρξη ενός µορίου γλυκοζιτικού οξέος (apigenin-7-O-glucuronide). Έτσι, η 

κορυφή 8 χαρακτηρίστηκε πιθανά ως 7-Ο-γλυκοζιτικό οξύ της απιγενίνης. 

Οι κορυφές 9 και 10 µε µέγιστη απορρόφηση στα 252, 268, 348 και 265, 341 

nm στο φάσµα UV αντίστοιχα, έδωσαν κύρια θραύσµατα στο φάσµα µάζας [M-H]- 

στα 285 m/z και [M-H]- 269 m/z. Συγκρίνοντας τον χρόνο κατακράτησης και το 

φάσµα µάζας των κορυφών µε δεδοµένα των προτύπων της απιγενίνης και της 

λουτεολίνης καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι η κορυφή 9 είναι η λουτεολίνη 

(luteolin) και η κορυφή 10 η απιγενίνη (apigenin). Οι ενώσεις αυτές έχουν αναφερθεί 

στον καρπό του φυτού (Xu et al., 2007) αλλά όχι στα φύλλα.  

Στον Πίνακα 4.3 παρουσιάζονται συνοπτικά τα χρωµατογραφικά και 

φασµατοσκοπικά δεδοµένα των κυριοτέρων συστατικών του εκχυλίσµατος φύλλων 

L.K.M.MeOH/H2O 24h µετά την ανάλυση του δείγµατος µε  LC-ESI-MSn. 

Πίνακας 4.3. Χρωµατογραφικά και φασµατοσκοπικά δεδοµένα του εκχυλίσµατος 

φύλλων L.K.M.MeOH/H2O 24h µε  LC-ESI-MS. 

L.K.M.MeOH/H2O 24h 

 N
o
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7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης 
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Απιγενίνη 

 

 



 

130 

Στο Σχήµα 4.9 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των 

υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH/H2O 24h, L.K.M.MeOH/H2O 

u.s.b. και L.K.M.MeOH/H2O 1 month στα τρία µήκη κύµατος 254, 280 και 340 nm 

καθώς και εκείνο του φασµατογράφου µάζας. 

 

Σχήµα 4.9. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm και 340 nm των υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH/H2O 24h, 

L.K.M.MeOH/H2O u.s.b. και L.K.M.MeOH/H2O 1 month 

 

Η απιγενίνη και ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης (ισοροϊφολίνη) 

ταυτοποιήθηκαν ως τα κυριότερα συστατικά των υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων. 

Με βάση τα φάσµατα  MS και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά των 

εκχυλισµάτων είναι τα ακόλουθα: ολεοζίτης, υδροξυτυροσόλη, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης 

της απιγενίνης, 7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης, 7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, 

7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, γλυκοζίτης της ελευρωπαΐνης, 7-Ο-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης, 7-O-γλυκοζιτικό οξύ της απιγενίνης, λουτεολίνη και η απιγενίνη.   
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Στον Πίνακα 4.4 παρουσιάζονται συνοπτικά  τα κυριότερα συστατικά των 

υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων µετά την ανάλυση των δειγµάτων µε  LC-ESI-MSn. 

 

Πίνακας 4.4. Μοριακά ιόντα των υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων και η 

ταυτοποίησή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) 
L.K.M.MeOH/H2O 

24h 

L.K.M.MeOH/H2O 

u.s.b 

L.K.M.MeOH/H2O  

1 month 

Υδροξυτυροσόλη 153 - - √ 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 

593 (575, 503, 473, 

383, 353) 
√ √ √ 

7-O-ρουτινοζίτης της 

λουτεολίνης 
593 (285) √ √ √ 

7-O-γλυκοζίτης της 

λουτεολίνης 
447 (285) √ √ - 

7-O-ρουτινοζίτης της 

απιγενίνης 
577 (269) √ √ √ 

7-O-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης 
431 (269) √ √ √ 

- 321 (173) √ √ - 

Γλυκοζίτης της 

ελευρωπαΐνης 
701 (539, 377, 307) - - √ 

7-O-γλουκουρονίτης της 

απιγενίνης 
445 (269) √ √ √ 

Λουτεολίνη 285 √ - - 

Απιγενίνη 269 √ √ √ 

 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ των υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων 

(L.K.M.MeOH/H2O 24h, L.K.M.MeOH/H2O u.s.b. και L.K.M.MeOH/H2O 1 month) 

 των φύλλων Ligustrum lucidum προκύπτει ότι τα εκχυλίσµατα δεν παρουσιάζουν 

σηµαντικές ποιοτικές διαφορές στη σύστασή τους αλλά ποσοτικές. Παρατηρείται ότι, 

τα δύο κύρια συστατικά των τριών εκχυλισµάτων είναι τα ίδια: απιγενίνη και 7-Ο-

ρουτινοζίτης της απιγενίνης. Επίσης η απιγενίνη, ο 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης, ο 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, ο 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης και ο 7-O-

ρουτινοζίτης της λουτεολίνης είναι τα φλαβονοειδή που απαντώνται και στα τρία 

εκχυλίσµατα. Στον Πίνακα 4.9 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα του ποσοτικού 

προσδιορισµού των εµπορικά διαθέσιµων φλαβονοειδών µε την RP-HPLC στα 340 

nm. 
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 Όσον αφορά τα εκχυλίσµατα L.K.M.MeOH/H2O 24h, L.K.M.MeOH/H2O 

u.s.b, αυτά παρουσιάζουν παρόµοιο χρωµατογραφικό προφίλ µε µία µικρή διαφορά 

στις συγκεντρώσεις των συστατικών. Το εκχύλισµα όµως L.K.M.MeOH/H2O 1 

month παρουσίασε λίγο διαφορετικό χρωµατογραφικό προφίλ εξαιτίας της ύπαρξης 

επιπλέον συστατικών καθώς και σηµαντική διαφορά στις συγκεντρώσεις των 

φλαβονοειδών. Συγκρίνοντας τα τρία υδατοµεθανολικά εκχυλίσµατα παρατηρείται 

ότι το πιο πλούσιο σε φαινολικές ενώσεις και φλαβονοειδή είναι αυτό του 

εµποτισµού για ένα µήνα L.K.M.MeOH/H2O 1 month, το οποίο συµπίπτει και µε τα 

χρωµατοµετρικά αποτελέσµατα των ολικών φαινολών και φλαβονοειδών. Επίσης, το 

εκχύλισµα αυτό εµφανίζει την ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση.      

 

4.5.2 Συγκριτική µελέτη των εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH 1 week  και 

L.K.M.Aq  

 

Στο Σχήµα 4.10 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων 

L.K.M.MeOH 1week και L.K.M.Aq στα τρία µήκη κύµατος 254, 280 και 340 nm 

καθώς και εκείνο του φασµατογράφου µάζας. Η επιλογή για τη σύγκριση αυτών των 

δύο εκχυλισµάτων βασίστηκε στην διαφορετική φύση των διαλυτών, οργανικός 

διαλύτης και υδατικός, και κατά συνέπεια στις διαφορετικές ενώσεις που 

εκχυλίζονται κάθε φορά.   
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Σχήµα 4.10. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm, και 340 nm των εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH 1week και L.K.M.Aq 

 

Το παράγωγο του λιγκστροζίτη και ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 

ταυτοποιήθηκαν ως τα κυριότερα συστατικά του εκχυλίσµατος L.K.M.MeOH 1week, 

ενώ για το υδατικό εκχύλισµα ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης ήταν το κύριο 

συστατικό. Με βάση τα φάσµατα  MS και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά 

που ταυτοποιήθηκαν στα εκχυλίσµατα είναι τα εξής: υδροξυτυροσόλη, ο γλυκοζίτης 

της τυροσόλης, ολεοζίτης, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, υδροξυ-

βερµπασκοζίτης, 7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης, βερµασκοζίτης, 7-Ο-γλυκοζίτης 

της λουτεολίνης, 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, ελευρωπαΐνη, 7-Ο-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης, 7-O-γλυκοζιτικό οξύ της απιγενίνης και η απιγενίνη. 

Στον Πίνακα 4.5 παρουσιάζονται συνοπτικά  τα κυριότερα συστατικά των 

εκχυλισµάτων µετά την ανάλυση των δειγµάτων µε  LC-ESI-MSn. 
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Πίνακας 4.5. Μοριακά ιόντα των εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH 1week και L.K.M.Aq 

και η ταυτοποίησή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) L.K.M.MeOH 1week L.K.M.Aq 

Υδροξυτυροσόλη 153 √ √ 

Γλυκοζίτης της τυροσόλης (Salidroside) 599 (299) √ √ 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης 
593 (575, 503, 473, 

383, 353) 
√ √ 

Υδροξυβερµπασκοζίτης 639 (623) - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης 593 (285) √ - 

Βερµπασκοζίτης 623 (461) √ - 

7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 447 (285) √ √ 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 577 (269) √ √ 

Παράγωγο του λιγκστροζίτη 553 (347, 373, 509) √ - 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 431 (269) √ √ 

Ελευρωπαΐνη 539 (377, 307, 275) √ √ 

7-O-γλουκουρονίτης της απιγενίνης 445 (269) √ - 

Απιγενίνη 269 √ - 

 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων παρατηρείται ότι το 

µεθανολικό εκχύλισµα είναι πιο πλούσιο από ότι το υδατικό. Τα κοινά συστατικά των 

δύο εκχυλισµάτων είναι η υδροξυτυροσόλη, ο γλυκοζίτης της τυροσόλης, ο 6,8-δι-C-

γλυκοζίτης της απιγενίνης, ο 7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, ο 7-O-ρουτινοζίτης 

της απιγενίνης, ο 7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης και ελευρωπαΐνη. Από το Σχήµα 

4.10 και τον Πίνακα 4.8 είναι εµφανής η ποσοτική διαφορά των ενώσεων εφόσον οι 

συγκεντρώσεις των µετρούµενων φλαβονοειδών στο µεθανολικό εκχύλισµα είναι 

διπλάσιες. Επίσης, η απιγενίνη και ο βερµπασκοζίτης ταυτοποιήθηκαν µόνο στο 

µεθανολικό εκχύλισµα και ο υδροξυβερµπασκοζίτης µόνο στο υδατικό.  

Στον Πίνακα 4.8 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των παραµέτρων για την 

δηµιουργία των πρότυπων καµπυλών αναφοράς ενώ στον Πίνακα 4.9 αυτά του 

ποσοτικού προσδιορισµού, των εµπορικά διαθέσιµων φλαβονοειδών, που απαντώνται 

στα εκχυλίσµατα από φύλλα του φυτού Ligustrum lucidum µε την RP-HPLC στα 340 

nm.  
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4.5.3 Συγκριτική µελέτη των αιθανολικών εκχυλισµάτων L.K.M.EtOH 24h και 

L.K.M.EtOH 1week 

 

Στο Σχήµα 4.11 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των αιθανολικών 

εκχυλισµάτων L.K.M.EtOH 24h και L.K.M.EtOH 1week  στα τρία µήκη κύµατος 

254, 280 και 340 nm καθώς και εκείνο του φασµατογράφου µάζας 

  

 

Σχήµα 4.11. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm, και 340 nm των αιθανολικών εκχυλισµάτων L.K.M.EtOH 24h και  L.K.M.EtOH 

1week    

 Για το εκχύλισµα L.K.M.EtOH 24h η απιγενίνη ταυτοποιήθηκε ως το 

κυριότερο συστατικό, ενώ για το L.K.M.EtOH 1week ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της 

απιγενίνης και η απιγενίνη ήταν τα κυριότερα συστατικά. Με βάση τα φάσµατα  MS 

και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά των εκχυλισµάτων είναι τα εξής: 

ολεοζίτης, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, 7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης, 7-
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O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, 7-Ο-γλυκοζίτης της 

απιγενίνης, 7-O-γλυκοζιτικό οξύ της απιγενίνης, λουτεολίνη και η απιγενίνη.   

Στον Πίνακα 4.6 παρουσιάζονται συνοπτικά  τα κυριότερα συστατικά των 

αιθανολικών εκχυλισµάτων µετά την ανάλυση των δειγµάτων µε  LC-ESI-MSn. 

Πίνακας 4.6. Μοριακά ιόντα των αιθανολικών εκχυλισµάτων και η ταυτοποίησή 

τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) L.K.M.EtOH 24h L.K.M.EtOH 1 week 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) √ √ 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης 
593 (575, 503, 473, 

383, 353) 
√ √ 

7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης 593 (285) √ √ 

7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 447 (285) √ √ 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 577 (269) √ √ 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 431 (269) √ √ 

- 321 (173) √ - 

7-O-γλουκουρονίτης της απιγενίνης 445 (269) √ √ 

Λουτεολίνη 285 - √ 

Απιγενίνη 269 √ √ 

 

Τα αιθανολικά εκχυλίσµατα παρουσιάζουν όπως και στην περίπτωση των 

υδατοµεθανολικών παρόµοιο χρωµατογραφικό προφίλ ως προς την παρουσία 

φαινολικών ενώσεων. Ο ολεοζίτης, η απιγενίνη και τα γλυκοζιλιωµένα παράγωγα 

αυτής και της λουτεολίνης αποτελούν τα κοινά συστατικά των δύο εκχυλισµάτων. 

Από τον Πίνακα 5.8 παρατηρείται ότι οι συγκεντρώσεις αυτών διαφέρουν και το 

εκχύλισµα L.K.M.EtOH 24h εµφανίζεται πλουσιότερο σε σχέση µε το L.K.M.EtOH 

1week. Αναλυτικότερα η συγκέντρωση της απιγενίνης στο εκχύλισµα των 24h 

βρέθηκε διπλάσια από αυτή του εκχυλίσµατος 1week. Μεγαλύτερη ήταν και αυτή του 

7-Ο-ρουτινοζίτη της απιγενίνης ενώ παρόµοιες ήταν οι τιµές του 7-Ο-γλυκοζίτη της 

απιγενίνης. Από τα ποσοτικά αποτελέσµατα των φλαβονοειδών είναι εµφανές ότι η 

µέθοδος εκχύλισης επηρεάζει τις συγκεντρώσεις των συστατικών αυτών. Επίσης 

παρατηρείται ότι και ο διαλύτης επηρεάζει τις συγκεντρώσεις των φλαβονοειδών. 

Συγκεκριµένα, στον υδατοµεθανολικό διαλύτη η συγκέντρωση του 7-Ο-ρουτινοζίτη 

της απιγενίνης ήταν υψηλότερη σε σχέση µε τον αιθανολικό διαλύτη ενώ η 

υψηλότερη συγκέντρωση σε απιγενίνη παρατηρείται σε αιθανολικό διαλύτη.  
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Συγκρίνοντας τα χρωµατογραφικά προφίλ των αιθανολικών και των 

υδατοµεθανολικών εκχυλισµάτων παρατηρείται ότι πλουσιότερα εκχυλίσµατα σε 

φαινολικές ενώσεις είναι τα υδατοµεθανολικά εκχυλίσµατα.    

 

4.5.4 Συγκριτική µελέτη των εκχυλισµάτων µε soxhlet L.K.M.MeOH soxhlet 

και L.K.M.EtOAc soxhlet  

 

Στο Σχήµα 4.12 παρουσιάζεται το χρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων 

µε  soxhlet L.K.M.MeOH soxhlet και L.K.M.EtOAc soxhlet στα τρία µήκη κύµατος 

254, 280 και 340 nm καθώς και εκείνο του φασµατογράφου µάζας. 

Σχήµα 4.12. Χρωµατογράφηµα µάζας και χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 nm, 280 

nm, και 340 nm των εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH soxhlet και L.K.M.EtOAc soxhlet  

Η απιγενίνη ταυτοποιήθηκε ως το κυριότερο συστατικό του εκχυλίσµατος 

L.K.M.EtOAc soxhlet ενώ τα κυριότερα συστατικά του L.K.M.MeOH soxhlet ήταν ο 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης και η κορυφή µε µοριακό ιόν [M-H]- 321 m/z. Με 
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βάση τα φάσµατα MS και MS2 τα κυριότερα φαινολικά συστατικά που 

ταυτοποιήθηκαν στο εκχύλισµα είναι τα εξής: ο ολεοζίτης, η υδροξυτυροσόλη, το 

ελενολικό οξύ, 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, το άγλυκο της ελαιευρωπαΐνης, ο 

7-Ο-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης, ο 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, ο 7-Ο-

ρουτινοζίτης της απιγενίνης, ο 7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης, η λουτεολίνη και η 

απιγενίνη.  

Στον Πίνακα 4.7 παρουσιάζονται συνοπτικά  τα κυριότερα συστατικά των 

εκχυλισµάτων µετά την ανάλυση των δειγµάτων µε  LC-ESI-MSn. 

Πίνακας 4.7. Μοριακά ιόντα των εκχυλισµάτων L.K.M.MeOH soxhlet και 

L.K.M.EtOAc soxhlet και η ταυτοποίησή τους στην αντίστοιχη ένωση  

Ένωση MS (MS2) 
L.K.M.EtOAc 

soxhlet 

L.K.M.MeOH 

soxhlet 

Υδροξυτυροσόλη 153 √ - 

Ολεοζίτης 389 (345, 209) - √ 

Ελενολικό οξύ 241 √ - 

6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης 
593 (575, 503, 473, 383, 

353) 
- √ 

Άγλυκο της Ελευρωπαϊνης  377 √ - 

Άγλυκο της Ελευρωπαϊνης (ισοµερές) 377 √ - 

7-O-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης 593 (285) - √ 

7-O-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 447 (285) - √ 

7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης 577 (269) √ √ 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης 431 (269) √ √ 

- 321 (173) √ √ 

Λουτεολίνη 285 √ - 

Απιγενίνη 269 √ √ 

 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων παρατηρείται ότι τα 

εκχυλίσµατα αυτά διαφέρουν ως προς τη σύστασή τους σε φαινολικά. Στον διαλύτη 

οξικό αιθυλεστέρα όπως αναµενόταν ότι διαλύονται ενώσεις λιγότερο πολικές από 

ότι στον διαλύτη µεθανόλη. Όσον αφορά το εκχύλισµα του οξικού αιθυλεστέρα η 

συγκέντρωση σε απιγενίνη είναι η υψηλότερη όλων σε σχέση µε αυτή της µεθανόλης. 

Από το χρωµατογραφικό προφίλ στα 340 nm διαπιστώνεται ότι στο εκχύλισµα του 

οξικού αιθυλεστέρα υπάρχει µόνο η απιγενίνη, ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, ο 

7-Ο-γλυκοζίτης της απιγενίνης και η λουτεολίνη ενώ σε αυτό της µεθανόλης 

υπάρχουν περισσότερα φλαβονοειδή όπως ο 6,8-δι-C-γλυκοζίτης της απιγενίνης, ο 7-
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Ο-ρουτινοζίτης της λουτεολίνης και ο 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης. Επίσης, οι 

ενώσεις υδροξυτυροσόλη, ελενολικό οξύ και το άγλυκο της Ελευρωπαϊνης υπάρχουν 

µόνο στο εκχύλισµα του οξικού αιθυλεστέρα. Τα κοινά συστατικά των δύο αυτών 

εκχυλισµάτων είναι η απιγενίνη, ο 7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης, ο 7-Ο-

γλυκοζίτης της απιγενίνης, συστατικά που επαναλαµβάνονται σε όλα τα εκχυλίσµατα 

ανεξαρτήτως της µεθόδου εκχύλισης ή του διαλύτη. 

 

Πίνακας 4.8. Παράµετροι των καµπυλών αναφοράς των πρότυπων φλαβονοειδών µε 

την RP-HPLC στα 340 nm.  

Ένωση 
Εύρος τιµών 

(µg/mL) 

Εξίσωση γραφήµατος 

(y = ax + β) 
Τιµή R

2
 

γραφήµατος 

7-O-ρουτινοζίτης 

της απιγενίνης 
 

1-50 y = 13,034x + 17,869 R2 = 0,9938 

7-O-γλυκοζίτης 

της απιγενίνης 
 

1-25 y = 90,899x - 56,475 R2 = 0,9977 

Απιγενίνη 

 
1-50 y = 110,74x - 79,541 R2 = 0,9949 

7-O-γλυκοζίτης 

της λουτεολίνης 

 

1-16 y = 57,228x - 34,508 R2 = 0,9906 

Λουτεολίνη 

 
1-15 y = 110,54x - 114,68 R2 = 0,9975 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

140 

Πίνακας 4.9. Ποσοτικός προσδιορισµός φλαβονοειδών των εκχυλισµάτων µε την 

RP-HPLC στα 340 nm.  

Α/α 
Κωδικοί 

εκχυλισµάτων 

7-O-

ρουτινοζίτης 

της 

απιγενίνης 

(mg/g) 

7-O-

γλυκοζίτης 

της 

απιγενίνης 

(mg/g) 

Απιγενίνη 

(mg/g) 

7-O-

γλυκοζίτης 

της 

λουτεολίνης 

(mg/g) 

Λουτεολίνη 

(mg/g) 

1 L.K.M.EtOAc 

(soxhlet) 
2,52 2,34 41,73  4,92 

2 L.K.M.MeOH 

(soxhlet) 
4,25 3,00 2,17 2,29  

3 L.K.M.MeOH/H2O 

24h 
11,65 2,98 4,51 1,01 2,88 

4 L.K.M.MeOH/H2O 

u.s.b 
18,66 2,90 6,15   

5 L.K.M.EtOH 24h 13,37 1,49 8,86   

6 L.K.M.EtOH 1 

week 
9,42 1,91 4,17  2,81 

7 L.K.M.MeOH 1 

week 
18,65 4,78 2,17 4,07  

8 L.K.M.MeOH/H2O         

1 month 
27,40 3,39 5,43  2,79 

9 L.K.M.Aq 13,41 3,35  1,11  

*οι τιµές που αναγράφονται προέκυψαν από τους µέσους όρους 2 µετρήσεων   
 

Συµπερασµατικά, από τη σύγκριση των εννέα εκχυλισµάτων διαπιστώνεται 

ότι τα κοινά συστατικά όλων είναι τα εξής: ο 7-O-ρουτινοζίτης της απιγενίνης και ο 

7-O-γλυκοζίτης της απιγενίνης. Οι ενώσεις αυτές όπως προκύπτει από τον Πίνακα 4.9 

έχουν διαφορετικές τιµές συγκεντρώσεων ανάλογα µε το διαλύτη εκχύλισης και τη 

µέθοδο εκχύλισης. Η µέθοδος εκχύλισης µε εµποτισµό φαίνεται ότι δίνει πλούσια 

εκχυλίσµατα σε φαινολικές ενώσεις, φλαβονοειδή και την ισχυρότερη αντιοξειδωτική 

δράση. Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του 7-O-ρουτινοζίτη της απιγενίνης (35.38 και 

27.40 mg/g) και του 7-O-γλυκοζίτη της απιγενίνης (6.05 και 3.39 mg/g) βρέθηκαν 

στα εκχυλίσµατα  L.K.M.MeOH 1 week και L.K.M.MeOH/H2O 1 month. Το ίδιο 

όµως δεν παρατηρήθηκε και για την απιγενίνη, η οποία στο εκχύλισµα του οξικού 

αιθυλεστέρα έδωσε πολύ υψηλή τιµή (41.73 mg/g). Όσον αφορά τον 7-O-γλυκοζίτη 

της λουτεολίνης και τη λουτεολίνη παρατηρείται η ίδια συµπεριφορά, δηλαδή η 

υψηλότερη συγκέντρωση του γλυκοζίτη (4.26 mg/g) βρέθηκε στο εκχύλισµα µε 

εµποτισµό και της λουτεολίνης (4.92 mg/g) σε αυτό του οξικού αιθυλεστέρα.  
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Από τα χρωµατογραφικά προφίλ των εκχυλισµάτων φαίνεται ότι το 

µεθανολικό µιας εβδοµάδας, το υδατοµεθανολικό του ενός µήνα και του οξικού 

αιθυλεστέρα της soxhlet  είναι τα πιο πλούσια σε φαινολικά και φλαβονοειδή ενώ το 

µεθανολικό της soxhlet και το αιθανολικό των 24 ωρών τα φτωχότερα. Σε αυτό το 

συµπέρασµα καταλήξαµε και από τη στατιστική µελέτη των ολικών φαινολών, 

ολικών φλαβονοειδών και της εκτίµησης της αντιοξειδωτικής δράσης. Εποµένως, 

όσον αφορά εκχυλίσµατα από φύλλα του φυτού Ligustrum lucidum η καταλληλότερη 

µέθοδος εκχύλισης για παραλαβή πλούσιων δειγµάτων είναι αυτή του εµποτισµού και 

της soxhlet. 
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4.6 Μελέτη της σύστασης του εκχυλίσµατος του οξικού αιθυλεστέρα µε τη 

χρήση της συζευγµένης τεχνικής LC-DAD-SPE-NMR και LC-ESI-MS
n
  

 

Με βάση το υγροχρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων, τη σύστασή 

τους σε ολικές φαινόλες και σε φλαβονοειδή καθώς και των αποτελεσµάτων της 

εκτίµησης της αντιοξειδωτικής δράσης, επιλέχτηκε το εκχύλισµα του οξικού 

αιθυλεστέρα να µελετηθεί µε τη συνδυαστική µεθοδολογία LC-DAD-SPE-NMR. 

Στο Σχήµα 4.13 παρουσιάζεται το υγροχρωµατογραφικό προφίλ του 

εκχυλίσµατος L.K.M.EtOAc soxhlet στα τρία µήκη κύµατος 254, 280 και 340 nm.    

 

 
Σχήµα 4.13 Χρωµατογραφικό προφίλ στα 254 (κόκκινο), 280 (µαύρο) και 340 

(πράσινο) nm του φυτικού εκχυλίσµατος L.K.M.EtOAc soxhlet µε LC-DAD-SPE-

NMR 

Η κορυφή 1 εµφανίζει φάσµα UV µε µέγιστο στα 255 nm και το σήµα του 

µοριακού ιόντος  [M-H]- έχει τιµή 447 m/z στο πρώτης τάξεως φάσµα µάζας. Στο 

δευτερογενές φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρούνται δύο κορυφές 

[M-H-62]- ([M-H-CO2-H2O]-) στα 385 και [M-H-62-162]-  στα 223 m/z (Σχήµα 4.14). 

Συνεπώς η κορυφή 1, είναι µε µία ένωση η οποία έχει µία οµάδα γλυκόζης και ένα 

οξύ. Από τα δεδοµένα του φάσµατος NMR 1H δεν κατέστη εφικτή η ταυτοποίηση της 

ένωσης εξαιτίας της χαµηλής συγκέντρωσης που παγιδεύτηκε στις µικροστήλες. 
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Σχήµα 4.14. Φάσµατα UV, MS και MS2 της κορυφής 1 

 

Η κορυφή 2 εµφανίζει µέγιστη απορρόφηση στα 285 nm και η τιµή του 

κύριου µοριακού ιόντος [M-H]- είναι 377 m/z. Σύµφωνα µε βιβλιογραφικά δεδοµένα 

(Cardoso et al., 2005) η κορυφή 2 χαρακτηρίζεται ως το άγλυκο της ελευρωπαΐνης 

(Σχήµα 4.15).  

 

 

Σχήµα 4.15. Φάσµατα UV και MS του άγλυκου της ελευρωπαΐνης 

 

Το φάσµα µάζας της κορυφής 3, µε µέγιστη απορρόφηση στα 266 και 340 

nm, παρουσιάζει κύριο θραύσµα [M-H]- στα 577 m/z. Στο δευτερογενές φάσµα µάζας 
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MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο θραύσµα [M-H-308]- ([M-H-

ραµνόζη-γλυκόζη]-) στα 269 m/z, υποδεικνύοντας την παρουσία ενός µορίου 

ραµνόζης και ενός γλυκόζης (Σχήµα 4.16).  

 

 

 

Σχήµα 4.16. Φάσµατα UV, MS και MS2 του 7-Ο-ρουτινοζίτη της απιγενίνης 

 

Η κορυφή 3 λόγω της περιορισµένης ποσότητάς της στο δείγµα ήταν αδύνατο 

να ταυτοποιηθεί µε φασµατοσκοπία NMR παρά τον εµπλουτισµό της στις 

µικροστήλες µε πολλαπλή παγίδευση. Εποµένως, ο χαρακτηρισµός της ένωσης 3 ως ο 

7-Ο-ρουτινοζίτης της απιγενίνης βασίστηκε στα δεδοµένα UV και MS καθώς και 

στην σύγκρισή της µε πρότυπη ένωση. 

Η κορυφή 4 παρουσιάζει µέγιστη απορρόφηση στα 265 και 339 nm στο 

φάσµα UV δηλώνοντας την ύπαρξη φλαβονοειδούς. Από το φάσµα NMR 1H 

πιστοποιείται η ύπαρξη φλαβονοειδούς εξαιτίας της κορυφής στα 13 ppm, η οποία 

είναι χαρακτηριστική του πρωτονίου OH(5) που συµµετέχει σε ισχυρό ενδοµοριακό 

δεσµό υδρογόνου (Exarchou et al., 2002). Επιπλέον, στο φάσµα NMR 1H 

παρατηρείται το χαρακτηριστικό αποτύπωµα της δοµής της απιγενίνης. Το κύριο 

θραύσµα στο φάσµα µάζας είναι [M-H]- στα 431 m/z ενώ στο φάσµα µάζας MS2 
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παρατηρείται ένα κύριο ιόν [M-H-162]- στα 269 m/z δηλώνοντας την πιθανή ύπαρξη 

ενός γλυκοζιτικού µορίου (Σχήµα 4.17)  

 

 

Σχήµα 4.17. Φάσµατα UV, MS και MS2 του 7-Ο-γλυκοζίτη της απιγενίνης  

Η ταυτοποίηση του γλυκοζίτη έγινε µε βάση τη σταθερά σύζευξης και της 

χηµικής µετατόπισης στα 5.05 ppm (d, J=7.40 Hz) του χαρακτηριστικού ανωµερικού 

πρωτονίου (H1’’) του γλυκοζιτικού µέρους υποδεικνύοντας την παρουσία του βήτα 

ανωµερούς της γλυκόζης. Η κορυφή 4, εποµένως, χαρακτηρίστηκε ως ο 7-Ο-

γλυκοζίτης της απιγενίνης και αυτό επιβεβαιώθηκε µε σύγκριση µε την πρότυπη 

ένωση (Σχήµα 4.18). 
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Σχήµα 4.18. Φάσµα NMR-1H του 7-Ο-γλυκοζίτη της απιγενίνης σε CD3CN σε 

φασµατογράφο AV-500MHz (NS= 1k, T= 298K, texp= 1h & 5min) 

 

Το φάσµα µάζας της κορυφής 5, µε µέγιστη απορρόφηση στα 283 nm στο 

φάσµα UV, παρουσιάζει κύριο θραύσµα [M-H]- στα 321 m/z. Στο δευτερογενές 

φάσµα µάζας MS2 του µοριακού ιόντος παρατηρείται ένα κύριο θραύσµα [M-H-148]-  

στα 173 m/z (Σχήµα 4.19)  
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Σχήµα 4.19. (Α) Φάσµατα UV, MS και MS2 του 3-O-κιναµοϋλκουινικό οξέος και (Β) 

Πορεία θραυσµατοποίησης  του 3-O-κιναµοϋλκουινικό οξέος 

 

Από το φάσµα NMR 1H πιστοποιείται η ύπαρξη ενός κιναµωµικού 

(cinnamoyl) και ενός κουινικού (quinic acid) υποκαταστάτη. Η µεγάλη σταθερά 

σύζευξης (J=16 Hz) µεταξύ των πρωτονίων του διπλού δεσµού της κιναµωµικής 

οµάδας αποδεικνύει την trans διαµόρφωση του µορίου (Σχήµα 4.20).  
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Σχήµα 4.20. Φάσµα NMR-1H του 3-O-κιναµοϋλκουινικό οξέος σε CD3CN σε 

φασµατογράφο AV-500MHz (NS= 1k, T= 298K, texp= 1h & 5min) 

 

Η κορυφή 5 χαρακτηρίστηκε ως το 3-Ο-κιναµοϋλκουινικό οξύ (Tolonen et al., 

2002; Lin και Harnly, 2007). Σύµφωνα µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα, η ένωση αυτή 

για πρώτη φορά αναφέρεται ως ένα από τα συστατικά του είδους Ligustrum και 

ιδιαίτερα των φύλλων του Ligustrum lucidum.  

Η κορυφή 6 µε µέγιστη απορρόφηση στα 252, 268 και 348 nm στο φάσµα 

UV, έδωσε ένα κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας [M-H]- στα 285 m/z (Σχήµα 4.21 

Α).  Από το φάσµα NMR 1H παρατηρείται το χαρακτηριστικό αποτύπωµα της δοµής 

της λουτεολίνης (Σχήµα 4.21 Β).  
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( 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.21. (Α) Φάσµατα UV και MS της λουτεολίνης και (Β)  NMR-1H της 

λουτεολίνης σε CD3CN σε φασµατογράφο AV-500MHz (NS= 1k, T= 298K, texp= 1h 

& 5min) 

Από τη σύγκριση του χρόνου κατακράτησης του φάσµατος µάζας και του 

φάσµατος NMR 1H της κορυφής αυτής µε αυτών της πρότυπης λουτεολίνης, 

προκύπτει ότι η κορυφή 6 είναι η λουτεολίνη. 

Η κορυφή 7 µε µέγιστη απορρόφηση στα 280 nm στο φάσµα UV δεν έδωσε 

κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας. Πιθανώς, η ένωση αυτή στις συνθήκες του 

πειράµατος να µη µπορεί να ιονιστεί ή γενικώς να µην ιονίζεται. Από τα δεδοµένα 

του φάσµατος NMR 1H δεν ήταν εφικτός ο χαρακτηρισµός της ένωσης εξαιτίας της 

περιορισµένης ποσότητας στο δείγµα. 
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Η κορυφή 8 µε µέγιστη απορρόφηση στα 265 και 341 nm στο φάσµα UV, 

έδωσε ένα κύριο θραύσµα στο φάσµα µάζας [M-H]- στα 269 m/z. Από το φάσµα 

NMR-1H παρατηρείται το χαρακτηριστικό αποτύπωµα της δοµής της απιγενίνης 

(Σχήµα 4.22).  

(Α) 

 

(Β) 

 

Σχήµα 4.22. (Α) Φάσµατα UV και MS της απιγενίνης και (Β) NMR-1H της 

απιγενίνης σε CD3CN σε φασµατογράφο AV-500MHz (NS= 1k, T= 298K, texp= 1h & 

5min) 

Από τη σύγκριση του χρόνου κατακράτησης, του φάσµατος µάζας και του 

φάσµατος NMR 1H προκύπτει ότι η κορυφή 9 είναι η απιγενίνη. 

Στον Πίνακα 4.10 παρουσιάζονται συνοπτικά τα χρωµατογραφικά, 

φασµατοσκοπικά δεδοµένα και οι δοµές των κυριοτέρων συστατικών του 

εκχυλίσµατος φύλλων L.K.M.EtOAc soxhlet. 
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Πίνακας 4.10. Χρωµατογραφικά και φασµατοσκοπικά δεδοµένα των κυριοτέρων 

συστατικών του εκχυλίσµατος φύλλων L.K.M.EtOAc soxhlet από την ανάλυση µε 

LC-DAD-SPE-NMR και LC-ESI-MS 

N
o
 

 

tR (min) 

ESI(-) 
1
H-NMR (acetonitrile-

d3),δppm 
Ένωση-δοµή [M-H]

-
 

m/z 
MS/MS 

1 17.35 447 385, 223  Άγνωστο 

2 25.06 377  - 

H O

H O

O
O

C O

O C H 3

O

O H

Άγλυκο της 
ελευρωπαΐνης 

3 26.17 577 269 - 
O

OH

O

OH

O

O

HO

HO

HO

O

O

CH3

HO

HO

HO

7-O-ρουτινοζίτης της 
απιγενίνης 

4 27,71 431 269 

12.93 (s, OH-5), 7.89 
(d, J=8.84Hz, H-2’,H-
6’), 6.98 (d, J=8.79Hz, 

H-3’,H-5’), 6.74 (d, 
J=1.87Hz, H-3), 6.63 

(s, H-8), 6.44 (d, 
J=2.19Hz,H-6), 5.05 (d, 
J=7.40Hz, H-1’’), 3.4-

4.3 (sugar protons) 

O

OH

O

OH

O

O

HO

HO

OH

OH

7-O-γλυκοζίτης της 
απιγενίνης 

5 29,09 
 

321 
 

173 

7.61 (d, J=16,30Hz, H-
7), 7.46 (m, H-2,H-5,6), 
6.24 (m, H-3,H-4,H-5), 
6.41 (d, J=16.21Hz, H-
8), 4.5 (dd, H-3’), 4.02 
(m, H-5’), 3.63 (m, H-

4’) 

O

OH

OH

HO COOH

O

3-O-κιναµοϋλκουινικό 
οξύ 

6 34,13 285  

12.94 (s, OH-5), 7.42 
(d, J=2.2Hz, H-2’), 

7.41 (d, J=2,2Hz, H-6’) 
,6.95 (d, J=8.52Hz, H-
5’), 6.55 (s, H-3), 6.48 
(s, H-8), 6.22 (s, H-6) 
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7 36.73 - -  Άγνωστο 

8 37,80 269  

13 (s, OH-5), 7.91 (d, 
J=9.1Hz, H-2’,H-6’), 
7.02 (d, J=8.29Hz, H-
3’,H-5’), 6.67 (s, H-3), 
6.64 (s, H-8), 6.29 (s, 

H-6) 
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Από το χρωµατογραφικό προφίλ των εκχυλισµάτων παρατηρείται ότι τα 

συγκεκριµένα δείγµατα είναι κυρίως πλούσια σε φλαβονοειδή και βάση τα 

αποτελέσµατα από την ανάλυση µε LC-SPE-NMR και LC-MS χαρακτηρίστηκαν οι 

περισσότερες ενώσεις. Αξίζει να τονιστεί ότι οι ενώσεις 6,8 δι-C- γλυκοζίτης της 

απιγενίνης, 7-Ο- ρουτινοζίτης της απιγενίνης, παράγωγα της κερκετίνης και το 3-Ο-

κιναµοϋλκουινικό οξύ για πρώτη φορά αναφέρονται ως συστατικά φύλλων του φυτού 

του Ligustrum lucidum (apigenin 6,8-di-C-glucoside, apigenin-7-O-rutinoside, 

quercetin derivative, cinnamoylquinic acid). 

 Τα φλαβονοειδή που απαντούν στα φύλλα Ligustrum lucidum είναι κυρίως 

φλαβόνες σε ελεύθερη και σε γλυκοζυλιωµένη µορφή και συγκεκριµένα παράγωγα 

της απιγενίνης και της λουτεολίνης. Γενικά, η συνδυαστική τεχνική LC-NMR και 

LC-MSn είναι ένα πολύτιµο εργαλείο για την γρήγορη και αξιόπιστη ανάλυση 

φυτικών εκχυλισµάτων µε βιολογικό και φαρµακευτικό ενδιαφέρον.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

 

 

 

 

 

 

 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ΟΛΙΚΩΝ 

ΦΑΙΝΟΛΩΝ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑΣ NMR 
1
H ΜΙΑΣ 

∆ΙΑΣΤΑΣΗΣ ΣΕ ΦΥΤΙΚΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ  
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5.1 Εισαγωγή  

Η εκτίµηση εκχυλισµάτων φυσικών προϊόντων σε ολικές φαινόλες είναι από 

τους πιο συνήθεις και χρήσιµους προσδιορισµούς για την αξιολόγηση ενός υλικού ως 

προς τον αντιοξειδωτικό του χαρακτήρα. Τέτοιου τύπου µελέτες, σύµφωνα µε τη 

διεθνή βιβλιογραφία, είναι ηλεκτροχηµικές (Kong et al., 2001; Sheev et al., 2004; 

Dejmkova et al., 2009;), φασµατοφωτοµετρικές (Doka et al., 2004; Zahri et al., 2008; 

Zhang et al., 2008; Papoti et al., 2009) και ενζυµικές (Stevanato et al., 2004; Girelli et 

al., 2009). Ωστόσο η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη µέθοδος για την εκτίµηση του 

φαινολικού περιεχοµένου στα φυτικά εκχυλίσµατα είναι η χρωµατοµετρική δοκιµή 

Folin-Ciocalteau (F-C) παρά τα γνωστά της µειονεκτήµατα (Singleton et al., 1999). Η 

µέθοδος αυτή στηρίζεται στον αναγωγικό χαρακτήρα των φαινολικών ενώσεων. 

Άλλη απλή µέθοδος που να στηρίζεται σε κάποια γενική φυσική ή χηµική ιδιότητα 

των φαινολικών ενώσεων δεν έχει αξιοποιηθεί µέχρι τώρα.  

Η φασµατοσκοπία NMR 1H αποκτά ολοένα και µεγαλύτερο ενδιαφέρον στην 

ανάλυση φυτικών εκχυλισµάτων χωρίς προηγούµενο διαχωρισµό (Gerothanassis et 

al., 1998; Exarchou et al., 2001; Exarchou et al., 2002a; Caligiani et al., 2007; Tatsis 

et al., 2008; Christophoridou & Dais 2009; Kontogianni et al., 2009; Hatzakis et al., 

2010; Charisiadis et al., 2010). Η σηµασία της φασµατοσκοπίας NMR 1H 

αναγνωρίζεται ολοένα και περισσότερο από τους επιστήµονες εξαιτίας της ταχύτητας 

και της ευαισθησίας της για ευρείες κατηγορίες συστατικών µε τη χρήση µίας µόνο 

µέτρησης χωρίς προηγούµενη επεξεργασία.    

Όλα τα παραπάνω, οδήγησαν στην προσπάθεια αντικατάστασης της 

χρωµατοµετρικής δοκιµής Folin-Ciocalteau από µία πιο εύχρηστη και αξιόπιστη 

διαδικασία βασιζόµενη στην περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ µε 

φασµατοσκοπία NMR-1H µιας διάστασης. Αρχικά, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

προσδιορισµού των ολικών φαινολών σε πρότυπες ενώσεις και µίγµατα αυτών και 

στη συνέχεια η µέθοδος εφαρµόστηκε σε φυτικά εκχυλίσµατα. Τα αποτελέσµατα που 

προέκυψαν µε την εφαρµογή µεθοδολογιών NMR εξετάσθηκαν συγκριτικά µε εκείνα 

που προέκυψαν από τον χρωµατοµετρικό προσδιορισµό µε το αντιδραστήριο Folin-

Ciocalteau.  
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5.2 Προσδιορισµός ολικών φαινολικών σε πρότυπες ενώσεις φαινολικών οξέων 

και φλαβονοειδών µε τη χρήση φασµατοσκοπίας  NMR 
1
H   

Όπως προαναφέρθηκε, µια από τις σηµαντικότερες τάξεις φυσικών προϊόντων 

είναι οι φαινολικού τύπου ενώσεις µε οµάδες –ΟΗ στο µόριό τους. Χαρακτηριστικοί 

εκπρόσωποι αυτών των ενώσεων είναι τα φαινολικά οξέα και τα φλαβονοειδή που 

υπάρχουν σε φυτικά εκχυλίσµατα.  

Για τον προσδιορισµό των ολικών φαινολών, επιλέχτηκαν από την κατηγορία 

των φαινολικών οξέων το γαλλικό και το ροσµαρινικό οξύ και από την κατηγορία 

των φλαβονοειδών η κερκετίνη, η λουτεολίνη και ο 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης 

και πραγµατοποιήθηκε λήψη φασµάτων NMR 1H σε διαλύτη DMSO-d6. Η χρήση 

DMSO-d6 ως απρωτικού και µεγάλης διηλεκτρικής σταθεράς διαλύτη επιτρέπει την 

παρατήρηση των ευκίνητων υδροξυλικών πρωτονίων ακόµη και σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Το φαινόµενο αυτό της µείωσης του εύρους των κορυφών οφείλεται στην 

µείωση της ταχύτητας ανταλλαγής πρωτονίων, λόγω επιδιαλύτωσης των οµάδων –

ΟΗ µε τα πρωτόνια του διαλύτη. 

Το φάσµα NMR 1H των φλαβονοειδών  δείχνει την παρουσία χαρακτηριστικά 

αποπροστατευµένων σηµάτων συντονισµού (∆ν < 3Hz) στην περιοχή φάσµατος 12-

13.5 ppm. Τα σήµατα σε αυτή την περιοχή αποδίδονται στο υδροξυλικό πρωτόνιο 

ΟΗ(5) των φλαβονοειδών που συµµετέχει σε ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου 

µε το καρβονυλικό οξυγόνο στη θέση 4 του δακτυλίου C (Exarchou et al., 2002b). 

Επιπρόσθετα, τα σήµατα συντονισµού των άλλων –ΟΗ οµάδων των φαινολικών 

ενώσεων εµφανίζονται σχετικώς διευρυµένα σε θερµοκρασία δωµατίου εξαιτίας της 

ανταλλαγής των υδροξυλικών πρωτονίων µε αυτά του H2O που περιέχεται σε 

διάλυµα µε DMSO-d6 (Σχήµα 5.1 Α(a); B(a); C(a) και Σχήµα 5.2 Α(a)). 

Η ακτινοβόληση του σήµατος συντονισµού του H2O κρίθηκε απαραίτητη  

εξαιτίας της µείωσης που προκαλεί στα σήµατα συντονισµού των –ΟΗ οµάδων, τα 

οποία έτσι ξεχωρίζουν από σήµατα συντονισµού άλλων πρωτονίων (π.χ. αλδεϋδικα) 

όσον αφορά πολύπλοκα δείγµατα (Σχήµα 5.1 Α(b); B(b); C(b) και Σχήµα 5.2 Α(b)). 

Στα Σχήµατα 5.1 και 5.2 παρουσιάζονται τα φάσµατα NMR 1H του ροσµαρινικού 

οξέος, της κερκετίνης, της λουτεολίνης καθώς και του µίγµατος γαλλικού και 

ροσµαρινικού οξέος, κερκετίνης και λουτεολίνης.   
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Σχήµα 5.1. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των οµάδων –OH και –COOH: 

(Α) κερκετίνης (C= 20 mM), (Β) λουτεολίνης (C= 4.66 mM) και (C) ροσµαρινικού 

οξέος (C= 5.55 mM) (T = 295 K, αριθµός παλµών = 8, πειραµατικός χρόνος = 54 

sec): (a) πριν και (b) µετά την ακτινοβόληση του σήµατος συντονισµού του H2O σε 

DMSO-d6 (Nerantzaki et al., 2011). 
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Σχήµα 5.2. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των οµάδων –OH και –COOH 

µίγµατος ροσµαρινικού οξέος (C= 2.77 mM), γαλλικού οξέος (C= 2.94 mM), 

κερκετίνης (C= 2.95 mM) και λουτεολίνης (C= 2.33 mM) (T = 295 K, αριθµός 

παλµών = 8, πειραµατικός χρόνος = 54 sec): (a) πριν και (b) µετά την ακτινοβόληση 

του σήµατος συντονισµού του H2O σε DMSO-d6 (Nerantzaki et al., 2011). 

Για την καλύτερη κατανόηση της επίδρασης της ισχύος ακτινοβόλησης στην 

ένταση των σηµάτων συντονισµού των φαινολικών πρωτονίων πραγµατοποιήθηκε 

µία σειρά πειραµάτων τόσο σε φαινολικά οξέα όσο και σε φλαβονοειδή (Σχήµα 5.3).  

Όπως αναµενόταν, η ένταση των σηµάτων συντονισµού των υδροξυλικών 

φαινολικών πρωτονίων µειώθηκε µε την αύξηση της ισχύος της ακτινοβόλησης, η 

οποία κυµάνθηκε από 110 έως 60 db. Η ολοκλήρωση των σηµάτων συντονισµού 

στην περιοχή του φάσµατος 8-13.5 ppm, η ένταση των οποίων µερικώς ή ολικώς 

µειώθηκε λόγω της ακτινοβόλησης της απορρόφησης του νερού, δίνει την απευθείας 

µέτρηση των ολικών –ΟΗ και –COOH οµάδων. Στο Σχήµα 5.3 παρουσιάζεται η 

ένταση των σηµάτων συντονισµού των –ΟΗ και –COOH πρωτονίων της κερκετίνης 

και του γαλλικού οξέος ως συνάρτηση της µεταβολής της ισχύος της ακτινοβόλησης. 
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Α 

 

Β 

 

Σχήµα 5.3. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των οµάδων –OH και –COOH: 

(Α) κερκετίνης (C= 20 mM) και του (Β) γαλλικού οξέος (C= 11.76 mM) σε DMSO-

d6 (T = 295 K, αριθµός παλµών = 8, πειραµατικός χρόνος = 54 sec): (a) πριν την 

ακτινοβόληση και (b) µε ακτινοβόληση ισχύος παλµού pl9 = 110 db, (c) pl9 = 90 db, 

(d) pl9 = 70 db, (e) pl9 = 60 db. 

Το σήµα συντονισµού της οµάδας –COOH εµφανίζεται, πάνω από τα 10 ppm, 

ως µία ευρεία κορυφή εξαιτίας της γρήγορης ανταλλαγής µε τα πρωτόνια του νερού 

του διαλύτη. Σ’ αυτή την περίπτωση η διάκριση µεταξύ υδροξυλικού πρωτονίου και 

καρβοξυλικού είναι δύσκολη και για να αποφευχθεί σφάλµα στην διαδικασία της 
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ολοκλήρωσης και, κατά συνέπεια, στην ποσοτικοποίηση των ολικών φαινολών θα 

πρέπει να γίνει διάκριση και ταυτοποίηση του σήµατος συντονισµού της οµάδας –

COOH. Αυτό µπορεί να επιτευχθεί µε τη χρήση µιας νέας µεθόδου η οποία βασίζεται 

στην σταδιακή προσθήκη αυξανόµενης ποσότητας υδατικού διαλύµατος ΚΟΗ ή 

NaHCO3. Με µια αναλογία συγκεντρώσεων C(NaHCO3 ) ή ΚΟΗ / Cπρότυπης που κυµαίνεται 

από 1:100 έως 1:75 και από 1:100 έως 1:33 αντίστοιχα για το ΚΟΗ και NaHCO3 

παρατηρείται ότι το σήµα συντονισµού του καρβοξυλικού πρωτονίου µειώνεται. Η 

προσθήκη NaHCO3 προτιµάται σε σχέση µε αυτή του ΚΟΗ γιατί η αποτελεσµατική 

αναλογία συγκεντρώσεων µεταξύ της πρότυπης ένωσης και του NaHCO3 είναι 

µεγαλύτερη.  

Στο Σχήµα 5.4 παρουσιάζεται το φάσµα NMR-1H της πρότυπης ένωσης του 

γαλλικού οξέος σε DMSO-d6 µε σταδιακή προσθήκη αυξανόµενης ποσότητας 

υδατικού διαλύµατος NaHCO3 (11.60 mM). Η προσθήκη του NaHCO3 έχει ως 

αποτέλεσµα την εξαφάνιση του σήµατος συντονισµού στα 12 ppm που αποδίδεται 

στο πρωτόνιο του καρβοξυλίου και αύξηση της διαχωριστικής ικανότητας 

(resolution) των φαινολικών –ΟΗ οµάδων. 

 

Σχήµα 5.4. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των –OH οµάδων του γαλλικού 

οξέος (C= 11.76 mM) σε DMSO-d6 (T = 295 K, number of scans = 8, experimental 

time = 54 sec) και η επίδραση αυξανόµενης ποσότητας NaHCO3: (a) πριν την 

προσθήκη NaHCO3 και µετά την προσθήκη NaHCO3 σε αναλογία C(gallic acid)/C(NaHCO3) 

= 100 (b), 50 (c), και 33 (d) αντίστοιχα.  
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5.3 Σύγκριση φασµατοσκοπίας NMR 
1
H  µε τη χρωµατοµετρική µέθοδο Folin-

Ciocalteau (FC) για τον προσδιορισµό των ολικών φαινολών  

 

Ο προσδιορισµός των ολικών φαινολών µε τη µέθοδο της πρωτονιακής 

φασµατοσκοπίας NMR σε πρότυπες ενώσεις (κερκετίνη, λουτεολίνη, 7-Ο-γλυκοζίτη 

της λουτεολίνης, γαλλικό και ροσµαρινικό οξύ) και σε µίγµα αυτών, 

πραγµατοποιήθηκε µε την ολοκλήρωση των φαινολικών οµάδων –ΟΗ. Τα 

αποτελέσµατα συγκρίθηκαν µε εκείνα που προέκυψαν από την ευρέως 

χρησιµοποιούµενη φωτοµετρική δοκιµή µε το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau. 

Για τη συσχέτιση των αποτελεσµάτων των δύο µεθόδων απαραίτητη 

προϋπόθεση είναι η έκφραση αυτών στις ίδιες µονάδες µέτρησης. Τα αποτελέσµατα 

από τη µέθοδο F-C αναφέρονται ως ισοδύναµα καφεϊκού οξέος και εκφράστηκαν ως 

mg CAE/g ενώ αυτά της µεθόδου NMR 1H σε mg/g. Εποµένως, είναι αναγκαία η 

µετατροπή των αποτελεσµάτων της µεθόδου F-C σε moles/g. Αυτό 

πραγµατοποιήθηκε διαιρώντας το συνολικό αριθµό των moles των φαινολικών 

υδροξυλίων που προέκυψαν από τη µέθοδο F-C (αναφέρονται σε ένα υδροξύλιο) µε 

τον αριθµό των υδροξυλίων της ένωσης που χρησιµοποιήθηκε ως ισοδύναµο (στην 

παρούσα µελέτη είναι δύο, λόγω έκφρασης σε καφεϊκό οξύ το οποίο έχει δύο –ΟΗ 

οµάδες). Το όριο ανίχνευσης (LOD) (S/N = 3) για το µίγµα προτύπων βρέθηκε 0.17 

mgCAE/g µίγµατος. Για τις πρότυπες ενώσεις καφεϊκό οξύ, κερκετίνη, λουτεολίνη, 

γαλλικό οξύ και ροσµαρινικό οξύ το όριο ανίχνευσης υπολογίσθηκε ότι είναι 0.38, 

0.70, 0.30, 0.17 και 0.37 mgCAE/g πρότυπης αντίστοιχα. 

 Στον Πίνακα 5.1 που ακολουθεί παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα 

προσδιορισµού των ολικών φαινολών όπως  προέκυψαν από τις δύο µεθοδολογίες 

που χρησιµοποιήθηκαν.  
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Πίνακας 5.1. Προσδιορισµός των ολικών φαινολών µε τη χρήση του αντιδραστηρίου 

FC και NMR-1H 

∆είγµα 
       Ολικά φαινολικά / mg g-1 CAE 

FCa NMR-1H b 

Κερκετίνη 1290±30 1343 

Λουτεολίνη 1260±20 1360 

Γαλλικό οξύ 1081±37 1559 

Ροσµαρινικό οξύ 980±60 1068 

7-Ο γλυκοζίτης της λουτεολίνης 514±28 591 

Μίγµα 1111±45 1174 
a P = 0.95, n = 3     b % rsd = 2%, n = 3 

 

Τα διαφορετικά αποτελέσµατα που προέκυψαν για το γαλλικό οξύ µπορούν 

να ερµηνευθούν λόγω της µείωσης των δραστικών/αντιδρώντων οµάδων. Σύµφωνα 

µε τους Singleton et al., 1999, από τα τρία φαινολικά υδροξύλια του γαλλικού οξέος  

τα δύο είναι δραστικές/αντιδρώσες οµάδες µε το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau και 

για την περίπτωση της κερκετίνης από πέντε φαινολικά υδροξύλια οι 

δραστικές/αντιδρώσες οµάδες είναι 3+. Σε αντίθεση, συνεπώς, µε την µέθοδο F-C µε 

την οποία προσδιορίζονται τα δραστικά ολικά φαινολικά υδροξύλια, η µεθοδολογία 

NMR 1H προσδιορίζει όλα τα φαινολικά υδροξύλια, το οποίο αποτελεί ένα 

επιπρόσθετο πλεονέκτηµα της µεθόδου. Συµπερασµατικά, σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα των δύο µεθόδων µπορεί να οριστεί ένας πειραµατικός παράγοντας 

δραστικότητας Ae, σύµφωνα µε την εξίσωση (1). 

Ae = (TPNMR) x (TPFC)-1 = (TPh) x (TRP)-1  (1) 

όπου TPNMR είναι η τιµή των ολικών φαινολικών σύµφωνα µε τη µέθοδο NMR 1H, 

TPFC είναι η τιµή που προκύπτει χρησιµοποιώντας τη µέθοδο FC, TPh  τα ολικά 

φαινολικά υδροξύλια και TRP  τα ολικά  δραστικά/αντιδρώντα φαινολικά υδροξύλια. 

Η τιµή Ae είναι δείκτης δραστικότητας ενός συστατικού. Πιο συγκεκριµένα, 

για Ae> 1 ο αριθµός των δραστικών υδροξυλοµάδων είναι µικρότερος από τις ολικές 

υδροξυλικές οµάδες που έχει ένα συστατικό. Επιπλέον, ο παράγοντας TPh µπορεί να 

προσδιοριστεί από την προτεινόµενη µέθοδο NMR 1H εφόσον µπορούν να 

υπολογιστούν τα moles του συστατικού που µελετώνται. Το κλάσµα των moles των 
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ολικών φαινολών προς τα moles του συστατικού δείχνει τον αριθµό των ολικών 

φαινολικών υδροξυλοµάδων. Εφαρµογή της εξίσωσης (1) επιτρέπει τον 

προσδιορισµό της σχετικής δραστικότητας των φαινολικών υδροξυλοµάδων. Για 

παράδειγµα, µε εφαρµογή της εξίσωσης (1) στο γαλλικό οξύ προκύπτει η τιµή Ae = 

1.44. Η πειραµατική τιµή χρησιµοποιώντας τη µέθοδο NMR 1H των ολικών 

φαινολικών υδροξυλίων είναι TPh=2.94 και εποµένως οι δραστικές/αντιδρώσες 

οµάδες υπολογίζονται ότι είναι TRP = 2.94 x 1.44-1= 2.04. Η τιµή αυτή είναι σε 

εξαιρετική συµφωνία µε αυτή των Singleton et al., 1999. Συνεπώς, η τιµή του 

πειραµατικού παράγοντα Ae επιτρέπει τον προσδιορισµό της ικανότητας των 

υδροξυλίων ενός υποστρώµατος να συµµετέχουν στην αντίδραση µε το 

αντιδραστήριο της FC.  

 

5.4 Εφαρµογή της µεθόδου NMR 
1
H σε ακατέργαστα (crude) φυτικά 

εκχυλίσµατα  

Η µέθοδος NMR 1H εφαρµόστηκε και στην περίπτωση των φυτικών 

εκχυλισµάτων για τον προσδιορισµό του περιεχοµένου τους σε φαινολικές ενώσεις. 

Για το σκοπό αυτό µελετήθηκαν το ακετονικό εκχύλισµα ρίγανης, τα εκχυλίσµατα σε 

οξικό αιθυλεστέρα φασκόµηλου, δεντρολίβανου, L. Lucidum και επιπλέον το 

µεθανολικό και υδατικό του L. Lucidum. 

 Στο Σχήµα 5.5 που ακολουθεί απεικονίζεται η επίδραση της ακτινοβόλησης 

του σήµατος συντονισµού του Η2Ο και της προσθήκης συγκεκριµένης ποσότητας 

NaHCO3 στην περιοχή απορρόφησης των φαινολικών οµάδων –ΟΗ και –COOH 

εκχυλίσµατος του οξικού αιθυλεστέρα του L. Lucidum. Το σήµα συντονισµού στα 13 

ppm, όπως είναι γνωστό αποδίδεται στο πρωτόνιο της –ΟΗ(5) που συµµετέχει σε 

ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου µε το καρβονυλικό οξυγόνο στη θέση 4 του 

δακτυλίου C (Exarchou et al. 2002a; Exarchou et al. 2002b). Τα υπόλοιπα σήµατα 

είναι επίσης εν δυνάµει απορροφήσεις των φαινολικών οµάδων –ΟΗ. Στο Σχήµα 

5.5(b) παρατηρείται ότι µε ισχύ παλµού pl9 = 60 db προκαλείται ελάττωση ή και 

εξαφάνιση κορυφών, οι οποίες αποδίδονται σε σήµατα συντονισµού των οµάδων        

–ΟΗ. Ωστόσο, παρόµοια µείωση προκαλείται και στο σήµα συντονισµού της ευρείας 

απορρόφησης στα 12 ppm η οποία αποδίδεταιστην οµάδα –COOH. Γι’ αυτό το λόγο, 

η εκτέλεση επιπλέον πειραµάτων µε προσθήκη µικρής ποσότητας NaHCO3 κρίθηκε 
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απαραίτητη. Από το Σχήµα 5.5(c) φαίνεται ότι η αντίδραση του NaHCO3 µε το            

COOH προκάλεσε µία σηµαντική διεύρυνση στο σήµα συντονισµού του οξέος. 

∆ιεύρυνση ωστόσο παρατηρήθηκε και στις υπόλοιπες κορυφές, που αποδίδεται στη 

µεταβολή του pH του διαλύµατος, η οποία όµως δεν επηρεάζει την περαιτέρω 

ολοκλήρωση και τον ποσοτικό προσδιορισµό των ολικών φαινολών.     

 

Σχήµα 5.5. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των οµάδων –OH και –COOH 

εκχυλίσµατος οξικού αιθυλεστέρα του Ligustrum lucidum (T = 295 K, αριθµός 

παλµών = 1024, πειραµατικός χρόνος = 1 h 57 sec) σε: (a) DMSO-d6, (b) το ίδιο 

διάλυµα µετά την ακτινοβόληση του σήµατος συντονισµού του Η2Ο και (c)  µε την 

προσθήκη 5.7 µL NaHCO3, 11.90 mM (Nerantzaki et al., 2011). 

Συµπερασµατικά, όπως και στην περίπτωση των πρότυπων ενώσεων, η 

ακτινοβόληση του σήµατος συντονισµού του Η2Ο προκαλεί µείωση στα σήµατα 

συντονισµού των φαινολικών οµάδων –ΟΗ και στα ακατέργαστα φυτικά 

εκχυλίσµατα. Με την ολοκλήρωση των κορυφών του φάσµατος πάνω από τα 8 ppm 

που είτε εξαφανίζονται είτε µειώνονται επιτυγχάνεται ο απευθείας προσδιορισµός 

των οµάδων –ΟΗ υπό την προϋπόθεση της αφαίρεσης του σήµατος συντονισµού του 

–COOH. 

COOH 
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Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και για τα υπόλοιπα εκχυλίσµατα. 

Η παρασκευή αραιωµένων διαλυµάτων ακατέργαστων εκχυλισµάτων σε διαλύτη 

DMSO-d6 σε συνδυασµό µε τη χρήση υποδοχέα κρυογενικής τεχνολογίας (που 

επιφέρει σηµαντική αύξηση της ευαισθησίας), η τεχνική της ακτινοβόλησης του 

σήµατος συντονισµού του H2O του διαλύτη καθώς και η προσθήκη NaHCO3 είχαν ως 

αποτέλεσµα τη λήψη φασµάτων µε εξαιρετική διακριτική ικανότητα (Σχήµα 5.6) 

 

Σχήµα 5.6. Περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των οµάδων –OH και –COOH του 

ακετονικού εκχυλίσµατος ελληνικής ρίγανης (T = 295 K, αριθµός παλµών = 1024, 

πειραµατικός χρόνος = 1 h 57 sec) σε: (a) DMSO-d6 (b) το ίδιο διάλυµα µετά την 

επίδραση ακτινοβόλησης στο σήµα συντονισµού του Η2Ο και (c) µε την προσθήκη 6 

µL NaHCO3, 1.19 mM (Nerantzaki et al., 2011). 

Συγκρίνοντας τα Σχήµατα 5.5 και 5.6 παρατηρείται ότι η προσθήκη NaHCO3 

στο ακετονικό εκχύλισµα της ελληνικής ρίγανης δεν προκάλεσε διεύρυνση στα 

σήµατα συντονισµού των οµάδων –ΟΗ σε σχέση µε το εκχύλισµα του Ligustrum 

lucidum. Αυτό εξηγείται, γιατί η ποσότητα του NaHCO3 που προστέθηκε στο 

ακετονικό εκχύλισµα ρίγανης είχε πολύ µικρότερη συγκέντρωση από αυτή που 

προστέθηκε στο εκχύλισµα Ligustrum lucidum, µε αποτέλεσµα µικρότερη µεταβολή 

του pH του διαλύµατος. 

COOH 



 

165 

Όσον αφορά την επίδραση της µήτρας του υποστρώµατος (matrix effect) στον 

προσδιορισµό των ολικών φαινολών, µε τη µέθοδο FC, πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα σταθερής προσθήκης (standard addition method) µε σκοπό τη µείωσή της. 

Στον Πίνακα 5.2 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα αυτής της µεθόδου στα φυτικά 

εκχυλίσµατα που µελετήθηκαν. Για το µεθανολικό και υδατικό εκχύλισµα του 

Ligustrum lucidum οι τιµές της σχετικής ανάκτησης χρησιµοποιώντας τη µέθοδο FC 

υπολογίστηκαν σε 153% και 146% αντίστοιχα, ενώ µε τη µέθοδο NMR 1H ήταν 

100% για το µεθανολικό. Για τα εκχυλίσµατα της ρίγανης, του φασκόµηλου, του 

δεντρολίβανου αλλά και αυτό του οξικού αιθυλεστέρα του Ligustrum lucidum οι 

ανακτήσεις µε τη  µέθοδο FC υπολογίστηκαν 107%, 124%, 122% και 110% 

αντίστοιχα. Η τιµή των ολικών φαινολών του φασκόµηλου και του Ligustrum 

lucidum µε τη µέθοδο FC ήταν µεγαλύτερη από αυτή µε τη µέθοδο NMR 1H ακόµη 

και µετά τη διόρθωση σύµφωνα µε τις υπολογιζόµενες σχετικές ανακτήσεις. Οι 

παρεµποδιστές της FC µεθόδου είναι τριών τύπων ανασταλτικοί, προσθετικοί και 

αυξητικοί µε αποτέλεσµα οι υψηλές τιµές των εκχυλισµάτων να προέρχονται από 

πιθανή αυξητική επίδραση διαφόρων συστατικών (π.χ ασκορβικό οξύ). Η υψηλή 

ανάκτηση του µεθανολικού και υδατικού εκχυλίσµατος του Ligustrum lucidum 

µπορεί επίσης να αποδοθεί στην προσθετική επίδραση διαφόρων συστατικών όπως 

για παράδειγµα των σακχάρων (Wang et al., 2003). Οι διαφορετικοί τρόποι εκχύλισης 

φαίνεται επίσης να επηρεάζουν την ποσότητα των σακχάρων στα εκχυλίσµατα, τα 

οποία πιθανόν να αντιδρούν µε το αντιδραστήριο FC και να δίνουν υψηλότερες τιµές 

ολικών φαινολών σε σχέση µε αυτές που προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο NMR 1H.   

Σύµφωνα µε τους Chen et al., 2005 το φυτό Ligustrum lucidum περιέχει σηµαντικές 

ποσότητες σακχάρων. Για τα υπόλοιπα εκχυλίσµατα οι διορθωµένες τιµές της FC 

µεθόδου είναι µικρότερες από αυτές της µεθόδου NMR 1H. Αυτό µπορεί να αποδοθεί 

στην παρουσία συστατικών µε µικρότερο αριθµό δραστικών/αντιδρώντων 

φαινολικών υδροξυλίων. 
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Πίνακας 5.2. Ολικά φαινολικά και παράγοντας δραστικότητας Ae όπως 

προσδιορίστηκαν στα φυτικά εκχυλίσµατα µε τη χρήση των µεθόδων FC και NMR-
1H. 

∆είγµα            Ολικά φαινολικά/ mg g-1 CAE     Aecorr
c 

FCa NMR 1H b  

Φασκόµηλοd 82±8  55 0.83 

∆εντρολίβανοd 97±9 135 1.69 

Ρίγανη 211±10 274 1.39 

L. lucidum  

(MeOH εκχύλισµα) 

61±4  35 0.88 

L. lucidum  

(H2O εκχύλισµαt). 

65±3  15 0.33 

L. lucidum
d
 98±8 115 1.29 

a (P = 0.95, n = 3) 
b % rsd = 2%, n = 3 
c ∆ιορθωµένες τιµές  FC όσον αφορά τις τιµές ανάκτησης  
d Εκχυλίσµατα οξικού αιθυλεστέρα 
 

Συµπερασµατικά, η χρήση της µεθοδολογίας NMR 1H αποτελεί µία 

εναλλακτική και πρωτότυπη αναλυτική τεχνική που επιτρέπει τον ακριβή 

προσδιορισµό των ολικών φαινολών σε οποιοδήποτε υπόστρωµα και παρουσιάζει 

αρκετά πλεονεκτήµατα σε σύγκριση µε την κλασική φωτοµετρική µέθοδο F-C τα 

οποία συνοψίζονται παρακάτω. 1) Όσον αφορά την ποσοτικοποίηση αυτή µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί χωρίς καµπύλη αναφοράς. 2) Η προκατεργασία του δείγµατος είναι 

ελάχιστη και καµία χηµική αντίδραση δεν απαιτείται για τον προσδιορισµό των 

ολικών φαινολικών, µε εξαίρεση την εξουδετέρωση τυχόν οξέων που µπορεί να 

συνυπάρχουν στο υπό εξέταση δείγµα. 3) Η µέθοδος είναι γρήγορη, χρειάζονται ~10 

λεπτά (τρία φάσµατα του ενός λεπτού) για τη λήψη φάσµατος ενός φλαβονοειδούς 

συγκέντρωσης ~1 mmol/L ενώ µε τη µέθοδο F-C απαιτείται τουλάχιστον µία ώρα. 

Επιπλέον, µε τη µέθοδο F-C προσδιορίζονται τα δραστικά ολικά φαινολικά 

υδροξύλια ενώ µε τη µεθοδολογία NMR 1H προσδιορίζονται όλα τα φαινολικά 

υδροξύλια. Συνεπώς, η µέθοδος NMR 1H αποτελεί σηµαντικό εργαλείο 

προσδιορισµού ολικών φαινολικών σε άγνωστα εκχυλίσµατα, τρόφιµα αλλά και σε 

βιολογικά δείγµατα. 
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Abstract 

The aim of this thesis was to investigate the plant Ligustrum lucidum Ait. in 

order to unveil pharmacologically active substances. Ligustrum lucidum, a member of 

the Oleaceae family, is widely distributed providing an easily available natural 

material of low cost. In traditional medicine, extracts from different plant parts 

(leaves, fruits, and flowers) of Ligustrum spp. was considered to serve functions of 

nourishing liver, kidney and brightening eyes. Studies in modern medicine showed 

that its constituents are effective immunostimulants and excellent biological 

antioxidants. Due to the complexity of the plant extracts, it is rather difficult to 

characterize them chemically in one step. Usually, their study includes fractionation 

of the complex mixture, separation and isolation of the individual components with 

liquid chromatography, and structure elucidation using various spectroscopic methods 

(UV, IR, MS, NMR). 

Hyphenated techniques are gaining popularity in analysis of biological, 

biomedical, environmental, and pharmaceutical samples. LC-MS and LC-SPE-NMR 

are used in routine analysis of plants extracts in most of the phytochemical 

laboratories, providing efficient data for structure analysis. The hyphenated technique 

of LC-MS represents a key technique for the online identification of natural products 

and has been widely used for profiling crude extracts and for dereplication purposes. 

Because of the high sensitivity and selectivity of LC-MS, natural products can be 

efficiently detected in the complex chromatograms obtained with crude extracts. The 

hyphenated of LC–NMR provides a definite advantage in terms of the detailed 

structural information obtained from NMR spectra. Here we report the chemical 

characterization of Ligustrum lucidum leaves extracts using hyphenated techniques, as 

a part of our search on bioactive compounds derived from plants.  

As a first step, the methanolic and aqueous extracts of different geographical 

origin and different seasonally collected periods are investigated. The selected 

extracts were initially screened for their antioxidant activity using the 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl radical (DPPH●) scavenging assay, their content of total phenolic 

compounds and flavonoids using colorimetrically methods. All crude extracts were 

dissolved in CD3CN and DMSO-d6 and the 1H- NMR, spectra were acquired. The 1H-  

NMR spectra of the extracts demonstrate a very characteristic region between 11 to 
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13 ppm, which is of high diagnostic value for the presence of flavonoids. With the use 

of proper temperature and by spiking with standards, flavones were detected and the 

extracts were further analysed by HPLC-ESI-MS to identify the major components. 

Various compounds were tentatively identified belonging to the classes of flavonoids 

and secoiridoids. The comparison between different seasonally collected periods 

showed that there is a small, but significant qualitative differentiation between the 

phenolic content and clear quantitative differentiation. No qualitative differences in 

relation to the phenolic profile were observed when samples from different 

geographical origins were analysed, pointing to a strong influence of the cultivar.  

 The extraction efficiency with different methods and solvents of leaves of 

Ligustrum lucidum was also investigated. Fresh leaves of Ligustrum lucidum were 

extracted with different methods and solvents and the respected fractions were 

collected. The selected extracts were also screened for their antioxidant activity using 

the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH●) scavenging assay. Furthermore, 

their content of total phenolic compounds and flavonoids using colorimetrically 

methods was also investigated. The technique of HPLC-ESI-MS was used to identify 

the major components. Based on the above results, ethyl acetate extract was chosen 

for the application of the HPLC-SPE-NMR technique. The results showed that 

Ligustrum lucidum extracts are rich in secoiridoids and flavonoids in both free and 

glucosidic form. Flavonoids which were identified in the extracts were referred for 

first time in the leaves of this plant (e.g. apigenin 6,8-di-C-glucoside, apigenin-7-O-

rutinoside, quercetin derivative, cinnamoylquinic acid).  

Finally, a novel method for the determination of total phenolic content using 
1H-NMR spectroscopy in the –OH spectral region was investigated. The use of the 

aprotic and strongly solvating dimethyl sulfoxide-d6, allows the “appearance” of the 

phenolic hydroxyl protons. Determination of the integrals of the 1H-NMR absorption 

bands in the region of phenol –OH groups which are eliminated or they are reduced in 

intensity upon irradiation of the residual water resonance in DMSO-d6 allows the 

quantitation of the total phenolic content. A simple method was also applied which 

allows the discrimination of the phenolic OH signals of interest from the interference 

of the phenolic acid, COOH, groups. The 1H-NMR method was shown to be rapid and 

accurate bearing the inherent advantages of the NMR spectroscopy and can be applied 

directly in complex extracts without the need of external calibration. Moreover, total 
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phenolics as determined by the proposed 1H-NMR method were compared with those 

obtained by the Folin-Ciocalteau (FC) reagent method. Differences of the 1H-NMR 

and FC method should be attributed to the fact that 1H-NMR refers to the total 

phenolic hydroxyl protons, whereas the FC method refers to the reacting phenolic 

hydroxyl protons. This demonstrates that the present 1H-NMR method is a new 

promising tool for the estimation of total phenolic content in a wide range of matrixes 

from crude plant extracts and food products. 

 

 

 


